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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se zabyva studiem probiotickych kultur a moznosti jejich
koenkapsulace se specifickymi substraty, tzn. prebiotiky. Enkapsulovanymi organismy byly
Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium breve. Jejich specifickymi substraty byly inulin,
psyllium, jablecna vlaknina a konopnd vlédknina. Prebotika byla k buitkam pfiddvana bud’
nehydrolyzovana, anebo upravena hydrolyzou.

U castic byla mikroskopicky sledovana dlouhodobé stabilita po dobu 6 tydna v prostiedi
2,5% kyseliny citronové. Jako nejlepsi substrat pro rist bunck byla shledana konopna
vlaknina, na niz byl zaznamenan celkové nejvy$$i narGist bundk v Gasticich. Castice
s ptidavkem konopné vlakniny se v modelovém prostiedi lidského organismu navic rozpadaly
az pod vlivem stfevnich §tdv, mohly by byt proto vyuzity v potravinovych dopliicich
s cilenym transportem do stieva.

Prace se také soustiedila na charakterizaci obsahovych slozek prebiotik. Nejvyssi obsah
celkovych sacharidii byl zaznamenan pro nehydrolyzovana prebiotika, zejména psyllium.
Nejvyssi obsah redukujicich sacharidti ve skupiné nehydrolyzovanych i hydrolyzovanych
prebiotik méla konopna vldknina. Metodou tenkovrstvé chromatografie bylo zjisténo, ze
hlavnimi slozkami hydrolyzovanych prebiotik jsou glukéza a fruktoza, dalsi obsahové slozky
tvoti disacharidy a oligosacharidy. Pro charakterizaci prebiotik pomoci HPLC se osvédcila
kolona Rezex diky své vétsi citlivosti. Zde bylo potvrzeno, ze hlavni ¢ast hydrolyzovanych

vvvvvv

KLICOVA SLOVA
Probiotika, Bifidobacterium breve, Lactobacillus acidophilus, enkapsulace, enkapsulator,
prebiotika, pritokova cytometrie, kapalinovéa chromatografie, opticky mikroskop.



ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on study of probiotic cultures and options of
coencapsulation with specific substrates called prebiotics. Lactobacillus acidophilus and
Bifidobacterium breve were used as encapsulated microorganisms. As the specific substrates
inulin, psyllium, apple fiber and hemp fiber were tested. Prebiotics was added to probiotics
both in untreated form and in hydrolyzed form.

The stability and viability of the cells have been studied by microscopy for the period of 6
weeks. Particles were stored in the enviroment of 2.5% citric acid. As the best substrate for
cell growth the hemp fiber was found. The hemp fiber exhibited the highest increase of cells
count. During observation of long-term stability in the model digestive conditions, particles
with hemp fiber were destroyed in instestinal juices. For that reason, particles with hemp fiber
could be used in food supplements with targeted transport.

The bachalor thesis is also focused on characterisation of prebiotics components. The
highest amount of total sugars in the group of non-hydrolyzed prebiotics exhibited psyllium.
The highest content of reducing sugars both in the groups of non-hydrolyzed and hydrolyzed
prebiotic had hemp fiber. By the method of thin-layer chromatography was found out that the
main components of hydrolyzed prebiotics are glucose and fructose. Further, some
disaccharides and oligosaccharides were obtained by TLC analysis. For characterisation of
prebiotics by HPLC the column Rezex exhibited better sensitivity. HPLC analysis confirmed
that the main components of prebiotics are glucose and fructose, some more complex
carbohydrates were found too.

KEYWORDS
Probiotics, Bifidobacterium breve, Lactobacillus acidophilus, encapsulation, encapsulator,
prebiotics, flow cytometry, liquid chromatography, optical microscopy.
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1. UVOD

