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ABSTRAKT
Tato diplomova prace se zamétuje na vyvoj dopliikl stravy s obsahem fas a vybranych aktivnich latek
pro détskou vyzivu. Jako vhodné byly pro tyto aplikace vybrany fasy arame, kombu, wakame, hijiki
a chlorella, dale spirulina, Inéné seminko, konopné seminko a vlassky ofech.

Teoretickd ¢ast se zabyva tématikou détské vyzivy, dale popisuje charakter vybranych superpotravin
a vV neposledni fad¢ obsahuje screening na trhu dostupnych détskych dopliku stravy s obsahem omega-
3 mastnych kyselin.

V experimentalni casti byla nejprve provedena optimalizace vhodného typu extrakce. Poté byl
u zvolenych extraktl superpotravin stanoven obsah polyfenoli, flavonoidt a antioxidantd. U vzorki byl
rovnéz stanoven obsah karotenoidu a chlorofyld. Z extraktd byly dale ptipraveny lipozomy, u kterych
byla stanovena velikost, stabilita méfenim zeta potencialu, enkapsula¢ni uc¢innost a dlouhodoba stabilita
po tfech mésicich skladovani. Celkove 1ze konstatovat Ze u vétSiny lipozomi se podaftilo enkapsulovat
aktivni latky s u¢innosti nad 80 % a pfipravené ¢astice vykazovaly i velmi dobrou stabilitu. Z hlediska
dlouhodobé stability vykazovaly nékteré vzorky lipozomil niz$i stabilitu a bylo zaznamenano uvolnéni
aktivnich latek béhem skladovani. Pro prodlouzeni trvanlivosti téchto vzorkt by vSak bylo mozné vyuzit
lyofilizace. Za tcelem vykresleni nutri¢niho profilu byly vzorky superpotravin pouzity i k analyze
celkového obsahu sacharidii, proteind, lipidi a k uréeni profilu mastnych kyselin pomoci plynové
chromatografie.

Na zavér byla provedena senzoricka analyza vytvofenych dopliku stravy obohacenych o extrakty fas
aoleje s vy$$im obsahem w-3 mastnych kyselin. Nejlépe byl vyhodnocen vzorek s oznacenim FO1, ktery

obsahoval aktivni laky z fasy wakame.

Klic¢ova slova: enkapsulace, fasy, lipozomy, détska vyziva, profil mastnych kyselin



ABSTRACT
The Diploma thesis is focused on development of children’s nutrition supplements containing algae and
selected active substances. Arame, combu, wakame, hijiki and chlorella algae, as well as spirulina,
flaxseed, hemp seed and walnut were chosen as suitable for these applications.

The theoretical part introduces topic of children food, further it describes the nature of selected
superfoods and last but not least it contains screening of available children’s food supplements
containing omega-3 fatty acids on the market. In the experimental part, an optimization of the
appropriate type of extract was made. Then the content of polyphenols, flavonoids and antioxidants was
determined for the selected superfood extracts. A content of carotenoids and chlorophylls was also
assayed. Furthermore, liposomes were prepared from the extracts. There have been determined a size,
stability by measuring zeta potential, encapsulation efficiency and long-term stability after three months.
Overall, the majority of liposomes were able to encapsulate active sunstances with an efficiency of over
80 % and the prepared particles showed very good stability too. In terms of long-term stability, some
liposome samples exhibited lower stability and a release of active substances during storage was
observed. However, lyphilization could be used to prolong the durability of these samples. In order to
illustrate the nutritional profile, the superfood samples were also used to analyze total carbohydrate,
protein and lipid content and to determine the fatty acid profile by gas chromatography.

Finally, a sensory analysis of prepared alginate supplements containing algae and oils extracts with a
higher content of omega-3 fatty acids was performer. The FOl-labeled sample containing active

substances of wakame algae, was evaluated as the best one.

Key words: encapsulation, algae, liposomes, childrens food, a fatty acids profile
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1 UvoD

Mohlo by se zdat, ze v nynéjsi dobé pIné pokroki v medicing diky neustalému vyzkumu a vyvoji bude
vSem zajistén pfijem potiebnych zivin, vitamind, minerald a dal§ich bioaktivnich latek, nicmén¢ pravda
je takova, Ze se neustale setkavame s pribyvajicim poc¢tem civilizacnich onemocnéni, zplsobenych
pravé nedostatkem téchto latek. V okamziku zjisténi onemocnéni se vétSina jedinca v prvni chvili obrati
k suplementaci. Na trhu je nyni k dispozici nekone¢na $kala produkti, které je mozno uzivat za ucelem
zlepSeni zdravotni kondice, fyzické kondice, nebo ke kosmetickym t¢eltim.

Rist a vyvoj ditéte je ovlivnén zpocatku stravou matky, po narozeni stravou jeho vlastni. Spravna
vyziva je podstatnd pro vyvoj jednotlivych systému a jejich funkci, a proto neni neobvykla ani
suplementace vitamintl a jinych biologicky aktivnich latek u déti.

Cilem diplomové prace je vyvoj a charakterizace dopliiki stravy s obsahem fas a vybranych aktivnich
latek pro détskou vyzivu a screening na trhu dostupnych doplnka stravy pro détskou vyzivu s obsahem
fas a mastnych kyselin. A to pfedev§im ®-3 i ®-6 mastnych kyselin, které jsou esencialni v oblasti lidské
vyzivy. Vzhledem k charakteru diplomové prace byly tedy zvoleny potraviny s vys§im obsahem
mastnych kyselin a dal$ich bioaktivnich latek. Zvolenymi superpotravinami byly zvoleny fasy chlorella,

spirulina, kombu, hijiki, arame, wakame, seminko Inéné a konopné a ofechy vlasské.
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Détska vyziva

Dité je jiz od samotného poceti konzumentem a jeho rist a vyvoj je ovlivnén zpocatku stravou matky,
po narozeni stravou jeho vlastni. Spravna vyziva je podstatna pro pribéh metabolismu jedince a vyvoj
jednotlivych systému a jejich funkci [1]. Organismus potiebuje dostate¢né mnozstvi energie, Zivin,
minerald a vitamind. Hlavnim zdrojem energie jsou sacharidy a lipidy, vys$si naroky jsou kladeny
na ptijem kvalitnich bilkovin, vapniku a zeleza [1].

Je potieba si uvédomit, Ze potieby vyzivy ditéte a dospélého cloveka jsou rozlisné jak v kvantité, tak
kvalité stravy [2]. Existuje nékolik vyvojovych fazi v zivoté ditéte, pficemz kazda tato faze vyzaduje
jiny ptijem energie, Zivin a vody [2].Tato obdobi jsou uvedena v nasledujici Tabulka 1.

Tabulka 1: Vyvojové faze ditéte [2]

VYVOJOVA FAZE DITETE CASOVE ROZMEZI
Nitrodé€lozni vyvoj Donoseny plod 280 +/- 14 dni
Novorozenec 28 dni

Kojenec Do 1.roku

Batole Do 3.roku

Piedskolni vek Do 5.roku

Skolni vék mladsi a starsi Do 12 let mladsi, do 14 let star$i
Adolescence Do 18 let

Nejvyrazngjsi zmény probihaji jesté v dobé€ nitrodélozniho vyvoje ditéte. Velky vyznam ma strava
téhotné zeny. Nésledn€ je matefské mléko nejlepSim zdrojem vsech slozek vyzivy v prvnich Sesti
se do jidelni¢ku ditéte postupné ptidava zelenina, ovoce a v dalsi fazi obiloviny. Z obilovin ziskavaji
sacharidy, vitamin B a vlakninu. Batole ma niz$i potiebu energie, za to vSak rozvoj svalové a kostni
tkané vyzaduje dostatecny piijem kvalitnich bilkovin, ale i vapniku a fosforu. Pro imunitni systém je
pak nutny dostatetny piijem Zeleza a zinku. V predskolnim véku se opét mirné zvySuji naroky
na energii, dale je zvySena potieba vapniku, zeleza, vitamind — hlavné A a C. Maso, masné vyrobky,
obiloviny, luSténiny pokryvaji vyzadované mnozZstvi ostatnich vitamini. Pro $kolni vék je
charakteristické lehké sniZeni potfeby energie, ale stale je nutny dostatecCny ptisun vapniku, zeleza, jodu
a vitaminu C. V dospivani se potiecba energie opét zvySuje, zvySuje se taktéZ potieba bilkovin,
minerdlnich latek a vitamind. Ziejmé jsou intersexualni rozdily metabolismu. Divky potiebuji spiSe
vapnik a Zelezo, chlapci zase energii a vitaminy skupiny B[2]. Referen¢ni hodnoty potieby energie

a Zivin v zavislosti na véku uvadi nasledujici Tabulka 2.
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Tabulka 2: Referen¢ni hodnoty energie a vyznamnych zivin u ditéte v priibéhu vyvoje od 1.roku [4]

VEK
Energie, Ziviny 1.-3 4.-6. 7.-9. 10. - 12. 13. - 14. 15.-18.
rok rok rok rok rok rok

Energie (kcal/kg/den) m/Z 100 90 75 60/55 55/45 45/40
Bilkoviny (g/kg/den) m/z 1,2 1,1 1,0 1,0 1,0 0,9-0,8
Tuky (% denni potieby E) 30-35 30-35 30-35 30-35 30-35 30-35
EMK (% denni potieby E) 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 35
Vitamin A (mg/den) m/Z 0,6 0,7 0,8 0,9 1,1/1,0 1,1/0,9
Vitamin D (ug/den) 5 5 5 5 5 5
Vitamin K (ng/den) m/z 15 20 30 40 50 70/60
Vitamin B6 (mg/den) m/Z 0,9 1,2 1,4 1,6/1,5 1,8/1,6 2,1/1,8
Vitamin B12 (ng/den) m/z 1,0 15 1,8 2,0 3,0 3,0
Kyselina listova (ug/den) 120 160 200 240 300 300-400
Vitamin C (mg/den) 55 60 65 70 75 75

Jakmile dochazi po pulroce Zivota ditéte K rozvoji pohybu, zvySuje se mnozstvi tukuprosté tkané
na trok tkang tukové, pro rust svalové hmoty a kostni tkané je vyzadovan, jak jiz bylo zminéno, zvySeny
piijem Zivo¢isné bilkoviny, vapniku, fosforu atd. Proto je v tomto détském véku nutny dostatecny piijem
mléka a mléénych vyrobkt s vysokym obsahem zminénych nutrienti [2]. Potfebné jsou tedy bilkoviny,
zejména pak jejich slozka taurin U mensich déti; dale pak Zelezo, zinek, méd’, jod, selen, vitamin A,
cholin a kyselina listova.

Je dilezité si uvédomit, Zze somaticky vyvoj ditéte probiha nerovnomérné a v tomto ohledu jsou
podstatné predev§im zmény CNS. Nejrychlej$i vyvoj mozku je zaznamenan do 3.roku ditéte.
Pti nedostate¢ném mnozstvi pottebnych nutrientt mize dojit k nespravnému vyvoji. Z toho divodu je
potieba zajistit dostateCny piisun nenasycenych mastnych kyselin. Pijjem ®-3 MK se pak podili
na vyvoji a spravné funkci mozku i v pozdé&jsich fazich [2]. Tato diplomova préce se proto zabyva
vyvojem dopliki stravy se zvySenym obsahem ®-3 mastnych kyselin pro zajisténi spravného vyvoje
ditéte. Bohatym zdrojem ®-3 mastnych kyselin jsou mnoha seminka a ofechy, napf. seminko Inéné
a konopné, z ofechti napiiklad ofechy vlasské, keSu a dalsi. Zvolenym superpotravinam s vhodnym

zastoupenim mastnych kyselin a dalSich latek se vénuje nasledujici kapitola.

2.2 Vybrané superpotraviny

Vzhledem k charakteru diplomové préace byly zvoleny potraviny s vy$§im obsahem mastnych kyselin,

které jsou navic bohatym zdrojem dal$ich bioaktivnich latek.
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®-3 i ®-6 mastné kyseliny jsou esencialni ziviny v oblasti lidské vyzivy. Mezi dalezité zdroje ®-6
nenasycenych mastnych kyselin patéi maso, cerealni vyrobky, zelenina, ofechy a seminka. Mezi
vyznamné zdroje ®-3 mastnych kyselin pak patii ptedev§im moiské plody [5].

Pro experimentalni ¢ast této prace byly zvoleny fasy chlorella, spirulina, kombu, hijiki, arame,

wakame, seminko Inéné a konopné a ofechy vlasské, které jsou dale blize specifikovany.
2.2.1 Rasy

Rasy jsou fylogeneticky rozlisné organismy. Zatazuji se mezi nizsi rostliny. Jedna se o autotrofni,
jednobunécné i mnohobunééné rostliny bez diferenciace pletiv. K fasam patii sladkovodni i moiské
rody. Vyskytuji se jak mikroskopi¢ti zastupci, tak rody dorustajici i nékolikametrové délky. Jejich barva
je dana riznymi pigmenty a podili se na taxonomickém rozdéleni [6][5][7].

Susené motské fasy jsou bohaté na bilkoviny, mineraly, vlakninu, fenolické slou¢eniny a maji nizky
obsah tuku s obsahem polynenasycenymi mastnymi kyselinami. Jejich chemické slozeni se 1isi

Vv zavislosti na druhu, zemépisné situaci, obdobi sklizné nebo okolnich podminkach [8].

2.2.1.1 Chlorella
Chlorella je jednobunééna mikrofasa s biologickymi a farmakologickymi vlastnostmi diilezitymi pro
lidské zdravi. Obsahuje komplex esencialnich nutrientli, je bohatym zdrojem proteind, poskytuje
sacharidy a omega-3 polynenasycené mastné kyseliny, mineraly, vitaminy i antioxidanty [9][10].
Klinické studie naznacuji, Ze suplementaci Chlorelly vulgaris mize dojit ke zlepSeni hyperlipidemie
i hyperglykémie [10].
2.2.1.2 Spirulina
VIaknitd mnohobunééna mikrotasa Spirulina je povazovana za bohaty zdroj bilkovin, vitamind,
aminokyselin, minerali a dalSich zivin. Byl také prokazan jeji pozitivni ucinek pii 1é¢bé nékterych
alergii, rakoviny, hyperglykémie a hyperlipidémie a jinych onemocnéni [11].
Bé&zné se pouziva ve farmaceutickych a potravinatskych vyrobcich [11].
2.2.1.3 Hijiki
Hijiki (Sargassum fusiforme) je hnéda motska fasa, ktera se v Japonsku sklizi po¢atkem roku, a poté se
susi, vafi a znovu vysusi. Hijiki ma piijemnou strukturu a mirnou, ofechovou chut’ [12].
Hijiki obsahuje 12,2 % bilkovin a 1,8 % lipida. Obsah bilkovin a popilku je o néco niz§i nez
U ostatnich jedlych moftskych fas, ale obsah celkové vldkniny, ktery ¢ini 11,4 %, je vyS$si, coZz ma
pozitivni dopad zejména na travici soustavu. Bohuzel, Hijiki obsahuje vysoké mnozstvi arzenu, coz je

nutno omezit pred spotiebou [12].
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Obrazek 1: Hijiki

2.2.1.4 Arame
Arame (Ecklonia bicyclis) je hnéda fasa sklizena podél pobiezi Pacifiku u Japonska. Nejprve se susi na
slunci, pak se ptipravuje nékolik hodin na pafe nebo vafi, nakraji se na prouzky a opét ususi. Vysusena
arame ma velmi tmavou barvu, ale kdyZz se namo¢i do vody, ziska tmavé hnédou barvu. Chuti jsou si
podobné s hijiki, ale arame je méné slana [13].

2.2.1.5 Kombu
Kombu patii ke skupiné hnédych fas Laminariaceae. Nutri¢né dilezity je obsah vlakniny, ktery ¢ini
30-40 %. Vykazuje protinadorovou, antivirovou, antikoagulacni a antitrombotickou aktivitu. Obsahuje
vysoké mnozstvi minerali jako je vapnik, zelezo, jod a draslik [14].

2.2.1.6 Wakame
Obsahuje ptiblizné 20 % proteinl a zna¢né mnozstvi vlakniny. Ackoliv je obsah lipidi 1,1 % nizky,

jsou tyto Fasy bohaté na polynenasycené mastné kyseliny [12].

E LT

Obrazek 2: Wakame
2.2.2 Vlassky ofech
Ofechy jsou definovany jako suché plody skladajici se z nejedlé tvrdé skofapky a semena [15].
Jedna se o bohaté zdroje bioaktivnich latek typu proteiny, uhlovodiky, tuky a nékterych
mikronutrientti jako draslik, méd’, vapnik nebo hor¢ik. Obsahuji téZ vyznamné mnozstvi vlakniny

a vitaminu C a E. Obecn¢ obsahuji antioxidanty jako flavonoidy, tokoferoly nebo polyfenoly [16].
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Je potieba dbat na skladovatelnost ofechti. Ofechy Se totz vyznacuji vysokym obsahem oleja
a rozsahlym podilem mastnych kyselin, coz ma za nasledek oxida¢ni zZluknuti a rychlé zhorSeni kvality.
Stabilnéjsi jsou ofechy s obsahem mononenasycenych mastnych kyselin [16].

Mononenasycené kyseliny ¢ini ofechy nutriéné cennou nicméné k autooxidaci nachylnou potravinou.
Pti oxidaci lipidi dochazi k produkci sekundarnich produkti indikujicich zhorSeni kvality. Piikladem
téchto latek jsou karbonylové slouc¢eniny nebo furany [16].

Polynenasycené esencialni mastné kyseliny jako je kyselina linolova ¢i linolenova se pozitivné
projevuji na zdravi ¢loveka a délaji tak z ofechlt vhodnou alternativu tuénych potravin. Vlasské ofechy
jsou dale charakteristické zv1asté vysokou hladinou antioxidantt, které pomahaji regulovat hladinu
cholesterolu v krvi [16].

Vedle pozitivnich G¢inklt na kardiovaskularni systém mize mit konzumace ofechii v nékterych
pripadech negativni dopady. Ofechy zplsobuji alergické reakce. Tato potravinova alergie je bézna
a Casto vyvolava zavazné zdravotni potize [15].

Vlasské ofechy patii k Celedi ofeSakovité z fadu bukotvaré. Péstuji se po celém svété, zejména vSak
v oblasti mirného klimatického pasu. Konzumace jader vlasskych ofechii patii z divodu obsahu
polynenasycenych mastnych kyselin a antioxidantti ke zdravé vyvazené stravé. Bohuzel alergie na

vlasské ofechy patii k velmi b&Znym ofechovym alergiim [17].
2.2.3 Konopné seminko

Konopi seté (cannabis sativa) je jednoleta rostlina ¢eledi konopovité (cannabaceae). Rozliujeme dva
typy a) s obsahem THC — marihuana, b) s nizkym obsahem THC (<0,3 %) - technické konopi [18].

Konopné semeno obsahuje vice nez 30 % oleje, az 30 % sacharidii a 25 % bilkovin, pfi¢emz soucésti
bilkovin jsou i esencialni aminokyseliny v mnozstvi odpovidajicim doporu¢eni WHO pro 2leté az 5Sleté
déti. Semena jsou bohata na nenasycené mastné kyseliny, hlavné kyselinu alfa-linolenovou a linolovou
[19][20].

Konopny olej ziskavany ze semen je tvoien z vice nez 80 % PUFA, je tmave barvy a bohaty na rizné
antioxidanty [20].

Konzumace konopnych semen ma ptiznivy G¢inek na hladinu LDL cholesterolu a krevniho tlaku.
Konopné semeno obsahuje téZ vyznamné mnozstvi argininu, ktery je prekurzorem oxidu dusnatého
vyuzivaného jako signaliza¢ni latka v kardiovaskularnim systému a podili se na regulaci hemostazy
[19].

2.2.4 Lnéné seminko

Len sety (linum usitatissimum) je jednoleta rostlina ¢eledi Inovité (linaceae). Jdna se o rostlinu s bilymi
a modrofialovymi kvéty, jednoduchymi listy. Plodem je tobolka obsahujici az 10 semen [18].

