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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zaméfena na enkapsulaci probiotik a testovani moznosti
koenkapsulace s nékterymi typy prebiotik.

Teoreticka Cast se zabyva probiotiky, jejich obecnou charakterizaci a moznosti vyuziti
probiotickych kultur at uz v potravinarském primyslu jako doplriky stravy nebo v kosmetickém
pramyslu. Déle jsou popsany prebiotika a jejich rozdéleni, proces enkapsulace a jednotlivé
techniky enkapsulace. V této ¢asti jsou také popsany vybrané metody, které byly vyuzivany
k analyze €astic a enkapsulovanych slozek.

V experimentalni ¢asti byla nejprve provedena charakterizace zvolenych prebiotik, a to
pomoci spektrofotometrickych metod, tenkovrstevné chromatografie a vysokoucinné
kapalinové chromatografie. Nasledné byla testovana moznost kultivace probiotik s pfidavkem
prebiotika v nehydrolyzované i hydrolyzované formé. S vyuzitim pritokového cytometru byla
stanovena rovnéz viabilita bunék. Na zavér byly probiotika spoletné s prebiotiky
enkapsulovany do alginatovych ¢astic s vyuzitim enkapsulatoru a po dobu 6 tydn( byla
sledovana jejich dlouhodoba stabilita v modelovém prostiedi. Castice byly také vystaveny
pusobeni umélé pankreatické, zaludecni a zluCové stavy.

KLICOVA SLOVA

probiotika, Bifidobacterium breve, Lactobacillus acidophilus, prebiotika, koenkapsulace,
mikrocastice, opticky mikroskop, pritokova cytometrie



ABSTRACT

This diploma thesis is focused on encapsulation probiotics and co-ensapsulation with some
types of prebiotics.

In theoretical part is aimed to probiotics, their general characteristics and application
of probiotics in food industry as food supplement and in cosmetics industry. There are
described prebiotics and their classification, there is described principles of encapsulation and
encapsulation techniques. Methods, which are used for analysis of particles and encapsulation
components were introduced too.

The experimental part describes methods of prebiotics characterization by high
performance liquid chromatography, thin layer chromatography and spectrophotometric
methods. Cultivation of probiotics with prebiotics — hydrolyzed and non-hydrolyzed was tested.
Using flow cytometry cell viability was measured too. Finally probiotics and prebiotics were
encapsulated, mainly by encapsulator machine. Long-term stability of particles during 6 week
storage was observed. The particles were exposed to effect of artificial intestinal, gastric and
bile juices.

KEYWORDS
probiotics, Bifidobacterium breve, Lactobacillus acidophilus, prebiotics, coencapsulation,
microparticles, optical microscopy, flow cytometry
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1 UvoD

V dnesni dobé dochazi v potravinarském primyslu k rozvoji novych technologii s cilem
vylepsit kvalitu potravin a potravinovych doplik(. Intenzivné se rozviji i vyuziti metody
enkapsulace, ktera umoznuje zlepSovat fyzikalné-chemické vlastnosti a stabilitu pfirodnich
latek, €imz se pak rozSifuje jejich vyuziti a aplikace. Pokud jsou nékteré funkéni skupiny citlivé
na vnéjsi prostredi nebo na proces zpracovani, pokud chceme omezit reaktivitu latek nebo
pokud chceme usnadnit &i fidit jejich davkovani, je nutné vytvorit takovy obal, ktery by tyto
skupiny ochranil a neposkodil. Proto je vhodné tyto latky enkapsulovat, ¢imz mizeme navysit
kvalitu a nutric¢ni hodnoty potravin ¢i potravinovych doplnkd [1].

Tato diplomova prace se zabyva predevsim koenkapsulaci probiotik a prebiotik. Prirodni
latky a jejich extrakty jsou stejné jako probiotika znama a pouzivana pro svUj pfiznivy ucinek
pro lidsky organismus. Probiotické kultury je vhodné uzivat, pokud doslo k oslabeni nebo
k poskozeni stfevni mikrofléry. Probiotika jsou zivé mikroorganismy, které se vyskytuji
v tlustém stfevé zdravého C¢lovéka, napomahaji obnové spravné stfevni mikroflory
a znesnadniuji jinym Skodlivym mikroorganismlm, které se ve stfevech vyskytuji, aby se dale
rozmnozovaly. Casto je doporueno kombinovat probiotika zaroven s prebiotiky. Prebiotika
jsou nestravitelné latky, které projdou zaludkem a tenkym stfevem beze zmény, ale v tlustém
strevé tvori vhodné prostiedi pro rust a aktivitu probiotickych kultur.

Mezi dalsi rozSifené aplikace patfi aplikace do kosmetického pramyslu, kde se probiotika
vyuzivaji jako antimikrobialni ochrana, hojivé pfipravky nebo jako nosice aktivnich latek, které
umoznuiji fizené uvolnovani.

Cilem této prace je najit vhodny typ €astic pro koenkapsulace probiotika a prebiotika, ktery
by byl stabilni a ve kterém by probiotika vydrzela co nejdel$i dobu ziva. Jejich nasledné pouziti
je predpokladano do potravin a do kosmetickych pripravkd, ¢imz by vznikly produkty s vysokou
pfidanou hodnotou a lepSi funkénosti.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Probiotika

Pojem probiotikum je odvozen z feckych slov ,pro* a ,bios“, coz v pfekladu znamena
,pro zivot‘. Opakem téchto slov je pojem ,antibiotikum®, tedy ,proti zivotu [2].

Probiotika jsou monokultury nebo smésné kultury Zivych mikroorganismu, které maji
pfiznivy vliv na zdravi Clovéka nebo zvifete. Do téla se dostavaji v potravé nebo
v potravinovych doplicich a pfirozené osidluji travici soustavu. Pokud jsou podavana
v adekvatnim mnozstvi, tak maji pozitivni zdravotni ucinek na svého hostitele. Podporuji
selektivné rust nebo aktivitu jednoho druhu bakterii nebo omezeného mnozstvi stievnich
bakterii a tim pozitivné ovliviiuji slozeni stfevni mikrofléry tlustého stfeva. Forma, ve které je
probiotikum aplikovano do traviciho ustroji, by méla obsahovat dostate€né mnozstvi
zivotaschopnych bakterii, které maji schopnost prezivat v travicim ustroji a které jsou
metabolicky aktivni [3].

Pro zarazeni nékterych druht bakterii mezi probiotika je nutné splnovat nékolik pozadavkd.
Bakterialni kmeny musi mit prokazatelné pozitivni vliv na zdravi hostitele a musi byt zdravotné
nezavadné, nesmi byt toxické ani patogenni. Musi byt odolné k pUsobeni kyselosti zaludec¢ni
stavy a zluCi a jsou aplikované v zivém stavu. Mezi nej¢astéjsi probiotika se fadi laktobacily
(Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus brevis), bifidobakterie (Bifidobacterium bifidum)
¢i grampozitivni koky (Enterococcus faecium). Mezi probiotické organismy se kromé nékterych
druhl bakterii mohou zaradit i nékteré kvasinkové mikroorganismy (Saccharomyces boulardii)
nebo plisné (Aspergillus oryzae) [3].

2.1.1 Strevni mikrofléra

Mikroorganismy se dostavaji do traviciho traktu bézné spoleéné s potravou, proto je
ve stfevnim traktu lidi i zvifat zastoupena cela rada téchto mikroorganismu. Prehled nejcastéji
vyskytovanych Ize vidét v Tabulce 1. Mikroorganismy ziji na mukdznim povrchu epitelu
komenzalnim zplsobem, coz je zplUsob neskodného priZivnictvi. Celkové se odhaduje
az 500 druhu bakterii, které maiji za ukol travit potravu, branit vzniku infekci a onemocnéni,
regulovat alergické reakce a produkovat vitaminy skupiny B [4].

Tabulka 1: SloZeni mikroflory lidského GIT [5]

o . TENKE TENKE TLUSTE

BAKTERIALNI KMENY |ZALUDEK STREVO STREVO STREVO
(JEJUNNUM) (ILEUM) (COLON)

AEROBNi BAKTERIE CFU/g CFU/g CFU/g CFU/g
Enterobacteriaceae 0-102 0-10° 10%-107 10%-101°
Streptococi 0-10° 0-10* 10%-108 10°-1010
Stafylococi 0-102 0-103 10%-10° 10%-10°
Lactobacilli 0-10° 0-10* 102-102 106-1010
Kvasinky 0-10° 0-10? 102%-10* 10%-10°
ANAEROBNI BAKTERIE
Bacteroidy vzécné 0-10° 10%-107 10'0-10"2
Bifidobacterie vzacné 0-104 103-10° 10-10""
Peptostreptococi vzacné 0-10° 102-10° 1010-1072
Clostridie vzacné vzacné 10%-104 106-10'"
CELKOVY POCET 0-10° 0-10° 10°-10° 10'-10"2
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V travicim traktu musi mikroorganismy prekonat kyselé prostredi zaludku, poté se za nim
usidluji v postupné se zvySujicim mnozstvi od proximalni k distalni ¢asti traviciho traktu
a vytvari stfevni mikrofléru. Ta se mize ménit at uz s pribyvajicim vékem, tak jeji slozeni
vyznamné ovliviiuje vyziva. Kvantitativné tvofi stfevni mikrofléra nékolikanasobné vétsi pocet
bunék, nez je vlastnich bunék organismu a metabolické procesy mikroorganismua strevni
mikrofléry zasahuji do metabolickych procesu lidského organismu. Ovliviuji procesy traveni,
zasahuji do metabolismu a vyuzitelnosti rlznych latek, které pfichazeji do traviciho traktu
s potravou, podili se na reparaci nebo naopak na poskozeni stfevni bariéry a vyznamné
ovliviiuji imunitni systém Clovéka. Stfevni mikrofléra je udrzovana v urCité rovnovaze
mikroorganismu, které jsou organismu potencialné skodlivé nebo prospésné. Ve stari
potencialné skodlivych mikroorganisma pfibyva. Stfevni mikrofléra se vyrazné méni
i pfi vyskytu nékterych onemocnéni a pfi nadmérné konzumaci antibiotik a laxativ. Napfiklad
pfi prdjmu je snizovan pocet probiotickych bakterii a naopak zvySovan pocet fakultativnich
anaerobnich bakterii [6].

2.1.2 Uéinek probiotik

Pozitivni ucinek probiotickych organizmd v mikrobidlnim ekosystému je vysvétlovan tim,
Ze probiotika iniciuji aktivaci urcitych genu lokalizovanych v bunkach a tak pfiznivé ovliviuji
Siroké spektrum stievnich funkci. Tento ucinek je vdak jen doasny a vétsSinou je detekovatelny
jen po dobu pfijimani potraviny s probiotiky. Sou¢asné vyzkumy sméfuji ke studiu zdravotniho
pfinosu, ke kterému patfi nejen obrana proti infekcim, ale dokonce i ochrana proti rozvoji
rakoviny. Probiotické bakterie totiz snizuji hodnotu pH ve stfevech a tim je snizena i aktivita
enzym, které jsou spojené s rozvojem rakoviny tlustého streva. Probiotika také snizuji aktivitu
prokarcinogennich enzymu B-glukuronidazy, azoreduktazy a nitroreduktazy [6, 7].

K dosazeni potrfebné koncentrace probiotickych bakterii ve stfevé (v tenkém stievé by mélo
byt mnozstvi vy$si nez 10° g, v tlustém stievé by mélo byt minimalni mnozstvi 108 g) je nutné,
aby densita téchto bakterii v konzumované potraviné nebo dopliiku stravy byla 10'°.
Ovsem pouhé preziti v gastrointestindlnim traktu nezarucuje vznik prospésnych ucinkd.
Probiotické bakterie musi byt odolné k pusobeni zaludecni kyselosti (pfimo vlastnost kmend
nebo zplsob podani napriklad jako enkapsulované castice), nasledné jsou vystaveny
pusobeni ZluCovych kyselin a pankreatickych stav [8].

Probiotika jsou zakladni slozkou funkénich potravin a vyskytuji se zejména v mlé€nych
vyrobcich. Po enkapsulaci se ucinek probiotik v téchto vyrobcich zvySuje. Enkapsulace
umoziuje pozvolné uvolhovani bunék v potraviné, zvysuje viabilitu bunék, chrani probiotika
pred nepfiznivym vlivem okolniho prostredi pfi zpracovani a pfi skladovani potravin [8].

2.1.3 Vyuziti probiotickych kultur

Probiotika jsou aplikovana do traviciho ustroji ve formé, ktera obsahuje dostateéné
mnozstvi zivotaschopnych bakterii. Bakterie musi mit schopnost prezivat v travicim ustroji
a musi byt metabolicky aktivni. Probiotika mohou byt vyuzita pro prevenci a IéEbu onemocnéni
zazivaciho Ustroji, prljmovych onemocnéni, redukci hladiny sérového cholesterolu,
pro prevenci kolorektalni rakoviny a rakoviny moCového méchyre [3].

Probiotické mikroorganismy se pouzivaji nejcastéji jako doplnky stravy nebo jako soucast
specifickych mléénych vyrobk(, v posledni dobé nachazeji uplatnéni i jako soucast kojenecké
a détské vyzivy. Do ruznych doplnk(l stravy se pridavaji vétsinou lyofilizované kultury, které
se skladaji z jednoho nebo z vice druhl probiotickych bakterii. Tyto kultury jsou samostatné
nebo s dalSimi latkami vyrabény ve formé kapsli, tobolek, drazé ¢&i tablet. Probiotika
se nejcastéji pridavaji do mlécnych a zakysanych vyrobku (jogurtové napoje, krémy, dezerty),
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ale nékteré bifidobakterie je mozné najit i v trvanlivych, tepelné neupravenych masnych
vyrobcich [8].

2.1.4 Probiotika jako doplriky stravy

Doplnky stravy jsou registrovany v databazi RoHy (Registr hlavniho hygienika) na zakladé
posouzeni bezpecnosti Statnim zdravotnim ustavem nebo na zakladé notifikace téchto
subjektd MZd CR (Ministerstvo zdravotnictvi). V soucasné dobé je registrovano vice
nez 100 druh( doplikd stravy, které obsahuji probiotika a prebiotika a z toho priblizné
40 % obsahuje obé skupiny soucasné. Obsah mikroorganism(i v jedné tobolce/kapsli se
oznacuje obvykle jako 10". Nej¢astéji se v doplicich stravy vyskytuje Lactobacillus acidophilus
(73 %), Bifidobacterium bifidum (40 %), Lactobacillus lactis (15 %), Lactobacillus casei (15 %),
Lactobacillus plantarum (15 %). DalSi bakterie a kvasinky jsou obsazeny v méné nez 10 %
vyrobcich. V. mnoha komerénich vyrobnich, jako lze vidét napfiklad na Obrazku 1 jsou
obsazeny jak probiotika, tak prebiotika. V tomto pfipadé je probiotikum Lactobacillus

kombinovano s prebiotikem inulinem [8].

A

A ARARL R

Obrézek 1: Komeréni produkt probiotik s prebiotikem [9]

U malého poctu doplikd stravy s probiotiky bylo provedeno namatkové ovéreni mnozstvi
zivych laktobacil(l a zjisténé vysledky byly porovnany s deklarovanym mnozstvim a dobou
exspirace od vyrobce. Z vysledkl vyzkumu, které jsou uvedeny v Tabulce 2 Ize vycist,
ze Zivotaschopnost bakterii v béznych formach doplik( stravy béhem deklarované doby
minimalni trvanlivosti pomérné rychle klesa na hodnoty, kdy jiz pozadované ucinky nelze

predpokladat [8].

Tabulka 2: Ovéreni Zivotaschopnosti probiotickych mikroorganismd v doplricich stravy [8]

Pocéet vzorkl | Deklarované mnozstvi | ZjiSténé mnozstvi Exspirace
3 1az4x10° <50 prosla o 18 az 6 mésicll
4 5x10%az 1x10'° <50 zbyvéa 4 az 8 mésicu
1 1x101° 2x10? zbyva 8 mésicl
1 3x10° 3x10’ zbyva 10 mésicu
4 3x10%az 1x10™ 1x10°az 2x10° zbyva15 az 18 mésicl
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2.1.5 Aplikace probiotik v kosmetickém primysiu

Probiotika jsou vyuzivany | v kosmetickém priimyslu z divodu antimikrobidlni ochrany klze.
Probioticka kultura také pomaha k tvorbé kolagenu, zvySuje vstrebavani kysliku burikami a tim
zlepSuje bunécné dychani. Diky tomu bunky zvySuji své energetické rezervy, které mohou
nasledné vyuzit k vyrovnani se s agresivnim vnéjsim prostredim. Vysledkem celého tohoto
procesu je, ze se zpomaluje starnuti pleti a pokozky. Probiotika také pomahaji zlepSovat
hydrataci pleti, proto jsou probiotické kultury nejvhodnéjSi pro pokozku, ktera je vysusena
nebo pro extrémné suchou plet [10].

2.1.6 Zastupci
Mezi nejCastéji vyuzivané kmeny bakterii patfi laktobacily a bifidobakterie.

2.1.6.1 Rod Lactobacillus

Bakterie rodu Lactobacillus jsou bakterie mlécného kvaseni, jsou grampozitivni, fakultativné
anaerobni az mikroaerofilni. Tvar zavisi na stafi kultury, slozeni média a obsahu kysliku,
vétsinou jde o rovné, rlzné dlouhé a ohnuté tyéinky. Rada z nich je souéasti pfirozené
mikroflory Clovéka. Vétsina druhl roste pri teploté do 40°C (mezofily), nékterym druhim
vyhovuje teplota do 55°C (mirni termofily), nékteré druhy ale dokazi rUst i pfi teplotach blizicich
se nule (Lactobacillus plantarum). Produktem fermentace je v nejvét§im mnozstvi kyselina
mlécna, dale pak kyselina octova, ethanol a oxid uhliity. Témito produkty jsou schopny snizit
pH v prostfedi az pod hodnotu 4,0 a spolu s nedisociovanymi kyselinami pak plisobi proti
vyskytu ostatnich mikroorganismt (kromé kvasinek a jinych bakterii mlééného kvaseni). Diky
tomu se vyuzivaji v potravinaiském primyslu pii vyrobé kysaného zeli, okurek, piva ¢i vina.
Rod Lactobacillus je schopny produkce mnoha latek véetné latek s antimikrobialnim ucinkem
(4, 11].

