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ABSTRAKT 
Tato d ip lomová práce je zaměřena na enkapsu lac i probiotik a testování možností 

koenkapsu lace s některými typy prebiotik. 
Teoret ická část se zabývá probiotiky, jej ich obecnou charakterizací a možnost í využití 

probiot ických kultur ať už v potravinářském průmyslu jako doplnky stravy nebo v kosmet ickém 
průmyslu. Dále jsou popsány prebiot ika a jejich rozdělení, p roces enkapsu lace a jednot l ivé 
techniky enkapsu lace . V této části j sou také popsány vybrané metody, které byly využívány 
k analýze částic a enkapsulovaných složek. 

V exper imentální části byla nejprve p rovedena charakter izace zvolených prebiotik, a to 
pomocí s pektrof o to metr ických metod, tenkovrstevné chromatograf ie a vysokoúčinné 
kapal inové chromatograf ie. Následně byla testována možnost kult ivace probiotik s př ídavkem 
prebiot ika v nehydrolyzované i hydrolyzované formě. S využit ím průtokového cytometru byla 
s tanovena rovněž viabilita buněk. N a závěr byly probiot ika společně s prebiotiky 
enkapsulovány do alginátových částic s využit ím enkapsulátoru a po dobu 6 týdnů byla 
s ledována jej ich d louhodobá stabil ita v modelovém prostředí. Část ice byly také vystaveny 
působení umělé pankreat ické, žaludeční a ž lučové šťávy. 

KLÍČOVÁ SLOVA 
probiot ika, Bifidobacterium breve, Lactobacillus acidophilus, prebiot ika, koenkapsu lace , 
mikročást ice, optický mikroskop, průtoková cytometrie 
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ABSTRACT 
This d ip loma thesis is focused on encapsulat ion probiot ics and co-ensapsu la t ion with s o m e 

types of prebiot ics. 
In theoretical part is a imed to probiot ics, their genera l character ist ics and appl icat ion 

of probiot ics in food industry as food supplement and in cosmet i cs industry. There are 
descr ibed prebiot ics and their c lassi f icat ion, there is descr ibed pr inciples of encapsula t ion and 
encapsula t ion techniques. Methods , which are used for analys is of part icles and encapsula t ion 
components were introduced too. 

T h e exper imental part desc r ibes methods of prebiot ics character izat ion by high 
per formance liquid chromatography, thin layer chromatography and spectrophotometr ic 
methods. Cult ivation of probiot ics with prebiot ics - hydrolyzed and non-hydro lyzed w a s tested. 
Us ing flow cytometry cel l viability w a s measu red too. Final ly probiot ics and prebiot ics were 
encapsu la ted , mainly by encapsula tor machine. Long-term stability of part icles during 6 week 
storage w a s observed . The part icles were exposed to effect of artificial intestinal, gastr ic and 
bile ju ices. 

KEYWORDS 
probiot ics, Bifidobacterium breve, Lactobacillus acidophilus, prebiot ics, coencapsu la t ion , 
micropart ic les, optical microscopy, flow cytometry 
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1 ÚVOD 
V dnešní době dochází v potravinářském průmyslu k rozvoji nových technologií s cí lem 

vylepšit kvalitu potravin a potravinových doplňků. Intenzivně se rozvíjí i využití metody 
enkapsu lace , která umožňuje z lepšovat fyz ikálně-chemické vlastnosti a stabilitu přírodních 
látek, čímž se pak rozšiřuje jejich využití a apl ikace. Pokud jsou některé funkční skupiny citlivé 
na vnější prostředí nebo na proces zpracování, pokud c h c e m e omezi t reaktivitu látek nebo 
pokud c h c e m e usnadnit či řídit jejich dávkování, je nutné vytvořit takový obal , který by tyto 
skupiny ochránil a nepoškodi l . Proto je vhodné tyto látky enkapsulovat , č ímž můžeme navýšit 
kvalitu a nutriční hodnoty potravin či potravinových doplňků [1]. 

Tato d ip lomová práce se zabývá především koenkapsulací probiotik a prebiotik. Přírodní 
látky a jejich extrakty j sou stejně jako probiotika známá a používaná pro svůj příznivý účinek 
pro lidský organ ismus. Probiot ické kultury je vhodné užívat, pokud došlo k oslabení nebo 
k poškození střevní mikroflóry. Probiot ika jsou živé mikroorganismy, které se vyskytují 
v t lustém střevě zdravého člověka, napomáhaj í obnově správné střevní mikroflóry 
a znesnadňuj í j iným škodl ivým mikroorganismům, které se ve střevech vyskytují, aby se dále 
rozmnožovaly. Často je doporučeno kombinovat probiotika zároveň s prebiotiky. Prebiot ika 
jsou nestravitelné látky, které projdou ža ludkem a tenkým střevem beze změny, ale v t lustém 
střevě tvoří vhodné prostředí pro růst a aktivitu probiot ických kultur. 

Mez i další rozšířené ap l ikace patří ap l ikace do kosmet ického průmyslu, kde se probiotika 
využívají jako antimikrobiální ochrana, hojivé přípravky nebo jako nosiče akt ivních látek, které 
umožňuj í řízené uvolňování. 

Cí lem této práce je najít vhodný typ částic pro koenkapsu lace probiotika a prebiotika, který 
by byl stabilní a ve kterém by probiot ika vydržela co nejdelší dobu živá. Jej ich následné použití 
je předpokládáno do potravin a do kosmet ických přípravků, čímž by vznikly produkty s vysokou 
př idanou hodnotou a lepší funkčností . 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Probiot ika 

Pojem probiotikum je odvozen z řeckých slov „pro" a „bios", což v překladu znamená 
„pro život". O p a k e m těchto s lov je pojem „antibiot ikum", tedy „proti ž ivotu" [2]. 

Probiot ika jsou monokultury nebo směsné kultury živých mikroorganismů, které mají 
příznivý vliv na zdraví č lověka nebo zvířete. Do těla se dostávají v potravě nebo 
v potravinových doplňcích a přirozeně osídlují trávicí sous tavu . Pokud jsou podávána 
v adekvátním množství, tak mají pozitivní zdravotní účinek na svého hostitele. Podporují 
selekt ivně růst nebo aktivitu jednoho druhu bakterií nebo omezeného množství střevních 
bakterií a tím pozit ivně ovlivňují složení střevní mikroflóry t lustého střeva. Forma, ve které je 
probiotikum apl ikováno do trávicího ústrojí, by měla obsahovat dostatečné množství 
ž ivotaschopných bakterií, které mají schopnos t přežívat v trávicím ústrojí a které jsou 
metabol ický aktivní [3]. 

Pro zařazení některých druhů bakterií mezi probiot ika je nutné splňovat několik požadavků. 
Bakteriální kmeny musí mít prokazatelně pozitivní vliv na zdraví hostitele a musí být zdravotně 
nezávadné, nesmí být toxické ani patogenní. Musí být odolné k působení kyselost i žaludeční 
šťávy a žluči a j sou apl ikované v ž ivém stavu. Mez i nejčastější probiot ika se řadí laktobacily 
{Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus brevis), bif idobakterie {Bifidobacterium bifidum) 
či grampozit ivní koky {Enterococcus faecium). Mez i probiot ické organismy se kromě některých 
druhů bakterií mohou zařadit i některé kvasinkové mikroorganismy {Saccharomyces boulardii) 
nebo plísně {Aspergillus oryzae) [3]. 

2.1.1 Střevní mikroflóra 

Mikroorgan ismy se dostávají do trávicího traktu běžně společně s potravou, proto je 
ve střevním traktu lidí i zvířat zas toupena celá řada těchto mikroorganismů. Přehled nejčastěji 
vyskytovaných lze vidět v Tabu lce 1. Mikroorgan ismy žijí na mukózním povrchu epitelu 
komenzálním způsobem, což je způsob neškodného příživnictví. Celkově se odhaduje 
až 500 druhů bakterií, které mají z a úkol trávit potravu, bránit vzniku infekcí a onemocnění , 
regulovat alergické reakce a produkovat vi tamíny skupiny B [4]. 

Tabulka 1: Složení mikroflóry lidského GIT [5] 

BAKTERIÁLNÍ KMENY Ž A L U D E K 
TENKÉ 

S T Ř E V O 
(JEJUNNUM) 

T E N K É 
S T Ř E V O 
(ILEUM) 

TLUSTÉ 
S T Ř E V O 
(COLON) 

A E R O B N Í BAKTERIE CFU/g CFU/g CFU/g CFU/g 

Enterobacter iaceae 0 -10 2 0 -10 3 1 0 2 - 1 0 7 1 0 4 - 1 0 1 0 

Streptococi 0-1 o 3 0-1 o 4 1 0 2 - 1 0 6 1 0 5 - 1 0 1 0 

Stafy lococi 0-1 o 2 0-1 o 3 1 0 2 - 1 0 5 1 0 4 - 1 0 9 

Lactobaci l l i 0-1 o 3 0-1 o 4 1 0 2 - 1 0 3 1 0 6 - 1 0 1 0 

Kvas inky 0-1 o 3 0-1 o 2 1 0 2 - 1 0 4 1 0 4 - 1 0 6 

A N A E R O B N Í BAKTERIE 

Bactero idy vzácně 0-1 o 3 1 0 3 - 1 0 7 1 0 1 0 - 1 0 1 2 

Bif idobacter ie vzácně 0-1 o 4 1 0 3 - 1 0 9 1 0 4 - 1 0 1 1 

Peptostreptococi vzácně 0-1 o 3 1 0 2 - 1 0 6 1 0 1 0 - 1 0 7 2 

Clostr id ie vzácně vzácně 1 0 2 - 1 0 4 1 0 6 - 1 0 1 1 

C E L K O V Ý P O Č E T 0 -10 3 0 -10 5 1 0 3 - 1 0 9 1 0 1 0 - 1 0 1 2 
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V trávicím traktu musí mikroorganismy překonat kyselé prostředí ža ludku, poté se z a ním 
usídlují v postupně se zvyšujícím množství od proximální k distální části trávicího traktu 
a vytváří střevní mikrof lóru. T a se může měnit ať už s přibývajícím věkem, tak její složení 
významně ovl ivňuje výživa. Kvantitat ivně tvoří střevní mikrof lóra někol ikanásobně větší počet 
buněk, než je vlastních buněk organ ismu a metabol ické procesy mikroorganismů střevní 
mikroflóry zasahují do metabol ických procesů l idského organ ismu. Ovlivňují p rocesy trávení, 
zasahují do metabol ismu a využitelnosti různých látek, které přicházejí do trávicího traktu 
s potravou, podílí se na reparaci nebo naopak na poškození střevní bariéry a významně 
ovlivňují imunitní systém člověka. Střevní mikrof lóra je udržována v určitě rovnováze 
mikroorganismů, které jsou organ ismu potenciálně škodl ivé nebo prospěšné. V e stáří 
potenciálně škodl ivých mikroorganismů přibývá. Střevní mikrof lóra se výrazně mění 
i při výskytu některých onemocnění a při nadměrné konzumac i antibiotik a laxativ. Například 
při průjmu je snižován počet probiot ických bakterií a naopak zvyšován počet fakultat ivních 
anaerobních bakterií [6]. 

2.1.2 Účinek probiotik 

Pozitivní účinek probiot ických organizmů v mikrobiálním ekosystému je vysvět lován t ím, 
že probiot ika iniciují akt ivaci určitých genů lokal izovaných v buňkách a tak příznivě ovlivňují 
široké spektrum střevních funkcí. Tento účinek je však jen dočasný a větš inou je detekovatelný 
jen po dobu při j ímání potraviny s probiotiky. Současné výzkumy směřují ke studiu zdravotního 
přínosu, ke kterému patří nejen obrana proti infekcím, ale dokonce i ochrana proti rozvoji 
rakoviny. Probiot ické bakterie totiž snižují hodnotu pH ve střevech a tím je snížená i aktivita 
enzymů, které jsou spojené s rozvojem rakoviny t lustého střeva. Probiot ika také snižují aktivitu 
prokarc inogenních enzymů B-glukuronidázy, azoreduktázy a nitroreduktázy [6, 7]. 

K dosažení potřebné koncentrace probiot ických bakterií ve střevě (v tenkém střevě by mělo 
být množství vyšší než 1 0 6 g , v t lustém střevě by mělo být minimální množství 1 0 8 g) je nutné, 
aby dens i ta těchto bakterií v konzumované potravině nebo doplňku stravy byla 1 0 1 0 . 
Ovšem pouhé přežití v gastrointest inálním traktu nezaručuje vznik prospěšných účinků. 
Probiot ické bakterie musí být odolné k působení žaludeční kyselost i (přímo vlastnost kmenů 
nebo způsob podání například jako enkapsulované částice), následně jsou vystaveny 
působení ž lučových kysel in a pankreat ických šťáv [8]. 

Probiot ika jsou základní s ložkou funkčních potravin a vyskytují se ze jména v mléčných 
výrobcích. P o enkapsu lac i se účinek probiotik v těchto výrobcích zvyšuje. Enkapsu lace 
umožňuje pozvolné uvolňování buněk v potravině, zvyšuje viabilitu buněk, chrání probiotika 
před nepříznivým vl ivem okolního prostředí při zpracování a při skladování potravin [8]. 

2.1.3 Využit í probiotických kultur 

Probiot ika jsou apl ikována do trávicího ústrojí ve formě, která obsahuje dostatečné 
množství ž ivotaschopných bakterií. Bakter ie musí mít schopnos t přežívat v trávicím ústrojí 
a musí být metabol ický aktivní. Probiot ika mohou být využita pro prevenci a léčbu onemocnění 
zažívacího ústrojí, prů jmových onemocnění , redukci hladiny sérového cholesterolu, 
pro prevenci kolorektální rakoviny a rakoviny močového měchýře [3]. 

Probiot ické mikroorganismy se používají nejčastěji jako doplňky stravy nebo jako součást 
specif ických mléčných výrobků, v poslední době nacházejí uplatnění i jako součást kojenecké 
a dětské výživy. Do různých doplňků stravy se přidávají větš inou lyofi l izované kultury, které 
se skládají z jednoho nebo z více druhů probiot ických bakterií. Tyto kultury jsou samostatně 
nebo s dalšími látkami vyráběny ve formě kapslí, tobolek, dražé či tablet. Probiot ika 
se nejčastěji přidávají do mléčných a zakysaných výrobků ( jogurtové nápoje, krémy, dezerty), 
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ale některé bif idobakterie je možné najít i v trvanl ivých, tepelně neupravených masných 
výrobcích [8]. 

2.1.4 Probiotika jako doplňky stravy 

Doplňky stravy jsou registrovány v databázi R o H y (Registr hlavního hygienika) na základě 
posouzení bezpečnost i Státním zdravotním ústavem nebo na základě notif ikace těchto 
subjektů M Z d ČR (Ministerstvo zdravotnictví). V současné době je registrováno více 
než 100 druhů doplňků stravy, které obsahují probiotika a prebiot ika a z toho přibl ižně 
40 % obsahuje obě skupiny současně. O b s a h mikroorganismů v jedné tobolce/kapsl i se 
označuje obvykle jako 10". Nejčastěji se v doplňcích stravy vyskytuje Lactobacillus acidophilus 
(73 %), Bifidobacterium bifidum (40 %), Lactobacillus lactis (15 %), Lactobacillus casei (15 %), 
Lactobacillus plantarum (15 %). Další bakterie a kvasinky jsou obsaženy v méně než 10 % 
výrobcích. V mnoha komerčních výrobních, jako lze vidět například na Obrázku 1 jsou 
obsaženy jak probiot ika, tak prebiot ika. V tomto případě je probiotikum Lactobacillus 
kombinováno s prebiot ikem inul inem [8]. 

Obrázek 1: Komerční produkt probiotik s prebiotikem [9] 

U malého počtu doplňků stravy s probiotiky bylo provedeno namátkové ověření množství 
ž ivých laktobacilů a zj ištěné výsledky byly porovnány s deklarovaným množstvím a dobou 
exsp i race od výrobce. Z výs ledků výzkumu, které jsou uvedeny v Tabu lce 2 lze vyčíst, 
že ž ivotaschopnost bakterií v běžných formách doplňků stravy během deklarované doby 
minimální trvanlivosti poměrně rychle klesá na hodnoty, kdy j iž požadované účinky nelze 
předpokládat [8]. 

Tabulka 2: Ověření životaschopnosti probiotických mikroorganismů v doplňcích stravy [8] 
Počet vzorků Deklarované množství Zj ištěné množství Exspirace 

3 1 a ž 4 x 1 0 9 <50 prošlá o 18 až 6 měsíců 

4 5 x 1 0 9 a ž 1 x 1 0 1 0 <50 zbývá 4 až 8 měsíců 

1 1 x 1 0 1 0 2 x 1 0 2 zbývá 8 měsíců 

1 3 x 1 0 9 3 x 1 0 7 zbývá 10 měsíců 

4 3 x 1 0 9 a ž 1 x 1 0 1 0 1x10 9 až 2 x 1 0 9 z b ý v a l 5 až 18 měsíců 
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2.1.5 Aplikace probiotik v kosmet ickém průmyslu 

Probiot ika jsou využívány I v kosmet ickém průmyslu z důvodu antimikrobiální ochrany kůže. 
Probiot ická kultura také pomáhá k tvorbě ko lagenu, zvyšuje vstřebávání kyslíku buňkami a tím 
zlepšuje buněčné dýchání. Díky tomu buňky zvyšují své energet ické rezervy, které mohou 
následně využít k vyrovnání se s agresivním vnějším prostředím. Výs ledkem celého tohoto 
p rocesu je, že se zpomalu je stárnutí pleti a pokožky. Probiot ika také pomáhaj í z lepšovat 
hydrataci pleti, proto jsou probiot ické kultury nejvhodnější pro pokožku, která je vysušená 
nebo pro ext rémně suchou pleť [10]. 

2.1.6 Zástupci 

Mez i nejčastěji využívané kmeny bakterií patří laktobaci ly a bif idobakterie. 

2.1.6.1 Rod Lactobacillus 

Bakter ie rodu Lactobacillus j sou bakterie mléčného kvašení, j sou grampozit ivní, fakultat ivně 
anaerobní až mikroaerofi lní. Tvar závisí na stáří kultury, složení média a obsahu kyslíku, 
většinou jde o rovné, různě dlouhé a ohnuté tyčinky. Řada z nich je součástí př irozené 
mikroflóry člověka. Většina druhů roste při teplotě do 40°C (mezofily), některým druhům 
vyhovuje teplota do 55°C (mírní termofily), některé druhy ale dokáží růst i při teplotách blížících 
se nule {Lactobacillus plantarum). Produktem fermentace je v největším množství kysel ina 
mléčná, dále pak kysel ina octová, ethanol a oxid uhličitý. Těmi to produkty j sou schopny snížit 
pH v prostředí až pod hodnotu 4,0 a spolu s nedisociovanými kysel inami pak působí proti 
výskytu ostatních mikroorganismů (kromě kvas inek a j iných bakterií mléčného kvašení). Díky 
tomu se využívají v potravinářském průmyslu při výrobě kysaného zelí, okurek, p iva či vína. 
R o d Lactobacillus je schopný produkce mnoha látek včetně látek s ant imikrobiálním účinkem 
[4,11] . 