Samotna seminka jsou ovalna a asi 6 mm dlouha. Maji hladky, leskly povrch hnédé barvy [18].
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Lnéné semeno obsahuje az 20 % proteind, esencialni aminokyseliny jako lysin, leucin, methionin
a valin, dale vysoky obsah vlakniny a zna¢né mnozstvi tvoii olej (az 45 %). Len je povazovan za
vyznamny rostlinny zdroj -3 a o-6 nenasycenych mastnych kyselin, zejména kyseliny alfa-linolenové
[21]. Alfa-linolenova kyselina obsaZena ve Inéném semeni ma schopnost redukovat cholesterol v tkani
a inhibovat produkci derivati eikosanoidii z kyseliny arachidonové, coz puasobi preventivné vici
nadorovym onemocnénim. Slizové latky semen plsobi pozitivné na travici proces a chrani sliznici

zaludku [21].

23 Lipidy

Lipidy jsou latky, které se vyskytuji napti¢ vSemi zivymi organismy. Nachazeji se v bunikach, kde tvori
bunééné struktury a poskytuji energetické zasoby pro biologické procesy. Jsou definovany podle
rozpustnosti, jelikoz chemicka struktura a funkce jednotlivych lipidi je rozlisna [22].

Mezi lipidy fadime nejriiznéjsi organické slouceniny véetné tukd, oleji, hormonti a nékterych slozek
membran. Spole¢nou charakteristikou téchto latek je ze nedochazi ke vzajemné interakci s vodou [24].

Jeden typ latek fadicich se mezi lipidy, triacylglyceroly, se v tukovych butikach oddéluje formou tuku
a slouzi jako energetickd zasoba organismu a zaroven zajiStuje tepelnou izolaci. Jiné lipidy,
napf. steroidni hormony, slouzi jako chemické posly bunék, tkani a organd, dalsi zajist'uji komunikaci
biochemickych systémi uvniti buiky [24].

Lipidy jsou na rozdil od proteinti, sacharidi a nukleovych kyselin hydrofobniho charakteru. Nékteré
z nich v8ak mohou obsahovat ¢ast hydrofilni struktury. Tyto amfifilni lipidy vykazuji jedine¢né chovani
ve vodném prostiedi: spontanné tvoti organizované molekularni agregaty, jejichz hydrofilni konce se
stykaji s vodou a hydrofobni konce jsou na vnitini strané, kde jsou pied vodou chranény. Diky této
schopnosti mohou tvofit podstatné slozky bunéénych a organelovych membran. Bunééné membrany
jsou tvoreny dvouvrstvou fosfolipidil. Separuji buiiky od prostiedi a rozd€luji vnitini prostory bun¢k do
specialnich struktur se specifickymi funkcemi. Lipidy jsou tvofeny spojenim malych konstitu¢nich
molekul. Mnoho téchto stavebnich molekul je tvofeno stejnou ¢i homologni strukturou. To umoziuje
rozdélit lipidy na nasledujici hlavni skupiny: mastné kyseliny a jejich derivaty, cholesterol a jeho

derivaty a lipoproteiny [24].
2.3.1 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou alifatické monokarboxylové kyseliny. VétSina pfirozenych mastnych kyselin ma
fetézec o délce 4-22 uhlikt, obvykle 18 [23]. Hlavnimi strukturdlnimi znaky mastnych kyselin jsou
délka fetézce, piitomnost nenasycenosti a substituéni skupiny [22].

Malokdy se mastné kyseliny vyskytuji samostatn€, obvykle jsou soucasti komplexnich lipidickych
molekul jako jsou tuky a fosfolipidy. Vétsina biologickych mastnych kyselin obsahuje sudy pocet uhlikil

kvali biosyntetickému propojovani dvouuhlikatych jednotek. Ackoliv je tato molekula ve vodé
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nerozpustna, coz zpusobuje hydrofobni charakter uhlovodikového fetézce, zaporné nabity karboxylat je
hydrofilni. Tato forma vyskytujici se u vS§ech biologickych lipidi se nazyva amfipaticka [24].

Mastné kyseliny mohou vedle ptimého uhlovodikového fetézce obsahovat téz dvojice uhlovodiki
spojenych dvojnymi vazbami, methylové vétve ¢i cyklopropanovy kruh. Dulezitymi derivaty mastnych
kyselin jsou triglyceridy, vosky a lipidy biologickych membran jako steroly, glycerofosfolipidy
a sfingolipidy [24]Error! Reference source not found..

RozliSujeme mastné kyseliny nasycené a nenasycené, pifiCemz nenasycené Kkyseliny se déli
na mono- a polynenasycené.

2.3.1.1 Nasycené mastne kyseliny
Nasycené mastné kyselin neobsahuji dvojnou vazbu uvnitt svého uhlovodikového fetézce [25]. Jsou
tvofeny homologni sérii monokarboxylovych kyselin. Pfirozené se vyskytujici nasycené kyseliny maji
délku Fetézce prevazné mezi 4-24 uhliky [24].

Kyseliny s kratkym fetézcem, jako je kyselina maselna, se nachazi pfevazné v mlééném tuku
prezvykavci. Kyseliny se stfedni délkou fetézce se vyskytuji spole¢né v kokosovém a palmojadrovém
oleji. V obou téchto olejich prevlada zejména zastoupeni kyseliny laurové [23][22].

Nejrozsitenéjsi piirozené se vyskytujici nasycenou mastnou kyselinou je bezpochyby kyselina
palmitova. Jeji piitomnost byla prokdzana v rostlinach, ZivociSich i mikroorganismech. Napiiklad
palmovy olej je velmi bohaty zdroj s obsahem vy$sim nez 40 % kyseliny palmitové [23].

Kyselina stearova, ktera se nachazi na Obréazek 3, je taktéz hojné pfitomna, nicméné obvykle se

objevuje v nizkych koncentracich s vyjimkou kakaového masla a nékolika Zivocisnych tuka [23].

o
H.C.  CH, CH, .CH, .CH, .CH, .CH, .CH, .CH;
*~CH, ZCH, <TH, <TH, %CH, TH, CH, TH, zc“o'

Uhlovodikovy fetézec karboxylova skupina
Obréazek 3: kyselina stearova

Nasycené kyseliny jsou jednoduse ziskatelné hydrogenaci snadno dostupnych nenasycenych kyselin.
Zkracovani a prodluzovani fetézce jsou reakce umoziujici piistup ke kyselinam s lichym i sudym
poctem uhlikd, které nejsou v ptirodé snadno k nalezeni [23].

Nejjednodussi mastné kyseliny jsou linearni fetézce bez vétveni, spojené jednoduchymi vazbami
uhlik-uhlik s jednou koncovou skupinou karboxylové kyseliny. Termin nasycené znamena, Ze v§echny
uhliky v molekule jsou spojeny s maximalnim moznym poc¢tem vodiku [24].

Kyseliny nenasycené maji ve svém fetézci 1 ¢i vice dvojnych vazeb uhlik-uhlik. Termin nenasycené
znamend, Ze neni navazan maximalni mozny pocet vodikovych atomti na kazdy uhlikovy atom
v molekule. Pocet dvojnych vazeb indikuje obecny nazev — mononenasycené mastné kyseliny
pro molekuly s 1 dvojnou vazbou nebo polynenasycené mastné kyseliny se dvéma a vice dvojnymi
vazbami v molekule. Dvé mozné kombinace, cis a trans, urcuji dvéma methylovymi skupinami

sousedici s uhliky vazanymi dvojnou vazbou. Konfigurace cis se vyskytuje v biologicky nenasycenych
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mastnych kyselinach, dva sousedni uhliky v této konformaci lezi na stejné strané uhlikid vazanych
dvojnou vazbou. V konfiguraci trans se sousedni uhliky nachazeji na protilehlych stranach vazebnych
uhlika [24].
2.3.1.2 Mononenasycené mastné kyseliny

Ackoliv bylo identifikovano vice nez sto pfirozen¢ se vyskytujicich mononenasycenych mastnych
kyselin, vét§ina z nich je extrémné vzacna. Obecné se nejCastéji vyskytuji slouceniny s poctem 16-22
uhlikt v fetézci s dvojnou vazbou v konfiguraci cis, které se vyskytuji v béznych lipidech a olejich [22].
Trans — monoenové kyseliny tvoii vzacné slozky ptirodnich oleja a tuku [25].

Nejbéznéjsi mononenasycenou kyselinou je kyselina olejova. Nachazi se ve vétSin€ rostlinnych
i zivo¢isnych lipidd a je jednou z hlavnich mastnych kyselin olivového oleje a nékolika ofechovych
oleji, napf. u makadamovych, pekanovych a liskovych ofechti, pistacii a mandli tvoii obsah kyseliny
olejové 50-70 % [24].

2.3.1.3 Polynenasycené mastné kyseliny
Polynenasycené mastné kyseliny se objevuji v niz§im zastoupeni. Dvojné vazby jsou téméf vzdy
oddéleny methylovymi skupinami, coZ je vysledkem biosyntetického mechanismu, kterym jsou dvojné
vazby vélenény do fetézce [22]. Nejznaméjsimi polynenasycenymi kyselinami jsou kyselina linoleova
a arachidonova. Kyselina arachidonova je znama zejména jako prekurzor eikosanoidt, které zahrnuji
prostaglandiny, tromboxany a leukotrieny. Tyto sloucCeniny produkované bunkami za urcitych
podminek, maji podstatne fyziologicke vlastnosti [24]. Vyznamné polynenasycené mastné kyseliny jsou
omega-3 a omega-6 polynenasycenné mastné kyseliny, které tvori vétsinu membranovych fosfolipida.
Dilezity je pfijem Omega-3 eicosapentaenové (EPA) a dokosahexaenové kyseliny (DHA). Lide tyto
mastné kyseliny dokazi syntetizovat pouze ve velmi nizké koncentraci a jsou odkazani na jejich pfijem
Z potravy, pfi¢emz hlavnim zdrojem jsou motské plody [25].

2.3.1.4 Biosyntéza mastnych kyselin
Z jejich struktury byva patrny jejich biosynteticky piivod — vystavba fetézce probiha piipojenim
dvouuhlikatych jednotek s vyskytem cis dvojné vazby na specifické pozici a s ohledem na umisténi
karboxylové skupiny [23].

Syntéza mastnych kyselin probiha v cytosolu bunék, zejména v tukové tkéni. K pienosu acylové
skupiny slouzi esterové vazany ,,acyl carrier protein“ (t¢Z ACP). Tento protein se vyskytuje ve forme
multienzymového komplexu, na kterém probiha syntéza [22][26].

Biosyntéza mastnych kyselin ma anabolicky charakter a zacind syntézou energeticky bohaté
dvouuhlikaté jednotky malonyl-CoA. V prvnim kroku syntézy dochazi ke kondenzaci s acetyl-CoA,
ktery vznikd po odbouréani jinych mastnych kyselin, oxida¢ni dekarboxylaci pyruvatu piipadné
z nékterych aminokyselin [26].

Schematické znazornéni biosyntézy mastnych kyselin je uvedeno na piikladu tvorby kyseliny

palmitové na nasledujicim Obr. 4.
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2.4 Enkapsulace

Enkapsulace, téZ zapouzdieni, je metoda, ktera vyuziva zachyceni aktivnich latek do nosného materialu
za uéelem transportu aktivnich latek na pozadované misto. Kapsule vznikajici v prib&hu procesu tvoii
bariéru mezi vyplni a okolim a za danych podminek dochazi k postupnému uvoliiovani obsahu. Céstice
mohou mit rozméry od nékolika nanometri az po milimetry [27].

Aktivni latka, ktera se enkapsuluje tvori jadro kapsule. MUze se jednat o latky rtizného charakteru,
napf. vitaminy, antioxidanty, probiotika, enzymy, piirodni extrakty apod. Casto se metoda enkapsulace
voli z divodu nizké stability zminénych aktivnich latek v prostiedi, naptiklad pfi jejich zpracovani, nebo
pti jejich skladovani [27].

Existuje vicero typt ¢astic, nicméné nejcastéji se vyuziva dvou modeli. Prvnim z nich je typ kapsule,
téZ rezervoar. V tomto piipadé se okolo jadra Castice vytvori obalova vrstva a jadro je v ni bezpeéné
uzavieno. Druhym typem je matrix. Jednd se o seskupeni vice jader, kterd jsou spolu uzaviena

v obalovém materialu.[27], [33]. Oba typy ¢&astic jsou graficky zndzornény na Obrazek 5.

Wall material Wall material

Core material Core material

Obrézek 5: Typ enkapsulovanych &astic [33]

24.1 Obalové materialy

Jak jiz bylo zminéno, obalovy material je schopen jadro ochranit proti nepfiznivym podminkam
a zabranit tak jejich znehodnoceni. Voli se s ohledem na pozadavky skladovani, stabilitu i cenu. Jedna
se predev§im o material ptirodniho puvodu, schopné biodegradace, ktery dokaze tvorit dostate¢nou
ochranou vrstvu. Vugéi latce samotné by mél byt obal inertni, v pouziti pro potravinaisky pramysl je
zadouci vyuziti materialu s oznacenim GRAS, jenZ je v obecnosti povazovan za bezpeény [27].

Jako obalovy material se pouzivaji nejcastéji polysacharidy — skrob a jeho derivaty, dale pak rostlinné
extrakty jako arabskd guma, pektiny, karagenan a alginat. Pouzit lze i zivoCisné a mikrobidlni
polysacharidy jako dextran, chitosan, xanthan [28].

Dale je mozné pouzit latky lipidického a proteinového charakteru jako jsou fosfolipidy, vosky, mastné
kyseliny, proteiny mléka, gluten, Zelatina, laktoferrin, ovalbumin aj. [27].

2.4.1.1 Polysacharidové obalové materialy
Podstatné pro vybér polymeru je druh monomeru a jeho vazby, pocet i sekvence. To vse ovliviyje
molekulovou hmotnost, naboj, reaktivitu polymeru a dalsi vlastnosti. Naboj polysacharidu uréuje jeho
sacharidova Cast a prostiedi. Mezi neutralni polysacharidy patii naptiklad Skrob a celul6za, k zaporné

nabitym alginat, karagen a ke kladnym chitosan [29].
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e Alginat
Alginat neboli stl kyseliny alginové je latka plvodem z motskych fas rodu Phaeophyceae.
Z chemického pohledu se jedna o nevétveny linearni kopolymer kyseliny [-D-mannuronové
a a-L-guluronové spojeny B-(1—4) glykosidickymi vazbami, pficemz vzajemny pomér zastoupenych
kyselin rozhoduje o technologickych vlastnostech polymeru. Komeréni alginat se vyskytuje ve formé
sodné soli, ktera je rozpustna. Pfevodem na vapenatou sl ziskAme nerozpustnou stl, ¢ehoZ se vyuziva
téz pii enkapsulaci, kdy se roztok alginatu sodného srazi roztokem chloridu vapenatého za vzniku
stabilniho gelu. Alginaty maji v potravinafstvi své uplatnéni jako emulgatory, stabilizatory
a zahustovadla [30].

e Chitosan
Chitosan je polysacharid slozeny z N-acetylglukosaminovych a glukosaminovych jednotek, spojenych
B-(1—4) glykosidickymi vazbami. Je rozpustny v alkalickém a neutralnim prostfedi. Molekuly
chitosanu jsou kladné nabité molekuly, které v pfitomnosti zaporného naboje koaguluji. Pii enkapsulaci
se této vlastnosti vyuziva pti sraZeni s roztokem tripolyfosfatu sodného [31].

S kovy se chova komplexotvorné. Ve farmacii se vyuziva pro jeho schopnosti snizovat hladinu

cholesterolu a tuk® v jatrech a krvi. V potravinafstvi se bé&zné pouziva jako emulgator, stabilizator,

zahust'ovadlo a Zelirujici ¢inidlo [30]. Chemicky vzorec chitosanu je uveden na Obrazek 6.

CH,-OH CH,'OH CH,OH
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CH,CH CH, CH CH,CH
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F—(1,4)-D-glukosamin
Obrazek 6: chitosan

e Skrob
Skrob je zasobni polysacharid rostlin, ktery se nachazi v nerozpustnych granulich, které se lisi
s rostlinnym druhem. Z chemické stranky je Skrob polymerem linearni amylozy a vétveného
amylopektinu, pfi¢emz glukézové jednotky amylozy jsou vazany o-(1—4) glykosidickou vazbou,
u amylopektinu se navic vyskytuje vazba a-(1—6), ktera se objevuje ptiblizné po 25 jednotkach a ma
za nasledek vétveni polymeru. Dle usporadani v granulich Skrobu rozliSujeme oblast amorfni
a krystalickou. V potravinafstvi se setkdvam s formou Skrobu nativni a modifikovanou. Pouziva se jako

stabilizator, zelirovaci prosttedek, k bobtnani vody atd [30].
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2.4.1.2 Lipidové obalové materialy
Mezi hojné pouZivané nosi¢e slou¢enin nalezi lipozomy [32]. Utvary tvofené dvojvrstvou lipidické
membrany s dutinou. Tyto utvary vznikaji diky hydrofilné-hydrofobnim interakcim mezi vodou
a fosfolipidy [27], [33]. Diky své velikosti i sloZeni se jednd o zna¢né univerzalni slou¢eniny, které jsou
schopny pienaset hydrofilni i hydrofobni latky [32].
PouZivaji se zejména pro pienos Zivin, bioaktivnich latek a Ié¢ivych latek. Hojné pouzivané jsou tedy
ve farmaceutickém prumyslu. V zavislosti na velikosti lipidovych ¢astic jsou definovany jejich

vlastnosti [34]. Struktura lipozomu je znazornéna na Obrazek 7.

liposome

phospholipid
molecule

® 2007 Encyclopadia Britannica, Inc.

Obrazek 7: struktura lipozomu

2.4.2 Metody enkapsulace

Enkapsulace muZeme probihat riiznymi zplsoby, jedna se vSak vétSinou o stejny princip. Zakladem je
vytvorit kapicky aktivni latky, které je potfeba obalit nosicem. Technika je zvolena na zakladé
pozadavki na funkEnost s ohledem na organoleptické vlastnosti potravin. Mezi nejpouzivanéjsi
techniky patii sprejové suSeni a chlazeni, lyofilizace, extruze, koacervace, inkluze, tvorba emulzi
a lipozomu [35].
2.4.2.1 Sprejové suSeni
Technika sprejového suseni je prumysloveé nejrozsifencjSi metoda enkapsulace, kterou je kapalina
premenovana na prasek. Aktivni latku je nejdfive nutno rozpustit/dispergovat do roztoku obalového
materidlu. Smés se poté atomizuje a susi v komorte, kde je odpafovana voda pomoci horkého vzduchu
[27]. Finalnim produktem jsou ¢astice o velikosti mensi nez 40 um [36].
Negativem je, Ze technika je vhodna pouze pro termostabilni materialy rozpustné ve vodé, jako
obalové materialy se pouzivaji modifikované skroby, maltodextrin a arabsk& guma [37].
2.4.2.2 Sprejové chlazeni a mraZeni
Ob¢ tyto metody jsou zalozené na suSeni a na prvni pohled by se mohlo zdat, Ze jsou si nesmirné
podobné. Totozné je pro obé metody vhanéni studeného vzduchu do susici komory [38].
Diference se objevuje u teploty bodu tani lipidd. Pti sprejovém mrazeni se nachazi v rozmezi

35-45 °C, u chlazeni je o néco vyssi [39]. Diky vyuziti predevsim lipidickych obalovych materiali jsou
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kapsule pfipravené témito metodami ve vodé nerozpustné, a proto techniky nachazeji uplatnéni pii
enkapsulaci enzymti, vitamind, minerald a jinych ve vodé rozpustnych latek [38].
2.4.2.3 Lyofilizace
Pii procesu lyofilizace se nejdiive nosi¢ spolu s aktivni latkou rozpousti ve vodé a poté zmrazuji,
pfi¢emz voda je odstranéna pomoci sublimace za snizeného tlaku [38].
Nevyhodou metody je vysoky narok na energii a dobu pfipravy. Lyofilizace se pouZziva k enkapsulaci
ve vodé rozpustnych latek aromatického charakteru, esenci a termolabilnich latek [27].