V poslednich letech se mnoho vyznamnych studii zabyva vyuzitim probiotik, prebiotik a
hlavné jejich kombinaci (synbiotik) k 1écbé mnoha zdravotnich problémt pies alergie az
k problémim traviciho ustroji. Probiotické organismy jsou obsazeny v jogurtech, kefirech a
dalsich mlé¢nych vyrobcich a plisobi blahodarné na sttevni mikrofléru. Prebiotika a vldkniny
se vyuzivaji pii redukci vahy, pii problémech s obezitou, svou piitomnosti ve stievech snizuji
riziko rakoviny tlustého stfeva a méla by proto tvorit vyznamnou ¢ast energetického piijmu.
Probiotika s prebiotiky, tzv. synbiotika, jsou ¢asto uzivana ve form¢ doplika stravy. Vyhodou
synbiotik je velmi piiznivy vliv na organismus a zdravotni stav pacienta. Pokud jsou
probiotika vyzivovdna vhodnymi prebiotiky, posili se tak jejich vlastnosti a jsou ucinngjsi.
Naptiklad v posledni dobé se probiotika stala nedilnou soucasti 1écby antibiotiky, kdy
zabranuji nezaddoucim ucinkiim antibiotik, jako je zejména poruSeni stfevni mikrofléry nebo
rizné zanéty. Pfedpoklada se 1 jejich budouci vyuziti v 1é€bé€ alergickych onemocnéni. D4 se
fici, ze synbiotika maji v 1écbé mnoha zdravotnich problému velkou budoucnost.

Synbiotikum Ize vytvofit metodou zvanou koenkapsulace. Rozumi se tim zapouzdieni
probiotickych organismi s vhodnym prebiotikem. Velmi dilezité je zjistit, které prebiotikum
je nejvice vhodné pro dany mikroorganismus a v jaké koncentraci je tieba jej k probiotikim
pfidat. Hlavnim ukolem enkapsulace je poté ochrana aktivnich biomolekul pfed vnéjSimi
vlivy, dale aby zlstaly stabilni béhem skladovéani, nedochédzelo k reakcim s potravinovou
matrici, a aby byla Castice schopna projit travicim ustrojim az do stfeva. Jako nosny material
k enkapsulaci se ¢asto vyuZziva alginat, coz je polysacharid izolovany z hnédych fas.

Kromé& potravinarstvi by dalSi oblasti zdjmu mohla byt aplikace v kosmetice. Zde
by spravné vyzivena probiotika mohla slouzit jako jedna ze surovin pro vyrobu
farmaceutickych ptipravki, kde by plnily funkci slozky s antimikrobidlnim G¢inkem.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Probiotika

Pojem probiotika je odvozen od feckého ,pro‘ a ,bios‘, coz mize byt vylozeno jako ,pro
zivot‘. Jako probiotika jsou obecné oznaCovany zivé mikroorganismy, které, pokud jsou
podavany v pfiméfeném mnozstvi, ovliviiuji pozitivné zdravi hostitele. Velmi Casto se jedna o
monokultury ¢i smésné kultury Zzivych mikroorganismt. ZlepSuji vlastnosti stievni
mikroflory, a tim nasledné zlepSuji zdravotni stav clovéka nebo i zvitete [1,2].

Aby mohly byt bakteridlni kmeny zafazeny mezi probiotika, musi spliovat nékolik
zakladnich kritérii. Jednotlivé bakteridlni kmeny musi mit prokazatelné pozitivni vliv na
zdravi hostitele a musi byt zdravotné nezdvadné. Dale nesmi byt toxické ani patogenni.
Forma, ve které je probiotikum do traviciho ustroji aplikovdano, musi obsahovat takové
mnozstvi Zivotaschopnych bakterii, aby byly schopné ptezivat v travicim Gstroji a zaroven byt
metabolicky aktivni. Dilezité je také to, Ze bakterie musi byt Zivotaschopné bé&hem
skladovani [3].

Mezi probiotika fadime laktobacily, bifidobakterie, streptokoky, enterokoky a
sacharomycety. Nej€astéji pouzivanymi probiotiky jsou lactobacily, bifidobakterie,
kvasinkové mikroorganismy a grampozitivni koky. Vyznamnym zastupcem laktobacili je L.
acidophilus, L. casei, L. brevis nebo L. fermentum. Hojn& vyuzivané jsou také bifidobakterie a
zde je vyznamnym zéastupcem B. bifidum a B. adolescentis. Z kvasinkovitych
mikroorganizmli mizeme zminit Saccharomyces boulardii. U uvedenych kment bakterii
dochdzi navic k vzdjemnému posileni, tzn., Ze napiiklad po podani kmene bakterii
Lactobacillus se v travicim traktu zvysi pocet téchto bakterii a zvysi se také pocet bakterii ve
skupinég Streptococcus [3].

