Charakterystyka i ocena funkcjonalnosci

' suplementu diety PENTAPEPTYDU

(mikropeletki)

Data wykonania raportu: 05 STYCZNIA 2023 roku




Tres¢ ekspertyzy

1.

Charakterystyka fizyko-chemiczna produktu
Cel: Ocena wiasciwoéci fizyko-chemicznych produktu PENTAPEPTYD

Metodyka badawcza: Zawarto$¢ suchej masy oznaczono zgodnie z Polskg Normg
(PN-A-88027:1984). Oznaczanie zawartoéci biatka (AOAC, 1990). Do oznaczania
zawartosci biatka wykorzystano metode Kjeldahla. Metoda polega na okresleniu
zawartosci azotu ogdlnego w produkcie. Oznaczenie przeprowadzono w aparacie
Kieltec. Do kolb odwazono prébe, nastepnie dodano stezony kwas siarkowy i tabletki
Kieltabs (katalizator). Mineralizacje prowadzono temperaturze 420°C przez ok.
godzing, do momentu zmiany koloru na zielony. Po tym etapie kolby podtgczono do
jednostki destylacyjnej umieszczajgc odbieralnik zawierajgcy kwas borowy oraz
wskaznik Tashiro. Destylat miareczkowano mianowanym roztworem 0,1 N kwasu
siarkowego do zmiany barwy.

Oznaczenie zawartosci tluszczu przeprowadzono w aparacie Soxtec metodg
Soxhleta. Do gilz nawazono prébe, wymieszano doktadnie z piaskiem, a nastepnie
wysuszono w 130°C przez 1,5 godziny. Nastepnie ekstrahowano préby eterem
naftowym, we wczesniej wysuszonych do statej masy kubkach ekstrakcyjnych. Po
zakoriczeniu procesu kubki z wyekstrahowanym ttuszczem przeniesiono do suszarki i
wysuszono w temperaturze 105°C przez godzing, a nastepnie zwazono. Zawartosé
weglowodanéw zostata obliczona poprzez odjgcie od zawarto$ci suchej masy sumy
ilosci biatka i thuszczu.,

Zawarto$¢ jonéw metali ciezkich oznaczono metodg ptomieniowej absorpcyjnej
spektrometrii atomowej przy uzyciu spektrometru AAS-3 (Zeiss) zgodnie z metodg
podang przez Olejnik i in. (1999). Probki zostaly zmineralizowane w tyglach
kwarcowych, w piecu muflowym w temp. 500°C. Uzyskany biaty popiét, wolny od
wegla, rozpuszczono na gorgco w 1N HNOs. Roztwory przesgczono, przenoszgc
ilosciowo do kolb miarowych o pojemnosci 50 ml i uzupetniono kwasem azotowym.
Wyniki przedstawiono w mg/100g préby.




Wyniki:
1. Nazwa produktu
Preparat typu suplement diety - PENTAPEPTYD-

— 480 mg $rednia masa produktu
— 130 mg masa kapsutki

2. Charakterystyka produktu

2.1 Skfadniki produktu i ich procentowy udziat

Nazwa skfadnika Udziat [%]
Pentapeptyd 300 ug

Kwas askorbinowy (forma
mikropeletek) 150 mg

Acyl - karnityna (forma
mikropeletek) 50 mg

Celuloza
mikrokrystaliczna 100mg

Kapsutka zelatynowa
oraz kapsutka dojelitowa

4. Analiza jakosciowa peptydu z wykorzystaniem metody wysokosprawnej
chromatografii cieczowej
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5. Analiza jako$ciowa peptydu z wykorzystaniem spektrometrii mas
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6. Opis wyrobu

Proszek bialy, niejednolity, sypki, z grudkami, smak ;i zapach obojetny, malo
intensywny, bez obcych zapachéw i obcego smaku.

7. Przeznaczenie produktu

Przeznaczenie produktu do stosowania przez szeroka grupe konsumentéw, z
wytgczeniem dzieci do lat trzech.

Zaklada sie uzycie produktu w ilosci pozwalajgcej na uzyskanie produktu
stanowigcego zrodto bioaktywnych peptydow.

8. Cechy organoleptyczne

Barwa Biata

Wyglad i konsystencja Mikropeletki, brak zlepek, postaé mikrogranulatu
Zapach Bez zapachu i bez zapachéw obcych

Smak Bez smaku

Wielkosé czagstek 0.8mm-1.2mm

Rozpuszczalnosé w wodzie Srednio rozpuszczalny w wodzie

9. Cechy fizyko-chemiczne

9.1 Warto$¢ odzywcza produktu w 100 g

Warto$¢ odzywcza W 100 g W 1 kapsutce
Wartos¢ energetyczna [kJ] 958 8,65

Wartos¢ energetyczna [keal] 230 2,08

Ttuszez [g] <0,10¢g 00g

w tym kwasy tluszczowe nasycone [g] <0,10g 00g
Weglowodany [g] ) 19,00 g 0,17g

w tym cukry [g] 6,18 g 0,059
Blonnik 43,90 g 0,39 g

Biatko [g] 24,80 g 0,22 g

Sal [g] 0,11g 00g




9.2 Cechy fizyko-chemiczne

Cecha Wartosé
Wilgotnosé [%] 0%
Zawartos¢ suchej masy [%] 100%
Zawarto$¢ popiotu [%] 0%
T‘.
Zanieczyszczenia mechaniczne niedopuszczalne

Zawarto$¢ metali cigzkich

Otow nie wiecej niz 3 mg/kg

Kadm nie wigcej niz 2 mg/kg .
Rte¢ nie wiecej niz 1 mg/kg f
Zawarto$¢ skiadnikow mineralnych hieobecne h

10.  Cechy mikrobiologiczne

Ogolna liczba drobnoustrojow w 1g mniej niz 10 - 1000 jtk
Ogélna liczba drozdzy i plesni w 1 g nie wiecej niz 50 jtk
Liczba Bacillus cereus w 1 g nie wiecej niz 10 jtk
Bakterie z grupy coliw 1 g nie wiecej niz 10 jtk
Obecnosé¢ Escherichia coli w 1g niecbecne

Gronkowce chorobotworcze koagulazododatnie w 1 g nieobecne

Salmonelia w 25 g nieobecne

Obecnos¢ beztlenowych bakterii przetrwalnikujgcych nieobecne
redukujacych siarczyny w 1 g

Obecnos¢ beztlenowych bakterii przetrwalnikujgcych nieobecne
Clostridium w 1 g

 Liczba bakterii z rodziny Enterobacteriaceae w 1 g nie wiecej niz 10 jtk

11. Alergeny

Okres przydatnosci do spozycia




Przyktad: Okres przechowywania wynosi 12 miesiecy od daty produkciji

13.  Warunki przechowywania

Warunki, ktorych nalezy unikaé: chronié¢ przed wilgocig (produkt higroskopijny).
W suchym, przewiewnym pomieszczeniu wg PN - 88/A-74705.
Zalecana wilgotno$¢ wzglednej powietrza do 75%, temperatura do 20°C
14. Opakowanie
Przyktady:
- worki aseptyczne o poj. 1 kg i 2 kg w opakowaniach kartonowych lub skrzynkach z
tzw. sztucznego
- pojemniki z tworzywa sztucznego o wybranej objetosci
Wszystkie opakowania musza by¢ dopuszczone do kontaktu z zywnoscia

15.  Warunki transportu i dystrybucji

Przewozi¢ suchymi i czystymi $rodkami transportu, ktére jednoczesnie powinny
zabezpiecza¢ opakowania przed uszkodzeniem

16. Oznakowanie

Zgodnie z preferencjami Producenta jak i zgodnie z obowigzujacym Rozporzgdzeniem.

2. Okreslenie wartosci odzywczej produktu
Cel badania: Okreslenie wartosci odzywczej produktu PENTAPEPTYD.

Metodyka badawcza: jak w punkcie 1

Wyniki:

Wartos¢ odzywceza y W 100 g W 1 kapsuice
Wartoé¢ energetyczna [kJ] 958 8,65

Warto$¢ energetyczna [keal] 230 2,08

Tiuszez [g] <0,10 g 00g

w tym kwasy tluszczowe nasycone [g] <0,10g 0,049
Weglowodany [g] 19,00 g 0,17 g

w tym cukry [g] 6,18 g 0,05¢g
Btonnik 43,909 0,39 g




Biatko [g]

| 24,80 g | 022

Sol [g]

3

l011g |00g

3. Ocena czystosci mikrobiologicznej

Cel badania: Oznaczenie czystosci mikrobiologicznej produktu PENTAPEPTYD

Metodyka badawcza: Produkt poddano analizie mikrobiologicznej w kierunku

obecnosci i liczby drobnoustrojéw, ktére stanowig wskaznik jego jakosci

mikrobiologiczne;j:

Oznaczanie  ogéinej  liczby drobnoustrojow  mezofilnych  (PN-EN  |SO
4833:2004/Ap1:2005)

10 g préby wprowadzono do 90 ml roztworu soli fizjologicznej

wytrzgsano przez 10 minut

wykonano posiew metoda zalewows z rozcieficzen dziesietnych w
zaleznosci od spodziewane;j liczby drobnoustrojow

ptytki zalano podtozem statym agar odzywczy z glukoza

po zestaleniu plytki inkubowano w temp. 37°C przez 24-48h

policzono liczbe kolonii, ktére wyrosly na plytkach, jednostka jtk/ml lub
gram produktu.

Oznaczanie ogotinej liczby drobnoustrojéw  psychrofilnych (PN-EN ISO
4833:2004/Ap1:2005)

10 g proby wprowadzono do 90 ml roztworu soli fizjologicznej

wytrzasano przez 10 minut

wykonano posiew metodg zalewowa z rozciericzen dziesietnych w
zaleznosci od spodziewanej liczby drobnoustrojow

ptytki zalano podrf;ozem statym agar odzywczy z glukozg

po zestaleniu p%y{ki inkubowano w temp. 15°C przez 72h .
policzono liczbe kolonii, ktore wyrosty na plytkach, jednostka jtk/ml lub
gram produktu.

Oznaczanie liczby plesni i drozdzy (PN-A-75052-08:1990)

10 g préby wprowadzono do 90 ml roztworu soli fizjologiczne;j

— wytrzgsano przez 10 minut




— Wykonano posiew metodg zalewowsg z rozcieficzen dziesietnych w
zaleznosci od spodziewane; liczby drobnoustrojéw

— Pplytki zalano podiozem statym z ekstraktem drozdzowym, glukozg |
s chloramfenikolem ’

— po zestaleniu ptytki inkubowano w temp. 30°C przez 3 dni

~ policzono liczbe kolonii, ktore wyrosty na plytkach, jednostka jtk/ml lub
gram produktu.

Wykrywanie obecnosci Listeria monocytogenes (PN-EN 1SO 11290-1:1999/A1 :2005)
— 259 (lub 10 g) préby wprowadzono do 225 m| (lub 90 mi) bulionu pét-Fraser
— wytrzgsano przez 10 minut
— proby inkubowano w temp. 30°C przez 24 h
— wykonano przesiew 0,1ml hodowli do 10 ml bulionu namnazajgcego Fraser
— inkubowano préby w temp. 35°C przez 48 h

— wykonano przesiew na dwa selektywne podloza stale (posiew
powierzchniowy):

e agar ALOA
e agar Oxford
— inkubowano préby w temp. 37°C przez 24-48 h

— dokonano interpretacji wynikow:

o kolonie L. monocytogenes na agarze ALOA: turkusowe z biatg
sferg

o kolonie L. monocytogenes na agarze Oxford: szaro-biate
otoczone brgzowg czarna sfera.
— wykonano przesiew charakterystycznych kolonii na podtoze TSYEA
— inkubowano préby w temp. 37°C przez 18-24 h
— wykonano przesiew na podioze agar z krwig (test CAMP)
— inkubowano préby w temp. 37°C przez 24 h
Schemat testu CAMP - test potwierdzajgcy L. monocytogenes
(http://zmo.biol.uw.edu.pl/priki/2013-DK-IV_WYKRYWANIE.pdf)
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. monocylogenes

Waska strefa i-hemoliz L. innocua W
¥ .

L. ivanovii

Brak hemolizy

Szeroka strefa fi-hemolizy —

S - Staphylococcus aureus
R - Rhodococcus equi
Wykrywanie obecnosci Salmonella sp.(PN-EN ISO 6579:2003/A1:2007)

— 25 g (lub 10 g) proby wprowadzono do 225 ml (lub 90 ml) zbuforowanej
wody peptonowej

— wytrzgsano przez 10 minut

— préby inkubowano w temp. 30°C przez 20 h

— wykonano przesiew 1 ml hodowii do 10 ml selektywnych pozywek
plynnych: pozywka wg Rappaport Vassiliadis z sojg (pozywka RVS) i
pozywka wg Muller-Kauffman z czterotionianem i nowobiocyng (pozywka
MKTTn)

— proby inkubowano w pozywce RVS w temp. 41°C przez 24 h
préby inkubowano w pozywce MKTTn w temp. 37°Cprzez 24 h

— wykonano przesiew na dwa selektywne podioza state (posiew i
poW’ierzchnio:Ny):
 agar z ksyloza i lizyng (XLD agar)
e agar Rambacha

proby inkubowano w temp. 37°C przez 24-48 h

dokonano interpretacji wynikow:

|
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kolonie Salmonella sp. na agarze XLD: regularne, czarne,
btyszczgce i wypukte z biatg otoczka

o kolonie Salmonella sp. na agarze Rambacha: kolonie czerwone —
Salmonella sp. )

o kolonie niebieskie — grupa coli.