Laktobacily jsou velice naroéné na ziviny v médiu. Pro fermentaci vyzaduji jako zdroj
energie a uhlikd rizné sacharidy (glukoéza, laktéza), dale pak aminokyseliny, nukleové kyseliny
a vitaminy skupiny B-komplex. Pro kultivaci jsou vhodnd média s hodnotou pH 5,5-6,2,
pfi produkci kyselin dojde k poklesu pH arlist se zastavuje u hodnoty pH 4,0-3,6. Na agarovych
plotnach jsou kolonie hladké, lesklé, nepriihledné a bezbarvé. Maji pravidelny okraj a jejich
pramer je 2-5 mm. V obvyklych médiich netvori zapach [12].

Mezi nejvyznamnéjsi zastupce se fadi Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum nebo Lactobacillus
brevis [4].

Lactobacillus acidophilus je ty€inkova bakterie, jejiz Sifka je 0,6-0,9 um a délka 1,5-6 ym.
MUze se vyskytovat jednotlivé, ve dvojicich nebo tvofi kratké retizky. Optimalni teplota pro jeji
rist je 39°C. Tyto kmeny maji diky svym vhodnym vlastnostem vyuziti v mlékarenstvi
pfi vyrobé acidofilniho mléka, podmasli a smetany, dale ve zdravotnictvi, kdy se péstu;ji
specialni kmeny odolné vic¢i nékterym druhim antibiotik. Tento druh bakterie se radi
do skupiny probiotik, které maji dieteticko-lécebné ucinky a projevuji se v potlacovani
nezadouci mikrofléry traviciho systému [4].

2.1.6.2 Rod Bifidobacter

Bifidobakterie jsou grampozitivni, chemoorganotrofni, nesporolujici, anaerobni
a nepohyblivé bakterie ve tvaru tyCinek. Vyskytuji se jak jednotlivé, tak v Fetizcich nebo
ve hvézdicovitém usporadani. Jsou soucasti pfirozené mikroflory traviciho traktu Clovéka,
ale také jsou soucasti mnoha fermentovanych mlécnych vyrobkd. Optimalni teplota pro jejich
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rist je 28°C — 41°C, optimalni hodnota pH je 6,5 - 7. Kyselé prostredi jim Uplné nevyhovuije.
Kolonie jsou hladké, vypouklé s hladkymi okraji, lesklé a mékké konzistence. Bifidobakterie
jsou heterofermentativni a fermentuji sacharidy na kyselinu mléénou a octovou v poméru 2:3.
V mensim mnozstvi vznikaji i dal$i produkty, napfiklad kyselina mravendi, kyselina jantarova
a ethanol. Vzhledem k tomu, Ze v nejvy$Sim podilu vznika kyselina octova, ktera je ucinnéjsi
nez kyselina mlé€na, dokazou vyraznéji inhibovat nezadouci gramnegativni bakterie. [12,20]

Jejich rust je podporovan predevsim bifidogennimi faktory. Jedna se o slouceniny laktulézy,
N-acethyl-D-glukosaminu nebo fruktooligosacharidy. Nékteré kmeny se mohou vyuzivat
v mlékarenském primyslu, stejné jako Laktoctobacillus, kde spole¢né s dalsimi bakteriemi
mlécného kvaseni slouzi k vyrobé fermentovanych mléénych vyrobkad [13].

V dnesni dobé je znamo 38 bakterialnich druh(l, z toho se Sest vyuziva pro své probiotické
vlastnosti. Mezi tyto druhy se fadi Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium longum, Bifodobacterium infantis a Bifidobacterium theromphilum [2].

Bifidobacterium breve jsou anaerobni bakterie, jejich tvarem jsou ty€inky. U déti, které byly
kojené, bylo zjisténo, ze vétsinu bakterii tlustého stfeva tvofi pravé tento druh. S tim, jak ¢lovék
starne, tyto bakterie ubyvaji. Ukolem Bifidobacterium breve v zazivacim traktu je nigit
nezadouci mikrofléru ve strevé [12].

Aby se probiotické kultury vice a rychleji mnozily a aby pfezivaly del§i dobu, je nutny
dostateény pfisun zivin. V mléénych produktech to je laktéza, pfipadné dalsi zdroje, kterymi
jsou napfiklad prebiotika, které maji dale i pozitivni vliv na hostitele.

2.2 Prebiotika

Prebiotikum je nestravitelna slozka potravy, ktera priznivé ovliviiuje rlist a ¢innost bakterii
v tlustém strevé. Na rozdil od probiotik nejsou prebiotika zivé latky [14].

Je popsano mnoho pozitivnich ucinkd prebiotik. Napfiklad maji dulezZitou roli ve vztahu
se stfevnimi bakteriemi, pro néz jsou velice prospésné. Diky nim mohou probiotické bakterie
v travicim ustroji rGst a mnozit se. Naopak omezuji rlist bakterii, které produkuji toxické
slou¢eniny amoniaku, dusiku a siry. Prebiotika maji také schopnost vazat nékteré vitaminy,
stopové prvky a toxiny, takze nejenze pomahaji vstiebat dulezité a zdravi prospésné latky, ale
také chrani strevni sliznici a v konec¢ném dusledku chrani i cely lidsky organismus. Déle
se podili na zpomaleni vstiebavani jednoduchych sacharid(i, podporuji imunitni systém,
pUsobi protirakovinné a brani rlstu choroboplodnych bakterii (Salmonela, Clostridium,
Escherichia coli...) [15].

Aby se potraviny mohly oznacovat jako prebiotika, musi splfovat tfi pozadavky: nesmi byt
hydrolyzovany ani absorbovany v horni ¢asti gastrointestinalniho traktu, musi byt selektivnim
substratem pro jeden nebo vice druhu pfiznivé mikrofléry v nasich strevech (stimulace riistu
probiotickych bakterii) a musi mit schopnost ménit slozeni stfevni mikrofléry ve prospéch
zadoucich kultur [16].

2.2.1 Probiotické oligosacharidy

Nejcastéji se mezi prebiotika Fadi nestravitelné nebo tézko stravitelné oligosacharidy,
mezi néz se radi fruktooligosacharidy, xylooligosacharidy €i mannanooligosacharidy. Vétsina
z nich se ziskava extrakci z rostlin hydrolyzou polysacharidll nebo transgalaktosylacnimi
reakcemi, mannanooligosacharidy se ziskavaji z bunécnych stén kvasinek [14].
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2.2.1.1 Inulin

Inulin se fadi mezi pfirodni rozpustnou vlakninu. Je to jemny bily prasek, ktery je neutralni
chuti a bez zapachu. Po chemické strance se jedna o polymer slozeny z molekul fruktézy
spojenych navzajem B (1,2) glykosidickou vazbou. Mnozstvi jednotek se pohybuje od 2 do 140,
nejcastéji jich je 20-30. U vétSiny rostlin je zasobni polysacharid Skrob, ale pfiblizné
u 30 000 druht rostlin prebira tuto funkci misto skrobu inulin. Poprvé byl izolovan v roce 1804
z omanu praveho. Nejvétsi mnozstvi inulinu se nachazi v cibulovinach, lusténinach, kofenech
Cekanky a v artyCoku, v mensim ¢i stopovém mnozstvi se pak nachazi témér v kazdé
konzumované rostliné [17].

Inulin prochazi travicim ustrojim beze zmény, odolava zaludeénim kyselinam i travicim
enzymOm a prakticky se dostava bez povsSimnuti az do tlustého stfeva. V tlustém strevé
se zacina inulin Stépit a zastava funkci zdroje zivin pro nékteré mikroorganismy. Vytvari idealni
zivotni podminky pro probiotické bakterie, podporuje jejich rist a déleni a nepfimo tak brani
nezadoucimu mnozeni ostatnich nebezpeénych infekénich bakterii. Uginek, ktery zplsobuje
rlst pratelskych strevnich bakterii, se nazyva probiotické plisobeni. Diky nému se nasledné
zlepsSuje Cinnost stieva, posiluje se imunitni systém a chrani se nase stfevo pred zanétlivym
¢i nadorovym onemocnénim. ZvySeny pfijem inulinu upravuje hladinu cukru a snizuje vysoky
krevni tlak, proto je vhodny pro diabetiky jako nahrazka za gluk6ézu. Mikrofléra traviciho traktu
se také podili na tvorbé vitaminu B12, K1 a K2 a protoze inulin stimuluje rist Zadouci
mikrofléry, ma také vliv na mnozstvi téchto vitamin(i [18].

V potravinarstvi je inulin vyuzivan, protoze snizuje celkovou energetickou hodnotu vyrobku,
navys$uje rozpustnou vlakninu a zlepsuje texturu vyrobku. Pfidava se napfiklad do masnych
a mléénych vyrobku, cukrovinek, ovocnych stav, nealkoholickych napoji nebo se uplatriuje
pfi vyrobé peciva a chleba. V mlé€nych vyrobcich se inulin vyuziva jako nahrada cukru nebo
tuku a dochazi tak ke snizeni energetické hodnoty potravin. Podle védeckych pokusl bylo
dokazano, Ze pridavek inulinu do fermentovanych mléénych vyrobkl zlep$uje vyuzitelnost
vapniku v téle. Dokazuje to koncentrace kratkych retézcli karboxylovych kyselin, které vznikaji
v dUsledku s$tépeni inulinu bakteriemi a které usnadnuiji vstrebavani mineralnich latek v tlustém
strevé [17].

2.2.2 Nerozpustna vlaknina

Nerozpustna vlaknina je hmota, ktera je nerozpustna ve vodé, neni fermentovana v travicim
ustroji Clovéka, v zaludku navozuje pocit sytosti a ve stfevech zvySuje objem hmoty.
Nerozpustna vlaknina tvofi 75 % vlakniny v potravinach [19].

2.2.2.1 Konopna vlaknina

Konopna vlaknina je ziskavana lisovanim konopnych seminek, kdy vzniknout tzv. konopné
kolace (vylisky). P¥i pripravé se sice vétSina konopného oleje vylisuje, ale konopna vlaknina je
i presto bohatd na nasycené mastné kyseliny. Tato vidknina plsobi az ve strfevech,
kde podporuje stieva k pravidelnému vyprazdiiovani, podporuje vylucovani toxin(i z téla,
protoze na sebe vaze vSechny nezadouci latky, které jsou zachyceny na stfevnich sliznicich.
Uginné také likviduje $kodlivé metabolity, které vznikaji pfi traveni a zabranuje mnozeni
patogennich mikroorganismi [20].
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2.2.3 Rozpustna vlaknina

Rozpustna vlaknina ma schopnost vstfebavat vodu, velmi snadno bobtna a po podani
mnohonasobné zvétsSuje svlj objem. V tlustém strevé je strevnimi bakteriemi fermentovana
[19].

2.2.3.1 Jable¢na viaknina

Jableéna vlaknina je mékka (rozpustnd) vlaknina, ¢asto se oznacuje jako pektin. Jableéna
vlaknina ma vyrazné nasladlou chut i vini, je idealni do jogurtd, ,smoothie* nebo musli. Vyrabi
se ze slupky jablek, ktera se nejdfive ususi a pak namele na jemny prasek. Celkové pfispiva
k Cisténi stfev, k obnoveni a posileni zdravé stievni mikroflory, ¢imz zlepSuje a zpomaluje
traveni, stabilizuje hladinu krevni glukdzy, snizuje hladinu cholesterolu a zvétSuje objem stravy
v zaludku, diky ¢emuz je navozen pocit sytosti. Jeji pravidelné uzivani podporuje snizovani
hmotnosti pfi redukénich dietach, jelikoz pomaha stépit tuky a podporuje latkovou vyménu [21].

2.23.2 Psyllium

Psyllium je vlaknina, coz je ¢ast rostlinné potravy, kterou organismus nedokaze vstrebat
nebo stravit. VIaknina je nestravitelnd na rozdil od tukl, bilkovin ¢i sacharidli, proto m{ize
ve vice € méné neporuSeném stavu prechazet celym travicim traktem, pfes zaludek, tenké
stfevo a tlusté stfevo, az se nakonec vylouci z téla ven. Psyllium tak pomaha prichodu
zkonzumované stravy pres travici trakt [22].

Psyllium obsahuje vlakninu, ktera je rozpustna ve vodeé. Pfi kontaktu s vodou ziska vlaknina
gelovou konzistenci, coz muze byt uc¢innym prostredkem ke snizeni obsahu cholesterolu v krvi
a snizovani hladiny cukru v krvi [22].

Tato vlaknina se ziskava z oball semen jitrocele indického, ktera obsahuji velmi mnoho
vlakniny. Ta se ve stfevech po zkonzumovani dokaze zvétsit az na nékolikanasobek svého
objemu jako zatka z psylliového gelu, prochazi tlustym strevem a vycisti jej. BEhem traveni
do sebe psyllium vstieba ¢ast toxickych latek a odstrariuje usazeniny, mize také napomahat
pfi snizovani hmotnosti, detoxikuje organismus a zlepSuje celkovy zdravotni stav.
Pri pravidelné konzumaci ziska organismus vice energie, zlepsi se vstiebavani riznych Zivin,
zbavi se nepfijemnych plyn( a toxickych latek. Podle nejnovéjsich lékarskych vyzkumu
by méla vlaknina pfi zvy§eném pfijmu snizovat riziko vzniku rakoviny tlustého streva [23].

2.3 Enkapsulace a jeji techniky

Proces enkapsulace zacal byt vyuzivdn od roku 1960 v biotechnologiich. Jedna
se 0 metodu, pfi kterém dochazi ke vzniku ¢astic o priméru nékolika nanometrt az milimetra.
Ve vétsiné technologii je vyuzivan podobny princip a to vytvoreni kapicek aktivni latky, které
jsou nasledné obklopeny nosi¢em, dojde tak k zachyceni jedné latky uvniti druhé latky. Vznikla
Castice se sklada ze dvou &asti — z vnéjsi a z vnitini faze. Vnéjsi faze je vytvorena z materialu,
ktery umozni zapouzdreni, oznaCuje se jako nosi¢, kapsle, povlak, matrice & membrana.
Materialy, které se vyuzivaji pro vznik tohoto ochranného plasté, musi byt schopné vytvorit
bariéru mezi vnitrni fazi a okolim, mély by byt potravinarské kvality a biologicky odbouratelné.
Nejcastéji se pouzivaji nejrliznéjsi polysacharidy, lipidy a proteiny. Latka, ktera je
enkapsulovana uvnitf je nazyvana jako vnitfni faze, aktivni latka, jadro nebo vypln. Tuto fazi
m{ize tvorit kapalina, plyn i pevna latka, nejCastéji to jsou lipidy a peptidy [24].
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Vnéjsi faze (obal)

Vnitfni faze (jadro)

Enkapsulovana
¢astice

Obrazek 2: MoZnosti enkapsulace [25]

Enkapsulace se v potravinarstvi zacala vyuzivat pfedevs§im k prenosu bioaktivnich molekul
(mineraly, antioxidanty, mastné kyseliny nebo vitaminy) a ma mnoho vyhod. Poskytuje bariéru
mezi citlivymi bioaktivnimi latkami a okolnim prostiedim, mze zamaskovat nepfijemné pocity
pfi jidle u potravin, které maji horkou chut ¢i nepfijemnou vini, stabilizuje slozky potravin,
zlepsuje stabilitu findlnich vyrobk(, zabrarfiuje moznym reakcim s jinymi komponenty
v potravinarskych produktech jako je voda a kyslik a mlze byt vyuzita po imobilizaci bunék
nebo enzymu napriklad pfi fermentaci. Proces enkapsulace mize probihat nékolika rliznymi
zpUsoby. Mezi nejcastéji vyuzivané techniky patfi sprejové chlazeni a suseni, emulgace,
lyofilizace, koacervace, kokrystalizace, extruze a inkluze [24, 26].

Enkapsulaéni
technika

Schéma ¢&astic

Sprejove suseni

Lyofilizace

Emulzifikace

Lipozomy

Inkluze

Obrazek 3:

7 rozpustna v oleji
// - v olejové fazi

fosfolipidova dvopvrstva
%y— aktivni latka nerozpustna ve vodé
38 aktivni latka rozpustna ve vodé
¥ hydrofilni oblast
hydrofobni oblast

“"1;/': 5'1: " aktivni latka
.Sf_ ' f~?)_—hydrofGbni dutina
TR ,‘:;;J;—B—c_vldodem'h

.~ .-

Prehled nejcastéji pouZivanych enkapsulacnich technik [27]
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2.3.1 Sprejové suseni

Sprejové suseni je nejstarsi enkapsulaéni metoda, v potravinarském pramyslu se vyuziva
pfipravovano 80-90 % Castic v potravinarstvi. Vzniklé Eastice jsou v dobré kvalité, jejich velikost
je mensi nez 40 um. Velikost €astic zavisi na povrchovém napéti a viskozité kapaliny,
na rychlosti sprejovani a na teploté. Tato technika je vhodna pro kontinualni vyrobu suchych
pevnych latek, at uz prask(, granulatu nebo aglomeratu, vytvorenych z kapalnych surovin,
jako jsou napfiklad roztoky a emulze. Nejdfive se tato metoda vyuzivala pro vyrobu
aromatickych oleju, které mély urcitou ochranu proti degradaci, nyni se bézné vyuziva
v potravinaiském pramyslu pro pfipravu stabilnich pridatnych latek a prichuti [26, 28].

Aktivni latky jsou rozpustény nebo dispergovany do roztoku s obalovym materialem.
Obalovy materidl musi byt rozpustny ve vodé, mlze to byt arabska guma, maltodextriny,
modifikovany Skrob a jejich smési. Jako obalovy material mohou byt pouzity i polysacharidy
¢i proteiny, ale jejich pouziti je drazsi z divodu jejich nizké rozpustnosti ve vodé. K samotné
enkapsulaci dochazi homogenizaci aktivni latky s obalovym materialem. Pomoci
vysokotlakych trysek je nasledné smés pomoci rotacniho rozprasovace sprejovana
do prostoru susarny. Ve sprejové susarné muze probihat bud rotacni rozprasovani, nebo
rozprasovani vysokotlakymi tryskami. BE€hem suseni dochazi k tvorbé filmu na povrchu kapky,
voda se vypafuje, koncentrace latky v kapce stoupa, az nakonec dojde ke vzniku suché
Castice. Dochazi ke shromazdovani ¢astic na dné susarny, kdy mohou byt mikrokapsle
posbirany [26].

Sprejové suseni se vyuziva v priimyslovém méfitku i pro enkapsulaci probiotickych kultur.
Bunky jsou smichany s polymernim roztokem, jsou unaseny do horkého vzduchu v horké
komore, kde jsou prudce vysuSeny. Mikrokapsle jsou ve formé suchého prasku [26, 28].