Laktobaci ly j sou vel ice náročné na živiny v médiu. Pro fermentaci vyžadují jako zdroj 
energ ie a uhlíků různé sachar idy (glukóza, laktóza), dále pak aminokysel iny, nukleové kysel iny 
a vi taminy skupiny B-komplex. Pro kultivaci j sou vhodná média s hodnotou pH 5,5-6,2, 
při produkci kysel in dojde k pok lesu pH a růst se zastavuje u hodnoty pH 4,0-3,6. N a agarových 
plotnách jsou kolonie hladké, lesklé, neprůhledné a bezbarvé. Mají pravidelný okraj a jejich 
průměr je 2-5 mm. V obvyklých médiích netvoří zápach [12]. 

Mez i nejvýznamnější zástupce se řadí Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, 
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus fermentům, Lactobacillus plantarum nebo Lactobacillus 
brevis [4]. 

Lactobacillus acidophilus je tyčinková bakterie, jej íž šířka je 0,6-0,9 um a délka 1,5-6 um. 
Může se vyskytovat jednot l ivě, ve dvoj icích nebo tvoří krátké řetízky. Opt imální teplota pro její 
růst je 39°C. Tyto kmeny mají díky svým vhodným v las tnostem využití v mlékárenství 
při výrobě acidofi lního mléka, podmáslí a smetany, dále ve zdravotnictví, kdy se pěstují 
speciální kmeny odolné vůči některým druhům antibiotik. Tento druh bakterie se řadí 
do skupiny probiotik, které mají dietet icko- léčebné účinky a projevují se v pot lačování 
nežádoucí mikroflóry trávicího systému [4]. 

2.1.6.2 Rod Blfldobacter 

Bif idobakterie j sou grampozit ivní, chemoorganotrofní , nesporolující, anaerobní 
a nepohybl ivé bakterie ve tvaru tyčinek. Vyskytují se jak jednot l ivě, tak v řetízcích nebo 
ve hvězdicovi tém uspořádání. J s o u součástí př i rozené mikroflóry trávicího traktu člověka, 
ale také jsou součástí mnoha fermentovaných mléčných výrobků. Opt imální teplota pro jejich 
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růst je 28°C - 41 °C, optimální hodnota pH je 6,5 - 7. Kyselé prostředí jim úplně nevyhovuje. 
Kolonie j sou hladké, vypouklé s hladkými okraji, lesklé a měkké konzis tence. Bif idobakterie 
jsou heterofermentat ivní a fermentují sachar idy na kysel inu mléčnou a octovou v poměru 2:3. 
V menším množství vznikají i další produkty, například kysel ina mravenčí, kysel ina jantarová 
a ethanol . V z h l e d e m k tomu, že v nejvyšším podílu vzniká kysel ina octová, která je účinnější 
než kysel ina mléčná, dokážou výrazněji inhibovat nežádoucí gramnegat ivní bakter ie. [12,20] 

Je j ich růst je podporován především bif idogenními faktory. Jedná se o sloučeniny laktulózy, 
N-acethy l -D-g lukosaminu nebo fruktool igosacharidy. Některé kmeny se mohou využívat 
v mlékárenském průmyslu, stejně jako Laktoctobacillus, kde společně s dalšími bakteriemi 
mléčného kvašení slouží k výrobě fermentovaných mléčných výrobků [13]. 

V dnešní době je známo 38 bakteriálních druhů, z toho se šest využívá pro své probiot ické 
vlastnosti . Mez i tyto druhy se řadí Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, 
Bifidobacterium longum, Bifodobacterium infantis a Bifidobacterium theromphilum [2]. 

Bifidobacterium breve j sou anaerobní bakterie, jejich tvarem jsou tyčinky. U dětí, které byly 
kojené, bylo zj ištěno, že většinu bakterií t lustého střeva tvoří právě tento druh. S t ím, jak člověk 
stárne, tyto bakterie ubývají. Úkolem Bifidobacterium breve v zažívacím traktu je ničit 
nežádoucí mikrof lóru ve střevě [12]. 

A b y se probiot ické kultury více a rychleji množi ly a aby přežívaly delší dobu, je nutný 
dostatečný přísun živin. V mléčných produktech to je laktóza, případně další zdroje, kterými 
jsou například prebiotika, které mají dále i pozitivní vliv na hostitele. 

2.2 Prebiot ika 

Prebiot ikum je nestravitelná složka potravy, která příznivě ovl ivňuje růst a činnost bakterií 
v t lustém střevě. N a rozdíl od probiotik nejsou prebiot ika živé látky [14]. 

J e popsáno mnoho pozit ivních účinků prebiotik. Například mají důležitou roli ve vztahu 
se střevními bakter iemi, pro něž jsou vel ice prospěšné. Díky nim mohou probiot ické bakterie 
v trávicím ústrojí růst a množit se . Naopak omezují růst bakterií, které produkují toxické 
sloučeniny amon iaku , dusíku a síry. Prebiot ika mají také schopnos t vázat některé vitamíny, 
stopové prvky a toxiny, takže nejenže pomáhají vstřebat důležité a zdraví prospěšné látky, ale 
také chrání střevní sl iznici a v konečném důsledku chrání i celý l idský organ ismus. Dále 
se podílí na zpomalení vstřebávání jednoduchých sachar idů, podporují imunitní systém, 
působí prot i rakovinně a brání růstu choroboplodných bakterií (Salmonela, Clostridium, 
Escherichia co I i...) [15]. 

A b y se potraviny mohly označovat jako prebiotika, musí splňovat tři požadavky: nesmí být 
hydrolyzovány ani absorbovány v horní části gastrointest inálního traktu, musí být selekt ivním 
substrátem pro jeden nebo více druhů příznivé mikroflóry v našich střevech (st imulace růstu 
probiot ických bakterií) a musí mít schopnos t měnit složení střevní mikroflóry ve prospěch 
žádoucích kultur [16]. 

2.2.1 Probiotické oligosacharidy 

Nejčastěji se mezi prebiot ika řadí nestravitelné nebo těžko stravitelné ol igosachar idy, 
mezi něž se řadí fruktool igosacharidy, xy loo l igosachar idy či mannanool igosachar idy . Většina 
z nich se získává extrakcí z rostlin hydrolýzou po lysachar idu nebo transgalaktosylačními 
reakcemi , mannanoo l igosachar idy se získávají z buněčných stěn kvas inek [14]. 
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2.2.1.1 Inulin 

Inulin se řadí mezi přírodní rozpustnou vlákninu. J e to j emný bílý prášek, který je neutrální 
chuti a bez zápachu. P o chemické stránce se jedná o polymer složený z molekul fruktózy 
spojených navzájem B (1,2) g lykosid ickou vazbou . Množství jednotek se pohybuje od 2 do 140, 
nejčastěji j ich je 20-30. U většiny rostlin je zásobní po lysachar id škrob, ale přibližně 
u 30 000 druhů rostlin přebírá tuto funkci místo škrobu inulin. Poprvé byl izolován v roce 1804 
z omanu pravého. Největší množství inulinu se nachází v cibulovinách, luštěninách, kořenech 
čekanky a v artyčoku, v menším či s topovém množství se pak nachází téměř v každé 
konzumované rostl ině [17]. 

Inulin prochází trávicím ústrojím beze změny, odolává žaludečním kysel inám i trávicím 
enzymům a prakticky se dostává bez povšimnutí až do t lustého střeva. V t lustém střevě 
se začíná inulin štěpit a zastává funkci zdroje živin pro některé mikroorganismy. Vytváří ideální 
životní podmínky pro probiot ické bakterie, podporuje jejich růst a dělení a nepřímo tak brání 
nežádoucímu množení ostatních nebezpečných infekčních bakterií. Účinek, který způsobuje 
růst přátelských střevních bakterií, se nazývá probiot ické působení. Díky němu se následně 
zlepšuje činnost střeva, posiluje se imunitní systém a chrání se naše střevo před zánětl ivým 
či nádorovým onemocněním. Zvýšený příjem inulinu upravuje hladinu cukru a snižuje vysoký 
krevní tlak, proto je vhodný pro diabetiky jako náhražka z a glukózu. Mikrof lóra trávicího traktu 
se také podílí na tvorbě vi tamínu B12 , K1 a K2 a protože inulin stimuluje růst žádoucí 
mikroflóry, má také vliv na množství těchto v i tamínů [18]. 

V potravinářství je inulin využíván, protože snižuje ce lkovou energet ickou hodnotu výrobku, 
navyšuje rozpustnou vlákninu a z lepšuje texturu výrobku. Přidává se například do masných 
a mléčných výrobků, cukrovinek, ovocných šťáv, nealkohol ických nápojů nebo se uplatňuje 
při výrobě pečiva a ch leba. V mléčných výrobcích se inulin využívá jako náhrada cukru nebo 
tuku a dochází tak ke snížení energet ické hodnoty potravin. Pod le vědeckých pokusů bylo 
dokázáno, že přídavek inulinu do fermentovaných mléčných výrobků zlepšuje využitelnost 
vápníku v těle. Dokazu je to koncentrace krátkých řetězců karboxylových kysel in, které vznikají 
v důs ledku štěpení inulinu bakteriemi a které usnadňují vstřebávání minerálních látek v t lustém 
střevě [17]. 

2.2.2 Nerozpustná vláknina 

Nerozpustná vláknina je hmota, která je nerozpustná ve vodě, není fermentovaná v trávicím 
ústrojí č lověka, v ža ludku navozuje pocit sytosti a ve střevech zvyšuje objem hmoty. 
Nerozpustná vláknina tvoří 75 % vlákniny v potravinách [19]. 

2.2.2.1 Konopná vláknina 

Konopná vláknina je z ískávána l isováním konopných semínek, kdy vzniknout tzv. konopné 
koláče (výlisky). Při přípravě se s ice většina konopného oleje vyl isuje, ale konopná vláknina je 
i přesto bohatá na nasycené mastné kysel iny. Tato v láknina působí až ve střevech, 
kde podporuje střeva k pravidelnému vyprazdňování , podporuje vylučování toxinů z těla, 
protože na s e b e váže všechny nežádoucí látky, které jsou zachyceny na střevních sl iznicích. 
Účinně také likviduje škodl ivé metabolity, které vznikají při trávení a zabraňuje množení 
patogenních mikroorganismů [20]. 
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2.2.3 Rozpustná vláknina 

Rozpustná vláknina má schopnos t vstřebávat vodu, velmi snadno bobtná a po podání 
mnohonásobně zvětšuje svůj objem. V t lustém střevě je střevními bakteriemi fermentována 
[19]. 

2.2.3.1 Jablečná vláknina 

Jablečná vláknina je měkká (rozpustná) vláknina, často se označuje jako pektin. Jablečná 
vláknina má výrazně nasládlou chuť i vůni , je ideální do jogur tů, „smoothie" nebo músl i . Vyrábí 
se ze s lupky jablek, která se nejdříve usuší a pak námele na j emný prášek. Celkově přispívá 
k čištění střev, k obnovení a posílení zdravé střevní mikroflóry, čímž zlepšuje a zpomalu je 
trávení, stabil izuje hladinu krevní glukózy, snižuje hladinu cholesterolu a zvětšuje objem stravy 
v ža ludku, díky čemuž je navozen pocit sytosti. Její pravidelné užívání podporuje snižování 
hmotnosti při redukčních dietách, je l ikož pomáhá štěpit tuky a podporuje látkovou výměnu [21]. 

2.2.3.2 Psyllium 

Psyl l ium je vláknina, což je část rostl inné potravy, kterou organ ismus nedokáže vstřebat 
nebo strávit. Vláknina je nestravitelná na rozdíl od tuků, bílkovin čí sachar idů, proto může 
ve více či méně neporušeném stavu přecházet celým trávicím traktem, přes žaludek, tenké 
střevo a t lusté střevo, až se nakonec vyloučí z těla ven. Psyl l ium tak pomáhá průchodu 
zkonzumované stravy přes trávicí trakt [22]. 

Psyl l ium obsahuje vlákninu, která je rozpustná ve vodě. Při kontaktu s vodou získá vláknina 
ge lovou konzis tenci , což může být účinným prostředkem ke snížení obsahu cholesterolu v krvi 
a snižování hladiny cukru v krvi [22]. 

Tato vláknina se získává z obalů s e m e n jitrocele indického, která obsahují velmi mnoho 
vlákniny. T a se ve střevech po zkonzumování dokáže zvětšit až na někol ikanásobek svého 
ob jemu jako zátka z psyl l iového gelu, prochází t lustým střevem a vyčistí jej. Během trávení 
do s e b e psyl l ium vstřebá část toxických látek a odstraňuje usazeniny, může také napomáhat 
při snižování hmotnost i , detoxikuje organ ismus a z lepšuje celkový zdravotní stav. 
Při pravidelné konzumac i získá organ ismus více energie, zlepší se vstřebávání různých živin, 
zbaví se nepří jemných plynů a toxických látek. Pod le nejnovějších lékařských výzkumů 
by měla vláknina při zvýšeném pří jmu snižovat riziko vzniku rakoviny t lustého střeva [23]. 

2.3 E n k a p s u l a c e a je j í techniky 

P r o c e s enkapsu lace začal být využíván od roku 1960 v biotechnologiích. Jedná 
se o metodu, při kterém dochází ke vzniku částic o průměru někol ika nanometrů až mil imetrů. 
V e většině technologií je využíván podobný princip a to vytvoření kapiček aktivní látky, které 
jsou následně obk lopeny nosičem, dojde tak k zachycení jedné látky uvnitř druhé látky. Vzniklá 
část ice se skládá z e dvou částí - z vnější a z vnitřní fáze. Vnější fáze je vytvořená z materiálu, 
který umožní zapouzdření , označuje se jako nosič, kaps le , povlak, matrice či membrána. 
Materiály, které se využívají pro vznik tohoto ochranného pláště, musí být schopné vytvořit 
bariéru mezi vnitřní fázi a okol ím, měly by být potravinářské kvality a biologicky odbouratelné. 
Nejčastěji se používají nejrůznější polysachar idy, lipidy a proteiny. Látka, která je 
enkapsulovaná uvnitř je nazývána jako vnitřní fáze, aktivní látka, jádro nebo výplň. Tuto fázi 
může tvořit kapal ina, plyn i pevná látka, nejčastěji to j sou lipidy a peptidy [24]. 
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Vnější fáze (obal) Vnitřní fáze (jádro) Enkapsulovaná 
částice 

Obrázek 2: Možnosti enkapsulace [25] 

E n k a p s u l a c e se v potravinářství začala využívat především k přenosu bioaktivních molekul 
(minerály, antioxidanty, mastné kysel iny nebo vi tamíny) a má mnoho výhod. Poskytu je bariéru 
mez i cit l ivými bioaktivními látkami a okolním prostředím, může zamaskova t nepří jemné pocity 
při j ídle u potravin, které mají hořkou chuť či nepří jemnou vůni, stabil izuje složky potravin, 
z lepšuje stabilitu f inálních výrobků, zabraňuje možným reakcím s j inými komponenty 
v potravinářských produktech jako je voda a kyslík a může být využita po imobil izaci buněk 
nebo enzymů například při fermentaci . P r o c e s enkapsu lace může probíhat někol ika různými 
způsoby. Mez i nejčastěji využívané techniky patří sprejové chlazení a sušení, emu lgace , 
lyof i l izace, koacervace , kokrysta l izace, extruze a inkluze [24, 26]. 

Enkapsulačni 
technika Schéma částic 

Sprejové sušení 

Lyof i l izace 

Eniulzif ikace 

aktivní látka x<r^Sív^ aktivní látka 
nerozpustná /-> "* ^ " • • v — rozpustná 
ve vodě /JT-T-T-V-l vévodě 

matrix V * 1, " i * ^ * — matrix 

aktivní látka | C ~ ^ j - Q aktivní látka 
nerozpustná [~ * rozpustná 
ve vodě / = í < \ •» -C-T- jV ve vodě 

matrix V C r ^ S £ f^— matrix 

Jejová raze 

aktivní látka 
rozpustná ve vodé 
- ve vodní fázi 

odni táze 

or 
aktivní látka 
rozpustná v oleji 
- v olejové fázi 

L ipozomy 

Inkluze 

fosfobpído\á dvojvrstva 

aktivní látka nerozpustná ve vodé 

aktivní látka rozpustná ve vodé 

hvdr onTni oblast 

hvdrofóbni oblast 

aktivní látka 

hvdrofóbni dutina 

P-cykk>dextrin 

Obrázek 3: Přehled nejčastěji používaných enkapsulačních technik [27] 
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2.3.1 Sprejové sušení 

Sprejové sušení je nejstarší enkapsulační metoda, v potravinářském průmyslu se využívá 
už od padesátých let minulého století. Zároveň se jedná i o metodu nejrozšířenější, je jí 
př ipravováno 80-90 % částic v potravinářství. Vznik lé částice jsou v dobré kvalitě, jejich vel ikost 
je menší než 40 um. Vel ikost částic závisí na povrchovém napětí a v iskozi te kapal iny, 
na rychlosti sprejování a na teplotě. Tato technika je vhodná pro kontinuální výrobu suchých 
pevných látek, ať už prášků, granulátu nebo aglomerátu, vytvořených z kapalných surovin, 
jako jsou například roztoky a emulze . Nejdříve se tato metoda využívala pro výrobu 
aromat ických olejů, které měly určitou ochranu proti degradac i , nyní se běžně využívá 
v potravinářském průmyslu pro přípravu stabi lních přídatných látek a příchutí [26, 28]. 

Akt ivní látky jsou rozpuštěny nebo dispergovány do roztoku s obalovým mater iá lem. 
Obalový materiál musí být rozpustný ve vodě, může to být arabská guma, maltodextriny, 
modi f ikovaný škrob a jejich směsi . J a k o obalový materiál mohou být použity i po lysachar idy 
či proteiny, ale jejich použití je dražší z důvodu jejich nízké rozpustnost i ve vodě. K samotné 
enkapsu lac i dochází homogenizací aktivní látky s obalovým mater iá lem. Pomocí 
vysokot lakých trysek je následně směs pomocí rotačního rozprašovače sprejována 
do prostoru sušárny. V e sprejové sušárně může probíhat buď rotační rozprašování, nebo 
rozprašování vysokot lakými t ryskami. Během sušení dochází k tvorbě filmu na povrchu kapky, 
voda se vypařuje, koncent race látky v kapce stoupá, až nakonec dojde ke vzniku suché 
částice. Dochází ke shromažďování částic na dně sušárny, kdy mohou být mikrokapsle 
posbírány [26]. 

Sprejové sušení se využívá v průmyslovém měří tku i pro enkapsu lac i probiot ických kultur. 
Buňky jsou smíchány s polymerním roztokem, jsou unášeny do horkého vzduchu v horké 
komoře, kde jsou prudce vysušeny. Mikrokaps le jsou ve formě suchého prášku [26, 28]. 

