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Prezivani probiotickych bakterii v probiotickych dopliicich

v zavislosti na podminkach skladovani

Souhrn

Stievni mikrobiota pfedstavuje soubor mikroorganismi, které piirozené existuji
Vv gastrointestindlnim traktu (GIT) a ma zdsadni vyznam pro lidské zdravi. Jeji adekvatni
modulaci miize umoznit pouzivani probiotik — Zivych mikroorganismt, prebiotik ¢i jejich
kombinace. Komer¢ni probiotické produkty jsou k dispozici jako potraviny a dopliky
stravy a Vvobou pripadech tvofi nejCastéji pouzivané bakterie rody Lactobacillus
a Bifidobacterium. VétSina probiotickych kmenti je dobie pfizptisobena Zivotu v GIT, ale
mize byt Spatné prizpisobena jinému prostiedi. Hlavnimi faktory, které ovliviwuji jejich
zivotaschopnost béhem skladovani, jsou pak zejména teplota, kyslik a relativni vlhkost
a prave teplota se Casto uvadi jako kriticky parametr pro prezivani.

Teoretickd Cast prace se zabyva popisem stievni mikrobioty, jejiho vyvoje
a moznostmi jejiho ovlivnéni a jsou zde charakterizovany nejvyznamnéjsi rody probiotickych
bakterii spolu s faktory, které maji vliv na jejich prezivani. Tuto Cast prace poté uzavira
technologie vyroby probiotik a jeji limitujici faktory.

Cilem prace bylo testovani probiotickych vyrobkli v zédvislosti na podminkéach
skladovani, pribézné odebirani vzorkti ajejich analyza na obsah probiotickych
bakterii. K vyzkumu bylo pouzito 7 rznych probiotickych dopliikkii dostupnych na ceském
trhu, které byly uloZeny za rtiznych teplot prostiedi (4 °C, 24 °C, 37 °C). Periodicky u nich byl
po dobu osmi mésicti pomoci kultivacni deskové metody provadén rozbor na pocet bakterii.

Ze ziskanych vysledki lze konstatovat, ze pro vSechny hodnocené¢ vyrobky je
nejvhodnéjsi uchovavani pii 4 °C. Laktobacily i bifidobakterie pii této teploté piezivaly
ve vysokych poctech a po celou dobu vyzkumu. Za pokojové teploty piezivaly hiie a jako
nejméné priznivé prostiedi se zda byt teplota zvySena. U vyrobkl v podobé kapek, kde
vyrobci doporucuji upotiebeni do 2 — 3 mésict od otevieni, bakterie dobie piezivaly az
trojnasobnou dobu. Zda se, Ze roli hraje 1 vybér kmene a zpusob zpracovani véetné baleni.

Hypotéza, ze probiotické bakterie ve vyrobcich skladovanych v lednici pfi niz§i
teploté budou ptezivat delsi dobu, oproti t€ém, které budou skladovany pii pokojové teploté,

byla v této praci potvrzena.

Klicova slova: probiotika; bifidobakterie; laktobacily; selektivni média; podminky skladovani



Survival of probiotic bacteria in the probiotic supplements

depending on storage conditions

Summary

The intestinal microbiota represents a set of microorganisms that naturally exists in the
gastrointestinal tract (GIT) and is of fundamental importance to human health and physiology.
The use of probiotics as living microorganisms, prebiotics or combinations thereof may allow
its adequate modulation. Commercial probiotic products are available as food and dietary
supplements and in both cases the most commonly used bacteria form the genera
Lactobacillus and Bifidobacterium. Most probiotic strains are well adapted to life in the GIT,
but may be poorly adapted to other environment. The main factors that influence the viability
of probiotics during storage are especially temperature, oxygen and relative humidity,
and temperature is often referred as a critical survival parameter.

The theoretical part of the thesis deals with the description of intestinal microbiota, its
development and possibilities of its influence. There are also characterized the most important
genus of probiotic bacteria together with factors influencing their survival. This part of the
thesis is then closed by the technology of probiotic production and its limiting factors.

The aim of the thesis was to test probiotic products in dependence on the storage
conditions, sampling during storage and analysis on the content of probiotic bacteria. For the
research was used 7 different probiotic supplements available on the Czech market, which
were stored at different ambient temperatures (4 © C, 24 ° C, 37 ° C). Periodically, after one
to three months (according to the product form), a bacterial count was performed using the
plate technique. From the first to the last analysis, eight months have elapsed.

From the results obtained, it can be stated that the most suitable storage temperature
for all products is 4 °C. Lactobacilli and bifidobacteria survived at this temperature in high
numbers and throughout the research. At room temperatures they survived worse and as
the least favourable environment seems to be the elevated temperature. In products
in the form of drops in which manufacturers recommend their use within 2 — 3 months of
opening, bacteria survived well for up to three times. The selection of the strain
and the method of processing, including packing, seem to play a role.

The hypothesis that probiotic bacteria in products stored in the fridge at a lower
temperature will survive for longer time than those stored at room temperature has been

in this thesis confirmed.
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1. Uvod

Stievni mikrobiota pfedstavuje soubor mikroorganismi, které piirozené existuji
Vv gastrointestinalnim traktu (GIT) a ma zasadni vyznam pro lidské zdravi a fyziologii. Jeji
rozmanitost je uréovana faktory, jako je strava, genetické pozadi a fyziologicky stav hostitele.
Byly popsany jeji hlavni obecné pfinosy, a to potlaceni rustu ¢i invaze patogennich bakterii,
zlepSeni funkce stfevni bariéry a modulace imunitniho systému. VétSina bakterii v tlustém
stievé je anaerobni a mohou tedy fermentovat nékteré sacharidy, a vytvareji tak mastné
kyseliny s kratkym fetézcem a anionty, které maji vyznamnou ulohu pfi podpofe zdravi
stitevniho epitelu. Nerovnovaha stfevni mikrobioty miize navic vést k riznym onemocnénim.

Zalozeni naSi mikrobioty zacind jiz pfed narozenim a je vyrazné ovlivnéno zptisobem
porodu. DalSim velkym ovliviiujicim faktorem je vyZziva kojence. U déti, které jsou vyhradné
kojeny, dominuji bifidobakterie, zatimco u déti krmenych kojeneckou vyzivou existuje
rozmanitéjsi mikrobiota. Kazdy c¢lovék ¢asem dosahne homeostatické kompozice, ktera
zUstava relativné stabilni, pfesto vSak dochazi ke snizeni poctu uziteénych mikroorganismui.

Jakakoliv nerovnovaha mezi ochrannymi a Skodlivymi bakteriemi mtze podporovat
nachylnost k nemoci a / nebo progresi onemocnéni. Proto je dalezité zajistit vyvoj zdravé
mikrobioty a vyhnout se faktoriim, které zpusobuji odchylky. Pouziti probiotik a prebiotik
nebo jejich kombinace mize umoznit adekvatni modulaci stfevni mikrobioty.

Probiotika jsou zivé mikroorganismy schopné ptisobit ptiznivym vlivem na zdravi.
Komeréni probiotické produkty jsou k dispozici jako potraviny a dopliky stravy a v obou
piipadech tvoii nejCastéji pouzivané bakterie rody Lactobacillus a Bifidobacterium.
Prebiotikum je selektivné fermentovana slozka, ktera vede ke specifickym zméndm
v kompozici a / nebo aktivit¢ mikrobioty. V piipadé synbiotika se poté jedna o produkt,
ve kterém jsou synergicky kombinovana probiotika a prebiotika.

Vétsina probiotickych kment je dobie prizpisobena zivotu v GIT, ale miize byt Spatné
ptizptisobena jinému prostiedi. Probioticky kmen, ktery ma byt pouzivan musi byt tedy
relativné stabilni. Pfipadnou nestabilitu lze ptekonat riiznymi technikami, jako je uprava
kompozi¢nich a procesnich faktord pfi vyrobé potravin a piipravki, vybéru tolerantnéjSich
kmend a technologického procesu. Hlavnimi faktory, které ovliviuji Zzivotaschopnost
probiotik béhem skladovani, jsou pak zejména teplota, kyslik a relativni vlhkost a pravé

teplota se ¢asto uvadi jako kriticky parametr pro prezivani.



2. Cil prace

Cilem préce je testovani probiotickych vyrobkl v zavislosti na podminkach skladovani.
V pribéhu skladovani budou vzorky odebirdny a analyzovany na obsah probiotickych
bakterii.
Hypotéza: Probiotické bakterie ve vyrobcich skladovanych v lednici pti nizsi teploté budou

prezivat delsi dobu, oproti tém, které budou skladovany pii pokojové teploté.



3. Literarni reSerse

3.1 Stievni mikrobiota a jeji vyvoj

Gastrointestinalni trakt (GIT) pfedstavuje ekosystém s nejvyssi slozitosti. Slizni¢ni
povrch poskytuje velkou plochu pro adhezi a mikrobialni kolonizaci (Holzapfel et Schillinger,
2002). Stievni mikrobiota je tedy soubor mikroorganismii, které piirozené existuji
v gastrointestinalnim traktu a je povazovana za skryty organ sloZzeny z jinych druht.
Charakteristikou mikrobiomu je, Ze pfitomné mikroorganismy jsou Specifické pro hostitelské
druhy (Liu, 2016) i pro samotné jedince. Bakterialni buiiky v GIT pfevysuji somatické bunky
alespon o tad, takze neni piekvapujici, Ze sttevni mikrobiota ma zasadni vyznam pro lidské
zdravi a fyziologii (Martinez et al., 2013). Odhaduje se, ze samotné tlusté stfevo obsahuje
vice nez 70 % vSech mikroorganismi v lidském téle (Vyas et Ranganathan, 2012). To
se projevuje nerovnomérnym rozlozenim bakteridlnich bun€k s nizkymi koncentracemi
bakterii v Zaludku a duodenu [aZ 10° kolonie tvoficich jednotek (KTJ) na mililitr (KTJ/ml)],
zvySujicimi se koncentracemi v jejunu a ileum (10* — 10® KTJ/ml) a nejvyssi koncentraci
v tlustém strevé (10° — 10' KTJ/ml) (Blaut et Clavel, 2007). Rozmanitost stfevni mikrobioty
se proto méni od segmentu k segmentu a navic je urCovana faktory, jako je strava, genetické
pozadi a fyziologicky stav hostitele. Pfitomné mikroorganismy, které ptedstavuji vice nez 400
druhti, zahrnuji ruzné bakteridlni rody, z nichz ptevazujici rody jsou Bacteroides,
Eubacterium a Bifidobacterium (Holzapfel et Schillinger, 2002).

Stievni mikrobiota hraje dulezitou roli pii udrzovani hostitelského zdravi a vzniku
onemocnéni ve vSech vékovych skupinach. Byly popsany Ctyii jeji obecné piinosy: potlaceni
ristu nebo epitelidlni vazby / invaze patogennich bakterii, zlepSeni funkce stifevni bariéry,
modulace imunitniho systému a modulace vnimani bolesti. VéE&tSina bakterii v tlustém stievé je
anaerobni a mohou tedy fermentovat sacharidy, které uniknou traveni a vytvaieji mastné
Kyseliny s kratkym fetézcem (napf. acetdt, propionat a butyrat) a anionty, které maji
vyznamnou ulohu pfi podpofe zdravi sttevniho epitelu (Wachholz, 2014). Butyrat, mastna
kyselina s kratkym fetézcem, reguluje buné¢ny rust a diferenciaci a inhibuje transformaci
bun&cného ristu. Navic je hlavnim zdrojem energie pro kolonocyty (Vyas et Ranganathan,
2012). Mikrocykly v distalnim stfevé pfispivaji ke zdravi hostitele i prostiednictvim
biosyntézy nékterych vitamint a esencialnich aminokyselin (Singh et al., 2017).

Nerovnovaha stfevni mikrobioty mize vést k chronickym onemocnénim, jako jsou

autoimunitni onemocnéni, rakovina tlustého stfeva, zaludecni viedy, kardiovaskuldrni



onemocnéni, funkéni stfevni onemocnéni (Vyas et Ranganathan, 2012), zanétlivé kozni
choroby, jako jsou psoriaza a atopicka dermatitida, dale autoimunitni artritida, diabetes II.
typu, obezita a aterosklerdza (Singh et al., 2017). Pocet a rozmanitost bakterialnich druhd jsou
Casto spojeny s zivotnim stylem jedince (Gomez-Gallego at Salminen, 2016).

plodu a je ovlivitovan rezimem vyZzivy a stravovacich navykt béhem détstvi, které ovliviuji
imunitni a metabolicky vyvoj. Normdalni vyvoj mikrobioty mulze zlepsit zdravi
kojencti a snizit riziko onemocnéni v pozdéj§im zivoté. Rozdily v pocatecnim inokulu
se udrzuji i v pfistich letech, coz mize mit dopad na zdravi kojenci. Po narozeni
se novorozenecké stfevo rychle kolonizuje matefskymi a environmentdlnimi bakteriemi
a kolonizace pokracuje v pribéhu laktace a zvySuje mikrobialni diverzitu (Gomez-Gallego
at Salminen, 2016).

Zalozeni nasi mikrobioty za¢ina jiz pfed narozenim kontaktem s placentou a plodovou
vodou a je vyrazné ovlivnéno ziskanim bud’ vaginalniho a fekalniho mikrobialniho inokula
béhem normalniho zptsobu porodu nebo inokula z kize a prostfedi béhem cisafského fezu
(Vallgs et al., 2012; Gomez-Gallego at Salminen, 2016).

Dalsim velkym ovliviiujicim faktorem pro pocateéni intestinalni mikrobiotu je vyziva
kojence. Mateiské mléko obsahuje 10 az 10* zivotaschopnych bakterii na ml, prebiotické
sacharidy a bioaktivni slozky, které hraji dileZitou roli pfi vzniku novorozenecké mikrobioty.
U déti, které jsou vyhradné¢ kojeny, dominuji bifidobakterie, zatimco u déti krmenych
kojeneckou vyzivou existuje rozmanitéj$i mikrobiota se zvySenym mnozstvim E. coli
a bakterii rodua Clostridium a Bacteroides (van Best et al., 2015). Tyto rozdily by mohly byt
zpusobeny nejen bakteridlnim slozenim, ale také pfitomnosti oligosacharidi matetského
mléka, riznorodou skupinou nekonjugovanych glykanu s prebiotickou roli, které v kojenecké
vyzivé chybi (van Best et al., 2015).

