Bergamot vedlajsi produkt, zdroj biogénnych aminov, zniZuje hypertenziu
vyvolanu diétou s vysokym obsahom cukrov a tukov

Abstrakt

Diéta s vysokym obsahom cukru (HSF) sposobuje hypertenziu. Bergamot vedlajsi produkt
(BBP) je zdrojom hydrofilnych bioaktivnych zlu¢enin. Ciel'om bolo otestovat’ podavanic BBP
proti hypertenzii vyvolanej HSF. 48 samcov potkanov Wistar bolo rovnako rozdelenych do 4
skupin: kontrolné strava (C), C+BBP, HSF a HSF+BBP. BBP (250 mg/kg) sa podaval sondou
pocas 20 tyzdnov. Celkové fenolové zlucCeniny, karotenoidy a antioxida¢né kapacita BBP sa
hodnotili spektrofotometriou a na vyhodnotenie profilu biogénnych aminov (BAs) sa pouzila
HPLC. Na konci experimentu sa merala telesna hmotnost’ (BW), kaloricky prijem, hladiny
glukdzy, aktivita superoxiddismutazy a systolicky krvny tlak (SBP). Vysledky ukézali, ze
BBP je dobrym zdrojom bioaktivnych zlicenin, ako s fenolové zluceniny (15 + 2,1 ng
ekvivalentov kyseliny galovej/mg, ww) a flavonoidov (5,09 + 0,22 pg ekvivalentov
kvercetinu/mg, ww), a ma vysoku antioxidacnu kapacitu (5,35 = 0,06 ug troloxovych
ekvivalentov (TE)/mg, ww; 1,30 = 0,14 ug TE/mg a 2,54 + 0,31 mM FeSO/mg), tromi
réznymi metddami). BBP obsahuje BA histamin (28,4 + 3,1 pg/g, ww), tyramin (6,39 + 0,39
ug/g, ww), tryptamin (186 + 11 pg/g, ww), putrescin (29,0 + 4,4 ng/g, ww ), kadaverin (10,6
+ 0,8 png/g, ww), spermidin (34,8 + 4,3 pg/g, ww), spermin (2,28 + 0,25 pg/g, ww), serotonin
(4,46 £ 0,77 pg/g, ww dopamin (2,50 + 0,29 ug/g, ww) a agmatin (140 + 10 ug/g, ww). BBP
ma pozoruhodné hladiny antioxidaénych BA, ako je spermidin (34,8 + 4,3 ug/g, ww) a
agmatin (140 = 10 pg/g, ww). HSF zvysila telesnii hmotnost’ (532 + 72 g oproti 474 + 36 g
(C), p<0,001), hladiny glukézy (91,4 + 6,2 mg/dl oproti 80,9 + 7,1 mg/dl (C), p<0,001) a SBP
(146 £ 9 mmHg VS 121 + 5 mmHg (C), p<0,001). BBP zniZil hypertenziu generovaniit HSF
(133 £ 9 mmHg VS 146 + 9 mmHg, p<0,001), ¢o naznacuje priamy hypotenzivny ucinok.
Synergia medzi bioaktivnymi zluceninami identifikovanymi v BBP demonStruje velky
potencial na pouzitie na prevenciu a liecbu hypertenzie.
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Uvod

Konzumécia HSF, nezdravej stravy, podporuje oxidac¢ny stres a metabolické poruchy, zvySuje
telesna hmotnost, hladiny glukézy a hladiny krvného tlaku, ¢o vedie k hypertenzii.
Hypertenzia postihuje viac ako 30 % dospelych a je celosvetovo hlavnou pricinou
kardiovaskularnych ochoreni a predcasnych umrti. Globalny priemerny krvny tlak stale rastie
v dosledku rozSireného pouzivania antihypertenziv. Okrem nizkej adherencie k
medikament6znej lieCbe ma hypertenziu pod kontrolou len asi 20 % pacientov uzivajicich
lieky, preto je potrebné zaviest’ stratégie na prevenciu a kontrolu hypertenzie.

Niektoré¢ druhy ovocia a ich vedl'ajsie produkty, ako st citrusové plody, maju terapeutické
vlastnosti vd’aka znacnému mnozstvu antioxidaénych zluc¢enin. Bergamot ( Citrus bergamia )
je ovocie pestované takmer vylucne v juznom Taliansku (25 000 ton/rok), predovsetkym pre
priemysel esencialnych olejov, ktory ro¢ne vyprodukuje 25 miliard EUR. Stava a duzina su
priemyselnym BBP a predstavujii zdroj fenolovych zlucenin, vitaminov, minerdlov a inych
antioxidacnych zltcenin, ako sa nedavno uvadzalo.