Přívod Přívod 

Sušící vzduch ' Sušící vzduch 
C 

Odpadní vzduch Odpadní vzduch 

Prášek Prášek 

Obrázek 4: Schéma sprejové sušárny - rotační rozprašování a rozprašování vysokotlakými tryskami 
[29] 
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2.3.2 Sprejové chlazení 

Tato metoda se využívá pro enkapsu lac i aromát, enzymů, přípravků do sušených polévek 
a do pekařských produktů. J e vel ice podobná spre jovému sušení, a le při nižších teplotách 
a použití s tudeného vzduchu nedochází k odpařování vody ze vzorku. Směs aktivní látky 
a obalového materiálu je vstř ikována do chlazeného prostoru v chladící komoře, což způsobí 
ztuhnutí stěny ko lem jádra. Aktivní látka může být rozpuštěna v l ipidech, může být pří tomná 
jako suchá částice nebo ve vodné emulz i . J a k o obalový materiál se obvykle využívá nějaká 
forma rostl inného oleje nebo jeho derivátů, tuky nebo glyceroly. Takto vzniklé mikrokapsle mají 
l ipidový povlak a jsou nerozpustné ve vodě, tudíž j sou vhodné pro enkapsu lac i látek, které jsou 
ve vodě rozpustné (minerály, enzymy, příchutě, vi tamíny rozpustné ve vodě) [26]. 

Tato technika je vhodná i pro tvorbu částic s řízeným uvolňováním, protože při sprejovém 
chlazení je možné si zvolit bod tání částic [30]. 

2.3.3 Fluidní vrstva 

Mez i výhody kapslí, které jsou vytvořeny touto technikou, patří zvyšování životnosti aktivní 
látky, maskování chuti, řízené uvolňování, stabil ita, z lepšení chuti a barvy a snadná 
manipu lace. Aktivní látka je suspendována v komoře s řízenou teplotou a vlhkostí a z a vysoké 
teploty dochází k atomizaci vnější fáze. T ím dochází k obklopení aktivní látky vnější fázi 
a k vytvoření částic. J a k o obalový materiál se využívají všechny materiály, které není nutné 
rozpouštět pro atomizac i , nejčastěji se používají deriváty celulózy, dextriny, lipidy, proteinové 
deriváty nebo deriváty škrobu. Fluidní vrstva je použitelná také pro tavné povlaky, jako je 
hydrogenovaný rostl inný olej, mastné kysel iny, emulgátory nebo vosky. Tato metoda je vhodné 
pro částice, které mají průměr 100 um a více [26]. 

Původně byla tato metoda vyvinuta pro farmaceut ický průmysl , v dnešní době je čím dál 
tím více využívaná v potravinářském průmyslu k doladění účinku funkčních složek a přísad. 
Fluidní vrstva se používá například k enkapsu lac i kysel iny mléčné, kysel iny octové, kysel iny 
sorbové, v i tamínů, k ochraně železa a k enkapsu lac i hydrogenuhl ič i tanu sodného a dalších 
solí, což se uplatňuje v pekárenském a masném průmyslu [31]. 

studený 
vzduch 

Obrázek 5: Schéma fluidního lože [32] 
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2.3.4 Extruze 

Taven ina , která je s ložená ze sacharózy, maltodextr inu, g lukózového sirupu nebo polyolů 
je prot lačována přes jeden nebo přes více otvorů a poté dochází ke zchlazení ch ladným 
prostředím, případně dehydratací rozpouštědlem. J a k o rozpouštědlo se používá isopropanol 
a tekutý dusík. Obalový materiál ztvrdne při kontaktu s rozpouštědlem a tím dochází 
k enkapsu lac i aktivní látky. Vytvořené částice jsou ve vodě rozpustné a jejich vel ikost je od 200 
do 2000 um. Výhodou této metody je, že enkapsulovaný materiál je z c e l a obk lopen mater iálem 
tvořícím stěny kaps le . Část ice jsou tak velmi odolné a stabilní a často se využívají 
k enkapsu lac i látek, které podléhají oxidaci nebo látek s pozvolným uvolňováním [24]. 

Ext ruze se využívá i pro enkapsu lac i mikrobiálních buněk, kdy se polymerní roztok smíchá 
s mikrobiální kulturou a následně se vyt lačuje t ryskou ve formě kapky do roztoku zesíťovacího 
činidla [24]. 

Obrázek 6: Extrudér [31 ] 

2.3.5 Lyofilizace 

Lyof i l izace, j inými názvy taky vakuové sušení nebo mrazová sub l imace, je proces, který 
se používá z a účelem dehydratace aromat ických látek, esencí a téměř všech tepelně 
sensit ivních materiálů. Nosič a aktivní látka se nejprve rozpouští ve vodě a následně zmrazují . 
Z a sníženého tlaku (vakua) je odstraněna voda pomocí sub l imace. Subl imační sušení může 
trvat až 20 hodin. Někdy jsou využívány kryoprotektanty, které mají z a úkol chránit 
a stabi l izovat citlivé složky při mražení, kterými jsou například probiotika či l ipozomy. [26, 32] 

Lyof i l izace se využívá také pro enkapsu lac i buněk. Ž ivotaschopnost buněk v případě použití 
této techniky je vyšší než při použití sprejového sušení, i když potřebné zmražení 
před samotnou lyofil izací také způsobuje částečnou ztrátu viability buněk [33]. 

2.3.6 Koacervace 

Při koacervac i dochází k rozdělení polymerního roztoku na dvě nemísitelné kapalné fáze. 
J e d n a z nich je bohatá na makromoleku lami materiál a označuje se jako koacervační fáze, 
druhá je zředěná a nazývá se koacervační médium neboli supernatant. Koace rvace může být 
buď jednoduchá, kdy sepa race nastává v pří tomnosti jednoho polymeru nebo komplexní, která 
probíhá v pří tomnosti dvou nebo více opačně nabitých polymerů. Nejdříve se přidávají 
do kapal iny nerozpustné vosky nebo nerozpustné kapalné polymery, monomer je rozpuštěn 
a následně polymeruje na rozhraní. Během procesu se vytvářejí drobné kapičky, které se buď 
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usazují, nebo se spojují a vytvářejí oddělenou koacervovanou fázi. A b y se předešlo shlukování 
a sed imentac i kapek koacervátu, tak je roztok míchán nebo se přidává stabilizátor. Vzniklé 
mikrokapsle jsou odděleny filtrací nebo odstředěním, promyty vhodným rozpouštědlem 
a vysušeny pomocí sprejového sušení [34]. 

J a k o obalové materiály se používají arabská guma, karboxymethylcelulóza, pektin, 
polyvinylalkohol, karagen či sójový protein. Koace rvace se používá pro enkapsu lac i vonných 
olejů, v i taminů, konzervantů a enzymů. J e to také účinná metoda pro imobi l izaci buněk, 
ale tento proces je vel ice nákladný [35]. 

2.3.7 Kokrystalizace 

Tato enkapsulační technika využívá jako obal aktivní látky sacharózu. Cukrový sirup 
se udržuje při dostatečně vysoké teplotě, aby se zabráni lo krystal izaci, ale zároveň aby byl 
roztok v přesyceném stavu. Poté se z a intenzivního míchání přidá aktivní látka 
do sacharózového sirupu, roztok začne krystal izovat a dochází k enkapsu lac i aktivní látky. 
Míchání trvá tak dlouho, dokud nezačnou vypadávat z nádoby aglomeráty. Část ice 
se následně suší na požadovanou vlhkost [26]. 

Výhodou je možnost převedení aktivní látky v kapalné formě na prášek bez nutnosti sušení 
a následně je díky struktuře aglomerátů usnadněn proces převedení prášku na tablety, což je 
výhodné ve farmaceut ickém průmyslu. Další výhodou je vysoká dostupnost základního 
materiálu a mnoho možností využití v potravinářském průmyslu [26]. 

2.3.8 Uzavření do l ipozomů 

L ipozomy byly popsány v roce 1965 na univerzitě v Cambr idge . J s o u to útvary, které jsou 
tvořené dvojvrstvou l ipidové membrány obsahující dutinu. Membrána je s ložená z fosfol ipidů, 
mez i nejčastěji využívané patří lecitin a cholesterol . L ipozomy vznikají na základě hydrof i lně-
hydrofobních interakcí mezi vodou a fosfolipidy. Díky amfifi l i tě molekul mohou být 
v l ipozomech zachyceny hydrofi lní látky i hydrofobní látky. Hydrofi lní látky se umisťují ve formě 
roztoku dovnitř l ipozomu, hydrofobní látky se zakomponuj í do membrány. Vel ikost částic je 
v rozmezí 25 až 1000 nm [26, 36]. 

L ipozomy můžeme používat ve farmaceut ickém a kosmet ickém průmyslu jako nosiče léků 
nebo jako model biologické membrány. J s o u vhodné pro enkapsu lac i peptidů 
a nízkomolekulárních látek, kterými j sou vi tamíny a antioxidanty. Pro svou netoxicitu mohou 
být používány i v potravinářském průmyslu, a le jejich využití je zde omezené, protože jsou 
fyzikálně i chemicky nestabilní. Je j ich pozitivní efekt je zkoumán například při zrání tvrdých 
sýrů [37]. 

hydrofilní kapsa 

lipidová dvojvrstva 

Obrázek 7: Schéma struktury liposomu [38] 
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2.3.9 Inkluze 

Při molekulární inkluzi dochází k zachytávání akt ivních látek do dutin, které jsou vytvořeny 
pomocí cyklodextr inů jako enkapsulačního materiálu. Cyklodextr iny jsou cykl ické 
o l igosachar idy, které vznikly spojením šesti až osmi jednotkami D-glukosy a jsou spojeny 
vazbami a-(1,4) do cyl indrické struktury. Vnitřní část molekuly cyklodextr inů je hydrofobní 
a vnější část je hydrofilní. Cyklodextr iny se získávají ze škrobu pomocí enzymu cyklodextr in 
glykosyltransferázy. Enkapsulovány mohou být molekuly pouze do určité vel ikost i , je l ikož 
vnitřní lipofilní k a p s a má průměr 0,5-0,8 nm. Nejčastěji j sou enkapsulovány aromat ické látky 
a lipofilní v i tamíny [39]. 

2.3.10 Emulzifikace 

Emu lze se skládá z e dvou nemísi telných fází, kdy jedna látka je d ispergovaná ve druhé 
ve formě malých kapiček. Dva nejčastější typy emulzí j sou voda v oleji a olej ve vodě. Existují 
i tzv. dvojité emulze olej/voda/olej nebo voda/ole j /voda, v nichž například kapky emu lze olej 
ve vodě obsahují drobné kapičky vody. Tyto dvojité emu lze se uplatňují při zpracování 
odpadních vod, při různých separačních p rocesech , ve farmaci i či v kosmet ickém průmyslu. 
Me toda emulz i f ikace se také často využívá k enkapsu lac i buněk. Rozptýlené vodné kapky 
monomeru a buněk, pokud jsou míchané v organické směsi , vytvoří emulz i a po přidání 
polymerizačního činidla dojde ke vzniku kapslí [39]. 

Emu l ze vznikají nejčastěji mechanickým způsobem, kdy se využívá mixérů, míchadel nebo 
homogenizérů. A b y byla zvýšena stabilita emulze , je možné přidat do směsi emulgátory 
a stabil izátory. Vel ikost kapslí můžeme ovl ivňovat rychlostí míchání či změnou koncentrace 
použité povrchově aktivní látky. Emu l ze mohou využívány v potravinářském průmyslu 
pro dopravení hydrofi lních akt ivních látek do potravin. Emu l ze by měly být po ce lou dobu 
ap l ikace stabilní, proto v případě enkapsu lace emulzí, ve kterých se aktivní látky nacházejí 
ve vodném prostředí je nutné částice nejprve dehydratovat a převést na prášek [24, 27]. 

2.3.11 Tvorba polymerních kapslí 

Pr inc ipem metody je př ikapávání roztoku nebo taveniny do vytvrzující lázně. Využívá 
se k enkapsu lac i řady akt ivních složek včetně mikrobiálních buněk, které si udrží svou 
ž ivotaschopnost i při kult ivacích. Pos tup této techniky je znázorněný na Obrázku 8 [24]. 

• membrána 
Ca-alginát 

Obrázek 8: Enkapsulace buněk do alginátových kapslí [40] 
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Nejčastěji je pro tvorbu částic s enkapsulovanými mikroorganismy používán alginát. Tento 
po lysachar id se získává z přírodních zdrojů (vyskytuje se ve ve lkém množství řas) a mohou 
se v něm vyskytovat zbytkové nečistoty, jako jsou proteiny, polyfenoly nebo l ipopolysachar idy. 
Tyto látky mohou následně zajistit dostatečnou výživu pro enkapsulované látky, na druhou 
stranu však mohou omezovat jeho biokompabil i tu a tím i jeho použití ve farmaci i [41]. 

Alg inátové kaps le se připravují nejčastěji kapáním pomocí pipety nebo stříkačky buněčné 
s u s p e n z e v roztoku alginátu do síťujícího roztoku dvo jmocného iotu. Větš inou se používá 
chlorid vápenatý, který obsahu je kationty C a 2 + . V menší míře se využívají i katioty B a 2 + , které 
měly větší pevnost, a le bár ium nevyniká stejnou biokompabi l i tou jako vápník. Vel ikost částic 
lze měnit použitím různé teploty, t laku, koncentrací nosiče nebo také změnou tvaru a velikostí 
trysky [41]. 

Mez i nejčastěji používané nosiče se řadí j iž zmíněný alginát, a le místo něj se může využít 
například i modif ikovaný škrob, ce lu losa, agar, aga rosa , karagenan, ko lagen, ch i tosan, 
ce lu losa další přírodní polymery [41]. 

Tabulka 3: Shrnutí jednotlivých technik enkapsulace [26] 

Enkapsulační technika Hlavní kroky při enkapsulaci 

1. Sprejové sušení 

a. Příprava d isperze 

1. Sprejové sušení 
b. Homogen i zace d isperze 

1. Sprejové sušení 
c. A tom izace d isperze 

1. Sprejové sušení 

d. Dehydra tace částic 

2. Sprejové chlazení 
a. Příprava d isperze 

2. Sprejové chlazení b. Homogen i zace d isperze 2. Sprejové chlazení 

c. A tom izace d isperze 

3. Fluidní vrstva 
a. Příprava roztoku na obal 

3. Fluidní vrstva b. Příprava částic na jádro 3. Fluidní vrstva 

c. Zabalení částic 

4. Ext ruze 

a. Příprava taveniny 

4. Ext ruze 
b. D isperze jádra do roztaveného polymeru 

4. Ext ruze 
c. Chlazení chladným prostředím nebo 

dehydratací rozpouštědlem 

5. Lyof i l izace 
a. Míchání částic účinné látky v roztoku na obal 

5. Lyof i l izace 
b. Subl imační sušení směsi 

6. K o a c e r v a c e 

a. Vytvoření tří nemísi telných fází 

6. K o a c e r v a c e b. Depoz ice obalu 6. K o a c e r v a c e 

c. Tuhnutí obalu 

7. Odstředivé oddělení 

a. Smíchání částic účinné látky 

7. Odstředivé oddělení 
b. Nalití směsi na rotační disk 

7. Odstředivé oddělení 
c. Zapouzdření malých částic 

7. Odstředivé oddělení 

d. Sušení 

8. Kokrys ta l izace 

a. Příprava přesyceného roztoku sacharózy 

8. Kokrys ta l izace 
b. Přidání aktivní látky do roztoku 

8. Kokrys ta l izace 
c. Dodání tepla jakmi le roztok sacharózy 

dosáhne teploty krystal izace 

9. Uzavření do l ipozomů 
a. Mikrof lu id izace 

9. Uzavření do l ipozomů b. Ultrazvuk 9. Uzavření do l ipozomů 

c. Odpaření reverzní fáze 
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2.4 V n ě j š í f á z e v y u ž í v a n é pro tvorbu č á s t i c 

Pro vytvoření vnějších fází může být využito velké množství látek, ovšem pro vytvoření 
vnějších fází, které by následně mohly být používány v potravinářství j ich je mnohem méně. 
Látky, které mohou být využity k enkapsulacím v potravinářském průmyslu musí být zařazeny 
mez i adit iva, které se řadí do skupiny „všeobecně považované z a bezpečné" (General ly 
Recogn i sed A s S a f e - G R A S ) [24]. 

J a k o nejčastější materiály pro vytvoření obalu částic j sou používány po lysachar idy (škrob, 
celulóza), extrakty z mořských řas (alginát) a živočišné polysachar idy (chitosan). Všechny tyto 
látky musí být biologicky odbouratelné, poživatelné, nesmí reagovat s aktivní látkou a zároveň 
ji musí být schopné v kapsl i udržet během zpracování a skladování a musí vytvořit bariéru 
mez i vnitřním a vnějším prostředím. Pro enkapsu lac i probiotik se nejčastěji využívá alginát a 
chi tosan [42]. 

2.4.1 Alginát 

Alginát je sůl alginové kysel iny, kterou můžeme označovat jako algin. Tento přírodní 
po lysachar id se získává jako sodná sůl extrakcí hnědých mořských řas alkál iemi (NaOH) . 
Z extraktů se sráží jako vápenatá sůl př ídavkem CaCh nebo se okyselí HCI jako alginová 
kysel ina. Vápenatá sůl se následně převádí na a lg inovou kysel inu a z té se získává 
neutral izací f inální komerční produkt - sodná sůl. Alginát může být produkován i bakteriemi 
rodu Azobacterä Pseudomonas. V potravinářském průmyslu nachází uplatnění ze jména jako 
stabil izátory, zahušťovadla nebo emulgátory pro zlepšení konz is tence [43]. 

Struktura alginátu je tvořena nevětveným l ineárním kopo lymerem B-D-mannuronové 
kysel iny a a-L-guluronové kysel iny, které jsou spojeny gylosidovými vazbami . Řetězce jsou 
spirálovité až prakticky l ineární a j sou tvořeny 180 - 930 jednotkami cukrů. První informace 
o struktuře byly zveřejněny v práci Hauegeta , kdy po částečné hydrolýze a f rakcionaci bylo 
možno rozdělit a lginátovou molekulu do tří základních odl išných sekvencí, které můžeme vidět 
na Obrázku 9. V alginátovém řetězci střídají různě dlouhé úseky obsahující pouze molekuly 
M, nebo výhradně molekuly G nebo smíšené úseky M G [44]. 

G - b l o c k 

M - b l o c k 

G M - b l o c k 

Obrázek 9: Základní sekvence alginátu [44] 
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2.4.2 Chitosan 

Chi tosan je přírodní l ineární po lysachar id složený z 2-amino-2-deoxy-D-g lukopyranosy 
a z 2-acetamido-2-deoxy-D-g lukopyranosy. Nejčastěji se vyrábí N-acetylací chit inu, na který 
se působí koncentrovanou zásadou při teplotách 100°C a vyšších. Mez i jeho vlastnosti patří 
biokompatibi l i ta, snadná biodegradabi l i ta a nízká toxicita, proto může být zák ladem mnoha 
komerčních produktů, které se využívají v potravinářství, medicíně, farmaci i nebo při výrobě 
detergentů. Ch i tosan má vyšší chemickou a b iochemickou reaktivitu než chitin, je nerozpustný 
ve vodě a v organických rozpouštědlech, naopak se dobře rozpouští v kysel ině dusičné, 
octové, chlorovodíkové a dalších [45]. 