Stievni mikrobiota ditéte se velmi podoba riznorodé dospélé podobé ve véku tii let
s vysokymi hladinami Bacteroides a Clostridium, zménami v populaci Lactobacillus a po¢tu
bakterii rodu Bifidobacterium (van Best et al., 2015). Kazdy ¢lovék dosahne homeostatické
kompozice, ktera ziistava relativné stabilni béhem vétSiny Zivota dosp€lého cloveka.
Definovani normalni zdravé mikrobioty je nemozné kvuli velkym individualnim zménam
mezi druhy mikroorganisml pfitomnych na riznych mistech téla spolu s riznymi zménami
v mikrobiologii ve vztahu k v€ku, geografické oblasti, genetickému pozadi, zpisobu porodu,

kojeni, véku, stravé, hormonalnim cyklim, cestovani, zdravotnimu stavu a uzivani 1éka
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(Gomez-Gallego at Salminen, 2016). Expozice antibiotiky béhem rané¢ho Zivota nejen méni
bakterialni rozmanitost, ale také zpomaluje zrani mikrobioty (Liu, 2016).

Slozeni sttevni mikrobioty se pies relativni stabilitu S vékem méni. Zvysuje se pocet
fakultativné anaerobnich a gramnegativnich bakterii (zejména Enterobacter) a snizuje se
pocet uzitenych mikroorganismit, jako jsou laktobacily a bifidobakterie. Tyto zmény
spole¢né s obecnym snizenim rozmanitosti druhti ve vét$iné bakteridlnich skupin a zménami
stravy a fyziologii zazivaciho traktu, jako je doba prichodu stievem, mohou vést ke zvySeni
hnilobnych pochodil v tlustém stievé a k vysSi nachylnosti k onemocnéni a infekci (Patel

et al., 2014).
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3.2 MozZnosti ovlivnéni stievni mikrobioty

Dysbiéza nebo dysbakterioza jsou definovany jako nerovnovaha v kompozici
mikrobidlnich organismtl, snizujici relativni pocet prospésnych mikroorganizmii ve prospéch
Skodlivych mikroorganismi ve stievnim traktu. Jakakoliv nerovnovdha mezi ochrannymi
a Skodlivymi bakteriemi mtize mit schopnost podporovat nachylnost k nemoci a / nebo
progresi onemocnéni. Proto je dulezité zajistit vyvoj zdravé mikrobioty a vyhnout se
faktoram, které zpusobuji odchylky. Existuje mnoho pfi¢in zptsobujici dysbidzu, jako je
napt. porod cisafskym fezem, piedCasny porod, kratkd doba kojeni, strava, Zivotni styl,
hygiena nebo pouziti antibiotik (Gomez-Gallego at Salminen, 2016).

Dieta je jednim z hlavnich determinanti pro pietrvavani mikroorganismi
Vv gastrointestinalnim traktu, protoZe poskytuje Ziviny nejen pro hostitele, ale i pro jeho
mikrobiom (Blaut et Clavel, 2007). Je hlavnim faktorem tvarovani struktury stfevni
mikrobioty a dlouhodobé dietni preference jsou spojeny s konzistentnimi rozdily ve struktuie
mikrobidlnich spolecenstvi mezi jedinci (Martinez et al., 2013). VétSina studii konstatovala,
7e konzumace bilkovin pozitivné koreluje s celkovou mikrobidlni rozmanitosti. Napiiklad se
uvadi, Ze konzumaci syrovatkovych a hrachovych bilkovin se zvySuje zastoupeni
bifidobakterii a laktobacili, pFicemz syrovatka dale sniZuje zastoupeni patogennich
mikroorganismii, jako jsou Bacteroides fragilis a Clostridium perfringens. Nékolik lidskych
studii dale naznaCilo, ze dieta s vysokym obsahem tuku zvySuje celkovou anaerobni
mikrobiotu a pocet bakterii rodu Bacteroides. Autofi navic poznamenali, Ze strava s nizkym
obsahem tuku vedla ke zvySeni mnozstvi zastupct Bifidobacterium. Stejnych vysledku bylo
dosazeno i po podavani vysoké hladiny glukozy, fruktézy a sachardzy. Nestravitelné
sacharidy jsou pak ozna¢ovany jako prebiotika (viz 3.2.2.) (Singh et al., 2017).

Pouziti probiotik a prebiotik nebo jejich kombinace jako synbiotik miize umoZznit
adekvatni modulaci stfevni mikrobioty a mize byt zakladem vyZivovych nastroju proti

chorobam spojenym s dysbidozou (Gomez-Gallego at Salminen, 2016).
3.2.1. Probiotika

Probiotika jsou zivé mikroorganismy nebo bakteridlni kultury schopné vydrzet
pruchod gastrointestinalnich traktem a pusobit tak, aby poskytly u¢inky s ptiznivym vlivem
na zdravi hostitele vyrovnanim gastrointestinalni mikrobioty (Meybodi et Mortazavian,

2017). Maji dlouhou historii bezpe¢né konzumace ve fermentovanych potravinach, jako jsou
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jogurty a nakladané potraviny a jejich pouziti jako potravinarskych ptidatnych latek a doplika
je vénovan zna¢ny zajmem. Lactobacillus a Bifidobacterium tvofi bakterialni rody nejcastéji
pouzivané v probiotickych ptipravcich pro humanni pouziti. Probiotické preparaty musi
spliiovat pfisna kritéria tykajici se kvality, bezpecnosti a funk¢nosti. Klicovym kritériem
kvality je obsah piesné definovaného poctu zivotaschopnych bunék, ktery je uveden na stitku
produktu (Davis, 2014). Bezpe¢nostni aspekty zahrnuji specifikace tykajici se lidského
puvodu, nepatogenicity a antibiotik (@stlie et al., 2005). Zdravotni tvrzeni tykajici se
probiotik jsou pocetna, ale zahrnuji udrzovani normalni / zdravé stfevni mikrobioty a ochranu
proti infekcim, zmirnéni laktézové intolerance a stimulaci imunitniho systému (Holzapfel
et Schillinger, 2002).

Probiotické bakterie, které byly ptivodné izolovany z matefského mléka, jsou zvlasté
zajimavé, jelikoz spliuji hlavni pozadavky doporucené pro humanni probiotika, jako je lidsky
puvod, anamnéza bezpecného dlouhodobého piijmu zvlast’ citlivé populace (kojenci) a jsou
ptizptisobeny k pobytu v lidském zazivacim traktu a interakci s nami v symbidze (Gomez-
Gallego at Salminen, 2016).

Jako probiotika se pouziva fada mikroorganismii. Mezi nejcastéji vyuzivané kmeny
patii Lactobacillus rhamnosus, L. acidophilus, L. casei, L. plantarum, L. reuteri,
Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecium, Bifidobacterium bifidum, B. breve,
B. lactis a B. longum (Coghetto et al., 2016).

Vyhody probiotik souviseji s jejich schopnosti modulovat mikrobiotu hostitele, ktera
brani nebo omezuje kolonizaci patogeni produkci bakteriocini a / nebo produkei jinych
metabolitti ¢i soutézi o ziviny a misto a zlepSeni bariérovych funkci sttevni sliznice (Goémez-
Gallego at Salminen, 2016). Kromé toho jsou specificka probiotika schopna zlepsit traveni
produkci nékterych enzymu jako napt. B-galaktosidazy (Gomez-Gallego at Salminen, 2016).
Daéle se jako prospés$na funkce uvadi produkce nékterych vitaminti (thiamin, niacin, kyselina
listova, pyridoxin, vit. Biz, biotin), sniZzeni cholesterolu, zvyseni motility stéev ¢i neutralizace
toxickych sloucenin (Holzapfel et Schillinger, 2002; Lee et al., 2009; Kharchenko et al.,
2017). Klinické dikazy také casto hovofi o Uc€innosti v ptipad€ lécby prijmu spojeného
s uzivanim antibiotik (Vyas et Ranganathan, 2012). Za dostate¢nou denni davku se povazuje
10° az 10° Zivotaschopnych bakterii (@stlie et al., 2005). Tyto vysoké poéty byly navrzeny
tak, aby kompenzovaly moznou ztratu pii priuchodu zaludkem a stifevem (Talwalkar
et Kailasapathy, 2004). Navic se uvadi, Ze kombinaci vice kment lze dosahnout lepsiho

efektu, neZ pfi pouziti jednodruhovych probiotik (Lee et al., 2009).
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Komer¢ni probiotické produkty jsou k dispozici ve dvou hlavnich formach, a to jako
potraviny a dopliiky stravy. V doplicich se v podob¢ tablet, kapsli, sypkych prasku ¢i kapek
do téla dopravuji velmi vysokd mnozstvi zivotaschopnych probiotickych bunék, zatimco
Vv potravinaiskych produktech jsou priddvany do nosicovych potravin nebo aplikovany jako
startovaci kultury ve fermentovanych potravinach (Meybodi et Mortazavian, 2017).

Utadem odpovédnym za hodnoceni diikazi zdravotnich tvrzeni v EU, Evropsky tiad
pro bezpeCnost potravin (EFSA), nejsou povoleny zadné specifické udaje o zdravi
na probiotickych etiketach potravin. Evropskd komise také zdUraziuje, ze termin
"probiotikum" ma sdm o sobé zdravotni tvrzeni, a proto by nemél byt pouzivan u produktt
s nedostatkem pfijatelnych zdravotnich tvrzeni (Meybodi et Mortazavian, 2017).

Probiotika se pouzivaji nejen v potravinarském primyslu, ale také v I€kafstvi,
zemédélském a akvakulturnim pramyslu. Celosvétova poptavka po probioticich byla proto
vroce 2011 odhadovana na 27,9 miliardy dolart a odhaduje se, ze v roce 2018 dosahne 44,9

miliardy USD se 7% ro¢nim ristem (Meybodi et Mortazavian, 2017).
3.2.2. Prebiotika

Prebiotikum je selektivné fermentovana slozka, ktera vede ke specifickym zménam
v kompozici a / nebo aktivité gastrointestinalni mikrobioty, ¢imz poskytuje hostiteli piinosy
pro zdravi. VSechny slozky stravy, které uniknou traveni v tenkém stievé, jsou potencialni
substraty bakterii v tlustém stievé. Patii mezi né rezistentni Skrob, vlaknina (celuldza,
hemicelul6za, pektin, inulin), neabsorbované cukry a cukerné alkoholy. Fermentace nebo
metabolismus téchto nestravitelnych substratti vede k rstu mikroorganismu a produkci plyni
a mastnych kyselin s kratkym fetézcem. Tyto mastné kyseliny maji ochranny ucinek
na stitevni epitel a podporuji vstiebavani soli a vody (Blaut et Clavel, 2007; Vyas
et Ranganathan, 2012). Zejména butyrat ma antimikrobidlni aktivitu diky sniZeni stfevniho
pH. Fermentativni produkce téchto kyselin se povazuje za hlavni prospé$ny rys souvisejici
S primarni prevenci kolorektalniho karcinomu (Holzapfel et Schillinger, 2002; Goémez-
Gallego at Salminen, 2016).

VétsSina studii byla zaméfena na fruktany, jako jsou fruktany inulinového typu,
fruktooligosacharidy (FOS), galaktooligosacharidy (GOS) a laktulosa (Gomez-Gallego
at Salminen, 2016). Nékteré druhy prebiotik mohou byt extrahovany z rostlinnych zdroji,
avSak vétSina se jich ziskava syntézou za pouziti enzymatickych a chemickych metod (Lee

et al., 2009). Inulin, GOS a FOS jsou pravdépodobné nejcastéji pouzivana prebiotika. Mezi
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potvrzené ucinky ¢i aspekty prebiotik patii nizkoenergetickd hodnota (< 9 kJ.g'l), zvyseni
objemu stolice, stimulace bakterii rodt Bifidobacterium, Lactobacillus a Eubacterium

a inhibice bakterii rodt Clostridium a Bacteroides (Holzapfel et Schillinger, 2002). Studie

-----

vvvvv

n¢kolik zdravotnich pfinosid. Jednou z téchto vyhod je sestaveni zdravého stievniho
mikrobiomu, coz je pfipisovano i oligosacharidim matefského mléka (OMM), ptitomnych
ve velkém mnozstvii. OMM jsou slozité sacharidy, které prochazeji zazivacim traktem
a pusobi jako prebiotika, kdy selektivné stimuluji rst prospéSnych sttevnich bakterii (Medina
etal.,, 2017).

Ne vSechny déti jsou vSak kojeny a kojenecka vyziva, ktera se obvykle vyrabi
Z kravského mléka, se pouziva jako nadhrazka. Prebiotika jsou béZnymi ptisadami ptiddvanymi
do kojenecké vyzivy. Fruktooligosacharidy jsou smési linearnich polymert fruktosy ve vazbé
2-1 s koncovou glukosou a stupném polymerace (DP) 3 az 6. FOS spolu s inulinem, ktery ma
vys§i DP, jsou ziskavany z kotene urCitych rostlin, napt. z ¢ekanky. Ptes jejich Siroké pouziti
tyto prebiotika zcela neodpovidaji strukturalni slozitosti OMM (Medina et al., 2017).

Vzhledem k tomu, Ze prebiotika nejsou zivotaschopna, stabilita neni problémem, ale

musi byt stanovena bezpe¢na tiroven spotieby (Vyas et Ranganathan, 2012).
3.2.3. Synbiotika

Synbiotikum se tyka produktu, ve kterém jsou synergicky kombinovana probiotika
a prebiotika. Kombinace pre- a probiotik v jednom piipravku prokazala, Ze pfinasi vyhody
nad rdmec jejich jednotlivého pouziti. Pokud je prebioticky sacharid vyuzivan probiotickym
kmenem, bude tento kmen selektivné podporovan v rastu a proliferaci ve stievé (Goktepe
et al., 2006).