Zahrnutie citrusovych plodov do stravy zvySuje prijem antioxida¢nych zlicenin, ako su
fenolové zluceniny, karotenoidy a biogénne aminy (BA). Tieto molekuly pdsobia ako lapace
radikalov a priamo alebo nepriamo moézu pomdct’ kontrolovat’ niekol’ko ochoreni znizenim
infiltracie zapalovych buniek, oxida¢ného stresu a koncentracii lipidov v plazme, zlepSenim
mitochondridlnej funkcie a biologickej dostupnosti oxidu dusnatého. Prijem flavonoidov bol
spojeny s niz§im rizikom ischemickej cievnej mozgovej prihody a mdéze pomoct znizit’ krvny
tlak (napr. luteolin, kvercetin, hesperidin a naringenin). Citrusové plody obsahuji vysoké
mnozstvo fenolovych zlucenin. V oranzovej farbe ,,Washington pupok* Multari a kol. (2020)
popisali najvys§ie obsahy fenolovych zlGicenin v albede (10 910 + 320 mg kg '), kym
Elkhatim et al. (2018) zistili nizSie hodnoty v odpadovych ¢astiach pomaranca, citronu a
grapefruitu. Zmeny v obsahu tychto bioaktivnych latok sa mdézu vyskytnut' v zavislosti od
analyzovaného tkaniva, ako aj od €asu zberu a inych faktorov kultivacie a pozberu.
Karotenoidy st tieZ schopné udrziavat’ normalny krvny tlak v normalnom rozmedzi, ako
opisali Wolak et al. (2019) s pouzitim 15 alebo 30 mg lykopénu extrahovaného paradajkami.
Naproti tomu synteticky lykopén podobny ucinok nepreukazal. Vo flavede citrusovych
plodov v uplnej zrelosti dosahuje obsah celkovych karotenoidov 12,6 mg/100 g cCerstvej
hmotnosti (FW), kym v duZzine je obsah 1,4 mg/100 g FW. KedZe ide o vSadepritomnu latku,
BA sa vyskytuju v citrusoch v premenlivom mnozstve v zavislosti od pestovania, zberu a
pozberovych uprav. V pomaranc¢ovom dzuse Preti a kol. (2016) okrem serotoninu a
histaminu zistili putrescin ako prevladajtici amin (45,5 mg/l) a spermidin a spermin. Putrescin
je amin, ktory sa vyskytuje vo vysSich koncentracidch, zatial' ¢o histamin vykazuje nizsie
hladiny (do 0,26 mg/l) (Basheer et al., 2011). Ked’ze BBP obsahuje fytochemikalie, tato
Stidia analyzovala antioxida¢ny potencial vratane fenolovych zluc¢enin a karotenoidov, ako aj
profil BBP BAs. Preto vzhl'adom na potrebu zlepSenia bol BBP kifmeny nezdravou stravou
(HSF) potkanom, aby sa overilo, ¢i tieto zlu¢eniny mo6zu pomdct’ znizit’ hypertenziu.

Material a metody

BBP bol vyrobeny na priemyselnej trovni spolo¢nostou AKHYNEX srl, (Polistena, RC,
Taliansko) a bude komer¢ne dostupny pod obchodnym nazvom Endo@berg od AKHYNEX a
KALITA® od Giellepi SpA Miléno, Taliansko.

Celkové fenolové zliiceniny, celkové flavonoidy, karotenoidy a antioxida¢na aktivita

Ako opisali Belin a kol. (2021) sa BBP zriedil v MeOH:voda:kyselina fosforecna (80:1:19
v/v/v). Po sonikacii po€as 30 minut a odstredeni pocas 10 minut pri 6000 xg sa pomocou



supernatantu stanovili celkové fenolové zluceniny, celkové flavonoidy a antioxidac¢né aktivita
pomocou DPPH, FRAP a ABTS.

Analyza celkovych fenolovych zlt¢enin sa uskuto¢nila s pouzitim Folin-Ciocalteauovho
¢inidla, ako je opisané v Singleton & Rossi (1965) a vysledky boli vyjadrené v ug
ekvivalentoch kyseliny galovej (GAE)/mg. Analyza celkového flavonoidu sa uskutocnila tak,
ako je opisané v Popova et al. (2005) s Gpravami. V strucnosti, 4 ml BBP sa zmiesali s 1 %
obj./obj. okyslenym metanolovym roztokom a zmes sa pretrepavala (I min) a nasledovala
sonikacia (25 °C, 30 min). Pridal sa jeden mililiter (1 ml) 5 % obj./obj. roztoku chloridu
hlinittho a zmes sa pretrepala na vortexe a udrziavala sa v tme pocas 30 minat. Po
centrifugdcii poc¢as 10 minut pri 6000 xg sa merala absorbancia pri 425 nm. Celkovy obsah
flavonoidov bol vyjadreny ako pg ekvivalentov kvercetinu (QE)/mg.