2.1.1 Struktura mikrobialni bunky

Bakterie jsou mikroskopické jednobunécné organismy. Jsou schopny pieZivat v extrémnich
podminkach, nékteré¢ druhy bakterii zvladaji extrémné vysoké 1 extrémné nizké teploty.
Bakterie dosahuji délky okolo né€kolika mikrometrt a jejich typickym tvarem jsou ty€inky
nebo koky.

Kazda mikrobidlni buiika je od vnéjSiho prostiedi odd€lena silnou strukturou, ktera se
nazyva bunécna sténa. Ta ddva mikrobidlni buiice tvar a chrani ji pfed mechanickymi vlivy a
osmotickym tlakem vnéjSiho prostiedi. Zékladni slozkou bunécné stény je peptidoglykan. Pod
bunéénou sténou je jemna elastickd membrdna, tzv. cytoplazmatickd membrana.
Cytoplazmatickd membrana tvoii osmotické rozhrani buniky a vnéjSiho prostiedi. Nad
bunécnou sténou muze byt pouzdro, tvoiené bilkovinou nebo polysacharidem. Pouzdro
bakterii ud€luje odolnost. U nékterych druha bakterii také vycnivaji nepohyblivé fimbrie a u
jinych pohyblivé biciky.

Vnitini obsah bunék tvofi cytoplazma a jaderny materidl. Cytoplazma se sklada
z bunécného roztoku, coz je vodny roztok enzymt, meziproduktli metabolismu a nékterych
anorganickych iontli. Zasobnimi latkami, pfitomnymi v cytoplazmé, jsou glykogen a kyselina
poly-B-hydroxymaselna. Jsou zdrojem uhliku a energie. Cytoplazma obsahuje také ribozomy,
kde probihd syntéza bilkovin. Jadernym materidlem tzv. nukleoidem, je deoxyribonukleova
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kyselina (DNA), kterd je stocena do kruhu a v bunice vytvari jedinou molekulu, ktera
predstavuje chromozom [4].

bunééna sténa

pouzdro
= et

ribozomy =g

.- -.- . .-....l -. —
molekula DNA ) ‘

invaginace (

membriny L1
glvkokalvx

bidik

Obrazek 1: Schéma bunky mikroorganismil [5]
2.1.2 Grampozitivni a gramnegativni bakterie

Jak jiz bylo feceno, vné&jsi ¢ast bakteridlni bunky je tvofena pevnou bunécnou sténou, jejiz
hlavni sloZzkou je peptidoglykan. Podle struktury bunécné stény se bakterie déli na
grampozitivni a gramnegativni. U grampozitivnich bakterii je buné¢na sténa tvofena silnou
peptidoglykanovou vrstvou, vyplnénou kyselinou teichoovou. Gramnegativni bakterie maji
sténu z tenké vrstvy peptidoglykanii bez kyseliny teichoové, ale obsahuji tzv. vnéjsi

membranu. Ta je slozena z fosfolipidd, strukturnich a enzymovych proteind, lipoproteinli a
sacharidi [4].

o O—D-Alanin He
7 H,C—O0 |
—o._ /[ 2 NP ’

\p‘\ HO—H P ? HO—H

/ /

HO 0—CH, HO HO O—P—0—CH,
HN OH
Acetyl

Obrazek 2: Struktura kyseliny teichoové [6]

Na principu grampozitivnich a gramnegativnich bakterii funguje velmi dulezita
mikrobiologickd metoda nazyvdna Gramovo barveni. Jako grampozitivni bakterie se pak
oznacuji takové bakterie, jejichz usmrcené builky po odbarveni Gramovym barvicim
roztokem a mofteni jodovym roztokem neztraceji toto barvivo plisobenim rozpoustédel (t;.
acetonu ¢i ethanolu). Jako gramnegativni oznaCujeme takové bakterie, u kterych je toto
barvivo z bunék uvedenymi rozpoustédly vyplavovano. Tyto rozdily jsou zplisobeny praveé
diky rtizné struktuie bunécné stény. Gramova barveni se vyuziva pii diagnostice bakterii nebo
urceni jednotlivych bakterialnich druhti [4].

2.1.3 Stievni mikroflora

Probiotika jsou velmi dulezitou soucasti stievni mikroflory, zlepSuji jeji vlastnosti i
celkovy stav. Stfevni mikrofléra je soucasti traviciho ustroji. Travici Gstroji je domovem vice
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nez 10" mikroskopickych bakterii. Tato bakterialni flora slouzi k mnoha dilezitym ucelim
v organismu. Jde napiiklad o syntézu nékterych vitamint B, syntézu aminokyselin nebo o
transformaci zluci, ktera hraje klicovou roli v metabolismu glukdzy a cholesterolu [7].