Privod Privod

|

Susici vzduch Susici vzduch

Odpadni vzduch Odpadni vzduch

| |

Prasek Prasek

Obrazek 4: Schéma sprejové suSarny — rotacni rozpraSovéni a rozpraSovani vysokotlakymi tryskami
[29]
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2.3.2 Sprejové chlazeni

Tato metoda se vyuziva pro enkapsulaci aromat, enzym, pfipravk( do susenych polévek
a do pekarskych produktl. Je velice podobna sprejovému suseni, ale pfi nizsich teplotach
a pouziti studeného vzduchu nedochazi k odparovani vody ze vzorku. Smés aktivni latky
a obalového materidlu je vstiikovana do chlazeného prostoru v chladici komore, coz zpusobi
ztuhnuti stény kolem jadra. Aktivni latka mize byt rozpusténa v lipidech, mlze byt prfitomna
jako sucha castice nebo ve vodné emulzi. Jako obalovy material se obvykle vyuziva néjaka
forma rostlinného oleje nebo jeho derivat, tuky nebo glyceroly. Takto vzniklé mikrokapsle maji
lipidovy povlak ajsou nerozpustné ve vodé, tudiz jsou vhodné pro enkapsulaci latek, které jsou
ve vodé rozpustné (mineraly, enzymy, pfichuté, vitaminy rozpustné ve vodg) [26].

Tato technika je vhodna i pro tvorbu €astic s fizenym uvolhovanim, protoze pfi sprejovém
chlazeni je mozné si zvolit bod tani ¢astic [30].

2.3.3 Fluidni vrstva

Mezi vyhody kapsli, které jsou vytvoreny touto technikou, patfi zvySovani zivotnosti aktivni
latky, maskovani chuti, fizené uvolhovani, stabilita, zlepSeni chuti a barvy a snadna
manipulace. Aktivni latka je suspendovana v komore s fizenou teplotou a vihkosti a za vysoké
teploty dochéazi k atomizaci vnéjsi faze. Tim dochazi k obklopeni aktivni latky vnéjsi fazi
a k vytvoreni €astic. Jako obalovy materidl se vyuzivaji vSechny materialy, které neni nutné
rozpous$tét pro atomizaci, nejcastéji se pouzivaji derivaty celulézy, dextriny, lipidy, proteinové
derivaty nebo derivaty Skrobu. Fluidni vrstva je pouzitelna také pro tavné povlaky, jako je
hydrogenovany rostlinny olej, mastné kyseliny, emulgatory nebo vosky. Tato metoda je vhodné
pro Castice, které maji primér 100 um a vice [26].

Plvodné byla tato metoda vyvinuta pro farmaceuticky pramysl, v dnesni dobé je ¢im dal
tim vice vyuzivana v potravinaiském primyslu k doladéni ucinku funkénich slozek a pfisad.
Fluidni vrstva se pouziva napfiklad k enkapsulaci kyseliny mlééné, kyseliny octové, kyseliny
sorbové, vitaminu, k ochrané Zeleza a k enkapsulaci hydrogenuhli¢itanu sodného a dalSich
soli, coz se uplatriuje v pekarenském a masném pramysiu [31].

vystup <= vystup vzduchu =
vzduchu

filtry

obalovaci roztok ¢= vstup vzduchu

+ studeny

vzduch
atomizacni vzduch

Obrézek 5: Schéma fluidniho loZe [32]
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2.3.4 Extruze

Tavenina, ktera je slozena ze sachardzy, maltodextrinu, glukézového sirupu nebo polyol(
je protlacovana pres jeden nebo pres vice otvorll a poté dochazi ke zchlazeni chladnym
prostredim, pfipadné dehydrataci rozpoustédlem. Jako rozpoustédlo se pouzivé isopropanol
a tekuty dusik. Obalovy material ztvrdne pfi kontaktu s rozpoustédlem a tim dochazi
k enkapsulaci aktivni latky. Vytvorené Castice jsou ve vodé rozpustné a jejich velikost je od 200
do 2000 um. Vyhodou této metody je, ze enkapsulovany material je zcela obklopen materialem
tvoficim stény kapsle. Castice jsou tak velmi odolné a stabilni a Gasto se vyuzivaji
k enkapsulaci latek, které podléhaji oxidaci nebo latek s pozvolnym uvolhovanim [24].

Extruze se vyuziva i pro enkapsulaci mikrobialnich bunék, kdy se polymerni roztok smicha
s mikrobidlni kulturou a nasledné se vytlaCuje tryskou ve formé kapky do roztoku zesitovaciho
¢inidla [24].

\ obalovy |
| material |

s voda
geerieriny aktivni latka

Obréazek 6: Extrudér [31]

2.3.5 Lyofilizace

Lyofilizace, jinymi nazvy taky vakuové suseni nebo mrazova sublimace, je proces, ktery
se pouziva za uCelem dehydratace aromatickych latek, esenci a témér vSech tepelné
sensitivnich material(. Nosi¢ a aktivni latka se nejprve rozpousti ve vodé a nasledné zmrazuiji.
Za snizeného tlaku (vakua) je odstranéna voda pomoci sublimace. Sublimacni suseni mlze
trvat az 20 hodin. Nékdy jsou vyuzivany kryoprotektanty, které maji za ukol chranit
a stabilizovat citlivé slozky pfi mrazeni, kterymi jsou napfiklad probiotika Ci lipozomy. [26, 32]

Lyofilizace se vyuziva také pro enkapsulaci bunék. Zivotaschopnost bunék v pfipadé pouziti
této techniky je vyS8i nez pfi pouziti sprejového su$eni, i kdyz potfebné zmrazeni
pred samotnou lyofilizaci také zpUsobuje ¢astecnou ztratu viability bunék [33].

2.3.6 Koacervace

Pfi koacervaci dochazi k rozdéleni polymerniho roztoku na dvé nemisitelné kapalné faze.
Jedna z nich je bohata na makromolekularni material a oznacuje se jako koacervacni faze,
druhd je zfedéna a nazyva se koacervacni médium neboli supernatant. Koacervace mize byt
bud jednoducha, kdy separace nastava v pfitomnosti jednoho polymeru nebo komplexni, ktera
probihd v pfitomnosti dvou nebo vice opacné nabitych polymerl. Nejdfive se pridavaji
do kapaliny nerozpustné vosky nebo nerozpustné kapalné polymery, monomer je rozpustén
a nasledné polymeruje na rozhrani. BEéhem procesu se vytvareji drobné kapicky, které se bud
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usazuji, nebo se spojuji a vytvareji oddélenou koacervovanou fazi. Aby se predeslo shlukovani
a sedimentaci kapek koacervatu, tak je roztok michan nebo se pridava stabilizator. Vzniklé
mikrokapsle jsou oddéleny filtraci nebo odstfedénim, promyty vhodnym rozpoustédiem
a vysuseny pomoci sprejového suseni [34].

Jako obalové materidly se pouzivaji arabskd guma, karboxymethylceluléza, pektin,
polyvinylalkohol, karagen ¢&i s6jovy protein. Koacervace se pouziva pro enkapsulaci vonnych
oleju, vitamind, konzervantl a enzym(. Je to také ucinna metoda pro imobilizaci bunék,
ale tento proces je velice nakladny [35].

2.3.7 Kokrystalizace

Tato enkapsulaéni technika vyuziva jako obal aktivni latky sacharézu. Cukrovy sirup
se udrzuje pfi dostate€né vysoké teploté, aby se zabranilo krystalizaci, ale zaroven aby byl
roztok v presyceném stavu. Poté se za intenzivniho michani pfida aktivni latka
do sacharézového sirupu, roztok zacne krystalizovat a dochazi k enkapsulaci aktivni latky.
Michani trva tak dlouho, dokud nezaénou vypadavat z nadoby aglomeraty. Castice
se nasledné susi na pozadovanou vlhkost [26].

Vyhodou je moznost prevedeni aktivni latky v kapalné formé na prasek bez nutnosti suseni
a nasledné je diky strukture aglomerati usnadnén proces prevedeni prasku na tablety, coz je
vyhodné ve farmaceutickém pramyslu. Dals$i vyhodou je vysoka dostupnost zakladniho
materialu a mnoho moznosti vyuziti v potravinarském pramyslu [26].

2.3.8 Uzavreni do lipozomu

Lipozomy byly popsany v roce 1965 na univerzité v Cambridge. Jsou to utvary, které jsou
tvorené dvojvrstvou lipidové membrany obsahujici dutinu. Membrana je slozend z fosfolipidu,
mezi nej¢astéji vyuzivané patfi lecitin a cholesterol. Lipozomy vznikaji na zakladé hydrofilné-
hydrofobnich interakci mezi vodou a fosfolipidy. Diky amfifilité molekul mohou byt
v lipozomech zachyceny hydrofilni latky i hydrofobni latky. Hydrofilni latky se umistuji ve formé
roztoku dovnitf lipozomu, hydrofobni latky se zakomponuji do membrany. Velikost ¢astic je
v rozmezi 25 az 1000 nm [26, 36].

Lipozomy muzeme pouzivat ve farmaceutickém a kosmetickém prlimyslu jako nosice Iéku
nebo jako model biologické membrany. Jsou vhodné pro enkapsulaci peptid(
a nizkomolekularnich latek, kterymi jsou vitaminy a antioxidanty. Pro svou netoxicitu mohou
byt pouzivany i v potravinaiském pramyslu, ale jejich vyuziti je zde omezené, protoze jsou
fyzikalné i chemicky nestabilni. Jejich pozitivni efekt je zkouman napfiklad pfi zrani tvrdych
syra [37].

Obrazek 7: Schéma struktury liposomu [38]
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2.3.9 Inkluze

Pri molekularni inkluzi dochazi k zachytavani aktivnich latek do dutin, které jsou vytvoreny
pomoci cyklodextrinG jako enkapsulacniho materidlu. Cyklodextriny jsou cyklické
oligosacharidy, které vznikly spojenim Sesti az osmi jednotkami D-glukosy a jsou spojeny
vazbami a-(1,4) do cylindrické struktury. Vnitfni ¢ast molekuly cyklodextrin(i je hydrofobni
a vnéjsi €ast je hydrofilni. Cyklodextriny se ziskavaji ze Skrobu pomoci enzymu cyklodextrin
glykosyltransferazy. Enkapsulovany mohou byt molekuly pouze do urlité velikosti, jelikoz
vnitini lipofilni kapsa ma priimér 0,5-0,8 nm. Nejcastéji jsou enkapsulovany aromatické latky
a lipofilni vitaminy [39].

2.3.10 Emulzifikace

Emulze se sklada ze dvou nemisitelnych fazi, kdy jedna latka je dispergovana ve druhé
ve formé malych kapicek. Dva nej€astéjsi typy emulzi jsou voda v oleji a olej ve vodé. Existuji
i tzv. dvojité emulze olej/voda/olej nebo voda/olej/voda, v nichz napfiklad kapky emulze olej
ve vodé obsahuji drobné kapi¢ky vody. Tyto dvojité emulze se uplatiiuji pfi zpracovani
odpadnich vod, pfi rlznych separacnich procesech, ve farmacii ¢i v kosmetickém pramysilu.
Metoda emulzifikace se také Easto vyuziva k enkapsulaci bunék. Rozptylené vodné kapky
monomeru a bunék, pokud jsou michané v organické smési, vytvofi emulzi a po pfidani
polymeriza¢niho Cinidla dojde ke vzniku kapsli [39].

Emulze vznikaji nej¢astéji mechanickym zplisobem, kdy se vyuziva mixérd, michadel nebo
homogenizérl. Aby byla zvysena stabilita emulze, je mozné pfidat do smési emulgatory
a stabilizatory. Velikost kapsli mizeme ovliviiovat rychlosti michani ¢i zménou koncentrace
pouzité povrchové aktivni latky. Emulze mohou vyuzivany v potravinarském priimyslu
pro dopraveni hydrofilnich aktivnich latek do potravin. Emulze by mély byt po celou dobu
aplikace stabilni, proto v pfipadé enkapsulace emulzi, ve kterych se aktivni latky nachazeji
ve vodném prostiedi je nutné Castice nejprve dehydratovat a prevést na prasek [24, 27].

2.3.11 Tvorba polymernich kapsli

Principem metody je pfikapavani roztoku nebo taveniny do vytvrzujici lazné. Vyuziva
se k enkapsulaci fady aktivnich slozek v€etné mikrobidlnich bunék, které si udrzi svou
zivotaschopnost i pfi kultivacich. Postup této techniky je zndzornény na Obrazku 8 [24].

R — —
- bunky
volné burky imobilizované I .
9 miditi roztok CaCl2 v kapslich rustové meédium
roztok alginatu
kapsle , Jadro ®,0,° 1
Ae : o 0 00’ &
® o. ’. o %0 ’..‘..:'
‘ » . : e P o
ng'® o . buriky m%tly(lhzovane L))
® o g0 o7 Y produkéni médium
LB » »
— * membrana
Ca-alginat

Obrazek 8: Enkapsulace bunek do alginatovych kapsli [40]
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Nejcastéji je pro tvorbu ¢astic s enkapsulovanymi mikroorganismy pouzivan alginat. Tento
polysacharid se ziskava z prirodnich zdroji (vyskytuje se ve velkém mnozstvi fas) a mohou
se v ném vyskytovat zbytkové necistoty, jako jsou proteiny, polyfenoly nebo lipopolysacharidy.
Tyto latky mohou nasledné zajistit dostate¢nou vyzivu pro enkapsulované latky, na druhou
stranu vSak mohou omezovat jeho biokompabilitu a tim i jeho pouziti ve farmacii [41].

Alginatové kapsle se pfipravuji nejcastéji kapanim pomoci pipety nebo stfikacky bunééné
suspenze v roztoku alginatu do situjiciho roztoku dvojmocného iotu. VétSinou se pouziva
chlorid vapenaty, ktery obsahuje kationty Ca2*. V mensi mife se vyuzivaji i katioty Ba?*, které
mély vétsi pevnost, ale barium nevynika stejnou biokompabilitou jako vapnik. Velikost ¢astic
Ize ménit pouzitim rdzné teploty, tlaku, koncentraci nosic¢e nebo také zménou tvaru a velikosti
trysky [41].

Mezi nejcastéji pouzivané nosice se fadi jiz zminény alginat, ale misto néj se mlze vyuzit
napfiklad i modifikovany Skrob, celulosa, agar, agarosa, karagenan, kolagen, chitosan,
celulosa dalsi pfirodni polymery [41].

Tabulka 3: Shrnuti jednotlivych technik enkapsulace [26]

Enkapsulaéni technika Hlavni kroky pfri enkapsulaci

. Pfiprava disperze

. Homogenizace disperze

1. Sprejové suseni ; :
. Atomizace disperze

. Dehydratace &astic

. Pfiprava disperze

2. Sprejové chlazeni . Homogenizace disperze

. Atomizace disperze

. Pfiprava roztoku na obal

3. Fluidni vrstva . Pfiprava €astic na jadro

. Zabaleni ¢astic

. Pfiprava taveniny

. Disperze jadra do roztaveného polymeru

4. Extruze

O || |0 (O |0 ||| |0 |0|o

. Chlazeni chladnym prostredim nebo
dehydrataci rozpoustédlem

. Michani €astic u€inné latky v roztoku na obal

5. Lyofilizace T ——
. Sublimaéni suseni smési

. Vytvoreni tfi nemisitelnych fazi

6. Koacervace . Depozice obalu

. Tuhnuti obalu

. Smichani ¢astic ucinné latky

. Naliti smési na rotacni disk

7. Odstredivé oddéleni — ————
. Zapouzdreni malych ¢astic

. Suseni

. Pfiprava presyceného roztoku sacharozy

. Pfidani aktivni latky do roztoku

8. Kokrystalizace

O |T|o|Q (0 || |0 T |0 |

. Dodani tepla jakmile roztok sachar6zy
dosahne teploty krystalizace

. Mikrofluidizace

Q

9. Uzavreni do lipozom{ b. Ultrazvuk

(9]

. Odpareni reverzni faze
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2.4 Vnéjsi faze vyuzivané pro tvorbu ¢astic

Pro vytvoreni vnéjsich fazi mlze byt vyuzito velké mnozstvi latek, ovéem pro vytvoreni
vnéjsich fazi, které by nasledné mohly byt pouzivany v potravinarstvi jich je mnohem méné.
Latky, které mohou byt vyuzZity k enkapsulacim v potravinarském priimyslu musi byt zarazeny
mezi aditiva, které se fadi do skupiny ,v8eobecné& povazované za bezpecné“ (Generally
Recognised As Safe — GRAS) [24].

Jako nejcastéjsi materialy pro vytvoreni obalu €astic jsou pouzivany polysacharidy (Skrob,
celuldza), extrakty z morskych fas (alginat) a zivocisné polysacharidy (chitosan). VSechny tyto
latky musi byt biologicky odbouratelné, pozivatelné, nesmi reagovat s aktivni latkou a zaroven
ji musi byt schopné v kapsli udrzet béhem zpracovani a skladovani a musi vytvofit bariéru
mezi vnitfnim a vnéjsim prostredim. Pro enkapsulaci probiotik se nej¢astéji vyuziva alginat a
chitosan [42].

2.4.1 Alginat

Alginat je sul alginové kyseliny, kterou mizeme oznacovat jako algin. Tento pfirodni
polysacharid se ziskavéa jako sodna sul extrakci hnédych morskych ras alkaliemi (NaOH).
Z extraktl se srazi jako vapenatéa sl pridavkem CaCl, nebo se okyseli HCI jako alginova
kyselina. Vapenata sul se nasledné prevadi na alginovou kyselinu a z té se ziskava
neutralizaci findlni komeréni produkt — sodna stl. Alginat mlze byt produkovan i bakteriemi
rodu Azobacter ¢i Pseudomonas. V potravinarském pramyslu nachazi uplatnéni zejména jako
stabilizatory, zahustovadla nebo emulgéatory pro zlepSeni konzistence [43].

Struktura alginatu je tvofena nevétvenym linearnim kopolymerem B-D-mannuronové
kyseliny a a-L-guluronové kyseliny, které jsou spojeny gylosidovymi vazbami. Retézce jsou
spiralovité az prakticky linearni a jsou tvoreny 180 — 930 jednotkami cukrd. Prvni informace
o strukturfe byly zverejnény v praci Hauegeta, kdy po Casteéné hydrolyze a frakcionaci bylo
mozno rozdélit alginatovou molekulu do tfi zakladnich odliSnych sekvenci, které mizeme vidét
na Obrazku 9. V alginatovém retézci stfidaji rizné dlouhé useky obsahujici pouze molekuly
M, nebo vyhradné molekuly G nebo smisené useky MG [44].
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GM-block OH OH
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CO; CO;y

Obrazek 9: Zakladni sekvence alginatu [44]
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2.4.2 Chitosan

Chitosan je pfirodni linearni polysacharid slozeny z 2-amino-2-deoxy-D-glukopyranosy
a z 2-acetamido-2-deoxy-D-glukopyranosy. NejCastéji se vyrabi N-acetylaci chitinu, na ktery
se pusobi koncentrovanou zdsadou pfi teplotach 100°C a vyssich. Mezi jeho vlastnosti patfi
biokompatibilita, snadna biodegradabilita a nizka toxicita, proto mize byt zakladem mnoha
komercnich produktl, které se vyuzivaji v potravinarstvi, mediciné, farmacii nebo pfi vyrobé
detergent(l. Chitosan ma vyssi chemickou a biochemickou reaktivitu nez chitin, je nerozpustny
ve vodé a v organickych rozpoustédlech, naopak se dobfe rozpousti v kyseliné dusiéné,
octové, chlorovodikové a dalSich [45].