Schopnost’ BBP redukovat’ radikaly 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH) a 2,2'-azino-bis(3-
etylbenzotiazolin-6-sulféonovd) (ABTS) bola analyzovana tak, ako je opisané v Brand-
Williams et al. (1995) a Re a kol. (1999) a vysledky boli vyjadrené ako pg ekvivalenty
Troloxu (TE)/mg. Antioxida¢na kapacita testu Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) sa
uskutoc¢nila tak, ako opisali Benzie & Strain (1996) s pouzitim Cerstvého FRAP ¢inidla (300
nM acetatovy pufor, pH 3,6; 2,5 ml 10 mM 2,4,6 -tris(2-pyridyl)-5-triazin [TPTZ] v 40 mM
HCI, 2,5 ml roztoku FeCl3) a vysledky boli vyjadrené v mM FeSO/mg.

Celkové karotenoidy

Celkové¢ karotenoidy (TC) boli stanovené tak, ako to opisal Lichtenthaler (1987) s malymi
upravami. BBP sa dvakrat extrahoval 80 % acetonom, premieSal sa a sonikoval pocas 30
minut. Extrakty sa spojili a centrifugovali pri 6000 x g. Absorbancia supernatantu sa merala
pri 450 nm, 646 nm a 663 nm, aby sa urcil celkovy obsah karotenoidov, a vysledky sa
vyjadrili v ug/mg (w/w).

Biogénny aminovy profil pomocou vysokotidinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC)

V struénosti, BA boli extrahované tak, ako je opisané v Borges et al. (2019) takto. BBP (100
mg) sa zmieSal s 3000 ul studenej kyseliny chloristej s koncentraciou 5 % (v/v). Potom sa
zmes centrifugovala pri 3800 g (Hettich Zentrifugen, Mikro220R) pocas 20 minut pri 4 °C a k
supernatantu sa pridal dansylchlorid a nasyteny uhli¢itan sodny (2 M). Po inkubdcii pocas 1
hodiny pri 60 ° C sa k zmesi pridalo 200 ul prolinu a zmes sa udrZiavala v tme poc¢as 30 minut
pri teplote miestnosti. K tejto zmesi sa pridalo 1000 ul toluénu, takmer homogenizovaného, a
supernatant sa vysusil pod plynnym dusikom. Vzorky sa resuspendovali v acetonitrile a 20 ul
sa vstreklo do systému HPLC (Dionex UltiMate 3000; Thermo Fisher Scientific, Brémy,
Nemecko) vybaveného kvartérnym cerpadlom, automatickym vzorkova¢om 3000, detektorom
diédového pol'a (DAD-3000) a ACE C18 koldna (4,6 x 250 mm; 5 um) pri 25 °C. Analyza sa
monitorovala pri 280 nm a integracny pik a kalibracie sa uskuto¢nili medzi 210 a 350 nm
pomocou softvéru Chromeleon 7 (Thermo Fisher Scientific, Brémy, Nemecko).
Chromatograficky gradient sa nastavil na zmes rozpustadiel (A) 100 % acetonitril a (B) 50 %
acetonitril nasledovne: 0-2 minaty, 40 % A + 60 % B; 2-4 minuty, 60 % A + 40 % B; 4-8
min, 65 % A + 35 % B; 8-12 min, 85 % A + 15 % B; 12-15 min, 95 % A + 5 % B; 15-21
min, 85 % A + 15 % B; 21-22 min, 75 % A + 25 % B; 22-25 minut, 40 % A + 60 % B.
Mnozstvo kazdého BA (agmatin, serotonin, dopamin, histamin, tyramin, tryptamin, putrescin,
kadaverin, spermidin a spermin) sa vypocitalo porovnanim ploch pikov so Standardmi, a
plocha pod krivkou ziskand pomocou kalibra¢nych kriviek a vyjadrena v pug/g (w/w).

Experimentalny protokol a charakterizacia skupin

Samce potkanov Wistar s 21 dnami (+ 185 g) ziskané z Animal Center of Botucatu Medical
School, Sao Paulo State University (UNESP, Botucatu, SP, Brazilia) boli nahodne rozdelené



do Styroch skupin (n = 12 na skupinu): kontrolna strava (C), C + BBP, diéta s vysokym
obsahom cukru a tuku (HSF) a HSF + BBP pocas 20 tyzdiiov, ako uz bolo opisané. BBP sa
podaval sondou (250 mg/kg/den). Pouzitym vozidlom bola voda. HSF bol vypracovany na
Experimental Research Unit (UNIPEX) na Botucatu Medical School. Tato strava obsahovala
sojovu mucku, cirok, s6jovl koru, dextrin, sacharézu, fruktozu, bravéovli mast, mineraly a
sol. HSF skupiny tiez dostali 25% sachar6zu v pitnej vode, zatial' ¢o normalna pitna voda
bola podavand C potkanom bez akéhokol'vek pridania. Diétny model tohto experimentu bol
zalozeny na $tudii Francisquetiho a kol. (2017) . Zvierata boli umiestnené¢ v individudlnych
klietkach pri kontrolovanej teplote (22 £+ 3 °C), svietivosti (12 h cyklus svetlo/tma), vlhkosti
(60 = 5 %) a dostavali krmivo a vodu ad libitum . Skupiny C a HSF dostali vehikulum (vodu)
sondou. Experimenty a postupy boli schvalené Vyborom pre etiku zvierat Lekarskej fakulty
Botucatu (¢islo protokolu CEUA-1137). Uskuto¢nili sa podl'a prirucky National Institute of
Health's Guide for the Care and Use of Laboratory Animals a riadili sa usmerneniami
ARRIVE.