Bakterie rodu Lactobacillus jsou méné patrné ve stfevni mikrobioté novorozencd,
nicméné jsou stale pfedmétem obohacovani prebiotiky, jako je FOS a inulin, a tudiZ jsou
castym zakladem synbiotik (Medina et al., 2017).

Bylo prokazano, ze synbiotika zvySuji absorpci mineralii, zejména vapniku a hoic¢iku.
Zakladni mechanismy jsou ridzné: zvySend rozpustnost minerald v disledku zvySené
bakterialni produkce mastnych kyselin skratkym fetézcem, coz je podporovano vétsi

dodavkou substratu; zvétSeni absorpéniho povrchu podporou proliferace enterocytl
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zprostiedkovanych produkty bakteridlni fermentace, prevazné laktatu a butyratu; zvySena
exprese proteinil vazajicich vapnik; zlepSeni zdravi stiev; degradace mineralnich komplext
fytové kyseliny; uvoliovani faktort ovlivigjicich kosti, jako jsou fytoestrogeny z potravin;
a stabilizace sttevni mikrobioty (Patel et al., 2014).
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3.3 Charakteristika nejvyznamnéjSich rodi probiotickych bakterii
3.3.1. Bifidobacterium

Bakterie rodu Bifidobacterium jsou nesporulujici, nepohyblivé ty¢inky, které mohou
byt rizn¢ ohnuté ¢i vétvené do tvaru Y ¢i V, priCemz nejtypiCtéjsi je lehce rozvétveny
kyjovity tvar nebo Spachtlovité rozsitena zakonceni. Mohou existovat jednotlivé nebo tvofit
fetizky €1 shluky. Jsou striktné anaerobni, avSak nékteré druhy mohou tolerovat nizké
koncentrace kysliku. Maji fermenta¢ni metabolismus, rozkladaji fadu sacharidi a neprodukuji
plyny. Jejich optimalni riistova teplota je v rozmezi 36 a 38 °C, coz plati o bakteriich lidského
puvodu, zatimco bakterie zvifeciho ptivodu maji optimum vyssi (41-43 °C). Patii mezi Gram-
pozitivni bakterie a fadi se do kmene Actinobacteria, tiidy Actinobacteria, podtiidy
Actinobacteridae, fadu Bifidobacteriales a celedi Bifidobacteriaceae (Jardine, 2009; Lee
et al., 2009).

Rod Bifidobacterium zahrnuje: B. actinocoloniiforme, B. adolescentis, B. aerophilum,

. aesculapii, B. aquikefiri, B. anglatum, B. animalis, B. anseris, B. asteroides, B. avesanii,
. biavatii, B. bifidum, B. bohemicum, B. bombi, B. boum, B. breve, B. callitrichos,
. catenulatum, B. choerinum, B. commune, B. coryneforme, B. criceti, B. crudilactis,

. cuniculi, B. dentium, B. eulemuris, B. faecale, B. gallicum, B. gallinarum, B. hapalli,

B

B

B

B

B. imporatoris, B. indicum, B. italicum, B. kashiwanohense, B. lemurum, B. longum,
B. magnum, B. margollesii, B. merycicum, B. minimum, B. mongoliense, B. moukalabense,
B. myosotis, B. parmae, B. presoudocatenulatum, B. pseudolongum, B. psychraerophilum,
B. pullorum, B. ramosum, B. reuteri, B. ruminantium, B. saeculare, B. saguini, B. scardovii,
B. stellenboschense, B. subtile, B. thermacidophilum, B. termophilum, B. tissieri
a B. tsurumiense (Lee et al., 2009; Lugli et al., 2018; Mattarelli et Biavati, 2018).

Vsechny doposud zndmé bifidobakterie jsou izolovany z velmi limitovaného poctu
pfirozenych mist vyskytu, a to z lidského a zvifeciho gastrointestindlniho traktu, potravin,
sttev hmyzu se socialnim zpisobem Zivota a odpadnich vod. Mezi nejCastéji se nachazejici
kmeny v lidském stfevé patii ty, které spadaji pod druhy catenulatum, pseudocatenulatum,
adolescentis, longum, breve, angulatum, bifidum a dentium a typickym druhem izolovanym

z funk¢nich potravin je B. animalis subsp. lactis (Lee et al., 2009).
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3.3.2. Lactobacillus

Rod Lactobacillus je nejvétsi skupinou patiici k bakteriim mlééného kvaSeni
obsahujici zatim vice nez 120 kment, pfi¢emz toto &islo navic kazdy rok nartsta. Radi se
do kmene Firmicutes, ttidy Bacilli, fadu Lactobacillales a ¢eledi Lactobacillaceae. Jsou to
nesporulyjici, vétSinou nepohyblivé, Gram-pozitivni kratké tyCinky, které Casto tvofi fetizky.
Maji fermenta¢ni metabolismus, pfi¢emz se déli na homo- a heterofermantativni skupiny, jsou
aerotolerantni ¢i anaerobni, acidotolerantni ¢i acidofilni a maji slozité nutricni pozadavky
(sacharidy, aminokyseliny, peptidy, estery mastnych kyselin, soli, derivaty nukleovych
kyselin, vitaminy) (Jardine, 2009; Lee et al., 2009).

Rod Lactobacillus mize byt rozdélen do nasledujicich skupin: skupina L. brevis,
Lactobacillus  buncheri, L. casei, L. coryniformis, L. delbrueckii, L. fructivorans,
L. plantarum, L. reuteri, L. sakei, L. salivarius a skupina L. vaccinostercus. Skupiny L. casei
a L. delbrueckii zahrnuji nékteré dilezité druhy bakterii pro pouziti jako probiotika (L. casei,
L. rhamnosus, L. acidophilus) (Jardine, 2009; Hirayama et Endo, 2016).

Mnoho druhti je vyuzivano ve vyrob¢ a konzervaci fermentovanych potravin a krmiv
ze syrovych zemédé€lskych produktti (mléko, maso, zelenina, obiloviny), ve kterych jsou
pritomny bud’ diky kontaminaci, nebo jsou pfidany jako startovaci kultury. Navic se pfirozen¢
vyskytuji v GIT lidi, 1 kdyz v menS§im zastoupeni nez bifidobakterie, a hraji dalezitou roli
ve prospech zdravi jedince. Neni tedy piekvapivé, Zze se fada druht pouziva jako probiotika

vice nez 70 let (Lee et al., 2009).
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3.4 Faktory ovliviiujici preZivani probiotickych bakterii

Vétsina probiotickych kmentl je dobie prizpisobena zivotu v GIT, ale miize byt Spatné
pfizptsobena jinému prostiedi. Pfi vystaveni environmentalnimu stresu béhem produkce
a skladovani mohou tyto mikroorganismy piechazet do Zivotaschopného, avsak
nekultivovatelného stavu, coz je ochranna odezva, ve které jsou spici, pfesto metabolicky
aktivni. Bakterie v tomto stavu mohou obnovit své Siroké funkce a opét se replikovat, kdyz
narazi na pohostinngjsi prostiedi (Davis, 2014). Probioticky kmen, ktery ma byt pouzivan
Vv potravindiskych matricich a farmaceutickych aplikacich, musi odolavat podminkdm
a interakcim a musi byt stabilni i pfi pruchodu gastrointestinalnimi cestami. Bylo zjisténo, ze
mnoho kmenti neni tak stabilni, jak je pozadovano. Tuto nestabilitu 1ze ptfekonat rtiznymi
technikami, jako je uprava kompozi¢nich a procesnich faktort pti vyrobé potravin a ptipravki
ve prospéch pouzitych kmenti, vybéru tolerantnéjSich kmenti a technologického procesu
(Meybodi et Mortazavian, 2017).

Bifidobakterie, podobné jako jiné bakterie mléného kvaseni, vykazuji nizkou
toleranci vici stresu. Aby bylo mozné s nimi pracovat, je nezbytné rozvijet podminky
skladovani, které zajisti jejich zivotaschopnost a zachovani druhové specifickych vlastnosti,
véetn¢ probiotickych. Hlavnimi faktory, které ovliviiuji zivotaschopnost probiotik béhem

skladovani jsou zejména teplota, kyslik a relativni vlhkost (Kharchenko et al., 2017).
3.4.1. Teplota

Probiotické piipravky musi byt obvykle uchovavany v lednici i v piipadé, Ze jsou
v suSené form¢. Nekteré komeréni produkty mohou byt ale uchovavany pii pokojové teploté
i po dobu nékolika mésici. Je tieba poznamenat, ze k ziskani takovych produktd musi byt
vyrobni nastaveni velmi specifické a fizené (Meybodi et Mortazavian, 2017). Ve vsech
testovanych piipraveich jedné studie méla vSak teplota pii skladovani maly vliv na mnozZstvi
zivotaschopnych bunék (Leja et al., 2009), zatimco v jinych védeckych publikacich se uvadi
teplota jako kriticky parametr pro pteziti béhem skladovani (Strasser et al., 2009).

Nadmérné teploty prostfedi zpisobuji u bakterii denaturaci proteini, poSkozeni
nukleovych kyselin, membran a DNA. Nicméné pokud jsou bakterie vystaveny vysSim
teplotdm, pieprogramuji své metabolické systémy jako reakci na zmény teploty prostiedi.

Odezva na teplotni stres byla v poslednich letech pfevazné zkoumana pravé u probiotik.
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Existuje mnoho dikazli 0 tom, ze vystaveni bun¢k subletalni teploté¢ zvySuje jejich preziti
za stresovych podminek (Nguyen et al., 2016).

vyrobé, skladovani a uchovavani musi byt vystaveny nizkym teplotam a bakterie tedy musi
udrzovat svou zivotaschopnost a své probiotické vlastnosti I pii nizké teploté. Zmrazeni
zpusobuje poskozeni bunék nejen tvorbou vodnich krystald, které poskozuji bunécnou
membranu, ale také zménou gradientu osmotického tlaku zivin uvnitf i vné bunék. Existuje
dobfe zdokumentovany dikaz, Ze bunky, které jsou vystaveny nizké teploté (napt. 15 °C
po dobu 2 hodin) pifed zmrazenim vykazovaly vys§i miru preziti (Nguyen et al., 2016). Dale
se uvadi, Ze v ¢im chladnéjSim prostiedi je produkt poté uchovavan, tim lépe probiotické

bakterie prezivaji (Lee et al., 2009).
3.4.2. Vlhkost, aktivita vody

Vlhkost je druhym omezenim, které musi byt brano v tvahu. Obecné musi mit susené
kultury aktivitu vody (aw) kolem 0,1. Se stoupajici hodnotou nad 0,3 by se snizila
zivotaschopnost bakterii. Je zfejmé, ze vlhkost ve vzduchu zvysuje hodnotu ay, prasku béhem
skladovani a aby se zabranilo kontaktu kultury s vodou béhem skladovani, vyuziva se dvou
opatieni: 1.) baleni ve vodéodolnych lahvickach nebo filmech; a 2.) pfidani malého mnoZstvi
¢inidla vazajiciho vlhkost. Tyto strategie plati az do otevieni obalu. Stabilita kultury tedy
zavisi na absorpci vody v produktu, zejména pokud je jeho obal opakované oteviran
(Meybodi et Mortazavian, 2017). VIhkost navic souvisi i s teplotou — se vzristajici teplotou

roste 1 Skodlivost ptisobeni vlhkosti (Lee et al., 2009).
3.4.3. Kyslik

Kyslik je dalS$im nepfiznivym faktorem pro zivotaschopnost probiotik béhem
skladovani. Pfechodné plsobeni kysliku na bifidobakterie neutralizuje jejich probioticky
potencial, coz je rozhodujici pro ucinnost substituéni terapie (Kharchenko et al., 2017).
Laktobacily a bifidobakterie jsou mikroorganismy mikroaerofilni resp. anaerobni a na rozdil
od aerobnich bakterii, které kyslik zachytavaji a zabudovavaji do molekul vody, je systém
zachytavani kysliku v téchto probiotickych bakteriich bud’ sniZen, nebo zcela chybi.
Expozice kysliku zptsobuje akumulaci toxickych kyslikovych metaboliti jako je
superoxidovy anion, hydroxylovy radikal, peroxid vodiku v buiice, vedouci piipadné ke smrti

bunék (Talwalkar et Kailasapathy, 2004).
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S cilem prekonat skodlivé G¢inky kysliku a zvysit stabilitu produktu, ptidavaji vyrobci
obvykle antioxidanty do suSiciho média. Jedna se také o néktera Cinidla vychytavajici kyslik,
jejichz G¢inky na ochranu se ale pfi otevieni vyrobku snizi (Meybodi et Mortazavian, 2017).
Deoxygenace inertnimi plyny zptsobuje snizeni redoxniho potencialu a zlepSeni schopnosti

preziti (Nguyen et al., 2016).
3.4.4. Pruchod GIT

pH je dilezitym faktorem ovliviiujicim preziti probiotickych bakterii. Je zndmo, Ze
normalni kyselost prazdného zaludku ma pH 1,5 az 2,0, coz jsou hodnoty pro bifidobakterie
Skodlivé (Nualkaekul et al., 2011; Kharchenko et al., 2017). Z tohoto divodu se sypky prasek
probiotik Casto aplikuje do kapsli, které bakterie chrani pied kyselym prostfedim (Goktepe
et al., 2006). Laktobacily a bifidobakterie vSak vytvaieji jako koneény produkt metabolismu
sacharidi organické kyseliny, coZ jim umoZnuje tolerovat niz§i pH ve srovnani s jinymi
bakteriemi. Navic je setrvani v zaludku relativné kratké (Lee et al., 2009).