Molekuly chitosanu obsahuji kladné naboje a v pritomnosti zapornych nabojli dochazi
ke koagulaci. Tohoto jevu se vyuziva i pfi enkapsulaci, kdy se chitosan srazi roztokem
tripolyfosfatu sodného. V pritomnosti kovi dochazi k tvorbé komplexd. Pro cElovéka je
jak chitosan, tak kov nestravitelny, ale chitosan vyraznym zplsobem snizuje hladinu
cholesterolu a tukli v jatrech a v krevnim séru [43].
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Obrézek 10: Struktura chitinu a chitosanu [46]

2.43 Skrob

Skrob je vysokomolekularni polymer D-glukézy, v némz jsou monomerni jednotky spojeny
a-1,4 glykozidovymi vazbami a vétveni je zajisténo a-1,6 glykozidovymi vazbami. Dvéma
hlavnimi slozkami Skrobu je linearni amyléza (20 — 40 %) a vétveny amylopektin (70 — 80 %).
Primyslové se $krob ziskdva predev§im z obilovin a brambor. Takto ziskany skrob
se v pfirozené formé, ale hlavné ve formé nejriznéjSich derivatd a modifikovanych skrobi
pouziva v potravinarském, textilnim, lékarském a chemickém primyslu. Pfirodni pSenicny
skrob je velice jemny, sypky prasek, bez mechanickych nedistot, neutralni viiné a chuti.
V dnes$ni dobé se nativni skroby rlizné modifikuji, aby se potlacovaly negativni viastnosti
nebo aby se vytvorily Skroby s vhodnymi fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi [43, 47].

V pfirodé se Skrob vyskytuje ulozeny v micelach, které se nazyvaji Skrobova zrna
nebo Skrobové granule. Tyto Skrobové zrna jsou ulozeny v pletivech rostlin, chloroplastech,
amyloplastech nebo v bunkéach koren(, hliz a semen. Jejich struktura je semikrystalicka, je
slozena z krystalické a amorfni oblasti. Krystalicka oblast je spojena s amylopektinem, amorfni
oblast predstavuje predev§im amyléza [43].
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2.5 Enkapsulator

Enkapsulator je laboratorni pfistroj, ktery se vyuziva pro tvorbu ¢astic. Proces enkapsulace
je realizovan pomoci polymerniho zapouzdreni rliznych typl aktivnich latek, kterymi mohou
byt rtzné extrakty, bunky, biologické molekuly, viné, pigmenty, barviva nebo drogy.
Kone¢nym produktem tohoto pfistroje jsou malé kapicky, které maji identickou velikost.
Enkapsulator zaéne vytvaret kapicky poté, co se nastavi optimalni frekvence vibrace, ktera je
aplikovana na laminarni kapalny proud a dojde k jeho roztfisténi. Frekvence nam uréuje, kolik
kapek se vytvori za jednu sekundu. Velikost vzniklych ¢astic zalezi na velikosti zvolené trysky,
ta se pohybuje od 0,15 do 2 mm [48].

-

Obrazek 11: Enkapsulator B-375 Pro Obrézek 12: Proces enkapsulace

Jednotlivé €asti enkapsulatoru jsou znazornény na Obrazku 13. Latka, ktera je urena
k enkapsulaci se smicha s obalovym (zapouzdfovacim) polymerem. Vznikla smés se umisti
do tlakové lahve (1) a do pulzaéni komory (2) se smés tlaci stlacenym vzduchem. Nasledné
pak prochazi kapalina systémem trysek (4) o presné velikosti otvoru, které z proudu kapaliny
vibracemi vytvari stejné velké kapicky. Mezi tryskou a elektrodou se nachazi elektrické pole
(6) a pruchodem pres néj ziskaji kapicky stejny povrchovy naboj. PUsobenim elektrostatické
odpudivé sily dochazi k rozptyleni kapek pfed tim, nez dopadnou do vytvrzovaciho roztoku
(9), ktery je nalit na Petriho misce. Roztok na Petriho misce musi byt kontinualné
michan magnetickym michadélkem, aby nedochazelo ke shlukovani jednotlivych &astic.
Po dopadeni kapicek do polymerizacniho roztoku dochazi ke vzniku €astic. [48]

Velikost jednotlivych castic se da ménit pomoci nékolika parametrd, mezi néz se radi
frekvence vibraci, amplituda, velikost trysky, rychlost pratoku a fyzikalni vlastnosti smési
produktu s polymerem. Optimalni parametry tvorby €astic se indikuji vizualizaci tvorby €astic
v redlném Case ve svétle stroboskopické lampy (8). Pfi dosazeni optimalnich parametr(i je
vidét staly retizek kapicek. Chybné vytvorené castice, které vznikaji na zacatku a na konci
béhu, jsou zachyceny v krycim sklicku, které viozime pod proud castic. Vzniklé Castice
se Zfiltruji a mohou byt pouzity k dalSimu pozorovani [48].
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(i

Obrézek 13: Schématické znazornéni enkapsulatoru [48]

2.6 Metody vyuzivané k analyze ¢astic a enkapsulovanych slozek

2.6.1 Prutokova cytometrie

Pratokova cytometrie je metoda, ktera se zabyva mérenim a analyzou fyzikalnich
a chemickych vlastnosti bunky nebo jinych biologickych c¢astic béhem jejich priichodu
laserovym paprskem. Kdyz bunka kfizi tento paprsek, tak dochazi k lomu a k rozptylu svétla,
ktery se podle sméru a uhlu lomu oznaduje jako pfimy a boéni rozptyl. Primy rozptyl
je charakterizovan lomem svétla o malém Ghlu a je umérny velikosti buriky. Uhel bo&niho
rozptylu je indikatorem vnitfni bunééné struktury (granularity). Pfi méfeni je detekovana také
fluorescence prochazejicich €astic nebo bunék [49].

Stanoveni viability bunék je zalozeno na aplikaci latek, které za béznych podminek
neprochazeji neporusenymi bunéénymi membranami, pfipadné jsou ihned vyluéovany zpét
do extracelularniho prostredi. Pokud je cytoplazmatickd membrana naruSena natolik, ze latky
mohou do bunky projit, tak dojde k vazbé na slozky bunééné hmoty a k zesileni nebo k posunu
spektra fluorescence. Bunky, které maji takto naruSsené membrany, nejsou povazovany
za zivotaschopné. K ur€eni, jestli jsou bunky zivé nebo mrtvé se vyuzivaji latky, které se
v bunce vazou na nukleové kyseliny, protoze ty se vyskytuji ve véech burikach mikroorganism
v dostate€ném mnozstvi. NejrozSifenéjsi barvivo, které se vyuziva je propidiumjodid.
Propidiumjodid je Cinidlo, které se vaze na nukleové kyseliny. Po navazani dochazi k posunu
a zesileni intenzity fluorescence emitované v ¢ervené oblasti spektra. Toto barvivo se vyuziva
v mikrobiologii pro ureni viability kvasinek a bakterii [49].
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2.6.2 Vitalni test

Pro vitalni test se vyuziva barvivo methylenova modf. Toto barvivo slouzi k rozlieni
mrtvych a zivych bunék, jelikoz ma schopnost prochdzet membranami bunék. U zivych bunék
je methylenova modr ihned vyluCovana z bunék ven do extracelularniho prostfedi pomoci
reduktaz a u mrtvych bunék tato enzymova aktivita chybi, tudiz zistanou obarveny [50].

2.6.3 Vysokouéinna kapalinova chromatografie

Vysokouéinna kapalinova chromatografie je separacni metoda zalozena na existenci
fazového rozhrani dvou fazi — stacionarni a mobilni. Vzorek, ktery se nadavkuje do kolony, je
unasen mobilni fazi, ktera obtéka fazi stacionarni. Nékteré slozky vzorku adsorbuji snadnéji
ke stacionarni fazi nez k mobilni a tim dojde k zadrzeni jedné ¢asti latky vice nez druhé latky.
Déleni vzorku mezi tyto dvé faze muzeme vyjadfit distribuéni konstantou, ktera udava pomér
mezi mnozstvim latky ve stacionarni fazi k mobilni fazi. Cim vétsi hodnotu ma konstanta, tim
déle vzorek zUstava ve stacionarni fazi. Charakteristickou veli¢inou pro kazdou separovanou
latku je retenéni €as, coz je doba, ktera uplyne od nastriku vzorku do dosazeni maxima eluéni
kiivky. Mezi faktory, na nichz je samotna separace latek zavisla patfi slozeni mobilni a
stacionarni faze, vybér kolony, prltok, pracovni teplota, vlastnosti analyzovanych latek,
davkovaci zafizeni a detektor [51, 52].

Tato metoda byla vyvinuta z klasické kolonové chromatografie. Vysoké ucinnosti a rychlosti
se dosahuje pouzitim kolon s naplnémi o velikosti ¢astic nékolika mikrometrd, pomérné
velkych pritok( mobilni faze a vysokého tlaku. Jako stacionarni faze se nejCastéji pouziva
silikagel s modifikovanym povrchem. V sou€asnosti je kapalinova chromatografie jednou
Z nejvice vyuzivanych analytickych metod a jeji vyznam se pofad zvysuje. Diky chromatografii
jsme schopni separovat priblizné 80 % sloucenin, které jsou prevazné organického plvodu.
Tyto latky musi byt netékavé a tepelné stalé. Muizeme ji vyuzit pro analyzu
vysokomolekularnich a biochemicky vyznamnych latek, predevSim ve farmaceutickém
pramyslu, biochemii, v potravinarském pramyslu, ale i ke kontrole Zivotniho prostredi. [48,50]

Chromatograficky systém je slozen z nékolika Casti: zasobnik mobilni faze, vysokotlaké
Cerpadlo, davkovaci zafizeni, kolona, detektor a pc. Dnes se mezi nezbytné Casti fadi
i ochranné filtry, predkolony k odstranéni necistot mobilni faze a ventily pro prepojovani
chromatografickych kolon v pribéhu separace [51].

Zasobnik slouzi pro dostatek mobilni faze v pribéhu celého méfeni. Cerpadio nebo-li
pumpa zajiStuje pratok mobilni faze. Nastaveny pritok by mél byt konstantni,
reprodukovatelny a mél by tvofit co nejmensi tlakové pulzy. Cerpadlo musi mit takovy vykon,
aby bylo schopno vyvinout potfebny tlak. Davkovaci zafizeni musi odolat vysokému tlaku
a zlstat tésné. V modernich systémech je davkovani ovladano elektronicky a provadi se
automaticky. Mezi davkovace se fadi mikrostfikatka, davkovaci smycka a automaticky
davkovac [53].

Kolony jsou naplnény ¢asticemi o rtzné velikosti a porovitosti s pravidelnym kulovitym
tvarem castic. Jsou odolné vici vysokému tlaku. Délka kolony je obvykle v rozmezi 15-25 cm
s vnitinim primérem 3-5 mm. Cast&ji se vyuzivaji uzsi kolony, protoze maji mensi spotrebu
mobilni faze, dochazi v nich k mensi difuzi a jsou vyhodnéjSi pro nasledné spojeni
s hmotnostnim spektrometrem. Aby se prodlouzila zivotnost kolony, tak se pred ni vklada
predkolona, ktera ma stejny sorbent jako kolona a slouzi k zadrzeni necistot a latek s pfilis
vysokou afinitou [54].

Jako posledni €asti chromatografu je detektor. Detektor je zafizeni, které kontinualné
sleduje slozeni eluatu a prevadi tuto informaci na méfitelnou veli€inu. Pozadavky na detektory
jsou zejména vysoka citlivost, univerzalita (snaha detekovat rGzné typy latek), maximalni
rychlost odezvy, stabilita, mal citlivost ke zménam pritoku a tlaku a dostate¢né velky pomér
mezi Sumem a méfenou hodnotou. Detektorll je celd rada, nejcastéji pouzivané jsou
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spektrofotometrické detektory, refraktometrické detektory a fluorimetrické detektory.
Vysledkem vyhodnoceni je chromatogram. Na chromatogramu m(izeme vidét retenéni cas
maxima piku a podle ploch a vysky piku danych analytl mizeme vypocitat kvantitativni uda;.
Soucasti chromatografu je i poita¢ s nainstalovanym softwarem, ktery slouzi ke kontrole,
nastaveni méficich parametrd a k vyhodnoceni chromatogramu [55].

A vzorek

¢erpadlo davkovaci
zarizeni

fizeni slozeni
mobilni faze

smésovaci

zarizeni
zasobniky
mobilni faze i
vyhodnocovaci
zarizeni
detektor

b

Obrazek 14: Schéma pristroje pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii [51]

2.6.4 Chromatografie na tenké vrstvé

Princip tenkovrstvé chromatografie spo€iva v rozdélovani jednotlivych latek, které maji
odlisnou rozpustnost a adsorpci, mezi mobilni a stacionarni fazi. Vybér mobilni faze ma vliv
na ucinnost kolon, retenéni pomér, dobu analyzy a citlivost. Nej¢astéjSi pouzivana
rozpoustédla pro mobilni fazi jsou organicka rozpoustédla, napf. toluen, chloroform, aceton
a ethanol. Stacionarni fazi je tenka desticka, ktera je pokryta sorbentem, tim muze byt silikagel,
oxid hlinity nebo celuléza [56].

Vyhodnoceni se provadi pomoci porovnani retencnich faktord jednotlivych vzork(
a pouzitych standardnich latek. Retenéni faktor popisuje pomér vzdalenosti stiedu skvrny
vzorku od startu a vzdalenosti Cela od startu [56].
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3 CILE PRACE

Hlavnim cilem predlozené prace je studium probiotickych kultur, moznosti jejich
enkapsulace a koenkapsulace s rGznymi druhy prebiotik a sledovani Zzivotaschopnosti
enkapsulovanych bakterii v modelovych fyziologickych podminkach. Za timto u¢elem budou
provedeny nasledujici diléi ukoly:

1. Zpracovani literarni reSerSe vztahujici se k dané problematice - charakteristika

probiotik a prebiotik, metody enkapsulace.

2. Optimalizace metod kultivace mléénych bakterii za vyuziti prebiotik jako substratu,

stanoveni viability bunék pomoci pritokové cytometrie a optické mikroskopie.

3. Zavedeni metod pro analyzu prebiotik — spektrofotometrické metody, vysokouéinna

kapalinova chromatografie.

4. Enkapsulace mlécnych bakterii rodu Lactobacillus a Bifidobacterium do organickych

Castic spole¢né s prebiotiky, charakterizace, dlouhodobd stabilita a zivotaschopnost
enkapsulovanych bakterii ve smési s prebiotiky.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie a pfistroje

4.1.1 Chemikalie

Alginat sodny, Sigma-Aldrich (USA)

Kyselina chlorovodikova 35%, Lach-Ner (CR)

Hydroxid sodny p.a., Lach-Ner (CR)

Chlorid vapenaty p.a., Lachema (CR)

D-maltosa monohydrat &ista, Lach-Ner (CR)

Sacharosa p.a., Lach-Ner (CR)

D-fruktosa p.a., Lach-Ner (CR)

D-glukosa monohydrét p.a., Lach-Ner (CR)

Kyselina sirova 96%, Lach-Ner (CR)
Dihydrogenfosforeénan draselny, Lach-Ner (CR)
Hydrogenfosforeénan draselny, Lach-Ner (CR)
Hydrogenuhligitan sodny p.a., Lach-Ner (CR)

Kyselina citronova bezvoda p.a., Lach-Ner (CR)

Kyselina octova 98%, Lach-Ner (CR)

Methanol - Vitrum—Lach-Ner (CR)

Ethanol - Vitrum—Lach-Ner (CR)

Acetonitril pro HPLC, Gradient Grade — Sigma (Némecko)
Methanol pro HPLC, Gradient Grade — Sigma (Némecko)
MRS médium, Himedia (Indie)

Pankreatin (vepfovy pankreas), Sigma-Aldrich (Némecko)
Pepsin -Sigma-Aldrich (Némecko)

Propidiumjodid, eBioscience (USA)

Methylenova modr, E-Merck (Némecko)

Bile salts — smés kyseliny cholové a deoxycholové, Sigma-Aldrich (Némecko)

Ostatni pouzité chemikalie byly Cistoty p.a. a byly ziskany od béznych dodavatel(.

4.1.2 Pristroje
Analytické vahy — Boeco (SRN)
Predvazky Ohaus ScoutPro (USA)
Predvatky Kern 440-33 (Némecko)
Opticky mikroskop — Intracomicro LM666PC/=LED (CR)
Fluorescencni mikroskop Olympus IX71, Microtime 200 (Némecko)
Burkerova komUrka Marienfeld (Némecko)
Mikrocentrifuga —Mikro 200, Hettich Zentrifugen (UK)
Spektrofotometr —Helios y, Unicam (UK)
Enkapsulator — Biichi B-395 Pro (CH)
Hmotnostni spektrometer - LCQ Advantage MAX, Thermo Finnigan
Pritokovy cytometr - Apogee A50, Apogee Flow Systems (GB)
Sestava HPLC, Ultimate 3000 (CR)
- Termostat — Column oven LCO 101
- Pumpa — Dionex UltiMate 3000 Pump
- Detektor — Dionex UltiMate 3000 Diode Array Detector
- Kolona Rezex ROA — Organic Acid H+ (8%), 7,8 x 300 mm (Phenomenex — USA)
- Kolona SupelcosilTM LC-NH2, 5um, 4,6 x 250 mm (Phenomenex — USA)
Vortex Heidolph Reax top (Némecko)
Magneticka michagka Lavat (CR)



4.2 Pouzité probiotické kultury a prebiotika

4.2.1 Probiotické kultury

V experimentalni ¢asti této prace byly pouzity bakterialni kultury Lactobacillus acidophilus
CCM 4833 a Bifidobactereium breve CCM 78257, které byly ziskany z Ceské sbirky
mikroorganismU Masarykovy univerzity v Brné.

4.2.2 Prebiotika
V praci byly pouzity vzorky inulinu, psyllia, konopné vlakniny a jable¢né vilakniny. Tyto
vlakniny jsou bézné dostupné ve specializovanych obchodech se zdravou vyZivou.