Molekuly ch i tosanu obsahují k ladné náboje a v přítomnosti záporných nábojů dochází 
ke koagulac i . Tohoto jevu se využívá i při enkapsu lac i , kdy se chi tosan sráží roztokem 
tr ipolyfosfátu sodného. V přítomnosti kovů dochází k tvorbě komplexů. Pro č lověka je 
jak ch i tosan, tak kov nestravitelný, a le chi tosan výrazným způsobem snižuje hladinu 
cholesterolu a tuků v ját rech a v krevním séru [43]. 

chitosan 

Obrázek 10: Struktura chitinu a chitosanu [46] 

2.4.3 Škrob 

Škrob je vysokomolekulárn i polymer D-glukózy, v němž jsou monomerní jednotky spojeny 
a-1,4 glykozidovými vazbami a větvení je zaj ištěno a-1,6 glykozidovými vazbami . Dvěma 
hlavními s ložkami škrobu je l ineární amylóza (20 - 40 %) a větvený amylopekt in (70 - 80 %). 
Průmyslově se škrob získává především z obilovin a brambor. Takto získaný škrob 
se v př irozené formě, ale hlavně ve formě nejrůznějších derivátů a modi f ikovaných škrobů 
používá v potravinářském, texti lním, lékařském a chemickém průmyslu. Přírodní pšeničný 
škrob je vel ice jemný, sypký prášek, bez mechanických nečistot, neutrální vůně a chuti. 
V dnešní době se nativní škroby různě modifikují, aby se pot lačovaly negativní vlastnosti 
nebo aby se vytvoři ly škroby s vhodnými fyzikálními a chemickými v lastnostmi [43, 47]. 

V přírodě se škrob vyskytuje uložený v micelách, které se nazývají škrobová z rna 
nebo škrobové granule. Tyto škrobové z rna jsou uloženy v plet ivech rostlin, ch loroplastech, 
amylop las tech nebo v buňkách kořenů, hlíz a s e m e n . Je j ich struktura je semikrystal ická, je 
složena z krystal ické a amorfní oblast i . Krystal ická oblast je spojená s amylopekt inem, amorfní 
oblast představuje především amylóza [43]. 
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2.5 E n k a p s u l á t o r 

Enkapsulátor je laboratorní přístroj, který se využívá pro tvorbu částic. P roces enkapsu lace 
je real izován pomocí polymerního zapouzdření různých typů aktivních látek, kterými mohou 
být různé extrakty, buňky, biologické molekuly, vůně, pigmenty, barv iva nebo drogy. 
Konečným produktem tohoto přístroje j sou malé kapičky, které mají ident ickou velikost. 
Enkapsulátor začne vytvářet kapičky poté, co se nastaví opt imální f rekvence v ibrace, která je 
apl ikovaná na laminární kapalný proud a dojde k jeho roztříštění. F rekvence nám určuje, kolik 
kapek se vytvoří z a jednu sekundu . Vel ikost vzniklých částic záleží na velikosti zvolené trysky, 
ta se pohybuje od 0,15 do 2 mm [48]. 

Obrázek 11: Enkapsulátor B-375 Pro Obrázek 12: Proces enkapsulace 

Jednot l ivé části enkapsulátoru jsou znázorněny na Obrázku 13. Látka, která je určena 
k enkapsu lac i se smíchá s obalovým (zapouzdřovacím) po lymerem. Vzniklá směs se umístí 
do t lakové lahve (1) a do pulzační komory (2) se směs tlačí st lačeným vzduchem. Následně 
pak prochází kapal ina sys témem trysek (4) o přesné velikosti otvorů, které z proudu kapal iny 
v ibracemi vytváří stejně velké kapičky. Mez i t ryskou a elektrodou se nachází elektr ické pole 
(6) a průchodem přes něj získají kapičky stejný povrchový náboj. Působením elektrostat ické 
odpudivé síly dochází k rozptýlení kapek před t ím, než dopadnou do vytvrzovacího roztoku 
(9), který je nalit na Petr iho misce. Roztok na Petr iho misce musí být kont inuálně 
míchán magnet ickým míchadélkem, aby nedocházelo ke shlukování jednot l ivých částic. 
P o dopadení kapiček do polymerizačního roztoku dochází ke vzniku částic. [48] 

Vel ikost jednot l ivých částic se dá měnit pomocí někol ika parametrů, mezi něž se řadí 
f rekvence vibrací, ampl i tuda, vel ikost trysky, rychlost průtoku a fyzikální vlastnosti směsi 
produktu s po lymerem. Opt imální parametry tvorby částic se indikují vizual izací tvorby částic 
v reálném čase ve světle stroboskopické lampy (8). Při dosažení opt imálních parametrů je 
vidět stálý řetízek kapiček. Chybně vytvořené částice, které vznikají na začátku a na konci 
běhu, j sou zachyceny v krycím sklíčku, které v ložíme pod proud částic. Vzniklé částice 
se zfiltrují a mohou být použity k dalšímu pozorování [48]. 
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Obrázek 13: Schématické znázornění enkapsulátoru [48] 

2.6 Metody v y u ž í v a n é k a n a l ý z e č á s t i c a e n k a p s u l o v a n ý c h s l o ž e k 

2.6.1 Průtoková cytometrie 

Průtoková cytometrie je metoda, která se zabývá měřením a analýzou fyzikálních 
a chemických vlastností buňky nebo j iných biologických částic během jejich průchodu 
laserovým paprskem. Když buňka kříží tento paprsek, tak dochází k lomu a k rozptylu světla, 
který se podle směru a úhlu lomu označuje jako přímý a boční rozptyl. Přímý rozptyl 
je charakter izován lomem světla o malém úhlu a je úměrný velikosti buňky. Úhel bočního 
rozptylu je indikátorem vnitřní buněčné struktury (granularity). Při měření je detekovaná také 
f luorescence procházejících částic nebo buněk [49]. 

Stanovení viability buněk je založeno na apl ikaci látek, které z a běžných podmínek 
neprocházejí neporušenými buněčnými membránami , případně jsou ihned vylučovány zpět 
do extracelulárního prostředí. P o k u d je cytoplazmat ická membrána narušena natolik, že látky 
mohou do buňky projít, tak dojde k vazbě na složky buněčné hmoty a k zesílení nebo k posunu 
spektra f luorescence. Buňky, které mají takto narušené membrány, nejsou považovány 
z a ž ivotaschopné. K určení, jestli j sou buňky živé nebo mrtvé se využívají látky, které se 
v buňce vážou na nukleové kysel iny, protože ty se vyskytují ve všech buňkách mikroorganismů 
v dostatečném množství. Nejrozšířenější barvivo, které se využívá je propidiumjodid. 
Propidiumjodid je činidlo, které se váže na nukleové kysel iny. P o navázání dochází k posunu 
a zesílení intenzity f luorescence emitované v červené oblasti spektra. Toto barvivo se využívá 
v mikrobiologii pro určení viability kvas inek a bakterií [49]. 
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2.6.2 Vitální test 

Pro vitální test se využívá barvivo methy lenová modř. Toto barvivo slouží k rozlišení 
mrtvých a živých buněk, jel ikož má schopnos t procházet membránami buněk. U živých buněk 
je methylenová modř ihned vy lučována z buněk ven do extracelulárního prostředí pomocí 
reduktáz a u mrtvých buněk tato enzymová aktivita chybí, tudíž zůstanou obarveny [50]. 

2.6.3 Vysokoúčinná kapal inová chromatografie 

Vysokoúč inná kapal inová chromatograf ie je separační metoda založena na existenci 
fázového rozhraní dvou fází - stacionární a mobilní. Vzorek , který se nadávkuje do kolony, je 
unášen mobilní fází, která obtéká fázi stacionární. Některé složky vzorku adsorbují snadněj i 
ke stacionární fázi než k mobi lní a tím dojde k zadržení jedné části látky více než druhé látky. 
Dělení vzorku mezi tyto dvě fáze můžeme vyjádřit distr ibuční konstantou, která udává poměr 
mez i množstvím látky ve stacionární fázi k mobilní fázi. Čím větší hodnotu má konstanta, tím 
déle vzorek zůstává ve stacionární fázi. Charakter is t ickou vel ičinou pro každou separovanou 
látku je retenční čas, což je doba , která uplyne od nástř iku vzorku do dosažení max ima eluční 
křivky. Mez i faktory, na nichž je samotná sepa race látek závislá patří složení mobilní a 
stacionární fáze, výběr kolony, průtok, pracovní teplota, vlastnosti analyzovaných látek, 
dávkovací zařízení a detektor [51, 52]. 

Tato metoda by la vyvinuta z klasické kolonové chromatograf ie. Vysoké účinnosti a rychlosti 
se dosahu je použitím kolon s náplněmi o velikosti částic někol ika mikrometrů, poměrně 
velkých průtoků mobilní fáze a vysokého t laku. J a k o stacionární fáze se nejčastěji používá 
si l ikagel s modi f ikovaným povrchem. V současnost i je kapal inová chromatograf ie jednou 
z nejvíce využívaných analyt ických metod a její význam se pořád zvyšuje. Díky chromatografi i 
j sme schopni separovat přibl ižně 80 % sloučenin, které jsou převážně organického původu. 
Tyto látky musí být netěkavé a tepelně stálé. Můžeme ji využít pro analýzu 
vysokomolekulárních a b iochemicky významných látek, především ve farmaceut ickém 
průmyslu, b iochemi i , v potravinářském průmyslu, ale i ke kontrole životního prostředí. [48,50] 

Chromatograf ický systém je s ložen z někol ika částí: zásobník mobilní fáze, vysokot laké 
čerpadlo, dávkovací zařízení, ko lona, detektor a pc. Dnes se mez i nezbytné části řadí 
i ochranné filtry, předkolony k odstranění nečistot mobilní fáze a ventily pro přepojování 
chromatograf ických kolon v průběhu sepa race [51]. 

Zásobník slouží pro dostatek mobilní fáze v průběhu celého měření. Čerpadlo nebo-l i 
pumpa zajišťuje průtok mobilní fáze. Nastavený průtok by měl být konstantní, 
reprodukovatelný a měl by tvořit co nejmenší t lakové pulzy. Čerpadlo musí mít takový výkon, 
aby bylo schopno vyvinout potřebný tlak. Dávkovací zařízení musí odolat vysokému tlaku 
a zůstat těsné. V moderních systémech je dávkování ov ládáno elektronicky a provádí se 
automaticky. Mez i dávkovače se řadí mikrostříkačka, dávkovací smyčka a automatický 
dávkovač [53]. 

Kolony jsou naplněny část icemi o různé velikosti a pórovitosti s pravidelným kulovitým 
tvarem částic. J s o u odolné vůči vysokému tlaku. Délka kolony je obvykle v rozmezí 15-25 cm 
s vnitřním průměrem 3-5 mm. Častěj i se využívají užší kolony, protože mají menší spotřebu 
mobilní fáze, dochází v nich k menší difúzi a j sou výhodnější pro následné spojení 
s hmotnostním spektrometrem. A b y se prodlouži la životnost kolony, tak se před ní vkládá 
předkolona, která má stejný sorbent jako ko lona a slouží k zadržení nečistot a látek s příliš 
vysokou afinitou [54]. 

J a k o poslední části chromatografu je detektor. Detektor je zařízení, které kont inuálně 
sleduje složení eluátu a převádí tuto informaci na měři telnou vel ičinu. Požadavky na detektory 
jsou ze jména vysoká citlivost, univerzal i ta (snaha detekovat různé typy látek), maximální 
rychlost odezvy, stabil i ta, malá citlivost ke změnám průtoku a t laku a dostatečně velký poměr 
mez i šumem a měřenou hodnotou. Detektorů je celá řada, nejčastěji používané jsou 
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spektrofotometr ické detektory, refraktometr ické detektory a f luorimetr ické detektory. 
Výs ledkem vyhodnocení je chromatogram. N a chromatogramu můžeme vidět retenční čas 
max ima píku a podle ploch a výšky píku daných analytů můžeme vypočítat kvantitativní údaj. 
Součástí chromatografu je i počítač s nainstalovaným sof twarem, který slouží ke kontrole, 
nastavení měřících parametrů a k vyhodnocení chromatogramu [55]. 

čerpadlo dávkovací 
zařízení 

řízení složen 
mobilní fáze 

I 
kolona 

smesovac 
zařízení 

zásobníky 
mobilní fáze 

detektor 

vzorek 

vyhodnocovací 
zařízení 

Obrázek 14: Schéma přístroje pro vysokoúčinnou kapalinovou chromatografii [51 ] 

2.6.4 Chromatografie na tenké vrstvě 

Princip tenkovrstvé chromatograf ie spočívá v rozdělování jednot l ivých látek, které mají 
odl išnou rozpustnost a adsorpc i , mez i mobi lní a stacionární fázi. Výběr mobi lní fáze má vliv 
na účinnost kolon, retenční poměr, dobu analýzy a citlivost. Nejčastější používaná 
rozpouštědla pro mobilní fázi jsou organická rozpouštědla, např. toluen, chloroform, aceton 
a ethanol. Stacionární fází je tenká dest ička, která je pokrytá sorbentem, tím může být s i l ikagel, 
oxid hlinitý nebo celulóza [56]. 

Vyhodnocení se provádí pomocí porovnání retenčních faktorů jednot l ivých vzorků 
a použitých standardních látek. Retenční faktor popisuje poměr vzdáleností středu skvrny 
vzorku od startu a vzdálenost i čela od startu [56]. 
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3 CÍLE PRÁCE 
Hlavním cílem předložené práce je studium probiot ických kultur, možnost í jejich 

enkapsu lace a koenkapsu lace s různými druhy prebiotik a sledování ž ivotaschopnost i 
enkapsulovaných bakterií v modelových fyziologických podmínkách. Z a t ímto účelem budou 
provedeny následující dílčí úkoly: 

1. Zpracování literární rešerše vztahující se k dané problemat ice - charakter ist ika 
probiotik a prebiotik, metody enkapsu lace . 

2. Opt ima l izace metod kult ivace mléčných bakterií z a využití prebiotik jako substrátů, 
stanovení viability buněk pomocí průtokové cytometrie a opt ické mikroskopie. 

3. Zavedení metod pro analýzu prebiotik - spektrofotometr ické metody, vysokoúčinná 
kapal inová chromatograf ie. 

4. E n k a p s u l a c e mléčných bakterií rodu Lactobacillus a Bifidobacterium do organických 
částic společně s prebiotiky, charakter izace, d louhodobá stabil ita a ž ivotaschopnost 
enkapsulovaných bakterií ve směsi s prebiotiky. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1 P o u ž i t é c h e m i k á l i e a p ř ís t ro je 

4.1.1 Chemikál ie 

Alginát sodný, S igma-A ldr ich (USA) 
Kyse l ina chlorovodíková 3 5 % , L a c h - N e r (ČR) 
Hydroxid sodný p.a., Lach -Ne r (ČR) 
Chlor id vápenatý p.a., L a c h e m a (ČR) 
D-mal tosa monohydrát čistá, L a c h - N e r (ČR) 
S a c h a r o s a p.a., Lach -Ner (ČR) 
D-fruktosa p.a., L a c h - N e r (ČR) 
D-g lukosa monohydrát p.a., L a c h - N e r (ČR) 
Kyse l ina sírová 96%, Lach -Ne r (ČR) 
Dihydrogenfosforečnan draselný, L a c h - N e r (ČR) 
Hydrogenfosforečnan draselný, L a c h - N e r (ČR) 
Hydrogenuhl ič i tan sodný p.a., Lach -Ne r (ČR) 
Kyse l ina ci t rónová bezvodá p.a., Lach -Ne r (ČR) 
Kyse l ina octová 9 8 % , L a c h - N e r (ČR) 
Methanol - V i t r u m - L a c h - N e r (ČR) 
Ethanol - V i t r um-Lach -Ne r (ČR) 
Acetonitr i l pro H P L C , Gradient G r a d e - S i g m a (Německo) 
Methanol pro H P L C , Gradient G r a d e - S i g m a (Německo) 
M R S médium, H imed ia (Indie) 
Pankreat in (vepřový pankreas) , S igma-A ld r i ch (Německo) 
Peps in -S igma-A ld r ich (Německo) 
Propid iumjodid, eB iosc ience (USA) 
Methylenová modř, E-Merck (Německo) 
Bi le sal ts - směs kysel iny cholové a deoxycholové, S igma-A ldr ich (Německo) 

Ostatní použité chemikál ie byly čistoty p.a. a byly získány od běžných dodavate lů. 

4.1.2 Přístroje 

Analyt ické váhy - B o e c o (SRN) 
Předvážky O h a u s Scou tP ro (USA) 
Předvátky Kern 440-33 (Německo) 
Opt ický mikroskop - Intracomicro LM666PC/°°LED (ČR) 
Fluorescenční mikroskop O lympus 1X71, Microt ime 200 (Německo) 
Búrkerova komůrka Mahenfe ld (Německo) 
Mikrocentr i fuga - M i k r o 200, Hettich Zentr i fugen (UK) 
Spektrofotometr - H e l i o s y, Un icam (UK) 
E n k a p s u l á t o r - Buchi B-395 Pro (CH) 
Hmotnostní spektrometer - L C Q Advan tage M A X , Thermo Finnigan 
Průtokový cytometr - A p o g e e A 5 0 , A p o g e e Flow S y s t e m s (GB) 
S e s t a v a H P L C , Ult imate 3000 (ČR) 

- Termostat - Co lumn oven L C O 101 
- P u m p a - Dionex Ult iMate 3000 P u m p 
- Detektor - Dionex Ult iMate 3000 Diodě Array Detector 
- Ko lona R e z e x R O A - Organ ic Ac id H+ (8%), 7,8 x 300 mm (Phenomenex - U S A ) 
- Ko lona S u p e l c o s i l T M L C - N H 2 , 5um, 4,6 x 250 mm (Phenomenex - U S A ) 

Vor tex Heidolph R e a x top (Německo) 
Magnet ická míchačka Lávat (ČR) 
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4.2 Použité probiotické kultury a prebiotika 

4.2.1 Probiotické kultury 

V experimentální části této práce byly použity bakteriální kultury Lactobacillus acidophilus 
C C M 4833 a Bifidobactereium breve C C M 7 8 2 5 T , které byly získány z České sbírky 
mikroorganismů Masarykovy univerzity v Brně. 

4.2.2 Prebiotika 
V práci byly použity vzorky inulinu, psyl l ia, konopné vlákniny a jab lečné vlákniny. Tyto 

vlákniny jsou běžně dostupné ve special izovaných obchodech se zdravou výživou. 