Wykrywanie obecnosci i oznaczanie liczby Enterobacteriaceae (PN-ISO 21528-

2:2005)

10 g préby wprowadzono do 90 ml roztworu soli fizjologicznej
wytrzgsano przez 10 minut
wykonano posiew metodg zalewowg z rozciericzen dziesietnych w
zaleznoéci od spodziewanego zakazenia.
ptytki zalano podtozem statym z fioletem, czerwienia, solami zétci i glukozg
(VRBG)
po zestaleniu pozywki, w celu wytworzenia drugiej warstwy
zabezpieczajgcej przed rozprzestrzenianiem sie wzrostu na powierzchni
oraz w celu stworzenia warunkow wzglednie beztlenowych, wlano do ptytki
ok. 15 ml pozywki agarowej VRBG
odwrécono plytki do géry dnem i inkubowano w temp. 37° przez 24 h
dokonano interpretacji wynikéw:

o charakterystyczne kolonie sg barwy rézowej do czerwonej lub

purpurowe;j (ze sferg lub bez sfery precypitacji).

Oznaczanie liczby bakterii fermentacji miekowej (PN-ISO 1521 4:2002)

10 g préby wprowadzono do 90 ml roztworu soli fizjologicznej

wytrzasano przez 10 minut

wykonano posiew metoda zalewowa z rozciericzeri dziesietnych w
zaleznosci od spodziewanej liczby bakteri

ptytki zalano podtozem statym MRS

po zestaleniu ptytki inkubowano w temp. 32°C przez 24-48 h

policzono liczbe kolonii, ktére wyrosty na plytkach, jednostka jtk/ml lub
gram produktu.

Oznaczanie liczby bakterii typu kwaszgcego (1ISO 15214:1 998)
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10 g proby wprowadzono do 90 ml roztworu soli fizjologicznej

— wytrzasano przez 10 minut
— wykonano posiew metodg zalewowa Zz rozcieficzen dziesietnych w
* zaleznosci od spodziewanej liczby bakterir

— plytki zalano podtozem statym Smith-Lorentza

— po zestaleniu ptytki inkubowano w temp. 32°C przez 24-48 h

— policzono liczbg kolonii, ktore wyrosty na plytkach, jednostka jtk/ml lub
gram produktu.

Oznaczanie miana drobnoustrojéw wskaZnikowych

— 10 g proby wprowadzono do 90 ml roztworu soli fizjologicznej

— wytrzgsano przez 10 minut

— wykonano rozciericzenia dziesigtne w zaleznosci od spodziewanego
zakazenia

— pobrano 1 ml z wybranego rozcienczenia i przeniesiono do 9 ml danego

podioza réznicujgcego:

podtoze Wrzoska — wykrywanie bakterii beztlenowych (interpretacja wynikow:
zmetnienie pozywki, powstanie osadu = wynik dodatni)

podloze z 26kcig i z zielenig brylantowa — wykrywanie bakterii z grupy coli
(interpretacja wynikéw: zmetnienie pozywki, zmiana barwy na zélta, gaz w rurce
Durhama = wynik dodatni)

podioze z azydkiem sodu i purpurg bromokrezolowg — wykrywanie enterokokow
(interpretacja wynikow: zmetnienie podtoza, zmiana barwy na z6tg = wynik dodatni)
podioze Giollitti-Cantoni - wykrywanie  gronkowcow koagulazododatnich

(interpretacja wynikow: zaciemnienie pozywki = wynik dodatni).

Wyniki:
*  Tabela: Czysto$é mikrobiologiczna produktu PENTAPEPTYD
Oznaczany wskaznik Wynik
Qgolina liczba drobnoustrojéw mezofilnych 3,4 x 102 jtkig
Ogélna liczba drobnoustrojow psychrofilnych 3,5 x 102 jtkig
Liczba plesni i drozdzy mezofilnych < 10%jtkig
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Liczba pleéni i drozdzy psychrofilnych < 10%jtkig
Obecnosc i liczba Listeria monocytogenes Nieobecne w 25 g
Obecnos¢ Salmonella sp. Nieobecne w 25 g
Liczba bakterii Enterobacteriaceae T < 10%jtkig
Liczba bakterii fermentacji mlekowej < 10%jtkig
Miano beztlenowcéw Nieobecne w 0,01 g
Miano bakterii z grupy cali Nieobecne w 0,01 g
Miano enterokokow Nieobecne w 0,01 g
Miano gronkowcéw koagulazododatnich Nieobecne w 0,01 g

Whioski: Produkt spetnia wymagania mikrobiologiczne zgodne Ustawg z dnia 25
sierpnia 2008 roku o bezpieczenstwie zywnosci i zywienia.

4. Testy stabilnosci produktu PENTAPEPTYD w réznych warunkach

przechowania

Cel: Celem badan byta ocena stabilnosci fizyko-chemicznej, organoleptycznej i
mikrobiologicznej podczas przechowywania w roznych warunkach temperaturowych.
Metodyka: Produkt PENTAPEPTYD przechowywano przez 2 miesigce w
temperaturze pokojowej (20°C), chtodniczej (4°C), w temperaturze -18°C i w
temperaturze 40°C. Produkty analizowano zaraz po produkcji (wyniki w pkt 4
sprawozdania) jak i po 2, 4 i 6 tygodniach przechowywania. Procedura analizy

fizykochemicznej jak w pkt. 1. Procedura analizy mikrobiologicznej jak w pkt 3.
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Wyniki:

Tabela: Stabilno$é produktu PENTAPEPTYD w czasie przechowywania
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Oznaczany wskaznik

Badany zakres temperatur

20°C 40°C 4°C -18°C 20°C 40°C 4°C -18°C 20°C 40°C 4°C -18°C
3 Cechy fizyko-chemiczne =
Wilgotnose % 0 Q 0 0 0 0 0 0 0 0 0 a
Zawarto$¢ suchej masy % 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 I
Zawartos¢ popiolu % o] o] 0 9] 0 0 a o] Q 0 0 0
Masa zawarlogci kapsulki mg s +5 +10 +5 +10 5 +5 +10 +10 5 +10 +5 i
Cechy organocleptyczne
Barwa BZ BZ BZ Bz BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ
Smak BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ
Wyglad BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ
Konsystencja BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ
Wielkoéé czastek BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ BZ
Czystosé mikrobiologiczna
i e 15%10° | 1,9%107 | 38x107 | 44x10° | 1,9%10° | 35x10° | 1,5x10° | 22x10° | 1.8x10° | 36%10° | 34x107 | 3.0x10?
mezofilnych (jtk/g)
cadlialicena drobrnusieaion 28x10% | 12x10% | 34x10° | 1.8x102 | 24x10° | 12x107 | 34x107 | 19x10° | 24x%10% | 12x10? | 34x10% | 18x107
psychrofilnych (jtk/g)
'“"ﬁ;; plefntt droadsy. mezofiinyely <10 <102 <107 <17 <107 <107 <107 <102 <10 <10 <107 <10
Liczhiz plesil | oy <102 <102 <107 <107 <107 <107 <10? <107 <102 <102 <102 <102
psychrofilnych (jtk/g)
Obecnosc i liczba Listeria
monocytogenas NBw25g NBw25g | NBw25g | NBw2sg | NBw25g | MBw25g | NBw25g | NBw25g | MBw25g | NBw2sg | NBw25g | NBw2sg |
i
Obecnos¢ Salmonelia sp. ‘
NBw25 g NBw25g NBw25g NB w 259 NBw26g MBw25g NBw25g NBw25g NBw25g NBw25g NBw25g NB w25 g
(k};;z;a bakterii Enterobacteriaceae <102 <102 <107 <102 <107 <10? <102 <107 <107 <107 <102 <10t |
-
Licee beiter jormentac] <102 <107 <102 <102 <107 <102 <102 <107 <102 <10? <10 <10
miekowej (jthk/g)
=
Miano beztlenoweéw
NB w25 g NBw25g NB w 25g NB w 259 NBw25g NBw25g NBw25g NBw25g NBw25g NBw25g NBw25g NBw25g
Miano bakterii z grupy coli i
NB w25 g NB w25 g NB w 259 NB w 269 NBw25g NB w259 NBw25g NBw25g NBw25g NBw25g NBw25g NB w25 g i'
Miane enterokokéw NBw25g NBw25g NB w 25g NB w 25g NBw25g NBw25g NBw25g NBw25g NB w25 g NBw25g NBw25g NBw25g ‘
k
Miano gronkowcéw I
koagulazododatnich NBw25g NBw25g | NBw25g | NBw25y | NBw25g | NBw25g | NBw25g | NBw26g | NBw25g | NBw25g | NBw2s5g | NBw2sg |
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Legenda:

T2 — analiza wykonana 2 tygodnie po produksji produktu

T2 - analiza wykonana 4 tygodnie po produkgji produktu

T6 — analiza wykonana 6 tygodni po produkcji praduktu »

NB - nieobecne

BZ - bez zmian w poréwnywaniu do momentu wyprodukowania produktu

Whnioski: Produkt jest stabilny w aspekcie analizowanych parametrow przez caty
okres przechowalniczy.

5. Ocena organoleptyczna/konsumencka

Cel: Ocena organoleptyczna kapsutek zawierajgcych PENTAPEPTYD

Metodyka: Ocenianymi cechami produktu byt wyglad zewnetrzny, barwa, smak oraz
zapach. Panel respondentow liczyt 12 oséb w wieku 35-40 lat, ptci meskiej.

Ocene konsumencka wykonano przy zastosowaniu metody dziesigciopunktowej skali
hedonicznej i przeprowadzono w grupie 12 osoéb, w laboratorium sensorycznym
spetniajgcym wymagania podane w normie PN-ISO 8589:1998. Karta oceny zostata
przygotowana na podstawie opracowania J. Gawecka T. Jedryka ,Analiza
sensoryczna. Wybrane metody i przyktady zastosowan” , z wtasnymi modyfikacjami.
Wyroznikami jakie oceniajgcy brali pod uwage byty barwa, smak, zapach oraz ogélna
pozgdalnosé danej prébki.

Wyniki:
Tabela: Wyniki oceny organoleptycznej kapsulek zawierajacych PENTAPEPTYD
Cecha Srednia ocena Sugestie respondentow
respondentow
Wyglad 9 Kapsutka powinna by¢ nieprzezroczysta
Barwa ‘ 9 Produkt nie powinien by¢ widoczny
Zapach ) 10 Brak uwag
Smak 10 Brak uwag
Latwosé w przelykaniu 10 Brak uwag
Ocena ogélna 9.5
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Il Ocena fi unkc alnosci (charakteru prozarowotnego) prod

1. Oznaczenie potencjatu a intyoksydacyjnego

Wolne rodniki sg jednym =z czynnikdw - etiologicznych wielu tzw. choréb
cywilizacyjnych, w tym nowotworéw, choréb uktadu krwionognego, cukrzycy czy
choréb  reumatycznych. Uwazane 8§ za jedng z przyczyn choréb
neurodegeneracyjnych. Literatura przedmiotu wskazuje, ze niektére peptydy, a
doktadniej ich sktadniki jak wchodzgce w skiad peptydéw aminokwasy takie jak
histydyna, tyrozyna, metionina, lizyna, arginina, fenyloalanina i tryptofan moga
wykazywac wiasciwosci przeciwutleniajgce. Obecnosé tych aminokwasow wspomaga
synteze glutationu — wewnatrzkomérkowego przeciwutleniacza,. Z uwagi na obecnosé
w badanym peptydzie argininy  zweryfikowano potencjat  antyoksydacyjny
PENTAPEPTYDU.

Cel: Ocena potencjatu przeciwrodnikowego, zdolnosé wygaszania rodnika DPPH" dla
produkiu PENTAPEPTYD.

Metodyka: Ogélng zawartosé polifenoli w produkcie oznaczano przy uzyciu
odczynnika Folina-Ciocalteu’a. Metoda polegata na pomiarze zmiany barwy z6itego
odczynnika Folina-Ciocalteu’a zredukowanego grupami hydroksylowymi zwigzkéw
fenolowych w $rodowisku weglanu sodu na barwe niebieska. Absorbancje prébki
mierzono przy uzyciu spektrofotometru firmy Metertek SP-830 (Tajwan), przy diugosci
fali A = 765 nm). Do wykreélenia krzywej kalibracyjnej uzyto roztworéw alkoholowych
kwasu galusowego jako wzorca (r = 0,99). Wyniki wyrazano jako réownowaznik kwasu
galusowego (GAE) w mg/g suchej masy ekstraktu.

Ocene potencjatu antyoksydacyjnego, w tym:

Zdolnos¢ dezaktywacji rodnikéw DPPH

Oznaczenie aktywno$ci przeciwrodnikowej badanej proby wykonywano metodg
spektrofotometryczna Z uzyciem stabilnego rodnika 2,2 -difenylo-1-pikrylohydrazylu
(DPPH). Polegato ono na okresleniu stopnia wygaszania rodnikéw DPPH przez
zawarte w ekstraktach przeciwutleniacze, czemu towarzyszylo zmniejszenie
intensywnosci barwy purpurowej i przejscie w barwe z6tta. Absorbancje prébki, po
uptywie 30-minutowej inkubacji w temp. 20 £ 2°C bez dostepu $wiatta, mierzono przy
diugosci A = 517 nm (Metertek SP-830, Tajwan). Zdolno&é Wygaszania wolnych
rodnikéw DPPH obliczano z réwnania:
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ligdzie:
AA — zdolno$¢ wygaszania wolnych rodnikow DPPH [%],
Ew — absorbancja probki wtasciwej z roztworem DPPH,

EQ — absorbancja prébki wtasciwej bez dodatku roztworu DPPH,

Ek — absorbancja probki kontrolnej (alkoholowy roztwor DPPH).

Zdolno$¢ dezaktywacji rodnika ABTS

Metoda ta polega na redukcji barwnego kationorodnika ABTS [2,2'-azynobis (3-
etylobenzotiazolino-6-sulfonian)] przez obecne przeciwutleniacze w badanej prébie i
spektrofotometrycznym (Metertek SP-830, Tajwan) pomiarze zmian stgzenia
kationorodnika ABTS [2,2'-azynobis (3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian)], po 6
minutach w temperaturze 30°C, przy dtugosci fali 734 nm.