Inulin:
-Nazev: Inulin - rozpustna vlaknina
-Znacka: FAN sladidla
-SlozZeni: 90 % inulin, 9 % oligosacharidy, 1 % protispékava latka, oxid kifemicity
-Vyrobce: F&N dodavatelé, s.r.o.
-Zakoupeno: Zdrava vyziva NC Kralovo pole

Inulin

Obrazek 15: Vzorek inulinu

Psyllium
-Nazev: 100 % originalni psyllium — indicka vlaknina
-Znacka: Medicol
-SloZeni: Rozemleté osemeni jitrocele indického
-Vyrobce: ASP CZECH s.r.o.
-Zakoupeno: Zdrava vyziva NC Kralovo pole

.-

Obrézek 16: Vzorek psyllia
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Konopna vlaknina
-Nazev: Konopna vlaknina
-Znacka: Zdrava linie
-Slozeni: Konopna vlaknina
-Vyrobce: Zdrava linie s.r.o.
-Zakoupeno: Zdrava vyziva, Poliklinika Lesna

Obrazek 17: VVzorek konopné vlékniny

Jableéna vlaknina
-Néazev: Jableéna vldknina jemna
-Znacka: Provita
-Slozeni: Vlaknina susenych jablek
-Vyrobce: Vega provita s.r.o.
-Zakoupeno: Zdrava vyziva, Poliklinika Lesna

Obrézek 18: VVzorek jablecné viakniny

4.3 Hydrolyza prebiotik

K 0,5 g prebiotika bylo do kazdé barnky napipetovano 9 ml 1,2M HCI a 15 ml 50% MetOH.
Takto pfipravené roztoky byly promichany, uzavfeny zatkou, obaleny alobalem a
hydrolyzovany 1 hodinu ve vrouci vodni 1azni. Poté byly hydrolyzaty zfiltrovany a jejich pH bylo
upraveno na hodnotu 3-4. Hydrolyzaty byly uchovany v lednici pro dal$i pouziti.

4.4 Charakteristika prebiotik

V8echna stanoveni byla provedena s roztoky prebiotik pfed i po hydrolyze. Pfesny postup
hydrolyzy je uveden v kapitole 4.3.
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4.4.1 Stanoveni celkovych cukru podle Duboise

Byl smichan 1 ml vzorku s 1 ml 5% roztoku fenolu a 5 ml koncentrované kyseliny sirové.
Roztok byl zamichan a 30 minut inkubovan pfi laboratorni teploté. Poté byla méfena
absorbance pfi 490 nm. Kazdy vzorek byl proméfen 3x. Kalibra¢ni kfivka byla pfipravena
pomoci glukézy v rozmezi 0,01 - 0,1 g/l.

4.4.2 Stanoveni redukujicich cukri metodou dle Somogyiho Nelsona

Byl smichan 1 ml vzorku s 0,5 ml roztoku I, 0,5 ml roztoku Il a smés byla 10 minut povarena.
Roztok byl ochlazen na laboratorni teplotu a nasledné bylo pfidano 0,5 ml roztoku lll a 7,5 ml
destilované vody. Kalibra¢ni kfivka byla sestavena pro glukézu v koncentraénim rozmezi
0,01 - 0,1 g/I. Kazdy vzorek byl zméfen 3x a z namérenych hodnot byl vypocitan priimér.

Roztok I: 12 g uhli¢itanu sodného a 8 g hydrogenuhliitanu sodného a 6 g vinanu sodno-
draselného bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody. 72 g siranu sodného bylo rozpusténo
v 300 ml destilované vody. Oba roztoky byly smichany.

Roztok II: 4 g pentahydratu siranu médnatého byl smichano s 24 g siranu sodného a 200 ml
destilované vody.

Roztok Ill: 25 g molybdenanu amonného bylo rozpusténo v 450 ml destilované vody.
Do roztoku bylo pfidano 21 ml koncentrované kyseliny sirové. 3 g heptahydratu
hydrogenarseniénanu sodného bylo rozpusténo v 25 ml destilované vody a oba roztoky byly
smichany. Pripraveny roztok byl ponechan pod dobu 48 hodin ve tmé pfi laboratorni teploté.

4.5 Stanoveni obsahu sacharidii pomoci tenkovrstvé chromatografie

Chromatografické metody jsou dnes zcela nepostradatelné, mame-li od sebe vzgjemné
odlisit latky, které maji blizkou strukturu. V praxi se velmi €asto vyuziva komeréni hlinikové
folie povle€ené tenkou vrstvou silikagelu a skrobu (Silufol).

4.5.1 Priprava €inidla na detekci chromatogramu

4 g difenylalaninu byly rozpustény v 50 ml acetonu, byly pfidany 4 ml anilinu a 28 ml HzPOa.
Po dokonalém rozmichani a vytvoreni homogenni smési bylo pfidano 150 ml acetonu.

4.5.2 Priprava vyvijejici smési
Bylo smichano 50 ml butanolu, 12,5 ml kyseliny octové a 62,5 ml destilované vody.

4.5.3 Priprava vzorku

Pro stanoveni byly pouzity vzorky neupravenych prebiotik, dale byly charakterizovany
i jejich hydrolyzaty pfipravené dle postupu v kapitole 4.3. Doba hydrolyzy byla zvolena
na 20 minut, 1 hodinu a 2 hodiny. Ze standard( byl pouzit 5% roztok glukoézy, fruktozy,
sachardzy, laktozy, maltdzy, arabindzy, rhamnozy, xylézy a galaktdzy.

4.5.4 Postup

Na desce Silufolu byl oznaéen obycejnou tuzkou start pfiblizné 1 cm od okraje. Vzorky byly
na desku nanaseny pomoci mikropipety tak, aby maximalni velikost skvrny byla 2 — 3 mm.
Dalsi vzorky byly naneseny ve vhodné vzdalenosti od sebe tak, aby nedoslo k jejich
vzajemnému smiseni. Po naneseni byl chromatogram vysusen kratce v susarné a byl umistén
do chromatografické kolony s vyvijejici smési.

Mobilni fazi u tenkovrstvé chromatografie jsou organickd rozpoustédla a pro spravné
vyvijeni chromatogramu by méla byt chromatograficka komora nasycena parami mobilni faze.
Chromatograficka komora byla pfipravena, kdyz do ni byla nalita mobilni faze v takovém
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mnozstvi, aby pfi vlozeni tenké vrstvy nebyla startovni linie (nanesené vzorky) ponofeny
do mobilni faze. Rychlost vzlinani mobilni faze zavisi na vlastnostech slozek, které dany
vzorek obsahuje a na materialu stacionarni faze. Latky, které se vice poutaji ke stacionarni
fazi, budou unaseny mobilni fazi pomaleji.

Po vyvinuti chromatogramu (jakmile &elo dostoupi asi 1 cm od horniho okraje) bylo
poznaceno tuzkou Celo rozpoustédla a chromatogram byl vysuden 5 minut v susarné pfi 80°C.
Suchy chromatogram byl postfikan rozpraSovacem s detekénim Cinidlem a byl umistén na 5
minut do susarny vyhraté na 80°C. Tuzkou byly oznaceny stfedy jednotlivych skvrn a byly
vypocitany hodnoty Rf.

4.6 Stanoveni obsahu mono- a oligosacharidii pomoci HPLC

Bylo provedeno méreni na dvou raznych kolonach. V prvnim pripadé byl jako mobilni faze
pouzit roztok acetonitrilu a destilovana voda v poméru 75 : 25. Eluce byla izokraticka, kolona
byla v termostatu zahfivana na 30°C a prutok byl nastaven na 1 ml za minutu. Byla pouzita
kolona Luna NH.. Na zacatek kolony byl do davkovaci smy¢ky o objemu 20 pl nastfikovan
vzorek a detekce latek probihala na refraktometrickém detektoru. Vzorky byly pfed analyzou
filtrovany na membranovych filtrech o praméru 0,45 um.

V druhém pfipadé byla jako mobilni faze pouzita pouze okyselena voda. Okyselena voda
byla pfipravena z destilované vody a kyseliny orthofosforeéné v poméru 99 : 1. Eluce byla
izokratickd, kolona byla v termostatu zahfivana na 60°C. Pritok byl nastaven na 0,5 ml
za minutu. Byla pouzita kolona typu Rezex. Na zacéatek kolony byl do davkovaci smycky
0 objemu 20 pl nastfikovan vzorek a detekce latek probihala na refraktometrickém detektoru.
Vzorky byly pred analyzou filtrovany na membranovych filtrech o priiméru 0,45 um.

4.7 Kultivace mléénych bakterii

Pro kultivaci bakterialnich kultur Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium breve bylo
pouzito komeréni MRS médium s ndzvem Lactobacillus MRS agar. Médium bylo smichano
v Erlenmayerové bance s destilovanou vodou v daném poméru 55,15 g média na 1000 ml
destilované vody a sterilizovano v tlakovém hrnci s otevienym ventilem po dobu 30 minut. Obé
kultury byly zao€kovany ve sterilnim boxu.

Tabulka 4: Zakladni sloZky MRS média

pepton 10 g
hovézi extrakt 10 g
kvasnicny extrakt 59
glukdza 209
agar 12 g

Kultivace probihala pfi 37°C po dobu 24 hodin. Poté byly kultury pouzity na stanoveni
viability, k zaockovani pfipadné k enkapsulaci.

4.7.1 Kultivace probiotik na médiich s pridavkem prebiotik

Probiotika Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium breve byly kultivovany v MRS médiu.
Dale byly do média pridavana zvolena hydrolyzovana i nehydrolyzovana prebiotika v riznych
koncentracich, aby bylo zjisténo, jaka koncentrace je pro jejich rlist nejlepsi. Byla pfipravena
série zkumavek s pfidavkem a bez pfidavku prebiotika. Zvolena neupravena prebiotika (inulin,
psyllium, jable€na a konopna vlaknina) byla pfidavana do média v koncentraci 10 a 100 mg/ml.

35



Hydrolyzovana prebiotika byla pridavana dle schématu uvedeného v Tabulce 15. Kultivace
probihala ve zkumavkach pfi 37 °C v 10 ml steriiniho média a zaockovani bylo
provedeno z 5 % 24hodinového inokula. Ve 24., 48. a 72. hodiné byl proveden sterilni odbér
a ve vzorcich byl stanoven pocet bunék a jejich viabilita. Toto stanoveni bylo povedeno
spektrofotometricky mérenim zakalu pfi 630 nm. Viability bunék byly sledovany mikroskopicky
barvenim methylenovou modfi. Pro stanoveni mnozstvi bunék a jejich viability bylo rovnéz
vyuzivano prlitokové cytometrie, kde bylo jako fluorescenéni sondy vyuzito propidiumjodidu.

4.7.2 Stanoveni viability a koncentrace bunék pomoci pruatokového cytometru

Odebrané vzorky bunék pro stanoveni byly 10x nafedény destilovanou vodou, k 1 ml takto
pfipraveného vzorku bylo pfidano 5 pl propidiumjodidu (1 mg/ml) a vzorky byly ponechany
k obarveni 10 minut ve tmé a nasledné analyzovany.

4.8 Priprava ¢astic

Buriky probiotik po 24 hodinach kultivace byly podrobeny analyze na priitokovém
cytometru. Po tomto stanoveni koncentrace a viability bunék byly kultury uréené k enkapsulaci
centrifugovany pfi 5000 otackach po dobu 10 minut. Buriky byly nasledné rozsuspendovany
v 2% alginatu a rozdéleny na sérii 6 vzork(l (bez pridavku prebiotika, s pridavkem glukézy
a s pfidavkem jednotlivych prebiotik - inulin, psyllium, jableéna vlaknina a konopna vlaknina,
pridavek &inil 0,5g a 0,05/10ml. Pro pfipravu &astic byl pouzit Enkapsulator B-395 Pro (BUCHI)
a jako srazeci roztok byl pouzit 1% roztok CaCl.. Pfipravené &astice byly ponechany
ve srazecim roztoku po dobu 10 minut, nasledné byly Zzfiltrovany a pouzity pro stanoveni
dlouhodobé stability viz kap. 5.6. Pro pfipravu €astic byly pouzity trysky o velikosti 450 pm
a 1000 pm.

Bylo vytvoreno celkem 6 typU ¢astic i manualni pfipravou tak, Ze roztok alginatu spole¢né
s bunkami a s vlakninou byl kapan do roztoku CaCl, pomoci mikropipety.

4.9 Stanoveni stability ¢astic — mikroskopie

Mikroskopie byla pouzita ke sledovani velikosti pfipravenych ¢astic, morfologie
pfipravenych ¢astic, ke stanoveni poctu a viability bunék uvniti ¢astice a ke stanoveni poctu
a viability bunék uvolnénych z castic pfi dlouhodobém skladovani pfipadné pfi pusobeni
modelovych travicich $tav. Vzorky byly pfed analyzou barveny po dobu 10 minut
methylenovou modfi. Po této dobé byly jednotlivé Castice i roztok pozorovan pod optickym
mikroskopem, v pfipadé sledovani uvolnéného mnozstvi byla k pozorovani vyuzita i Burkerova
komurka.

4.10 Stanoveni stability ¢astic v modelovém prostredi lidského organismu

Stabilita €astic byla stanovena v umélé zalude€ni, pankreatické a zluCové Stavé dle
Ceskoslovenského Iékopisu [57]. Vzorky byly pfipraveny vioZzenim ¢&astice nejprve do
zaludec€ni $tavy, nasledné do pankreatické stavy a nakonec do zluCové stavy. Pod optickym
mikroskopem byla sledovana viabilita bakterii uvnitf kapsle a jejich uvolnéné mnozstvi
pusobenim s§tavy. V Zzalude¢ni a v pankreatické stavé byly enkapsulované bakterie
inkubovany 20 minut v termostatu o teploté 37°C, ve zluCové stavé byly po dobu 40 minut pfi
teploté 37°C.
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4.10.1 Slozeni modelové pankreatické St'avy

Pankreaticka $tava byla pfipravena rozpusténim 0,25 g pankreatinu a 1,5 g NaHCOs3
ve 100 ml destilované vody. V roztoku bylo pH upraveno na hodnotu 8,9 [57].

4.10.2 Slozeni modelové zaludeéni st'avy

Zaludegni $tava byla pfipravena z 0,25 g pepsinu, ktery byl rozpu$tén ve 100 ml destilované
vody. Poté bylo pfidano 0,84 ml 35% kyseliny chlorovodikové. V roztoku bylo pH upraveno
na hodnotu 0,9 [57].

4.10.3 Slozeni modelové zluéové st'avy
Zluova $tava byla pfipravena pfidanim 0,8 g Zlugovych soli do 200 ml fosfatového pufru
o pH 8 [57].

4.11 Stanoveni stability ¢astic v modelovém prostredi

Pro optimalni rast bakterii Lactobacillus acidophilus je nejvhodnéjsi prostredi, které ma
pH 3-4. Proto jako modelova potravina byla zvolena kysela potravina, jejimz simulantem je
2,5% kyselina citronovéa o tomto pH [12, 58].

Castice s bakteriemi byly ponechany po dobu 6 tydnd v tomto modelovém prostfedi.
Stabilita €astic byla sledovana pod optickym mikroskopem po 1 dnu, po 1 tydnu, po 3 tydnech
a po 6 tydnech.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Charakteristika prebiotik

5.1.1 Stanoveni celkovych cukri podle Duboise

Byla vytvorena kalibracni kfivka s rovnici regrese y=0,0096x. Postup stanoveni celkovych
sacharidii podle Duboise je uveden v kapitole 4.4.1. Stanoveni celkovych cukri bylo
provedeno u inulinu, psyllia, konopné vlakniny a jableéné vlakniny. Vysledky méreni jsou
uvedeny v Tabulce 5. Absorbance u véech vzork( byla provedena 3x, v Tabulce 5 je uvedena
jiz zpramérovana hodnota.

Kalibra¢ni kfivka glukdzy
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Graf 1 : Kalibracni krivka pro stanoveni celkovych cukrii

Tabulka 5: Stanoveni celkovych cukrii podle Duboise pro nehydrolyzovana prebiotika

Vzorek Navazka | Redéni oA ¢ [ug/10 mi] g/100 g

Inulin 0,001 10x 0,509 535,68+15,23 | 53,6+1,51
Psyllium 0,001 10x 0,923 961,47+37,54 | 96,1+3,75
Jable€na vlaknina 0,001 10x 0,083 97,5514 63 9,8+0,49
Konopna vlaknina 0,001 10x 0,018 30,7+1,56 3,1+0,16

Z uvedenych vysledk( mizeme usoudit, Ze nejvétsi podil celkovych cukr(i z analyzovanych
vzorkd ma psyllium a to 96,1 g/100 g. Naopak nejnizsi hodnotu celkovych cukrli ma konopna
vlaknina, pouze 3,1 g/100 g a pomérné malou hodnotu ma i jableéna vlaknina.

5.1.2 Stanoveni redukujicich cukru dle Somogyiho Nelsona

Byla vytvorena kalibraéni kfivka s rovnici regrese y=0,0041x. Postup pro stanoveni
redukujicich cukrl je uveden v kapitole 4.4.2. Stanoveni redukujicich cukrd bylo provedeno
u inulinu, psyllia, konopné viakniny a jableéné vlakniny. Vysledky méfeni jsou uvedeny
v Tabulce 6. Absorbance u vSech vzork(l byla provedena 3x, v Tabulce 6 je uvedena jiz
zprimérovana hodnota.
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Graf 2: Kalibracni krivka pro stanoveni redukujicich cukrd

Tabulka 6: Stanoveni redukujicich cukrd pro nehydrolyzované prebiotika

Vzorek Navazka |Redéni oA ¢ [ug/10 ml] g/100 g
Inulin 0,020 10 0,457 | 1145,29+39,58 | 5,7+0,19
Psyllium 0,020 10 0,578 | 1449,45+46,11 | 7,2+0,23

JablecCna vlaknina 0,004 10 1,386 | 3480,53+67,85 | 87,02+1,7
Konopna vlaknina 0,004 10 0,487 1220,7+42,26 | 30,5+1,05

Pomérné vysoké hodnoty pfi stanoveni redukujicich cukri méla jablecna vldknina, jeji
hodnota byla 87,02 g/100 g. Naopak nejmensi obsah redukujicich cukrd byl zjistén u inulinu
obsahovala vyssi podil redukujicich cukrd, presnéji 30,5 g/100 g.