Lidské t€lo mad vyvinuty komplexni obranny imunitni systém, jehoz poslanim je bud’
rozpoznat a zniCit nepiiznivé vlivy na lidsky organismus nebo vyvinout mechanismy, které
umoznuji, aby se minimalizovaly nésledky Skodlivych vlivii. Konkrétné pted patogeny jako
jsou bakterie, paraziti nebo viry je lidsky organismus chranén pomoci bariér tvotrenych kuzi,
sliznicemi a stfevnim obrannym systémem. Stfevni obranny systém obsahuje pfiblizné¢ 80%
bun¢k imunitniho systému. Obranny systém ve stfevech je zavisly na tfech slozkach, a to
pravé na sttevni mikroflote, stfevni sliznici a dale na stfevnim epitelu [5,7,8].

Jako stfevni mikroflora jsou oznatovany bakterie obyvajici tlusté stievo. Ziji zde jednak
bakterie hnilobné, které¢ produkuji amoniak, sulfan nebo fenoly a jednak bakterie kvasné,
které produkuji methan a oxid uhli¢ity. Cinnosti stievnich bakterii vznikaji také vitaminy B,
a K. Stfevo je samo o sobé povazovano za tzv. aktivni orgdn, a to v dasledku bohaté
bakteridlni flory a diky jeho metabolické aktivité [5,7,8].

2.1.4 Mechanismus ucinku probiotik

Jednotlivé mikroorganismy gastrointestinalniho traktu pfedstavuji nejkomplexnéjsi
ekosystém v lidském téle a tvofi tésné integrovany celek s hostitelem. Tato bakteridlni
komunita hraje klicovou roli v lidské vyzivé a zdravi tim, Ze podporuje ptisun Zivin, prevenci
patogenni kolonizace a udrzuje normdlni slizni¢ni imunitu. Za urcitych patologickych
okolnosti, jako je naptiklad onemocnéni akutnim prijmem ¢i za antibiotické 1écby mize dojit
ke zhorSeni stavu stievni mikroflory. Snizeni G€inkl stievni mikrofléry mé obecné negativni
vliv na hostitelské prostiedi a miZe byt spojeno s vyssi citlivosti na enteropatogenni bakterie.
Pravé v takovych ptipadech je vyhodné uzivat probiotika [9].

Pozitivni ucinek probiotickych mikroorganizmti v mikrobialnim ekosystému cloveka je
vysvétlovan tak, Ze probiotika iniciuji aktivaci uritych gend v bunkach, a tak pfiznivé
ovlivituji  Siroké spektrum riznych stfevnich funkci. Naptiklad probiotika kment
Bifidobacterium a Lactobacillus jsou velmi dilezité pro prevenci invaze enteropatogend.
Produkuji  kyselinu mléénou a ta nasledné vede k odstranéni Skodlivych
patogent. Bifidobacterium a Lactobacillus jsou u¢inné i pti modulaci prozanétlivé odpoveédi
v intestindlnich epitelidlnich bunkach, které byly napadeny enteropatogeny, jako je naptiklad
Salmonella typhimurium. Probiotikum Saccharomyces boulardii zvysuje reakce intestindlniho
v lidském stievé, ale da se ziskat s povrchu tropickych stromt jithovychodni Asie [7,9].

Probiotika zarovenl produkuji substance, kterymi mohou inhibi¢né¢ plsobit na
grampozitivni a gramnegativni bakterie. Mezi tyto latky patii organické kyseliny, peroxid
vodiku a bakteriociny. Snizuji nejen pocet zivych bunék, ale ovliviiuji metabolizmus bakterii
a produkci toxint [3,9]. Mechanizmy moZzného ptisobeni probiotik jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tabulka 1: Mechanismy ptisobeni probiotik [3]

Stabilizace stievni flary kompetici s patogennimi mikroorganizmy o vazebna mista nareceptorech
a o Fiviny

Produkce mastnych kyselin s kratkymi fetézci (zvl. kyselina maselna)

Pokles pH stfevniho obsakhu

Zvyieni rozpustnosti mineralnich latek

Omezeni zpétné resorpee Hudtovych kyselin

Stabilizace strevni slizniéni bariéry, Gprava stfevni permeability

Produkce antimikrobidlnich substanci

Maodifikace toxind a toxinowvych receptori

Stimulaceimunitnicdpovédinapatogenyl ovyienaprodukcesekrecniholgd oG lgh, protizanetivepd-
sobicicheytokindlL-10, TGF-fsnizenaprodukceprozanétlivychoytokind TNF=o, Interferonu=-ystejnéja=-
ko medidtord zanétu napf. matrixmetalloproteinas).