Inulin: 
-Název: Inulin - rozpustná vláknina 
-Značka: F A N sladidla 
-Složení: 90 % inulin, 9 % ol igosachar idy, 1 % prot ispékavá látka, oxid křemičitý 
-Výrobce: F & N dodavatelé, s.r.o. 
-Zakoupeno: Zdravá výživa N C Královo pole 

Obrázek 15: Vzorek inulinu 

Psyl l ium 
-Název: 100 % originální psyl l ium - indická vláknina 
-Značka: Medico l 
-Složení: Rozemleté osemení j i trocele indického 
-Výrobce: A S P C Z E C H s.r.o. 
-Zakoupeno : Zdravá výživa N C Královo pole 

Obrázek 16: Vzorek psyllia 
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Konopná vláknina 
-Název: Konopná vláknina 
-Značka: Zdravá linie 
-Složení: Konopná vláknina 
-Výrobce: Zdráva linie s.r.o. 
-Zakoupeno : Zdravá výživa, Pol ik l in ika Lesná 

Obrázek 17: Vzorek konopné vlákniny 

Jablečná vláknina 
-Název: Jablečná vláknina jemná 
-Značka: Provi ta 
-Složení: Vláknina sušených jablek 
-Výrobce: V e g a provita s.r.o. 
-Zakoupeno : Zdravá výživa, Pol ik l in ika Lesná 

Obrázek 18: Vzorek jablečné vlákniny 

4.3 H y d r o l ý z a prebiotik 

K 0,5 g prebiotika bylo do každé baňky napipetováno 9 ml 1,2M HCI a 15 ml 5 0 % M e t O H . 
Takto př ipravené roztoky byly promíchány, uzavřeny zátkou, obaleny a loba lem a 
hydrolyzovány 1 hodinu ve vroucí vodní lázni. Poté byly hydrolyzáty zf i l trovány a jejich p H bylo 
upraveno na hodnotu 3-4. Hydrolyzáty byly uchovány v lednici pro další použití. 

4.4 Charakter ist ika prebiotik 

Všechna stanovení byla p rovedena s roztoky prebiotik před i po hydrolýze. Přesný postup 
hydrolýzy je uveden v kapitole 4.3. 
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4.4.1 Stanovení celkových cukrů podle Duboise 

Byl smíchán 1 ml vzorku s 1 ml 5 % roztoku fenolu a 5 ml koncentrované kysel iny sírové. 
Roz tok byl zamíchán a 30 minut inkubován při laboratorní teplotě. Poté byla měřena 
abso rbance při 490 nm. Každý vzorek byl proměřen 3x. Kalibrační křivka byla př ipravena 
pomocí glukózy v rozmezí 0,01 - 0,1 g/l. 

4.4.2 Stanovení redukujících cukrů metodou dle Somogyiho Nelsona 

Byl smíchán 1 ml vzorku s 0,5 ml roztoku I, 0,5 ml roztoku II a směs byla 10 minut povařena. 
Roz tok byl och lazen na laboratorní teplotu a následně bylo př idáno 0,5 ml roztoku III a 7,5 ml 
dest i lované vody. Kalibrační křivka byla ses tavena pro glukózu v koncentračním rozmezí 
0,01 - 0,1 g/l. Každý vzorek byl změřen 3x a z naměřených hodnot byl vypočítán průměr. 

Roz tok I: 12 g uhličitanu sodného a 8 g hydrogenuhl ič i tanu sodného a 6 g vínanu sodno-
draselného bylo rozpuštěno ve 100 ml dest i lované vody. 72 g síranu sodného bylo rozpuštěno 
v 300 ml dest i lované vody. O b a roztoky byly smíchány. 

Roz tok II: 4 g pentahydrátu síranu meďnatého byl smícháno s 24 g síranu sodného a 200 ml 
dest i lované vody. 

Roz tok III: 25 g molybdenanu amonného bylo rozpuštěno v 450 ml dest i lované vody. 
Do roztoku bylo př idáno 21 ml koncentrované kysel iny sírové. 3 g heptahydrátu 
hydrogenarseničnanu sodného bylo rozpuštěno v 25 ml dest i lované vody a oba roztoky byly 
smíchány. Připravený roztok byl ponechán pod dobu 48 hodin ve tmě při laboratorní teplotě. 

4.5 S t a n o v e n í o b s a h u s a c h a r i d ů p o m o c í t e n k o v r s t v é chromatograf ie 

Chromatograf ické metody jsou dnes z c e l a nepostradatelné, máme-l i od s e b e vzá jemně 
odlišit látky, které mají bl ízkou strukturu. V praxi se velmi často využívá komerční hl iníkové 
folie povlečené tenkou vrstvou si l ikagelu a škrobu (Silufol). 

4.5.1 Příprava činidla na detekci chromatogramu 

4 g di fenylalaninu byly rozpuštěny v 50 ml acetonu, byly př idány 4 ml anil inu a 28 ml H 3 P O 4 . 

P o dokonalém rozmíchání a vytvoření homogenní směsi bylo př idáno 150 ml acetonu. 

4.5.2 Příprava vyvíjející směsi 

Bylo smícháno 50 ml butanolu, 12,5 ml kysel iny octové a 62 ,5 ml dest i lované vody. 

4.5.3 Příprava vzorku 

Pro stanovení byly použity vzorky neupravených prebiotik, dále byly charakter izovány 
i jejich hydrolyzáty př ipravené dle postupu v kapitole 4.3. D o b a hydrolýzy byla zvo lena 
na 20 minut, 1 hodinu a 2 hodiny. Z e standardů byl použit 5 % roztok glukózy, fruktózy, 
sacharózy, laktózy, maltózy, arabinózy, rhamnózy, xylózy a galaktózy. 

4.5.4 Postup 

N a d e s c e Si lufolu byl označen obyčejnou tužkou start přibl ižně 1 cm od okraje. Vzorky byly 
na desku nanášeny pomocí mikropipety tak, aby maximální vel ikost skvrny byla 2 - 3 mm. 
Další vzorky byly naneseny ve vhodné vzdálenost i od s e b e tak, aby nedošlo k jejich 
vzá jemnému smísení. P o nanesení byl chromatogram vysušen krátce v sušárně a byl umístěn 
do chromatograf ické kolony s vyvíjející směsí. 

Mobilní fází u tenkovrstvé chromatograf ie j sou organická rozpouštědla a pro správné 
vyvíjení chromatogramu by měla být chromatograf ické komora n a s y c e n a parami mobilní fáze. 
Chromatograf ické komora byla př ipravena, když do ní byla nalita mobilní fáze v takovém 
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množství, aby při vložení tenké vrstvy nebyla startovní linie (nanesené vzorky) ponořeny 
do mobilní fáze. Rych los t vzlínání mobilní fáze závisí na v lastnostech složek, které daný 
vzorek obsahu je a na materiálu stacionární fáze. Látky, které se více poutají ke stacionární 
fázi, budou unášeny mobilní fází pomalej i . 

P o vyvinutí chromatogramu (jakmile čelo dostoupí as i 1 cm od horního okraje) bylo 
poznačeno tužkou čelo rozpouštědla a chromatogram byl vysušen 5 minut v sušárně při 80°C. 
Suchý chromatogram byl postříkán rozprašovačem s detekčním činidlem a byl umístěn na 5 
minut do sušárny vyhřáté na 80°C. Tužkou byly označeny středy jednot l ivých skvrn a byly 
vypočítány hodnoty Rf. 

4.6 S t a n o v e n í o b s a h u m o n o - a o l i g o s a c h a r i d ů p o m o c í H P L C 

Bylo provedeno měření na dvou různých kolonách. V prvním případě byl jako mobilní fáze 
použit roztok acetonitri lu a dest i lovaná voda v poměru 75 : 25 . E luce byla izokratická, ko lona 
byla v termostatu zahřívána na 30°C a průtok byl nastaven na 1 ml z a minutu. By la použita 
ko lona L u n a N H 2 . N a začátek kolony byl do dávkovací smyčky o objemu 20 ul nastř ikován 
vzorek a detekce látek probíhala na refraktometr ickém detektoru. Vzorky byly před analýzou 
f i l trovány na membránových filtrech o průměru 0,45 um. 

V druhém případě byla jako mobilní fáze použita pouze okyselená voda . Okyselená voda 
byla př ipravena z dest i lované vody a kysel iny orthofosforečné v poměru 99 : 1. E luce byla 
izokratická, ko lona byla v termostatu zahřívána na 60°C. Průtok byl nastaven na 0,5 ml 
z a minutu. By la použita ko lona typu R e z e x . N a začátek kolony byl do dávkovací smyčky 
o ob jemu 20 ul nastř ikován vzorek a detekce látek probíhala na refraktometr ickém detektoru. 
Vzo rky byly před analýzou fi l trovány na membránových filtrech o průměru 0,45 um. 

4.7 Kul t ivace m l é č n ý c h bak te r i í 

Pro kultivaci bakteriálních kultur Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium breve bylo 
použito komerční M R S médium s názvem Lactobacillus M R S agar. Médium bylo smícháno 
v Er lenmayerově baňce s dest i lovanou vodou v daném poměru 55,15 g média na 1000 ml 
dest i lované vody a steri l izováno v t lakovém hrnci s otevřeným venti lem po dobu 30 minut. Obě 
kultury byly zaočkovaný ve steri lním boxu. 

Tabulka 4: Základní složky MRS média 

pepton 1 0 g 
hovězí extrakt 1 0 g 
kvasničný extrakt 5 g 
glukóza 20 g 

agar 12 g 

Kul t ivace probíhala při 37°C po dobu 24 hodin. Poté byly kultury použity na stanovení 
viability, k zaočkovaní případně k enkapsu lac i . 

4.7.1 Kultivace probiotik na médi ích s př ídavkem prebiotik 

Probiot ika Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium breve byly kult ivovány v M R S médiu. 
Dále byly do média př idávána zvolená hydrolyzovaná i nehydrolyzovaná prebiot ika v různých 
koncentracích, aby bylo zj ištěno, jaká koncent race je pro jejich růst nejlepší. By la př ipravena 
série zkumavek s př ídavkem a bez přídavku prebiotika. Zvolená neupravená prebiotika (inulin, 
psyl l ium, jab lečná a konopná vláknina) byla př idávána do média v koncentraci 10 a 100 mg/ml. 
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Hydrolyzovaná prebiot ika byla př idávána dle schématu uvedeného v Tabu lce 15. Kul t ivace 
probíhala ve zkumavkách při 37 °C v 10 ml steri lního média a zaočkovaní bylo 
provedeno z 5 % 24hodinového inokula. V e 24., 48. a 72. hodině byl proveden sterilní odběr 
a ve vzorcích byl s tanoven počet buněk a jejich viabil ita. Toto stanovení bylo povedeno 
spektrofotometr icky měřením zákalu při 630 nm. Viabil i ty buněk byly s ledovány mikroskopicky 
barvením methy lenovou modří. Pro stanovení množství buněk a jejich viability bylo rovněž 
využíváno průtokové cytometrie, kde bylo jako f luorescenční sondy využito propidiumjodidu. 

4.7.2 Stanovení viability a koncentrace buněk pomocí průtokového cytometru 

Odebrané vzorky buněk pro stanovení byly 10x naředěny dest i lovanou vodou, k 1 ml takto 
př ipraveného vzorku bylo přidáno 5 ul propidiumjodidu (1 mg/ml) a vzorky byly ponechány 
k obarvení 10 minut ve tmě a následně analyzovány. 

4.8 P ř í p r a v a č á s t i c 

Buňky probiotik po 24 hodinách kult ivace byly podrobeny analýze na průtokovém 
cytometru. P o tomto stanovení koncent race a viability buněk byly kultury určené k enkapsu lac i 
centr i fugovány při 5000 otáčkách po dobu 10 minut. Buňky byly následně rozsuspendovány 
v 2 % alginátu a rozděleny na sérii 6 vzorků (bez přídavku prebiotika, s př ídavkem glukózy 
a s př ídavkem jednot l ivých prebiotik - inulin, psyl l ium, jab lečná vláknina a konopná vláknina, 
přídavek činil 0,5g a 0,05/1 Oml. Pro přípravu částic byl použit Enkapsulátor B-395 Pro (BÚCHI) 
a jako srážecí roztok byl použit 1% roztok C a C b . Př ipravené část ice byly ponechány 
ve srážecím roztoku po dobu 10 minut, následně byly zf i l trovány a použity pro stanovení 
d louhodobé stability viz kap. 5.6. Pro přípravu částic byly použity trysky o velikosti 450 um 
a 1000 um. 

Bylo vytvořeno ce lkem 6 typů částic i manuální přípravou tak, že roztok alginátu společně 
s buňkami a s v lákninou byl kapán do roztoku C a C b pomocí mikropipety. 

4.9 S t a n o v e n í stabil ity č á s t i c - m ik roskop ie 

Mikroskop ie byla použita ke sledování velikosti př ipravených částic, morfologie 
př ipravených částic, ke stanovení počtu a viability buněk uvnitř část ice a ke stanovení počtu 
a viability buněk uvolněných z částic při d louhodobém skladování př ípadně při působení 
modelových trávících šťáv. Vzorky byly před analýzou barveny po dobu 10 minut 
methy lenovou modří. P o této době byly jednot l ivé částice i roztok pozorován pod opt ickým 
mik roskopem, v případě sledování uvolněného množství byla k pozorování využita i Búrkerova 
komůrka. 

4.10 S t a n o v e n í stability č á s t i c v m o d e l o v é m p r o s t ř e d í l i d s k é h o o r g a n i s m u 

Stabi l i ta částic byla s tanovena v umělé žaludeční, pankreat ické a ž lučové šťávě dle 
Českos lovenského lékopisu [57]. Vzorky byly př ipraveny v ložením část ice nejprve do 
žaludeční šťávy, následně do pankreat ické šťávy a nakonec do ž lučové šťávy. P o d opt ickým 
mikroskopem byla s ledována viabil ita bakterií uvnitř kaps le a jejich uvolněné množství 
působením šťávy. V žaludeční a v pankreat ické šťávě byly enkapsulované bakterie 
inkubovány 20 minut v termostatu o teplotě 37°C, ve ž lučové šťávě byly po dobu 40 minut při 
teplotě 37°C. 
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4.10.1 Složení modelové pankreat ické šťávy 

Pankreat ická šťáva byla př ipravena rozpuštěním 0,25 g pankreat inu a 1,5 g NaHCC>3 
ve 100 ml dest i lované vody. V roztoku bylo p H upraveno na hodnotu 8,9 [57]. 

4.10.2 Složení modelové žaludeční šťávy 

Žaludeční šťáva byla př ipravena z 0,25 g peps inu, který byl rozpuštěn ve 100 ml dest i lované 
vody. Poté bylo přidáno 0,84 ml 3 5 % kysel iny chlorovodíkové. V roztoku bylo pH upraveno 
na hodnotu 0,9 [57]. 

4.10.3 Složení modelové žlučové šťávy 

Žlučová šťáva byla př ipravena přidáním 0,8 g žlučových solí do 200 ml fosfátového pufru 
o pH 8 [57]. 

4.11 S t a n o v e n í stabil ity č á s t i c v m o d e l o v é m p r o s t ř e d í 

Pro optimální růst bakterií Lactobacillus acidophilus je nejvhodnější prostředí, které má 
pH 3-4. Proto jako modelová potravina byla zvo lena kyselá potravina, je j ímž s imulantem je 
2 , 5 % kysel ina ci trónová o tomto pH [12, 58]. 

Část ice s bakteriemi byly ponechány po dobu 6 týdnů v tomto modelovém prostředí. 
Stabi l i ta částic byla s ledována pod opt ickým mikroskopem po 1 dnu, po 1 týdnu, po 3 týdnech 
a po 6 týdnech. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUSE 

5.1 Charakteristika prebiotik 

5.1.1 Stanovení celkových cukrů podle Duboise 

Byla vytvořena kalibrační křivka s rovnicí regrese y=0,0096x. Pos tup stanovení celkových 
sachar idů podle Dubo ise je uveden v kapitole 4 .4 .1 . Stanovení celkových cukrů bylo 
provedeno u inulinu, psyl l ia, konopné vlákniny a jab lečné vlákniny. Výsledky měření j sou 
uvedeny v Tabu lce 5. A b s o r b a n c e u všech vzorků byla p rovedena 3x, v Tabu lce 5 je uvedena 
j iž zprůměrovaná hodnota. 
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Graf 1: Kalibrační křivka pro stanovení celkových cukrů 

Tabulka 5: Stanovení celkových cukrů podle Duboise pro nehydrolyzovaná prebiotika 
Vzorek Navážka Ředění oA c [ug/10 ml] g/100 g 

Inulin 0,001 10x 0,509 535,68±15,23 53,6±1,51 

Psyl l ium 0,001 10x 0,923 961,47±37,54 96,1 ±3,75 
Jablečná vláknina 0,001 10x 0,083 97,55±4,63 9,8±0,49 

Konopná vláknina 0,001 10x 0,018 30,7±1,56 3,1±0,16 

Z uvedených výsledků můžeme usoudit, že největší podíl celkových cukrů z analyzovaných 
vzorků má psyl l ium a to 96,1 g/100 g. Naopak nejnižší hodnotu celkových cukrů má konopná 
vláknina, pouze 3,1 g/100 g a poměrně malou hodnotu má i jab lečná vláknina. 

5.1.2 Stanovení redukujících cukrů dle Somogyiho Nelsona 

Byla vytvořena kalibrační křivka s rovnicí regrese y=0,0041x. Pos tup pro stanovení 
redukujících cukrů je uveden v kapitole 4.4.2. Stanovení redukujících cukrů bylo provedeno 
u inulinu, psyl l ia, konopné vlákniny a jab lečné vlákniny. Výsledky měření j sou uvedeny 
v Tabu lce 6. A b s o r b a n c e u všech vzorků byla p rovedena 3x, v Tabu lce 6 je uvedena j iž 
zprůměrovaná hodnota. 
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Graf 2: Kalibrační křivka pro stanovení redukujících cukrů 

Tabulka 6: Stanovení redukujících cukrů pro nehydrolyzované prebiotika 
Vzorek Navážka Ředění oA c [ug/10 ml] g/100 g 
Inulin 0,020 10 0,457 1145,29±39,58 5,7±0,19 

Psyl l ium 0,020 10 0,578 1449,45±46,11 7,2±0,23 
Jablečná vláknina 0,004 10 1,386 3480,53±67,85 87,02±1,7 
Konopná vláknina 0,004 10 0,487 1220,7±42,26 30,5±1,05 

Poměrně vysoké hodnoty při stanovení redukujících cukrů měla jab lečná vláknina, její 
hodnota by la 87,02 g/100 g. Naopak nejmenší obsah redukujících cukrů byl zj ištěn u inulinu 
(5,7 g/100 g). Konopná vláknina, u které byla naměřena nejnižší koncent race celkových cukrů, 
obsahova la vyšší podíl redukujících cukrů, přesněji 30,5 g/100 g. 

Při stanovení celkových a redukujících cukrů u jednot l ivých prebiotik bylo zj ištěno, 
že v inulinu je obsaženo přes 50 % celkových cukrů a pouze 5 % redukujících cukrů. Psyl l ium 
obsahuje přes 95 % celkových cukrů, z toho redukující cukry tvoří jen 7 %. Jablečná vláknina 
obsahova la 87 % redukujících cukrů a konopná vláknina obsahova la přes 30 % redukujících 
cukrů. Lze předpokládat, že vyšší obsah redukujících cukrů je způsoben pří tomností nižších 
ol igosachar idů a monosachar idů, což je přístupnější substrát pro bakterie. 