Po prichodu zaludkem se potraviny a probiotické ptipravky prenesou do stieva, kde
zustavaji po dobu nejméné 5 hodin. Tento Cas postacuje k tomu, aby probiotika vykazala svou
funk¢ni aktivitu (Kharchenko et al., 2017). Navzdory jiz vy$Simu pH v duodenu je dalsi
piekazkou koncentrace zluCovych soli. V tlustém stfevé je poté jiz koncentrace téchto soli
nizka a probiotické bakterie, které prichod ptes GIT piezily zde mohou fungovat (Lee et al.,
2009). Ve stievé je pak adheze predpokladem pro stievni kolonizaci, ktera je spojena

S pfiznivymi ucinky probiotik (Goktepe et al., 2006).
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3.5 Technologie vyroby probiotik a jeji limitujici faktory

Piiprava produktt, které obsahuji probiotické bakterie, mize byt stresujici pro
samotné mikroorganismy a mize dokonce vyvolat geny stresové odezvy. Dilezitym
predpokladem vybéru probiotickych kmend je schopnost odolat namahani, jako je teplota,
osmoticky tlak, pH, které probiha béhem vyroby (Davis, 2014). Je nutné zvolit ty kmeny,
které jsou pfi skladovani nejstabilnéjsi pti zachovani jejich hlavnich probiotickych vlastnosti
(Kharchenko et al., 2017).

Fermentacni proces je klicovym krokem k ziskdni mikrobialni biomasy a biologickych
produktli pouZivanych farmaceutickym, chemickym a potravinafskym primyslem.
Kontrolovany a ftizeny proces ziskdvani probiotickych kultur umoziuje produkci bunék
v rizném fyziologickém stavu, kdy jsou zvlasté korigovany stresové podminky, jako jsou ty,
které se nachazeji v zazivacim traktu budouciho hostitele. Navzdory tomu jde o slozitou
operaci, kterou je tfeba provadét na prumyslové tirovni (Coghetto et al., 2016).

Zivotaschopnost bunék musi byt udrzovana ve vyrobcich po celou dobu jejich
skladovatelnosti a béhem spotieby, a proto byly popsany cetné techniky pti pokusu o zlepSeni
tohoto aspektu. Mezi mnoha slibnymi technologiemi, které byly zaznamenany, se ukazala
imobilizace bun¢k jako mimotadné zajimava, protoze podporuje zvySenou rezistenci bunék
a preziti (Coghetto et al., 2016).

K prekonani bariér se zkoumaji techniky mikroenkapsulace jako zpusobu ochrany
probiotickych mikroorganismii piidavanych do potravinovych produktii dodavanych
ve vysoce koncentrovanych formach, piicemz v literatuie je popsano n€kolik postupii véetné
piipravy emulzi, extruzi, koacervaci, suSeni rozprasovanim, chlazeni rozpraSovanim,
elektrospraying a technologie aerosolu (Her et al., 2015; Coghetto et al., 2016). Neni
ptekvapenim, ze Udaje ukazuji, Ze bakterie trpi poSkozenim bunc¢k béhem vSech téchto
procest. V disledku toho rehydratacni podminky téchto poskozenych bun€k maji zasadni vliv
na zivotaschopnost probiotik po suSeni. Proto je tfeba peclivé zvolit zptsob suseni a pouZzity
postup (Coghetto et al., 2016). Vysoké koncentrace zivotaschopnych bungk jsou totiz pro
produkci probiotického produktu nezbytné (Julean et al., 2014).

U probiotik v oralnich pevnych davkovych formach (tablety) byla pozorovana silna
negativni korelace mezi Zivotaschopnosti bakterii a kompresni silou; pteziti bakterii se snizilo

zvys$enim stlacovaciho tlaku puisobiciho na tabletu (Meybodi et Mortazavian, 2017).
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3.5.1. Mikroenkapsulace

Mikroenkapsulace chrani bunky pted baktericidnimi G¢inky zalude¢ni kyseliny,
zvysuje stabilitu a udrzuje Zivotaschopnost kultury béhem skladovani (Coghetto et al., 2016).
Jde 0 proces, pfi kterém jsou zivé bunky zabaleny do obalu, aby je chranil pted okolnim
nepiiznivym prosttedim (Talwalkar et Kailasapathy, 2004). Je zde ale fada pozadavk:

— Materidly musi byt potravinatské kvality, levné a kompatibilni se surovinou,
do které maji probiotika pfijit.

— Proces musi byt snadny, levny a nesmi sniZovat Zivotaschopnost bakterii.

— Efektivita procesu musi byt vysoka (az 100%).

— Mikrokapsle musi obsahovat vysoky podil probiotik.

— Mikrokapsle nesmi ovliviiovat chut’ a texturu potravin a napoj.

— Mikrokapsle musi chranit bakterie pred vnéjSim stresem (nejCastéji vlhkosti
a nizkym pH).

— Mikrokapsle musi byt schopny dopravit probiotika na pozadované misto

ucinku (Lee et al., 2009).

Zahrnuje postupy uvedené déle.

Emulze

Emulzni technikou se dosahuje dispergace probiotickych bun¢k v oleji nebo organické
fazi. Pti této metod¢ se diskontinudlni faze (suspenze bunécného polymeru) piida k velkému
objemu oleje (kontinualni faze). Smés se homogenizuje za vzniku emulze. Po vytvoieni
emulze vody v oleji je ve vodé rozpustny polymer insolubilizovan (zesitén) za vzniku ¢astic
Vv olejové fazi. Pro potravinaiské aplikace se pouzivaji jako kontinualni faze rostlinné oleje.
Emulze je obvykle rozbita pfidanim CaCl; a mikrokapsle jsou shromazd’ovany centrifugaci
(Coghetto et al., 2016).

Extruze

V extruzni technice se roztok polymert, jako je alginat, nejprve smisi s mikrobidlnimi
bunkami a potom se extruduje pies otvor jako kapicky do roztoku zesitovaciho ¢inidla, jako

je chlorid vapenaty (Coghetto et al., 2016).
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Koacervace

Tato mikroenkapsula¢ni technika vyuzivd fazovou separaci jednoho nebo vice
nekompatibilnich polymert z pocateéniho polymerniho roztoku za specifické teploty, pH
nebo slozeni roztoku. Nekompatibilni polymer je ptfidan k roztoku polymeru a disperze se
micha. Zmény ve fyzikalnich parametrech vedou k oddéleni nekompatibilniho polymeru
a ukladani husté koacervatové faze obklopujici material jadra, coz vede k tvorbé koacervatu.

Koacervace poskytuje odolnost proti mechanickému namahéani, zméndm teploty a pH
v médiu. Odolnost proti pH je obzvlasté uzitecna pro enkapsulaci probiotik, kterd se musi

uvolnit aZz v prostiedi tlustého stifeva (Coghetto et al., 2016).

Sus$eni rozprasovanim

Technika suseni rozprasovanim spociva v atomizaci suspenze zivotaschopnych bun¢k
ponoienych do polymerniho roztoku v horkém suSicim vzduchu a rychlého odpafovani vody.
Zapouzdieny produkt je oddéleny ve formé suchého prasku z proudiciho vzduchu v cyklonu.
Pfi vyrobé rovnomérnych mikroc¢astic je tieba optimalizovat rizné provozni podminky, jako
je teplota vstupniho vzduchu, teplota ptivodu, rychlost ptivadéni produktu, teplota vzduchu
a vystupni teplota vzduchu. Pfiméfené nastaveni teploty vstupniho vzduchu je dilezité,
protoze nizké teploty vzduchu snizuji rychlost odpafovani vody, coz vede k mikroc¢asticim
s membranami s vysokou hustotou a Spatnymi tokovymi vlastnostmi, zatimco nadmérné
vysoké teploty vzduchu mohou nepiiznivé ovlivnit Zivotaschopnost bunck. Prizplisobeni
teploty pfivodu je navic dilezité pro Gpravu viskozity polymerniho roztoku a pro jeho
schopnost stiikat v homogenni formé (Coghetto et al., 2016).

Technika nabizi vysokou produkci a nizké provozni naklady, ale obvykle se nepouziva

k suSeni bakterii nachylnych k vysokym teplotam (Shokri et al., 2015).

Chlazeni rozprasovanim

Tato metoda mikroenkapsulace je podobna suSeni rozpraSovanim. Vytvaieji se opét
malé kapicky, s vyznamnym rozdilem v tom, ze chlazeni zahrnuje injektdZ studené¢ho
vzduchu namisto horkého vzduchu, coZ umozZnuje tuhnuti ¢astic. Chlazeni rozpraSovanim
bylo vyvinuto pro vyfeSeni problému S poskozenim bunék zpusobeného vystavenim

mikroorganismil vysokym teplotam (Coghetto et al., 2016).
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Elektrospraying

Pomérné nova technologie pro mikroenkapsulaci probiotik je pouziti elektrospinningu
| elektrosprayingu, zpusobu, ktery umoznuje vytvafet Castice v méfitku mikro az nano
stupnice a nevyzaduje vysoké teploty. Tato technika je zaloZena na principu atomizace
kapaliny za pouziti elektrickych sil. Kapalina, kterd proudi z kapilarni trysky pii vysokém
elektrickém potencidlu, je nucena elektrickym polem rozptylit se do jemnych kapicek.
Velikost takovychto kapi¢ek se mize pohybovat od stovek mikrometri az po desitky

nanometru (Coghetto et al., 2016).

Aerosol

Dalsi vcelku nova technologie, pouZivana pro kontinualni zapouzdieni probiotik je
zalozena na samostatné technologii dopadajicich aerosolii roztoku algindtu sodného
a sitovaciho roztoku chloridu vapenatého pro vyrobu ve vodé nerozpustnych zesiténych
alginatovych mikrocastic. Podle autorti se v tomto zpusobu nepouziva rozpoustédlo a teplo,
aproto je metoda vhodna pro zapouzdieni tepelné¢ labilnich a k rozpoustédlim citlivych

bakterii (Coghetto et al., 2016).
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3.6 Lyofilizace bakterii

Po mnoho let se bakterie mlééného kvaseni konzervuji hlavné lyofilizaci, coz je ale
Casov¢é naro¢nd a drahd metoda (Strasser et al., 2009). Pii této metod¢ se bunky nejdiive
zmrazi a potom su$i sublimaci a desorpci rozpoustédla, obvykle vody, za vysokého vakua.
Tato metoda vSak muize zpisobit poSkozeni bunééné membrany z divodu tvorby krystal
a stresovych podminek s vysokou osmolaritou. Je proto vyuzivano latek pisobicich jako
kryoprotektanty, aby se udrZzovala Zivotaschopnost mikrobidlnich bun€k béhem dehydratace.
Funguje takto napt. glukosa, trehalosa, maltodextrin, suSené odstfedéné mléko a syrovatkovy
protein. Kryoprotektanty mohou byt také zaclenény do média pred fermentaci, coz napoméaha
pi1 adaptaci mikrobidlnich bun€k na Zivotni prostfedi. Tyto kryoprotektanty se hromadi
V buiikach, coz snizuje osmoticky rozdil mezi vnitinim a vnéj§im bunéénym prostiedim
(Miao et al., 2008; Coghetto et al., 2016). Ochranna latka, ktera je jednim z nejdilezitéjSich
faktori pro zlepSeni zivotaschopnosti probiotik béhem lyofilizace, vykazuje zvySenou
toleranci pti vysouseni v mnoha organismech diky stabilizaci membran a proteint (Her et al.,
2015). Cukry pronikaji do bun€k a vytvareji vysoky osmoticky tlak, ktery brani tvorbé
ledovych krystali a destrukci bunék béhem procesu zmrazeni. Proteinové slouceniny zajist'uji
tésnéjSi spojeni mezi bunénou sténou a cytoplasmou, coz je dilezité pii rozmrazeni
a rehydrataci bunék (Kharchenko et al., 2017).

VysouSeni lyofilizaci pfedstavuje preferovanou metodu pro dlouhodobé skladovani
mikroorganismll pro potravinaisky a farmaceuticky pramysl, kde je potfeba velké mnoZzstvi
bakterii. I kdyz je Siroce pouZivanou technikou, stale existuji velké obmény kvili mnozZstvi
riznych vysouSecich technik souvisejicich s jednotlivymi mikroorganismy. SusSeni
vymrazenim je také znamé jako proces stabilizace, pii kterém dojde nejprve ke zmrznuti,
nasledované dvéma kroky suSeni, aby se snizil obsah vody na uroven, kterd neni schopna

podpofit rist a enzymatickou aktivitu (Julean et al., 2014).
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4. Metoda a material

4.1 Hodnocené vzorky

Vzorek ¢islo 1: Biopron

Probiotické kapky od vyrobce Valosun (CR) funguji jako dopln&k stravy a mohou je
uzivat déti jiz od narozeni. Pouzitym probiotickym kmenem je zde Lactobacillus rhamnosus
s oznacenim LRHO8. Dal§imi sloZkami jsou slune¢nicovy olej a protispékavé latky (oxid
kfemicity, stearan hotfecnaty).

Obsah v denni davce — 6 kapkach: 1 x 10° CFU.

Dle upozornéni vyrobce se ma vyrobek skladovat pti teplotach 5 — 25 °C a po otevieni

spotfebovat do 3 mésicti.

Vzorek ¢islo 2: BioGaia — ProTectis

Doplnék stravy formou probiotickych kapek vyrobeny ve Svédsku obsahuje
patentovany kmen Lactobacillus reuteri DSM 17938 a dale pak slune¢nicovy olej. Kapky
mohou uzivat déti od prvniho mésice zivota.

V jedné davce — 5 kapkach: minimalné 108 CFU.

Vyrobek ma byt skladovan do teploty 25 °C a po otevieni je jeho trvanlivost 3 mésice.

Vzorek ¢islo 3: ProbioMaxik Baby

V soucasné dobé (kvéten 2017) je nejnovéjsim probiotickym doplikem pro kojence
na trhu. Vyrobcem je Dr. Max a mize byt podavan détem od 0. mésice véku. PouZzitou
kulturou je Lactobacillus reuteri s ozna¢enim LR 92 MDX. Kapky jsou slozeny z oleje jako
nosice a antioxidantli v podob¢ extraktu s vysokym obsahem tokoferold.

V jedné davee — 5 kapkach: 1,5 x 10° CFU.

Kapky maji byt skladovany pii 15 — 25 °C a po otevieni v lednici. Poté je

jejich trvanlivost 2 mésice.

Vzorek ¢islo 4: Apo-Laktik for Baby

Probiotické kapky vyrobené v Dansku firmou Biocare mohou wuzivat déti jiz
od narozeni. Mezi pouzité kmeny patti Lactobacillus reuteri a Lactobacillus rhamnosus.