2.4.2.4 Extruze
Béhem extruze je emulze protlacovana pies otvor/otvory trysek. Emulze je ziskana z taveniny mono a
disacharidi a enkapsulovaného materidlu. Odkapavajici Castice jsou chlazeny prostfedim
a dehydratovany rozpoustédlem. Ztvrdnutim obalového materialu po kontaktu s danym rozpoustédlem
dochazi k enkapsulaci aktivni latky. Typickym rozpoustédlem je isopropanol nebo tekuty dusik. Extruzi
vznikaji ¢astice o velikosti do 2000 pum [40].
2.4.2.5 Koacervace
Principem koacervace je rozdéleni dvou nemisitelnych fazi biopolymeru v roztoku. Jedna faze pak
obsahuje vyrazné vEtsi mnozstvi polymeru, coz ma za nasledek obaleni aktivni latky a vznik koacervatu.
Podle mnozstvi pouzitych polymera rozliSujeme typ jednoduchy s 1 polymerem a komplexni s vice
polymery opacnych naboji. Pfi obou metodach dochazi ke vzniku kapek, které sedimentuji nebo
koaguluji a spoluvytvaii oddé€lenou koacervovanou fazi. Nachazi-li se v roztoku jadra, kapky se hromadi
v jejich okoli a v reakci se sitovacim ¢inidlem tvofi sténu koacervatu [41].
Nevyhodou techniky je vysokd cena, uplatnéni nachazi pti enkapsulaci vonnych olej, vitamind,
enzymu aj.
2.4.2.6 Inkluze
Zéakladem inkluze je zachytavani aktivnich latek do dutin vytvotenych ¢asto cyklodextriny [35].
Vnitini kapsa molekuly ma pramér cca 0,5 nm, a proto Ize enkapsulovat pouze malo latek vhodné

velikosti. Pouziva se pfi enkapsulaci aromat a lipofilnich vitamint [41][42].

2.4.2.7 Emulgace
Pro enkapsulaci ve vodé rozpustnych aktivnich latek se uplatiiuje téZ metoda emulzifikace. RozliSujeme
tvorbu stabilnich kapsli [43].
Emulze casto vnikaji mechanicky, pomoci homogenizatorti, mixerti, michadel apod. Stabilitu emulzi
Ize ovlivnit ptidavkem stabilizatord a emulgatort, piipadné lze techniku také kombinovat se susicimi

metodami. Nevyhodou metody je pouziti organickych rozpoustédel, které mohou mit toxické ucinky

[44],
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2.4.2.8 Tvorba lipozomi
Lipozomy jsou schopny zachytit latky hydrofilniho i hydrofobniho charakteru. Vzniklé ¢astice mohou
byt velikosti aZ nékolika mikrometri [33]. Lipozomy jsou vhodné pro latky ve vodé& rozpustné.

V potravinaistvi se uplatiiuji napiiklad pti enkapsulaci enzymu [40].

2.5 Kapalinova chromatografie

Chromatografie je separacni technika vyuzivajici déleni slozek smési mezi dvé odlisné faze na zakladé
jejich afinity vii¢i dané fazi [45]. Prvni faze je nepohybliva, zvana stacionarni, druha — mobilni faze je
pohybliva Pfi chromatografii jsou molekuly sloZzek opakované pienaseny do stacionarni faze a zpét.
Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie, dale jen HPLC, umoziuje separaci slozitych smési latek
v kratkém Case. Mobilni fazi tvori kapalina, stacionarni fazi byva sorbent, jez se nachazi v kolong,
sloupci, piipadné na ploSe. Nejcastéji se vyuziva sorbentu naplnéného v kolonach, kde se nachazi
v podobé ¢astic o velikosti 3—10 um. Pro toto uspofadani jsou vhodné vétsi pritoky mobilni faze, coz
zajist'uji vysokotlaka Cerpadla [46].

Instrumentace HPLC byva v uzavieném systému, kde je zajistén transport mobilni fize, davkovani
vzorku, separace latek a jejich detekce [45]. Zaznam, ktery je ziskan v pfipojeném pocitaci se nazyva
chromatogram [46].

Davkovani mobilni faze je zajiSténo Cerpadly, ktera museji byt odolna vic¢i korozi, nejéastéji
Z nerezové oceli, titanu nebo keramickych materialti. Je potieba, aby Cerpadla byla chemicky inertni,
zajist'ovala konstantni pritok, ktery lze vhodné regulovat a vydrzeli tlak vy$si 10 MPa [46].

Vzorek se do mobilni fize davkuje pomoci davkovacich systémi. Bézné se vyuziva davkovacich
kohoutti s ddvkovacimi smyckami, které zajist'uji odmeteni spravného objemu vzorku. Davkovani mtize
probihat ru¢né i pomoci automatickych davkovaci [46].

Zakladem je vsak kolona, kde dochazi k samotné separaci mezi fazemi. V soucasnosti kolona
dosahuje délky v rozsahu 5-25 cm a vnitiniho priméru az né€kolik mikrometru [45]. V nékterych
pristrojich je mozné nalézt téz predkolonu, ktera chrani kolonu pied necistotami. Pfedkolona je vyplnéna
stejnou stacionarni fazi jako kolona. Kolona je vyrobena z inertniho a odolného materialu, ma tvar
trubice a je zkonstruovana tak, aby vydrzela pusobeni vysokych tlaki [46].

Detekci latek zajistuje detektor. Nejéastéji vyuzivany detektor pro HPLC je fotometricky UV/VIS
detektor, méfici absorbanci eluatu, ktery opousti kolonu [46]. Specifi¢t&jsi detektory jsou fluorescenéni
nebo elektrochemické detektory. Déle se vyuzivaji refraktometrické a fluorescenéni detektory. [47].

Schéma kapalinového chromatografu je znazornéno na nasledujicim Obrazek 8.
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Obrazek 8: Instrumentace HPLC [48]

2.6 Plynovéa chromatografie

Plynova chromatografie, téz GC, je analyticka metoda, pii které stejn¢ jako u kapalinové chromatografie
dochazi k separaci latek mezi stacionarni a mobilni fazi. Hlavnim rozdilem mezi témito technikami je
pouzita mobilni faze. Pti GC se jako mobilni fize vyuziva nosného plynu. Slou¢eniny se v tomto ptipadé
v kolon¢ separuji pfi rostouci teploté. Pii adsorpéni chromatografii se vzorek v plynné podobé
adsorbuje na povrch tuhého adsorbentu, jez tvoii vypli kolony. U rozdélovaci chromatografie tvori
stacionarni fazi vrstva netékavé kapaliny na povrchu pevného nosice [49].

Instrumentaci zafizeni zajiStuji zdroj nosného plynu, regulator pritoku plynu, davkovac, kolona,
termostat, detektor a vyhodnocovaci zatizeni [50].

Zdrojem mobilni faze jsou tlakové lahve permanentnich plynt — dusiku, vodiku, argonu nebo helia,
které jsou opatfeny ventily pro regulaci tlaku a prtatoku. Nosny plyn proudi kolonou diky tlakovému
spadu, kdy na pocatku kolony je tlak vy$si a na konci uz pouze atmosféricky [46].

Davkovani zajist'uje injektor, ktery pievadi analyt do plynného stavu a slouzi k nastfiku na kolonu.
Déavkovat lze vicero zptsoby — pfimo do kolony, s délicem toku, bez délice toku, s programovée
zvySovanou teplotou [50].

Kolony vyuzivané v GC jsou kapilarni a napliové. Néapliové kolony jsou vyplnény sorbenty nebo
nosici s obsahem stacionarni faze. Do kapilarni kolony lze stacionarni fazi umistit riznym zptisobem,
rozliSujeme tak separacni kolonu se stacionarni fAzi nanesenou na vnitini stran¢ kolony jako tenky film,
kolonu vypln€nou na vnitini stén€ kolony pdrovitou vrstvou smacenou staciondrni fazi a kolony,

ve kterych se nachazi kapalna stacionarni faze vazana na povrch pevného nosice [50].
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Detekce je uskutec¢iiovana celou fadou detektort, k nejcastéji uzivanym patii plamenovy ionizacni,
tepelné vodivostni, hmotnostni spektrometr, atomovy emisni detektor nebo detektor elektronového
zachytu [46], [50].

Injektor, kolona i detektor je potfeba udrzovat pii konstantnich teplotach. K tomuto ucelu slouzi

termostat [46], [50]. Instrumentace metody je znazornéna na nasledujicim Obrazek 9.
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Obrazek 9: Instrumentace plynového chromatografu
2.7  Screening trhu détskych dopliku stravy s obsahem fas a omega-3 mastnych

kyselin

Jako vétSina doplikti stravy se téz ptipravky obohacené o ®-3 mastné kyseliny rozsitily i do détského
sortimentu. -3 mastné kyseliny jsou ¢lovéku esencialni, ovliviiuji ¢innost mozku i centralni nervové
soustavy, maji vliv na zrak a stav srdce ¢lovéka. Klasickym dopliikem stravy s obsahem -3 mastnych
kyselin je rybi olej, ktery je prodavan jak v tekuté verzi, ktera je pro déti ochucena a aromatizovana, tak
ve verzi kapsli ¢i Zelatinovych bonboni s ovocnou piichuti, jez jsou bez zapachu. Na trhu se vSak
vyskytuje spousta dalich variant, pfedevs§im se jedna o preparaty typu pastilky a Zelatinové bonbony
vhodné pro déti od 3 let, nebo aromatizované sirupy s kombinaci rybiho a rostlinného oleje. Casté jsou
téz preparaty v kombinaci ®-3 a ®-6, nebo ®-3-6-9 mastnych kyselin. Suplementace ®-3 mastnych
kyselin se pro zvySeni ucinku doporucuje téz v kombinaci s vitaminy skupiny B. Na trhu existuji
preparaty v kombinacich i s dal§imi vitaminy jako vitamin C, E, A a D, které zaroven plni funkei
antioxidantti a chréni -3 mastné kyseliny pted oxidaci. Suplementy ¢asto nabyvaji rozlisnych tvart po
vzoru cukrovinek, za ucelem oslovit détské spotiebitele svym vzhledem, k nalezeni jsou tak rybicky ¢i

medvidci ovocnych piichuti, nejcast&ji citrén, pomerané, jahoda, tutti-frutti apod. Ptiklad dopliiku
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stravy s omega-3 mastnymi kyselinami ve tvaru rybic¢ek uvadi Obrazek 10. Jedna se doplnék Omega-3

Gummies for Kids od spole¢nosti Jamieson.
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Obrazek 10: Omega-3 suplementy pro déti

Bézné se vyskytuji také suplementy s obsahem fas, vhodné pro détské spotiebitele. V prvnim piipadé

se jedna o praskové formy fas, rozpustné ve vod¢, které jsou urceny k piti a jsou urceny pro konzumenty

od 3 let. Typickym piikladem takového suplementu je Chlorella vulgaris, prodavana jako

dezintegrované bunky fasy, za Ucelem lepsi stravitelnosti a vysoké vstiebatelnosti ucinnych latek.

Ukazkovy produkt je zobrazen na Obrazek 11. Déle je mozné setkat se s multivitaminy pro déti, které

mimo jiné obsahuji vytazky z fasy spiruliny nebo i esencialni mastné kyseliny ziskané z motskych tas,

jako je tomu u produktu multivitamin pro déti od Terranova health, ktery je znazornén na Chlorela

vulgaris — doplngk stravy Obrazek 12: Multivitamin Terranova health

#50 CHLORELLA

—

Obréazek 11: Chlorela vulgaris — doplngk stravy

Obrazek 12: Multivitamin Terranova health
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3 CILE PRACE

Cilem prace je vyvoj a charakterizace doplnkl stravy s obsahem fas a vybranych aktivnich latek pro
détskou vyzivu.
V rdmci prace byly feSeny nasledujici dil¢i cile:
1) Screening na trhu dostupnych dopliikii stravy pro détskou vyzivu s obsahem fas a mastnych kyselin
2) Priprava a charakterizace extraktii z fas a vybranych potravin
3) Enkapsulace ptipravenych extraktii a zvolenych aktivnich latek

4) Navrh optimalniho slozeni détskych dopliku stravy s obsahem fas a mastnych kyselin
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie, mikroorganismy a pfistroje
41.1 Chemikalie

o Ethanol pro UV/VIS, Lach:Ner (CR)

o Dusitan sodny, Lach:Ner (CR )

o Chlorid hlinity, Lach:Ner (CR)

o Hydroxid sodny, Lach:Ner (CR)

o Katechin, Sigma-Aldrich (D)

o Follin-Ciocaultau ¢&inidlo — p.a., Lach:Ner (CR)
o Uhli¢itan sodny p.a., Lach:Ner (CR)

o Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (D)

o Peroxodisiran draselny, Lach:Ner (CR)

o Trolox, Sigma-Aldrich (SRN)

o ABTS, Sigma-Aldrich (SRN)

o Fenol p.a., Lach:Ner (CR)

o Kyselina sirova 96 %, Lach:Ner (CR)

o D-glukéza monohydrat p.a., Lach:Ner (CR)
o n-Hexan pro HPLC — VWR (USA)

o Chloroform pro HPLC — LachNer (CR)

o Kyselina $tavelova, LACHEMA Brno (CR)
o Fenolftalein, LACHEMA Brno (CR)

o Cholesterol, Sigma-Aldrich (D)

o Vajecny lecithin, Sigma-Aldrich (D)

o Nutrient broth medium, Himedia (IND)

o Methanol pro HPLC - Sigma (D)

o Aceton — LachNer (CR)

o Alginat sodny, Sigma-Aldrich (USA)

o Agar powder, Himedia (IND)

41.2 Pouzité piistroje a pomticky

o Predvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (D)

o Analytické vahy, Boeco (D)

o Centrifuga vysokorychlostni chlazend Z36HK, Hermle (D)
o Vortex Reax Top, Hedolph (D)



o NanoPhotometer ™, Implen (D)
o Temperovana tiepacka, Heidolph Inkubator 1000, Labicom (CR)
o Soxhlettv extraktor — Soxtherm, Gerhardt (D)
o Mineralizator, Gerhardt (D)
o Plynovy chromatograf, Thermo Scientific, Trace 1300 (CR)
o HPLC/PDA sestava:
o HPLC Thermo Fisher Scientific (USA)
o Termostat — LCO 101, Column Oven (ECOM, CR)
o Detektor PDA — PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR
o Pumpa— MS PUMP PLUS, Finnigan SURVEYOR
o Vyhodnocovaci software Xcalibur
o Kaolona Kinetex C18,5 mm, 4,6 x 150 mm
o Drzék predkolony Phenomenex — KJO — 4282, ECOM (CR)
o Piedkolona — C18, AJO — 4287, Phenomenex
o Filtry pro HPLC, PRE-CUT, ALLtech (UK)
o Ultrazvuk — PS 02000 Ultrasonic Compact Cleaner 1,25 L, PowerSonic (SR)
o Ultrazvukovy homogenizator — Bandelin Sonoplus HS3200 — Sonorex Technik (D)
o Zetasizer Nano ZS, Malvern (UK)
o Elisa Reader BioTek ELx808, Biotek (D)
o Vakuové odparka RV 06, IKA (D)
o Box Aura mini Biotech (CR)
o Lisnaolej YODA 02, YODA (CR)
o Bé&Zné laboratorni sklo a pomtcky
4.1.3 Pouzité mikroorganismy

V této praci byly pouzity kultury mikroorganismii pochazejici z Ceské sbirky mikroorganismi

Masarykovy univerzity v Brné:

@)

@)

@)

O

Micrococcus luteus (CCM 1569)
Escherichia coli (CCM 3954)
Staphylococcus epidermis (CCM 4418)
Serratia marcescens (CCM 8587)

4.2 Extrakce

Pro nasledujici analyzy byly piipraveny tii typy extrakti a maceratt. Jedna se o 30minutové vodné

a ethanolové extrakty, 24hodinové vodné a ethanolové maceraty a hexanové extrakty. Ptiprava

jednotlivych extraktti/maceratt je popsana v kapitolach 4.2.1a 4.2.2.
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42.1 Extrakce vodnych a ethanolovych vzorki

Pro ptipravu 30minutovych a 24hodinovych extrakti byla pouzita navazka 1 g vzorku na 10 ml
kapaliny. Ethanolové extrakty/maceraty byly piipraveny v koncentracich 20%, 40%, 60%, 80% a 96%
ethanol.

4.2.2 Extrahovani olejii pomoci automatického pfistroje Soxtherm

Extrakty z vybranych superpotravin byly extrahovany s pouzitim automatizovaného soxhletu pomoci
hexanu po dobu 3,5 hodiny. Software ovladajici extrakci byl nastaven podle parametrii uvedenych
v nasledujici Tabulka 3. Extrakce hexanovych extrakti pomoci pfistroje soxtherm je znazornéna na
Obrazku 13. Poté bylo zbyvajici rozpoustédlo odpaieno pomoci vakuové odparky. Vzorky byly
umistény do exikatoru, aby vytékaly posledni zbytky rozpoustédla. Pro dal$i spektrofotometické analyzy
byly oleje rozpoustény v koncentrovaném ethanolu po dobu.

Tabulka 3: Parametry softwaru ptistroje Soxtherm

Parametr Hodnota
T-classification 200 °C
Extraction temperature 170 °C
Reduction pulse 3s
Reduction interval 3,5 min
Hot extraction 1,5 hod
Evaporation A 5x interval
Extraction time 1 hod
Evaporation B 2x interval
Evaporation C 10 min
Program lenght 3 hod, 4 min

Obrézek 13: Priprava hexanovych extraktl

Hexanové extrakty byly dale pouzity pro analyzu flavonoidi, polyfenolti a antioxidacni aktivity podle
postupu uvedeném vV kapitolach 4.3.1, 4.3.2 a 4.3.3. Také byly obdobné jako vodné a ethanolové
maceraty pouZity pro tvorbu lipozomi a analyze profilu mastnych kKyselin, popsanych v nasledujicich
kapitolach 4.4 a 4.7.

4.3 Charakterizace extraktu

Extrakty a maceraty ptipravené podle postupu v kapitolach 4.2.1 a 4.2.2 byly pouzity k charakterizaci
vzorkll podle obsahu polyfenolt, flavonoidi a antioxida¢ni aktivity. Postup jednotlivych analyz je
uveden v nasledujicich kapitolach 4.3.1, 4.3.2 2 4.3.3.
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43.1 Stanoveni celkovych polyfenoli

Do zkumavek byl napipetovan 1 ml 10x zfedéného, pfedem piipraveného Follin-Ciocaultautova ¢inidla,
1 ml vody a 50 pl vzorku. Roztok byl promichan a ponechan pii laboratorni teploté po dobu 5 min.
K roztoku byl ptidan 1 ml nasyceného roztoku Na,COs.

Po opétovném promichani byl roztok ponechan 15 min pfi laboratorni teploté. Dale byla méfena
absorbance roztoku pii 750 nm. Kalibra¢ni fada kyseliny gallové byla piipravena v hodnotach
0,1-0,7 mg/ml.

4.3.2 Stanoveni celkovych flavonoidi

Pro stanoveni celkovych flavonoidd byly pfedem nachystany nasledujici zasobni roztoky: 5% NaNO»,
10% AICls, 5% NaOH a roztok katechinu o koncentraci 1 mg/ml.

Pii vlastnim stanoveni bylo do zkumavky napipetovano 0,5 ml vzorku, 1,5ml vody a 0,2 ml
5% NaNO,. Po 5 minutach pii laboratorni teploté byl k roztoku pfidano 0,2 ml 10% AICIs. Po dalsich
5 minutach bylo k roztoku ptidano 1,5 ml 5% NaOH a 1 ml vody. Po 15 minutach stani pfi laboratorni
teploté byla méfena absorbance pro vinovou délku 510 nm. Pro sestrojeni kalibracni kiivky byla

ptipravena kalibra¢ni fada katechinu rozpustného v 60% ethanolu v rozmezi 0,05-0,3 mg/ml.
4.3.3 Stanoveni antioxidacni aktivity

Rozpusténim 0,096 g ABTS odpovidajici ¢=7 mmol/l a 0,0166 g 2,45 mmol/l peroxodisiranu
draselného v objemu 25 ml byl ziskan radikalovy ion ABTS", ktery byl ponechan ve tmé& nejméné
12 hodin.

Ptipraveny roztok ABTS" byl zfedén 96% ethanolem na hodnotu absorbance pfiblizné 0,700. Mé&feni
bylo provadéno pii 734 nm proti ethanolu. Pro méfeni byla pouzita zazena kyveta, pficemz 1 ml ABTS
a 10 pl vzorku bylo pipetovano ptimo do kyvety. Byl zaznamenan pokles absorbance po 10 minutach,
jako blank bylo pouzito 1 ml ABTS + 10 ul destilované vody.