2.1.5 Utinky probiotik

2.1.5.1 Antibiotickd lécba

V dnesni dobé& prakticti 1€kati Casto predepisuji antibiotika. Ty vSak mohou kromé jinych
vedlej$ich ucinkt ménit prostiedi gastrointestindlni flory tim, ze kromé niceni Skodlivych
mikroorganismli ni¢i 1 mikroorganismy clovéku prospésné. To casto vede ke sniZené
odolnosti vii¢i patogeniim, jako je napiiklad Clostridium difficile. SniZena odolnost miZe poté
zpusobit prijmova onemocnéni. Probiotika mohou pomoci vyvazit sttevni mikrofloru a
zmirnit pfiznaky prijmu u pacientli lécenych antibiotiky. Také mohou zabranit vzniku
vaginalnich zanétl u Zen. Je to z toho divodu, ze probiotika na rozdil od antibiotik trvale
podporuji veskeré télesné mechanismy a prospesné bakterie, posiluji celkovy zdravotni stav
¢lovéka a nemaji pro jinak zdravé jedince negativni vedlejsi uc¢inky [10,11].

2.1.5.2 Onemocnéni zaZivaciho traktu

Probiotika byla uspéSné zkousSena v lécbé Crohnovy choroby tlustého stfeva. Pocet
opakovani hlavnich pfiznakd nemoci se mize u nckterych pacienti zmensit na polovinu,
pokud je probiotikum podavano béhem remisni faze = faze klidu [3].

Dals$i nemoci, kdy mohou probiotické¢ bakterie postizenému pomoci je tzv. syndrom
drazdivého tracniku, ktery je definovan jako funkéni stfevni porucha charakterizovana bolesti
bficha a potiZzemi s vyprazdiovanim [12].

Velmi nebezpecnou nemoci traviciho traktu je i tzv. rotavirus, vyskytujici se zejména u
batolat a malych déti. Je jednou z nejcastéjsich pfic¢in akutniho prijmu u déti v primyslovych
zemich a ve vyspélych zemich svéta. Rotavirus napadé a replikuje se v epitelidlnich buiikdch
tenkého stfeva. To méd za nasledek ¢astené naruSeni stfevni sliznice. U silnych priymt
existuje velké riziko dehydratace ditéte. Neékterda probiotika, zejména laktobacily a
bifidobakterie mohou zkratit rotavirovy prijem piiblizné o 1 den [12].

Dalsi piisobeni probiotik muze byt ve stievni mikroflofe starSich lidi. Lidska stfevni
mikrofléra vykazuje zmény s vékem, a to jak v jeho druhové rozmanitosti, tak v poctu
bakterii. U starSich lidi jsou vyrazné redukovany bifidobakterie, zatimco enterobakterie
a Escherichia coli jsou ve vétSim poctu ve srovnani s mladymi dospélymi. Tyto zmény
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mohou vést k vyssi hnilob€ v tlustém stieve a pfipadné i vyssi nachylnost k onemocnéni, jako
je gastroenteritida a infekce Clostridium difficile [13].

2.1.6 Rizika uzivani probiotik

Uzivani probiotik ma i nékolik rizikovych faktort. Jednim z nich mlze byt interakce
probiotik s léky na piedpis. Dalsi riziko nastavd pro pacienty trpici nesnaSenlivosti laktozy
nebo trpici mléénymi alergiemi, ktefi n¢ktera probiotika viibec nemohou uzivat. Dale mtize
nastat riziko i1 pro pacienty se snizenou imunitou (napiiklad diky chemoterapii), u kterych by
se mohla vyvinout vaznéj$i infekce. Nasazeni probiotik v téchto pifipadech musi byt
konzultovano s Iékatem.