Analyza nutri¢ného a biochemického profilu

Nutri¢ny profil bol hodnoteny podl'a kalorického prijmu a telesnej hmotnosti. Prijem potravy
a vody sa vypocital denne z jednotlivych zvyskov kazdého zvierata a kaloricky prijem sa
urc¢il vynasobenim energetickej hodnoty kazdej stravy (g x Kcal) prijmom potravy. V pripade
skupiny HSF zahfiala aj kalérie z vody (spotrebované 0,25 x 4 x ml). Telesnd hmotnost’
zvierata sa vyhodnocovala tyzdenne. Po 8 hodinach hladovania sa koncentracia glukozy
stanovila pomocou glukometra (Ac-cu-Chek Performa; Roche Diagnostics, Indianapolis, IN,
USA).

Aktivita superoxiddismutazy v srdcovom tkanive

Aktivita superoxiddismutdzy (SOD) srdcového tkaniva bola merand na zadklade inhibicie
reakcie superoxidovych radikalov s pyrogallolom spektrofotometriou pri 420 nm. Vysledky
boli vyjadrené v pmol SOD/mg proteinu/min.

Systolicky krvny tlak

Hodnotenie SBP bolo hodnotené u potkanov pri vedomi neinvazivnou metdédou manZzety na
chvoste s NarcoBioSystems® Electro-Sphygmomanometer (International Biomedical, Austin,
TX, USA) na konci 20 tyzdnov, ako je opisané. V pilotnej §tidii sa zistilo, Ze tento diétny
model vyvolal systolickt arteridlnu hypertenziu po 1 mesiaci experimentu a toto zvySenie sa
udrzalo az 30 tyzdnov. Zvierata boli drzané v drevenej krabici (50 cm X 40 cm % 30 cm) pri
teplote 38 az 40 °C pocas 4-5 minut, aby sa stimulovala arterialna vazodilatacia. Po tomto
postupe bola na chvost kazdého zvierata pripevnena manzeta s pneumatickym snimacom
pulzu. ManZeta sa nafiikla na tlak 200 mmHg a nasledne sa vyfukla. Hodnoty krvného tlaku
boli zaznamenané na polygrafe Gould RS 3200 (Gould Instrumental, Valley View, OH,
USA). Pre kazd¢ zviera sa zaznamenal priemer troch od¢itani tlaku.

Statisticka analyza

Udaje su prezentované ako priemer + $tandardna odchylka. Rozdiely medzi skupinami boli
stanovené dvojcestnou ANOVA s Tukeyho post hoc testom. Statistické analyzy sa uskutocnili
pomocou SigmasStat pre Windows verzie 3.5. (Systat Software, Inc., San Jose, CA, USA). Za
Statisticky vyznamni sa povazovala p-hodnota < 0,05.



Vysledky a diskusia

BBP je dobrym zdrojom bioaktivnych zlucenin, ako su fenolové zluceniny, ktorych profil je
Siroko charakterizovany , a karotenoidy, ktoré maji antioxida¢nu kapacitu. V tejto stadii boli
celkové fenolové zluceniny BBP prehodnotené spektrofotometriou vzhl'adom na to, ze tato
metodologia, napriek tomu, ze je menej Specificka, je stidle dobre akceptovand a I'ahko
dostupnd. Vzhl'adom na to, ze BBP sa ziskava bez Supky, hladiny tychto antioxidantov st v
sulade s hladinami opisanymi v literatire pre duzinu a semena. Celkovy obsah fenolovych
zlti€enin v BBP (15 £+ 2 pg/mg) bol blizky obsahu v odpadovych castiach (duzina a semena)
pomarancového ovocia. AvSak celkovy obsah flavonoidov (5,1 £ 0,2 ug/mg) bol nizsi, ako
popisali autori (priblizne 40 mg/g (w/w)). Obsah polyfenolov v citrusovych plodoch sa okrem
inych biotickych a abiotickych faktorov moze 1isit v zavislosti od analyzovaného tkaniva,
doby vyvinu/zberu a pozberovej Upravy. Plody bergamotu mézu vykazovat vysoky obsah
flavonoidov az 438 mg/100 g naringinu. BBP vykazala nizSie hodnoty v porovnani s inymi
Studiami, ktoré pouzivali Cerstvé ovocie a rdzne pletiva, kultivaciu a metddy pripravy. Okrem
fenolovych zlucenin BBP predstavoval karotenoidy (0,07 ug/mg). V bergamotovom
vedlajsom produkte Siano a kol. (2023) zistili 0,61 mg/kg celkovych karotenoidov, zatial’ ¢o
iné Stadie popisuji obsah karotenoidov medzi 1,44 a 4,69 mg/100 g pre mandarinky v
zavislosti od analyzované¢ho kultivaru. Vsetky tieto zliceniny ovplyviiuju antioxidacnu
aktivitu BBP, meranu prostrednictvom DPPH (5,4 ug TE/mg), ABTS (1,3 ug TE/mg) a FRAP
(2,5 mM FeSO/mg).