Aktywnosé¢ chelatujgca jonow zelaza

Badanie zdolnoséci chelatowania jonéw zelaza (IlI) przez skfadniki badanej probki

przeprowadzono w wodnych roztworach preparatéw polifenoli dodajge chlorek zelaza
(Il i ferrozyn. Absorbancje barwnego kompleksu mierzono po 10 min od dodania
ferrozyny przy diugoéci fali 562 nm, w spekirofotometrze Shimadzu UV- 160A .
Wyniki:

Tabela: Potencjat przeciwutleniajacy produktu PENTAPEPTYD

DPPH ABTS
mmol Tx/g | mmol Tx/g

Aktywnosé
chelatujgca
1500 ppm (%)

PENTAPEPTYD 11,81 9,87 91,02

Nazwa produktu
' s.m s.m

Whioski: Produkt PENTAPEPTYD posiada wiasciwo$ci antyoksydacyjne, co
oznacza, ze moze mie¢ potencjalny, ochronny wplyw przed reaktywnymi formami

tlenu. Moze chroni¢ organizm przed negatywnymi skutkami odziatywania wolnych
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rodnikow. Produkty bogate w przeciwutleniacze stanowig wazny element w
profilaktyce powstawiania wielu choréb.  Pozwalajg obnizy¢ ryzyko choroby
wiencowej, udaru mézgu, choréb naczyn obwodowych. Chronig przed czynnikami

: powodujgcymi raka. Podnoszg ogélng odpornosé organizmu na zakazenia i infekgje.

tagodza przebieg wielu choréb.

2. Oznaczanie zawartosci zwigzkow prozdrowotnych w produktach (polifenole,

Kwasy organiczne, cukry, witaminy, inne)

Cel: Oznaczanie zwigzkoéw chemicznych o charakterze prozdrowotnym w produkcie
PENTAPEPTYD.

Metodyka: Cukry, kwasy organiczne, witaminy oznaczano technikg wysokosprawne;
chromatografii cieczowej (HPLC) na chromatografie Hitachi - L-2000 Series LaChrom
Elite (zestaw: automatyczny podajnik prébek L-2200, pompa podwojna L-2130, z
detektorem refraktometrycznym RID L-2490 oraz detektorem UV L-2400). Do
oznaczen uzyto kolumne Rezex ROA Organic Acid H+ (8%) — 300 x 7,80 mm
(Phenomenex). Jako eluent stosowano 0,0225N H2S04, przy przeptywie 0,6 ml/min,
izokratycznie. Oznaczenia prowadzono w temperaturze 30°C. Proby nanoszono na
kolumne w ilosci 10 pl. Czas rozdziatu wynosit 30 minut. Identyfikacji jakoéciowej i
ilosciowej dokonano metodg standardu zewnetrznego z wykorzystaniem powierzchni
oraz wysokosci pikéw (pomiar i integracja komputerowa z zastosowaniem programu
EZChrom Elite). Analizy chromatograficzne przeprowadzono na chromatografie
cieczowym Agilent 1260 Infinity Il wyposazonym w automatyczny podajnik prébek
(G7129A), pompe (G7111A) oraz detektor diodowy (G7115A) z przeglagdem widma
(190-400 nm). Oznaczenia kwasow fenolowych w tym kwasu galusowego, waniliny,
p-hydroksybenzoesowego, a-tokoferolu oraz katechiny wykonano przy diugosci fali
rownej 280 nm; retinolu, kwaséw kawowego, p-kumarowego, synapowego, oraz
ferulowego przy 320 nm: witeksyny przy 340 nm, rutyny, kemferolu i kwercetyny przy
360 nm, niacyny, ryboflawiny przy 260 nm, natomiast kw. chlorogenowego przy 255
nm. Zwigzki fenolowe rozdzielano technika wysokosprawnej chromatografii cieczowe;
w kolumnie SB-C18 (50 mm x 4,6 mm o Srednicy czastek réwnej 1,8 pm, Agilent) w
temperaturze 30°C. Jako eluent stosowano: A: woda : kw. octowy (98:2), B: metanol:
kw. octowy (98:2) przy przeptywie 0,75 ml/min, w gradiencie: 0 min 1%B, 22 min 40%B,
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26 min 40%B, 28 min 100%B, 35 min 100% B, 36 min 1% B. Préby nanoszono na
kolumne w ilosci 10 pl. Obliczenia ilosciowe wykonano wykorzystujgc powierzchnie
pikow (pomiar i integracja komputerowa z zastosowaniem programu OpenlLab CDS).
Wyniki: )

Tabela: Zawartos¢ polifenoli ogétem w potencjalnych sktadnikach formulacji

Stezenie

polifenoli
Nazwa produktu ogdtem

mglg s.m.
PENTAPEPTYD 7.0

Tabela: Zawartos¢ wybranych fitokwaséw w produkcie PENTAPEPTYD

Zwiazek polifenolowy

GAL WAN BEN TOK KAT RET KAW KUM SYN

mg/100 g préby

0|0|00000 0 0

Zwigzek polifenolowy

RUT KEM KWE NIA RYB CHL FER WIT

mg/ 100 g proby

Legenda: GAL - kwas galusowy, WAN - wanilina, BEN - kwas p-hydroksybenzoesowy, TOK- o-tokoferol, KAT-
katechiny, RET - retinol, KAW - kwas kawowy, KUM - kwas p-kumarowy, SYN-kwas synapowy, FER - kwas
ferulowy, WIN - witeksyna, RUT = rutyna, KEM - kemferol, KWE - kwercetyna, NIA- niacyna, RYB - ryboflawina,
CHL - kw. chlorogenowy; ND — nie oznaczono

Whioski: Produkt nie zawiera cukréw, jest rowniez pozbawiony kwasow fenolowych.

Za witasciwosci przeciwutleniajgce odpowiadajg prawdopodobnie zawarte w produkcie

peptydy.
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3.0cena wplyw produktu na mikrobiom jelitowy prawidtowy (sportowcy) i patologicznie
zmieniony (osoby po antybiotykoterapii, osoby po infekcji wirusowej, osoby otyle,
osoby w wieku >75 roku zycia)

Uktad pokarmowy czitowieka jest miejscém kolonizacji ponad 500 réznych
gatunkéw bakterii. Przewod pokarmowy jest drugim co do wielkosci (po drogach
oddechowych) uktadem organizmu — jego powierzchnia wynosi 250-400 mZ2. Liczba i
réznorodnos¢ bakterii jest wzglednie mata w zotgdku, co jest spowodowane
panujgcymi w nim warunkami, takimi jak: niskie pH tresci zotadkowej, obecnosé soli
kwasow zolgdkowych, czy szybki przeplyw trawionych substancji. W przewodzie
pokarmowym czlowieka liczebno$¢ populacji bakterii wzrasta w miare przesuwania sie
pokarmu w kierunku jelita cienkiego (10% komérek/ml tresci jelitowej w dwunastnicy),
kretnicy (108 komérek/ml) i okreznicy (10102 komérek/ml) (Tabela ponizej).

Tabela: Skiad mikrobiomu dorostego, zdrowego czlowieka

Liczba drobnoustrojéw w 1 ml (g) tresci przewodu
Drobnoustroje pokarmowego
Zoladek Jelito Jelito grube Kat
cienkie
Tlenowe (lub fakultatywne beztlenowce):
Enterobacteriaceae 0-10° 0-10° 10%107 107-1012
Stresplococcus sp. 0-107 0-10° 10%-10°8 10%-107°
Staphylococcus sp. 0-10? 0-10* 10%-10° 10%-10"
Lactobacillus sp. 0-10° 0-10* 10%-10° 108-10™
Grzyby 0-10? 0-107 10%-10° 10%-10°
Beztlenowe:
Bacteroides sp. rzadko 0-10? 10°-107 101%-10"?
Bifidobacterium sp. rzadko 0-10° 10°-10° 10%-10%
Streptococcus sp. rzadko 0-10° 10%-104 108-10"
Clostridium sp. rzadko rzadko 10%-10* 10%-10"
Eubacterium sp. rzadko rzadko 10%-10* 10%-10"

Stan i funkcjonowanie ukfadu pokarmowego sg bardzo istotne dla ogoblnego stanu
zdrowia czlowieka. W przewodzie pokarmowym, w przewadze, znajdujg sie
mikroorganizmy, ktére sg dla nas bardzo wazne i pozyteczne, ale zamieszkujg tam
rowniez organizmy sz*liodliwe, czesto niebezpieczne dla naszego zdrowia. Mikrobiom
jelitowy zmienia sig¢ w trakcie zycia czlowieka zaleznie od wieku, stanu fizjologicznego,
sposobu odzywiania, mechanizméw odpornosciowych gospodarza, stosowanych
lekéw i innych czynnikéw $rodowiskowych. Zaburzenia w skiadzie mikrobiomu
przewodu pokarmowego cztowieka sg &cisle powigzane ze stylem zycia, dietg i

narazeniem na stres. W zwigzku z czym mozna wysunaé hipoteze, ze zZnaczaca
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‘- wigkszoSC spoteczenstwa charakteryzuja zaburzenia w skladzie jako$ciowo-
| ilosciowym mikrobiomu. Stad tez konieczna jest suplementacja diety produktami |
'. “wspierajagcymi namnazanie drobnoustrojéw prozdrowotnych. "
|| ’ Cel: Ocena wptywu produkiu PENTAPEPTYD na zmiany ilosciowo-jakosciowe |
! sktadnikéw mikrobiomu jelitowego. k
] , Metodyka:
a. Model trawienia in vitro “‘
Pierwszy etap trawienia in vifro ma na celu symulacje warunkéw panujgcych w |
zotgdku. W tym celu do mieszaniny imitujgcej ptyn zotgdkowy (pusty zotgdek)* j
dodawana byta pepsyna w ilosci 300 U/ml i obnizane pH do warto$ci 2.0 za pomoca 1 |
M HCI. Ten etap trawienia byt prowadzony przez 4 h w temperaturze 37°C. Ruchy |
perystaltyczne byly imitowane przez mieszanie plynu przy uzyciu mieszadla I
magnetycznego. Kolejny etap miat na celu odwzorowanie warunkéw panujgcych w .
jelicie cienkim. W tym celu pH ptynu byto podnoszone do wartosci 6.0, z f
zastosowaniem 1 M NaHCQOz i dodaniu 10 ml ekstraktu trzustkowo-jelitowego. Kolejny
etap polegat na podniesieniu pH do wartosci 7.4 przez dodanie 1 M NaHCOs3 i
wprowadzenie wystandaryzowanego mikrobiomu jelitowego (koncentracja komérek

102 jtk/ml) wyizolowanego z katu ludzkiego. Ten etap prowadzono przez 2 h w temp.

37°C. W celu symulacji pasazu produktu przez jelito grube, pH podnoszono do

wartoéci 8,0 za pomocg 2 M NaHCO3 i dalsze trawienie prowadzone byto w warunkach |
beztlenowych przez 18 h. Uktad eksperymentalny stanowit fermentor o pojemnosci "-ﬁ
250 ml. Temperatura catego uktadu utrzymywana byta na poziomie 37°C. b
"Badano trzy dawki produktu PENTAPETYD — 480 mg, 960 mg i 1440 maq. |

b. Charakterystyka dawcéw probek kalu i procedura pozyskania |

wystandaryzowanej zaszczepki. |+
Materiat do badarnn stanowity probki katu pobrane od o0séb nalezacych do I
nastepujqcychsgrup:
1. osoby po antybiotykoterapii,
2. osoby po infekcji wirusowej,
3. osoby otyle,
4

. osoby w wieku >75 roku zycia
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5. osoby zdrowe, deklarujgce prowadzenie higienicznego trybu Zycia, bez

zdiagnozowanych choréb przewlektych, nieprzyjmujgce antybiotykéw min.
przez okres 1 roku
s Kazda grupa liczyta 20 oséb. :
Z kazdej préby katu wykonano rozciericzenia dziesietne i posiano na odpowiednie
podtoza selekcyjne w celu oznaczenia liczby drobnoustrojéw. Po wykonaniu analizy
mikrobiologiczne] przygotowano wystandaryzowang zaszczepke, ktérej sktad
odpowiadat liczbie drobnoustrojéw z kazdej grupy.
c. Analiza mikrobiomu jelitowego

Izolacje drobnoustrojéw prowadzono wykonujac rozcienczenia dziesietne pobranych
probek katu. Z wybranych rozcieficzeri pobierano 1 mil proéby i przenoszono na
odpowiednie podtoze selekcyjne. Naniesiony materiat rozprowadzano po powierzchni
za pomocg jednorazowej gtaszczki. Plytki wraz z pozywkg i naniesionym materiatem
inkubowano w odpowiednich dla danej grupy warunkach gazowych i temperaturowych.
Bakterie z rodzaju Clostridium sp., Lactobacillus sp., Bifidobacterium hodowano w
warunkach beztlenowych. Pozostate drobnoustroje w warunkach tlenowych.
Wszystkie oznaczane drobnoustroje inkubowano w temperaturze 37°C przez 48 h. Po
zakonczonej inkubaciji zliczano wyroste kolonie, okreslajac ich liczbe. ldentyfikacje
prowadzono z wykorzystaniem klucza zamieszczonego w specyfikacji danego
podioza. W przypadkach wynikow watpliwych przeprowadzono test biochemiczny z
wykorzystaniem zestawow firmy bioMerieux (Francja).
Do izolacji i oznaczenia liczby drobnoustrojow wykorzystano odpowiednie dla danego
rodzaju pozywki mikrobiologiczne:
Grupy drobnoustrojow o potencjale chorobotworczym:

* Bakterie proteolityczne (URI)

*  Bakterie laktozo-ujemne E.coli (MacConkey no.3)

*  Bakterie z rodzaju Clostridium sp. (Reinforced Clostridial)

* . Grzyby drozdzopodobne z rodzaju Candida sp. (Brilliance™ Candida Agar)
Grupy drobnoustrojéw o potencjale prozdrowotnym:

1.Bakterie probiotyczne

* bakterie fermentacji mlekowej z rodzaju Lactobacillus sp. (MRS)
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* bakterie z rodzaju Bifidobacterium (Brucella Oxoid CM0169 + Brucella
supplement)

2. Bakterie stymulujgce odpornosé

+ Niepatogenne bakterie z grupy coli (Endo Agar)

* Bakterie z rodzaju Enterococcus sp. (Azide blood agar base)
Wyniki:
W pierwszym etapie badan poddano analizie préby katu pochodzgce od pieciu grup
dawcow: |

1. osoby po antybiotykoterapii,
osoby po infekcji wirusowe;j, l
osoby otyle, l
osoby w wieku >75 roku zycia x

Ol = R

osoby zdrowe, deklarujgce prowadzenie higienicznego trybu zycia, bez [l
zdiagnozowanych choréb przewlektych, nieprzyjmujace antybiotykow min. F]
przez okres 1 roku — grupa kontrolna 1‘
Réznice, pomiedzy jakoscig i liczebnoscig drobnoustrojow reprezentujgcych mikrobom ]
jelitowy od réznych dawcéw przedstawiono w tabeli ponizej. I

Tabela: Profil jakogciowo-ilosciowy drobnoustrojow reprezentujacych mikrobiom jelitowy wytypowanych |

dawcéw |l

Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 Grupa 4 Grupa 5 ”a

Oznaczana grupa drobnoustrojéw Liczebnosé drobnoustrojéw (jtk/g) l::

Ogédlna liczba drabnoustrojéw 3,8x107 1,2x1010 5,8x1010 3,7x107 5,2x10" Iﬂ

Bifidobacterium 3,1x108 2,5x108 2,1x107 4,3x10°% 7,1x10° i:ﬂ

Lactobacillus sp. 4,7x108 3,6x104 3,4x10° 2,2x102 4,2x10° :

Niepatogenne E. coii 5,3x104 4,7x108 4,3x108 4,2x104 3,1x108 h-

Enterococcus sp. 3,2x104 3,2x10° 4,8x10° 3,2x102 5,7x108 j-,‘q
Clostridium sp. - ' 2,3x10° 4,7x108 4,3x107 3,2x102 1,1 x102
E. coli o potencjalne patogennym 4,1x10? 2,8x10% 8,7x10? 3,1x10° 4,9x10°
Bakterie proteolityczne 4,2x10° 3,1x10* 1,5x10% 3,2x104 2,2x10°

Grzyby drozdzopodobne 1,2x10°% 2,2x10° NB 5,5x108 NB

Legenda: kolor czarny - drobnoustroje pozadane; Kolor czerwony - drobnoustroje niepozadane; NB — nieobecne
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Mikrobiom jelitowy to integralny element organizmu cztowieka. Prawidtowy
sktad mikrobiomu jelitowego zawiera ogo6lna liczbe drobnoustrojéw na poziomie >10"1-
12 jtk/g tresci jelitowej. Prozdrowotng role petnig giéwnie drobnoustroje nalezace do
Bifidobacterium > 109 jtk/g treéci jelitowe] i bakterie z rodzaju Lactobacillus sp., ktérych
liczba powinna by¢ na poziomie >10°jtk/g, natomiast niepatogenna grupa bakterii coli
i z rodzaju Enterococcus sp. powinna wynosic 108 jtk/g. Niepatogenna grupa bakterii
coli i z rodzaju Enterococcus sp. powinna wynosi¢ 108 jtk/g. Liczebnosé bakterii z
rodzaju Clostridium sp. nie powinna by¢ wyzsza niz 10° jtk/g, E. coli < 2x10* jtk/g,
bakterii proteolitycznych <10% jtk/g a grzybéw drozdzopodobnych <102 jtk/g. Grupg
drobnoustrojow, ktére nie powinny stanowi¢ skfadnika mikrobiomu jelitowego sg
drozdze z rodzaju Candida sp. i bakterie proteolityczne.

Zaburzenia w sktadzie mikrobiomu jelitowego to czesty stan, ktory w
konsekwencji moze negatywnie wplywac na funkcjonowanie organizmu, zaréwno w
aspekcie fizjologicznym jak i psychologicznym.

Grupa os6b z zaburzonym sktadem iloSciowo-jakosciowym mikrobiomu
jelitowego to osoby po terapii antybiotykowej. Substancje o silnym charakterze
antybakteryjnym nie dziatajg na drobnoustroje wybiérczo, diatego tez powodujg
eliminacje zaréwno bakterii chorobotwdrczych jak i tych pozadanych, speiniajacych w
organizmie korzystne funkcje. Stad tez konieczna jest suplementacja diety takich oséb
albo preparatami probiotycznymi, albo produktami stymulujgcymi odbudowe
prawidtowego mikrobiomu jelitowego.

Inng grupg osab, u ktdrych mikrobiom jelitowy jest daleki od prawidtlowego stanu
jest mikrobiom 0s6b starszych. Tutaj przyczyng nieprawidtowosci jest uboga, mato
zroznicowana dieta, ostabiona perystaltyka jelit, zmniejszona aktywnos¢ biatek
enzymatycznych, w tym m.in. laktazy, jak i zmianie ulega zdolno$¢ wchtaniania
substancji pokarmowych oraz lekéw przez jelito grube. Konsekwencjg tych ww. zmian
i dysfunkcji jest obnizd%na liczba bakterii probiotycznych a zwiekszona liczba drozdzy
grzybopodobnych i bakterii gnilnych. Szczegélne niebezpieczne sg procesy gnilne,
ktore prowadzg do podwyzszenia stezenia substancji toksycznych w $wietle jelita,
skad czes¢ z nich moze przedostac sie do krwioobiegu. U oséb z takim problemem,
masy katowe powodujg dodatkowe obcigzenie, a petle jelitowe obsuwajg sie pod

wplywem cigzenia, znacznie zmieniajac swoje naturalne polozenie, wywierajac
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negatywny wptyw na inne narzgdy. Na skutek tworzenia sie gazoéw dochodzi¢ moze
do powigkszania sie objetosci catej zawartosci jamy brzusznej, powtoki wzdymajg sie,
a przepona przemieszcza ku goérze. To wiasnie przesuniecie uposledza
funkcjonowanie ptuc i sprzyja powstawaniu zar;alenia oskrzeli i astmy. Kolejnym
problemem zaréwno oséb starszych jak i tych po przebytej antybiotykoterapii jest zbyt |
intensywna kolonizacja jelit grzybem drozdzopodobnym z rodzaju Candida sp. Grzyb “
kolonizujgc jelita, wydziela szereg substancji z wiasnych proceséw metabolicznych, df
zatruwa organizm przez produkty przemiany materii oraz zaburza prawidtowe I
funkcjonowanie organizmu. Stan taki prowadzi do rozchwiania prawidtowych
czynnosci narzadow i tkanek, co w konsekwencji przynosi rozmaite dolegliwosci czy
choroby.

Kolejng grupg oséb z zaburzeniami w sktadzie ilosciowo-jako$ciowym
mikrobiomu jelitowego $g osoby otyte. W tym przypadku zaburzenia dotyczg gtownie
ogélnej liczby drobnoustrojéw, bakterii z rodzaju Lactobacillus sp., Bifidobacterium i
Clostridium sp. Udowodniono, ze drobnoustroje zasiedlajace przewod pokarmowy
ludzi otylych to mniejsza liczba bakterii typu Bacteroidetes i odpowiednio
wiecej Firmicutes (bakterie z rodzaju Lactobacillus sp. i Clostridium sp.), hiz w
przypadku osobnikow szczuptych. Bakterie typu Firmicutes tatwiej
niz Bacteroidetes metabolizujg sktadniki zywnosci dzigki czemu bardziej skuteczniej
jest pozyskiwana dodatkowa energia, co moze byé jedng z przyczyn otytosci.

Liczne prace naukowe potwierdzajg rowniez niekorzystne zmiany w mikrobiocie
pacjentow po przebyte; infekcji wirusowej. Wyniki badar; pacjentéw potwierdzily, ze
sktad mikrobiomu oséb w trakcie i krotko po ustgpieniu infekcji wirusowej zawierat
znacznie mniej bakterii odpowiadajacych za odporno$¢, takich jak Bifidobacterium

adolescentis, Faecalibacterium prausnilzii czy Eubacterium rectale. Z kolei liczebnosé |

drobnoustrojéw znanych jako Ruminococcus gnavus, Ruminococcus torques i JJ
Bacteroides dorei, byt pgdwyzszony. !

Po scharakteryzowaniu skiady jakosciowego i ilosciowego mikrobiomu
jelitowego pochodzgcego od réznych dawcéw przeprowadzono badania majgce na &
celu oceng wplywu produkiu PENTAPEPTYD na sktad mikrobiomu jelitowego, 8
zZwiaszcza zmienionego patologicznie. Znane sg prace naukowe, ktére wskazujg na ;
pozytywny wplyw peptydéw na drobnoustroje patogenne przez dziatanie takich ‘L""fﬁ
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mechanizméw jak zmiana przepuszczalnosci btony komorkowej, destabilizacja jej

struktury lipidowej, tworzenie micel Iub kanatéw w bionie, wigzanie =z
lipopolisacharydem, zatrzymywanie replikacji DNA, hamowanie ekspresji biatek oraz
uwalnianie ATP, a w kolejnym etapie — liza komére*k. Aktywno$¢ antymikrobiologiczna
peptydéw w stosunku do drobnoustrojow przypisywana jest takze ich zdolnosci do
przyjmowania amfipatycznej struktury o-helikalnej.

Badania wptywu PENTAPEPTYDU wykonano dla trzech dawek produktu: a.
480 mg, 960 mg i 1440 mg. Analizujgc bardzo duzg ilos¢ wynikdéw wysunieto wnioski,
ze najbardziej korzystne zmiany wykazano dla wariantéw w ktérych zastosowano
stezenie produktu w dawce 1440 mg (3 kapsutki) (w odréznieniu do wynikow dla
HEKSADEKAPEPTYDU, dla ktérego stezenie 960 mg wplywato najkorzystniej na
mikrobiom jelitowy i TETRAPEPTYDU, dla ktérego najbardziej korzystne byto stezenie
480 mg), i wyniki tych badan przedstawiono graficznie na wykresach ponizej (stupki
szare — liczba drobnoustrojéw przed procesem trawienia in vitro, stupki czarne — liczba

drobnoustrojéw po procesie trawienia in vitro, 0$ Y — liczba drobnoustrojéw jtk/mi).

Wykres: Zmiennosc jakosciowa i ilosciowa skladu mikrobiomu jelitowego oséb zdrowych po
wprowadzeniu do ukladu in vifro PENTAPEPTYDU w stezeniu 1440 mg
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Produkt PENTAPEPTYD stabilizuje stan jakosciowo-ilosciowy mikrobiomu jelitowego

0sob zdrowych. Nie ma negatywnego wptywu na drobnoustroje prozdrowotne.
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Wykres: Zmiennos¢ jakosciowa i iloéciowa sktadu mikrobiomu jelitowego osdb po antybiotykoterapii po
wprowadzeniu do uktadu in vitro PENTAPEPTYDU w stezeniu 1440 mg
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Produkt PENTAPEPTYD wykazuje dziatanie stymulujgce namnazanie bakterii
nalezgcych do rodzaju Lactobacillus sp., co jest korzystne z prozdrowotnego punktu
widzenia. Przyczynia si¢ réwniez do redukcji niepozadanych bakterii z grupy E. coli,
bakterii proteolitycznych i grzybéw drozdzopodobnych, co jest zdecydowanie
korzystne z punktu widzenia zaburzen jakosciowo-ilosciowych mikrobiomu 0sob po

antybiotykoterapii.
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Wykres: Zmienno$é jakosciowa i ilosciowa sktadu mikrobiomu Jjelitowego 0séb po infek
wprowadzeniu do ukladu in vitro PENTAPEPTYDU w steZzeniu 1440 mg
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Produkt PENTAPEPTYD w odniesieniu do hiekorzystnie zmienionego mikrobiomu
0s6b po infekcji wirusowej wykazuje dziatanie stymulujace namnazanie bakterii
nalezacych do rodzaju Lactobacillus Sp., ograniczenie liczby drobnoustrojow
proteolitycznych, bakterii z grupy E. coli i grzybéw drozdzopodobnych, co jest
korzystne z prozdrowotnego punktu widzenia.

Wykres: Zmienno$¢ jakosciowa i ilogciowa skiadu mikrobiomu jelitowego oséb otylych po wprowadzeniu
do ukfadu in vitro PENTAPEPTYDU w stezeniu 1440 mg
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Produkt PENTAPEPTYD wykazuje dziatanie stymulujgce namnazanie bakterii
nalezacych do rodzaju Bifidobacterium i niepatogennych E. coli, co jest korzystne z
prozdrowotnego punktu widzenia jak i redukcje bakteru z rodzaju Clostridium sp i i ;-
'patogennych E.coli. ‘  \

Wykres: Zmienno$c¢ jakosciowa i ilosciowa sktadu mikrobiomu jelitowego osob po 75 roku zycia po
wprowadzeniu do ukladu in viiro PENTAPEPTYDU w steZzeniu 1440 mg
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Produkt PENTAPEPTYD w przypadku oséb po 75 roku zycia moze wplywaé ":-"
pozytywnie na redukuje liczby grzybéw drozdzopodobnych i bakterii proteolitycznych, =il
co jest korzystne z prozdrowotnego puntu widzenia. A co najbardziej kluczowe
stymulowa¢ namnazanie drobnoustrojow  prozdrowotnych  (Bifidobacterium, '-‘-1
Lactobacillus sp. niepatogenne E.coli, Enterococcus sp.) 1]
Whioski: Najbardziej korzystne zmiany w sktadzie jakosciowo-ilosciowym mikrobiomu ‘ ‘
jelitowego wykazano dla dawki PENTAPEPTYDU w stezeniu 1440 mg (3 kapsutki). ‘
Takie stezenie powoduje istotng redukcje drobnoustrojow niepozgdanych, z

zachowaniem liczby, bgdz stymulacjg namnazania drobnoustrojéw wplywajgcych

l“' :

korzystnie na organizm cztowieka. l‘q‘:'
) | "
cen wiasciwosci Immunomodulacyjnych immunostymulacyjnych i

f“E *\H/—\F‘é-a— EYL) U.