Pri stanoveni celkovych a redukujicich cukrd u jednotlivych prebiotik bylo zjisténo,
Ze v inulinu je obsazeno pies 50 % celkovych cukrll a pouze 5 % redukujicich cukrd. Psyllium
obsahuje pres 95 % celkovych cukr(l, z toho redukujici cukry tvofi jen 7 %. Jable¢na vlaknina
obsahovala 87 % redukujicich cukrd a konopna vlaknina obsahovala pres 30 % redukujicich
cukrll. Lze predpokladat, ze vys$si obsah redukujicich cukrd je zpUsoben pritomnosti nizsich
oligosacharidl a monosacharidd, coz je pristupnéjsi substrat pro bakterie.

5.2 Stanoveni obsahu sacharidii pomoci tenkovrstvé chromatografie

Na desticku ze Silufolu byly postupné naneseny vzorky standardd, nasledné vzorek inulinu
po 2-hodinové hydrolyze, hodinové hydrolyze a po 20 minutach hydrolyzy, jableéna vlaknina
po 2-hodinové hydrolyze, hodinové hydrolyze, po 20 minutach hydrolyzy, nasledné konopna
vlaknina po 2-hodinové hydrolyze, hodinové hydrolyze a po 20 minutach hydrolyzy a jako
posledni byla na destiCku nanesena kapi¢ka psyllia po 2-hodinové hydrolyze, hodinové
hydrolyze a po 20 minutdch hydrolyzy. Po zaschnuti vSech vzorkd byl Silufol vioZen
do vyvijejici smési slozené z butanolu, kyseliny octové a destilované vody. Po dosahnuti
vyvijeci smési pod vrchni okraj desti€ky byl Silufol viozen do susarny. Po uschnuti byla cela
destiCka postrikana rozprasovacem s Cinidlem na detekci chromatogramu a opét byl Silufol
vlozen do su$arny. Po 5 minutach bylo mozné na Silufolu vidét barevné skvrny, které
znazornuji pritomnost sacharidl. Vytvorené skvrny byly oznaceny tuzkou. Vysledny
chromatogram Ize vidét na Obréazku 19.
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Obrazek 19: Chromatogram postupné hydrolyzy prebiotik

Pomoci pravitka byly zméreny vzdalenosti jednotlivych skvrn od startu. Nasledné byly
vypocitany retenéni faktory jednotlivych prebiotik. Vysledky retenénich ¢asu jsou uvedeny
v Tabulce 7. Jednotlivé retencni ¢asy byly vypocCitany podle schématu, které je na Obrazku
20.
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Obrazek 20: Schéma pro vypocet retencnich faktort

Retenéni faktory byly vypog&itany pro latku A podle vztahu Rf =a/c a pro latku B podle
vztahu Rf =b/c. A je prvni naneseny vzorek, B je druhy naneseny vzorek, a je vzdalenost
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stfedu prvni skvrny od pocatku, b je vzdalenost stfedu druhé skvrny od pocéatku a c je
vzdalenost od pocatku vyvijeni do konce, kde doputovala vyvijeci smés (vzdalenost od startu

po €elo). Podle stejného vzorce byly vypocitany i retencni faktory v Tabulce 7.

Tabulka 7: Retenéni ¢asy jednotlivych skvrn z chromatogramu

Vzorek Retencni ¢as 1 | Retencni ¢as 2 | Retencni ¢as 3| Retencni ¢as 4
Glukbza 0,25 - - -
Fruktoza 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
Jabl. vl. 2 hod. 0,37 0,20 - -
Jabl. vl. 1 hod. 0,36 0,22 - -
Jabl. vl. 20 min. 0,36 - - -
Kon. vl. 2 hod. 0,42 0,26 0,14 -
Kon. vl. 1 hod. 0,37 0,25 - -
Kon. vl. 20 min. 0,37 0,25 - -
Psyllium 2 hod. 0,48 - - -
Psyllium 1 hod. 0,78 - - -
Psyllium 20 min. 0,82 - - -

Tabulka 8: Srovnani retencnich ¢ast testovanych standard

glukbéza | fruktéza | sachar6za

Rf 0,25 0,36 0,15
laktéza | maltéza | arabindéza

Rf 0,07 0,11 0,3
rhamnéza| xyléza | galaktozy

Rf 0,47 0,4 0,2

5.2.1 Vyhodnoceni tenkovrstevné chromatografie

Pri porovnani retencnich ¢asu standard( glukézy a fruktdézy s reten¢nimi casy ostatnich
prebiotik zjistime, ze glukdzu obsahuje inulin a konopna vldknina a fruktézu inulin, jable¢na a
konopna vlaknina. Dal$i retenéni ¢asy, které byly zjiStény u prebiotik, odpovidaly pfitomnosti
dal$ich vétsich slozek — oligosacharidu.

Inulin obsahoval uz po 20 minutach hydrolyzy 4 viditelné slozky, coz se nezménilo po celou
dobu hydrolyzy. Podle retenéniho €asu Ize urcit, ze v inulinu je obsazena glukéza i fruktéza a
dal$i dvé slozky, jedna se o dva typy oligosacharidi. Jablec¢na vlaknina obsahovala
po 20 minutach hydrolyzy pouze fruktézu a po hodiné byla zjisténa jesté jedna dalSi slozka,
ktera by podle retenéniho €asu a podle barvy skvrny na chromatogramu méla oznacovat
galaktdézu. U konopné vlakniny byly po 2 hodinach hydrolyzy detekovano 3 viditelné slozky
podle retencnich €asu bylo zjisténo, ze se jedna o glukézu, fruktézu a sacharézu. U psyllia se
jednotlivé slozky nepodarilo identifikovat, jelikoz na chromatogramu bylo vidét pouze jednu
protahlou skvrnu pres cely chromatogram. Po 20 minutach dos$lo k upIné hydrolyze a dalsi
slozky uz nebyly zaznamenany.

Bylo zjisténo, ze pfi hydrolyze inulinu a psyllia sta¢i pouhych 20 minut na to, aby se
prebiotikum zcela rozlozilo a vysledky byly stejné i po delSi hydrolyze. U konopné vilakniny
a jable¢né vlakniny bylo potfeba minimalné hodinové hydrolyzy, aby se cela rozlozila
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a abychom mohli identifikovat vSechny hlavni slozky, které konopna a jable¢na vlaknina

obsahuije.

5.3 Stanoveni obsahu sacharidii pomoci HPLC
Pfi optimalizaci metody byly pouzity 2 typy kolon - kolona NHz a kolona Rezex ROA-organic

acid H*. Jednotliva méreni probihaly podle postupt uvedenych v kapitole 4.6.

5.3.1 Stanoveni na NH2 koloné
Byly provedeny kalibrace na nékteré cukry, v Grafu 3, 4 a 5 Ize vidét kalibraéni kfivku
pro glukézu, fruktézu a sacharézu. Hodnoty uvedené v grafech 3-5 jsou priimérem ze dvou

méreni.
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Kalibracni kfivka sachardzy
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Graf 5: Kalibracni kfivka sacharézy stanovené na NHzkoloné

Po zjiSténi rovnice regrese glukézy a fruktézy byly na kolonu nastfiknuty vzorky
nehydrolyzovanych a hydrolyzovanych prebiotik. Byl identifikovan pik glukézy a fruktézy
a z odectené plochy piku a z rovnice regrese u kalibraénich kfivek byl vypo€itan obsah glukézy
a fruktdzy v jednotlivych vzorcich. Vysledky jsou zpracovany v Tabulce 9 a 10. Hodnoty
uvedené v tabulkach 9 a 10 jsou primérem ze dvou méreni.

Tabulka 9: Obsah glukézy a fruktézy u nehydrolyzovanych prebiotik

Nehydrolyzované prebiotika | Obsah glukézy [mg/g] | Obsah fruktézy [mg/g]
Inulin 15,6197 2,8121
Psyllium 0,1961 0,0468
Jable¢na vlaknina 0,3279 0,3165
Konopna vlaknina 4,0923 1,1934

Tabulka 10: Obsah glukézy a fruktézy u hydrolyzovanych prebiotik

Hydrolyzovana prebiotika Obsah glukézy [mg/g] Obsah fruktézy [mg/g]
Inulin 859,5937 34,0176
Psyllium 302,9993 48,9959
Jable€na vlaknina 40,2374 69,7717
Konopna vlaknina 2,1411 7,5614

U nehydrolyzovanych prebiotik bylo zjiSténo, ze nejvice glukézy obsahuje inulin, obsah
glukézy v tomto prebiotiku je 15,6197 mg/g. Obsah glukézy v konopné vlakniné bylo
4,0923 mg/ml. V psylliu a v konopné vlakniné bylo obsazeno pouze stopové mnozstvi tohoto
cukru. Fruktéozu obsahoval ve vyS$Sim mnozstvi pouze inulin a konopna vilaknina. Inulin
obsahoval 5x vy§si mnozstvi glukézy nez fruktdézy. U hydrolyzovanych prebiotik byl vyrazny
narust obsahu glukézy u inulinu a u psyllia. Fruktézu obsahoval inulin, psyllium a jable¢na
vlaknina a to pfiblizné mezi 34 — 70 mg/g. V mensim mnozstvi byla fruktéza detekovana
i v konopné vlakniné.
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Pro srovnani grafu z HPLC pro nehydrolyzované a hydrolyzované prebiotikum byla zvolena
jable€éna vlaknina, jejiz grafy jsou v Grafu 6 a 7. Tato kolona nebyla dostateéné citliva, abychom
z graf(i mohli rozpoznat piky pro jednotlivé oligosacharidy a disacharidy.
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U nehydrolyzované vlakniny Ize vidét pouze pik rozpoustédla a jeden maly pik. V 6. minuté
se na NH: koloné detekuje glukéza. Oproti tomu u hydrolyzované vlakniny muzeme vidét vice
pikl, takze jde vidét, Ze v jablecné vlakniné se vyskytuje vice slozek. Celkové nejvice piki
obsahoval inulin, ktery pred hydrolyzou obsahoval 2 r(izné oligosacharidy a po hydrolyze 4.
U psyllia a u konopné vlakniny nebylo mozné na této koloné z divodu nizké citlivosti rozlisit

dalsi piky.

5.3.2 Stanoveni sacharidu na Rezex koloné

Byly provedeny kalibrace na glukézu a fruktézu, kalibracni kfivky Ize vidét v Grafu 8 a 9.
Hodnoty uvedené v grafech 8 a 9 jsou priimérem ze dvou méreni.
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Kalibracni krivka glukdzy
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Graf 8: Kalibracni krivka glukézy stanovena na koloné Rezex

Kalibracni kfivka fruktézy
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Graf 9: Kalibracni krivka frukt6zy stanovené na koloné Rezex

Po zjisténi rovnice regrese glukézy a fruktdézy byly na kolonu nastfiknuty vzorky prebiotik
nehydrolyzovanych a hydrolyzovanych. Byl identifikovan pik glukézy a fruktézy a z odectené
plochy piku a z rovnice regrese u kalibraénich krivek byl vypocitan obsah glukézy a fruktdzy
v jednotlivych prebioticich. Vysledky jsou zpracovany v tabulce 11 a 12. Hodnoty uvedené
v tabulkach jsou priimérem ze dvou méreni.

Tabulka 11: Obsah

lukézy a fruktézy u nehydrolyzovanych prebiotik

Nehydrolyzovana prebiotika

Obsah glukézy [mg/g]

Obsah fruktézy [mg/g]

Inulin 21,0896 6,2727
Psyllium 0,0016 0,0007
Jable€na vlaknina 0,8739 1,1982
Konopna vlaknina 7,1456 2,7162
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Tabulka 12: Obsah glukézy a fruktézy u hydrolyzovanych prebiotik

Hydrolyzovana prebiotika Obsah glukézy [mg/g] Obsah fruktézy [mg/g]
Inulin 110,3239 326,9929
Psyllium 83,9907 307,3472
Jable€na vlaknina 38,6951 70,9270
Konopna vlaknina 52,2432 29,9337

Pfi méfeni nehydrolyzovanych prebiotik byl zjistén nejvyssi obsah glukdzy u inulinu.
V malém mnozstvi se glukéza vyskytuje i u konopné vilakniny. Inulin obsahuje i nejvyssi
mnozstvi fruktozy ze vdech prebiotik, v mensi mife se fruktéza nachazi v jableéné a konopné
vlakniné. Po hydrolyze bylo nejvéts§i mnozstvi glukézy zaznamenano opét u inulinu, a to
v mnozstvi 110,3239 mg/g. Nejvy$Si mnozstvi fruktdzy bylo u inulinu a psyllia, u obou prebiotik

méla fruktéza nad 300 mg/g.

Pro srovnani grafu z HPLC pro nehydrolyzované a hydrolyzované prebiotikum byla zvolena
jable€na vlaknina a inulin, jejich chromatogramy jsou uvedeny v Grafu 10, 11, 12 a 13.
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Graf 13: Chromatogram hydrolyzovaného inulinu

V prvnim chromatogramu, ktery zobrazuje slozky jable¢né viakniny pfed hydrolyzou,
muUzeme pozorovat 16 riznych pikl. Po hydrolyze se obsah jednotlivych slozek zvysil na 24.
Inulin obsahoval pied hydrolyzou pouze 3 ruzné oligosacharidy, po hydrolyze lIze vidét,
ze inulin obsahuje navic dalSich 8 slozek. Nehydrolyzované psyllium obsahovalo 7
oligosacharid(, v hydrolyzovaném psylliu bylo navic dalsich 15 sloZzek. Nejvice oligosacharidl
ze vSech prebiotik a disacharidi obsahovala jable¢na vlaknina.

5.3.3 Vyhodnoceni méreni na HPLC

Pro charakterizaci prebiotik byla vhodnéjsi kolona typu Rezex, jelikoz méla vyssi citlivost.
Pfi porovnani chromatogramt z kolony typu NHz a typu Rezex vidime, Ze na citlivéj$i koloné
Ize vidét mnohonasobné vyssi pocet pikl( a tudiz mizeme identifikovat vice slozek. Priklad
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chromatogramu je uveden v grafu a pro konopnou vliakninu. Bylo zji§té€no, ze u kolony NH: je
mozné rozlisit pouze 6 pikl, kdezto z chromatogramu z kolony Rezex je mozné identifikovat
25 rlznych pikd. Na koloné typu NH2 byla zaznamenana ve vsech pripadech predevsim jen
glukéza a fruktdza a ostatni oligosacharidy nebyly v chromatogramu viibec vidét. Na koloné
Rezex bylo mozné rozlisSit mnohem vyssi obsah slozek.

Z casovych dlvodl jsme se zaméfili pouze na podrobnéjsi identifikaci glukézy a fruktozy.
Bylo zjisténo, ze u NH» kolony se plocha piku odecitala v 6,5. minuté, plocha fruktézy v 6.
minuté. Pfi méfeni s kolonou Rezex byla plocha piku glukézy odecitand v 12,5. minuté
a plocha fruktoézy v 13,5. minuté. Bylo zjiSténo, ze oligosacharidy byly v chromatogramu mezi
8, az 10. minutou a disacharidy mezi 11. — 13. minutou.
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Graf 14: Chromatogram konopné viakniny na NHz koloné
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Graf 15: Chromatogram konopné viakniny na koloné typu Rezex

5.4 Kultivace mléénych bakterii

Kultivace probihala podle postupu uvedeném v kapitole 4.7. Byla provedena kultivace
probiotik na médiich s pfidavkem nehydrolyzovanych a hydrolyzovanych prebiotik a kultivace
s pfidanim realné potraviny do média.
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5.4.1 Kultivace probiotik na médiich s pridavkem nehydrolyzovanych prebiotik

Pfi kultivaci bakterii bylo do MRS média pfidano prebiotikum, a to ve 2 koncentracich. Nizsi
koncentrace vlakniny byla 10 mg/1 ml média a vy$si koncentrace byla 100 mg/1 ml média.
Kultivace probihala celkem 4 dny a méfeni zakalu bylo provadéno po 1 dnu, po 2 dnech a
po 4 dnech. Vzdy byly sterilné odebrany 2 ml vzorku a zméreny na spektrofotometru pfi vinové
délce 630 nm. Kazdé méreni bylo provedeno 2x, v Tabulce 13 jsou uvedeny jiz zpriimérované
vysledky.

Tabulka 13: Vysledky spektrofotometrického stanoveni

Vzorek Méreni absorbance | Méfeni absorbance | Méreni absorbance
po 24 hodinach po 48 hodinach po 96 hodinach
Lactobacillus acidophillus 0,684 0,889 1,459
LA + 10 mg inulinu 0,631 0,678 1,449
LA + 100 mg inulinu 0,554 0,899 0,972
LA + 10 mg jable¢né vlakniny 0,644 0,954 1,328
LA + 100 mg jableéné vlakniny 0,59 0,974 1,181
LA + 10 mg konopné viakniny 0,546 0,868 0,715
LA + 100 mg konopné vlakniny 0,846 0,874 1,37
Bifidobacterium breve 0,246 0,461 0,606
BB + 10 mg inulinu 0,321 0,446 0,641
BB + 100 mg inulinu 0,307 0,283 1,692
BB + 10 mg jable¢né vlakniny 0,326 0,469 1,638
BB + 100 mg jableéné vlakniny 0,458 0,633 0,927
BB + 10 mg konopné viakniny 0,329 0,239 1,164
BB + 100 mg konopné vlakniny 0,432 0,342 0,898

Byly pfipraveny vzorky i se dvéma koncentracemi psyllia, ale tato vlaknina vytvofila gel a
nebylo mozné tento typ média zméfit na spektrofotometru.

Z vysledku je vidét, ze zakal témér ve vSech typech média se v pribéhu casu zvysuje,
coz znamena, ze se pocet bunék v jednotlivych médiich zvySuje. Ve v8ech pfipadech byl
zaklad po 4 dnech méreni témér dvojnasobny, u 10 mg jableéné a konopné vlakniny u probiotik
typu Bifidobacterium breve byl zékal dokonce trojnasobné velky.

U bakterii Lactobacillus acidophilus byl po 24 hodinach nejvétsi zakal naméfen u konopné
vlakniny, ovéem po 96 hodinach byl zakal nejvy$si u probiotik samotnych nebo u probiotik
spole€né s inulinem.

U bakterii Bifidobacterium breve bylo zjisténo, ze po prvnim méfeni byla nejvy$si hodnota
nameérena u jableéné a konopné vliakniny. Po 96 hodinach byl nejvys$si zakal naméfen u opét
u inulinu. Proto u obou typl bakterii se jako nejvhodnéjsi prebiotikum pro rast bakterii jevi
inulin.