Celkové fenolové zltceniny, celkové flavonoidy, celkové karotenoidy a celkova
antioxidaéna kapacita v bergamotovom vedl'ajSom produkte.

Rozhodnost’ Hodnota

Celkové fenolové zlu&eniny (ug GAE/mg) 15,0+ 2,1
Celkové mnozstvo flavonoidov (ug QE/mg) 5,09 +0,22
Celkové karotenoidy (ng/mg) 0,07 +0,01

Celkova antioxida¢na kapacita

cez DPPH (pg TE/mg) 5,35+ 0,06
cez ABTS (ng TE/mg) 1,30+ 0,14

cez FRAP (mM FeSO/mg) 2,54+0,31

*GAE: ekvivalenty kyseliny galovej; QF: ekvivalenty kvercetinu,; TE: Ekvivalenty troloxu.

HSF zvysil telesnt hmotnost, kaloricky prijem a hladinu glukézy v krvi. Hoci BBP je
zliCenina odvodend z bergamotu a bola opisana ako zdroj flavonoidov s antioxidaénym
ucinkom; nezabranilo tymto nutriénym a biochemickym zmendm generovanym HSF.

Nutri¢ny profil a aktivita superoxiddismutazy v srdcovom tkanive potkanov Wistar kimenych
diétou s vysokym obsahom cukru a tuku, ktorym bol poddvany bergamotovy vedlajsi
produkt.

skupiny
Variabilné
C C +BBP HSF HSF + BBP
Telesna hmotnost’ (g) 474+36 473+67 532+72¢ 512+59
Kaloricky prijem (kcal/d) 97+7 99+14 111+13 106+14
Glukéza v krvi (mg/dl) 80,9 +7,1 83,2+9,5 91,4+6,2° 92,6+85¢
SOD (pmol/mg proteinu/mintitu) 109+21 97+22 113431 89+21°

* Udaje uvedené ako priemer + $tandardni odchylka a podrobené dvojcestnej ANOVA s Tukeyho post hoc
(p<0,05). a = C vs HSF; b = HSF verzus HSF + BBP; ¢ = C vs C + BBP; d = C + BBP oproti HSF + BBP. C =
kontrolna diéta; BBP = bergamotovy vedl'ajsi produkt; HSF = diéta s vysokym obsahom cukru a tukov; SOD =
aktivita superoxiddismutazy v srdcovom tkanive.



V tejto Stadii sme pozorovali zvySenie telesnej hmotnosti, ako aj hladiny glukézy v krvi. Je
pozoruhodné, ze HSF je bohaty na tuk zo ZzivociSnych zdrojov a cukor, ktoré su
metabolizované enzymami, ako je pankreatickd lipdza a enzymami suvisiacimi s
glykolytickou cestou. Aj ked’ v literatire existuje popis, ze bergamot obsahuje flavonoidy,
ktoré mozu pdsobit’ ako hypoglykemické, pridanie BBP do skupiny HSF nebolo G¢inné pri
znizovani hladin glukézy v krvi v stilade s inou $tadiou, ani trovei kalorického prijmu. Co sa
tyka systolického krvného tlaku, bolo pozorované, ze HSF diéta podporuje zvysenie hladin.
Pri porovnani skupin HSF a HSF+BBF sa pozoroval pokles hladin krvného tlaku, ¢o ukazuje,
ze Studovana zlucenina bola G¢inna pri prevencii hypertenzie vyvolanej konzumaciou HSF.
Stadie ukazali, Ze extrakt z bergamotovej §tavy ma pozitivny vplyv na hladinu glukézy,
faktory, ktoré mozu prispiet’ k regulacii krvného tlaku. Tieto ucinky sa pripisuju bioaktivnym
zlucenindm pritomnym v tomto ovoci, navySe je mozné predpokladat, ze tieto zliceniny
mozu urcitym sposobom posobit’ aj na nejaky mechanizmus, ktory reguluje krvny tlak. V
bergamote bolo zistenych niekol'ko flavonoidov, okrem in¢ho hesperidin a naringenin a urcite
su sucastou celkovych fenolov a celkovych flavonoidov pritomnych v BBP, ¢o mohlo
ovplyvnit hladiny krvného tlaku.