5.2 S t a n o v e n í o b s a h u s a c h a r i d ů p o m o c í t e n k o v r s t v é chromatograf ie 

N a dest ičku ze Si lufolu byly postupně naneseny vzorky standardů, následně vzorek inulinu 
po 2-hodinové hydrolýze, hodinové hydrolýze a po 20 minutách hydrolýzy, jab lečná vláknina 
po 2-hodinové hydrolýze, hodinové hydrolýze, po 20 minutách hydrolýzy, následně konopná 
vláknina po 2-hodinové hydrolýze, hodinové hydrolýze a po 20 minutách hydrolýzy a jako 
poslední byla na dest ičku n a n e s e n a kapička psyll ia po 2-hodinové hydrolýze, hodinové 
hydrolýze a po 20 minutách hydrolýzy. P o zaschnutí všech vzorků byl Si lufol v ložen 
do vyvíjející směsi s ložené z butanolu, kysel iny octové a dest i lované vody. P o dosáhnutí 
vyvíjecí směsi pod vrchní okraj destičky byl Si lufol v ložen do sušárny. P o uschnutí byla celá 
dest ička postříkaná rozprašovačem s činidlem na detekci chromatogramu a opět byl Si lufol 
v ložen do sušárny. P o 5 minutách bylo možné na Si lufolu vidět barevné skvrny, které 
znázorňuj í př í tomnost sachar idů. Vytvořené skvrny byly označeny tužkou. Výsledný 
chromatogram lze vidět na Obrázku 19. 

0,50 

0,45 

0,40 

0,35 

0,30 

< 0,25 

0,20 

0,15 

0,10 

0,05 

0,00 )U 
0 

39 



1*111 
Obrázek 19: Chromatogram postupné hydrolýzy prebiotik 

Pomocí pravítka byly změřeny vzdálenost i jednot l ivých skvrn od startu. Následně byly 
vypočítány retenční faktory jednot l ivých prebiotik. Výsledky retenčních časů jsou uvedeny 
v Tabu lce 7. Jednot l ivé retenční časy byly vypočí tány podle schématu, které je na Obrázku 
20. 

čelo 

start 

Obrázek 20: Schéma pro výpočet retenčních faktorů 

Retenční faktory byly vypočí tány pro látku A podle vz tahu Rf -a/c a pro látku B podle 

vztahu Rf =b/c. A je první nanesený vzorek, B je druhý nanesený vzorek, a je vzdálenost 
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středu první skvrny od počátku, b je vzdálenost středu druhé skvrny od počátku a c je 
vzdálenost od počátku vyvíjení do konce, kde doputovala vyvíjecí směs (vzdálenost od startu 
po čelo). Pod le stejného vzorce byly vypočí tány i retenční faktory v Tabu lce 7. 

Tabulka 7: Retenční časy jednotlivých skvrn z chromatogramu 
Vzorek Retenční čas 1 Retenční čas 2 Retenční čas 3 Retenční čas 4 
Glukóza 0,25 - - -

Fruktóza 0,36 - - -

Inulin 2 hod. 0,77 0,64 0,36 0,24 
Inulin 1 hod. 0,75 0,65 0,35 0,25 
Inulin 20 min. 0,75 0,66 0,36 0,25 

Jab l . vl. 2 hod. 0,37 0,20 - -

Jab l . vl. 1 hod. 0,36 0,22 - -

Jab l . vl. 20 min. 0,36 - - -

K o n . vl . 2 hod. 0,42 0,26 0,14 -

K o n . vl . 1 hod. 0,37 0,25 - -

K o n . vl . 20 min. 0,37 0,25 - -

Psyl l ium 2 hod. 0,48 - - -

Psyl l ium 1 hod. 0,78 - - -

Psyl l ium 20 min. 0,82 - - -

Tabulka 8: Srovnání retenčních časů testovaných standardů 
glukóza fruktóza sacharóza 

Rf 0,25 0,36 0,15 
laktóza maltóza arabinóza 

Rf 0,07 0,11 0,3 
rhamnóza xylóza galaktózy 

Rf 0,47 0,4 0,2 

5.2.1 Vyhodnocení tenkovrstevné chromatografie 

Při porovnání retenčních časů standardů glukózy a fruktózy s retenčními časy ostatních 
prebiotik zj istíme, že g lukózu obsahu je inulin a konopná vláknina a fruktózu inulin, jab lečná a 
konopná vláknina. Další retenční časy, které byly zjištěny u prebiotik, odpovídaly pří tomnosti 
dalších větších složek - o l igosachar idů. 

Inulin obsahova l už po 20 minutách hydrolýzy 4 viditelné složky, což se nezměni lo po ce lou 
dobu hydrolýzy. Pod le retenčního času lze určit, že v inulinu je obsažena glukóza i f ruktóza a 
další dvě složky, jedná se o dva typy ol igosachar idů. Jab lečná vláknina obsahova la 
po 20 minutách hydrolýzy pouze fruktózu a po hodině byla zj ištěna ještě jedna další složka, 
která by podle retenčního času a podle barvy skvrny na chromatogramu měla označovat 
galaktózu. U konopné vlákniny byly po 2 hodinách hydrolýzy detekováno 3 viditelné složky 
podle retenčních času bylo zj ištěno, že se jedná o g lukózu, fruktózu a sacharózu. U psyll ia se 
jednot l ivé složky nepodaři lo identifikovat, je l ikož na chromatogramu bylo vidět pouze jednu 
protáhlou skvrnu přes celý chromatogram. P o 20 minutách došlo k úplné hydrolýze a další 
složky už nebyly zaznamenány. 

Bylo zj ištěno, že při hydrolýze inulinu a psyl l ia stačí pouhých 20 minut na to, aby se 
prebiot ikum z c e l a rozložilo a výsledky byly stejné i po delší hydrolýze. U konopné vlákniny 
a jab lečné vlákniny bylo potřeba minimálně hodinové hydrolýzy, aby se celá rozložila 
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a abychom mohli identifikovat všechny hlavní složky, které konopná a jab lečná vláknina 
obsahuje . 

5.3 S t a n o v e n í o b s a h u s a c h a r i d ů p o m o c í H P L C 

Při opt imal izaci metody byly použity 2 typy kolon - ko lona N H 2 a ko lona R e z e x R O A - o r g a n i c 
ac id H + . Jednot l ivá měření probíhaly podle postupů uvedených v kapitole 4.6. 

5.3.1 Stanovení na NH2 koloně 

Byly provedeny kal ibrace na některé cukry, v Gra fu 3, 4 a 5 lze vidět kal ibrační křivku 
pro g lukózu, fruktózu a sacharózu. Hodnoty uvedené v grafech 3-5 jsou průměrem z e dvou 
měření. 
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Graf 3: Kalibrační křivka glukózy stanovená na NH2 koloně 

Kalibrační křivka fruktózy 
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Graf 4: Kalibrační křivka fruktózy stanovená na N H 2 koloně 
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Kalibrační křivka sacharózy 
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Graf 5: Kalibrační křivka sacharózy stanovená na NH2 koloně 

P o zjištění rovnice regrese glukózy a fruktózy byly na kolonu nastříknuty vzorky 
nehydro lyzovaných a hydrolyzovaných prebiotik. Byl identi f ikován pík glukózy a fruktózy 
a z odečtené plochy píku a z rovnice regrese u kal ibračních křivek byl vypočítán obsah glukózy 
a fruktózy v jednot l ivých vzorcích. Výsledky jsou zpracovány v Tabu lce 9 a 10. Hodnoty 
uvedené v tabulkách 9 a 10 jsou průměrem ze dvou měření. 

Tabulka 9: Obsah glukózy a fruktózy u nehydrolyzovaných prebiotik 
Nehydrolyzované prebiotika Obsah glukózy [mg/g] Obsah fruktózy [mg/g] 
Inulin 15,6197 2,8121 
Psyl l ium 0,1961 0,0468 
Jablečná vláknina 0,3279 0,3165 
Konopná vláknina 4 ,0923 1,1934 

Tabulka 10: Obsah glukózy a fruktózy u hydrolyzovaných prebiotik 
Hydrolyzovaná prebiotika Obsah glukózy [mg/g] Obsah fruktózy [mg/g] 
Inulin 859,5937 34 ,0176 
Psyl l ium 302 ,9993 48 ,9959 
Jablečná vláknina 40,2374 69 ,7717 
Konopná vláknina 2,1411 7,5614 

U nehydrolyzovaných prebiotik bylo zj ištěno, že nejvíce glukózy obsahu je inulin, obsah 
glukózy v tomto prebiotiku je 15,6197 mg/g. O b s a h glukózy v konopné vláknině bylo 
4 ,0923 mg/ml . V psyll iu a v konopné vláknině bylo obsaženo pouze stopové množství tohoto 
cukru. Fruktózu obsahova l ve vyšším množství pouze inulin a konopná vláknina. Inulin 
obsahova l 5x vyšší množství g lukózy než fruktózy. U hydrolyzovaných prebiotik byl výrazný 
nárůst obsahu glukózy u inulinu a u psyl l ia. Fruktózu obsahova l inulin, psyl l ium a jablečná 
vláknina a to přibližně mez i 34 - 70 mg/g. V menším množství byla fruktóza detekována 
i v konopné vláknině. 
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Pro srovnání grafu z H P L C pro nehydrolyzované a hydrolyzované prebiot ikum byla zvo lena 
jab lečná vláknina, jej íž grafy j sou v Grafu 6 a 7. Tato ko lona nebyla dostatečně citlivá, abychom 
z grafů mohli rozpoznat píky pro jednot l ivé o l igosachar idy a d isachar idy. 
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Graf 6: Chromatogram nehydrolyzované jablečné vlákniny 
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Grař 7: Chromatogram hydrolyzované jablečné vlákniny 

U nehydrolyzované vlákniny lze vidět pouze pík rozpouštědla a jeden malý pík. V 6. minutě 
se na N H 2 koloně detekuje glukóza. Oproti tomu u hydrolyzované vlákniny můžeme vidět více 
píků, takže jde vidět, že v jab lečné vláknině se vyskytuje více složek. Celkově nejvíce píků 
obsahova l inulin, který před hydrolýzou obsahova l 2 různé o l igosachar idy a po hydrolýze 4. 
U psyl l ia a u konopné vlákniny nebylo možné na této koloně z důvodu nízké citlivosti rozlišit 
další píky. 

5.3.2 Stanovení sachar idů na Rezex koloně 

Byly provedeny kal ibrace na glukózu a fruktózu, kal ibrační křivky lze vidět v Gra fu 8 a 9. 
Hodnoty uvedené v grafech 8 a 9 jsou průměrem ze dvou měření. 
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Graf 8: Kalibrační křivka glukózy stanovená na koloně Rezex 
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Graf 9: Kalibrační křivka fruktózy stanovená na koloně Rezex 

P o zjištění rovnice regrese glukózy a fruktózy byly na kolonu nastříknuty vzorky prebiotik 
nehydro lyzovaných a hydrolyzovaných. Byl identi f ikován pík glukózy a fruktózy a z odečtené 
plochy píku a z rovnice regrese u kal ibračních křivek byl vypočítán obsah glukózy a fruktózy 
v jednot l ivých prebiot icích. Výsledky jsou zpracovány v tabulce 11 a 12. Hodnoty uvedené 
v tabulkách jsou průměrem z e dvou měření. 

Tabulka 11: Obsah glukózy a fruktózy u nehydrolyzovaných prebiotik 
Nehydrolyzovaná prebiotika Obsah glukózy [mg/g] Obsah fruktózy [mg/g] 
Inulin 21 ,0896 6,2727 
Psyl l ium 0,0016 0,0007 
Jablečná vláknina 0,8739 1,1982 
Konopná vláknina 7,1456 2 ,7162 

45 



Tabulka 12: Obsah glukózy a fruktózy u hydrolyzovaných prebiotik 
Hydro lyžovaná prebiotika Obsah glukózy [mg/g] Obsah fruktózy [mg/g] 
Inulin 110,3239 326,9929 
Psyl l ium 83,9907 307 ,3472 
Jablečná vláknina 38,6951 70,9270 
Konopná vláknina 52 ,2432 29 ,9337 

Při měření nehydrolyzovaných prebiotik byl zj ištěn nejvyšší obsah glukózy u inulinu. 
V malém množství se glukóza vyskytuje i u konopné vlákniny. Inulin obsahu je i nejvyšší 
množství fruktózy z e všech prebiotik, v menší míře se fruktóza nachází v jab lečné a konopné 
vláknině. P o hydrolýze bylo největší množství glukózy zaznamenáno opět u inulinu, a to 
v množství 110,3239 mg/g. Nejvyšší množství fruktózy bylo u inulinu a psyl l ia, u obou prebiotik 
měla fruktóza nad 300 mg/g. 

Pro srovnání grafu z H P L C pro nehydrolyzované a hydrolyzované prebiot ikum byla zvo lena 
jab lečná vláknina a inulin, jejich chromatogramy jsou uvedeny v Grafu 10, 11, 12 a 13. 
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Graf 10: Chromatogram nehydrolyzované jablečné vlákniny 
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V prvním chromatogramu, který zobrazu je složky jab lečné vlákniny před hydrolýzou, 
můžeme pozorovat 16 různých píků. P o hydrolýze se obsah jednot l ivých složek zvýšil na 24. 
Inulin obsahova l před hydrolýzou pouze 3 různé ol igosachar idy, po hydrolýze lze vidět, 
že inulin obsahu je navíc dalších 8 složek. Nehydrolyzované psyl l ium obsahova lo 7 
ol igosachar idů, v hydro lyzovaném psyll iu bylo navíc dalších 15 složek. Nejvíce ol igosachar idů 
z e všech prebiotik a disacharidů obsahova la jab lečná vláknina. 

5.3.3 Vyhodnocení měření na HPLC 

Pro charakter izaci prebiotik byla vhodnější ko lona typu Rezex , je l ikož měla vyšší citlivost. 
Při porovnání chromatogramu z kolony typu N H 2 a typu R e z e x vidíme, že na citlivější koloně 
lze vidět mnohonásobně vyšší počet píků a tudíž můžeme identifikovat více složek. Příklad 
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chromatogramu je uveden v grafu a pro konopnou vlákninu. Bylo zj ištěno, že u kolony N H 2 je 
možné rozlišit pouze 6 píků, kdežto z chromatogramu z kolony R e z e x je možné identifikovat 
25 různých píků. N a koloně typu N H 2 byla zaznamenaná ve všech případech především jen 
glukóza a fruktóza a ostatní o l igosachar idy nebyly v chromatogramu vůbec vidět. N a koloně 
R e z e x bylo možné rozlišit mnohem vyšší obsah složek. 

Z časových důvodů j sme se zaměři l i pouze na podrobnější identifikaci g lukózy a fruktózy. 
Bylo zj ištěno, že u N H 2 kolony se p locha píku odečítala v 6,5. minutě, p locha fruktózy v 6. 
minutě. Při měření s kolonou R e z e x byla p locha píku glukózy odečí taná v 12,5. minutě 
a p locha fruktózy v 13,5. minutě. Bylo zj ištěno, že o l igosachar idy byly v chromatogramu mezi 
8, až 10. minutou a d isachar idy mezi 1 1 . - 1 3 . minutou. 
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Graf 14: Chromatogram konopné vlákniny na NH2 koloně 
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Graf 15: Chromatogram konopné vlákniny na koloně typu Rezex 

5.4 Kul t ivace m l é č n ý c h bak te r i í 

Kult ivace probíhala podle postupu uvedeném v kapitole 4.7. By la p rovedena kult ivace 
probiotik na médiích s přídavkem nehydrolyzovaných a hydrolyzovaných prebiotik a kult ivace 
s př idáním reálné potraviny do média. 
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5.4.1 Kultivace probiotik na médi ích s př ídavkem nehydrolyzovaných prebiotik 

Při kultivaci bakterií bylo do M R S média přidáno prebiot ikum, a to ve 2 koncentracích. Nižší 
koncent race vlákniny byla 10 mg/1 ml média a vyšší koncent race byla 100 mg/1 ml média. 
Kul t ivace probíhala ce lkem 4 dny a měření zákalu bylo prováděno po 1 dnu, po 2 dnech a 
po 4 dnech . Vždy byly steri lně odebrány 2 ml vzorku a změřeny na spektrofotometru při v lnové 
délce 630 nm. Každé měření bylo provedeno 2x, v Tabu lce 13 jsou uvedeny j iž zprůměrované 
výsledky. 

Tabulka 13: Výsledky spektrofotometríckého stanovení 

Vzorek Měření abso rbance 
po 24 hodinách 

Měření abso rbance 
po 48 hodinách 

Měření abso rbance 
po 96 hodinách 

Lactobacillus ac idophi lus 0,684 0,889 1,459 
L A + 10 mg inulinu 0,631 0,678 1,449 

L A + 100 mg inulinu 0,554 0,899 0,972 

LA + 10 mg jab lečné vlákniny 0,644 0,954 1,328 
LA + 100 mg jab lečné vlákniny 0,59 0,974 1,181 
LA + 10 mg konopné vlákniny 0,546 0,868 0,715 
L A + 100 mg konopné vlákniny 0,846 0,874 1,37 
Bifidobacterium breve 0,246 0,461 0,606 
B B + 10 mg inulinu 0,321 0,446 0,641 

B B + 100 mg inulinu 0,307 0,283 1,692 
B B + 10 mg jab lečné vlákniny 0,326 0,469 1,638 
B B + 100 mg jab lečné vlákniny 0,458 0,633 0,927 
B B + 10 mg konopné vlákniny 0,329 0,239 1,164 

B B + 100 mg konopné vlákniny 0,432 0,342 0,898 

Byly př ipraveny vzorky i se dvěma koncentracemi psyl l ia, ale tato vláknina vytvoři la gel a 
nebylo možné tento typ média změři t na spektrofotometru. 

Z výs ledků je vidět, že zákal téměř ve všech typech média s e v průběhu času zvyšuje, 
což znamená, že se počet buněk v jednot l ivých médiích zvyšuje. V e všech případech byl 
základ po 4 dnech měření téměř dvojnásobný, u 10 mg jab lečné a konopné vlákniny u probiotik 
typu Bifidobacterium breve byl zákal dokonce t ro jnásobně velký. 

U bakterií Lactobacillus acidophilus byl po 24 hodinách největší zákal naměřen u konopné 
vlákniny, ovšem po 96 hodinách byl zákal nejvyšší u probiotik samotných nebo u probiotik 
společně s inul inem. 

U bakterií Bifidobacterium breve bylo zj ištěno, že po prvním měření byla nejvyšší hodnota 
naměřena u jab lečné a konopné vlákniny. P o 96 hodinách byl nejvyšší zákal naměřen u opět 
u inulinu. Proto u obou typů bakterií se jako nejvhodnější prebiot ikum pro růst bakterií jeví 
inulin. 

Dále byla s tanovena koncent race a viabilita buněk pomocí průtkové cytometrie. Následující 
tabulka srovnává viabilitu buněk bakterií Lactobacillus acidophilus a Bifidobaceterium breve, 
po jejich 24hodinové kultivaci společně s prebiotiky. Koncen t race prebiot ika by la 10 mg/ml. 