Zasobni roztok troloxu byl pfipraven o koncentraci 1 mg/ml a kalibracni fada byla nasledné sestavena

V koncentraénim rozmezi 40—400 pl/ml.

4.4 Ptiprava a charakterizace lipozomu
Pro piipravu lipozomi bylo pouzito 10 mg cholesterolu, 90 mg s6jového lecitinu, 1 ml extraktu a 10 ml
destilované vody.

Lipozomy byly pfipravovany pomoci ty¢ového ultrazvuku pii u¢innosti 95 %, po dobu 1 min z vodnych,

ethanolovych i hexanovych extrakti.
44.1 Urceni velikosti a stability pfipravenych ¢astic

U lipozomd byla stanovena jejich stabilita a velikost pomoci méfeni DLS. Stabilita castic byla

vyhodnocena na zaklad€ porovnani hodnot zeta potencialu s hrani¢ni hodnotou —30 mV.
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4.4.2 Stanoveni enkapsulaéni G¢innosti a dlouhodobé stability lipozomu

Po pfipravé lipozomii byly vzorky zcentrifugovany pti 11 000 ot/min po dobu 60 minut. Poté bylo
V supernatantu stanoveno mnozstvi volnych polyfenolil. Stejnym zptisobem byla stanovena koncentrace
polyfenold i v roztoku ptfed enkapsulaci. Z rozdilu koncentrace polyfenoli v roztoku pied a po
enkapsulaci byla nasledn¢ stanovena enkapsulacni G¢innost.

Dlouhodoba stabilita byla stanovena po 12 tydnech opétovnym stanovenim obsahu polyfenolti a

antioxidacni aktivity a kontrolou hodnot zeta potenciald.

4.5 Stanoveni celkového dusiku metodou dle Kjeldahla

Prvnim krokem pfi stanoveni celkového dusiku pomoci automatického kjeldahlova pfistroje (viz
Obrazek 14) je mineralizace. Do mineralizaéni trubice se odvazi 1g vzorku, 2 g weiningerova
katalyzatoru a ptida se 10 ml koncentrované kyseliny sirové. Pfi mineralizaci vznika ¢iry az bily
mineralizat, ktery je v piipadé ztuhnuti potfeba rozpustit v malém mnozstvi vody. K mineralizatu se
ptida par kapek fenolftaleinu a zahaji se automaticka destilace, kdy objem 33% roztoku hydroxidu
sodného je regulovan piistrojem. Uvolnény amoniak je jiman do predlohy s 25 ml standardizovaného
roztoku kyseliny sirové. Po skonceni procesu se k destilatu piida par kapek Tashirova indikatoru a titruje
se odmérnym roztokem hydroxidu sodného do Zlutého zbarveni. Pro stanoveni vzorkd byla zvolena
metoda s nazvem ZK 2 a nasledujicimi parametry:

1. krok 15 min, 100 °C

2. krok 15 min, 200 °C

3. krok 120 min, 410 °C

4. krok 30 min, chlazeni

Pfed vlastni analyzou je potieba standardizovat roztoky hydroxidu sodného a kyseliny sirové.

Odmeérny roztok hydroxidu sodného se standardizuje titraci kyseliny stavelové hydroxidem sodnym na
fenolftalein do rdzového zbarveni. Kyselina sirovd se standardizuje titraci odmérnym roztokem
hydroxidu sodného na tashirtiv indikator do zlutého zbarveni.

Obsah celkového dusiku se vypocita podle nasledujici rovnice 1:

CNnaoH " VNaon
Y _2'(CHZSO4'VHZSO4_%)'MN 0
N = —

, kde Wy ... obsah dusiku, ¢ (H2SOs) ... koncentrace kyseliny sirové, V (H2SOa) ... objem kyseliny sirové, ¢
(NaOH) ... koncentrace hydroxidu sodného, V (NaOH) ... spotfeba hydroxidu sodného pfi titraci, Mn ...molérni

hmotnost kyseliny §tavelové, mo...navazka vzorku
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Obrazek 14: Pfistroj pro automatizované stanoveni Dusiku Kjeldahlovou metodou
Vzhled mineralizatu, ktery vzniké v prvnim kroku analyzy, je mozné vidét na Obrazek 15. V dal$im
kroku vznikad destilat, ktery je titrovan na tashirtv indikator do zlutého zbarveni, jak je tomu

i Na Mineralizat pted destilaci Obréazek 16: Vysledek analyzy po titraci.

Obrézek 15: Mineralizat pied destilaci Obrézek 16: Vysledek analyzy po titraci

4.6 Stanoveni celkovych sacharidii podle Duboise

Pro stanoveni byl pfipraven zasobni roztok 5% fenolu a roztok glukézy o koncentraci 1 mg/ml. K 1 ml
vzorku byl pfidan 1 ml 5% fenolu a 5 ml koncentrované H.SOs. Vzorky byly ponechany 30 min
pfi laboratorni teploté. Absorbance byla méfena pii vinové délce 490 nm. Stanoveni bylo kalibrovano

pro glukozu v koncentraénim rozmezi 0,02-0,1 mg/ml.

4.7 Urceni profilu mastnych kyselin pomoci plynové chromatografie

Pro stanoveni obsahu mastnych kyselin plynovou chromatografii byly pouzity vzorky dvojiho typu. Pro

prvni analyzu byla pouzita samotna biomasa. Vzorky biomasy byly pouzity k derivatizaci pfeménénim
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na methylestery mastnych kyselin. Derivatizace probiha 120 min pfi 85 °C po prevedeni 10 mg navazky
biomasy spolu s 1,8 ml transesterifikacni smési do krymplovaci vialky. Po skonceni transesterifikace
byl cely obsah krymplovaci zkumavky pieveden do vétsi 4ml vialky spolu s 0,5 ml 0,05 M roztoku
NaOH a 1 ml hexanu. Smés se 3-5 min intenzivné protiepava na multipozi¢nim vortexu. Po oddéleni
fazi se z horni hexanové faze odebere 0,1 ml do ¢isté vialky pro analyzu a prida 0,9 ml hexanu. Takto
pripraveny vzorek je bezbarvy a homogenni.

V piipadé pouziti extraktu pro analyzu pomoci plynové chromatografie byly oleje pripravené
na automatickém soxthermu pievedeny do chloroformu na koncentraci 10 mg/ml. 1 ml vzorku se spolu
s0,8ml transesterifika¢ni smési derivatizuje za stejnych podminek jako vzorky biomasy.
Po transesterifikaci a vychladnuti krymplovacich zkumavek je cely jejich obsah opét pieveden do vétsi
4ml zkumavky spole¢né s 0,056 M NaOH. Vzniklé fazové rozhrani je 3-5 min protiepavano
na multipozi¢nim vortexu. Ze spodni, chloroformové faze je odebrano 0,1 ml vzorku a pfidano do Cisté
vialky s 0,9 ml chloroformu.

Vzorky proméfené plynovym chromatografem je nutno dale v softwaru pfistroje zintegrovat a dale
zpracovat. Pro analyzu byly pouzity parametry viz Tabulka 4.

Tabulka 4: Parametry instrumentalni metody pro stanoveni mastnych kyselin

Front inlet 250 °C, split ratio 10, pratok 1 ml/min, nosny plyn — vodik

Kolona zebron ZB-FAME, 30 m x 0,25 mm x 0,20 um
Detektor 260 °C, air flow 350 ml/min, makeup gas flow 30 ml/min, hydrogen flow
35 ml/min

4.8 Antimikrobialni testy

Antimikrobialni testy byly provedeny v 96jamkové titra¢ni desti¢ce spektrofotometrickym stanovenim.

K testovani byly pouzity bakterie Micrococcus luteus, Serratia marcescens, Staphylococcus epidermis
a Escherichia coli. Mikroorganismy byly zaockovany do média nutrient broth o objemu 50 ml, kde byly
inkubovany po dobu 24 hod. Nasledné byly bakterie v objemu 1 ml pteoc¢kovany do sterilniho media
0 objemu 50 ml, ¢imz byly nafedény v poméru 1:50. Takto nafedéné bakterie byly v objemu 150 pl
napipetovany do titraénich desticek spolu se 50 pl extraktu. Nasledné¢ bylo provedeno

spektrofotometrické stanoveni, tedy ihned a po 24 hodinach pii 630 nm.

4.9 Stanoveni obsahu karotenoida a chlorofylu
Pro spektrofotometrické stanoveni chlorofyll byly 2 g vzorku rozeteny s 5 ml acetonu a vznikld smés
byla zfiltrovana, pfevedena a doplnéna do 25 ml v odmérné bance. Roztoky byly 5x zfedény.

Absorbance takto ptipravenych vzorkl byly proméfeny pii vinovych délkach 663 nm a 645 nm proti

acetonu. Koncentrace chlorofylti v mg/ml byly vypocitany podle nasledujicich vztahi.
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Ca = 12,7 - Agez — 2,69 - Agys 2

Cp = 22,9 Agys — 4,68 - Aggs (3)

Cy+cp =802 Agez + 20,20 - Agys 4)

*ca = chlorofyl a, ¢, = chlorofyl b, ca+c, = celkovy obsah chlorofylu

Vzorky ptipravené pro stanoveni chlorofylii byly pouzité téz pro spektrofotometrické stanoveni
obsahu karotenoidi. Méfeni absorbance bylo provedeno pii vinové délce 445 nm. Koncentrace
karotenoidt byly vypoéteny z rovnice regrese y = 0,056x — 0,0215. Kalibra¢ni fada o koncentracich
10, 5, 3, 2, 1 a 0,5 pg/ml byla ptipravena postupnym fedénim zasobniho roztoku standardu B-karotenu

Vv acetonu.

4.10 Analyza obsahu pigmenti pomoci HPLC

Biomasa vzorki fas byla navaZena s ptesnosti na 4 desetinna mista a extrahovana 15 minut v 0,5 ml
destilované vody. Poté byly vzorky centrifugovany pii 13 000 ot/min po dobu 5 minut. Nasledné byl
extrakt oddélen od biomasy. K biomase byly pfidany sklenéné kulicky a 1 ml methanolu v kvalité
pro HPLC. Dale byly vzorky vortexovany 15 minut pii 2800 rpm a znovu centrifugovany
pii 13 000 ot./min, 5 minut. Supernatant s uvolnénymi pigmenty byl zfiltrovan ptes nylonovy filtr
do vialky. Analyza pigmentt probihala metodou HPLC s podminkami separace uvedenymi v Tabulka 5,
slozeni mobilnich fazi je znazornéno v Tabulka 6.

Tabulka 5: Podminky separace pigmentti na HPLC

Kolona Kinetex, C18

Teplota 25°C

Nastiik 15-60 pl

Eluce 0-13 min: linearné ze 100 % A do 100% B,

13-19 min: 100% B,

19-20 min: linearné ze 100% B do 100% A,
20-25 min: 100% A

Doba analyzy 25 minut

Tabulka 6: Slozeni mobilnich fazi

A Slozka Acetonitril Methanol 0’1?Sh1:3'§_HCI
MnozZstvi 840 ml 20 ml 140 ml

B Slozka Methanol Ethylacetat /
MnozZstvi 680 ml 320 ml /
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4.11 Ptiprava détskych dopliki stravy s obsahem fas a mastnych kyselin

Na zakladé obsahu mastnych kyselin ve vzorcich byly vybrany jejich vzajemné kombinace tak, aby
vysledné dopliiky stravy obsahovaly nutri¢né nejlepsi mozné zastoupeni m-3 a ®-6 mastnych kyselin.

Pro potravinovy dopln¢k uréeny détem byl vybran tvar medvidka. Zaklad kazdého medvidka tvotil
2% agar a 2% alginat v pomérech 1:1. Dale byly ptidavany slozky ovliviujici barvu, chut’ a obsah
mastnych kyselin. Pfidavky macerati a aditivnich latek jednotlivych medvidku byly feSeny individualné
s ohledem na chut’ a konzistenci kazdého typu medvidka, vysledné slozeni medvidka uvadi Tabulka 7.

Tabulka 7: Slozeni ¢astic pro senzorickou analyzu

Vzorek SloZeni dopliiku stravy

A01 Alginat + Agar + Zastudena lisovany olej z konopného seminka s cukrem

Alginat + Agar + Zastudena lisovany olej z Inéného seminka s cukrem v %2
BO1 | medvidku, Alginat + Agar + biomasa Fasy chlorelly ochucena sirupem s pfichuti

kiwi a cukrem ve druhé poloviné medvidka

col Alginat + Agar + Zastudena lisovany olej z vla§ského ofechu, vanilkovy cukr a
macerat z fasy arame

Alginat + Agar + Zastudena lisovany olej z vlagského ofechu s cukrem v %2
D01 | medvidku, Alginat + Agar + macerat z fasy hijiki ochuceny sirupem s piichuti

malina a cukrem ve druhé poloviné medvidka

Eol Alginat + Agar + macerat fasy spiruliny v kombinaci s jableénym sirupem a
cukrem

Fol Alginat + Agar + macerat fasy wakame v kombinaci se sirupem s pfichuti manga
+ cukr
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3) VYSLEDKY A DISKUZE

Diplomova prace je zaméfena na enkapsulaci bioaktivnich latek obsazenych ve vzorcich vybranych
superpotravin. Zaméfeni prace je zejména na charakterizaci vzorkd z nutri¢niho hlediska a jejich pouziti

k ptipravé doplnkd stravy.

5.1 Optimalizace a charakterizace vodnych a ethanolovych extraktl

51.1 Polyfenoly a flavonoidy

Optimalizace extraktce polyfenoli a flavonoidi byla provadéna na vybranych vzorcich fas. Extrakty
pro optimalizaci a stanoveni byly ptipraveny podle postupu v kapitole 4.2.1, postup stanoveni obsahu
polyfenold, flavonoidi a antioxida¢ni aktivity je popsan v kapitolach 4.3.1, 4.3.2 a 4.3.3. Vsechny
vzorky byly proméreny tfikrat a ze ziskanych hodnot byl vypocitan primér a smérodatnad odchylka.

Uvolnéni polyfenolt ze vzork do extraktti a macerati bylo v prvnim kroku porovnano po tydnu.
Pro tyto ucely byly vybrany vodné, 20% ethanolové, 40% ethanolové a koncentrované 96% ethanolové
preparaty. V pripadé vzorku chlorelly nejsou mezi extrakty a maceraty zadné vyrazné rozdily. V ptipadé
vzorku spiruliny bylo vétsi uvolnéni polyfenolti zaznamenano pouze u vodného maceratu, konkrétné se
jednd o0zménu koncentrace z hodnoty 2,35+0,04 mg/g na 8,88+0,28 mg/g. Namétfené hodnoty
polyfenola po tydnu macerace uvadi Tabulka 8. Jednotliva zastoupeni polyfenolti v koncentra¢nich
fadach obou vzorkt znazornénych na Obrazek 19 zobrazuje Tabulka 9.

Tabulka 8: 30min extrakty vybranych koncentraci pii laboratorni teploté a jejich porovnani po tydnu macerace

Chlorella Spirulina
% ¢ [mg/g] po 30 min ¢ [mg/g] Po tydnu ¢ [mg/g] po 30 min ¢ [mg/g] Po tydnu
0% 1,19 £ 0,00 2,02 £0,02 2,35+0,04 8,89+ 0,28
20 % 1,33 £0,01 1,50 + 0,00 6,10 £ 0,13 7,25 +£0,12
40 % 1,48 £ 0,00 1,34 £0,01 1,91 +£0,03 1,89 £0,01
96 % 1,80 =+ 0,00 1,90 +£0,03 1,32 £ 0,06 1,67 £ 0,09
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Tabulka 9: Porovnani polyfenolti u koncentraéni fady extrakti fas po 30 min a 24 hod

Chlorella Spirulina
% ¢ [mg/g] po 30 min ¢ [ma/g] po 24 hod ¢ [ma/g] po 30 min ¢ [ma/g] po 24 hod
0% 1,28 +£0,01 2,72 £0,00 5,563 £0,02 8,21 +0,00
20 % 1,29 £ 0,00 1,01 + 0,00 1,32 +0,02 5,23 +0,00
40 % 1,37 +£0,01 1,32 £0,01 1,34 £ 0,06 2,28 £0,02
60 % 1,42 +£0,00 1,29 + 0,00 1,69 + 0,08 1,28 + 0,00
80 % 1,99 £0,01 2,35+0,01 1,89 + 0,04 1,76 £ 0,00
96 % 1,34 £ 0,02 1,02 + 0,00 1,17 £ 0,09 2,28 £0,00

Nejvice polyfenola ve vzorku spiruliny bylo stanoveno ve vodném maceratu, 8,21 + 0,00 mg/g
a nejméné ve extraktu 96% ethanolu - 1,17 +0,09 mg/g. U vzorku chlorelly bylo nejvice polyfenoli
stanoveno opét ve vodném maceratu, konkrétné 2,72 + 0,00 mg/g.

Dalsi optimalizaci vybéru extrakti/macerati s ohledem na zastoupeni polyfenolti ve vzorcich
chlorelly a spiruliny popisuje Tabulka 10. Byly zde srovnany hodnoty ziskané pti 30minutové extrakci
svrouci vodou, 24hodinovou maceraci s inkubaci pii 30 °C a 24hodinovou maceraci s inkubaci
pii 50 °C. Pro potieby této optimalizace byl vyuzit jen vodny extrakt a extrakt do 20% ethanolu, jelikoz
oba tyto extrakty byly dle pfedchozi optimalizace vyhodnoceny jako nejvhodnéjsi. U vodnych extrakta
vzorku chlorelly byl nejvyssi obsah polyfenoli zaznamenan pii 24hodinové maceraci s inkubaci
pii 30 °C, 1,96 + 0,00 mg/g, a nejmensi pii 30minutové extrakci s vrouci vodou. U extraktu do 20%
ethanolu téhoz vzorku byl obsah polyfenoli nejvyssi pii 24hodinové maceraci s inkubaci
pti 50 °C - 1,42 + 0,00mg/g. Nejvyssi obsah polyfenoli u vodnych extrakti vzorku spiruliny byl téz
s vrouci vodou. Koncentrace polyfenolt u extrakce do 20% ethanolu byla u spiruliny nejvyssi
po 24hodinové maceraci s inkubaci pti 30 °C, 4,70 £ 0,00 mg/g, a naopak nejniz§i po maceraci
s inkubaci pti 50 °C. Pfi optimalizaci vybéru extrakti/macerati s ohledem na koncentraci uvolnénych
polyfenolt vychazi tedy nejlépe pii pouziti vodného rozpoustédla 24hodinova macerace s inkubaci pti
vysledky byly stanoveny pii extrakei s vrouci vodou. Piehledné jsou dosazené vysledky optimalizace

polyfenolt znazornény v grafu na Obrézek 17.
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Tabulka 10: Optimalizace vybéru extraktu — polyfenoly

Optimalizace vybéru vhodnych extrakti ¢i macerati — vysledky koncentrace ¢ [mg/g]

30 min extrakce 24hodinova 24hodinova
Vzorek Ptiprava i
s vrouci vodou | macerace pii 30 °C | macerace pii 50 °C

0% 0,68 £0,01 1,96 + 0,00 1,39 £ 0,00

Chlorella
20 % / 1,12 + 0,00 1,42 £ 0,00
o 0% 0,25 £0,00 7,04 £ 0,07 13,02 £0,02

Spirulina
20% / 4,70 £ 0,00 2,52 £ 0,00

0% spirulina = 20% spirulina  ®m 0% chlorella = 20% chlorella
140 +
120 +
100 +

8.0 +

6.0 T

40 +
20 + N
o0 I . : []

Extrakce horkou  Macerace s inkubaci Macerace s inkubaci
vodou pii 30°C pii 50°C

¢ [mg/g]

Obrézek 17: Optimalizace polyfenolt — Chlorela a Spirulina

Daéle byl pfi optimalizace extrace, stejn¢ jako v pfedchozim piipad€ u polyfenold, sledovan obsah
flavonoidu. Nejvyssi koncentrace flavonoidi ve vzorku spiruliny byla zaznamenana v 96%
zaznamenadna Vv 80% ethanolovém extraktu 0,25 +0,03 mg/g. Nejvyssi koncentrace flavonoidi
ve vzorku chlorelly byla stanovena v 80% ethanolovém maceratu, kde bylo naméteno 3,91 + 0,01 mg/g.