Kedze existuje rozdiel vo fenolickej polarite , BBP sa zriedil vo vode na podavanie potkanom
Wistar sondou, ¢im sa podporila najlepSia biologickd dostupnost’ a biologickd dostupnost’
hydrofilnych zligenin, ako su flavonoidy, naringenin a hesperidin a BA. Stidie ukazuju, e
pridanie hesperidinu a naringeninu do stravy pre spontdnne hypertenzné potkany so sklonom
k mozgovej prihode (SHRSP) vyznamne nezmenilo telesnti hmotnost,, ale zlepsilo krvny tlak.
Tento jav bol tiez pozorovany v tejto $tudii s podavanim BBP skupine HSF. Naringin, zisteny
aj v bergamote, normalizoval systolicky krvny tlak a zlepSil vaskularnu dysfunkciu a
ventrikularnu diastolickti dysfunkciu u potkanov s vysokym obsahom sacharidov a tukov.
Tieto priaznivé U€inky naringinu moéZu byt sprostredkované zniZenou infiltraciou zapalovych
buniek, zniZenym oxidacnym stresom, niz§imi koncentraciami lipidov v plazme a zlepSenou
mitochondrialnou funkciou pecene u potkanov.

Priaznivy G€inok flavonoidov moZno pripisat’ zmenam v obsahu oxidu dusnatého (NO). Oxid
dusnaty je signalna molekula, ktord sa viaze na redoxne aktivne kovy a nadbytok aj
nedostatok ovplyvituji metabolizmus vratane kardiovaskuldrnych ochoreni. Nizke hladiny
NO moézu suvisiet’ s kardiovaskularnymi ochoreniami, ako je ateroskler6za a hypertenzia,
zatial' Co vysoké hladiny NO modulované NO syntdzou stvisia okrem iného s bunkovym
zapalom, hypotenziou a inhibiciou mitochondridlneho dychania. Flavonoidy mdézu posobit
ako prooxidanty alebo antioxidanty v zavislosti hlavne od hladiny kyslika a pH média. Pri
nizkej hladine O2 a kyslejSom pH flavonoidy zachovavaji NO a zvySuju ich biologicku
aktivitu. Na druhej strane, pri vysokych hladinach kyslika a alkalickom pH mdzu flavonoidy
zachytavat’ NO, ¢o ma prooxidacny ucinok. V médiu s vysokymi hladinami O2, aj pri vysoke;j
aktivite superoxiddismutazy (SOD), moze dochadzat k tvorbe peroxydusitanu (ONOO-),
oxida¢ného druhu, ktory prispieva k cievnym ochoreniam, zapalom, bolestiam,
neurodegeneracii, zniZzeniu dopaminu ( spojené s Parkinsonovou chorobou), okrem iné¢ho. V
nasSej Stadii bola aktivita SOD niZSia, ked boli potkany kimené HSF + BBP, ¢o modze
naznacovat’ pozitivny uc¢inok kombinacie BBP s diétou, to znamena, Ze jeden z Ucinkov
mozno pripisat’ pokles ONOO-, suvisiaci s oxidacnym stresom.

Dal3ou zligeninou pritomnou v BBP, hoci v malych mnoZstvach v porovnani s fenolickymi
zluceninami, boli karotenoidy s polarnymi chemickymi charakteristikami, pretoze produkt bol
ziskany z hydrofilnej Casti ovocia. Je pozoruhodné, Zze metodika pouzitd na detekciu
karotenoidov neumoznovala identifikdciu, iba mnozstvo. Toto vSak nebolo obmedzenie,
pretoze cielom tejto Stidie bolo synergicky pristupovat’ k pdsobeniu vsetkych bioaktivnych
zlucenin pritomnych v BBP. Karotenoidy moézu posobit’ ako protizdpalové latky a



antioxidanty, faktory, ktoré mézu modulovat’ hladiny krvného tlaku. Co sa tyka polarnej§ich
karotenoidov, S$tudia uskutocnena s diabetikmi ukézala, Ze suplementacia astaxantinom
zlepsila lipidovy profil a znizila krvny tlak. V tejto Studii sa vSak neskimal Ziadny
mechanizmus, takze toto zlepSenie bolo pripisané protizapalovému ucinku, potvrdenému
zvysenim cirkulujuacich hladin adiponektinu . Okrem zapalu zohrava ulohu oxidacny stres aj v
patologii hypertenzie spojenej so zvySenou produkciou prooxidantov, ako je superoxidovy
aniéon peroxid vodika, znizenou syntézou NO a zniZzenou biologickou dostupnostou
antioxidantov. Zistilo sa, ze oxidacny stres suvisi s endotelidlnou dysfunkciou, zéapalom,
hypertrofiou, apoptézou, migraciou buniek, fibrozou a angiogenézou pri vaskularnej
prestavbe hypertenzie. Na zdklade toho mozeme prisudit, ze vdaka antioxidacnej aktivite
BBP meranej pomocou testov DPPH, ABTS a FRAP mdze BBP posobit’ ako vychytavac
radikalov, ¢o moze prispievat’ k znizeniu hladin krvného tlaku pozorovanych v tejto Studie.
Spomedzi bioaktivnych zlG€enin, ktoré tvoria rastlinnii potravu, okrem flavonoidov a
karotenoidov, méze BA, pritomny vo vSetkych bunkéch, ovplyviiovat metabolizmus a
posobit’ ako antioxidant, sprostredkujici zapalové procesy. BBP ma pozoruhodnu
koncentraciu BA (444 ug/g). Profil BAs BBP sa sklad4d z agmatinu, serotoninu, dopaminu,
histaminu, tyraminu, tryptaminu, putrescinu, kadaverinu, spermidinu a sperminu. Vzhl'adom
na dolezitost’ poznania profilu BA v potravinarskych vyrobkoch uvaddzame po prvykrat profil
BA v BBP. Niekolko biogénnych aminov bolo opisanych pre ich ochranny uc¢inok na
membrany, poOsobia ako antioxidanty a pomahaju znizovat zapal spdsobeny oxida¢nym
stresom.