Kapky dale obsahuji fruktooligosacharidy a slune¢nicovy ole;.
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Lactobacilus reuteri FloraActive™ v 5 kapkach: 1,25 x 10® CFU
Lactobacillus rhamnosus FloraActive™ v 5 kapkach: 1,25 x 10° CFU
Dle vyrobce se ma vyrobek skladovat pii teplotach 10 — 25 °C. Neoteviené baleni ma

pii pokojové teploté trvanlivost 2 roky, oteviené 2 mésice pii skladovani v lednici.

Vzorek Cislo 5: Laktobacilky baby

Jednad se o doplnék stravy v podobé vysypavacich kapsli kombinujici probiotika
a prebiotika od spole¢nosti Swiss natur I'™. Je uréen pro déti od narozeni a obsahuje
maltodextrin, fruktooligosacharidy (inulin), kapsli rostlinného pivodu, bakterialni kulturu,
antioxidant (kyselinu askorbovou) a protispékavou latku (stearan hotecnaty).

V jedné kapsli: lyofilizované bakterie 1 mld” / 8,21 mg ('pii vyrob& plnéno az 300 %
tohoto mnozstvi); 45 % Lactobacillus rhamnosus HA-111, 15 % Lactobacillus acidophilus
HA-122, 15 % Lactobacillus casei HA-108, 15 % Bifidobacterium infantis HA-116, 10 %
Bifidobacterium bifidum HA-132.

Vyrobek ma byt skladovan pti pokojové teploté, po otevieni Iépe v chladniCce. Kapsle

nejsou ulozeny V blistrech, ale volné v plastové nadobce.

Vzorek ¢islo 6: Biopron Junior

Doplnék stravy formou sackti od ¢eského vyrobce Valosun je probiotikum s vysokym
podilem prebiotik vhodny pro kojence od prvniho mésice Zivota. Sypka smés obsahuje inulin,
fruktooligosacharidy, smés probiotik a vanilkové aroma.

V jednom sacku: Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis, Lactobacillus
acidophilus — vie po 5 x 10° CFU.

Skladovani je doporuceno pfi teplotach 5 — 25 °C.

Vzorek ¢islo 7: Biopron — Laktobacily Baby Bifi+

Probioticky dopln€k stravy s vysokym podilem bifidobakterii vyrdbi opét firma
Valosun. Jednd se o vysypavaci tobolky uloZzené v blistrech vhodné pro déti od narozeni.
Tobolky vyrobené ze Zelatiny jsou naplnény smési fruktooligosacharidi, probiotickych
kultur, barviva (oxid titani¢ity) a protispékavé latky (stearan hotecnaty).

V jedné tobolce: Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
longum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei — vie po 10° CFU.

Teplota skladovani i tohoto vyrobku by se méla pohybovat mezi 5 — 25 °C.

28



4.2 Skladovani vzorku

Vzorky byly skladovany v rozdilnych podminkach. Teploty skladovani byly 4 °C
Vv lednici, pokojova teplota 24 °C a 37 °C v termostatu.

Vsechny vzorky byly najednou poprvé otevieny (kromé jednotlivé ddvkovanych sacki
a blistri), nasledné n¢kolik mésicti skladovany v pivodnim zavieném baleni a periodicky
u nich byl provadén mikrobiologicky rozbor na pocet probiotickych bakterii. V piipadé kapek
byl rozbor proveden kazdy mésic, jelikoZ maji uvedenou kratsi dobu pouzitelnosti. Pouze
posledni rozbor byl proveden s odstupem t¥i mésicti. Ostatni vzorky byly odebirany jednou za

dva az tfi mésice. Vzorky nebyly vystaveny pfimému slune¢nimu zateni.
4.3 Mikrobiologicky rozbor probiotickych dopliiki

4.3.1. SlozZeni a priprava kultivaénich médii

Wilkins — Chalgren agar se séjovym peptonem

Jedna se o univerzalni neselektivni kultivacni ptdu, kterd se pouziva pro stanoveni

celkovych poctl anaerobnich bakterii (Oxoid, UK).

Na 100 ml destilované vody: Wilkins — Chalgren agar 4,39
sOjovy pepton 059
cystein 0,059
Tween 80 0,1 mi

Slozeni Wilkins — Chalgren agaru:  kasein 10¢g
zelatina 1049
kvasni¢ni extrakt 500
chlorid sodny 500
dextroza 109
L-Arginin 109
pyruvat sodny 109
hemin 0,005 g
vitamin K 0,0005 g

Pfesné¢ navazené odpovidajici mnozstvi bylo rozpusSténo v potfebném objemu

destilované vody a nasledné sterilovano pii 120 °C 15 minut.
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Wilkins — Chalgren agar se s6jovym peptonem a mupirocinem

Stejny agar jako byl popsan vySe s rozdilem ptidani antibiotika mupirocinu (Oxoid,

UK). Je urcen ke stanoveni rodu Bifidobacterium.

Na 100 ml destilované vody:

Wilkins — Chalgren agar

sO6jovy pepton
cystein
Tween 80
mupirocin

439
0559
0,05¢

0,1 mi

1 ampulka

Pfesné¢ navazené odpovidajici mnozstvi bylo rozpusSténo v potiebném objemu

destilované vody. Mupirocin byl ptfidan do rozvafeného a na max. 50 °C vytemperovaného

agaru.

Rogosa agar

Rogosa agar (Oxoid, UK) se pouziva ke kultivaci rodu Lactobacillus.

Na 100 ml destilované vody:

SloZeni Rogosa agaru:

Rogosa agar

trypton
kvasni¢ni extrakt
glukdza

Tween 80

octan sodny
citran amonny

dihydrogenfosfore¢nan draselny

siran hotecnaty
siran manganaty
siran zelezity
agar

6,29

109
59
20¢
1ml
179
29

69
0,575¢
0,12 g
0,034 g
20¢

Pfesné¢ navazené odpovidajici mnozstvi bylo rozpuSténo v potfebném objemu

destilované vody a nasledné bylo upraveno pH kyselinou octovou na hodnotu 5,4. Pouziva se

132 ml kyseliny na 100 ml destilované vody. Agar se nesteriluje, pouze rozvaii.
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MRS agar

Agar (Oxoid, UK) vyuzivany ke kultivaci rodu Lactobacillus.

Na 100 ml destilované vody:

Slozeni MRS agaru:

MRS agar

pepton

hovézi extrakt
kvasni¢ni extrakt
D (+) glukoza
Tween 80

citran amonny
octan sodny

6,59

109
89
49
209
1ml
29
59

heptahydrat siranu hote¢natého 0,29

tetrahydrat siranu manganatého 0,05¢
dihydrogen fosfore¢nan draselny 2 g
agar 10 g

Pfesné¢ navazené odpovidajici mnozstvi bylo rozpusSténo v potiebném objemu

destilované vody a nésledn¢ sterilovano pii 120 °C 15 minut.
Agar s mucinem a mupirocinem

Selektivni médium pro kultivaci a stanoveni Bifidobacterium bifidum, do kterého byl

piidan mucin a antibiotikum mupirocin (Oxoid, UK).

Na 100 ml destilované vody: trypton 059
pepton 059
kvasni¢ni extrakt 0,259
Tween 80 0,1 mi
cystein 0,025 ¢
mucin 20
agar 159
mupirocin 1 ampulka

Pfesné¢ navazené odpovidajici mnozstvi bylo rozpusSténo v potiebném objemu
destilované vody a nasledné sterilovano pii 120 °C 15 minut. Mupirocin byl pfiddn do

vytemperovaného agaru na max. 50 °C.

31



4.3.2. Priprava redicich rad

Redici fady se vyuzivaji k ziskdni potfebného natredéni vzorku.

Na 900 ml destilované vody: trypton 459
nutrient broth 4549
kvasni¢ni extrakt 2549
Tween 80 0,45 mi
cystein 0,225¢

Pfipravena smés byla nasledné rozvarena po dobu 10-20 minut. Tekutina byla poté
davkovana po 9 ml do vysterilovanych penicilinek, které byly takto na 10 minut vloZeny do
100 °C vodni 1azné s destilovanou vodou.

Nasledujicim krokem bylo probublani obsahu CO,, utésnéni gumovym Spuntem
a kovovym vickem. Takto piipravené fedici fady byly vozeny do autoklavu a sterilovany po

dobu 15 minut pti 120 °C.
4.3.3. Odebirani a fedéni vzorku

1 g resp. 1 ml vzorku byl odvazen resp. odméfen do penicilinky s 9 ml média s fedici
fadou, dobie uzavieno a lehce promichano tak, aby doslo ke smiseni s tekutinou. Tim vzniklo
prvni fedéni 107

Dalsi fedéni bylo jiz vytvareno pienesenim jen 1 ml tekutiny z pfedchoziho fedéni.
Takto se postupovalo az do potiebného poétu fedéni, nejvice viak do 107,

Pti ptipravé je tfeba dbat aseptické prace a pouzivani sterilnich nastrojii a pomticek,

aby se zabranilo kontaminaci a ovlivnéni koncentraci.
4.3.4. Mikrobiologicky rozbor

K rozboru bylo tieba ptipravit: fedici fady se vzorky, kultivaéni média, sterilni Petriho
misky o praméru 55 mm a injekéni sttikacky s jehlami, plynovy kahan, anaerostaty (Oxoid,
UK) s katalyzatory (Anaerogeny) vytvaiejici anaerobniho prostiedi. Vhodné kultivaéni
médium bylo zvoleno dle rodu ¢i druhu bakterie, kterou dany vyrobek obsahoval.

Na popsané Petriho misky bylo zaockovano po 0,5 ml fedici fady dané koncentrace ve
pouze jedna injek¢ni stiikacka. Thned poté byly misky zality kultivaénim médiem — agarem

a v piipad€ rozboru bifidobakterii uzavieny do anaerostatii. Zmény slozeni atmosféry uvnitt
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bylo dosazeno pouzitim vyvijeCe anaerobni atmosféry. Dukladné uzaviené anaerostaty byly
ulozeny do termostatu, ve kterych zistaly po dobu kultivace (37 °C/48 hod).

V piipad€¢ rozboru se zaméfenim na mikroaerofilni laktobacily byla zatuhla prvni
vrstva agaru prelita jesté jednou. Po Gplném zatuhnuti byly misky ke kultivaci ulozeny dnem

vzhiiru do termostatu (37 °C/48 hod).

Obr. 1: Rozbor vyrobkui v podobé kapek na pocty laktobacilti (vlastni fotodokumentace)

4.3.5. Vyhodnoceni poctu kolonii

Bé&hem kultivace na pevnych Zivnych mediich vytvareji mikroorganismy kolonie, coz
jsou utvary vzniklé pomnozenim jedné buiiky ¢i shluku dvou a vice od sebe neoddélitelnych
bungk. Vzrostlé kolonie zpravidla obsahuji 10" — 10° bunék, maji vétsinou kulovity tvar
a dosahuji riznych velikosti.

Pouzitd deskovd metoda vychazi z predpokladu, ze zjedné Zivotaschopné buiky
vyristad jedna kolonie. Po kultivaci byly na vSech médiich spocitany kolie z téch Petriho
misek z fedéni, kde bylo mnozstvi dobfe pocitatelné, tudiz kde nebyly kolonie pterostlé ¢i

slité.
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Pocet mikroorganismti se nasledné¢ vyjadiuje jako CFU/g ¢i CFU/ml, coz znamena
,pocet jednotek tvoficich kolonie®, v angli¢tiné Colony Forming Units. Ceskym ekvivalentem
pro tento vyraz je KTJ, tedy ,.kolonie tvofici jednotky*“. Tohoto vyrazu se vyuziva z toho
divodu, Ze ne z kazdé buiky pfitomné ve vzorku ve vysledku naroste kolonie. Kultiva¢nimi
metodami neni mozné stanovit veSkeré pritomné mikroorganismy a zaroven jsou nékteré
kolonie tvofeny z vice neodd¢litelnych bunék, a proto se vysledny pocet mikroorganismil

nevyjadiuje jako pocet bunék, ale prave jako CFU ¢i KTJ.

Obr. 2: Po¢itani kolonii. Na fotce vyrobek ¢. 7 uchovavany pii 4 °C a jeho 7. fedéni (vlastni

fotodokumentace)
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5. Vysledky

Byly testovany vzorky sedmi rtiznych probiotickych doplika v zavislosti na teploté
skladovani. Dopliky v tekuté formé (6. 1 — 4) byly analyzovany pokazdé s mési¢nim
odstupem, posledni rozbor byl proveden po tiimésicni pauze. Vyrobky €. 5 az 7, které jsou
v suché praskové forme, byly analyzovany s odstupem dvou a posléze tti mésicti. Od prvniho
do posledniho rozboru uplynulo osm mésicti. Stanovovan byl pocet mikroorganismii pomoci
daného selektivniho média (dle druhu bakterie, kterou dany vyrobek obsahoval), a tak bylo
sledovéno jejich prezivani.

Vysledky byly vyhodnoceny statistickou analyzou rozptylu pomoci programu
STATGRAPHIC Centurion XV. Il (Manugistics, Rockville, MD, USA) s 95%
pravdépodobnosti. Analyzou bylo zjiStovano, zda se jednotlivé vysledky statisticky
vyznamn¢ lisi. V tabulkach €. 1 — 19 jsou u veskerych ziskanych hodnot udavajicich pocet
mikroorganismii vyjadienych jako log KTJ na gram ¢i mililitr vyrobku + smérodatna
odchylka uvedené odlisné indexy v fadcich oznacujici statisticky vyznamny rozdil na hladiné

vyznamnosti 0,05.

Zmény poctu mikroorganismu u vzorku ¢. 1 —4

Tabulka ¢. 1 Zmény poctu bakterii Lactobacillus rhamnosus (log KTJ/ml + smérodatna

odchylka) v ¢ase a za riiznych teplot skladovani u vzorku &. 1.*

Vz.1 pocatecni 1.mésic 2. mésic 3. mésic 4. mésic 5. mésic 8. mésic

4°C  9,73+0,05% 9,83+0,00° 9,95+0,000 9,55+0,03° 9,65+0,03% 8,51+0,03% 9,26:+0,04

24°C  9.73+0,05° 9,13+0,02° 8,45+0,00° 8,50+0,03" 8,59+0,01° 7,84+0,02° -

37°C  9,73+0,05° 9,08+0,02% 8,44+0,02° 8,70+£0,04° 8,38+0,07° 6,70+0,02° -

! Hodnoty v tadcich s riiznymi indexy se statisticky vyznamné ligi na hlading vyznamnosti
0,05. Pro porovnani byla pouzita analyza rozptylu.