Jednotliva zastoupeni flavonoidl v koncentracnich fadach obou vzorkti uvadi Tabulka 11.

41



Tabulka 11:Porovnani flavonoidd u extraktd fas rod Chlorella a Spirulina po 30 min a 24 hod, skladovano

v chladu
Chlorella Spirulina
% ¢ [mg/g] po 30 min ¢ [mg/g] po 24 hod | ¢ [mg/g] po 30 min ¢ [mg/g] po 24 hod
0% 0,37 £0,00 0,24 £ 0,00 1,20 + 0,00 2,43 +0,00
20 % 0,35+0,00 0,30 £ 0,00 0,37 £ 0,00 1,74 £ 0,01
40 % 0,90 £ 0,00 0,99 £ 0,00 0,28 £0,00 0,53+0,00
60 % 2,09 £ 0,00 1,29 + 0,00 1,04 £ 0,00 1,80 £ 0,02
80 % 2,62 £0,00 3,91+£0,01 0,25+ 0,03 2,64 £ 0,01
96 % 2,44 £ 0,00 3,67 £ 0,02 2,34 £ 0,00 3,49 £ 0,01

Data ohledné koncentrace flavonoidi ve vzorcich chlorelly a spiruliny, ktera byla nashromazdéna
béhem optimalizace vybéru extrakti/macerati jsou uvedena v Tabulka 12. Opét byly srovnany hodnoty
ziskané pii 30minutové extrakci s vrouci vodou, 24hodinovou maceraci s inkubaci pti 30 °C
a 24hodinovou maceraci s inkubaci pfi 50 °C. Pro potieby optimalizace byly vyuzity pouze vodny
preparat a 20% ethanolovy preparat. Vysledky optimalizace jsou znazornény na nasledujicim grafu
viz Obrazek 18.

U vodnych preparatl vzorku chlorella byl nejvyssi obsah flavonoidii zaznamenan pii 24hodinové
maceraci s inkubaci pii 30 °C, kde byla stanovena hodnota 0,62 + 0,00 mg/g, a nejmensi pii 30minutové
extrakci s vrouci vodou. U 20% ethanolovych preparati téhoz vzorku byl obsah flavonoidii opét nejvyssi
pti 24hodinové maceraci s inkubaci pfi 30 °C 7,73 £ 0,00 mg/g. Nejvyssi obsah flavonoidi u vodnych
preparati vzorku spiruliny byl téZ zaznamenan pifi 24hodinové maceraci s inkubaci pti 30 °C,
1,90 £ 0,01 mg/g, nejnizsi pti extrakei s vrouci vodou. Koncentrace flavonoidii 20% ethanolovych
vzorkl byla u spiruliny opét nejvyssi po 24hodinové maceraci s inkubaci pii 30 °C, 1,42 = 0,00 mg/g,

Z téchto vysledkt jednoznaéné vyplyva, Ze pro oba vzorky byly nejvyssi hodnoty flavonoidu
stanoveny pii 24hodinové maceraci s inkubaci pii 30 °C a nejnizs§i pti extrakei s vrouci vodou, v piipadé
20% ethanolovych maceratll pak pii maceraci s inkubaci pti 50 °C, neni tedy vyhodné zpracovavat

vzorky pti vysokeé teploté, aby nedoslo ke ztraté vyznamnych flavonoidi.
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Obrazek 18: Optimalizace flavonoidii — Chlorella a Spirulina

Extrakce horkou vodou

Macerace s inkubaci pii

30°C

Tabulka 12: Optimalizace vybéru extraktu — flavonoidy

Macerace s inkubaci pfi
50°C

Optimalizace vybéru vhodnych extrakti ¢i macerati — vysledky koncentrace ¢ [mg/g]

30 min extrakce 24hodinova 24hodinova
Vzorek Ptiprava
s vrouci vodou macerace pii 30 °C | macerace pii 50 °C

0% 0,28 £ 0,00 0,62 £ 0,00 0,38 £ 0,00

Chlorella
20 % / 7,73+£0,00 0,59 £ 0,00
o 0% 0,25 £ 0,00 1,90 + 0,01 0,59 £ 0,00

Spirulina
20% / 1,42 + 0,00 0,22 £0,00

Srovnani obsahu flavonoidd a polyfenoli v jednotlivych extraktech koncentra¢ni fady pro vzorky

chlorelly a spiruliny je znazornéno v nasledujicim grafu na Obrazek 19. Vysledné hodnoty obsahu

polyfenolt a flavonoida ve zvolenych maceratech tas uvadi Tabulka 13, pfi¢emz vzorky Inéné seminko,

konopné seminko a vlassky ofech byly analyzovany dodate¢né¢ na obsah polyfenold. Nejvyssi

koncentrace polyfenoli byla stanovena 11,61 + 0,00 mg/g v ethanolovém maceratu vzorku arame,

koncentrace flavonoidt byla nejvyssi v ptipadé téhoz vzorku, kde bylo stanoveno 8,96 + 0,46 mg/g.
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Obrazek 19: Optimalizace obsahu polyfenolt a flavonoida

Tabulka 13: Vysledné hodnoty stanoveni obsahu polyfenolt a flavonoida

Polyfenoly ¢ [mg/g] Flavonoidy ¢ [mg/g]
Vzorky
vodné 20% ethanol Vodné 20% ethanol
Chlorella 2,72 £0,00 1,04 + 0,00 0,24 £ 0,00 0,30 £ 0,00
Spirulina 5,53 +£0,00 5,23 £0,00 2,43 £0,00 1,74 +0,01
Kombu 0,37 £0,00 0,25+ 0,00 3,08 £1,00 0,93+0,15
Arame 10,17 £ 0,00 11,61 £ 0,00 6,28 £ 0,03 8,96 £ 0,46
Wakame 0,57 £0,00 0,41 £ 0,00 3,81+£0,83 3,97 £0,10
Hijiki 2,67 +£0,01 2,55 +0,00 2,94 £ 0,65 2,06 £0,43
Lnéné seminko 2,27 +£0,02 2,20+0,00
Konopné seminko 1,70 £ 0,00 1,65 + 0,00
Vlassky otfech 4,00 = 0,00 6,17 £ 0,00
5.1.2 Antioxidacni aktivita

Antioxidaéni aktivita vodnych a ethanolovych vzorki byla stanovena podle postupu v kapitole 5.4.
Vsechny vzorky byly proméfeny tiikrat a ze ziskanych hodnot byl vypocitdn primér a smerodatna
odchylka V prvnim kroku bylo i toto stanoveni podrobeno optimalizaci vybéru extraktu/maceratu. Opét
byla sledovana odezva u extraktd pfipravenych 30minutovou extrakci a maceratl pripravenych
24hodinovou maceraci pti 30 °C. Hodnoty ziskané pii stanoveni uvadi Tabulka 14.

Pii stanoveni antioxida¢ni aktivity ve vzorku spiruliny byla nejvyssi koncentrace ve 30minutovych
ethanolovém maceratu 1,18 + 0,00 mg/g. Nejvyssi hodnoty pro 24hodinové maceraty byly nalezeny ve
vodném maceratu, 22,96 + 0,00 mg/g a nejméné v 96% ethanolu 1,15 + 0,01 mg/g.
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Tabulka 14: Porovnani koncentra¢ni fady extraktl fas po 30 min a 24 hod

Chlorella Spirulina

% ¢ [mg/g] po 30 min ¢ [mg/g] po 24 hod | c [mg/g] po 30 min ¢ [mg/g] po 24 hod
0% 13,46 £0,01 6,56 + 0,00 10,74 £ 0,00 22,96 £ 0,00
20 % 13,89 +£0,01 6,29 £ 0,00 5,76 £ 0,00 15,75+ 0,00
40 % 3,95+ 0,00 0,12 £0,00 1,18 + 0,00 1,18 £ 0,00
60 % 2,84 £ 0,00 0,24 £0,00 1,54 £ 0,00 1,32 £ 0,00
80 % 0,63 £ 0,00 0,09 £ 0,00 13,70 £ 0,00 2,90+ 0,00
96 % 0,60 £ 0,01 1,27 £ 0,01 6,08 £ 0,01 1,15+ 0,00

Hodnoty ziskané béhem optimalizace antioxidaéni aktivity ve vzorcich chlorelly a spiruliny popisuje
Tabulka 15. Byly srovnany hodnoty ziskané pti 30minutové extrakci s vrouci vodou, 24hodinovou
maceraci s inkubaci pii 30 °C a 24hodinovou maceraci s inkubaci pfi 50 °C. TéZ zde byl pro potieby
optimalizace vyuzit jen vodny preparat a 20% ethanolovy preparat. U vodnych preparatt vzorku
chlorelly byla nejvyssi hodnota antioxida¢ni aktivity zaznamenana pii 24hodinové maceraci s inkubaci
pti 50 °C, 24,53 + 0,01 mg/g, a nejmensi pii maceraci s inkubaci pti 30 °C. U 20% ethanolovych
- 3,99 £ 0,00 mg/g. Nejvyssi zastoupeni antioxidaéni aktivity u vodnych preparati vzorku spiruliny byl
téZ zaznamenan pii 24hodinové maceraci s inkubaci p#i 50 °C, 20,12 + 0,00 mg/g, nejniz$i pii extrakci

svrouci vodou. Koncentrace polyfenoli 20% ethanolovych vzorkd byla u spiruliny nejvyssi po

swwr

swwr

s vrouci vodou, v pfipadé 20% ethanolovych maceratt pak pii maceraci s inkubaci pii 30 °C. Vysledky
optimalizace antioxida¢ni aktivity jsou znazornény v grafu na Obrazek 20.

Tabulka 15: Optimalizace antioxidaéni aktivity

Optimalizace vybéru vhodnych extraktd ¢i maceratu — vysledky koncentrace ¢ [mg/g]

30 min extrakce 24hodinova 24hodinova
Vzorek Ptiprava )
s vrouci vodou macerace pii 30 °C | macerace pii 50 °C

0% 9,24 £ 0,00 0,12 £0,00 24,53 £0,01

Chlorella
20% / 0,23+0,01 3,99 £0,00
o 0% 0,73+0,05 2,21 +£0,00 20,12 £0,00

Spirulina
20% / 1,59 + 0,00 5,75+ 0,00
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Obrazek 20: Optimalizace antioxida¢ni aktivity — Chlorella a Spirulina
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Obrazek 21: Antioxidac¢ni aktivita vzorka Chlorella a Spirulina ve srovnani po 30 min a 24 hod

Obrézek 21 porovnava hodnoty antioxidacni aktivity, které byla stanoveny ve 24hodinovych
maceratech a 30minutovych extraktech vzorku chlorelly. Nejvyssi hodnota u 30minutovych extrakti
koncentrace ve extraktu 96% ethanolu 0,60 £ 0,01 mg/g. Nejvyssi hodnota u 24hodinovych macerati
byla stanovena ve vodném maceratu, 6,56 £ 0,00 mg/g a nejméné v 80% ethanolu - 0,09 £ 0,00 mg/g.
Vysledné hodnoty antioxida¢ni aktivity vybranych macerat stanovené ve vzorcich fas uvadi Tabulka
16. Vzorky Inéné seminko, konopné seminko a vlassky ofech byly stanoveny dodatecné. Nejvyssi
hodnota antioxidacni aktivity nalezi vodnému maceratu vzorku vlassky ofech, kde byla koncentrace
stanovena 4,13 + 0,00 mg/g.

Vzhledem k obsahu aktivnich latek, prok&zanych ve vodném 24hodinovém maceratu a 20%

ethanolovém maceraty byly tyto extrakty dale vyuzivany béhem nasledujicich analyz.
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Tabulka 16: Vysledné hodnoty antioxidaéni aktivity

Antioxidac¢ni aktivita ¢ [mg/g]

Vzorky Vodné 20% ethanol
Chlorella 0,66 + 0,00 0,63 £0,00
Spirulina 1,07 £ 0,00 0,58 £ 0,00
Kombu 0,84 + 0,04 2,00+ 0,00
Arame 2,65+ 0,00 1,48 £ 0,00
Wakame 1,98 £ 0,00 1,74 £0,01
Hijiki 0,73 +£0,04 2,65+0,01
Lnéné seminko 0,61 +0,00 0,61 +£0,01
Konopné seminko 0,61 +0,00 1,19 + 0,00
Vlassky ofech 4,13 +£0,00 3,15+0,19

5.2 Charakterizace lipidovych extraktt

Lipidové extrakty byly pfipraveny pomoci piistroje Soxtherm podle postupu popsaném v kapitole 4.2.2.
Po upravé byly ziskané lipidové extrakty podrobeny analyze obsahu polyfenolt, flaovnoida
a antioxidaéni aktivity podle postupu z kapitol 4.3.1-4.3.3.V8echny vzorky byly proméfeny tiikrat
a ze ziskanych hodnot byl vypoc€itin primér a smérodatna odchylka. Vysledky téchto analyz jsou
uvedeny v Tabulka 17 a vyobrazeny na Obrazek 22.

Nejvyssi koncentrace flavonoidi byla v tomto ptipadé stanovena u vzorku Inéného seminka, konkrétné

98,28 + 1,13 mg/g. Déle pak ve vzorku arame 94,15 + 0,96 mg/g a vlasského ofechu 90,24 + 0,51 mg/g.

cvwvr

Twwr

3,45 + 0,29 mg/g. Rovnéz nejvyssi antioxidacni aktivita byla stanovena u extraktt z Inéného seminka.
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Obréazek 22: Celkova charakteristika lipidovych extrakta
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Tabulka 17: Charakteristiky lipidovych extraktt

Vzorek ¢ lmg/e]
Polyfenoly Flavonoidy Antioxidacni aktivita
Chlorella 5,67 +£0,74 63,76 £ 1,02 3,08 £0,63
Spirulina 10,21 £ 0,33 17,66 £ 0,16 2,30 £ 0,25
Arame 3,45+ 0,29 94,15 + 0,96 1,88 +0,14
Hijiki 7,45+ 0,27 43,56 + 0,48 1,65+ 0,15
Wakame 5,08 £ 0,20 76,41 £ 0,50 1,78 £0,19
Kombu 5,42 + 0,18 43,86 + 2,87 2,05 +0,27
Vlassky otfech 4,37 +£0,38 90,24 + 0,51 4,69 +0,36
Konopné seminko 9,03+0,30 84,75+ 0,53 3,66 £0,16
Lnéné seminko 14,15 + 0,65 98,28 +1,13 7,12 +0,32
5.3 Ptiprava a charakterizace lipozomu

Podle postupu v kapitole 4.4 byly ze vSech vzorkd pfipraveny ptipraveny lipozomy, vyuzito bylo
24hodinovych vodnych macerata, 24hodinovych maceratu do 20% ethanolu a lipidovych extrakta.
V nasledujicich kapitolach je popsana ptiprava lipozomi, jejich velikost, Stabilita a enkapsulaé¢ni

ucinnost jednotlivych typt pfipravenych lipozomti. Vzhled vodnych lipozomii zobrazuje Obrazek 23.
) — 0 ¢ > Lg' L= 2 = . ~—
P =1

Obrézek 23: Lipozomy vodnych extraktt

5.3.1 Urceni velikosti a stability lipozomi

Vsechny pfipravené lipozomové Castice byly podrobeny analyze velikosti méfenim DLS a stability
zméfenim zeta potencialu podle postupu z kapitoly 4.4.1. VSechny vzorky byly proméieny tiikrat
a ze ziskanych hodnot byl vypocitan prime.

Primérna velikost lipozomi se pohybovala v rozmezi 202,93-367,5nm u lipozomi z vodnych
extraktl, 226,27-426,73 nm u lipozomil z ethanolovych extrakti a 210,63—-305,00 nm Vv piipade
lipozomti s obsahem lipidovych extraktt. Jednotlivé hodnoty velikosti a polydisperzity uvadi Tabulka
18. Pro piedstavu je velikost lipozomt z vodného extraktu konopného seminka prezentovéna i graficky

na Obréazek 24. Ostatni grafy jsou k nalezeni v ptiloze 1.
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Tabulka 18: Velikost lipozom1

Ui Velikost [nm] PDI [/]
ipozom
P Vodné  Ethanolové  Lipidové | Vodné  Ethanolové  Lipidové
Chlorella 367,50 265,57 280,50 0,36 0,32 0,33
Spirulina 356,83 310,90 305,00 0,36 0,41 0,36
Arame 345,60 301,13 216,50 0,40 0,34 0,28
Hijiki 275,07 269,67 227,60 0,34 0,30 0,26
Wakame 344,70 269,03 229,25 0,39 0,33 0,29
Kombu 345,27 255,40 286,60 0,39 0,35 0,32
Lnéné seminko 202,93 426,73 237,17 0,26 0,37 0,26
Konopné seminko | 247,57 289,23 248,10 0,25 0,38 0,33
Vlassky otech 295,93 226,27 210,63 0,36 0,23 0,24
12 +
10 +
\ —— Konopné seminko 1
3 57 “ Konopné seminko 2
P 6 L Konopné seminko 3
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Obrézek 24: Priklad velikosti lipozomt z vodného extraktu — Konopné seminko

Na zéklad¢ ziskanych hodnot zeta potencialu je mozno soudit, ze vSechny lipozomy s obsahem

lipidovych extrakti jsou stabilni, jelikoz u zadného z nich nebyla ziskdna absolutni hodnota zeta

potencialu niz$i, nezli absolutni hodnota hrani¢ni hodnota —30,00 mV.

Méné stabilni byly lipozomy wakame, kombu, Inéného seminka a konopného seminka pfipravené

z ethanolovych extrakti. Nejméné stabilni byly lipozomy ptipravené z vodného extrakti konopného

seminka, zde absolutni hodnota zeta potencialu poklesla az na hodnotu 11,70 mV. Tyto ¢astice tak jiz

mohou vykazovat naptiklad vyssi stupen agregace. Ziskana data jsou piehledné graficky znazornéna

na Obrazek 25.
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Tabulka 19: Ur¢eni stability lipozomu

Zeta potenciél [mV]

Lipozomy Vodné Ethanolové Lipidové
Chlorella -30,13 -38,43 -32,67
Spirulina -30,80 -38,10 -33,60
Arame -30,60 -38,10 -37,53
Hijiki -35,83 -36,47 -37,00
Wakame -35,53 -29,63 34,40
Kombu -36,23 —25,57 -35,33
Lnéné seminko -33,33 -26,73 -32,07
Konopné seminko | 11,70 -29,53 -36,63
Vlassky ofech -33,30 -34,00 -34,70

Inéné  konopné vlassky
chlorella spirulina arame hijiki wakame kombu seminko seminko ofech

N
o
|

-40 -  mmmm Vodné  mmmm Ethanolové Lipidové esmmsHranice stability

Obrézek 25: Grafické znazornéni stability lipozomu

5.3.2 Charakterizace a enkapsula¢ni u¢innost lipozomui

Stanoveni enkapsula¢ni t€innosti u lipozomt bylo provedeno stanonovenim koncentrace polyfenolii
podle postupu z kapitoly 4.4.2. VSechny vzorky byly proméfeny tfikrat a ze ziskanych hodnot byl
vypocéitan priumér a smérodatna odchylka. Déle byly lipozomy podrobeny analyze stanoveni jejich
antioxida¢ni aktivity. Ze ziskanych hodnot (viz Tabulka 20) byla stanovena enkapsula¢ni Géinnost
danych lipozomii.

U lipozomil ptipravenych z vodnych extraktd byla nejvyssi enkapsula¢ni u¢innost stanovena v ptipadé
zaznamendna u vzorku wakame 80,81 %. U lipozomi piipravenych z ethanolovych extrakti byla
nejvyssi enkapsulacni ucinnost stanovena u vzorek spiruliny 99,68 % a hijiki 99,88 %, naopak nejnizsi

enkapsula¢ni ucinost byla stanovena u vzorku wakame 63,87 %. V ptipadé lipozoml s obsahem
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lipidickych extraktii pak bylo enkapsulovano nejvice latek ve vzorku hijiki, konkrétné 89,96 %, nejméné

pak ve vzorku vlasského ofechu, kde bylo enkapsulovano 52,59 % polyfenoli. Obecné lze tedy fici, ze

se podafilo do v8ech lipozomii enkapsulovat aktivni laky s G¢innosti nad 52%, ve vétSiné piipada viak

enkapsulacni G¢innost neklesla pod 80 %.