Z uwagi na wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe PENTAPEPTYDU poddano $

weryfikacji jego wiasciwosci immunomodulacyjne i immunostymulacyjne. Hipoteza i
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badawcza zaktadata, ze PENTAPEPTYD ma wtasciwosci, ktére sprzyjajg pobudzaniu

uktadu immunologicznego, co moze swiadczy¢ o prozdrowotnych wiasciwosciach
produktu w ochronie organizmu przeciwko infekcji SARS-Covid.

Lel: Okreslenie indukcji cytokin IL-6 i TNF-a pod wptywem preparatu
PENTAPEPTYDU. Przeprowadzenie in vifro indukcji stanu zapalnego wywotanego
przez cytokiny prozapalne w celu okreslenie czy preparat ma witasciwosci ochronne
(podanie preparatu przed indukcjg stanu zapalnego) oraz potencjalne lecznicze
(podanie preparatu po indukcji stanu zapalnego) poprzez pomiar poziomu |L-8.
Metodyka: Okreslenie indukgji cytokin IL-6 i TNF-a pod wptywem PENTAPEPTYDU.
W tym celu linia komérkowa nabtonka ludzkiego Caco-2 hodowana byty w butelkach
hodowlanych T-150, w inkubatorze w temperaturze 37°C i 5% zawartosci dwutlenku
wegla w powietrzu, w medium hodowlanym Dulbecco’s Modified Eagle Medium — High
Glucose (DMEM) firmy Sigma-Aldrich uzupetnionym o 2 mM L-glutaminy firmy Sigma-
Aldrich, 100 U/ml penicyliny firmy Sigma-Aldrich, 100 pg/ml streptomycyna firmy
Sigma-Aldrich, 10% Fetal Bovine Serum firmy Gibco, 1% buforem HEPES firmy
Gibco, 1% Non-essential amino acids firmy Sigma-Aldrich. Linie komoérkowg
utrzymywano w hodowli na butelkach do pasazu 20 i na tym pasazu wykonywano
dos$wiadczenie polegajgce na podaniu komérkom Caco-2 probki PENTAPEPTYDU, w
dawce 480 mg, 960 mg i 1440 mg. Stymulacje komorek Caco-2 przeprowadzano na
12-dotkowych plytkach. Na kazdy dotek naktadano 5,0 x 10° komoérek Caco-2 w
medium hodowlanym DMEM uzupetionym o w/w sktadniki /peptydy/ i pozostawiano
na 72 godziny. Nastgpnie do dotkéw dodawane byly badane prébki oraz PBS jako
kontrola. Stymulacje prowadzono 18 godzin. Po tym czasie zebrano supernatanty i
oznaczono w nich poziom IL-6 oraz TNF-a (test ELISA firma Becton Dicinson,
procedura testu ELISA byta przeprowadzona zgodnie z zatgczonym przez BD
protokotem). Eksperyment powtarzany byt 3 krotnie (3 powtérzenia biologiczne), kazda
z prébek nakiadana bytarw dwoch powtérzeniach technicznych.

Wyniki: Zaobserwowano indukcje produkciji IL-6. Poziom IL-6 po stymulacji badanymi
prébkami byt wyzszy jak dla samego PBS (kontrola negatywna).
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Rysunek: Poziom IL-6 po 18-godzinnej stymulacji komérek Caco-2 badanymi probkami PENTAPEPTYDU
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ABDmg B60mg 1440my

Poziom IL-6 {(pa/mi)

Kolejnym wskaznikiem byt czynnik TNF-a, ktory byt produkowany przez komorki Caco-
2, w kazdym z badanych stezeri PENTAPEPTYDU (wyniki na wykresie ponizej). Z
uzyskanych wynikéw mozna wysungé wniosek, ze produkt stymuluje odpowiedz
immunologiczng na poziomie czynnika TNF-a, jednak jest ona nienalezna od dawki, 1.
zwiekszenie dawki produktu nie powoduje lepszej odpowiedzi na poziomie
komorkowej /w zrozumieniu lepszego efektu terapeutycznego/.

Rysunek: Poziom TNF-a po 18-godzinnej stymulacji komérek Caco-2 badanymi probkami

PBS

480 mg 640 mg 1440 mg

Poziom TNF (pg/ml)

Kolejnym etap:-:‘m prac byla ocena czy PENTAPEPTYD ma zdolno$¢ obnizania
poziomu IL-8 wytwarzanej w wyniku podania komérkom Caco-2 prozapalnej IL-1B
obejmujace dwa modele: podanie PENTAPEPTYD przed indukcjg stanu zapalnego
(przed podaniem komoérkom Caco-2 cytokiny IL-1B) oraz podanie PENTAPEPTYD po
indukgji stanu zapalnego (podanie po potraktowaniu komérek Caco-2 cytoking IL-1B).
W tym celu linie komérkowg Caco-2 utrzymywano w hodowli do pasazu 20 (warunki
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hodowli i stymulacji jak w/w) i na tym pasazu wykonywano do$wiadczenie polegajace
na podaniu komérkom Caco-2 prébek PENTAPEPTYDU w stezeniach a. 480 mg,
b.960 mg i c. 1440 mg.

Mddel indukgji stanu zapalnego uzyskano przez poda;lie 10 ng/ul cytokiny IL-1B do
komorek Caco-2. Efektywnosé wywotania stanu zapalnego byta mierzona poziomem
wytwarzania przez komérki Caco-2 prozapalnej IL-8 (test ELISA, B&D). Eksperyment
prowadzono w dwoch uktadach:

- stymulacja komérek Caco-2 badanymi probkami przez 18 godzin a nastepnie
podanie IL-1B na kolejne 18 godzin

- stymulacja komérek Caco-2 IL-1B przez 18 godzin a nastepnie podanie badanych
prébek na kolejne 18 godzin.

Dodatkowo komérki Caco-2 byly stymulowane samymi badanymi prébkami
PENTAPEPTYDU celem sprawdzenia czy badane probki nie indukujg wytwarzania IL-
8. Eksperyment powtarzany byt 3 krotnie (3 powtorzenia biologiczne), kazda z prébek
naktadana byta w dwoch powtérzeniach technicznych.

Wyniki: Preparat PENTAPEPTYD w kazdym z badanych stezeh nie indukuje
produkciji IL-8. Test dziata prawidtowo poniewaz, po podaniu samej IL-1B poziom IL-
8 jest wysoki okoto 15 000 pg/ml. Badane probki w stezeniu 480 mg, 960 mg i 1440
mg wykazujg w modelu in vitro zaréwno dziatanie protekcyjne jak i lecznicze. Poziom
IL-8 jest znaczgco obnizony w stosunku do poziomu IL-8 po podaniu samej IL-1P.
Dziatanie protekcyjne jest silniejsze.

Rysunek: Poziom IL-8 po stymulacji komérek Caco-2 badanymi prébkami PENTAPETYDU w stezeniach
a. 480 mg, b.960 mg i c. 1440 mg

Poziom IL8 (pg/ml)
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Whioski: PENTAPETYD wykazuje dziatanie immunomodulacyjne i

immunostymulacyjne w stezeniu od 480 mg, co wskazuje ze minimalna dzienna dawka
produktu PENTAPETYDU to jedna kapsutka.

6. Ocena wiasciwosci witasciwosci Inhibujgcych angiotensyny,
acetylocholinoesterazy i butyrylocholinoesterazy przez PENTAPEPTYD.
Inhibitory acetylocholinesterazy (AChE) i butyrylocholinoastesterazy (BChE) sg

szeroko stosowane jako leki w objawowym leczeniu choroby Alzheimera (AD) —
postepujacej, neurodegeneracyjnej choroby zwigzanej ze spadkiem zdolnosci
poznawczych. W leczeniu choréb neurodegeneracyjnych stosuje si¢ wytacznie
nastgpujace inhibitory AChE: donepezil, rywastygmine i galantamine. Poniewaz te
zwigzki moga wywolywa¢ reakcje niepozadane/skutki uboczne, intensywnie
poszukiwane sg substancje o wtasciwosciach inhibitoréw tychze enzymow. Peptydy,
w tym PENTAPEPTYD rokuje jako potencjalny inhibitor acetylocholinoesterazy AChE
i butyrylocholinesterazy (BuChE).

Cel: Ocena inhibicyjnego  wplywu PENTAPEPTYDu na aktywnos¢
acetylocholinoesterazy AChE i butyrylocholinesterazy (BuChE).

Metodyka: W badaniach zastosowano metode spektrometryczng. Do pomiaréw
wykorzystano plytki 96-dotkowe o maksymalnej objetosci 300 Ml i czytnik plytek
POLARstar Omega (BMG LABTECH, Niemcy). Metodyka jest oparta o hydrolize
acetylotiocholiny/butyrylotiocholiny, co powoduje zmiane koloru préb. Absorbancje
mierzono przy ditugosci fali 412 nm, dziesie¢ minut po przepipetowaniu na mikroptytke.
Mieszanina reakcyjna zawierata 0,1 ml 0,3 mM kwasu 5,5-ditio-bis-(2-
nitrobenzoesowego) (DTNB, Sigma Aldrich, Niemcy), 10 mM NaCl i 2 mM roztworu
MgClz+6H20, 0,575 ml 50 mM Tris-HCI buforu (pH=8,0), 25 Ml 0,28 jednostek/ml
AChE/BChE (Sigma Aldrich, Niemcy) oraz 0,2 ml testowanego peptydu przy diugosci
fali 405 nm i w temperaturze 22°C. Pomiar prowadzono po 20 min (BChE) lub 60 min
(AChE) po dodaniu wszystkich sktadnikéw do mikroptytki. Slepa prébka zawierata
bufor Tris-HCI zamiast badanego peptydu. Zastosowano kontrole dodatnig ujemna,
ktora sktadata sie z 90,7 UM seryny zamiast badanego peptydu. Wszystkie probki
analizowano w oémiu niezaleznych powtérzeniach. Aktywnosé hamujgcg kazdego

enzymu obliczono na podstawie krzywej kalibracyjne;. Krzywe kalibracyjne
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przygotowano stosujac seryne jako standard w zakresie stezen od 0,09-6,10 uM dla
AChE i 0,09-8,57 uM dla BChE.
Wyniki: Zrédtem nowych substancji hamujacych hydrolize acetylocholiny moga byé

; bioaktywne peptydy. W medycynie ludowej wynienianych jest szereg przyktadow
wskazujgcych na prozdrowotne wiasciwosci produktéw hydrolizy biatek pochodzenia
roslinnego i zwierzecego, ktére tradycyjnie stosowano w celu wspomagania pamieci
lub funkeji poznawezych, badz tez w schorzeniach osrodkowego uktadu nerwowego.
Zwigzki o charakterze peptydow, ktérym udowodniono dziatanie hamujgce aktywnosé
acetylocholinoesterazy oraz butyrylocholinoesterazy, odznaczajg sie réznorodng
budowg chemiczng i nalezg do réznych grup zwigzkéw. Dlatego tez podjeto probe
zweryfikowania aktywno$ci hamowania AChE i BChE przez produkt PENTAPEPTYD

w dawce 480 mg (1 kapsutka), 960 mg (2 kapsutki) i 1440 mg (3 kapsutki). Wyniki
przedstawiono na wykresach ponizej.

Rysunek: Hamowanie aktywnosci butyrylocholinesterazy (BChE) i acetylocholinoesterazy (AChE)
probkami PENTAPETYDU w steZeniach a. 480 mg, b.960 mg i c. 1440 mg
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We wszystkich badanych wariantach wykazano aktywnos¢ hamowania zaréwno AChE
jak i BChE w sposéb zalezny od stezenia. Wyniki wykazaly, ze im wyzsza dawka
suplementu tym wyzsza aktywno$¢ produktu jako inhibitora AChE i BChE. Najwyzszg
aktywnos¢é hamowania zaréwno AChE jak i BChE wykazano dla dawki suplementu w
stezeniu 1440 mg (3 kapsutki). Natomiast najnizszg dla dawki 480 mg.

Zbyt wysokie cinienie krwi jest jednym z gtéwnych czynnikéw ryzyka choréb
uktadu sercowo-naczyniowego. Trwate zwigkszenie ci$nienia tetniczego krwi moze

by¢ samoistne lub wtérne, zalezne od réznych przyczyn chorobowych. Obnizenie sie
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ciSnienia tetniczego w tetnicach nerkowych powoduje wydzielanie do krwi enzymu
proteolitycznego - reniny, ktéra uwalnia z angiotensynogenu dekapeptyd
angiotensyne I. Angiotensyna | jest dalej hydrolizowana do oktapeptydu angiotensyny
sll, dziatajgcej jako hormon oraz neuroprzekaznik. Angiotensyna Il dziata przez
receptory blonowe w nerkach, pniu mézgu, przysadce, korze nadnerczy, $cianach
naczyn i sercu. Powoduje ona zwezenie naczyn krwionosnych, co podnosi ci§nienie
tetnicze krwi. W regulacji cisnienia krwi stosowane sg farmakologiczne inhibitory
modulujgce ten wazny uktad hormonainy. Nalezg do nich analogi angiotensynogenu,
ktére inhibicjg dziatanie reniny, analogi angiotensyny |, ktére wspétzawodniczo inhibuja
ACE (enzym konwertujgcy angiotensyne), antagonisci angiotensyny Il, blokujgcy jej
wigzanie sie z receptorami. Podobne funkcje petnig niektére peptydy uwalniane z
biatek zywnosci.