Bakterie ve vyrobku ptezivaly nejlépe a nejdéle pti skladovani pfi 4 °C. Pouze za této

teploty jejich pocty vyrazné neklesly ani po osmi mésicich skladovani, avSak statisticky
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prokazatelné rozdily zde existuji. I za pokojové a zvySené teploty bakterie piezivaly i pét

mésicti v poctu, ktery je uvadén jako minimalni G¢inny pro probiotika (minimalné 6 log

KTJ/g).

Tabulka ¢. 2 Zmény poctu bakterii Lactobacillus reuteri (log

odchylka) v Gase a za riiznych teplot skladovéani u vzorku &. 2.1

KTJml + smérodatna

Vz.2 pocateéni 1.mésic 2. mésic 3. mésic 4. mésic

5. mésic 8. mésic

4°C  9,07£0,01° 8,99+0,00° 9,04+0,03° 8,53+0,11° 8,42+0,01°

8,84+0,06°  8,85+0,04

24°C 9,07+0,01° 8,82+0,03° 8,86+0,01% 8,45+£0,04° 7,80+0,06°

8,55+0,03™  8,57+0,01°

37°C 9,07+0,01. 8,46+0,00° 8,51+0,09° 8,71+0,03° 7,80+0,14°

8,66+0,02%  8,60+0,02"

! Hodnoty v fadcich s riznymi indexy se statisticky vyznamné 1i§i na hlading vyznamnosti

0,05. Pro porovnani byla pouZita analyza rozptylu.

Bakterie z tohoto vyrobku ptezivaly velmi dobie pii vSech teplotach skladovani, jejich

pocty klesly po osmi mésicich maximalné o 0,5 log. Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno pii

skladovani pti 4 °C.

Tabulka ¢. 3 Zmény poctu bakterii Lactobacillus reuteri (log

odchylka) v ¢ase a za riiznych teplot skladovani u vzorku &. 3.*

KTJ/ml + smérodatna

Vz.3 pocateni 1. mésic 2. mésic 3. mésic 4. mésic

5. mésic 8. mésic

4°C  926+0,04° 9,71+0,03° 9,26+0,13* 9,59+0,03° 9,74+0,04° 9,09+0,02° -

24°C  926+0,04° 8,04+0,01° 6,51£0,15° 6,92+0,05° 6,46+0,01° 5,42+0,05° 5,25+0,16°

37°C  926+0,04° 8,33+0,01° 6,85+0,1° 6,77+0,05° 6,11+0,10° 5,30+0,00° -

! Hodnoty v tadcich s riiznymi indexy se statisticky vyznamné ligi na hlading vyznamnosti

0,05. Pro porovnani byla pouzita analyza rozptylu.
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Laktobacily v tomto vyrobku nejlépe prezivaly pii skladovani v 4 °C. Pti této teploté
nedoslo k poklesu pod 9 log KTJ/ml a pravdépodobné by se tak nestalo ani po osmi mésicich,
vyrobek ale dosel, a tak nebylo mozné provést posledni rozbor. Oproti tomu pti skladovani za
vyssich teplot doslo k velkému snizeni, pficemz po osmimési¢nim skladovani v 37 °C kolonie

Jiz nenarostly.

Tabulka ¢. 4 Zmény poctu bakterii rodu Lactobacillus (log KTJ/ml + smérodatna odchylka)

v &ase a za riznych teplot skladovani u vzorku ¢&. 4.

Vz.4 pocateéni 1.mésic 2. mésic 3. mésic 4. mésic S.mésic 8. mésic

4°C  8,86+0,08° 9,10+0,00 9,08+0,01¢ 8,72+0,02° 8,34+0,01° 6,78+0,08% 7,41+0,03°

24°C  8,86+0,08" 8,12+0,01° - ; ] ] _

37°C  8,86+0,08* 8,90+0,01° - - - . i

! Hodnoty v fadcich s riznymi indexy se statisticky vyznamné 1i§i na hlading vyznamnosti
0,05. Pro porovnani byla pouzita analyza rozptylu.

Na ¢tvrty vyrobek méla zvysena teplota skladovani razantni vliv. Jiz po dvou mésicich
mimo lednici kolonie na médiich nenarostly. Pfi skladovani jak doporucuje vyrobce, tedy

V lednici, bakterie prezivaly 1 osmy mésic od otevieni.

Pii porovnani tekutych dopliikti v podob¢ kapek Ize konstatovat, Ze nejvy$si mnozstvi
probiotickych bakterii obsahoval vyrobek €. 1. Nejlepsich vysledkt za vSech teplot skladovani
vSak dosahoval vyrobek €. 2, u kterého ani po osmi mésicich neklesla hodnota log KTJ/ml
pod 8. U vyrobku ¢. 1 skladovaného za pokojové teploty hodnota klesla pod 8 log KTJ/ml po
péti mésicich, za zvySené teploty dokonce pod 7 log KTJ/ml. Vzorek ¢. 3 uchovavany pti
pokojové teploté klesl pod 8 log KTJ/ml jiz po dvou mésicich a stejné¢ tak tomu bylo
Vv ptipad¢ zvysené teploty. V piipadé vyrobku ¢. 4 méla sniZend teplota zasadni vliv, jelikoz
za pokojové a zvySené teploty bakterie do rozboru po dvou mésicich neptezily.

Jako nejnizsi terapeuticky uc¢inna davka probiotickych bakterii se udava 6 log KTJ/ml,

coz pod tuto hodnotu vyrobky ¢. 1 a 2 neklesly po celou dobu vyzkumu za zadné teploty
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skladovani. U vyrobku €. 3 se pocty pod tuto hranici dostaly az po pétimesi¢nim skladovani
za pokojové 1 zvysené teploty. Vyrobek ¢. 4 pti 4 °C obstél a pod tuto hranici neklesl.

Celkové je mozné fici, ze teplota skladovani ma na pfezivani bakterii V téchto
vyrobcich vyznamny vliv. NejlepSich vysledkt bylo dosazeno pii 4 °C; mezi 24 °C a 37 °C
byl pozorovan rozdil ve prospéch teploty niz$i, avSak ten se projevil az po delsi dobé
skladovani. Vyjimkou byl vyrobek €. 2, u kterého bakterie ptezivaly za vSech teplot velmi
podobné. Diivodem by mohl byt vybér odolnéjsich druhd bakterii ¢i zptisob jejich zpracovani
a celého vyrobku. Pro vyrobek ¢. 4 vySlo uloZeni v lednici jako naprosto opodstatnéné,

pouzité bakterie jsou patrné k vyssi teploté nachylné.

Zmény poctu mikroorganismii u vzorki ¢. 5 -7

Tabulka €. 5 Zmény poctu bakterii rodu Lactobacillus (log KTJ/g + smérodatna odchylka) na

. v s S B v o ’ o % 1
kultiva¢nim médiu Rogosa v Case a za riiznych teplot skladovani u vzorku ¢. 5.

Vz. 5 Rog pocatecni 2. mésic 5. mésic 8. mésic
4°C 9,39+0,02° 8,92+0,01° 8,98+0,01° 8,80+0,04%
24 °C 9,3940,02¢ 7,43+0,09° 5,97+0,07" 5,4440,13°
37°C 9,3940,02¢ 7,48+0,06° 6,39+0,02" 5,74%0,13

! Hodnoty v fadcich s riznymi indexy se statisticky vyznamng 1i§i na hlading vyznamnosti
0,05. Pro porovnani byla pouzita analyza rozptylu.

Laktobacily v tomto vyrobku nejlépe a nejdéle ptezivaly pti skladovani ve 4 °C.

Na rozdil od toho ve 24 °C a 37 °C doslo k rychlej$imu a velmi vyraznému poklesu.
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Tabulka ¢. 6 Zmény poctu bakterii rodu Lactobacillus (log KTJ/g + smérodatna odchylka)

na kultivaénim médiu MRS v &ase a za riiznych teplot skladovani u vzorku &. 5.1

Vz.5 MRS pocatecni 2. mésic 5. mésic 8. mésic
4°C 9,39:£0,00" 9,26+0,00° 9,15+0,05° 8,90+0,01°
24 °C 9,39+0,00° 7,76+0,01° 5,87+0,09° 5,840,067
37°C 9,39:0,00° 8,38+0,02° 5,79+0,18° 6,010,107

! Hodnoty v fadcich s riznymi indexy se statisticky vyznamné 1i§i na hlading vyznamnosti
0,05. Pro porovnani byla pouZita analyza rozptylu.

Kultivace laktobacill z patého vyrobku i1 na tomto Zivném médiu ukéazala jako nejlepsi

prostiedi skladovani 4 °C. Navic lze usoudit, Ze agar MRS je pro toto stanoveni vhodné&;si.

Tabulka ¢. 7 Zmény poctu anaerobnich probiotickych bakterii (log KTJ/g + smérodatna
odchylka) na kultivaénim médiu Wilkins-Chalgren se sdjovym peptonem v ¢ase a za riznych

teplot skladovani u vzorku &. 5.

Vz. 5 W+SP pocatecni 2. mésic 5. mésic 8. mésic
4°C 9,23+0,08? 9,57+0,02° 9,4120,05" 9,2240,07°
24 °C 9,2340,08" 7,77+0,01° 6,43%0,08" 5,5620,24
37°C 9,2340,08" 8,70+0,00° 6,82+0,20" 5,30+0,00°%

! Hodnoty v fadcich s riiznymi indexy se statisticky vyznamn& 1i§i na hlading vyznamnosti
0,05. Pro porovnani byla pouzita analyza rozptylu.

[ pro piezivani anaerobnich bakterii vtomto vyrobku bylo stanoveno jako
nejvhodnéjsi skladovani pfi 4 °C — rozdil mezi prvnim a poslednim rozborem nebyl zjistén.

Za pokojové a zvySené teploty dochdzelo k postupnému sniZzovani log KTJ/g po celou dobu.

39



Tabulka ¢. 8 Zmény poctu bakterii Bifidobacterium bifidum (log KTJ/g + smérodatna
odchylka) na kultivaénim médiu s mucinem a mupirocinem v ¢ase a za ruznych teplot

L, v 1
skladovani u vzorku ¢. 5.

Vz.5 MM pocatecni 2. mésic 5. mésic 8. mésic
4°C 9,08+0,06" 9,20+0,10° 8,99+0,06" 8,640,107
24 °C 9,08+0,06° 6,24+0,03° 6,08+0,07° 5,08+0,69°
37°C 9,08:0,06" 8,60+0,00° 5,88+0,52° -

! Hodnoty v fadcich s riznymi indexy se statisticky vyznamné 1i§i na hlading vyznamnosti
0,05. Pro porovnani byla pouZita analyza rozptylu.

Bifidobakteriim se nejlépe dafilo pii skladovani za snizené teploty. Rozdil oproti
skladovani za pokojové a zvySené teploty je vyrazny — snizeni az o 4 log KTJ/g. Pokles za

zvySené teploty je sice pozvolné;jsi, avSak pfi poslednim rozboru se kolonie jiZ netvofily.

Tabulka ¢. 9 Zmény poctu bakterii rodu Bifidobacterium (log KTJ/g + smérodatna odchylka)
na kultivatnim médiu Wilkins-Chalgren se s6jovym peptonem a mupirocinem v ¢ase a za

riiznych teplot skladovani u vzorku &. 5.

Vz. 5 W+SP+M pocatecni 2. mésic 5. mésic 8. mésic
4°C 8,7240,08° 9,30+0,01° 8,99+0,07" 8,82+0,05%
24 °C 8,72+0,08" 6,97+0,07 6,9140,54° 6,89+0,52°
37°C 8,72+0,08" 8,88+0,01" 6,9120,54% 6,80+0,44%

! Hodnoty v fadcich s riiznymi indexy se statisticky vyznamn& 1i§i na hlading vyznamnosti
0,05. Pro porovnani byla pouzita analyza rozptylu.

Rozdil mezi prvnim a poslednim rozborem s odstupem osmi mésici nebyl pfi
skladovani pti 4 °C zjistén. Za pokojové teploty doslo jiz po dvou mésicich ke sniZeni,

zazvySené az po péti. Vzhledem ale k podobnosti vysledkii v rozborech nasledujicich
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je mozné, ze doslo béhem piipravy ke kultivaci k chybé a i po dvou mésicich mohly byt

hodnoty podobné.

Tabulka ¢. 10 Zmény poctu bakterii Lactobacillus acidophilus (log KTJ/g = smérodatna

odchylka) na kultivaénim médiu Rogosa v Gase a za riznych teplot skladovani u vzorku &. 6.1

Vz. 6 Rog pocatecni 2. mésic 5. mésic 8. mésic
4°C 8,22ﬂ:0,14b 8,83+0,01° 8,68+0,01° 6,46+0,15%
24 °C 8,22ﬂ:0,14b 8,44ﬂ:0,00b 6,84+0,22° -
37°C 8,2240,14° 7,2240,07° 5,44+0,13° -

! Hodnoty v fadcich s riznymi indexy se statisticky vyznamné 1i§i na hlading vyznamnosti
0,05. Pro porovnani byla pouzita analyza rozptylu.

Vyrazny pokles poctu bakterii ve vyrobku skladovaném v lednici byl zaznamenan az

ey, ee

pii rozboru po péti mésicich snizeni zjisténo nebylo. Za vysSich teplot ke snizeni doslo jiz

diive a pfi poslednim rozboru kolonie nenarostly.