Charakteristiky lipozomt ziskané pti analyze jejich antioxidacni aktivity jsou zndzornény v Tabulka

21 a nasledné& v porovnani i s dlouhodobou stabilitou na Obrazek 26, Obrazek 27 a Obrazek 28.

U lipozomt ptipravenych z vodnych extrakti a lipozomd z ethanolovych extrakti se hodnoty

antioxidacni aktivity podobaji, koncentrace antioxida¢ni aktivity u lipozomi z lipidovych extraktl

nabyvaji nepatrné niz$ich hodnot.

Tabulka 20: Enkapsulaéni u¢innost polyfenolt

Enkapsulaé¢ni a¢innost polyfenolu [%]

Vzorky Vodné extrakty | Extrakty do 20% ethanolu Lipidové extrakty
Chlorella 99,77 93,17 74,88
Spirulina 82,27 99,68 85,29
Arame 90,66 94,95 56,00
Hijiki 95,77 99,88 89,96
Kombu 81,82 70,45 76,83
Wakame 80,81 63,87 82,48
Lnéné seminko 97,15 96,00 79,74
Konopné seminko 91,28 96,83 80,95
Vlassky ofech 98,64 97,42 52,59

Tabulka 21: Antioxida¢ni aktivita lipozomt

Antioxida¢ni aktivita - ¢ [mg/ml]

Vzorky Vodné extrakty | Extrakty do 20% ethanolu Lipidoveé extrakty
Chlorella 0,61 + 0,00 0,62 + 0,00 0,55+ 0,00
Spirulina 0,61 + 0,00 0,62 + 0,00 0,55+ 0,00
Arame 0,62 + 0,00 0,65 + 0,00 0,55+0,01
Hijiki 0,62 + 0,01 0,62 + 0,00 0,50 + 0,00
Kombu 0,62 + 0,00 0,62 + 0,00 0,48 +0,01
Wakame 0,61 + 0,00 0,62 + 0,00 0,53+ 0,00
Lnéné seminko 0,61 +0,00 0,62 +£0,01 0,60 £0,01
Konopné seminko 0,61 + 0,00 0,62 £+ 0,00 0,59 £ 0,01
Vlassky ofech 0,61 + 0,00 0,66 + 0,04 0,59 + 0,01
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5.3.3 Dlouhodoba stabilita lipozomt

Vsechny typy lipozomi byly uchovany v mrazu po dobu 3 mésicd. Po uplynuti této doby byla
proméfena jejich stabilita. Stabilita byla ovéfena kontrolou antioxida¢ni aktivity lipozomt, stanovenim
mnozstvi uvolnénych polyfenoll a rovnéz analyzou zeta potenciald. VSechny vzorky byly prométeny
tiikrat a ze ziskanych hodnot byl vypocitan primér a smérodatna odchylka.

Hodnoty zeta potencialu zobrazuje Tabulka 22. Z dosazenych vysledki 1ze po kontrole antioxidaéni
aktivity konstatovat, ze po 3 meésicich byla u vSech lipozomi jeji aktivita zachovana. Mnozstvi
uvolnénych lipozomu se nachazi v Tabulka 23.

Tabulka 22; Analyza dlouhodobé stability pomoci zeta potenicalu

Zeta potencial [mV]

Lipozomy Vodné Ethanolové Lipidové
Chlorella —49,47 -45,53 -48,93
Spirulina -43,63 -45,30 —47,95
Arame -43,10 -53,45 -55,00
Hijiki -48,93 54,05 -45,80
Kombu -52,73 -52,00 —-49,53
Wakame -48,33 -48,00 -45,50
Lnéné seminko -62,67 -50,13 —44,70
Konopné seminko | -62,57 -50,67 -36,07
Vlassky ofech -42,05 -50,10 -35,67

Koncentrace polyfenoltl v supernatantu u vétsi poloviny lipozomil pfipravenych z vodnych extraktt
vzrostla, u téchto vzorkd jiz doslo pravdépodobné k rozpadu lipozomt a nastalo uvoliiovani aktivnich
latek. Nejvyssi koncentrace polyfenolu byla stanovena 0,06 + 0,01 mg/ml ve vzorku vlasského ofechu.
V ptipadé poklesu koncentrace polyfenolt dochazelo pravdépodobné k degradaci volnych polyfenold,
moznost ptipadného soubézného uvoliovani aktivnich latek vSak nelze zcela vyloucit.

U vétSiny lipozomil ptipravenych z ethanolovych extraktli koncentrace polyfenolii v supernatantu
klesla, ¢astice byly pravdépodobné stabilni a doba skladovani 3 mésice neni pro tyto vzorky vhodna.

Koncentrace polyfenoli v supernatantu u vSech lipozomil s obsahem lipidovych extrakti vzrostla,
koncentrace polyfenolt v lipozomech z lipidovych extrakti byla stanovena ve vzorku vlassky ofech
0,06 £ 0,00 mg/ml.
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Tabulka 23:Dlouhodoba stabilita ¢astic

POLYFENOLY - c [mg/ml]

Vzorek Vodné extrakty Extrakty do 20% ethanolu Lipidové extrakty
Hijiki -0,02 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,01 +£0,00
Arame 0,02 £ 0,00 0,05 £ 0,00 0,03+0,01
Kombu -0,02 £ 0,00 -0,03 £0,00 0,03 +0,00
Wakame 0,01 £0,00 -0,01 £ 0,00 0,03 +0,00
Chlorella 0,00 £ 0,00 -0,01 £ 0,00 0,02 £0,00
Spirulina 0,10 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,02 £0,00
Vlassky otfech 0,06 £ 0,01 0,00 £ 0,00 0,06 +£0,00
Konopné seminko 0,05 +0,01 0,00 £0,01 0,05 £ 0,00
Lnéné seminko 0,05+0,01 0,00 £ 0,00 0,04 £0,00

Tabulka 24: Antioxidaé¢ni aktivita lipozomu po 12 tydnech

ANTIOXIDACNI AKTIVITA — ¢ [mg/ml]

Vzorek Vodné extrakty Extrakty do 20% ethanolu Lipidové extrakty
Hijiki 0,66 £ 0,01 0,65 £ 0,00 0,64 +£0,59
Arame 0,77 £0,01 0,68 £ 0,01 0,65 £ 0,59
Kombu 0,65 £ 0,00 0,67 £0,05 0,64 +£0,58
Wakame 0,65 £ 0,00 0,64 £0,00 0,65 £ 0,59
Chlorella 0,67 £0,01 0,64 £ 0,00 0,65 £ 0,59
Spirulina 0,63 £0,01 0,64 £ 0,00 0,66 = 0,60
Vlassky otfech 0,66 £ 0,01 0,66 £ 0,01 0,65 £ 0,59
Konopné seminko 0,65 + 0,01 0,63 +0,00 0,64 +£0,58
Lnéné seminko 0,62 £ 0,01 0,63 £0,01 0,65 £ 0,59

Vysledné hodnoty antioxida¢ni aktivity lipozomu po 12 tydnech skladovani uvadi Tabulka 24. Nejvyssi

hodnota antioxida¢ni aktivity byla stanovena u lipozomi z vodného extraktu fasy arame, kde byla

Tvwvr

v lipozomech z vodného maceratu vzorku Inéného seminka.
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9 T ® Antioxidacéni aktivita okamzita ® Antioxdaéni aktivita dlouhodoba

chlorella spirulina arame  hijiki  kombu wakame Inéné konopné vlassky
seminko seminko ofech

Obrazek 26: Antioxidac¢ni aktivita vodnych lipozomi ihned a po 3 mésicich

m Antioxidac¢ni aktivita okamzita ® Antioxidaéni aktivita dlouhodoba

[e2]
!
T

¢ [mg/g]

N w -
|
T

ChlorellaSpirulina Arame  Hijiki Wakame Kombu Lnéné Konopné Vlassky
seminko seminko ofech

Obréazek 27: Antioxidac¢ni aktivita lipozomu z extraktt do 20% ethanolu v ¢ase 0 a po 3 mésicich
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® Antioxida¢ni aktivita okamzita = Antioxida¢ni aktivita po 3 mésicich
70 T

60 T

50 T

¢ [mg/g]

Chlorellaspirulina arame  hijiki kombu wakame Inéné konopné vlassky
seminko seminko ofech

Obrazek 28: Srovnani antioxidaéni aktivity lipidovych lipozomi pied a po 3 mésicich

Pii kontrole stability ¢astic pomoci méfeni zeta potencialu byly vSechny lipozomy uznany za stabilni,
nicméné koncentrace polyfenolti v supernatantu u zna¢né ¢asti vzorkt vzrostla, u téchto vzorka jiz tedy
nastalo uvoliovani aktivnich latek z lipozomi. Doba skladovani 12 tydni tedy neni pro tyto vzorky

vhodna. Pro prodlouzeni trvanlivosti by bylo mozné pouzit napiiklad lyofilizaci.

54 Stanoveni obsahu bilkovin pomoci Kjeldahlovi metody

Stanoveni obsahu bilkovin je prvni kapitolou, ktera informuje o zékladnim nutricnim slozeni
studovanych superpotravin. Analyza probéhla podle postupu uvedeném v kapitole 4.5.

Tabulka 25 uvadi procentualni zastoupeni obsahu dusiku ve vzorcich, vypocitaného z rovnice 1.
obsah dusiku byl zaznamenan v pfipadé fasy hijiki, 1,40 %.

Tabulka 25: Obsah dusiku

Vzorek *WN [%]
Arame 1,57
Kombu 1,52
Hijiki 1,40
Wakame 2,16
Chlorella ND
Spirulina ND
Vlassky ofech 2,58
Lnéné seminko 2,77
Konopné seminko *ND
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*WN % = procentudlni zastoupeni obsahu dusiku ve vzorku, ND = nedetekovano

9.5 Stanoveni celkovych sacharidii podle Duboise

Dalsi ze stanovovanych nutri¢nich slozek analyzovanych superpotravin jsou sacharidy. Sacharidy byly
ve vzorcich stanoveny pomoci spektrofotometrické metody dle Duboise, jejiz postup uvadi kapitola 4.6.
Vsechny vzorky byly proméfeny tiikrat a ze ziskanych hodnot byl vypocitan primér a smérodatna
odchylka. Pro porovnani byly vzorky pro tuto analyzu macerovany ve vodé i v 20% ethanolu, jak uvadi
Tabulka 26. Nejvyssi obsah sacharidi byl stanoven u fasy arame, coz souhlasi u obou typti macerati.
Ve vodném maceratu byl obsah stanoven na 319,32+6,02 mg/g, ve 20% ethanolu 115 7,00+73,76 mg/g.
dosahuje pouze hodnoty 37,25+3,01 mg/g, coz ale neodpovida maceratu ve 20% ethanolu, kde byla
koncentrace sacharida stanovena az na 153,27+69,24 mg/g. NejniZ$i stanoveny obsah sacharid ve 20%
ethanolovém maceratu byl nalezen u vzorku chlorelly a to 28,21+21,83 mg/g. Po srovnani vysledku
s referenénimi hodnotami udavanymi vyrobcem vysledky pftili§ nekoresponduji, coz mohlo byt
zpusobeno nadstandartni citlivosti metody.

Tabulka 26: Vysledky stanoveni obsahu sacharidi metodou dle Duboise

i Koncentrace Mnozstvi dané

Koncentrace ve vodnych
Vzorek . v ethanolovych maceréatech vyrobcem

maceratech ¢, [mg/g]

ce [mg/g] m [mg/g]
Kombu 37,25 +3,01 153,27 + 69,24 559
Hijiki 39,91 +17,31 106,97 £ 0,75 1
Arame 319,32 + 6,02 1157,00 £ 73,76 447
Wakame 46,30 + 27,85 125,60 + 28,60 397
Chlorella 67,59 £ 6,77 28,21 + 21,83 170
Spirulina 46,83 + 12,04 40,98 +9,78 240
Vlassky ofech 73,44 + 30,11 210,75 + 16,56 -
Lnéné seminko 51,62 + 3,76 181,48 + 8,28 289
Konopné seminko 85,15+ 7,53 144,23 + 14,30 64
5.6 Stanoveni celkového obsahu lipida vazkovou metodou

Obsah lipid ve vzorcich superpotravin byl stanoven vazkovou metodou u lipidovych extrakti
vytvorenych podle postupu z kapitoly 4.2.2.

Nejvice lipidl byla obsaZeno ve vzorku Inéného seminka, kde bylo stanoveno 75,43 % a nejméné pak
bylo stanoveno ve vzorku arame, kde bylo detekovano pouze 0,16 % lipidia. Vysledky uvedené

v nasledujici Tabulka 27 ,jsou ptehledné graficky znazornény na Obrazek 29.
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Tabulka 27: Obsah lipida

Vzorek %
Chlorella 0,62
Spirulina 1,78
Hijiki 0,43
Arame 0,16
Kombu 0,32
Wakame 0,43
Konopné seminko 31,35
Lnéné seminko 75,43
Vlassky otfech 61,26
80 m Chlorella
70 m Spirulina
60 Hijiki
50 Arame
< 40 Kombu
30 m Wakame
= Konopné seminko
20 B Lnéné seminko
10

® Vlassky ofech

Obrézek 29: Procentualni zastoupeni lipidii ve vybranych superpotravinach

5.7 Ur¢eni profilu mastnych kyselin

Analyza obsahu mastnych kyselin byla pro porovnani stanovena ve vzorcich biomasy i v lipidovych
extraktech, podle postupu uvedeného v kapitole 4.7. U velmi olejnatych potravin, které byly vybrany
pro senzorickou analyzu byl navic ziskan olej lisovanim za studena, ktery byl téz pouzit k analyze
profilu mastnych kyselin. Vzorky pfipravované k analyze mastnych kyselin v biomase uvadi Obrazek
30.

Vycet identifikovanych mastnych kyselin v jednotlivych typech vzorki je znazornén v tabulk&ch
v piiloze 2. Pro lepsi piedstavu je rozdil v analyze rozlisnych typti vzorkii demonstrovan na piikladu
Inéného seminka, které bylo zpracovano v§emi tfemi zpasoby. Toto srovnani lze pozorovat v grafech

na Obrazek 31,0brazek 32 a Obrazek 33.
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Pfi porovnani vzorku Inéného seminka stanovovaného z biomasy a z lipidového extraktu je vidét,
ze V lipidovém extraktu byly navic nalezeny 2 mastné kyseliny, konkrétné kyselina 10-heptadekenova
(C 17:1) akyselina k. y-linolenové (C 18:3d6), v biomase naopak byla identifikovana i kyselina elaidova
(C 18:1t). Celkem bylo v lipidovém extraktu identifikovano 16 mastnych kyselin, v biomase 15. Déle
vidime, Ze zastoupeni identickych kyselin ve vzorku neni v obou typech identické. Jedna se zejména
0 kyselinu linolovou (C 18:2c), ktera tvoii 13,77 % obsahu mastnych kyselin nalezenych v biomase
a 53,44 % obsahu v lipidovém extraktu, a kyselinu a-linolenovou (C 18:3d3) tvorici 51,23 % obsahu
mastnych kyselin nalezenych v biomase a 17,76 % v lipidovém extraktu. To muze byt zplsobeno
napiiklad porusenim bunééné stény vzorkl pii agresivni hexanové extrakci s naslednym uvolnénim
vétsiho mnozstvi mastnych kyselin oproti vzorku biomasy, pfipadné degradaci nékterych kyselin
pri tomtéz procesu.

V piipadé kyseliny linolové (C 18:2c), ktera byla u predchozich analyz prokdzana jako jedna
z dominantnich kyselin Inéného seminka, se obsah stanoveny ve vzorku zastudena lisovaného oleje blizi
obsahu lipidového extraktu. Konkrétné piedstavuje 59,58 % z celkového obsahu mastnych kyselin.
Kyselina a-linolenova (C18:3d3), ktera byla u predchozich analyz dominantni kyselinou, v lisovaném
Inéném oleji tvofi pouze minoritni slozku, naopak kyselina eikosanova (C20:1), ktera byla
v pfedchozich analyzach Inéného seminka v minoritnim zastoupeni, zaujima v lisovaném Inéném oleji
majoritni podil. Jednotlivé analyzy danych vzorki jsou graficky znazornény v piiloze 2. Seznam
analyzovanych mastnych kyselin uvadi Tabulka 28.

Z porovnani rozli§ného zpracovani vzorku pro identickou analyzu vyplyva, Ze je potieba volit iipravu
vzorku na zdkladé kyzeného vysledku s ohledem na individualni charakter obsazenych mastnych

kyselin.

58



Tabulka 28: Seznam analyzovanych mastnych kyselin

Kaod kyseliny Néazev kyseliny Kaéd kyseliny Néazev kyseliny
C6:0 k. hexanova C18:2t k. linolelaidova
C8:0 k. kaprylova C18:3d3 k. a-linolenova
C10:0 k. kaprinova C18:3d6 k. y-linolenova
C11:.0 k. undekanova C20:0 k. arachidova
C12:0 k. dodekanova C20:1 k. eikosanova
C14:0 k. myristova C20:3d6 k. eikosatrienova
C15:.0 k. pentadekanova C20:4 k. arachidonova
C16:0 k. hexadekanova C20:5 k. eikosapentaenova
Ci16:1 k. palmitova C22:0 k. behenova
C17:0 k. heptadekanova C22:2 k. dokosadienova
Ci7:1 10-heptadekenova C22:6 k. dokosahexaenova
C18:0 k. stearova C23:.0 k. trikosanova
Ci18:1c k. olejova C24:0 k. lignocerova
C18:1t k. elaidova C24:1 k. nervonova
C18:2c k. linolova

Obrézek 30: Vzorky biomasy piipravované pro analyzu




0.23% ,0.03% = C14:0

‘ 0.03% 0.03% = C15:0

_0.04% = C16:0
Ci16:1
= C17:0
3.60% = C18:0
/ = C18:1t
_0.11%
= C18:1c

= C18:2t

= C18:2c
= C18:3d3
= C20:0
0.07% = C20:1
= C22:0
C24:0

Obrazek 31:Zastoupeni mastnych kyselin ve vzorku Inéného seminka — biomasa

0.06%
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0.34% 0.11%
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I —— e O'Oi 600'11 - " C10

\’ 460%0.049%  =C150

_2.44% = C16:0
Obrézek 32:Zastoupeni mastnych kyselin ve vzorku Inéného seminka — lipidovy extrakt
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= C18:2t
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C22:0 C12:0 C16:1 C17:1 = C6:0
0.25% 3.49% 0.91% ;

\| / ~72.0.44% = C12:.0

C18:1c
= C14:.0
Obrazek 33: Zastoupeni mastnych kyselin ve vzorku Inéného seminka — zastudena lisovany olej

0.24%
C15:0

= C16:0
= Cl6:1
= C17:0
=Cl7:1
= C18:0
= C18:1c
= C18:2t
= C18:2c
= C18:3d3
= C20:1
C22:0

C18:3d3
1.19%

Obrazek 34 porovnava obsah mastnych kyselin ve vSech vzorcich analyzovanych z biomasy.
Ve vzorcich fas lze pozorovat obdobné zastoupeni dominantnich mastnych kyselin, zejména C14:0,
C16:0, C17:0, C18:1c, C18:2c a C20:4, ve vzorcich Chlorella a Spirulina maji vysoky obsah téz kyseliny
C18:3d3 a C18:3d6.

Analogické zastoupeni kyselin se vyskytuje téZ u vzorkti konopné seminko, Inéné seminko a vlassky
ofech. Podobné¢ jako u fas, i zde jsou dominantnimi slozkami kyseliny C16:0, C17:0, C18:1c a zejména
C18:2c, C18:3d3 a C18:3d6. Mnozstvi mastnych kyselin a zastoupeni nasycenych a nenasycenych
mastnych kyselin je zobrazeno v Tabulka 29.