49 



Tabulka 14: Viabilita a koncentrace bakterií po 24 hodinové kultivaci 

Typ bakterií Složení kult ivačního média 
Výchozí c buněk 

[evt/ul] 
živé/mrtvé [%] 

L A 1 ml M R S média 1333 95/5 
L A 1 ml M R S média + 0,01 g inulinu 1115 100/0 
L A 1 ml M R S média + 0,01 g J V 1582 98/2 
L A 1 ml M R S média + 0,01 g K V 2328 98/2 
B B 1 ml M R S média 988 96/4 

B B 1 ml M R S média + 0,01 g inulinu 417 98/2 
B B 1 ml M R S média + 0,01 g J V 895 93/7 
B B 1 ml M R S média + 0,01 g K V 872 96/4 

Z těchto výs ledků můžeme přehledně posoudit vliv prebiot ika v médiu na růst bakterií. 
N a Lactobacillus acidophilus má nějvětší vliv konopná vláknina. P o přidání konopné vlákniny 
do M R S média můžeme vidět skoro dvojnásobně rychlý růst bakterií. Z Tabu lky 14 vyplývá, 
že po kultivaci bakterií typu Lactobacillus acidophilus pouze v M R S médiu, které sloužilo jako 
srovnávací médium, byla naměřena nejnižší koncent race buněk, tudíž přídavek jab lečné 
i konopné vlákniny příznivě ovl ivňuje růst buněk. 

U bakterií Bifidobacterium breve v láknina nijak neovl ivni la růst bakterií. Největší 
koncent race buněk je v obyčejném M R S médiu. J e možné, že bakterie při přídavku vlákniny 
rostou pomalej i , ale díky tomu mohou být vitálnější z d louhodobého h led iska. Proto bylo 
následně provedeno další měření, kdy byla zkoumána viabil ita buněk po přídavku prebiotika 
v různých časových obdobích. 

Nejvyšší viabil ita byla zj ištěna u inulinu, kde bylo v obou případech nad 98 % živých bakterií. 
Celkově viabil ita nebyla nižší než 93 %. 

5.4.2 Kultivace probiotik na médi ích s př ídavkem hydrolyzovaných prebiotik 

Bylo vytvořeno několik typů médií, ve kterých byly následně kult ivovány probiotika. 
Pro přípravu médií bylo využito komerční M R S médium a hydrolyzovaná prebiot ika v různých 
poměrech. Složení jednot l ivých médií j sou detai lně rozepsány v Tabu lce 15. Vzorky z těchto 
médií byly použity na spektrof o to metr ické stanovení a na stanovení viability na průtokovém 
cytometru. 

Tabulka 15: Složení médií pro kultivaci bakterií 

M R S 
médium 

[ml] 

L A 
[ml] 

B B 
[ml] 

inulin 
[ml] 

psyl l ium 
[ml] 

konopná 
vláknina 

[ml] 

jab lečná 
vláknina 

[ml] 

L A - blank 5 0,5 0 0 0 0 0 
L A + 0,5 ml inulinu 4,5 0,5 0 0,5 0 0 0 
L A + 2,5 ml inulinu 2,5 0,5 0 2,5 0 0 0 
L A + 5 ml inulinu 0 0,5 0 5 0 0 0 
L A + 0,5 ml psyl l ia 4,5 0,5 0 0 0,5 0 0 

L A + 2,5 ml psyl l ia 2,5 0,5 0 0 2,5 0 0 

L A + 5 ml psyl l ia 0 0,5 0 0 5 0 0 
L A + 0,5 ml K V 4,5 0,5 0 0 0 0,5 0 
L A + 2,5 ml K V 2,5 0,5 0 0 0 2,5 0 
L A + 5 ml K V 0 0,5 0 0 0 5 0 
L A + 0,5 ml J V 4,5 0,5 0 0 0 0 0,5 
L A + 2,5 ml J V 2,5 0,5 0 0 0 0 2,5 
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L A + 5 ml J V 0 0,5 0 0 0 0 5 

B B - blank 5 0 0,5 0 0 0 0 

B B + 0,5 ml inulinu 4,5 0 0,5 0,5 0 0 0 

B B + 2,5 ml inulinu 2,5 0 0,5 2,5 0 0 0 

B B + 5 ml inulinu 0 0 0,5 5 0 0 0 

B B + 0,5 ml psyl l ia 4,5 0 0,5 0 0,5 0 0 

B B + 2,5 ml psyl l ia 2,5 0 0,5 0 2,5 0 0 

B B + 5 ml psyl l ia 0 0 0,5 0 5 0 0 

B B + 0,5 ml K V 4,5 0 0,5 0 0 0,5 0 

B B + 2,5 ml K V 2,5 0 0,5 0 0 2,5 0 

B B + 5 ml K V 0 0 0,5 0 0 5 0 

B B + 0,5 ml J V 4,5 0 0,5 0 0 0 0,5 

B B + 2,5 ml J V 2,5 0 0,5 0 0 0 2,5 

B B + 5 m l J V 0 0 0,5 0 0 0 5 

5.4.2.1 Spektrofotometr ické stanovení 

P o 24 hodinové kultivaci probiotik s prebiotiky byl steri lně odebrán 1 ml vzorku od každého 
typu. Vzo rky byly měřeny na spektrofotometru při v lnové délce 630 nm. Výsledky jsou uvedeny 
v Tabu lce 16. 

Tabulka 16: Výsledky ze spektrofotemetrického stanovení koncentrace buněk 

A A 
L A - blank 0,307 B B - blank 0,247 
L A + 0,5 ml inulinu 0,166 B B + 0,5 ml inulinu 0,16 
L A + 2,5 ml inulinu 0,485 B B + 2,5 ml inulinu 0,466 
L A + 5 ml inulinu 0,677 B B + 5 ml inulinu 0,647 
L A + 0,5 ml psyl l ia 0,118 B B + 0,5 ml psyl l ia 0,112 
L A + 2,5 ml psyl l ia 0,148 B B + 2,5 ml psyl l ia 0,146 
L A + 5 ml psyl l ia 0,206 B B + 5 ml psyl l ia 0,193 
L A + 0,5 ml K V 0,206 B B + 0 , 5 m l K V 0,225 
L A + 2,5 ml K V 0,559 B B + 2,5 ml K V 0,489 
L A + 5 ml K V 0,658 B B + 5 ml K V 0,685 
L A + 0,5 ml J V 0,135 B B + 0,5 ml J V 0,11 
L A + 2,5 ml J V 0,305 B B + 2,5 ml J V 0,295 
L A + 5 ml J V 0,314 B B + 5 m l J V 0,305 

Pod le výsledků měření, které jsou uvedeny v Tabu lce 16 lze usoudit, že nejvíce buněk je 
v médiích, které jsou složeny pouze z prebiotik. Nejvíce buněk pak bylo s tanoveno v médiu, 
které je s loženo pouze z inulinu. Jel ikož spektrofotometr a le měří zákal a vl ivem 
hydrolyzovaných prebiotik měla média různou barvu a obsahova la slabý zákal 
hydrolyzovaných zbytků, j sou výsledky značně zkres leny. Z tohoto důvodu byly tedy následně 
všechny vzorky měřeny na průtokovém cytometru, kde byla s ledována nejen přesná 
koncent race buněk, a le rovněž jejich viabil ita. 

5.4.2.2 Stanovení pomocí průtokové cytometrie 

Steri lně bylo odebráno 0,1 ml vzorku ze všech typů médií po 24 hodinové kultivaci, 
po 48hodinové kultivaci a po 62 hodinové kultivaci. Bylo tedy zj išťováno, jak se mění 
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koncent race buněk v jednot l ivých typech médií v rozmezí 3 dnů. Výsledky s měření 
na průtokovém cytometru lze vidět v Tabu lce 17 a v Tabu lce 18. Složení médií je popsáno 
v Tabu lce 15. 

Tabulka 17: Výsledky z průtokového cytometru pro bakterie typu Lactobacillus acidophilus 

po 24 hodinách [evt/ul] po 48 hodinách [evt/ul] po 72 hodinách [evt/ul] 
L A - blank 4622 11949 10667 

L A + 0,5 ml inulinu 1693 2300 2113 
L A + 2,5 ml inulinu 1597 2482 3305 
L A + 5 ml inulinu 735 649 672 

L A + 0,5 ml psyl l ia 1250 1376 1777 

L A + 2,5 ml psyl l ia 931 1454 1279 

L A + 55 ml psyl l ia 458 1513 1182 
L A + 0,5 ml K V 1443 1995 1668 
L A + 2,5 ml K V 1180 1141 1061 
L A + 5 ml K V 2042 2011 3139 
L A + 0,5 ml J V 2702 2712 2231 
L A + 2,5 ml J V 745 817 898 
L A + 5 ml J V 2852 1706 1322 

Tabulka 18: Výsledky z průtokového cytometru pro bakterie typu Bifidobacterium breve 
po 24 hodinách [evt/ul] po 48 hodinách [evt/ul] po 42 hodinách [evt/ul] 

B B - blank 5594 9210 10120 

B B + 0,5 ml inulinu 2106 2408 2055 
B B + 2,5 ml inulinu 1117 3068 3383 
B B + 5 ml inulinu 599 572 512 

B B + 0,5 ml psyl l ia 1375 1495 1651 
B B + 2,5 ml psyl l ia 894 1483 967 

B B + 55 ml psyl l ia 709 1375 818 
B B + 0,5 ml K V 1603 2046 1459 
B B + 2,5 ml K V 987 1300 1010 
B B + 5 ml K V 1519 2734 1588 
B B + 0,5 ml J V 3023 2661 2019 
B B + 2,5 ml J V 785 537 371 
B B + 5 m l J V 1236 2224 927 

Z výs ledků je patrné, že oběma typům bakterií vyhovuje spíše čisté médium než hydrolyzát. 
N a hydrolyzátech jsou s ice schopny růst, a le hůře, ve výrazně menším množství. Hydrolyzát 
tudíž nebyl nejvhodnější, ale i přesto na něm buňky rostly a po 24 hodinách měly 
1 0 0 % viabil itu. U Lactobacillus acidphilus bylo po jednom dnu 7,5 % mrtvých buněk, 
po 2 dnech bylo 9 % mrtvých a po 3 dnech bylo 14,4 % mrtvých bakterií. U př idaných vláknin 
byly mrtvé buňky zj ištěny jen u média, které bylo s loženo pouze z hydrolyzátu a to maximálně 
do 2 %. 

Buňky Bifidobacterium breve rostly také více na čistých médiích, a le opět po třech dnech 
bylo 8 % buněk mrtvých. U médií s ložených i z hydrolyzátu byly buď všechny živé, nebo 
výj imečně u některých médií se objevily mrtvé buňky o koncentraci do 1,5 %. V hydrolyzátu 
měly tedy všechny buňky živé, což je výhodné, pokud potřebujeme trvanlivý výrobek. 
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Probiot ické kultury jsou citlivé na pří tomnost živin, ke svému růstu potřebují řadu minerálů 
a v i tamínů v médiu, proto se nejčastěji ke kultivaci využívá M R S méd ium, které všechny 
potřebné složky pro růst mikroorganismů obsahuje. Při tomto měření bylo zj ištěno, 
že probiot ika jsou s c h o p n a růst i na médiu, které je s loženo pouze z hydrolyzátu bez přídavku 
různých živin. Nabízí se zde potenciální možnost nahrazení f inančně náročnějšího M R S média 
z a hydrolyzát z prebiot ika a tudíž možnost ke zlevnění výroby. Firmy by nemuse ly kultivovat 
probiot ika pro přípravu tabletek v M R S médiu. Hydrolyzát je levnější a dostatečně nutr ičně 
bohatý na to, aby na něm probiotika rostly. 

5.4.3 Kultivace probiotik na médi ích s př ídavkem mléka 

Byla p rovedena kult ivace bakterií typu Lactobacillus acidophilus v reálné potravině podle 
postupu uvedeného v Kapitole 4 .11. Reálnou potravinou bylo obyčejné mléko a bylo j ím 
nahrazeno buď část média nebo celé médium. Výsledky měření viability jsou popsány 
v Tabu lce 19. 

Tabulka 19: Stanovení viabilit V buněk v reálném médiu 

Složení kult ivačního média Výchozí c buněk 
[evt/ul] 

Živé buňky v 1 ul 

[%] 

Živé buňky v 1 ul 

[%] 
5 ml M R S média 12897 63,2 36,8 
5 ml mléka 10380 100 0 

2,5 ml M R S média 
+ 2,5 ml mléka 

17821 100 0 

P o 24 hodinové kultivaci probiotik v M R S médiu a v médiích s mlékem vidíme, že největší 
koncent race buněk je v médiu, které je s ložené z kombinace M R S média s mléka. Z Tabu lky 19 
také vyplývá, že bakterie j sou všechny živé, kdežto pouze v čistém srovnávacím M R S médiu 
je obsah mrtvých bakterií přes 1/3. V mléce jako zdroj živin využívaly probiot ika laktózu, rostly 
pomalej i , a le jejich viabil i ta byla v průběhu delší doby výrazně vyšší. V M R S médiu rostou 
buňky Lactobacillus acidophilus rychleji, a le jejich životnost výrazně klesá už po jednom dni. 

I když by nejspíš mléko bylo nej lepším kult ivačním médiem pro probiotika, tak nebylo 
vhodné pro další analýzy a nebylo dále využíváno z důvodu probíhajícího výrazného mléčného 
kvašení, především u kmene Lactobacillus acidophilus. 

5 .5 Koenkapsulace probiotik a prebiotik 

5.5.1 Stanovení viability buněk před enkapsulací probiotik 

Průtoková cytometrie byla využívána pro měření viability buněk mikroorganismů 
po 24 hodinové kultivaci, kdy bylo potřeba zjistit poměr živých a mrtvých buněk před t ím, než se 
buňky enkapsuluj í do částic. Celkově bylo měření na průtokovém cytometru provedeno 
s každou kulturou 2x. Výsledky jsou uvedeny v Tabu lce 20. N a Obrázcích 21 , 22 a 2 3 jsou 
uvedeny příklady záznamů analýzy viability buněk z průtokového cytometru. 

Tabulka 20: Poměr živých a mrtvých bakterií po 24hodinové kultivaci 

Měření Typ bakterií 
Výchozí c buněk 

[evt/ul] Živé buňky v 1 ul [%] Mrtvé buňky v 1 ul [%] 

1. L A 1856 98 2 

B B 15693 93 7 

2. L A 5458 90,9 9,1 
B B 7541 90 10 
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Zkratka LA znamená typ bakterie Lactobacillus acidophilus a B B je bakterie Bifidobacterium 
breve. 

Obrázek 21: Viabilita buněk Lactobacillus acidophilus po 24hodinové kultivaci (na obrázku vlevo je vidět 
ohraničení buněk, ze kterých je následně vypočítán poměr živých a mrtvých buněk, na obrázku vpravo 
je vidět pík, který zobrazuje počet živých buněk) 

2 bakterie Events=334082 MeanX=195 MeanY=4 EvtW-7077 ROI% Ol evts=77 6% I CV=25.6 = ,-[,!• =|fr, Pe«*»«9 M w n * « Evt/nl=i 1 ROI% of evts=0.CI% 

Obrázek 22: Viabilita buněk Bifidobacterium breve po 24hodinové kultivaci (v okně na levé straně 
můžeme vidět ohraničení buněk, ze kterých je následně vypočítán poměr živých a mrtvých buněk, 
v okně na pravé straně lze vidět pík, který představuje množství živých buněk) 

Obrázek 23: Viabilita buněk Lactobacillus acidophilus po 24hodinové kultivaci (v okně na levé straně 
lze vidět ohraničení buněk, ze kterých je následně vypočítán poměr živých a mrtvých buněk, v okně na 
pravé straně lze vidět 2 píky, vyšší pík vlevo představuje množství živých buněk a malý pík vpravo 
představuje množství mrtvých buněk) 

P o 24hodinové kultivaci bylo ve všech vzorcích vždy nad 90 % živých buněk. Tyto bakterie, 
u kterých byla zj ištěna dostatečná viabil i ta, byly použity pro enkapsu lac i společně s prebiotiky. 
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K enkapsu lac i byly použity kmeny Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium breve, buňky 
byly enkapsulovány samostatně, s př ídavkem glukózy a s př ídavkem prebiotik. By la testována 
možnost přídavku dvou různých koncentrací prebiotik, rovněž výchozí koncent race 
probiot ických buněk byla testována v různých koncentracích. Enkapsu lace by la p rovedena 
do alginátových částic, dle postupu uvedeného v kapitole 4.8. Pro srovnání byly připraveny 
část ice dvou velikostí - malé o průměru 1 mm a velké s průměrem 2-4 mm. Vybrané částice 
leze vidět na Obrázcích 24-29. P o přípravě částic byla zj ištěna 100% enkapsulační účinnost, 
veškeré buňky včetně nehydrolyzované vlákniny byly enkapsulovány do alginátových kuliček. 

Část ice byly poté po dobu 6 týdnů uchovávány v 2 , 5 % kysel ině citrónové. V průběhu 
skladování byla s ledována stabil ita těchto částic a rovněž koncent race a viabil ita 
enkapsulovaných probiot ických buněk. 

Obrázek 24: Částice pouze s probiotikem 

Obrázek 25: Částice s přídavkem glukózy 

Obrázek 26: Částice s přídavkem inulinu 

Obrázek 27: Částice s přídavkem psyllia 
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Obrázek 28: Částice s přídavkem konopné vlákniny 

Obrázek 29: Částice s přídavkem jablečné vlákniny 

5.6 S t a n o v e n í d l o u h o d o b é stability 

Dlouhodobá stabil ita byla s ledována v modelovém prostředí dle postupu uvedeného 
v kapitole 4 .11. 

J a k o první byly analyzovány částice, kde byly použity pro enkapsu lac i buňky Lactobacillus 
acidophilus o počáteční koncentraci buněk 1856 evt/ul. V Tabu lce 21 lze vidět procenta živých 
a mrtvých buněk po prvním dnu enkapsu lace , po 1 týdnu, po 3 týdnech a po 6 týdnech 
od enkapsu lace . V Tabu lce 22 v idíme nárůst buněk v procentech, vždy od počátku měření. 

Tabulka 21: Poměr živých a mrtvých buněk v různých časových intervalech 
1. den 1.1 ýden 3.1 týden 6. 1 týden 

živé [%] mrtvé [%] živé [%] mrtvé [%] živé [%] mrtvé [%] živé [%] mrtvé [%] 
L A 100 0 95 5 80 20 70 30 
LA+glu 100 0 97 3 85 15 75 25 
LA+inu 100 0 97 3 90 10 80 20 

LA+psy 100 0 90 10 75 25 65 35 
LA+KV 100 0 95 5 90 10 80 20 
LA+JV / / / / / / / / 

Tabulka 22: Nárůst buněk v procentech v průběhu 6 týdnů 
1. týden [%] 3. týden [%] 6. týden [%] 

L A 80 120 130 
LA+glukóza 60 120 150 
LA+inulin 50 100 120 
LA+psyl l ium 30 100 130 
LA+konopná vláknina 30 110 160 
LA+jablečná vláknina / / / 
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P o prvním dnu enkapsu lace byly všechny mikroorganismy živé. P o prvním týdnu bylo 
mrtvých maximálně do 10 %, ve třetím týdnu do 25 % a ve čtvrtém do 35 %. Nejvyšší počet 
mrtvých buněk bylo zaznamenáno u psyl l ia, nejnižší u částic enkapsulovaných s inul inem. 
Z Tabu lky 21 vyplývá, že probiot ika z počátku rostly nejpomalej i v část icích, které 
obsahova ly konopnou vlákninu a psyl l ium, ale po 6 týdnech byl nárůst buněk v konopné 
vláknině nejvyšší. V část icích, které obsahova ly pouze buňky Lactobacillus acidophilus, byl 
po prvním týdnu zaznamenán nejvyšší nárůst, a le po 6 týdnech skladování byl nárůst j iž 
srovnatelný s inul inem a psyl l iem. V jab lečné vláknině nebylo možné pod mikroskopem 
analyzovat buňky, jel ikož částice vlákniny většinu mikroorganismů překrývaly. N a Obrázcích 
30, 3 1 , 32 a 33 lze vidět příklady některých částic. 