Tabulka ¢. 11 Zmény poctu bakterii Lactobacillus acidophilus (log KTJ/g + smérodatna

odchylka) na kultivaénim médiu MRS v &ase a za riznych teplot skladovéani u vzorku &. 6.1

Vz. 6 MRS pocatecni 2. mésic 5. mésic 8. mésic
4°C 9,25+0,03° 9,40+0,01° 9,49+0,04° 9,44+0,02°
24 °C 9,25+0,03¢ 8,99+0,00° 7,3340,16° 7,95+0,04°
37°C 9,25+0,03" 8,98+0,02° - -

! Hodnoty v tadcich s riiznymi indexy se statisticky vyznamné ligi na hlading vyznamnosti
0,05. Pro porovnani byla pouzita analyza rozptylu.

Na kultivaénim médiu MRS se evidentn¢ laktobacilim dafilo 1épe — tvotily kolonie

V hojnéj$im poctu. Zde po uplynuti osmi mésict u vyrobku skladovaném pfti 4 °C ke snizeni
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nedoslo, tudiz pfi pfipravé pro kultivaci na médiu Rogosa dosSlo k chybé, stejné jako

u vyrobku z 24 °C. Rozdil mezi sniZzenou a vyssi teplotou je ale stale patrny.

Tabulka ¢. 12 Zmény poctu anaerobnich probiotickych bakterii (log KTJ/g + smérodatna
odchylka) na kultivaénim médiu Wilkins-Chalgren se sdjovym peptonem v ¢ase a za riznych

teplot skladovéani u vzorku &. 6.

Vz. 6 W+SP pocatecni 2. mésic 5. mésic 8. mésic
4°C 9,66+0,05" 9,78+0,00° 9,49+0,04° 9,4240,03
24 °C 9,66+0,04° 8,99::0,00° 7,33+0,16° 7,95+0,04°
37°C 9,66+0,04" 9,56+0,07° 7,32+0,02° -

! Hodnoty v fadcich s riznymi indexy se statisticky vyznamné 1i§i na hlading vyznamnosti
0,05. Pro porovnani byla pouZita analyza rozptylu.

Pocet anaerobnich bakterii byl nejvyssi po celou dobu skladovani pfi teploté 4 °C.

Za zvysené teploty bakterie osmimésic¢ni skladovani pravdépodobné neptezily.

Tabulka ¢. 13 Zmény poctu bakterii Bifidobacterium bifidum (log KTJ/g + smérodatna
odchylka) na kultivatnim médiu s mucinem a mupirocinem v ¢ase a za ruznych teplot

skladovéni u vzorku ¢&. 6.

Vz.6 MM pocatecni 2. mésic 5. mésic 8. mésic
4°C 9,23+0,02" 9,03+0,09% 9,33+0,02" 8,88+0,08
24 °C 9,23+0,02¢ 8,89+0,03° 8,30+0,00° 8,43+0,02"
37°C 9,23+0,02° 8,20+0,04" 7,1340,03 -

! Hodnoty v tadcich s riiznymi indexy se statisticky vyznamné ligi na hlading vyznamnosti
0,05. Pro porovnani byla pouzita analyza rozptylu.

Bakterie prezivaly ve vysokych poctech po celou dobu skladovani ve 4 °C i ve 24 °C,

ptiCemz za snizené teploty lépe. Za zvySené teploty doSlo k vyraznému poklesu.
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Tabulka ¢. 14 Zmény poctu bakterii rodu Bifidobacterium (log KTJ/g + smérodatna
odchylka) na kultiva¢nim médiu Wilkins-Chalgren se sdjovym peptonem a mupirocinem

v &ase a za riznych teplot skladovéani u vzorku &. 6.

Vz. 6 W+SP+M pocatecni 2. mésic 5. mésic 8. mésic
4°C 9,47+0,02° 9,53+0,03% 9,48+0,03% 9,52+0,03%
24 °C 9,47+0,02° 9,44+0,04° 8,16+0,15° 9,1 8iO,OOID
37°C 9,47+0,02° 9,25+0,03" 6,89:0,52° -

! Hodnoty v fadcich s riiznymi indexy se statisticky vyznamné 1i§i na hlading vyznamnosti
0,05. Pro porovnani byla pouZita analyza rozptylu.

Rozbory 1 na této zivné pide potvrdily, Ze bifidobakteriim se 1épe dafi prezivat pfi

snizené teploté, avsak 1 pokojova teplota se zda byt pomérné optimalni.

Tabulka ¢. 15 Zmény poctu bakterii rodu Lactobacillus (log KTJ/g + smérodatna odchylka)

na kultivaénim médiu Rogosa v &ase a za riiznych teplot skladovani u vzorku &. 7.1

Vz. 7 Rog pocatecni 2. mésic 5. mésic 8. mésic
4°C 8,32+0,02° 8,17+0,05" 8,32+0,04° 7,8620,06%
24 °C 8,3240,02¢ 6,7620,09° 6,4120,04 5,660,062
37°C 8,32+0,02° 6,65+0,03" 5,8140,04° -

! Hodnoty v fadcich s riiznymi indexy se statisticky vyznamn& 1i§i na hlading vyznamnosti
0,05. Pro porovnani byla pouzita analyza rozptylu.

Pii skladovani ve 4 °C se laktobaciliim z tohoto vyrobku dafilo nejlépe — ptezivaly ve
vysokych poctech 1 po osmi mésicich. Za vysSich teplot dosSlo jiz po dvou mésicich
K vyraznému snizeni a tato tendence nadale pokracovala. Posledni rozbor vyrobku z 37 °C

nebyl proveden z diivodu jeho nedostatku.
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Tabulka ¢. 16 Zmény poctu bakterii rodu Lactobacillus (log KTJ/g + smérodatna odchylka)

na kultivaénim médiu MRS v &ase a za riznych teplot skladovani u vzorku &. 7.1

Vz. 7 MRS pocatecni 2. mésic 5. mésic 8. mésic
4°C 8,55+0,01° 8,38+0,05" 8,47+0,01 8,07+0,04%
24 °C 8,55+0,01¢ 7,11+0,07° 6,63+0,01" 6,19£0,03
37°C 8,55+0,01° 6,95+0,03" 6,1120,10? -

! Hodnoty v fadcich s riznymi indexy se statisticky vyznamng& 1i§i na hlading vyznamnosti
0,05. Pro porovnani byla pouzita analyza rozptylu.

Hodnota log KTJ/g se u vyrobku skladovaného v lednici snizila jen o cca 0,5, zatimco
za pokojové teploty dochdzelo k postupnému a vyraznému poklesu a za zvySené teploty
k poklesu prud$imu. Posledni rozbor vyrobku z 37 °C nebyl proveden z dtvodu jeho

nedostatku.

Tabulka €. 17 Zmény poctu anaerobnich probiotickych bakterii (log KTJ/g £ smérodatna
odchylka) na kultivacnim médiu Wilkins-Chalgren se s6jovym peptonem v Case a za rtiznych

teplot skladovani u vzorku &. 7.

Vz. 7 W+SP pocatecni 2. mésic 5. mésic 8. mésic
4°C 8,73+0,01° 8,35+0,11° 8,55+0,03" 8,71+0,01%
24 °C 8,730,011 7,760,08° 7,19£0,01° 6,7240,11°
37°C 8,73+0,01° 7,43+0,01° 6,1240,15° -

! Hodnoty v fadcich s riiznymi indexy se statisticky vyznamn& 1i§i na hlading vyznamnosti
0,05. Pro porovnani byla pouZita analyza rozptylu.

Celkové pocty vSech anaerobnich bakterii byly pozorovany nejvysSi opét pii
skladovani za nizkych teplot, kdy k poklesu prakticky nedoSlo. Skladovéani za pokojové
teploty mélo za nasledek postupny pokles o cca 2 log KTJ/g. Rychlejsi pribéh snizovani byl
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zjiStén pii skladovani pii 37 °C, kdy posledni rozbor tohoto vyrobku nebyl proveden z divodu

jeho nedostatku.

Tabulka ¢. 18 Zmény poctu bakterii Bifidobacterium bifidum (log KTJ/g + smérodatna
odchylka) na kultivaénim médiu s mucinem a mupirocinem v ¢ase a za ruznych teplot

L, A1
skladovani u vzorku ¢. 7.

Vz. 7 MM pocatecni 2. mésic 5. mésic 8. mésic
4°C 8,36+0,04° 7,89+0,07° 8,23+0,03" 8,210,05°
24 °C 8,36+0,04° 7,62+0,02° 6,92+0,04° 6,27+0,07
37°C 8,36+0,04° 7,30+0,10° 5,91+0,13° -

! Hodnoty v fadcich s riznymi indexy se statisticky vyznamné 1i§i na hlading vyznamnosti
0,05. Pro porovnani byla pouZita analyza rozptylu.

V tomto piipadé bylo dosazeno velmi podobnych vysledka jako v ptfedchozi tabulce.
Skladovani za snizené teploty mélo na pfezivani bifidobakterii pfiznivy vliv, za pokojové
teploty dochazelo k postupnému snizovani a za zvySené teploty doslo k poklesu rychleji.

Posledni rozbor vyrobku z 37 °C nebyl proveden z diivodu jeho nedostatku.

Tabulka ¢. 19 Zmény poctu bakterii rodu Bifidobacterium (log KTJ/g + smérodatna
odchylka) na kultivaénim médiu Wilkins-Chalgren se s6jovym peptonem a mupirocinem

v &ase a za riznych teplot skladovéani u vzorku &. 7.1

Vz. 7 W+SP+M pocatecni 2. mésic 5. mésic 8. mésic
4°C 8,5140,02 8,26+0,04% 8,28+0,07° 8,57+0,09"
24 °C 8,5120,02¢ 7,63£0,01° 6,93+0,06 6,30+0,40°%
37°C 8,51+0,02° 7,48+0,01° 5,89+0,15° -

! Hodnoty v tadcich s riiznymi indexy se statisticky vyznamné ligi na hlading vyznamnosti
0,05. Pro porovnani byla pouzita analyza rozptylu.
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Stejné jako u kultivace na dvou piedchozich médiich i zde se potvrdilo, ze bakterie ve
vysokych poctech ptezivaly pti skladovani ve 4 °C, za pokojové teploty dochézelo
K postupnému snizovani a za zvySené teploty ke snizovani prudSimu. Posledni rozbor vyrobku

z 37 °C nebyl proveden z dlivodu jeho nedostatku.

Porovnani kapkovych a zvlast praskovych forem testovanych doplikii se nabizi
zejména kvili rizné technologii vyroby a zptisobu baleni a davkovani. Praskové formy jsou
davkovany bud’ v kapslich a uloZeny voln¢ v krabi¢ce ¢i v blistrech, nebo jsou v podobé
vysypavacich jednorazovych sackli. Nedochdzi tak k opétovnému otvirani jako tomu je
v ptipadé lahvicek od kapek a nehrozi tim padem negativni piisobeni vzduSného kysliku.
Bakterie by navic v lyofilizované formé mély byt odoln€jsi a prezivat déle. Z téchto divoda
maji tyto vyrobky delsi datum pouzitelnosti. Dulezity faktor je také to, Ze zde neni pouzit olej
jako nosic, ktery Casem a pii ptisobeni tepla oxiduje. VSechny tyto vzorky navic obsahuji jak
bakterie rodu Lactobacillus, tak i rodu Bifidobacterium.

Laktobacily byly kultivovany na dvou riznych médiich, pti€emz MRS Ize hodnotit
jako vhodné;jsi, kolonie se na ném tvoftily ve vySSich poctech, a tudiz pro porovnani jsou tyto
hodnoty pouziteln¢jSi. Ve vyrobku €. 5 bylo stanoveno nejvét§i mnozstvi téchto bakterii
a skladovani ve 4 °C se ukdazalo jako prokazatelné lepsi, hodnota log KTJ/g pod limit 6
neklesla po celou dobu a stejné tomu bylo u vyrobku ¢. 6 i 7. Za pokojové a zvySené teploty
k poklesu pod tento limit doslo u 5. vyrobku po péti mésicich skladovani, pouze za zvySené
teploty i u 6. vyrobku. U tohoto vyrobku se zda byt skladovani v lednici obzvlasté ucinné,
jelikoz hodnota log KTJ/g neklesla po celou dobu pod 9.

Anaerobnim bifidobakteriim se dle vysledkl také prokazatelné 1épe dafilo za snizené
teploty. Hodnoty poctu bakterii se pti skladovani ve 4 °C snizovaly jen velmi mirné ¢i vibec.
Oproti tomu po rozborech vyrobkill uloZenych za pokojové a zvySené teploty bylo pozorovano
snizeni Casto vyrazné. Jako nejodolnéjsi vici riznym teplotam se zdaji byt bakterie z vyrobku
¢. 6, avSak po osmimési¢nim skladovani ve 37 °C jiz zadny rozbor piezivani neprokazal. Pod
hodnotu 6 log KTJ/g se dostal za pokojové a zvySené teploty pouze vyrobek ¢. 5 po osmi
mésicich skladovani, vysledek to byl v§ak pouze z jednoho kultivacniho média ze tfi.

Pfi srovnani piezivani laktobacilti z kapkovych a praskovych forem se zda, ze bakterie
v tekuté formé doplitku jsou méné nachylné na plsobeni riznych teplot, data vSak nejsou

konzistentni.
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6. Diskuze

Je nezbytné, aby probiotické mikroorganismy byly charakterizovany jako bezpecné
pro lidskou spottebu, a proto se nejcastéji pouzivaji v probiotickych potravinach a doplicich
bakterie patfici do rodt Lactobacillus a Bifidobacterium, které jsou pfirozené piitomné
v lidském sttevé (Dimitrellou et al., 2016) a i v této praci byly analyzovany probiotické
vyrobky obsahujici bakterie pravé z téchto rodd. Vzhledem k tomu, Zze G¢innost konzumace
probiotik vici lidskému zdravi souvisi s jejich Zivotaschopnosti, je mimotadné dalezité nejen
minimalizovat bunécnou smrt béhem procesu vyroby, ale také zajistit minimalni ztratu
zivotaschopnosti béhem skladovani (Ananta et al., 2005). Lé¢ebna Géinnost probiotickych
vyrobkil zavisi na poctu Zivotaschopnych a aktivnich bunék na gram nebo mililitr produktu
v okamziku spotieby (Tripathi et Giri, 2014). Jako minimalni terapeutickd davka v tomto
mnozstvi se uvadi 6 log KTJ v g nebo ml (Dimitrellou et al., 2016). V této diplomové praci
bylo zjisténo, ze pti ulozeni ve 4 °C piezivaly laktobacily 1 bifidobakterie v poctech nad 8 az
nad 9 log KTJ na g ¢i ml vyrobku az osm mésicti skladovani, tedy po celou dobu vyzkumu,
a tim padem tento limit spliovaly.