Tabulka 29: Mnozstvi FA a zastoupeni nasycenych/nenasycenych FA

Vzorek FA [mg/g] SFA [%] MUFA [%] PUFA [%]
Vlassky ofech 819,30 9,04 12,45 78,51
Lnéné seminko 713,82 10,47 15,05 74,48
Konopné seminko 720,04 8,46 9,62 81,92
Spirulina 144,45 46,13 5,78 48,10
Chlorella 158,65 29,74 9,70 60,57
Kombu 86,40 36,17 28,03 35,81
Wakame 108,08 36,36 15,03 48,61
Hijiki 86,44 55,72 14,75 29,53
Arame 85,38 38,16 22,65 39,19
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Obrazek 34: Biomasa

wakame kombu chlorellaspirulina vlassky konopné Inéné
ofech seminko seminko

m C24:0
mC20:5
nC22:0
C20:4
C20:3d6
nC21:.0
mC20:1
= C20:0
= C18:3d3
= C18:3d6
mC18:2c
mC18:2t
mCl18:1c
= C18:1t
C18:.0
uC17:.0
uCl6:1
mC16:0
m C15:0
m C14:.0
uC12:0

V piipadé analyzy vzorka ptipravenych z lipidovych extraktd jsou majoritni kyseliny v§ech vzorka

kyselina C16:0 a kyselina C17:0. Ve vétSin€ vzorka jsou majoritni téz kyseliny C18:0, C18:1c, C18:2c,

u vzorki Inéného seminka, konopného seminka, vlagského oiechu, chlorelly a spiruliny také C18:3d3

a C18:3d6. Ve vzorcich fas se objevuji i C14:0 a C16:1. Analyza vzorkad piipravenych z hexanovych

extraktll je uvedena na Obrazek 35, mnozstvi mastnych kyselin a zastoupeni nasycenych a nenasycenych

mastnych kyselin je zobrazeno v Tabulka 30.
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ofech seminko seminko
Obréazek 35: Lipidové extrakty
Tabulka 30: Mnozstvi FA a zastoupeni nasycenych/nenasycenych FA
Vzorek FA [mo/q] SFA [%] MUFA [%] PUFA [%]
Vlassky ofech 326,19 8,88 12,97 78,16
Lnéné seminko 468,58 8,27 10,07 81,66
Konopné seminko 373,69 10,96 15,96 73,09
Spirulina 77,71 34,14 10,25 55,60
Chlorella 48,99 40,67 8,02 51,31
Kombu 35,68 60,96 26,78 12,26
Wakame 56,71 29,09 18,07 52,84
Hijiki 34,96 63,39 13,49 21,13
Arame 23,42 75,80 16,73 7,48

Za studena lisované oleje byly vylisovany ze vzorki vlassky ofech, Inéné seminko a konopné seminko.

Majoritni kyseliny vSech vzorki jsou kyselina C16:0, C17:0, C18:0, C18:1c a zejména C18:2c. Vysoky
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podil tvori téz C18:3d3. Analyza vzorku ptipravenych z lisovanych olejii je uvedena na Obrazek 36,
mnozstvi mastnych kyselin a zastoupeni nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin je zobrazeno
V Tabulka 31.

Tabulka 31: Mastné kyseliny v zastudena lisovanych olejich

Vzorek Vlassky ofech Lnéné seminko  Konopné seminko
Celkovy obsah FA [mg/g] 326,91 279,34 291,04
SFA [%] 9,61 10,90 9,23
MUFA [%] 12,75 16,24 14,01
PUFA [%] 77,64 72,86 76,76
100% e — mC24:1
mC24:0
90% mC23:0
C22:0
80% u C20:1
1 C20:0
70% = C18:3d3
= C18:3d6
60% mCl18:2c
mC18:2t
50% m C18:1c
C18:0
40% Cl7:1
uC17:0
30% uC16:1
u C16:0
20% mC15:.0
uC14:0
10% uC12:0
- - m O
0% = C6:0

Inéné seminko konopny seminko vla$sky ofech

Obrézek 36: Zastudena lisované oleje

5.8 Antimikrobialni testy

Pro antimikrobialni testy byly zvoleny bakterie Micrococcus luteus, Serratia marcescens,
Staphylococcus epidermis a Escherichia coli. Maceraty pouzité pro antimikrobialni testy byly vodné
i z20% ethanolu. Postup uvadi kapitole 4.8. Vsechny vzorky byly proméfeny tiikrat a ze ziskanych
hodnot byl vypocitan pramer.
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Prtikaznost antimikrobialniho uc¢inku v Tabulka 32 je znazornéna pouzitim symbolu ,,+“. Pro inhibi¢ni
ucéinek do 20 % je pouZito ,,+*, pro u¢inek v rozmezi 20-40 % ,,++*, rozmezi 40-60 % ,,+++*, 60-80 %
» T+, 80 % a vyssi ucinek je znazornén ,,+++++,

U bakterie Escherichia coli byl antimikrobialni Gi¢inek prokazan u maceratu chlorelly, spiruliny,
konopného seminka a Inéného seminka ve 20% ethanolu. Inhibice u téchto vzorkli byla 100 %.
U vodnych maceratt byl projeven pouze antimikrobialni u¢inek do 80 % pro vzorek spiruliny.

U bakterie Micrococcus luteus se antimikrobidlni ucinek projevil do 80 % inhibice u macerati
spiruliny a to jak u vodného, tak ethanolového. Nizky ucinek byl stanoven taktéz u ethanolového
maceratu fasy arame.

Tabulka 32: Vysledky antimikrobialniho testu

MO EC ML SM SE

Prostiedi] Ethanol| Voda | Ethanol| Voda | Ethanol| Voda | Ethanol, Voda
Hijiki - — - - - - - -
Wakame - - - - - - + -
\{lassky B B _ _ 4+ _ + -
ofech
Arame - - + - - - ++++ -
Chlorella +++++ - - - + - _ -
Konopne o+ - - - ++ - bt -
seminko
Kombu - - - — - — ++++ _
Spirulina +++++ ++++ ++++ ++++ +++++ | A A ++
Lnér,lé +++++ - - - + + et -
seminko

Maceraty spiruliny obojiho druhu prokazali maximalni antimikrobialni G¢inek u bakterie Serratia
marcescens. Uinnost do 60 % byla detekovana téz u maceratu vlagského ofechu ve 20% ethanolu
a do 40 % antimikrobialniho G¢inku se prokazal vhodny téz ethanolovy macerat konopného seminka.
Ethanolovy macerat chlorelly vykazoval u¢inek do 20 %, stejné tak jako i oba typy macerat u vzorku
Inéného seminka.

Bakterie Staphylococcus epidermis byla maximalné inhibovana ethanolovym maceratem konopného

seminka, Inéného seminka a spiruliny, nepatrné mén¢ pak pusobily inhibi¢né maceraty arame a kombu
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ve 20% ethanolu. U¢inek do 40 % inhibice pak byl prokazan u vodného maceratu spiruliny. Do 20 %
inhibice byl stanoven antimikrobialni t¢inek u ethanolovych macerati wakame a vlasského ofechu.

U vSech mikroorganismi se projevil antimikrobialni u¢inek fasy spiruliny, vysoky antimikrobialni
ucinek lze téz pripsat Inénému seminku, konopnému seminku a vlasskému ofechu, jelikoz vykazuji
pozitivni reakci u tii ze ¢tyt pouzitych mikroorganismu. Nejniz§i antimikrobialni u¢inek pak projevovala

fasa hijiki. Obecné lze fici, Ze vyS$§i antimikrobidlni G¢inek se projevuje u maceratti z 20% ethanolu.

5.9 Spektrofotometrické stanoveni obsahu karotenoidi a chlorofylt

Pigmenty typické pro fasy, jako jsou karotenoidy a chlorofyly, jsou vyznamné bioaktivni latky. Obsah
pigmenti ve vzorcich byl stanoven podle postupu z kapitoly 4.9. VSechny vzorky byly proméfeny tiikrat
a ze ziskanych hodnot byl vypocitan primér a smérodatnd odchylka. Koncentrace zastoupenych
karotenoidt v pug/g uvadi Obrazek 37.

Nejvyssi obsah karotenoidd byl prokazan ve vzorku chlorelly, kde stanovena koncentrace dosahuje
hodnoty 138,52 pg/g. Nejnizsi zastoupeni karotenoidi se nachazi v fase hijiki, kde byla koncentrace

karotenoidt stanovena 0,33 ug/g.

160 +
138.52
140
120
m Chlorella
100 m Spirulina
(=]
S Hijiki
2 80 )
o Wakame
60 W Arame
= Kombu

40

20

0.33 213 0.68 3.70

Obsah karotenoidi

Obrazek 37: Grafické znazornéni obsahu karotenoidu

Stanoveni obsahu chlorofyli bylo provedeno téz na zakladé postupu z kapitoly 5.8. Z vysledku
uvedenych v Tabulka 33 lze vy¢ist, Ze u vSech vzorka vyrazné ptevlada chlorofyl a oproti chlorofylu b.
Poradi vzorkl s ohledem na obsah chlorofylu a je totozné jako potadi podle obsahu chlorofylu b a tim
padem odpovida téz potadi podle celkového obsahu chlorofylii. Nejvyssi obsah celkovych chlorofylt
byl zaznamenan u vzorku chlorelly, konkrétné 119,25 mg/ml, kde 85,73 mg/ml tvoii chlorofyl a.
Nésleduje vzorek spiruliny s koncentraci chlorofylt 61,22 mg/ml, pfi¢emz 52,84 mg/ml tvoii

v

stanoven pouze 2,15 mg/ml, z ¢ehoz 1,68 mg/ml zabira chlorofyl a.
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Na zakladé hodnot uvedenych v Tabulka 33Tabulka 33, lze fici, ze obsah karotenoidi kopiruje obsah

chlorofyld ve vzorcich. Z Obrédzek 38 lze vycist, ze dominantnim chlorofylem analyzovanych vzorku

fas je chlorofyl a.

Tabulka 33: Stanoveni obsahu chlorofyli a karotenoidt ve vzorcich fas

Chlorofyla | Chlorofylb | Celkovy obsah Karotenoidy
vzorek ¢ [mg/g] ¢ [mg/g] chlorofylti ¢ [mg/g] ¢ [Ho/g]
Chlorella 85,73 33,55 119,25 138,52 + 7,59-10°
Spirulina 52,84 8,39 61,22 41,40 +9,84-10°
Hijiki 1,68 0,48 2,15 0,33 +1,55-10°
Arame 1,87 0,83 2,69 2,13 +3,1-10°
Wakame 3,72 0,91 4,63 0,68 + 3,23-10°
Kombu 5,79 0,88 6,67 3,70 + 6,20-10°
100%
90%
80% ® kombu
70% m wakame
60% arame
50% hijiki
40% m spirulina
30% m chlorella
20%
10%
0%

Chlorofyl a

Chlorofyl b

Obrazek 38: Obsah chlorofylli ve vzorcich fas

5.10

Analyza obsahu pigment pomoci HPLC

Obsah bioaktivnich latek, ktery byl prokdzan jiz spektrofotometrickym stanovenim byl ovéten pomoci

metody HPLC, ktera rovnéZz umoznila identifikaci zastoupenych latek.
Stanoveni karotenoidi a chlorofylt a jejich identifikace pomoci HPLC bylo provedeno podle postupu
v kapitole 4.10.1.
Celkem bylo ve vzorcich identifikovano 5 typt karotenoidt, které byly kvantifikovany podle

kalibraénich rovnic. Jedna se o neoxanthin, violaxanthin, lutein, betakaroten a dale soubor

neidentifikovanych karotenoidd. Nejvyssi obsah karotenoidi byl zachycen u vzorku chlorelly, jak tomu

bylo téz pti spektrofotometrickém stanoveni. Konkrétné¢ bylo vtomto vzorku kvantifikovano
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Z vyse vyjmenovanych karotenoidi byl u vSech vzorki identifikovan lutein a -karoten. Neobvykly
neni ani vyskyt neidentifikovanych karotenoidt. Co se ty¢e rozmanitosti vzorkt, vSechny karotenoidy
byly stanovena u vzorkd chlorelly a spiruliny. U vzorku kombu se vyskytuji vSechny zminéné
karotenoidy s vyjimkou violaxanthinu. Zastoupeni karotenoidti vzorku chlorelly znazornuje Obrazek 39,

dalsi vzorky jsou graficky znazornény v ptiloze 3.

neoxanthin_ Violaxanthin
0.35% 1.58%

B-karoten
37.63%

Obrazek 39: Obsah karotenoidil ve vzorku chlorella

RovnéZz byl analyzovan obsah chlorofyli. Nejvyssi koncentrace chlorofyld byla vyhodnocena
byla zaznamenana u vzorku hijiki, konkrétné 9,55 pg/g. Tyto vysledky koresponduji s vysledky
spektrofotometrického stanoveni. Vysledky obsahu karotenoidii a chlorofyld jsou shrnuty v Tabulka 34.

Tabulka 34: Obsah karotenoidu a chlorofyli

Karotenoidy a chlorofyly [ug/g]

Vzorek Arame Hijiki Wakame  Kombu  Chlorella  Spirulina
Neoxanthin 3,21 32,56 14,29
Violaxanthin 145,45 7,16
Lutein 1,35 0,72 0,64 1,20 939,59 28,95
Neidentifikované 146,24 4 628,93 1778,28
B-karoten 205,27 151,52 3 467,51 1 686,46
Karotenoidy celkem 206,61 0,72 0,64 302,16 9 214,04 3515,13
Chlorofyly 45,36 9,55 54,73 17,22 29532,65 7015,96

511 Senzoricka analyza

Dopliiky stravy s obsahem fas a mastnych kyselin byly podrobeny senzorické analyze, celkové vzorky
hodnotilo 21 proskolenych hodnotitelti, pfi¢emz jejich vék a preference uvadi nasledujici Tabulka 35.
57,14 % zhcastnénych bylo z fad studentd, zbytek tvofili akademici. Nejvice hodnotitelli uvedlo, Ze
dopliiky stravy obohacené o mastné kyseliny uziva obcas. 71,43 % hodnotitelti uvedlo, Ze ma velmi rado

necokoladové cukrovinky na bazi Zelatiny, nikdo neuvedl, Ze by tyto cukrovinky rad nemél.
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Tabulka 35: Shrnuti odpovédi hodnotitelti senzorické analyzy

Hodnotitel Frekvence uzivani Oblibenost
Ma Prili§  Vubec
Student  Akademik | Casto  Ob&as Viibec | velmi nema nema
rad rad rad
Pocet hodnotitelt 12 9 6 11 4 15 6 0
% zastoupeni 57,14 42,86 28,57 52,38 19,05 71,43 28,57 0,00
A0A J04
i |
) \
M
204 EO4 F o

Obrézek 40: Vzhled ptipravenych &astic s pfidavkem mastnych kyselin

Hodnoceno bylo Sest vzorkii o slozeni uvedeném v kapitole 4.11. Vyrobené preparaty uvadi Obrazek
40. Prvni ¢ast hodnoceni posuzovala vlastnosti preparati jako je vzhled, chut, viiné a konzistence.
Pro tuto cast analyzy byl vybran stupnicovy test od 1 do 5, kde 1 znamena nejlepsi, 5 nejhorsi.
Hodnoceni pfipravenych preparati bylo zprumérovano a je znazornéno v Tabulka 36, grafické
vyhodnoceni je znazornéno pomoci paprskovitého grafu na Obrdzek 42. Hodnota 1, znadici nejlepsi
vysledek, je v grafu okrajova hodnota a hodnota 5 nevyhovujici, je zaznamenana ve stfedu grafu.
Z grafu lze vy¢ist, Ze pii hodnoceni viing, chuté i pfi celkovém hodnoceni, byl jako nejlepsi vzorek
vyhodnocen vzorek FO1 s hodnocenim 1,50. Nasleduji vzorky EO1, D01, C01, A0l a BO1 se znAmkami
2,00; 2,63; 2,68 a 3,15. V piipadé vzhledu a konzistence jsou vzorky FO1 a EO1 hodnoceny velmi
podobné, nicméné nejlepsi hodnoceni v konzistenci mél vzorek EO1 s hodnocenim 2,19, vzhled byl
vyhodnocen nejlepsi u vzorku FO1 s hodnocenim 1,81. Nejhtie pak v celkovém hodnoceni dopadl
vzorek BO1 se zndmkou 3,30, taktéZ mél nejhorsi hodnoceni konzistence (2,76) a vzhledu (3,05).
Nejhorsi hodnoceni chuté¢ a viing ziskal vzorek AO1, konkrétné 3,52 za chut’ a 3,90 za vini.

Déle byla zhodnocena textura vzorki od jedné do péti, kdy 1 = piili§ mékka a 5 = piili§ tvrda. Nejtvrdsi
byl vyhodnocen vzorek A01, s hodnocenim 3,62 a nejvice mekky vzorek FO1. Idedlni textura by se méla
pohybovat u hodnoty 3, tedy stiedni. Na Obrdzek 42 1ze vidét, Ze nejvice se této hodnoté piiblizil vzorek

BO1 s primérnym ohodnocenim 3,00.
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Tabulka 36: Primérné hodnoceni vybranych vlastnosti medvidka

Kad Vzhled a Chut’ Viné Konzistence Celkove, Textura
vzorku barva hodnoceni
A01 2,57 3,52 3,90 2,67 3,15 3,62
BO1 3,05 3,38 3,38 2,76 3,30 3,00
Cco1 2,90 2,57 2,76 2,57 2,68 2,10
D01 2,24 2,95 2,71 2,48 2,63 2,24
EO1 2,05 1,90 2,19 2,19 2,00 2,05
FO1 1,81 1,29 1,52 2,24 1,50 1,71
AO01
Vzhled a b.
12.00e a barva 400
3.00,
FO1 240 BO1
Celkové ,
hodnoceni Chut .00
0.00
EO1 co1
Konzistence Viné
D01

AO01 BO1 Co1 D01 e fEQ] e 01

Obrazek 41: Vysledky senzorického hodnoceni vybranych Obrazek 42: Hodnoceni konzistence vyrobenych
vlastnosti medvidka preparatt

Nakonec byl proveden pofadovy test, jehoz vysledky uvadi paprskovity graf na Obrazek 43. Poradi
bylo stanoveno vzestupné, kde 1 znaci nejlepsi vysledek a v grafu se vyskytuje ve stfedu. Jako celkové
nejlepsi preparat byl vyhodnocen vzorek s 0znacenim FO1, nejhtife dopadl vzorek oznacen AO1.

Nejlépe hodnoceny vzorek FO1 byl Casto popisovan jako chutny, s pfichuti citrusti, manga nebo

tropického ovoce. Nejhtife hodnoceny vzorek BO1 byl ¢asto ptirovnavan k chuti travy, sena.

5
/\
FO1 BO1

EO1 co1

<

DO1

Obrézek 43: Potadovy test zhotovenych preparati
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5.11.1  Navrh finalniho podoby dopliku stravy

Vzhledem k vysledkim senzorické analyzy, kdy dopadl nejlépe vzorek s mangovou ptichuti,
obohaceny o extrakt wakame, by novy doplnék stravy pro déti mohl obsahovat obdobné slozeni. Tvar
medvidku napodobuje vzhled, na ktery jsou déti zvyklé u cukrovinek a muze pozitivné ovlivnit
atraktivitu doplitku stravy. Jelikoz pouzity macerat fasy wakame dle analyzy profilu mastnych kyselin
obsahuje esencialni o-3 mastné kyseliny, k.a-linolenovou a k. eikosapentaenovou, je vhodnym zdrojem
pro jejich suplementaci. Dale fasa vykazuje antioxida¢ni aktivitu, coz podpofi trvanlivost mastnych

kyselin.
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6 ZAVER

Diplomova préace se zabyvala vyvojem dopliikii stravy s obsahem tas a vybranych aktivnich latek pro
détskou vyzivu. Z velké ¢asti se prace vénovala optimalizaci extrakce vybranych bioaktivnich latek
a dale charakterizaci vybranych superpotravin z nutri¢niho hlediska. Jako superpotraviny byly v této
praci vybrany fasy arame, kombu, wakame, hijiki a chlorella, dale spirulina, Inéné seminko, konopné
seminko a vlassky ofech.

V prvni ¢asti prace byl proveden screening na trhu dostupnych dopliika stravy s obsahem omega-3
mastnych kyselin ur€enych pro détské spotiebitele. Bylo zjisténo, Ze vétsina téchto doplnki je urcena
az pro déti od veku 3 let, Casto se vyskytuje ve formé tobolek ¢i Zelatinovych kapsli s ovocnou prichuti
a aroma.