Biogénny aminovy profil vedl'ajSieho produktu bergamotu.

Biogénny amin Koncentracia (ng/g)
Histamin 28,4 +3,1
tyramin 6,39 + 0,39
tryptamin 186+11
Putrescine 29,0+4,4
kadaverin 10,6 +0,8
Spermidin 348+473
Spermie 2,28 +0,25
Serotonin 4,46 +0,77
dopamin 2,50 £ 0,29
Agmatine 140+10

*Udaje uvedené ako priemer + $tandardna odchylka.

BBP vynika hladinami agmatinu (140 pg/g, biogénneho aminu povazZované¢ho za lapac
vol'nych radikélov, s cytoprotektivnym t¢inkom vd’aka ochrane mitochondrii pred oxidaénym
stresom, ktory podporuje spomalenie apoptotickej bunkovej smrti. BBP mdze predstavovat’
zaujimavy zdroj agmatinu, pretoze podl'a Morettiho et al. (2015) prijem 0,0001 — 1 mg/kg
mdze mat antidepresivny UCinok, prispievat k redukcii symptomov suvisiacich s
Parkinsonovou chorobou. Okrem agmatinu boli v BBP najdené aj serotonin (4,46 ug/g) a
dopamin (2,5 ug/g). Serotonin, napriek tomu, Ze neprechadza ucinne hematoencefalickou
bariérou, je opisany ako antioxidant a podiel'a sa na metabolickej regulacii a niektorych
dolezitych fyziologickych procesoch stvisiacich s chutou do jedla, spankom, ndladou,
uzkost'ou a krvnym tlakom. Dopamin, neurotransmiter s vysokou antioxidacnou aktivitou, sa
spolu so serotoninom podiela na odmenujicich ucinkoch potravy a existuju hypotézy, ze
zvySena chut do jedla u obéznych l'udi je sposobend zmenami v centrdlnom systéme
dopaminu a serotoninu . Napriek tomu, Ze hladiny serotoninu a dopaminu zisten¢é BBP st



nizSie ako hladiny opisané pre niektoré druhy ovocia a zeleniny, moze byt zaujimavym
zdrojom tychto neurotransmiterov pre buduce Stadie s obezitou a zlepSenim fyzickej kondicie.
Hladiny niektorych biogénnych aminov su ddlezitymi faktormi na zistenie kvality potravin a
bezpe€nosti, najmé histaminu a tyraminu. Vysoké hladiny histaminu mézu okrem iného
ovplyvnit’ krvny tlak, ako aj vyvolat edémy, kozné vyrazky a migrény. Jeho hypotenzivny
ucinok suvisi so zniZzenim objemu krvi a povazuje sa za vazodilatitor. V BBP je obsah
histaminu 28,4 ug/g pod uroviiou, ktord sa povazuje za toxickua (50 mg/100 g), ale okrem
toho, Ze je priazniva, moze prispiet’ k zistenému vysledku.

Dalsi biogénny amin — tyramin, by sa mal zvaZit' vzhl'adom na jeho vztah k krvnému tlaku,
okrem inych Skodlivych ucinkov na telo, ako su okrem iného busSenie srdca, nevolnost’ a
vracanie. Obsah tyraminu v BBP (6,39 pnug/g, je pod ,hladinou bez pozorovanych
nepriaznivych ucinkov (NOAEL) (200 mg na jedlo, Zena s hmotnost'ou 60 kg). Tyramin aj
histamin si monoaminy, ktoré su oxidované monoaminooxidazami (MAO; EC 1.4.3.4),
zvy€ajne v Creve a u l'udi, ktori konzumuja inhibitory aminooxidazy (mono a diaminooxiddza
— MAOI/DAOI), alkohol, s gastrointestinalnymi problémami a nedostatkom z tychto
enzymov , moze vykazovat priznaky otravy histaminom alebo tyraminom. Stanovenie obsahu
oboch aminov v BBP ma teda vel’ky vyznam na preukdzanie bezpecnosti jeho konzumacie.
Okrem toho, Ze histamin a tyramin podporuju metabolické zmeny, ked’ sa uzivaji vo va¢Som
mnozstve, ako sa odporuca, tryptamin moze vd’aka svojmu vazokonstrikénému pdsobeniu
vyvolat’ aj zmeny krvného tlaku a vyvolat’ hypertenziu. Hladiny tohto biogénneho aminu vS§ak
nie su regulované. V testovanom produkte (BBP) je obsah tryptaminu 186 pg/g, zatial’ co v
paradajkach dosahuju hladiny 147,1 pg/g a v ¢akanke 0,8 ng/g. Hoci NOAEL pre tryptamin
eSte nebol dobre stanoveny, ur€enie jeho obsahu je rozhodujuce, pretoZe tento amin moéze
zvysit Skodlivy G€inok histaminu a tyraminu. Pri konzumacii BBP neboli pozorované Ziadne
nepriaznivé Ucinky, ako je vracanie alebo hnacka.