V soucasné dobé se pro produkci velkého mnozstvi bakterialnich probiotickych kultur
hojné vyuziva suseni rozpraSovanim. Hlavnimi vyhodami jsou mensi nakladnost a rychlost.
Hlavni nevyhodou je, ze tento proces vede k vystaveni mikroorganismi vysokym teplotam,
které mohou posSkodit celistvost bunky. Tento proces muze ovlivnit velké mnozstvi
bunéénych slozek, vcetné DNA, RNA, cytoplasmatické membrany a bunéfné stény
(Golowczyc et al., 2011). Vzhledem k tomu, Ze voda piispiva ke stabilité biologickych
molekul, jeji odstranéni muze zpusobit nevratné zmény strukturni a funkéni integrity
bakterialnich membran a proteind. Zachovani téchto zakladnich funkci a struktury je zasadni
pro pieziti bakterii (Ananta et al., 2005). Je znamo, ze béhem i po suSeni a také naslednym
skladovanim v suchém stavu mohou bunky trpét fadou stresti zahrnujici tepelny, osmoticky
a oxidacni stres, coz vede ke ztraté Zivotaschopnosti a aktivity bunék (Golowczyc et al.,
2011).

Je dilezité si uvédomit, ze pro kazdy kmen, ktery je predmétem zajmu, specificky
pusobi vlivy rustovych podminek a pravdépodobné i slozeni suSiciho média na pieziti
v suchém stavu (Carvalho et al., 2003). Velmi dulezity je vSak vybér kmene pro vyvoj
probiotického produktu, ktery odolava zpracovani a udrzuje probiotickou aktivitu (Golowczyc

et al., 2011). Prikladem muze byt vyrobek ¢. 4, ktery mezi vyrobky ulozenymi ve 4 °C,
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vykazujici nejlepsi vysledky, tvofil vyjimku a osmy mésic vykazoval hodnotu 7,41 log
KTJ/ml. Jako uvedené pouzité kmeny zde byly L. reuteri a L. rhamnosus, stejné¢ jako
u vyrobkt ¢. 1 az 3, nicméné se pravdépodobn¢ jednalo o méné stabilni kmeny a vzhledem
K tomu, ze u tohoto vyrobku jako jediného nebylo zaznamenano ptezivani bakterii ihned po
dvou mésicich skladovani za pokojové a zvysené teploty, 1ze usuzovat, ze byly pouzity kmeny
velmi nachylné k vyssi teploté ¢i se jednalo o jiny zplsob zpracovani bakterii a samotného
vyrobku.

Schopnost adherovat k intestinalnimu epitelu a antagonizovat patogenni bakterie je
jednim z parametrti pro vybér probiotickych bakterii. Studie Golowczyc et al. (2011) ukazala,
ze testované kmeny rodu Lactobacillus po suSeni rozpraSovanim tuto schopnost neztraceji.
Vyssi citlivost bifidobakterialnich druhti izolovanych z lidského gastrointestinalniho traktu ve
vztahu k t€ém z zivoc¢iSnych zdroji je jednim z hlavnich faktort, které omezuji pouziti kment
lidského ptivodu (Sanz, 2007).

Jedna z pouzivanych metod, ktera byla navrZzena k piekonani problémut s nizkou
zivotaschopnosti probiotik, je mikroenkapsulace, kterda mize poskytnout ochranu citlivym
bunkam béhem zpracovani a skladovani a zajistit cilovou davku v gastrointestinalnim traktu
(Dimitrellou et al., 2016). Pozorovana vysoka schopnost pieziti bakterii béhem procesu,
stabilita ptipravku az do ¢tvrtého mésice skladovani a nizka spotieba energie potvrzuji, ze tato
metoda je vhodnou alternativou pii vyrobé koncentrovanych bakterialnich piipravki
(Goderska et Czarnecki, 2008). | vtestech Dimitrellou et al. (2016) zustal pocet
mikroenkapsulovanych bunék L. casei na rozdil od volnych bunék nad hladinou 6 log KTJ/g.
Z vysledkl prezivani bakterii v této praci lze usuzovat, ze pouzité bakterie mohly byt touto
ochrannou technologii oSetteny.

Dalsi nemén¢ pouzivanou metodou k uchovani bakterii je lyofilizace, avSak 1 ta ma
negativni dopad na Zivotaschopnost bunck, a to ptedevSim tvorbou ledovych krystall, které
poskozuji membrany. PoSkozeni struktur je rozséhlejsi v pfipade, ze plochy bunck jsou vétsi
(Fonseca et al., 2000). Uvadi se, Ze rezistence k lyofilizaci je kmenové zavisla (Koch et al.,
2008). Zatimco rezistentni kmeny vykazovaly po mésici skladovani méné nez 10 % mrtvych
bungk, citlivy kmen vykazoval po zmrazeni vice nez 50 % mrtvych bunék spolu se 14 %
stresovych bunék (Rault et al., 2007). Stejné tak Kandil et El Soda (2015) ve své studii uvedli,
ze zmrazené kultury vykazovaly vy§§i miru preZiti, vy$$i rychlost intracelularni enzymatické

aktivity a niZsi rychlost autolyzy.
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Skladovaci teplota je jednim z nejdilezitéjSich parametri regulujicich cinnost
mikroorganismil v potravindiskych systémech. Vzhledem k vlivu teploty na vSechny funkce
buiiky je adaptace na kolisani teploty pravdépodobné nejobvyklejsi zkoumanou reakci
niz§ich teplotach a v atmosféte bez kysliku (Santivarangkna et al., 2007). Dale Tripathi et Giri
(2014) uvadi, ze volné a enkapsulované buiky uloZené pti teploté 4 °C mély srovnatelnou
stabilitu, zatimco mikroenkapsulace poskytla vys$si stupenn ochrany proti zvysené skladovaci
teploté. V této studii dale pro dlouhodobé uchovévani lyofilizovanych probiotik doporucu;ji
mnohem niz$i teplotu -18 °C, kterda maximalizuje zivotaschopnost rodu Bifidobacterium
auvadi, ze teplota skladovani 20 °C vedla k vyznamnému snizeni zivotaschopnych poctt
tohoto druhu v suSenych vyrobcich. U vSech vyrobkd vtéto praci obsahujicich
I bifidobakterie nedosSlo za pokojové teploty k poklesu jejich ptezivani pod hranici 6 log
KTJ/g ani po osmi mésicich. Nejlepsich vysledkt dosahoval vyrobek ¢. 6 s hodnotou 9,18 log
KTJ/g. Byly v ném pouzity kmeny B. bifidum a B. infantis stejné jako u ostatnich vyrobk,
nicméné se jednalo nejspiSe o odolnéjsi kmeny, lepsi zplisob zpracovani, ¢i mohl hrat roli
zpusob baleni — sacky. Celkove zle ale fici, Ze bakterie piezivaly za této teploty skladovani
prokazatelné hiife.

Na zakladé testovani kmene Lactobacillus acidophilus Riveros et al. (2009) zjistili, ze
nezavisle na podminkach pouzitych pti suseni udrzuje kmen svou zZivotaschopnost ulozeny pti
teploté 4 °C po dobu az 2 mésicu a ze pii ulozeni za pokojové teploty Zivotnost klesa. S tim se
shoduji 1 informace z dalSich studii, kde Ananta et al. (2005) a King et Su (1993) potvrzuji
ztratu zivotaschopnosti urychlenou za vyssi skladovaci teploty. V piipad¢é laktobacili
a skladovani za pokojové teploty byly vysledky pomérné rtizné. U vyrobku ¢. 2 (L. reuteri),
¢. 6 (L. acidophilus) a ¢. 7 (L. acidophilus, L. casei) byly poc¢ty bakterii nad minimalni u¢inny
limit 6 log KTJ/g ¢i ml i po osmim&si¢nim skladovani, avsak v rozmezi 6,19 — 8,57 log KTJ/g
¢t ml. Vyrobek €. 1 tento limit naposledy spliioval po péti mésicich, ¢. 3 po ¢tyfech a €. 5
dokonce jen po dvou.

Béhem skladovani ve 37 °C dochdzelo zpravidla k nejvétSimu a nejprudsimu poklesu
poctu jak laktobacill, tak bifidobakterii. U vyrobka €. 1, 5, 7 doSlo ke sniZeni poctu
laktobacilii na minimalni G¢innou hranici po pétim&si¢nim skladovani, u vyrobku €. 3 po
Ctyfmé&si¢nim, u c¢isla 6 dokonce dvoumésicnim a vyjimku tvofil vyrobek ¢. 2, kde byla
hodnota téméf stejnd jako za pokojové teploty, tedy 8,6 log KTJ/ml 1 osmy mésic. V pripadé
bifidobakterii byl tento pokles zjistén u 6. a 7. vyrobku po péti mésicich, zatimco u 5. vyrobku
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az po osmi. Limit byl sice splnén, k prokazatelné¢ vyraznému a rychlejSimu poklesu vsak za
této teploty dochazelo u vSech vyrobki. V nékterych piipadech bylo nicméné zjiSténo,
ze rozdil mezi pokojovou a zvySenou teplotou nebyl vyrazny.

Béhem skladovani se zda, Ze i oxidace membranovych lipidd, jak ukazuje pokles
poméru nenasycenych a nasycenych mastnych kyselin, je skodlivym faktorem pro smrt buné¢k
(Santivarangkna et al., 2007; Teixeira et al., 1996). Tato modifikace profilu mastnych kyselin
je vsak kmenové zavisla (Carvalho et al., 2003). Aby se snizila oxidace lipidl, je vhodné
piidani antioxidantu. Pfidani kyseliny askorbové a glutamatu sodného vSak chranilo bunky
L. delbrueckii subs. bulgaricus pouze pii skladovani pfi 4 °C. Piedpokladalo se, ze to bylo
zpusobeno dvojimi vlastnostmi kyseliny askorbové, a to jako antioxidantu, tak i jako
prooxidantu. Tato prooxidacni reakce ve smésich proteint a kyseliny askorbové se zdala byt
zavisla na teploté (Santivarangkna et al.,, 2007). Dilezita je také technologie baleni pro
skladovani probiotickych kultur — méla by byt schopna zabranit vniknuti kysliku, vlhkosti
a svétla (Santivarangkna et al., 2007).

Ptestoze je pocitani kolonii béZnou metodou kvantitativnich studii pfeZivani, ma tato
technika tfi hlavni nedostatky. Za prvé vyzaduje dlouhou inkuba¢ni dobu (24 — 72 hodin,
v zavislosti na druhu bakterii). Za druhé, Casto vede k podcenéni poctu Zivotaschopnych
bunék v dusledku shlukovani bunék. A za tieti, berou se v tivahu pouze bakterie, které se
replikuji za podminek stanovenych pro rast. V disledku toho nékteré buiky, které jsou
zivotaschopné, ale nekultivovatelné, se timto zplisobem nezapocitavaji, stejn¢ jako buriky,
které jsou mrtvé, subletaln¢ poskozené, zranéné, inhibované, spici nebo neaktivni, pfesto se
mohou vratit do fyziologicky aktivniho stavu, pokud budou nasledn¢ obnoveny vhodné
podminky (Rault et al., 2007). Z tohoto divodu je mozZné, ze skute¢né polty piitomnych
bakterii byly vyssi, nicméné se piepoklada, Ze tento rozdil neni razantni a rozhodujici pro tuto
praci byl tedy pocet skute¢né narostlych kolonii.

Celkov¢ je mozné fici, Ze probiotické bakterie, jak se ptedpokladalo, nejlépe prezivaly
za teploty 4 °C. Vysoké pocty byly zachovany i po dobu osmi mésict skladovani. Doporuceni
vyrobcll pro uchovani vyrobkll v lednici ¢i do 25 °C bylo tim padem potvrzeno. Uvadénou
dobu spotieby u kapkovych vyrobkil po otevieni, tedy dva az tfi mésice, by bylo teoreticky
mozné prodlouzit, bakterie v minimalnim terapeuticky G€inném mnoZstvi prezivaly vice jak
dvojnasobnou dobu. Z praktického hlediska vznika vSak problém s pfitomnym olejem jako

nosi¢em, ktery po delsi dobé skladovani Zlukne, coz bylo senzoricky znatelné. Bakterie ve
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vyrobcich v podobé prasku a ulozenych v blistrech ¢i saccich by nemély byt tak nachylné,

prokazano vsak bylo, Ze 1 v tomto piipad¢ je ulozeni v lednici vyhodnéjsi.
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7. 7.avér

Ze ziskanych vysledkii lze konstatovat, ze pro vSechny hodnocené vyrobky je
nejvhodnéj$i uchovavani v lednici pfi 4 °C. Laktobacily i bifidobakteric pii této
teploté prezivaly ve vysokych poctech a nejdelsi dobu, respektive po celou dobu
vyzkumu — osm meésicl. Za pokojové teploty prezivaly hiife a jako nejméné ptiznivé
prostiedi se zda byt teplota zvySena.

U tekutych vyrobkll v podobé kapek, kde vyrobci doporucuji upotiebeni vyrobku do
dvou az tfi mé&sicli od otevieni by bylo teoreticky mozné tuto dobu prodlouzit, jelikoz
bakterie dobie piezivaly az trojndsobnou dobu. Z praktického hlediska vSak vznika
problém s obsazenym olejem jako nosi¢em, ktery po delsi dobé skladovani oxiduje.
U sypkych vyrobkt tento nebo obdobny problém nevyvstava.

Zda se, ze dualezitou roli hraje 1 vybér konkrétnich kmenti, zplisob zpracovani bakterii
a celého vyrobku vcéetné technologie baleni.

Hypotéza: Probiotické bakterie ve vyrobcich skladovanych v lednici pti nizsi teploté
budou ptezivat delsi dobu, oproti tém, které budou skladovany pii pokojové teploté.

Hypotéza byla v této praci potvrzena.
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