Cel: Ocena inhibicyjnego wptywu PENTAPEPTYDu na aktywnos¢ angiotensyny.
Metodyka: Aktywnos¢ angiontensyny mierzono testem fluorymetrycznym wedtug
metody Sentandreu i Toldra z modyfikacjami. Objetos¢ 160 ul 0,45 mM buforowanego
roztworu substratu w 150 mM buforze Tris-HCI zawierajgcym 1,125 M NaCl (pH 8,3)
zmieszano z 40 mg prébki peptydu (z 0,4% DMSO dia slepych prébek) i 40 pl
roztworem angiotensyny (0,1 U/ml) i mieszanine inkubowano w 37°C. Fluorescencije
mierzono po 30 min w 96-studzienkowych mikroptytkach (Thermo Scientific,
Rochester, NY) przy uzyciu multiskanowego fluorymetru do mikroptytek (Biotek.
FLx800). W tym tesécie zastosowano mikroplytki (Thermo Scientific, Rochester, NY).
Dtugosci fali wzbudzenia i emisji wynosity odpowiednio 360 i 430 nm. Aktywnosé
kazdej prébki badano w trzech powtdrzeniach technicznych i biologicznych.

Wyniki: Zwigzki o charakterze peptydow, ktérym udowodniono dziatanie hamujace
aktywnos¢ angiotensyny, odznaczajg sie réznorodng budowg chemiczng i nalezg do
réznych grup zwigzkéw. Dlatego tez podjeto prébe zweryfikowania aktywnosci
hamowania angiotensyny przez produkt PENTAPEPTYD w dawce 480 mg (1
kapsutka), 960 mg (2 kapsutki) i 1440 mg (3 kapsutki). Wyniki przedstawiono na
wykresie ponizej.
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Rysunek: Hamowanie aktywno$ci angiotensyny probkami PENTAPETYDU w stezeniach

a. 480 mg, b.960 mgi c. 1440 mg

inhibicja (%)

1 1440mg W 960mg = 480mg

We wszystkich badanych wariantach wykazano aktywnosc¢ hamowania angiotensyny
w sposéb zalezny od stezenia. Wyniki wykazaty, ze im wyzsza dawka suplementu tym
wyzsza aktywno$¢ produktu jako inhibitora angiotensyny. Najwyzszg aktywnosc
hamowania angiotensyny wykazano dla dawki suplementu w stezeniu 1440 mg (3
kapsutki). Natomiast najnizszg dla dawki 480 mg. Jednakze z uwagi na nieistotng
réznice w hamowaniu angiotensyny pomigedzy dawkg 960 mg a 1440 mg jako dawke
odpowiednig dla prozdrowotnego produktu wytypowano 960 mg (dwie kapsutki).
6.0cena wpltywu procesu trawienia in vitro na substancje aktywne wchodzace w :‘—;II;-I;':!:{.-%
produktéw wraz z oceng biodostepnosci sktadnikow aktywnych przez bariere jelito-
krew

Wiasciwosci chemiczne peptydéw sa wynikiem obecnosci w nich
aminokwasow. Najistotniejszg cechg aminokwasow jest amfoterycznose, ktora nadaje
im przeciwstawng dwufunkcyjno$é chemiczng. Wszystkie aminokwasy z wyjatkiem
proliny, zawierajg dwie‘"‘grupy funkcyjne aminowa i karboksylowa. W zaleznosci od pH
srodowiska grypy te mogg petni¢ role donora lub akceptora protonéw. W punkcie
izoelektrycznym grupa aminowa jest kationem a grupa karboksylowa anionem, i dzigki
temu mogg oddzialywa¢ z natadowanymi dodatnio Iub ujemnie czasteczkami
organicznymi oraz kationami Ilub anionami nieorganicznymi. Ich interaktywnosc
chemiczna, a w konsekwencji biologiczna, jest zwigzana gtownie z mozliwoscia

oddziatywan elektrostatycznych., tworzenia wigzan wodorowych oraz odziatywan van
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der Waalsa. Peptydy bioaktywne mozna traktowaé jako ligandy receptorowych biatek
komoérek organizmu cztowieka, ktorych przytgczenie do nich wywotuje réznorodny
efekt fizjologiczny.

. Cel: Ocena wptywu procesu trawienia in vitro na substancje aktywne wchodzace w
skfad produktu PENTAPEPTYD wraz z oceng biodostepnosci sktadnikow aktywnych.
Metodyka: Ocena zdolnosci przenikania leku przez biony biologiczne wykonano z
zastosowaniem techniki PAMPA GIT (ang. parallel artificial membrane permeability
assay, gastro intestinal tract), ktéra stanowi alternatywna metode do modeli
biologicznych bazujgcych na kulturach komérkowych (np. Caco-2). Wiekszosé
dostepnych metod charakteryzuje duzy naktad pracy i $rodkéw finansowych, ponad to
duza zmienno$¢ komoérek i w konsekwengji staba odtwarzalnoseé. Technologia PAMPA
jest przydatnym narzedziem, zwlaszcza na wezesnych etapach rozwoju produkiu, w
tym badaniach skriningowych, poniewaz jest to tatwy w uzyciu, ekonomiczny i
wystandaryzowany model o znacznie mniejszej zmiennosci w poréwnaniu do
pozostatych metod, a ponadto charakteryzuje sie wysoka korelacjg z przenikaniem w
ludzkim przewodzie zotgdkowo-jelitowym.

Test PAMPA skfada si¢ z 96-dotkowych mikroptytek filtracyjnych, podzielonych na
dwie komory, donorows i akceptorowa, oddzielonych przez mikrofiltr o grubosci 120
Hm, powlekany 20% roztworem lecytyny. Plytki inkubuje sie w temperaturze 37°C
przez kilka 1-6 godzin. Po inkubacji, plytki rozdziela sie, a w czesci donoroweyj |
akceptorowej oznacza sig stezenie leku przy uzyciu metod UV lub HPLC. Uktady,
ktdrych Papp < 1 x 106 cm s klasyfikuje sie jako te z niska przenikalnoscig, natomiast
ukfady ktérych Papp > 1 x 10 cm s™ — z wysokg [Yee 1997].

Analiza aminokwaséw zostata przeprowadzona zgodnie z metodg Agilent
(Long, 2015). Przed procesem trawienia in vitro i po procesie trawienia in vitro probki
rozpuszczono przez dodanie 10 mM buforu boranu sodu (pH 8,2 zawierajgcego 0,1%
(wiv) HCI), a nastgpnie przefiltrowano przez filtry 0,22 ym PVDF (Sigma-Aldrich, USA).
Analize prowadzono stosujac kolumne Agilent Poroshell HPH-C18 z odwrécong faza
monitorowang za pomoca systemu HPLC serii Agilent 1200 (Agilent Technologies
Canada Inc., Mississauga, ON, Kanada), wykorzystujac automatyczng pokolumnowg
OPA i grupe 9-fluorenylometoksykarbonylowa (FMOC). Derywatyzacja i detekcja byta
prowadzona przy dtugosci fali a=338 nm. Rozdzielanie prowadzono przy szybkosci
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przeptywu 1,5 ml/min, stosujgc faze ruchoma A: 10 mM NazHPO4, 10 mM NasB4O7, 5

mM NaNs, doprowadzone do pH 8,2 za pomocg HCI i B: ACN:MeOH: woda (45:45:10,

viviv). Program elucji wygladat nastepujaco: 0 min, 2% B, 1,0 min, 2% B, 20 min, 59%
s B, 25 min, 2% B. )

Wyniki: Po etapie trawienia in vitro PENTAPEPTYDU prébe badawczg poddano

analizie pod katem skiadu jakosciowego. Z przeprowadzonych badar wynika, ze

proces trawienia pozwala na uwolnienie peptydu o okre$lonym aminogramie:

arginina, glicyna, kwas asparginowy, kwas glutaminowy, alanina.

Rysunek: Profil aminokwaséw (aminogram peptydu) po trawieniu PENTAPETYDU w warunkach in vitro w steZzeniach
a. 480 mg (stupki zielone), b.960 mg (slupki pomararnczowe) i c. 1440 mg (shupki szare)

Mikrogramy aminokwasu uwelnione
2 1 kapsulki Pentapetydu
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Biorgc pod uwageg profil jakosciowy aminokwaséw po procesie trawienia in vifro mozna
wskaza¢ kilka kluczowych aminokwasoéw, ktére moga by¢ zwigzane z funkcjonalnoscig
produktu. Do najwazniejszych nalezy zaliczy¢:

Kwas glutaminowy - przeciwdziata chorobom neurodegeneracyjnym, aktywuje
receptory jonotropowe, zwigzane z przeptywem jonéw sodu, wapnia i potasu, pobudza
receptory metabotropowe (mGIuR), zwigzane sg z fosfolipazg C i adenylocyklazg
przez biatka G, sprzezone z kaskadg wewngtrzkomorkowego metabolizmu
fosfolipidow, gtéwny neuroprzekaznik pobudzajacy osrodkowy ukiad nerwowy (OUN).
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Szacuje sig, ze okoto potowa neuronéw OUN wykorzystuje glutaminian do roli
neuroprzekaznika.

Glicyna - przyépiesza regeneracje miesni i hamuje rozpad biatek, ktére sg
; odpowiedzialne za budowanie tkanki migSniowej, zwieksza skutecznosé
neuroleptyk6w, wzmacnia dziatanie glutaminianu w moézgu, wspomaga uklad
pokarmowy podczas przyjmowania silnie dziatajgcych lekéw, moze wspomagaé
organizm w regulacji poziomu cukru we krwi, jednoczesénie niwelujac uczucie gtodu
| Zmeczenia, poprawia jako$¢ snu, wspomaga pamie¢ i koncentracje niwelujac
trudnosci w uczeniu sie, zmniejsza uczucie niepokoju i leku.

Suplementacja glicyny moze by¢ ponadto pomocna w leczeniu schorzen, takich
jak depresja i padaczka.

Alanina - wspiera wytrzymatosci migsniowa, beta-alanina odpowiada za nasilenie
produkgji karnozyny — zwigzku pozwalajgcego na Znaczng poprawe pracy migesniowej
poprzez oddziatywanie na tempo kurczliwosci poszczegolnych widkien, stanowi jeden
ze sktadnikéw kwasu pantotenowego (witaminy B5), tagodzi objawy delikatnego
przerostu gruczotu krokowego, bierze udziat w syntezie przeciwciat stanowigcych
pierwszg linie obrony systemu immunologicznego.

Arginina — znaczenie zalezy od poziomu argininy a zalezy od stezenia jej prekursoréw
— proliny i kwasu glutaminowego, obecno&é argininy warunkuje prawidtowe
funkcjonowanie watroby, bierze udziat w syntezie i uwalnianiu hormonu wzrostu,
wptywa réwniez na cisnienie rozkurczowe i skurczowe, poszerza $wiatto naczyn
krwionosnych, regulujac cisnienie krwi, przyczynia sig do zmniejszenia lepkosci krwi,
zmniejsza ryzyko powstawania zakrzepéw, co ma najwigkszy wplyw na ograniczenie
ryzyka zawatow serca. Arginina wpltywa réwniez pozytywnie na funkcjonowanie
systemu odpornosciowego.

WiskazZnik przenikalnosci pozornej

Z zatozenia zakapsutkowane peptydy charakteryzujg sie wysoka rozpuszczalnoscia i
przepuszczalnoscig. Obliczono wspoétczynniki przepuszczalnosci pozornej kapsutek
przy pH 1,2 i pH 6,8. Przeprowadzone badania przepuszczalnosci prowadzono przez
3 godziny. Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze badany PENTAPEPTYD jest
klasyfikowany jako zwigzek o wysokiej przepuszczalnosci (Papp >1 x 106 cm/s).
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Whioski: Uwolnione podczas trawienia in vitro aminokwasy odpowiadajg w
szczegolnosci za budowanie tkanki miesniowej, regeneracje organizmu po wysitku
fizycznym, zwiekszong wydolnosé, regulacj¢ cisnienia krwi jak i dziatanie
. iImmunostymulujgce i immunomodulujgce. .