Dale byl optimalizovan vybér vhodného typu extraktu. Optimalizace sledovala obsah polyfenold,
flavonoidii a antioxida¢ni aktivitu u vybranych vzorka fas. Po provedeni optimalizace byly jako
nejvhodnéjsi zvoleny 24hodinové maceraty s vyuzitim vody a 20% ethanolu jako rozpoustédla.

Nasledné byly ptipraveny extrakty ze vSech zvolenych superpotravin a charakterizovany pomoci
spektrofotometrickych analyz. Nejvyssi koncentrace polyfenolit 11,61 + 0,00 mg/g byla stanovena
v ethanolovém maceratu vzorku arame, koncentrace flavonoid byla nejvyssi v piipadé téhoz vzorku,
kde bylo stanoveno 8,96 + 0,46 mg/g. Nejvyssi hodnota antioxidaéni aktivity byla detekovana
u vodného maceratu vzorku vla$sky ofech, ve kterém byla koncentrace stanovena 4,13 + 0,00 mg/g.
Témto analyzam byly podrobeny téZ lipidove. V piipadé téchto extraktl byly vysledky nasledujici.
Nejvice polyfenoli bylo stanoveno ve vzorku Inéné seminko, 14,15 + 0,65 mg/g oleje. Antioxida¢ni
aktivita pak byla prokazana nejvyssi téz u Inéného seminka, ve kterém byla stanovena hodnota
7,12 £ 0,32 mg/g.

Ze vSech typt extraktti byly ndsledovné pfipraveny lipozomy, u kterych byla stanovena primérna
velikost ¢astic, polydisperzita, stabilita, enkapsula¢ni u¢innost a dlouhodoba stabilita po tiech mésicich
skladovani. Primérna velikost pfipravenych lipozomt se pohybuje v rozmezi 202,93-426,73 nm.
Na zaklad¢ ziskanych hodnot méfeni zeta potencidlu je mozné fici, ze takika vSechny testované
lipozomy byly stabilni. Dale byla méfenim koncentrace polyfenolti u lipozomt stanovena enkapsula¢ni
ucinnost. Celkové lze konstatovat, ze u vSech lipozomil se podafilo enkapsulovat aktivni latky
S ucinnosti nad 59 %.

Dlouhodoba stabilita lipozomu byla ovéfena kontrolou antioxidaéni aktivity, stanovenim mnozstvi
uvolnénych polyfenolil a rovnéz analyzou zeta potenciali. Pti kontrole stability méfeni zeta potenciali
byly v§echny lipozomy stabilni, rovnéz antioxida¢ni aktivita byla u lipozomt zachovana, nicméné pii
stanoveni mnozstvi uvolnénych polyfenoli bylo u nékterych vzorki zaznamendno uvoliiovani aktivnich
latek z lipozomi v pribéhu skladovani. Pro prodlouZeni trvanlivosti téchto vzorkt by bylo mozné vyuzit

naptiklad lyofilizaci.
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Vzorky tas byly analyzovany také pro obsah karotenoidll a chlorofylt. Ze spektrofotometrického
stanoveni bylo vyhodnoceno, Ze nejvyssi obsah karotenoid, 138,16 pg/ml, se nachazeli ve vzorku

v

cvwr

u vzorku hijiki, kde byl obsah chlorofylti stanoven pouze na 2,15 mg/ml. Tyto vysledky byly také
ovéfeny pomoci HPLC.

Pro upiesnéni celkového nutri¢niho charakteru vybranych superpotravin byly vzorky podrobeny
analyzam pro stanoveni celkového obsahu sacharidii metodou dle Duboise, obsahu bilkovin pomoci
Kjeldahlovy metody. Nejvétsi duraz byl vSak kladen na ur¢eni profilu mastnych kyselin.

Pomoci plynové chromatografie byl uréen profil mastnych kyselin. Pro toto stanoveni byly pouzity
lipidové extrakty a téZ byla analyza provedena piimo z biomasy. U vysoce olejnatych potravin
vybranych pro senzorickou analyzu byl navic ziskan i olej lisovanim za studena, ktery byl rovnéz pouzit
pro analyzu profilu mastnych kyselin. Jednalo se o vzorky Inéné seminko, konopné seminko a vlassky
ofech. Pti porovnani vysledki lipidovych extrakti a vysledki z analyzy biomasy byly zjistény zejména
mnozstevni rozdily obsazenych mastnych kyselin. Pti porovnani s analyzou zastudena lisovaného oleje
se vysledné profily mastnych kyselin blizily spiSe vysledkiim lipidovych extraktt. Nejvyssi obsah ®-3
mastnych kyselin byl pak stanoven ve vzorku arame, kde byly detekovany i kyseliny eikosapentaenova
a dokosahexaenova. Kyselina eikosapentaenova byla spolu s kyselinou a-linolenovou stanovena téz ve
vzorcich hijiki, wakame a kombu.

Na zavér byla provedena senzorickd analyza vytvorenych algindtovych dopliki stravy ve tvaru
medvidka obohacenych o extrakty z fas a zastudena lisovanych oleji s vy$sim obsahem ®-3 a ®-6
mastnych kyselin. V ramci senzorické analyzy byl hodnocen vzhled, textura, chut’ a celkovy dojem.
Lepsi senzorické hodnoceni obecné ziskaly vzorky obohacené pouze o extrakty z fas oproti vzorkiim
obohacenym i o olej. Vzhledem k vysledkiim senzorické analyzy, kdy byl jako nejlepsi vyhodnocen
vzorek s mangovou pfichuti, obohaceny o extrakt wakame, by novy doplnék stravy pro déti mohl
obsahovat obdobné slozeni. Tvar medvidku napodobuje vzhled, na ktery jsou déti zvyklé u cukrovinek
a mize pozitivné ovlivnit atraktivitu daného dopliku stravy. Jelikoz pouzity macerat fasy wakame dle
analyzy profilu mastnych kyselin obsahuje esencialni ®-3 mastné kyseliny, Kk.a-linolenovou
a k. eikosapentaenovou, je velmi vhodnym zdrojem pro jejich suplementaci. Dale tasa vykazuje
antioxidacni aktivitu, coz podpofi trvanlivost mastnych kyselin.

Co se ty¢e moznosti pokracovani v tématice détskych dopliikll stravy, jednou z moznosti je dale

vyuzit i pfipravenych lipozomovych ¢astic a obohatit tak ptipravky i o dal$i aktivni latky.
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SEZNAM ZKRATEK

Pouzité jednotky

O O 0O OO0 OO O 0 0 O

Dalsi

O
O
O

O

g-—gram
mg — miligram

ug — mikrogram

I — litr

ml — mililitr

h — hodina

min — minuta

mm — milimetr
pwm — mikrometr
nm — nanometr

°C — stupné Celsia

ABTS -2,2"- azino-bis-[3-etylbezo thiazolin-6-sulfonova kyselina]

CNS — Centralni nervova soustava

CR — Ceska republika

D — Némecko

DLS - Dynamic light scattering

EC — Eschericia coli

FA — mastné kyseliny (z angl. Fatty acids)

GC - plynova chromatografie (z angl. Gas chromatography)

GRAS - latka obecné povazovana za bezpecnou (z angl. generally recognized as safe)
HPLC-vysokou¢inna  kapalinova  chromatografe  (zangl.  high-performance liquid
chromatography)

IND — Indie

LDL — lipoprotein s nizkou hustotou (z angl. | ow density lipoprotein)
Malonyl-CoA, acetyl-CoA — Malonyl-koenzym A, acetyl-koenzym A

ML — Micrococcus luteus

MUFA — mononenasycené mastné kyseliny (z angl. Monounsaturated fatty acids)
PDI — polydisperzita (z angl. Polydispersity index)

PUFA — polynenasycené mastné kyseliny (z angl. Poly Unsaturated Fatty Acids)
RPM — otacky za minutu (angl. Revolutions per minute)

SE — Staphylococcus epidermis

SFA — nasycené mastneé kyseliny (z angl. Saturated fatty acids)

SM — Serratia marcescens

SR — Slovenska republika
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THC — Tetrahydrokanabinol (z angl. tetrahydrocannabinol)

UK — Velka Briténie

USA — Spojené staty americké

UV a VIS oblast — ultrafialova viditelna oblast elektromagnetického zafeni (z angl. ultraviolet
and visible)

WHO — Svétova zdravotnicka organizace (z angl. World Health Organization)
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9 PRILOHY

e Priloha 1: Lipozomy
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Obrazek 44: Graficka zavislost velikosti lipozomi vodného extraktu Chlorelly
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Obrézek 45:Graficka zavislost velikosti lipozomt vodného extraktu Spiruliny
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Obrézek 47: Graficka zavislost velikosti lipozomti vodného extraktu Arame
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Obrazek 49: Graficka zavislost velikosti lipozoma vodného extraktu Kombu Obréazek 51: Graficka zavislost velikosti lipozoma vodného extraktu vlasského ofechu

81



———Chlorellal ———Chlorella 2

9 +
8 4
7 4+

~ 6 T

S 5+

I

= 4 4

2 34

[

E , 1
1 +

01 11 10 100 1000 10000

Velikost [nm]

Obrézek 52: Graficka zavislost velikosti lipozomi ethanolového extraktu Chlorelly
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Obrézek 53: Graficka zavislost velikosti lipozomt ethanolového extraktu Spirulina
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Obrazek 54: Graficka zavislost velikosti lipozomu ethanolového extraktu Arame
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Obrézek 55: Graficka zavislost velikosti lipozomii ethanolového extraktu Hijiki
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Obrézek 61: Grafické znazornéni velikosti lipozomt olejového extraktu Chlorelly
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e Priloha 2: Mastné kyseliny

Tabulka 37: Mastné kyseliny naméfené ve vzorcich biomasy pomoci GC

Vzorec Néazev Vzorky
Arame | Hijiki | Kombu |Wakame |Chlorella |Spirulina |Konopné seminko Lnéné seminko | Vlassky ofech

C12:0 k. dodekanova v
C14:.0 k. myristova v v v v v v v
C15:0 k. pentadekanova 4 4 4 v v v v
C16:0 k. hexadekanova 4 4 4 v v v v v v
Cl6:1 k. palmitova v v v v v v v Vv v
C18:0 k. stearova 4 v v 4 v v v v v
Ci18:1c k. olejova v v v v v v v v v
C18:1t k. elaidova v
C18:2c k. linolova v v v v v v v v v
C18:2t k. linolelaidova v v v v
C18:3d3 k. a-linolenova 4 4 v v 4 v v v
C18:3d6 k. y-linolenova 4 4 4 4 v v
C20:0 k. arachidova 4 4 v v v v
C20:1 k. eikosanova v Vv
C20:3d6 k. eikosatrienova v
C20:4 k. arachidonova 4 4 4 4
C20:5 k. eikosapentaenova | v v v v
C21:0 k. heneikosanova v
C22:0 k. behenova v v
C24:.0 k. lignocerové v v v v
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Tabulka 38: Prehled mastnych kyselin naméfenych v lipidovych extraktech ziskanych pomoci pfistroje soxtherm

\Vzorec | Nazev Vzorky
Arame | Hijiki | Kombu |Wakame | Chlorella | Spirulina Konopné seminko | Lnéné seminko | Vla$sky ofech

C8:0 k. kaprylova v v
C10:0 k. kaprinova v
C14:0 k. myristova v v v v v v v v v
C15:0 k. pentadekanova v v v v v v
C16:0 k. hexadekanova v v v v v v v v v
Ci16:1 k. palmitova v v v v v v v v v
C17:0 k. heptadekanova v v v v v v v v v
c17:1 10-heptadekenova v v v v v v v v v
C18:0 k. stearovéa v v v v v v v v v
Ci8:c |k.olejova v v v v 4 v v v v
C18:2¢c | k. linolova v v v v v v v v v
Ci18:2t k. linolelaidova v v v v v
C18:3d3 | k. o-linolenové v v v v v v v v
C18:3d6 | k. y-linolenové v v v
C20:0 k. arachidové v v v v v v v v v
C20:1 k. eikosanova v v v v v
C20:3d6 | k. eikosatrienova 4
C20:4 k. arachidonova v v v v v
C20:5 k. eikosapentaenova v v
C22:0 k. behenova v v v 4 4
C22:2 k. dokosadienova v
C22:6 k. dokosahexaenova v
C24:0 k. lignocerova v v v v v v v v v
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Tabulka 39: Analyza mastnych kyselin v olejich listovanych za studena

Vzorec Nazev Vzorky
Konopné seminko Lnéné seminko Vlassky ofech

C6:0 k. hexanova v v
C11:0  |k. undekanova v
C12:0 k. dodekanova v v
C14:0 k. myristova v v v
C15:.0 k. pentadekanova v 4 v
C16:0 k. hexadekanova v v v
Cl6:1 k. palmitova v v v
C17:0 k. heptadekanova v v v
Ci7:1 k. 10-heptadekenova v v

C18:0 k. stearova v v v
C18:1c | k. olejova v v v
C18:2c | k. linolova v v v
C18:2t |k. linolelaidova v v v
C18:3d3 | k. a-linolenova v v v
C18:3d6 | k. y-linolenova v

C20:0 k. arachidova v v
C20:1 k. eikosanova v v v
C22:0 k. behenova v v

C23:0 k. trikosanova v v v
C24:0 k. lignocerova 4 4 4
C24:1 K. nervonova v
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o Vysledky analyzy mastnych kyselin vzorka biomasy
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Obrazek 70: Profil mastnych kyselin ve vzorku biomasy — Arame
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Obrazek 71: Profil mastnych kyselin ve vzorku biomasy — Hijiki
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Obrazek 72: Profil mastnych kyselin ve vzorku biomasy — Wakame
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0.26% ,-0.16% C16:0

€22:0 :
€201 0.07% C15:0 C200 | /c24:0 4.46%
0-12% 003%  Cl61 0.33% | /-0.04% 161

C20:0 0.05% __—clet

0.05%

\

C18:0

1.62% C18:3d6
0,

C18:1t 5.73%

0.09%

C18:0
. 2.31%

C18:1c
10.86%

\C18:2t
0.28%
C18:2t
0.32%

C18:2c
55.55%

Obrazek 76: Profil mastnych kyselin ve vzorku biomasy — Vlassky ofech Obrazek 77: Profil mastnych kyselin ve vzorku biomasy — Konopné seminko
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o Vysledky analyzy mastnych kyselin lipidovych extrakti

€226 C240 (140

C22:.0
Arame cig2c G200 (189 022% _0.17% 57g0
C18:1c \\ C15:0

0,
360% | 0.34%
Cir:1
C18:0
4.67%
Obrazek 78: Profil mastnych kyselin ve vzorcich lipidovych extrakti — Arame

0.93%

Cl6:1
0.72%

Hijiki

c22:0 C24:0
C20:0 % 0.14%
0.50% 0.44%

C18:3d3
0.49% &

C8:.0
0.17%

Obrazek 79: Profil mastnych kyselin ve vzorcich lipidovych extraktt — Hijiki



C20:4 C22:0 100

Wakame 9 b C240 C14:0
026% 0.10% o8P 30 g1p9 ot
200 €201 0.19%
0.23% 0.17% C15:0
ci8ad3 o\ 0.18%

0.74%

Ci6:1
1.22%

C18:0
6.22%

Cir1
0.11%

C18:2t
0.33%

Obréazek 80: Profil mastnych kyselin ve vzorcich lipidovych extraktt — Wakame

: C22:0
Kombu ¢;g.543 gég& 0.14% C205  C22:2
0.66%

0.50% _0.26% C24.0

C20:4 r
C18:2¢ 018:3N\2,04% //_0.10%
161% |
= @\l |

4.26% C15:0

0,
cig2t 0.59%
0.44%

C18:0
3.95%

C171
0.23%

Cl6:1
2.37%

Obrézek 81: Profil mastnych kyselin ve vzorcich lipidovych extrakti — Kombu
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Chlorella
€240 c140
007%1 0.50%

C18:0 I

10.68% C171
0.09%

C20:0
0.21%

C18:1c
2.68%

Obréazek 82: Profil mastnych kyselin ve vzorcich lipidovych extraktd — Chlorella

. . C20:1 C20:4
-~ C220
n 9
SplrUIl a 0.11% 0.16%, 0 10%

C18:3d3 20:3d6 | cog0
4.10%_ C20:00: M/ 0.07%
0,

C14:0

17
C18:0 0.10%
3.19%

Obrézek 83: Profil mastnych kyselin ve vzorcich lipidovych extrakti — Spirulina
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Konopneé seminko Vlassky orech C140
C14:0 0.02% C15:0

949 0.06% ( 030 7 Cl6l o 0.01% 0 0.02%
° 94/"‘%"\0 oo 0.24% €200 0.14% N oo ci6:1
— 0.27% 027% c17:1
C17:1 (a0 0.06%
0.06%
4.03%
' /- C180

1.64%

C18:2t
0.54%
C18:2t
0.55%
Obrazek 84: Profil mastnych kyselin ve vzorcich lipidovych extrakti — Konopné seminko Obrazek 85: Profil mastnych kyselin ve vzorcich lipidovych extrakti — Vlassky ofech
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o Vysledky analyz pro oleje lisované zastudena

Konopneé seminko

C20:1 C17.0 c181c
0.26% 0.33% 0.19%

C18:3d3
1.73%

Obrézek 86: Profil mastnych kyselin ve vzorcich zastudena lisovanych oleji — Konopné
seminko

v row Cl6:0 c161
Vlassky oFech g5q, 5 cleo
. 0

C20:0
1.36%

Obrézek 87: Profil mastnych kyselin ve vzorcich zastudena lisovanych oleji — Vlassky
ofech
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e Priloha 3: Obsah karotenoidti a chlorofyla

neoxanthin
SPIRULINA e

violaxanthin 2 75E-03 % neidedntifikované

6.80E-04 % Sl 1.69E-01 %
B-karoten
1.60E-01 %

chlorofyl

6.66E-01 %

Obrazek 88: Obsah karotenoidi a chlorofylt — Spirulina

ARAME
lutein

chlorofyl 0.53%
18.00%

B-karoten
81.46%

Obréazek 89: Obsah karotenoidii a chlorofylt — Arame

HIJIKI

chlorofyl lutein
5.62% 0.43%

Obrazek 90: Obsah karotenoidi a chlorofylt — Hijiki

WAKAME

lutein
1.16%

Obréazek 91: Obsah karotenoidi a chlorofyli — Wakame

p-karoten
93.95%

chlorofyl
98.84%
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KOMBU

neoxanthin )
chlorofyl 1009  lutein

5.39% 0.37%

neidedntifiko
vané

45.79%
p-karoten ’

47.44%

Obrazek 92: Obsah karotenoidt a chlorofylii — Kombu
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e Piiloha 4: Dotaznik pro senzorickou analyzu Kéd | Vzhled , . . Celkoveé
Chut Ving Konzistence i
Dotaznik pro senzorické hodnoceni dopliiki stravy vzorku a barva hodnoceni
Vazeni hodnotitelé,
zhodnot'te, prosim, piedlozené vzorky doplikt stravy.
Hodnotitel:
Datum:
Cas:
Zdravotni stav: kuiak/nekutak muz/Zena
Jaké je VaSe stanovisko pied ochutnavanim? (Zelatinové bonbény) Konzistence (textura)
) ) . . (hodnot'te zmacknutim mezi prsty, potom v ustech pfi ukousnuti
a)  Necokoladové cukrovinky na bazi Zelatiny mam velmi rad/a a 7vykani)
b)  Necokoladové cukrovinky na bazi Zelatiny nemam piili§ rad/a Oznacte Oznacte
c) Necokoladové cukrovinky na bazi Zelatiny viibec rad/a Kéd vzorku Konzistence
nejlepsi vzorek | nejhorsi vzorek
Jaky mate vztah k dopliikkim stravy s obsahem omega mastnych
kyselin?
a) Dopliky stravy vyuzivam ¢asto
b) Dopliiky stravy spise nevyuzivam
c) Dopliky stravy viubec nevyuzivam
Senzorické hodnoceni vzorkii pomoci stupnice (jako ve skole):
1. Vynikajici
2. Velmi dobra
3. Dobra
4. Spokojiva
5.  Nevyhovujici 1. Ptili§ m&kka
2. Mékka
3. Stiedni
4. Tvrda
5. Prili$ tvrda (tuha)
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Poradovy test

Cislo poradi

Kod vzorku

Poznamka
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