Obrázek 30: LA+inulin po 6 týdnech. 100x Obrázek 31: LA po 6 týdnech. 100x 

Obrázek 32: LA+glukóza po 3 týdnech. 100x Obrázek 33: LA+JVpo 1 týdnu. 100x 

Následně byly analyzovány částice, kde byly použity pro enkapsu lac i buňky Lactobacillus 
acidophilus o počáteční koncentraci buněk 5458 evt/ul. V Tabu lce 23 lze vidět procenta živých 
a mrtvých buněk po prvním dnu enkapsu lace , po 1 týdnu, po 3 týdnech a po 6 týdnech 
enkapsu lace . V Tabu lce 24 v idíme nárůst buněk v procentech, vždy od počátku měření. 

Tabulka 23: Poměr živých a mrtvých buněk v různých časových intervalech 
1. den 1.1 ýden 3.1 ýden 6.1 ýden 

živé [%] mrtvé [%] živé [%] mrtvé [%] živé [%] mrtvé [%] živé [%] mrtvé [%] 
L A 100 0 95 5 90 10 80 20 

LA+glu 100 0 98 2 90 10 85 15 
LA+inu 100 0 100 0 93 7 85 15 
LA+psy 100 0 95 5 90 10 80 20 
LA+KV 100 0 97 3 90 10 85 15 
LA+JV / / / / / / / / 
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Tabulka 24: Nárůst buněk v procentech v průběhu 6 týdnů 
1. týden [%] 3. týden [%] 6. týden [%] 

L A 50 130 140 
LA+glukóza 30 120 160 
LA+inulin 50 150 160 
LA+psyl l ium 100 180 200 
LA+konopná vláknina 40 120 150 
LA+jablečná vláknina / / / 

P o jednom dnu bylo 100 % živých buněk. P o jednom týdnu byl počet mrtvých buněk do 5 %, 
po 3 týdnech do 10 % a po 6 týdnech maximálně do 20 %. P o prvním týdnu enkapsu lace byl 
největší nárůst buněk zaznamenán u částic s probiotiky enkapsulovanými s psyl l iem, a to o 
100 %. U ostatních prebiotik byl nárůst do 50 %. P o 6 týdnech bylo nejvíc buněk u částic 
s psyl l iem a téměř srovnatelný počet buněk měly část ice s g lukózou, inul inem a s konopnou 
vlákninou. V částicích s prebiotiky bylo na konci více buněk než v část icích, které obsahova ly 
pouze probiot ické kultury. Ukázky mikroskopické analýzy jsou na Obrázcích 34, 35, 36 a 37. 
V jab lečné vláknině nebylo možné pod mikroskopem analyzovat buňky, jel ikož část ice vlákniny 
většinu mikroorganismů překrývaly. 

Obrázek 36: LA+psyllium po 3 týdnech. 100x Obrázek 37: LA+inulin po 6 týdnech. 100x 

J a k o poslední byly analyzovány částice, kde byly použity pro enkapsu lac i buňky 
Bifidobacterium breve o počáteční koncentraci buněk 7541 evt/ul. V Tabu lce 25 lze vidět 
procenta živých a mrtvých buněk po prvním dnu enkapsu lace , po 1 týdnu, po 3 týdnech a po 6 
týdnech enkapsu lace . V Tabu lce 26 v idíme nárůst buněk v procentech, vždy od počátku 
měření. 
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Tabulka 25: Poměr živých a mrtvých buněk v různých časových intervalech 
1. den 1.1 ýden 3. t ýden 6. t ýden 

živé 
[%1 

mrtvé 
[%1 

živé 
[%1 

mrtvé 
[%1 

živé 
[%1 

mrtvé 
[%1 

živé 
[%1 

mrtvé 
[%1 

B B 100 0 95 5 80 20 70 30 
BB+glu 100 0 100 0 92 8 85 15 
BB+inu 100 0 100 0 95 5 90 10 
BB+psy 100 0 97 3 90 10 80 20 
B B + K V 100 0 97 3 80 20 75 25 
B B + J V / / / / / / / / 

Tabulka 26: Nárůst buněk v procentech v průběhu 6 týdnů 
1. týden [%] 3. týden [%] 6. týden [%] 

B B 40 130 150 
BB+glukóza 30 110 130 
BB+inulin 60 150 160 
BB+psyl l ium 50 130 150 
BB+konopná vláknina 50 110 180 
BB+jablečná vláknina / / / 

Viabi l i ta buněk po 1 dnu byla 100%. P o 1 týdnu bylo 5 % mrtvých bakterií u částic 
bez prebiot ika a 3 % mrtvých u částic s psyl l iem a s konopnou v lákninou. P o 3 týdnech bylo 
25 % mrtvých buněk částic bez prebiotika a u částic s konopnou vlákninou, u ostatních částic 
bylo do 10 % mrtvých buněk. P o šesti týdnech bylo maximálně 30 % mrtvých buněk. P o prvním 
týdnu byl zj ištěn téměř stejný nárůst buněk u všech typů částic, a to do 60 %. P o třech týdnech 
měly nejvíce buněk částice, ve kterých byl inulin. P o 6 týdnech bylo nejvíc buněk v částicích 
s konopnou vlákninou a ne jméně v částicích s g lukózou. V jab lečné vláknině nebylo možné 
pod mikroskopem analyzovat buňky, je l ikož částice vlákniny většinu mikroorganismů 
překrývaly. N a Obrázcích 38, 39, 40 a 41 lze vidět příklady částic s Bifidobacterium breve 
a prebiotiky. 

Obrázek 38: BB po 1 týdnu. 100x Obrázek 39: BB+inulin po 1 týdnu. 100x 

Obrázek 40: BB+KV po 3 týdny. 100x Obrázek 41: BB+psyllium po 1 týdnu. 100x 

59 



N a závěr lze říci, že všechny enkapsulované buňky s nehydro lyzovanou vlákninou jsou 
v našem př ipraveném prostředí o kyselém pH stabilní i po 6 týdnech. Během d louhodobého 
skladování docházelo pouze k min imálnímu uvolnění probiot ických buněk z testovaných 
částic. Toto uvolněné množství nepřesahovalo 5 %. 

J a k o nejvhodnější kombinace ke koenkapsu lac i probiotik s prebiotiky by la vyhodnocena 
konopná vláknina. Buňky zde s ice nerostly tak rychle jako v prostředí bez př idaných prebiotik, 
a le po 6 týdnech sledování bylo vždy zj ištěno nejvyšší procento nárůstu. Buňky také ce lkem 
dobře rostly v částicích s inul inem a glukózou. 

Z Tabu lky 21 a 2 3 vyplývá, že na ž ivotaschopnost probiotik má vliv také počáteční 
koncent race buněk. U částic, které měly počáteční koncentraci buněk vyšší, bylo po 6 týdnech 
zaznamenáno o 5-10 % méně mrtvých buněk než u částic, které měly počáteční koncentraci 
nižší. Také nárůst buněk byl vyšší, například u psyl l ia až o 70 %. 

Pro ukázku byly vytvořeny na enkapsulátoru i menší částice, které byly sk ladovány týden 
v 2 , 5 % kysel ině ci trónové (modelová kyselá potravina). P o týdnu bylo zj ištěno, že jsou částice 
stabilní a není žádné uvolněné množství mimo částici. 

Celkově se jako nejlepší jeví částice, ve kterých byl přidaný inulin. Tyto částice s inul inem 
měly nejnižší procento mrtvých buněk po 6 týdnech, ve všech případech pouze do 20 %, tudíž 
by mohly být nejvhodnější pro ap l ikace do kosmet ických přípravků a potravinářských doplňků 
stravy. 

5.7 S t a n o v e n í stability č á s t i c v m o d e l o v é m p r o s t ř e d í l i d s k é h o o r g a n i s m u 

Stabi l i ta v s imulovaných tělních tekut inách byla s ledována u alginátových částic 
s bakteriemi typu Lactobacillus acidophilus. Bakter ie byly enkapsulovány společně s g lukózou, 
psyl l iem, inul inem, konopnou vlákninou a jab lečnou v lákninou. P o enkapsu lac i byly tyto část ice 
skladovány v modelových podmínkách, v průběhu skladování byly částice v loženy postupně 
do modelových tělních tekutin. V pankreat ické šťávě a v žaludeční šťávě byly inkubovány 
po dobu 20 minut a ve ž lučové šťávě byly 40 minut, vše při teplotě 37°C. V průběhu působení 
jednot l ivých trávicích šťáv byly odebírány vzorky pro mikroskopické stanovení. By la s ledována 
především stabilita testovaných částic, a nárůst množství uvolněných buněk a jejich viability. 
Postupováno bylo dle návodu uvedeného v kapitole 4.9. 

V Grafu 16 lze vidět aktuálně uvolněné množství buněk do trávicí šťávy. 

Tabulka 27: Stabilita částic s prebiotiky ve fyziologickém prostředí 

Prebiot ikum 
Množství uvolněného obsahu [%] 

Prebiot ikum 
žaludeční šťáva pankreat ická šťáva ž lučová šťáva 

B e z prebiot ika 2 70 100 

Inulin 2 90 100 

Glukóza 2 90 100 

Jablečná vláknina 0 20 100 

Konopná vláknina 0 20 100 

Psyl l ium 0 10 100 
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Uvolnění obsahu z částic ve fyziologických podmínkách 

Bez prebiotika Inulin Glukóza Jablečná vláknina Konopná vláknina Psyll ium 

• žaludeční šťáva • pankreatická šťáva • žlučová šťáva 

Graf 16: Fyziologické prostředí - stabilita částic s prebiotiky 

5.7.1 Stanovení stability částic s prebiotiky v žaludeční šťávě 

N a částicích po 20 minutách inkubace v žaludeční šťávě nebyly pozorovány žádné změny. 
N a pohled byly částice v ce lku, neporušené, obal enkapsulovaných částic se nerozpadal . 
Při pozorování pod mikroskopem nebyly vidět žádné uvolněné probiot ické buňky, nebo pouze 
v minimálním počtu. Žaludeční šťáva tudíž na obal z alginátu nepůsobí, počet uvolněných 
bakterií z kaps le do roztoku bakterie byl maximálně do 2 %. 

Tato šťáva působí na enkapsulované částice jako první z e tří testovaných prostředí 
a s oh ledem na předpokládanou funkci mléčných bakterií je nutné, aby obaly částic nebyly 
j iž v této části trávicího sys tému porušeny. J e potřeba, aby bakterie přežily kyselé pH v žaludku 
a mohly se následně uplatnit ve střevě. Bylo potvrzeno, že uvnitř část ice byly po působení 
žaludeční šťávy všechny buňky živé. Část ice byly dále v loženy do pankreat ické šťávy. 

5.7.2 Stanovení stability částic s prebiotiky v pankreat ické šťávě 

Pankreat ická šťáva na část ice působi la více než žaludeční šťáva. Pankreat ická šťáva je 
produkovaná ve sl inivce a je součástí tenkého střeva. Účelem enkapsu lace probiot ických 
kultur je, aby se bakterie začaly z částic uvolňovat právě na tomto místě. Při pohledu na částice 
po 20 minutách působení této šťávy bylo vidět, že v některých případech byl alginátový obal 
z c e l a porušen. Částice, které obsahova ly inulin a g lukózu se rozpadly na malé kousky a téměř 
všechny bakterie byly uvolněny do trávicích šťáv. Z kuliček, které obsahova ly jab lečnou 
vlákninu a konopnou vlákninu, bylo uvolněno do roztoku přibližně 20 % buněk. P o obarvení 
methy lenovou modří a s ledováním pod mikroskopem bylo vidět, že všechny bakterie j sou živé 
a to jak bakterie enkapsulované stále uvnitř kaps le , tak i bakterie uvolněné. Zbytky částic byly 
následně vloženy na 40 minut do ž lučové šťávy. 

5.7.3 Stanovení stability částic s prebiotiky ve ž lučové šťávě 

P o 40 minutách ve ž lučové šťávě se část ice s konopnou vlákninou, jab lečnou vlákninou 
a s psyl l iem také rozpadly, v roztoku j sme mohli pozorovat jen zbytky nerozpustné vlákniny, 
které jsou nestravitelné. Žlučová šťáva je poslední části trávicího systému, tudíž je výhodné, 
že se právě zde rozpadnou i zbytky částic a uvolní se všechny probiotika. Během celého 
trávení tedy došlo k uvolnění všech buněk ze všech testovaných částic. 

Viabi l i ta buněk se nezměni la po ce lou dobu trávení, všechny buňky zůstaly živé. Během 
trávení docházelo k pozvo lnému uvolňování enkapsulovaných složek z částic. P o 40 minutách 
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t rávení došlo k uvolnění buněk z částic, které obsahova ly inulin a g lukózu. Z jab lečné vlákniny, 
konopné vlákniny a psyl l ia se uvolnilo přibl ižně 20 % buněk, zbytek zůstalo v kouscích částice. 
P o delší době se uvolnil zbytek buněk z částic. K úplnému uvolnění všech buněk ze všech 
částic došlo po 2 hodinách trávení (Graf 16). Tyto alginátové částice jsou tedy vhodné 
k pozvolnému uvolňování akt ivních složek v zažívacím traktu, mohou být d louhodobě 
uchovávány a poté použity jako farmaceut ický doplněk. 
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6 ZÁVĚR 
Tato d ip lomová práce byla zaměřena na enkapsu lac i mikroorganismů do alginátových 

částic. Enkapsulovanými mikroorganismy byly probiot ické kmeny Lactobacillus acidophilus 
a Bifidobacteríum breve. Probiot ika byla enkapsulována s prebiotky - s inul inem, s psyl l iem, 
s konopnou vlákninou a s jab lečnou vlákninou. Část ice byly př ipraveny z 2 % alginátu pomocí 
enkapsulátoru s použitím trysky o velikosti 450 a 1000 um. 

Nejprve by la p rovedena charakter izace a složení jednot l ivých prebiotik s využitím 
spektrofotometr ických a chromatograf ických metod. Sledován byl především obsah 
monosachar idů a ol igosacharidů. 

Pro jednot l ivá probiot ika bylo zvo leno několik kult ivačních médií. Nejprve bylo použito 
samostatné M R S médium pro kultivaci laktobaci lů, následně bylo do média přidáno určité 
množství nehydrolyzovaných prebiotik a nakonec by la probiotika kult ivována na médiu 
smíchaném v určitém poměru s hydrolyzovaným prebiot ikem nebo pouze na hydrolyzovaném 
prebiotiku. Buňky rodů Lactobacillus i Bifidobacteríum byly schopny růst i na médiu, které bylo 
složeno pouze z hydrolyzovaného prebiotika. Bakter ie zde s ice rostly pomalej i a v menším 
množství, než při použití M R S média, a le použití M R S média je výrazně nákladnější než použití 
hydrolyzátu jab lečné či konopné vlákniny. 

P o enkapsu lac i probiotik na enkapsulátoru byly část ice skladovány v 2 , 5 % kysel ině 
ci t rónové jakožto s imulantu pro modelovou kyse lou potravinu, a to z a účelem sledování 
d louhodobé stability a zachování ž ivotaschopnost i probiot ických bakterií. 

Část ice byly také inkubovány v modelovém fyziologickém prostředí (v umělé žaludeční, 
pankreat ické a žlučové šťávě), kde byla p o s o u z e n a stabil ita částic a míra uvolňování jejich 
obsahu v příslušné části trávicího traktu. Stabil i ta částic byla posuzovaná pod opt ickým 
mik roskopem, kdy byl s tanoven počet buněk uvnitř částic a počet buněk uvolněný z částic 
do volného roztoku. Všechny část ice byly stabilní v žaludeční šťávě. V pankreat ické šťávě 
došlo k rozpadu částic a k uvolnění většiny buněk do roztoku. Žlučová šťáva pak působila 
výrazněji na částice, které byly enkapsulované bez prebiotika a částice s inul inem a 
s g lukózou. Během trávení tedy docházelo k pozvolnému uvolňování všech buněk z e všech 
částic. Bylo prokázáno, že většina částic dorazí bez porušení až do pankreat ické šťávy, tudíž 
by tyto enkapsulované část ice mohly být využity pro cílený transport probiot ických kultur 
do střevního traktu. 

Z vyhodnocení d louhodobé stability lze usoudit, že vytvořené částice jsou velmi stabilní. I 
po 6 týdnech nebylo vidět pod opt ickým mikroskopem výraznější uvolnění částic z kapsle 
do okolního roztoku. U všech typů př ipravených částic byl počet uvolněných buněk do 5 %. 
Největší nárůst buněk po 6 týdnech byl zaznamenán u částic, které byly enkapsulovány 
společně s konopnou v lákninou. Naopak nejméně mrtvých bakterií bylo zj ištěno po 6 týdnech 
u částic, které byly enkapsulovány zároveň s inul inem. Obecně bychom mohli říct, že 
koenkapsu lace probiotik s prebiotiky je výhodná, významně prodlužuje d louhodobou 
ž ivotaschopnost a bio logickou aktivitu probiotik. 

Celkově lze říci, že s využitím enkapsulátoru je možné úspěšně enkapsulovat oba typy 
testovaných probiot ických bakterií do alginátových obalů. Přidané prebiotikum pozit ivně 
ovl ivňuje růst i nárůst mikroorganizmů v částicích. U částic, které vznikly touto koenkapsulací 
byla potvrzena jejich stabil i ta ne jméně po dobu 6 týdnů, př ičemž enkapsulované bakterie si po 
ce lou dobu udržují svou životaschopnost. Takto př ipravené částice by mohly být využity 
v potravinářském průmyslu, kde potřebujeme cílené uvolnění bakterií v trávicí soustavě. 
Část ice by se mohly přidat do mléčných či zakysaných výrobků, do jogur tů a díky kvalitě 
použitých materiálů by se mohly použít i pro výrobky určené pro dětskou výživu a do 
potravinových doplňků. J a k o další ap l ikace je vhodný kosmet ický průmysl , kde by se 
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alginátové částice společně s probiotiky a prebiotiky mohly využít jako antimikrobiální ochrana 
kůže a mohly by být využity například v krémech nebo j iných přípravcích pro zevní použití. 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
L A Lactobacillus acidophilus 
B B Bifidobacterium breve 
F C průtoková cytometrie 
C F U colony forming units 
GIT gastrointestinální trakt 
K V konopná vláknina 
J V jablečná vláknina 
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