7. Ocena tempa uwalniania substancji czynnych (peptydu) z produktu PENTAPEPTYD
W przewodzie pokarmowym.

Jednym z kluczowych elementéw decydujacych o efektywnosci dziatania
substancji bioaktywnych jest posta¢ produkiu, szybkos¢ i miejsce uwalniania
substanciji aktywnych jak i wplyw substancji aktywnej na takie czynniki $rodowiska
przewodu pokarmowego jak enzymy trawienne, pH (zréznicowane na réznych etapach
przewodu pokarmowego od 1-7), motoryka przewodu pokarmowego, stosowane inne
suplementy diety, leki, dieta, obcigzenie przewodu pokarmowego jednorazowsg dawkg
pozywienia, przenikalno$é $luzu pokrywajgcego przewod pokarmowy, biatka efflux
systemu. Ponadto fizjologiczne warunki panujace w przewodzie pokarmowym:
zmienna szybko$¢ pasazu (motorka przewodu pokarmowego ulega spowolnieniu po
positkach), ilos¢ plynéw (w fazie na czczo — fasted dostepna ilo$¢ ptynu waha sie od
20 do 350 ml, podczas gdy po positku — fed, moze wynosi¢ w zotgdku nawet do 1600
ml) w istotny sposéb wptywajg na biodostepnosé zwigzkow bioaktywnych. Podobnie
jak w przypadku lekéw zdarza sie, ze suplementy diety charakteryzujg sie:
przedtuzonym uwalnianiu, opéznionym uwalnianiu, pulsacyjnym uwalnianiu czy
przyspieszonym uwalnianiu. Wiedza na temat momentu i miejsca uwalniania
substancji aktywnych ma kluczowe znaczenie w ocenie wartoéci prozdrowotnej
produktu. W przypadku peptydéw miejsce uwolnienia substancji aktywnej i hydroliza
do jednostek aktywnych w postaci aminokwaséw jest szczegolnie istotna. Kiuczowym
momentem jest etap trawienia w Zolgdku. W $rodowisku niskiego pH soku
zotgdkowego moze doj$¢ do degradacji peptydow | produktéw jego hydrolizy. Okoto
99% suplementéw diety sprzedawanych na $wiecie przeznaczonych jest do
podawania przez przewéd pokarmowy. Doustna droga podania suplementéw jest
najbardziej akceptowalng przez konsumentéw drogg podania. Jest to zwigzane z
tatwoscig aplikacji, a takze z faktem, Ze jest to jedna z najbardziej fizjologicznych drég
wnikania substancji do organizmu cztowieka. Dzieki zastosowaniu modyfikacji postaci

substancji aktywnej mozliwe jest ograniczenie wptywu czynnikow fizjologicznych
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przewodu pokarmowego na biodostepnos¢ substancji aktywnej oraz ograniczenie
znacznych wahan stezen we krwi podawanej substancji. Z tego powodu najwiekszg
grupg preparatéw o modyfikowanym uwalnianiu sg state, doustne postacie leku o
mogdyfikowanym uwalnianiu. Istnieje wiele mozliwosci klasyfikacji suplementow o
modyfikowanym uwalnianiu, mogg by¢ to systemy proste lub zlozone (jednomodutowe
lub wielokompartmentowe), ulegajace dezintegracji lub nie. Najczesciej stosowanym,
opartym na ocenie zastosowanej do wytwarzania technologii oraz mechanizmu
uwalniania substancji aktywnej z suplementu, jest podziat na nosniki powlekane, w tym
membranowe, matrycowe oraz hybrydowe, bedgce potgczeniem dwoch wczesniej
wymienionych rodzajow.

Rozpuszczalnoscé jest to maksymalna ilos¢ substanciji statej, ciektej lub gazowej
okreslona w jednostkach masowych lub w molach, ktérg mozna w danych warunkach
temperatury i cinienia rozpusci¢ w okreslonej objetosci rozpuszczalnika tworzac
mieszanine homogeniczng — roztwér. Rozpuszczalnik w uktadzie odgrywa role fazy
dyspergujacej, a materiat rozpuszczany jest faza dyspergowana. Rozpuszczalnosc
zalezy od rodzaju mieszanych substanciji, ci$nienia, temperatury, pH czy sity jonowe;
roztworu., Rozpuszczalno$¢ jest rowna stezeniu roztworu nasyconego, to wazny
element warunkujgcy biodostepno$é leku podanego drogag doustng, a tym samym
wpltywajacy na skutecznos¢ terapii. Szybkosé rozpuszeczania natomiast jest pojeciem
termodynamicznym, ktére opisuje szybkos¢ zachodzacego procesu. Jest ona zalezna
od temperatury, stopnia rozdrobnienia substancji czy od szybkosci mieszania.
W przypadku podania doustnego na dynamike rozpuszczania substancji aktywnych
bedzie miat tez wptyw obecnosci pokarmu zalegajacego w ukiadzie zofgdkowo-
jelitowym oraz sktad mikrobiomu.

Metodyka: Zmiane szybkosci rozpuszczania PENTAPEPTYDU zbadano okreslajgc
profile szybkosci rozpuszczania zgodnie z wymaganiami Farmakopei Europejskiej w
temperaturze 37 + 0,5°C, przy uzyciu aparatu topatkowego (Agilent, Santa Clara, CA,
USA) przy predkosci obrotowej topatki 50 obr./min. Jako akceptorowe medium
rozpuszczajgce zastosowano 500 ml 0,1 mol/L kwasu solnego (pH ~ 1,2) i bufor
fosforanowy (pH ~ 6,8) w zakresie pH odpowiadajgcym Srodowisku przewodu
pokarmowego. Kapsutki zelatynowe umieszczono w nurniku, aby zapobiec flotacji

kapsutki na powierzchni cieczy. Prébki do rozpuszczania pobrano w odpowiednich
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punktach czasowych i zastapiono rowng objetoscig pozywki zréwnowazone;j
temperaturowo. Probki przefiltrowano przez nylonowe filiry membranowe 0,45 um.
Profile rozpuszczania poréwnano za pomoca modelu zaproponowanego przez
Moore'a i Flannera,

Wyniki:
Wykres: Aminogram peptydu uwalnianego z kapsutek zelatynowych,
Arginina
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8. Okreslenie przyblizonej dawki suplementu wptywajgcej na odzywienie lub/i poprawe
funkcjonowania organizmu.

Na podstawie przeprowadzonych badar i uzyskanych wynikéw mozna przypuszczaé,
ze¢ dawka 1 x 1440 mg PENTAPEPTYDu (3 kapsu+ki)'stanowi porcje produktu, ktéra
pozwala na pozytywny wplyw na skiad jakosciowo-ilosciowy mikrobiomu oséb ze
stanem dysbiozy, natomiast dawka 1 x 960 mg (2 kapsutki) wykazuje dziatanie
inhibujace enzymy neurodegeneracyjne ajuz dawka 1 x 480 mg (1 kapsutka) pozwala
na odpowiedz ze strony uktadu immunologicznego tj. wzrost prozapalnych interleukin
W wypadku oczekiwanego dziatania inhibujgcego enzymy odpowiedzialne za
nadcisnienie tetnicze bytaby wskazana dawka 1 x 960 mg produktu (2 kapsutki).

lll Doktadana charakterystyka produktu z uwzglednieniem jego skiadu i przeznaczenia

1. Opis odzywczego charakteru produktu

Produkt charakteryzuje sig¢ potencjatem biofunkcjonalnym, ktéry zostat wykazany

eksperymentalnie:

» Produkt wykazuje dziatanie streptogeinowe z uwagi na fakt iz pobudza wzrost
bakterii prozdrowotnych, gtéwnie bakterii kwasu mlekowego, co moze
przyczynic sig¢ do zniwelowania stanu dysbiozy w organizmie.

e Produkt moze zapobiegac¢ chorobom neurodegeneracyjnym dzieki hamowaniu
aktywnosci acetylocholinoesterazy i butyrylocholinoesterazy.

e Produkt moze wykazywa¢ dziatanie regulujgce cisnienie krwi, poprzez
hamowanie aktywnosci angiotensyny.

e Produkt posiada wykazane eksperymentalnie dziatanie immunostymulujace i
immunomodulacyjne.

e Profil uwolnionych w procesie trawienia in vifro aminokwaséw pozwala
stwierdzi¢, .ze moze by¢ przeznaczony dla szerokiej grupy odbiorcéow a w
szczegolnosci dla oséb aktywnych fizycznie.

¢ Produkt posiada wtasciwosci antyoksydacyjne, co oznacza, ze moze mieé
potencjalny, ochronny wpltyw przed reaktywnymi formami tlenu. Moze chronié
organizm przed negatywnymi skutkami odziatywania wolnych rodnikéw.

Produkty bogate w przeciwutleniacze stanowig wazny element w profilaktyce
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powstawiania wielu choréb. Pozwalajg obnizyé ryzyko choroby wierncowe;,
udaru moézgu, chorob naczyn obwodowych. Chronig przed czynnikami
powodujacymi raka. Podnoszg ogdlna odporno$é organizmu na zakazenia |
infekcje. Lagodzg przebieg wielu chordb.

2. Poréwnanie produktu PENTAPEPTYD z innymi,
tego samego segmentu suplementéow diety

podobnymi produktami z

Mimo iz rynek suplementow diety w Polsce jest doéé mocno rozbudowany,
oferta produktéw typu bioaktywne peptydy jest relatywnie niewielka a po
przeanalizowaniu przyktadowych produktow konkurencyjnych nasuwajg sie
nastgpujgce wnioski:

1. Wiekszosé producentow deklaruje bardzo szerokie dziatanie swoich produktéw,
bez potwierdzenia badaniami laboratoryjnymi.

2. Czeé¢ produktéw mimo, iz wskazujg na posta¢ suplementow diety opatrzone
sg etykietg »Przeznaczony do badan”.

3. Znaczna cze$é produktéw zawiera enigmatycznie opisane substancje czynne,
nieznanego pochodzenia.

4. Znaczna czesé produktow nie jest produkowana w Polsce.
Rozpigtos¢ cenowa jest bardzo duza. Wysoka cena nie jest Czgsto adekwatna

do zawarto$ci opakowania.

Zestawienie przyktadowych produktow zawierajacych bioaktywne peptydy
przedstawiono w tabeli ponizej.

Tabela: Zestawienie produktow zawierajacych bioaktywne peptydy

wa produktu Deklaracje producenta Dawkowanie Objeto$é opakowania Cenaza1
opakowanie
ihlywne peptydy mleczne 1 kapsulka dziennie z positikiem Jub
“lum®) to -wspiera regeneracje organizmu bez. Kapsutka moze byd przyjmowana
fivoczesniejszy kompleks % w ciggu dnia fub przed snem,
ificzy skiadajacy sie z L
tnlowanych bioaktywnych 30 tabletek 60,00 21

ihdow, naturalnie
fiEpujacych w misku.

ne peptydy mleczne)
lbza mikrokrystaliczna,
\loza roslinna, dwutlenek
My, sole magnezowe

s fluszezowych (zrédio
ne).

Dekapeptyd kazeinowy

TRFIT - Aminofree Peptide

- posiada szybko przyswajalne

2 aminckwasy w formie peptydéw

6 gram = 1 porcja/ 4 porcje na dobe
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ki: Peptydy kolagenu
yskiego, otoczka kapsutki:
fioksypropylometyloceluloza,
stancja wypelniajgca:
nkrystaliczna celuloza,
slancja przeciwzbrylajaca.

Ostrzezenie: Produkt tylko dia
doroslych. Nie przekraczaé zalecanej
porcji do spozycia w ciggu dnia.

iminoFree | Peptides zawieraja | - wspomaga regeneracje oraz budowe 400 g 128,00 zt
oatentowane peptydy masy migsniowej
aminolwasow leucyny, waliny i | - nie zawlera dodatkdéw chemicznych
mleucyny (BCAA) oraz
eplydy glutaminy i argininy. Sg
ine niezbedne do odbudowy i
tudowy tkanki, lepiej sie trawig
\ehlaniajg
. »
£l
- uzupelniajacy normalng diete w | Dorodli; odmierzyé za pomoca
witaming C | zestaw nukleotydow, | zataczonej miarki 3 ml, spozywaé raz
niskoczgsteczlkowych peptydéw oraz | dziennie. 100 mi 50,00 z!
wenll plus witamina C aminolowvasow Dzieci powyzej 1 roku: odmierzy¢ za '
- nukleotydy to podstawowe jednostki | pomoca zatgczonej miarki 1,5 ml,
budujace kwasy nukleinowe DNA | RNA, | spozywaé raz dziennie.
ktérych znaczenie w organizmie polega
SHadniki: woda na zdolnosci do regeneracji i tworzenia | Mozna mieszac z chlodnymi napojami
gmineralizowana, kwas L- sig nowych komorek. Sa rowniez | ipotrawami. W celu osiggniecia efektu
swobinowy, Juvenil (zestaw skiadnikiem waznych kofaktorow, klore fizjologicznego producent zaleca )
Keotyclow, uczestnicza w procesach | minimum trzymiesieczng kuracje. N]e
soczasteczkowych peptydéw | Diochemicznych naszego organizmu. | nalezy przekraczac zalecanej porcji do
2z aminokwaséw) Zapotrzebowanie na nukleotydy wzrasta | spozycia w ciggu dnia.
w okresie rozwoju dzieci, wytezone
pracy fizycznej i umyslowej oraz u oséb | Zalecana porcja do spozycia w ciggu
starszych. dnia zawiera:
- witamina C przyczynia sie do:
zmnigjszenia uczucia zmeczenia i
znuzenia;, utrzymania prawidiowego
metabolizmu energetycznego, pomaga
w: prawidlowym funkcjonowaniu uktadu
odpornosciowego, ochronie  komorek
przed stresem oksydacyjnym,
prawidlowym  funkcjonowaniu  ukladu
nerwowego, utrzymaniu prawidiowych
funkeiji psychologicznych
Przebadano laboratoryjnie
- aktywne peptydy kolagenu rybiego
pozwolg cieszy¢ sie dobrze nawilzong, | 2 kapsutki 2 razy dziennie
| bardziej jedrng i elastyczng skora, 120 kapsutek 62,00 zt
ingo Kolagen Aktywne Pomoga wygladzic zmarszezki, jak i
plydy przyspieszg  regeneracje wioséw | Masa netto: 39,6 g.
lladniki: Kolagen Aktywne paznokei. o :
lydy™ (kolagen typu | i 1l - kolagen Akty.wne Peptydy zawiera
xhodzenia rybiego), witamina !(ol_agen typu i I, czyli ten_sam rodzaj
lwas L-askorbinowy); jakll jest wytvyafzany przez flbrob_lasiv w
psulka: celuloza rodlinna. skorze cztowieka. Czyni g0 1‘0 wyjatkowq
biodostepnym, a dzieki zawarte]
witaminie C proces syntezy kolagenu
przebiega sprawnigj.
- peplydy kolagenowe otrzymywane sg w
drodze kontrolowanej, enzymatycznej
hydrolizy — kolagenu. Podczas niej
rozpadajg sie wigzania molekularne
pomigdzy poszczegdlnymi pasmami
kolagenu, a pepiydami. Proces ten
powoduje zmnigjszenie masy
czgsteczkowej widkien kolagenowych,
dzigki czemu stosowany kolagen jest
wysoce przyswajalny i skuteczny.
-ponad 1200 mg kolagenu w dawce
dzienngj
- Swietnie przyswajalny dzigki witaminie
C wspierajgcej synteze kolagenu i
- bez dodatkow i wypelniaczy )
- kapsuiki roslinne delikatne dla zotadka
iikol - peptydy kolagenu 60 kapsutek/opakowanie
iskiego typu | Zawartos¢ w2 | - suplement diety wplywajacy na stan
sulkach oraz %RWS™: skory Zalecana dzienna porcja: 2 kapsutki.
iihol - tréjpeptydy kolagenu Sposob uzycia: Dwie kapsulki dziennie
iskiego 1g z jedzeniem, popite woda. Masa netto: 20,0 g 62,00 21
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| hamia Peptide Plus