Dale byla stanovena koncentrace a viabilita bunék pomoci pritkové cytometrie. Nasleduijici

tabulka srovnava viabilitu bunék bakterii Lactobacillus acidophilus a Bifidobaceterium breve,
po jejich 24hodinové kultivaci spoleéné s prebiotiky. Koncentrace prebiotika byla 10 mg/ml.
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Tabulka 14: Viabilita a koncentrace bakterii po 24 hodinové kultivaci

Typ bakterii| Slozeni kultivaéniho média Vyc“ﬁ:\;tfpﬁ”"ek zive/mrtvé [%]
LA 1 ml MRS média 1333 95/5
LA 1 ml MRS média + 0,01 g inulinu 1115 100/0
LA 1 ml MRS média + 0,01 g JV 1582 98/2
LA 1 ml MRS média + 0,01 g KV 2328 98/2
BB 1 ml MRS média 988 96/4
BB 1 ml MRS média + 0,01 g inulinu 417 98/2
BB 1 ml MRS média + 0,01 g JV 895 93/7
BB 1 ml MRS média + 0,01 g KV 872 96/4

Z téchto vysledkl miizeme prehledné posoudit vliv prebiotika v médiu na rist bakterii.
Na Lactobacillus acidophilus ma néjvétsi vliv konopna vlaknina. Po pfidani konopné viakniny
do MRS média mlizeme vidét skoro dvojnasobné rychly rlst bakterii. Z Tabulky 14 vyplyva,
ze po kultivaci bakterii typu Lactobacillus acidophilus pouze v MRS médiu, které slouzilo jako
srovnavaci médium, byla naméfena nejnizSi koncentrace bunék, tudiz pfidavek jableéné
i konopné vlakniny pfiznivé ovliviiuje rdst bunék.

U bakterii Bifidobacterium breve vldknina nijak neovlivnila riist bakterii. Nejvétsi
koncentrace bunék je v oby€ejném MRS médiu. Je mozné, Ze bakterie pfi pfidavku vlakniny
rostou pomaleji, ale diky tomu mohou byt vitalnéjSi z dlouhodobého hlediska. Proto bylo
nasledné provedeno dalsi méreni, kdy byla zkoumana viabilita bunék po pridavku prebiotika
v riznych ¢asovych obdobich.

Nejvyssi viabilita byla zjisténa u inulinu, kde bylo v obou pfipadech nad 98 % zivych bakterii.
Celkové viabilita nebyla nizsi nez 93 %.

5.4.2 Kultivace probiotik na médiich s pridavkem hydrolyzovanych prebiotik

Bylo vytvoieno nékolik typl médii, ve kterych byly nasledné kultivovany probiotika.
Pro pfipravu médii bylo vyuzito komeréni MRS médium a hydrolyzovana prebiotika v rlznych
pomérech. Slozeni jednotlivych médii jsou detailné rozepsany v Tabulce 15. Vzorky z téchto
médii byly pouzity na spektrofotometrické stanoveni a na stanoveni viability na pritokovém
cytometru.

Tabulka 15: SloZeni médii pro kultivaci bakterii

médiom | LA | BB | inuin |psytium | RCEE | AT

[ml] [mI] | [mI] | [mi] [ml] ™ [mi]
LA - blank 5 0,5 0 0 0 0 0
LA + 0,5 ml inulinu 4,5 0,5 0 0,5 0 0 0
LA + 2,5 ml inulinu 2,5 0,5 0 2,5 0 0 0
LA + 5 ml inulinu 0 0,5 0 5 0 0 0
LA + 0,5 ml psyllia 4,5 0,5 0 0 0,5 0 0
LA + 2,5 ml psyllia 2,5 0,5 0 0 2,5 0 0
LA + 5 ml psyllia 0 0,5 0 0 5 0 0
LA + 0,5 ml KV 4,5 0,5 0 0 0 0,5 0
LA + 2,5 ml KV 2,5 0,5 0 0 0 2,5 0
LA + 5ml KV 0 0,5 0 0 0 5 0
LA + 0,5 ml JV 4,5 0,5 0 0 0 0 0,5
LA + 2,5 ml JV 2,5 0,5 0 0 0 0 2,5
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LA + 5mlJV 0 0,5 0 0 0 0 5
BB - blank 5 0 0,5 0 0 0 0
BB + 0,5 ml inulinu 4,5 0 0,5 0,5 0 0 0
BB + 2,5 ml inulinu 2,5 0 0,5 2,5 0 0 0
BB + 5 ml inulinu 0 0 0,5 5 0 0 0
BB + 0,5 ml psyllia 4,5 0 0,5 0 0,5 0 0
BB + 2,5 ml psyllia 2,5 0 0,5 0 25 0 0
BB + 5 ml psyllia 0 0 0,5 0 5 0 0
BB + 0,5 ml KV 4,5 0 0,5 0 0 0,5 0
BB + 2,5 ml KV 2,5 0 0,5 0 0 25 0
BB + 5 ml KV 0 0 0,5 0 0 5 0
BB + 0,5 ml JV 4,5 0 0,5 0 0 0 0,5
BB + 2,5 ml JV 2,5 0 0,5 0 0 0 2,5
BB +5mlJV 0 0 0,5 0 0 0 5

54.2.1 Spektrofotometrické stanoveni

Po 24 hodinové kultivaci probiotik s prebiotiky byl sterilné odebran 1 ml vzorku od kazdého
typu. Vzorky byly méfeny na spektrofotometru pfi vinové délce 630 nm. Vysledky jsou uvedeny
v Tabulce 16.

Tabulka 16: VVysledky ze spektrofotemetrického stanoveni koncentrace bunék

A A
LA - blank 0,307 |BB - blank 0,247
LA + 0,5 ml inulinu 0,166 |BB + 0,5 mlinulinu 0,16
LA + 2,5 ml inulinu 0,485 |BB + 2,5 mlinulinu 0,466
LA + 5 mlinulinu 0,677 |BB + 5 mlinulinu 0,647

LA + 0,5 ml psyllia 0,118 |BB + 0,5 ml psyllia 0,112
LA + 2,5 ml psyllia 0,148 |BB + 2,5 ml psyllia 0,146

LA + 5 ml psyllia 0,206 |BB + 5 ml psyllia 0,193
LA + 0,5 ml KV 0,206 |BB + 0,5 ml KV 0,225
LA + 2,5 ml KV 0,559 |BB +2,5mlKV 0,489
LA + 5mlI KV 0,658 |BB +5 mlKV 0,685
LA + 0,5 ml JV 0,135 |BB +0,5mlJV 0,11

LA + 2,5 ml JV 0,305 |BB+25mlJV 0,295
LA +5mlJVv 0,314 |BB +5mlJV 0,305

Podle vysledkd méreni, které jsou uvedeny v Tabulce 16 Ize usoudit, Ze nejvice bunék je
v médiich, které jsou slozeny pouze z prebiotik. Nejvice bunék pak bylo stanoveno v médiu,
které je slozeno pouze z inulinu. Jelikoz spektrofotometr ale méfi zakal a vlivem
hydrolyzovanych prebiotik méla média rlznou barvu a obsahovala slaby zakal
hydrolyzovanych zbytk(, jsou vysledky zna¢né zkresleny. Z tohoto divodu byly tedy nasledné
véechny vzorky méfeny na pritokovém cytometru, kde byla sledovana nejen presna
koncentrace bunék, ale rovnéz jejich viabilita.

5.4.2.2 Stanoveni pomoci prutokové cytometrie

Sterilné bylo odebrano 0,1 ml vzorku ze v$ech typl médii po 24 hodinové kultivaci,
po 48hodinové kultivaci a po 62 hodinové kultivaci. Bylo tedy zjiStovano, jak se méni
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koncentrace bunék v jednotlivych typech médii v rozmezi 3 dnl. Vysledky s méreni
na prutokovém cytometru Ize vidét v Tabulce 17 a v Tabulce 18. Slozeni médii je popsano

v Tabulce 15.

Tabulka 17: Vysledky z pritokového cytometru pro bakterie typu Lactobacillus acidophilus

po 24 hodinach [evt/pul]

po 48 hodinach [evt/ul]

po 72 hodinach [evt/ul]

LA - blank 4622 11949 10667
LA + 0,5 mlinulinu 1693 2300 2113
LA + 2,5 mlinulinu 1597 2482 3305
LA + 5 mlinulinu 735 649 672
LA + 0,5 ml psyllia 1250 1376 1777
LA + 2,5 ml psyllia 931 1454 1279
LA + 55 ml psyllia 458 1513 1182
LA + 0,5 ml KV 1443 1995 1668
LA + 2,5 ml KV 1180 1141 1061
LA + 5 ml KV 2042 2011 3139
LA + 0,5 mlJV 2702 2712 2231
LA + 2,5 ml JV 745 817 898
LA + 5ml JV 2852 1706 1322

Tabulka 18: Vysledky z pritokového cytometru pro bakterie typu Bifidobacterium breve

po 24 hodinach [evt/pul]

po 48 hodinach [evt/pl]

po 42 hodinach [evt/pul]

BB - blank 5594 9210 10120
BB + 0,5 mlinulinu 2106 2408 2055
BB + 2,5 mlinulinu 1117 3068 3383
BB + 5 mlinulinu 599 572 512
BB + 0,5 ml psyllia 1375 1495 1651
BB + 2,5 ml psyllia 894 1483 967
BB + 55 ml psyllia 709 1375 818
BB + 0,5 ml KV 1603 2046 1459
BB + 2,5 ml KV 987 1300 1010
BB + 5 ml KV 1519 2734 1588
BB + 0,5 mlJV 3023 2661 2019
BB + 2,5 mlJV 785 537 371
BB +5mlJV 1236 2224 927

Z vysledkl je patrné, ze obéma typlim bakterii vyhovuje spise Cisté médium nez hydrolyzat.
Na hydrolyzatech jsou sice schopny rust, ale hire, ve vyrazné mensim mnozstvi. Hydrolyzat
tudiz nebyl nejvhodnéjsi, ale i presto na ném bunky rostly a po 24 hodinach mély
100% viabilitu. U Lactobacillus acidphilus bylo po jednom dnu 7,5 % mrtvych bunék,
po 2 dnech bylo 9 % mrtvych a po 3 dnech bylo 14,4 % mrtvych bakterii. U pfidanych viaknin
byly mrtvé bunky zjistény jen u média, které bylo slozeno pouze z hydrolyzatu a to maximalné

do 2 %.

Bunky Bifidobacterium breve rostly také vice na Cistych médiich, ale opét po tfech dnech
bylo 8 % bunék mrtvych. U médii slozenych i z hydrolyzatu byly bud vSechny zivé, nebo
vyjimecné u nékterych médii se objevily mrtvé bunky o koncentraci do 1,5 %. V hydrolyzatu
mély tedy v8echny bunky zivé, coz je vyhodné, pokud potifebujeme trvanlivy vyrobek.
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Probiotické kultury jsou citlivé na pritomnost Zivin, ke svému rustu potrebuji fadu minerald
a vitamin(l v médiu, proto se nejCastéji ke kultivaci vyuzivda MRS médium, které vSechny
potiebné slozky pro rust mikroorganismd obsahuje. Pii tomto méreni bylo zjisténo,
Ze probiotika jsou schopna rlist i na médiu, které je sloZzeno pouze z hydrolyzatu bez pridavku
za hydrolyzat z prebiotika a tudiz moznost ke zlevnéni vyroby. Firmy by nemusely kultivovat
probiotika pro pfipravu tabletek v MRS médiu. Hydrolyzat je levnéjSi a dostateCné nutricné
bohaty na to, aby na ném probiotika rostly.

5.4.3 Kultivace probiotik na médiich s pridavkem mléka

Byla provedena kultivace bakterii typu Lactobacillus acidophilus v realné potraviné podle
postupu uvedeného v Kapitole 4.11. Realnou potravinou bylo oby€ejné miéko a bylo jim
nahrazeno bud cast média nebo celé médium. Vysledky mérfeni viability jsou popsany
v Tabulce 19.

Tabulka 19: Stanoveni viability bunék v realném médiu
Slozeni kultivaéniho média | VYchozi ¢ bunék | Zive b“f,‘ky viud | Zive b“f,‘ky vl
[evt/ul] [%] [%]
5 ml MRS média 12897 63,2 36,8
5 ml mléka 10380 100 0
2,5 ml MRS média
' 17821 1
+ 2,5 ml mléka 8 00 0

Po 24 hodinové kultivaci probiotik v MRS médiu a v médiich s mlékem vidime, ze nejvétsi
koncentrace bunék je v médiu, které je slozené z kombinace MRS média s mléka. Z Tabulky 19
také vyplyva, ze bakterie jsou vSechny zivé, kdezto pouze v Cistém srovnavacim MRS médiu
je obsah mrtvych bakterii pfes 1/3. V mléce jako zdroj zivin vyuzivaly probiotika laktdzu, rostly
pomaleji, ale jejich viabilita byla v pridbéhu delsi doby vyrazné vy$si. V MRS médiu rostou
bunky Lactobacillus acidophilus rychleji, ale jejich zivotnost vyrazné klesa uz po jednom dni.

| kdyz by nejspi§ mléko bylo nejlepSim kultivaénim médiem pro probiotika, tak nebylo
vhodné pro dals$i analyzy a nebylo dale vyuzivano z divodu probihajiciho vyrazného mlééného
kvaseni, pfedevSim u kmene Lactobacillus acidophilus.

5.5 Koenkapsulace probiotik a prebiotik

5.5.1 Stanoveni viability bunék pfed enkapsulaci probiotik

Pratokova cytometrie byla vyuzivana pro méfeni viability bunék mikroorganismu
po 24 hodinové kultivaci, kdy bylo potieba zjistit pomér zivych a mrtvych bunék pred tim, nez se
bunky enkapsuluji do castic. Celkové bylo mérfeni na pritokovém cytometru provedeno
s kazdou kulturou 2x. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 20. Na Obréazcich 21, 22 a 23 jsou
uvedeny priklady zaznam(l analyzy viability bunék z pratokového cytometru.

Tabulka 20: Pomeér Zivych a mrivych bakterii po 24hodinové kultivaci

Vychozi c bunék |
Méreni | Typ bakterii [evi/pl] Zivé bunky v 1 ul [%] | Mrtvé buriky v 1 pl [%]
1. LA 1856 98 2
BB 15693 93 7
2. LA 5458 90,9 9,1
BB 7541 90 10
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Zkratka LA znamena typ bakterie Lactobacillus acidophilus a BB je bakterie Bifidobacterium
breve.
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Obrazek 21: Viabilita bunék Lactobacillus acidophilus po 24hodinové kultivaci (na obrazku vlevo je vidét
ohraniceni bunék, ze kterych je naslednée vypocitan pomér Zivych a mrtvych bunék, na obrézku vpravo
Je vidét pik, ktery zobrazuje pocet Zivych bunék)
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Obrazek 22: Viabilita bunek Bifidobacterium breve po 24hodinové kultivaci (v okné na levé strané
miiZzeme vidét ohraniGeni bunék, ze kterych je nasledné vypocitan pomér Zivych a mrtvych bunék,
v okné na pravé strané Ize vidét pik, ktery predstavuje mnoZstvi Zivych bunék)

Q

2 baktérie

T T T T T L |

2 bakterie|Ewerr!s=3083:4é Mean¥=308 Mean=6 Eviiu=8175 ROI% of e\lf‘tS=51 ‘-3‘3‘; 1:CY=37.7 Events=23925 Peak=56 Mean=67 EvI=538 ROI% of evts=9.1%

Obrazek 23: Viabilita bunék Lactobacillus acidophilus po 24hodinové kultivaci (v okné na levé strané
Ize videt ohrani¢eni bunék, ze kterych je nasledné vypoditan pomeér Zivych a mrtvych bunék, v okné na
pravé strané Ize videét 2 piky, vyS$Si pik vlevo predstavuje mnoZstvi Zivych bunék a maly pik vpravo
predstavuje mnoZstvi mrtvych bunék)

Po 24hodinové kultivaci bylo ve vdech vzorcich vzdy nad 90 % zivych bunék. Tyto bakterie,
u kterych byla zjisténa dostatecna viabilita, byly pouzity pro enkapsulaci spoleéné s prebiotiky.
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K enkapsulaci byly pouzity kmeny Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium breve, bunky
byly enkapsulovany samostatné, s pfidavkem glukozy a s pfidavkem prebiotik. Byla testovana
moznost pfidavku dvou rlznych koncentraci prebiotik, rovnéz vychozi koncentrace
probiotickych bunék byla testovana v rliznych koncentracich. Enkapsulace byla provedena
do alginatovych &astic, dle postupu uvedeného v kapitole 4.8. Pro srovnani byly pfipraveny
c¢astice dvou velikosti — malé o priméru 1 mm a velké s primérem 2-4 mm. Vybrané ¢astice
leze vidét na Obrazcich 24-29. Po pfipravé €astic byla zjisténa 100% enkapsulacni ucinnost,
vesSkeré buriky v€etné nehydrolyzované vlakniny byly enkapsulovany do alginatovych kulicek.

Castice byly poté po dobu 6 tydn(l uchovavany v 2,5% kyseliné citrénové. V pribéhu
skladovani byla sledovéana stabilita téchto ¢&astic a rovnéz koncentrace a viabilita
enkapsulovanych probiotickych bunék.

Obrézek 24: Céstice pouze s probiotikem

Obrézek 27: Céstice s pridavkem psyllia
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Obrézek 29: Céstice s pridavkem jableéné vidkniny

5.6 Stanoveni dlouhodobé stability

Dlouhodoba stabilita byla sledovana v modelovém prostiedi dle postupu uvedeného
v kapitole 4.11.

Jako prvni byly analyzovany c¢astice, kde byly pouzity pro enkapsulaci buniky Lactobacillus
acidophilus o po€ate€ni koncentraci bunék 1856 evt/ul. VV Tabulce 21 Ize vidét procenta zivych
a mrtvych bunék po prvnim dnu enkapsulace, po 1 tydnu, po 3 tydnech a po 6 tydnech
od enkapsulace. V Tabulce 22 vidime narlst bunék v procentech, vzdy od pocatku méreni.

Tabulka 21: Pomeér Zivych a mrivych bunék v riznych ¢asovych intervalech

1. den 1. tyden 3. tyden 6. tyden
zivé [%] | mrtvé [%] | zive [%] | mrtve [%] | zivé [%] | mrtvé [%] | zZivé [%] | mrivé [%]
LA 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: Nartst bunék v procentech v pribéhu 6 tydnd
1. tyden [%] 3. tyden [%] 6. tyden [%]

LA 80 120 130

LA+glukéza 60 120 150

LA+inulin 50 100 120

LA+psyllium 30 100 130

LA+konopna vlaknina 30 110 160

LA+jable¢na vlaknina / / /
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Po prvnim dnu enkapsulace byly vSechny mikroorganismy zivé. Po prvnim tydnu bylo
mrtvych maximalné do 10 %, ve tfetim tydnu do 25 % a ve ¢tvrtém do 35 %. Nejvyssi pocet
mrtvych bunék bylo zaznamenano u psyllia, nejnizsi u ¢astic enkapsulovanych s inulinem.
Z Tabulky 21 vyplyva, Ze probiotika z pocCatku rostly nejpomaleji v CEasticich, které
obsahovaly konopnou vlakninu a psyllium, ale po 6 tydnech byl narlist bunék v konopné
vlakniné nejvys$si. V Easticich, které obsahovaly pouze buriky Lactobacillus acidophilus, byl
po prvnim tydnu zaznamenan nejvyssi narlst, ale po 6 tydnech skladovani byl narust jiz
srovnatelny s inulinem a psylliem. V jable¢né vlakniné nebylo mozné pod mikroskopem
analyzovat buriky, jelikoz ¢astice vlakniny vétsinu mikroorganismu prekryvaly. Na Obrazcich

30, 31, 32 a 33 Ize vidét priklady nékterych Castic.