V ovoci a zelenine je bezné ndjst’ vysoké hladiny putrescinu. Napriklad v pomaran¢ovom
dzuse Preti a spol. (2016) zistili putrescin ako prevladajaci amin (45,5 mg/l) popri
spermidine, spermine, serotonine a histamine. Iné Stidie tieZ ukazuju, Ze putrescin je amin,
ktory sa vyskytuje vo vysSich koncentraciach, ako opisali Basheer et al. (2011) a histamin
vykazuje nizSie hladiny (do 0,26 mg/l). Putrescin a kadaverin st diaminy stvisiace s
mikrobidlnou kontaminaciou a stvisia s bezpe¢nost'ou potravin. V BBP st hladiny putrescinu
29 a kadaverinu 10,6 pg/g. Hoci sa uskutocnilo len mélo $tudii na 'ud’och, u potkanov Wistar
bola stanovena ,,hladina nepozorovanych nepriaznivych t¢inkov* (NOAEL) 2 000 ppm (180
mg/kg telesnej hmotnosti/den) pre putrescin aj kadaverin. Oba aminy moézu tiez zosilnit’
toxicky ucinok histaminu a tyraminu.

Spermidin (34,8 ug/g) a spermin (2,28 ng/g) boli detegované v BBP a mézu posobit’ ako
antioxidanty. Hoci niektoré Studie ukazuju, Ze sa podielajii na regulacii transkripcie DNA,
translacie RNA, biosyntézy proteinov a uprave imunitnej odpovede, tieto BA mozu viest’ k
akutnemu znizeniu krvného tlaku, okrem toho, Ze stvisia s karcinogenézou, invaziou nadorov
a metastdzami. Mierna konzumacia spermidinu (0,05 % celkového denného prijmu dusika)
vSak moze byt’ dolezita pri liecbe traumy z dovodu zlepSenia absorpcie proteinov. Putrescin,
kadaverin, histamin, tyramin, spermidin a spermin mozno pouzit’ ako index kvality, ktory je
dolezity pre overovanie bezpecnosti potravin. IQ BBP vykazuje hodnotu 1,79, ¢o je nad
takzvanou prijatelnou hranicou, ktort mozno pripisat’ vyS§Sim hodnotdm histaminu a
putrescinu, napriek tomu, ze ho viaceré stidie povazuju za tolerovatelné a bezpecné. Teda,
hoci 1Q bolo vyssie ako IQ opisané v inych Studiach s jedlom, hladiny kazdého aminu
jednotlivo neprekracuju to, ¢o je povolené niektorymi orgdnmi. Po podani BBP neboli u
zvierat pozorované ziadne nepriaznivé ucinky.



Vzhl'adom na synergicky hypotenzivny i¢inok BBP by sa mohol uskutoc¢nit’ budici vyskum
hodnotiaci G¢inky biogénnych aminov nachadzajucich sa v BBP, izolovanych alebo navzajom
kombinovanych, na cievne a srdcové tkanivo zvierat s metabolickymi poruchami, vyvolanymi
alebo nesposobenymi nezdravou stravou.

Zaver

BBP ma znatné mnozstvo fenolovych zlicenin, flavonoidov a antioxida¢nu kapacitu
prostrednictvom DPPH, ABTS a FRAP a ma nizke hladiny karotenoidov. Okrem toho bol po
prvykrat opisany biogénny aminovy profil Citrus bergamia . Toto ovocie obsahuje histamin,
tyramin, tryptamin, putrescin, kadaverin, spermidin, spermin, serotonin, dopamin a agmatin.
Hoci BBP ma vysoké hladiny histaminu a tryptaminu, hladiny tychto zlucenin neprekracuji
bezpecné hladiny a nevyvolavaju nepriaznivé G€inky u zvierat. BBP ma pozoruhodné hladiny
antioxidaénych biogénnych aminov, ako je spermidin a agmatin.

HSF mal zvySenu telesnu hmotnost, hladinu glukézy v krvi a krvny tlak. BBP nezmenil
telesnt hmotnost” a hladinu glukézy v krvi, ale bol schopny znizit' hypertenziu generovanu
touto diétou, ¢o naznacuje priamy hypotenzivny Uc¢inok. Synergicky ucinok bioaktivnych
zlucenin identifikovanych v BBP demonstruje vel’ky potencidl na prevenciu a/alebo liecbu
hypertenzie.
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