(1 saszetka) zawiera
[referencyjna warlost spozycia
): peptydy kolagenowe rybie —
5000 mg, w tym m.in.: L-prolina

- predukt dedykowany skorze dojrzale]
- w jego skiad wchodzi 5 000 mg
przebadanych klinicznie peplydow oraz
naturalnego pochodzenia trans-
resweratrol (z rdestu japonskiego) i
witamina C (z aceroli)
- zawarle w produkcie peptydy to

20 saszetek

llosé
Zawartoé¢ opakowania netto: 111,4 g

porcji  w  opakowaniu: 20

kolagenu rybiego, w 100% naturalnego,
najlepiej przyswajalnego pochcdzenia, o
udowodnionym dziataniu regenerujgcym,
energetyzujgeym i antyoksydacyjnym.
Obecno$¢  synergicznie sprzezonych:
witaminy C z aceroli | krzemu ze skrzypu
polnego w wysokich stezeniach wspiera
prace aminokwasow, Kurkumina |
wzmacniajgca jej dziatanie piperyna to
skiadnik znany ze swoich wiasciwosci
przeciwzapalnych, niezwykle istotnych w
profilaktyce antynowotworowe;j.

ponizej.

Tabela: Wyniki analizy przyktadowych wskaznikéw jakosci produktéw komercyjnych
zawierajacych bioaktywne peptydy

-535 mg, L-lizyna — 170 mg; mieszanka 18 aminokwaséw, m.in, 96,00 zt
suszony sok z aceroli - 470 mg, | hydroksyprolina, glicyna, lizyna i prolina, | Zalecana porcja dzienna 1 saszetka
wlym natywna wit. C%- 80 mg ktore biora udzial w budowie kolagenu
1100%), - deklaracja wynikdw badan
Trans-resweratrol — 100 mg.
Skadniki: peptydy kolagenowe
nbie, suszony sok z acerali
[Walpighia glabra L.), trans-
esweratrol (z rdestu
Polygonum Cuspidatum).
Nutrivi Peptide Holistic Drink - wspiera funkcjonowanie organizmu w
Peplide mysli idei holistycznych 2% 20ml
- zrodlo aminokwaséw | peptydow 750 mi 169,00 zt

Z powyzszego zestawienia zakupiono dwa produkty, ktore przebadano pod katem
wybranych parametrow jako$ciowych jak sktad, czysto§¢ mikrobiologiczna, gramatura
opakowania, obecno$¢ metali ciezkich. Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli

Yango Kolagen

Parametr jako$ciowy Aktywne Nutrivi Peptide
Peptydy Holistic Drink
. g Peptide
Gramatura Zgodna z Zgodna z
deklaracjg deklaracjg
producenta producenta

Sktad jakosciowo-ilosciowy

Glownie kolagen i
skrabia

Gléwnie wolne
aminokwasy
lizyna, metionina i
walina
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Czystosé mikrobiologiczna Produkt czysty Obecne
mikrobiologicznie bakterie
fermentacji
mlekowej
@ Obecnosc¢ metali cigzkich Podwyzszoné& Podwyzszone
stezenie kadmu | stezenie ofowiu

Sugestie dla producenta:

- ,ukierunkowaé” produkt na konkretne dziatanie, potwierdzone wynikami badan; nie
ma dziata¢ ,na wszystko”

- zalecana dawka ustalona eksperymentalnie, na podstawie badan in vitro

- na stronie www. lub/i materiatach promocyjnych zamiesci¢ uzyskane wyniki badan,
nawet jesli na etykiecie nie mogg znajdowac si¢ o$wiadczenia zdrowotne, warto
Jprzemyci¢” uzyskane wyniki w materiatach reklamowych

- warto zwrdcié uwage na sklad aminokwasowy; to uwolnione do ustroju konkretne
aminokwasy spetniajg dang funkcje w organizmie

IV Opracowanie tresci etykiety produktu zgodnie z obowigzujacymi regulacjami
prawnymi

Unikatowy, innowacyjny, multifuncjonalny suplement diety zawierajacy bioaktywne
peptydy i karnityne. Wchodzacy w sktad produktu opatentowany PENTAPETYD
utatwia wzbogacanie codziennej diety o zwigzki mogace wspierac procesy
regeneracyjne zachodzacych w organizmie, zmniejsza¢ ryzyko rozwoju zmian
neurodegeneracyjnych i dysfunkcji uktadu sercowo-naczyniowego, jaki i przyczyniaé
sie do zapobiegania infekcjom wirusowym i bakteryjnym a takze wspomagac proces

stabilizacji sktadu jako$ciowo-ilosciowego mikrobiomu jelitowego*

*wyniki potwierdzone badaniami in vitro

Zalecana do spozycia dzienna porcja produktu
2 kapsutki 1 raz dziennie w trakcie lub po positku. Popi¢ duzg iloscig wody. Jedno

opakowanie zawiera 30 kapsutek.
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Zawartos¢ skladnikow aktywnych:

Skladnik aktywny 1 kapsutka| 2 kapsutki
Pentapeptyd 900 ug 1800 ug

Kwas askorbinowy (forma

150 mg 300 mg
mikropeletek)
Acyl — karnityna (forma
50 mg 100 mg

mikropeletek)

Celuloza mikrokrystaliczna 100mg 200mg

Liczba kapsutek w opakowaniu |30 kapsutek

Rodzaj kapsutek celatynowe,

dojelitowe
Sugerowana dawka dzienna 2 kapsutki
Wartos¢ odzywcza:

Wartos¢ odzywcza W100 g W 1 kapsulce
Wartos¢ energetyczna [kJ] 958 8,65
Warto$¢ energetyczna [keal] 230 2,08
Thuszez [g] <0,10g 00g
w tym kwasy tluszczowe nasycone [g] | <0,10g 00g
Weglowodany [g] 19,00 g 0,17 g
w tym cukry [g] 6,18 g 0,05¢g
Btonnik 4390¢g 0,39 ¢
Biatko [g] 24,809 022g
Sal [g] 0,11g 00g

Sktadniki: kwas  askorbinowy, acyl-karnityna, celuloza  mikrokrystaliczna,
pentapeptyd; kapsutka zelatynowa, kapsutka dojelitowa.

Produkt bezgl’utenowy? nie zawiera laktozy, bez dodatku barwnikow.
Zastosowanie:

Do postepowania dietetycznego w celu zapewnienia prawidtowej podazy peptydéw dla
osob majgcych zwiekszone zapotrzebowania na aminokwasy.

Wazna informacja:
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Jak w przypadku kazdego suplementu diety, przed uzyciem nalezy skonsultowac¢ sie
z lekarzem, zwiaszcza w przypadku osob przyjmujgcych leki, kobiet w cigzy,
karmigcych piersig lub w razie watpliwosci zawigzanych z aktualnym stanem zdrowia.
Zréznicowana i zbilansowana dieta oraz aktywnos$é fizyczna stanowig podstawe
zachowania dobrego stanu zdrowia. Spozycie dziennej porcji  produktu
PENTAPEPTYD zapewnia deklarowane korzy$ci dla zdrowia. Produkt przeznaczony
dla oséb dorostych, os6b w podesziym wieku i dzieci akceptujacych postac kapsutki.

Przeciwwskazania:

Nie stosowa¢ w przypadku nadwrazliwoéci lub uczulenia na ktorykolwiek ze
sktadnikéw produktu.

Zawartos¢ opakowania:

30 kapsutek

Masa netto: 16,0+1,0 g

Informacja dodatkowe:

Przechowywa¢ w ciemnym i suchym miejscu w temperaturze pokojowej, w sposadb
niedostepny dla matych dzieci. Osoby przyjmujace leki przed uzyciem powinny
skonsultowac¢ sig z lekarzem lub farmaceuta. Produkowane bez uzycia sztucznych
substancji konserwujacych, zapachowych lub barwigcych.
Produkt wolny od metali ciezkich, takich jak arsen, kadm, otow czy rteé.
Wyprodukowano w Unii Europejskiej.
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_ SUPLEMENTDIETY
Srodek spozywczy / Zywnosé
Cel: uzupetnienie normalnej diety w witaminy, skiadniki
mineraine lub inne substancie wykazujace efekt oddyweey
lub inny fizjologiczny. N

Nie leczy. Mie sspobiegs chorobie.

Przeznaczony dla 0s6b zdrowych. petni funkcje odiywesy
Iub wspomagalaca prawidlowo funkejonujacy organizm.

Sprzedawany w postadi kapsutek, pastylek, tabletek,
pigutek, saszetek 2 proszkiem. amputek ¢ plynem, butelek
2 kroplomierzern i w tym podobnych postaciach ptyndw
lub proszkow preegmaczonych do przyjmowania w
niewielkich odmierzanych losciach jednostkowych,

Spo2ywany (prayjmowany doustinie),

Prace eksperymentalne wzbogacono o badania synergizmu/antagonizmu czterech
produktéw: HEKSADEKAPEPTYD, PENTAPEPTYD, TETRAPEPTYD i NL-GHK-
Cu+Miedz. W pierwszej kolejnosci wyznaczono wartosé IC 0,5 badanej préby (wartosé
P), nastgpnie przygotowano stezenia bliskie wyznaczonemu IC 0,5. W celu oceny
wzajemnego wptywu peptyddw, ktérych synergizm badano, przygotowano roztwor
wodny w ktorym stéZenie peptydu byto réwne 480 mg. W analizie wykorzystano 96-
dotkowg ptytke titracyjng. Do kolejnych studzienek dodawano po 100 mikrolitréw
zawiesiny danego produktu. Owinietg folig aluminiowg plytke inkubowano przez 12
godzin w temperaturze 37°C. Nastepnie dokonano pomiaru nastepujgcych
parametrow: potencjat antyoksydacyjny, wifasciwosci immunostymulujgce i
immunomodulujgce, hamowanie aktywnosci enzyméw neurodegeneracyjnych i
wyptywu na sktad jakosciowo-ilociowy mikrobiomu jelitowego.

Przy ocenie zaleZnoéciﬁ pomiedzy badanymi produktami zastosowano nastepujaca

"

formute: >

R=Pzbadane/Poczekiwane — P/(PI'E'PZ)-(PI*PZ), gdzie 0 <P1,P2<1

R = szadane _ P
=— > R =
Poczekiwane (Pl + PZ) - (Pl * PZ)

gdzie: 0 < P, P, <1
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Gdy:
-R > 1 SYNERGIZM
-R <1 ANTAGONIZM

Program statystyczny wyznaczyt pozytywne zaleznosci pomiedzy badanymi
produktami zawierajgcymi bioaktywne peptydy grupujac je w zestawy przedstawione
w tabeli ponize].

Tab. Zaleznosci pomiedzy produktami zawierajacymi bioaktywne peptydy

Uklad P zbadane | P1 P2 R | Wniosek
HEKSADEKAPEPTYD:TETRAPEPTYD 1.108 | 0.425|0.597 | 1.44 | synergizm
HEKSADEKAPEPTYD:PENTAPEPTYD 1.179 | 0.597 | 0.487 | 1.49 | synergizm
HEKSADEKAPEPTYD: TETRAPEPTYD+CU 1.069 |0.533|0.486| 1.41 [synergizm
TETRAPEPTYD:PENTAPEPTYD 1.108 0.425|0.597 | 1.44 | synergizm
TETRAPEPTYD: TETRAPEPTYD+CU 1.279 0.517 | 0.883 | 1.36 | synergizm
PENTAPEPTYD: TETRAPEPTYD+CU 1.303 0.517(0.447 | 1.78 | synergizm

Na podstawie uzyskanych wynikow badan mozna stwierdzi¢, ze badane produkty
dziatajg pozytywnie, wzajemnie na siebie tj. synergistycznie, co oznacza, ze
polaczenie minimum dwoch produkiéw w dawce 480 mg pozwala na silniejsze
dziatanie/efekt prozdrowotny. Z uwagi na inny charakter badanych produktow,
zroznicowany sktad aminokwasowy, po etapie trawienia w jelicie cienkim, uwolnienia
tychze zwigzkoéw zaczynajg one ze soba ,wspdidziata¢” na zasadzie wzajemnych
oddziatywan, doprowadzajac w efekcie do potegowania dziatania funkcjonalnego na
organizm czlowieka. Z uwagi na powyzsze wskazane jest aby tgczy¢ wszystkie cztery
produkty w codziennej diecie.

Ty

Wykonawca badan i autor sprawozdania:

Prof. UP dr hab. Daria Szymanowska — pracownik naukowo-dydaktyczny Uniwersytetu
Przyrodniczego i Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, biegly sadowy z dziedziny

biotechnologii i technologii zywnosci.

rof, dr i
p hib. Daria Szymanowska
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