Obrazek 30: LA+inulin po 6 tydnech. 100x

Obrazek 32: LA+gluk6za po 3 tydnech. 100x

Obrazek 31: LA po 6 tydnech. 100x

-

Obrazek 33: LA+JV po 1 tydnu. 100x

Nasledné byly analyzovany Castice, kde byly pouzity pro enkapsulaci buriky Lactobacillus
acidophilus o po€ate€ni koncentraci bunék 5458 evt/ul. VV Tabulce 23 Ize vidét procenta zivych
a mrtvych bunék po prvnim dnu enkapsulace, po 1 tydnu, po 3 tydnech a po 6 tydnech
enkapsulace. V Tabulce 24 vidime narlst bunék v procentech, vzdy od pocatku méreni.

Tabulka 23: Pomeér Zivych a mrtvych bunék v riiznych ¢asovych intervalech

1. den 1. tyden 3. tyden 6. tyden
Zivé [%] | mrtvé [%] | zivé [%] | mrtvé [%] | Ziveé [%] | mrive [%] | Ziveé [%] | mrtvé [%]

LA 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: Narist bunék v procentech v prabéhu 6 tydna

1. tyden [%] 3. tyden [%] 6. tyden [%]
LA 50 130 140
LA+glukéza 30 120 160
LA+inulin 50 150 160
LA+psyllium 100 180 200
LA+konopna vlaknina 40 120 150
LA+jable€na vlaknina / / /

Po jednom dnu bylo 100 % zivych bunék. Po jednom tydnu byl po¢et mrtvych bunék do 5 %,
po 3 tydnech do 10 % a po 6 tydnech maximalné do 20 %. Po prvnim tydnu enkapsulace byl
nejvétsi narlist bunék zaznamenan u castic s probiotiky enkapsulovanymi s psylliem, a to o
100 %. U ostatnich prebiotik byl narust do 50 %. Po 6 tydnech bylo nejvic bunék u €astic
s psylliem a témér srovnatelny pocet bunék mély ¢astice s glukdzou, inulinem a s konopnou
vlakninou. V €asticich s prebiotiky bylo na konci vice bunék nez v €asticich, které obsahovaly
pouze probiotické kultury. Ukazky mikroskopické analyzy jsou na Obrazcich 34, 35, 36 a 37.
V jableéné vlakniné nebylo mozné pod mikroskopem analyzovat bunky, jelikoz ¢astice viakniny
vétsinu mikroorganismU prekryvaly.

Obrézek 34: LA po 3 tydnech. 100x Obrézek 35: LA+glukéza po 6 tydnech. 100x

Obrazek 36: LA+psyllium po 3 tydnech. 100x Obrazek 37: LA+inulin po 6 tydnech. 100x

Jako posledni byly analyzovany &astice, kde byly pouzity pro enkapsulaci bunky
Bifidobacterium breve o pocate€ni koncentraci bunék 7541 evt/ul. V Tabulce 25 Ize vidét
procenta zivych a mrtvych bunék po prvnim dnu enkapsulace, po 1 tydnu, po 3 tydnech a po 6
tydnech enkapsulace. V Tabulce 26 vidime narlst bunék v procentech, vzdy od pocatku
méreni.



Tabulka 25: Pomeér Zivych a mrtvych bunék v riiznych Easovych intervalech

1. den 1. tyden 3. tyden 6. tyden

zivé mrtvé zivé mrtvé zivé mrtvé zivé mrtvé

[%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
BB 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
BB+KV 100 0 97 3 80 20 75 25
BB+JV / / / / / / / /

Tabulka 26: Nartist bunék v procentech v prabéhu 6 tydnd
1. tyden [%] | 3. tyden [%] | 6. tyden [%]

BB 40 130 150

BB+glukéza 30 110 130

BB+inulin 60 150 160

BB+psyllium 50 130 150

BB+konopna vlaknina 50 110 180

BB+jablecna vlaknina / / /

Viabilita bunék po 1 dnu byla 100%. Po 1 tydnu bylo 5 % mrtvych bakterii u ¢astic

bez prebiotika a 3 % mrtvych u ¢astic s psylliem a s konopnou viékninou. Po 3 tydnech bylo
25 % mrtvych bunék ¢astic bez prebiotika a u ¢astic s konopnou vilakninou, u ostatnich ¢astic
bylo do 10 % mrtvych bunék. Po Sesti tydnech bylo maximalné 30 % mrtvych bunék. Po prvnim
tydnu byl zjistén témér stejny nardst bunék u véech typu ¢astic, a to do 60 %. Po tiech tydnech
mély nejvice bunék &astice, ve kterych byl inulin. Po 6 tydnech bylo nejvic bunék v &asticich
s konopnou vilakninou a nejméné v &asticich s glukozou. V jableéné vlakniné nebylo mozné
pod mikroskopem analyzovat buriky, jelikoz castice vlakniny vétSinu mikroorganismu

prekryvaly.

Na Obrazcich 38, 39, 40 a 41 Ize vidét priklady &astic s Bifidobacterium breve

a prebiotiky.

Obrazek 38: BB po 1 tydnu. 100x Obrazek 39: BB+inulin po 1 tydnu. 100x

Obrézek 40: BB+KV po 3 tydny. 100x  Obrézek 41: BB+psyllium po 1 tydnu. 100x

59



Na zavér Ize Fici, ze vSechny enkapsulované bunky s nehydrolyzovanou vlakninou jsou
v naSem pfipraveném prostredi o kyselém pH stabilni i po 6 tydnech. BEhem dlouhodobého
skladovani dochazelo pouze k minimalnimu uvolnéni probiotickych bunék z testovanych
¢astic. Toto uvolnéné mnozstvi nepresahovalo 5 %.

Jako nejvhodnéjsi kombinace ke koenkapsulaci probiotik s prebiotiky byla vyhodnocena
konopna vlaknina. Bunky zde sice nerostly tak rychle jako v prostfedi bez pfidanych prebiotik,
ale po 6 tydnech sledovani bylo vzdy zjisténo nejvyssi procento narlstu. Bunky také celkem
dobre rostly v &asticich s inulinem a glukézou.

Z Tabulky 21 a 23 vyplyva, ze na zivotaschopnost probiotik ma vliv také pocateéni
koncentrace bunék. U €astic, které mély pocateéni koncentraci bunék vys$si, bylo po 6 tydnech
zaznamenano o 5-10 % méné mrtvych bunék nez u €astic, které mély pocatecni koncentraci
nizsi. Také narust bunék byl vyssi, napriklad u psyllia az o0 70 %.

Pro ukazku byly vytvofeny na enkapsulatoru i mensi ¢astice, které byly skladovany tyden
v 2,5% kyseliné citronové (modelova kysela potravina). Po tydnu bylo zjisténo, ze jsou €astice
stabilni a neni zadné uvolnéné mnozstvi mimo ¢&astici.

Celkové se jako nejlepsi jevi Castice, ve kterych byl pfidany inulin. Tyto €astice s inulinem
by mohly byt nejvhodnéjsi pro aplikace do kosmetickych pfipravk( a potravinarskych doplrik(i
stravy.

5.7 Stanoveni stability ¢astic v modelovém prostredi lidského organismu

Stabilita v simulovanych télnich tekutinach byla sledovéana u alginatovych castic
s bakteriemi typu Lactobacillus acidophilus. Bakterie byly enkapsulovany spoleéné s glukézou,
psylliem, inulinem, konopnou vliakninou a jableénou vlakninou. Po enkapsulaci byly tyto ¢astice
skladovany v modelovych podminkach, v pribéhu skladovani byly ¢astice vioZzeny postupné
do modelovych télnich tekutin. V pankreatické stavé a v zaludecni stavé byly inkubovany
po dobu 20 minut a ve zlucové stavé byly 40 minut, vSe pri teploté 37°C. V prubéhu pusobeni
jednotlivych travicich stav byly odebirany vzorky pro mikroskopické stanoveni. Byla sledovana
predevsim stabilita testovanych ¢astic, a narlst mnozstvi uvolnénych bunék a jejich viability.
Postupovano bylo dle navodu uvedeného v kapitole 4.9.

V Grafu 16 Ize vidét aktualné uvolnéné mnozstvi bunék do travici stavy.

Tabulka 27: Stabilita céastic s prebiotiky ve fyziologické m prostiedi

- Mnozstvi uvolnéného obsahu [%]
Prebiotikum " ——— — T o2
zaludeéni Stava pankreaticka stava ZluCova stava
Bez prebiotika 2 70 100
Inulin 2 90 100
Glukdza 2 90 100
Jable€na vlaknina 0 20 100
Konopna vlaknina 0 20 100
Psyllium 0 10 100
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Uvolnéni obsahu z ¢astic ve fyziologickych podminkach
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Graf 16: Fyziologické prostredi — stabilita ¢astic s prebiotiky

5.7.1 Stanoveni stability ¢astic s prebiotiky v zalude¢ni st'avé

Na €asticich po 20 minutach inkubace v zaludeéni $tavé nebyly pozorovany zadné zmény.
Na pohled byly &astice v celku, neporusené, obal enkapsulovanych ¢astic se nerozpadal.
PFi pozorovani pod mikroskopem nebyly vidét zadné uvolnéné probiotické burky, nebo pouze
v minimalnim poétu. Zaludeéni $tava tudiz na obal z alginatu neplisobi, pocet uvolnénych
bakterii z kapsle do roztoku bakterie byl maximéiné do 2 %.

Tato Stava plsobi na enkapsulované Castice jako prvni ze tfi testovanych prostiedi
a s ohledem na predpokladanou funkci mléénych bakterii je nutné, aby obaly Castic nebyly
jiz v této Casti traviciho systému poruseny. Je potieba, aby bakterie prezily kyselé pH v zaludku
a mohly se nasledné uplatnit ve stievé. Bylo potvrzeno, Ze uvnitr ¢astice byly po pusobeni
zaludeni $tavy véechny buriky zivé. Castice byly dale viozeny do pankreatické $tavy.

5.7.2 Stanoveni stability ¢astic s prebiotiky v pankreatické st'avé

Pankreaticka $tava na Castice plsobila vice nez Zaludecni $tava. Pankreaticka $tava je
produkovana ve slinivce a je soudasti tenkého stfeva. Ugelem enkapsulace probiotickych
kultur je, aby se bakterie zacaly z ¢astic uvolfiovat pravé na tomto misté. Pfi pohledu na ¢astice
po 20 minutach plsobeni této stavy bylo vidét, Ze v nékterych pripadech byl alginatovy obal
zcela porusen. Castice, které obsahovaly inulin a glukézu se rozpadly na malé kousky a témé&F
vSechny bakterie byly uvolnény do travicich Stav. Z kuli€ek, které obsahovaly jableénou
vlakninu a konopnou vlakninu, bylo uvolnéno do roztoku pfiblizné 20 % bunék. Po obarveni
methylenovou modfi a sledovanim pod mikroskopem bylo vidét, Zze vdechny bakterie jsou zivé
a to jak bakterie enkapsulované stale uvniti kapsle, tak i bakterie uvolnéné. Zbytky castic byly
nasledné viozeny na 40 minut do zluCové Stavy.

5.7.3 Stanoveni stability ¢astic s prebiotiky ve zlu¢ové st’avé

Po 40 minutach ve Zlu€ové stavé se Castice s konopnou vidkninou, jable€nou vliakninou
a s psylliem také rozpadly, v roztoku jsme mohli pozorovat jen zbytky nerozpustné viakniny,
které jsou nestravitelné. Zludova $tava je posledni &asti traviciho systému, tudiz je vyhodné,
ze se pravé zde rozpadnou i zbytky Eastic a uvolni se v8echny probiotika. BEhem celého
traveni tedy doSlo k uvolnéni v8ech bunék ze vSech testovanych ¢astic.

Viabilita bunék se nezménila po celou dobu traveni, vSechny buriky zUstaly Zivé. Béhem
traveni dochazelo k pozvolnému uvolfiovani enkapsulovanych slozek z ¢astic. Po 40 minutach
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traveni doslo k uvolnéni bunék z &astic, které obsahovaly inulin a glukézu. Z jable¢né viakniny,
konopné vlakniny a psyllia se uvolnilo priblizné 20 % bunék, zbytek z{istalo v kouscich ¢astice.
Po delSi dobé se uvolnil zbytek bunék z €astic. K uplnému uvolnéni vSech bunék ze vSech
¢astic doslo po 2 hodinach traveni (Graf 16). Tyto alginatové Castice jsou tedy vhodné
k pozvolnému uvolnovani aktivnich slozek v zazivacim traktu, mohou byt dlouhodobé
uchovavany a poté pouzity jako farmaceuticky doplnék.
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6 ZAVER

Tato diplomova prace byla zamérena na enkapsulaci mikroorganismi do alginatovych
¢astic. Enkapsulovanymi mikroorganismy byly probiotické kmeny Lactobacillus acidophilus
a Bifidobacterium breve. Probiotika byla enkapsulovana s prebiotky — s inulinem, s psylliem,
s konopnou viakninou a s jable&nou viakninou. Castice byly pfipraveny z 2% alginatu pomoci
enkapsulatoru s pouzitim trysky o velikosti 450 a 1000 pm.

Nejprve byla provedena charakterizace a slozeni jednotlivych prebiotik s vyuzitim
spektrofotometrickych ~ a chromatografickych metod. Sledovan byl prfedevS§im obsah
monosacharidd a oligosacharidd.

Pro jednotliva probiotika bylo zvoleno nékolik kultivaénich médii. Nejprve bylo pouzito
samostatné MRS médium pro kultivaci laktobacill, nasledné bylo do média pridano urcité
mnozstvi nehydrolyzovanych prebiotik a nakonec byla probiotika kultivovdna na médiu
smichaném v uréitém poméru s hydrolyzovanym prebiotikem nebo pouze na hydrolyzovaném
prebiotiku. Bunky rodu Lactobacillus i Bifidobacterium byly schopny rust i na médiu, které bylo
slozeno pouze z hydrolyzovaného prebiotika. Bakterie zde sice rostly pomaleji a v mensim
mnozstvi, nez pfi pouziti MRS média, ale pouziti MRS média je vyrazné nakladnéjsi nez pouziti
hydrolyzatu jable¢né i konopné viakniny.

Po enkapsulaci probiotik na enkapsulatoru byly ¢astice skladovany v 2,5% kyseliné
citrénové jakozto simulantu pro modelovou kyselou potravinu, a to za ucelem sledovani
dlouhodobé stability a zachovani zivotaschopnosti probiotickych bakterii.

Castice byly také inkubovany v modelovém fyziologickém prostiedi (v umélé Zaludeéni,
pankreatické a zluCové stavé), kde byla posouzena stabilita ¢astic a mira uvolfiovani jejich
obsahu v pfislusné &asti traviciho traktu. Stabilita ¢astic byla posuzovana pod optickym
mikroskopem, kdy byl stanoven pocet bunék uvnitf €astic a pocet bunék uvolnény z &astic
do volného roztoku. VSechny ¢astice byly stabilni v zaludeéni Stavé. V pankreatické stavé
doslo k rozpadu &astic a k uvolnéni vétsiny bunék do roztoku. Zludova $tava pak pusobila
vyraznéji na Castice, které byly enkapsulované bez prebiotika a &astice s inulinem a
s glukézou. Béhem traveni tedy dochazelo k pozvolnému uvolhovani vSech bunék ze viech
¢astic. Bylo prokazano, ze vétsina ¢astic dorazi bez poruseni az do pankreatické stavy, tudiz
by tyto enkapsulované c¢astice mohly byt vyuzity pro cileny transport probiotickych kultur
do stfevniho traktu.

Z vyhodnoceni dlouhodobé stability Ize usoudit, ze vytvorené ¢astice jsou velmi stabilni. |
po 6 tydnech nebylo vidét pod optickym mikroskopem vyraznéjSi uvolnéni castic z kapsle
do okolniho roztoku. U v§ech typl pfipravenych castic byl pocet uvolnénych bunék do 5 %.
Nejvétsi narGst bunék po 6 tydnech byl zaznamenan u castic, které byly enkapsulovany
spole¢né s konopnou viakninou. Naopak nejméné mrtvych bakterii bylo zji$téno po 6 tydnech
u castic, které byly enkapsulovany zaroven s inulinem. Obecné bychom mohli fict, ze
koenkapsulace probiotik s prebiotiky je vyhodna, vyznamné prodluzuje dlouhodobou
zivotaschopnost a biologickou aktivitu probiotik.

Celkové Ize fici, ze s vyuzitim enkapsulatoru je mozné uspésné enkapsulovat oba typy
testovanych probiotickych bakterii do alginatovych oballl. Pfidané prebiotikum pozitivné
ovliviuje rlst i narst mikroorganizmu v ¢asticich. U ¢astic, které vznikly touto koenkapsulaci
byla potvrzena jejich stabilita nejméné po dobu 6 tydn(, pficemz enkapsulované bakterie si po
celou dobu udrzuji svou zivotaschopnost. Takto pfipravené €astice by mohly byt vyuzity
v potravinarském primyslu, kde potrebujeme cilené uvolnéni bakterii v travici soustavé.
Castice by se mohly pfidat do mléénych ¢&i zakysanych vyrobkd, do jogurtd a diky kvalité
pouzitych materiald by se mohly pouzit i pro vyrobky uréené pro détskou vyzivu a do
potravinovych doplnk(l. Jako dal$i aplikace je vhodny kosmeticky primysl, kde by se
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alginatové ¢astice spole¢né s probiotiky a prebiotiky mohly vyuzit jako antimikrobialni ochrana
kGze a mohly by byt vyuzity napfiklad v krémech nebo jinych pfipravcich pro zevni pouziti.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

LA
BB
FC
CFU
GIT
KV
JV

Lactobacillus acidophilus
Bifidobacterium breve
pratokova cytometrie
colony forming units
gastrointestinalni trakt
konopna vlaknina
jable¢na vlaknina
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