Podle vétSiny studii nemaji probiotika vétsi vedlejsi ucinky nez placebo. Teoreticky vSak
mohou zptisobit nékolik nezddoucich vedlejSich u€inkl. Patfi mezi né riziko vzniku
systémovych infekci, skodlivé metabolické vlivy bakteridlnich bun¢k, poSkozeni imunitniho
systému a je zde také riziko prenosu genetického materidlu mezi probiotiky a rezidentni
sttevni mikroflorou a s tim spojeny vyskyt rezistence k antibiotikiim. Patogenita jednotlivych
mikroorganismu je uvedena v tabulce 2. Probiotické organismy jsou vSeobecné povazovany
za nepatogenni a ziidka jsou spojovany s piipady oportunnich infekci. Ty se mohou
vyskytnout pfedev§im u déti, jejichz stievni bariéra jest€¢ neni plné vyvinuta, u jedinci se
stievni bariérou poskozenou onemocnénim, radioterapii nebo antibiotickou 1écbou a u jedinct
se snizenou imunitou [14].

Tabulka 2: Patogenita vybranych probiotik [14]

Rod Patogenita

Bifidobacterium |V €tSinou nepatogenni, nékolik samostatnych pfipadi humannich infekci

Né&které kmeny jsou oportunné patogenni, hemolytické a rezistentni
k ATB

VétSinou nepatogenni, nékolik ptfipadii oportunnich infekei (vétSinou u

Enterococcus

Lactobacillus |. . , . o
imunosuprimovanych pacienti)

Lactococcus |V EtSinou nepatogenni

Leuconostoc |V EtSinou nepatogenni, nékolik izolovanych ptipadil infekce

Oralni streptokoky (v¢etné S. thermophilus) vétSinou nepatogenni;
Streptococcus | ., ., , N ,
néktefi mohou byt oportunné patogenni

Saccharomyces |V EtSinou nepatogenni, nékolik samostatnych piipadi huménnich infekci

2.1.7 Vyuzivané bakterialni kmeny

2.1.7.1 Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus acidophilus je mikroorganismus patiici do rodu Lactobacillus, jehoz druhy
se vyskytuji v mléce, v Gstech a v travicim traktu savct. Patfi mezi homofermentativni mlécné
bakterie, které pii zkvasovani sacharid produkuji prakticky jen kyselinu mlécnou, fermentuji
glukozu a laktozu na laktat a odtud pochazi jméno tohoto rodu. Laktobacily jsou robustni
nesporulujici grampozitivni tyCinky. Jsou mikroaerofilni, anebo fakultativné anaerobni.
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Lactobacillus acidophilus je tyCinkova bakterie. Vyskytuje se jednotliveé, ve dvojicich nebo
tvori kratké fetizky. Optimalni teplota pro rist je 39°C. Tento kmen ma diky svym vhodnym
vlastnostem vyuziti v mlékarenstvi pii vyrobé acidofilniho mléka, podmasli a smetany, dale
pak ve zdravotnictvi [4,15].

2.1.7.2 Bifidobacterium breve
Bifidobacterium breve je bakterie patiici do rodu Bifidobakterie. Ty jsou grampozitivni,
anaerobni bakterie ve tvaru tyCinek, které byvaji Casto na jednom konci rozstépeny. Vyskytuji
se jak jednotlive, tak i v fetizcich nebo hvézdicovitém uspotadani. Patii k bézné flote dutiny
ustni a zazivaciho traktu. Bifidobacterium breve jsou anaerobni bakterie, jejich tvarem jsou
ty¢inky. Ukolem Bifidobacterium breve v zaZivacim traktu je nigit nezadouci mikrofloru ve
streve [4,15].

2.2 Prebiotika

Jako prebiotika jsou oznaCovany oligosacharidy nebo polysacharidy, které jsou
nestravitelné trdvicimi enzymy v lidském organismu a selektivné zvySuji aktivitu nékterych
skupin prospésnych bakterii. Prebiotika jsou ve stievé fermentovany prospéSnymi bakteriemi
za produkce mastné kyseliny s kratkym fetézcem. Svou ptitomnosti v tlustém stievé snizuji
riziko vzniku rakoviny (zejména rakoviny tlustého stfeva a konecniku) a zvySuji schopnost
vstiebavani véapniku a hoiciku. Zdrojem prebiotik jsou zelenina (cibule, cesnek, porek,
rajcata), obiloviny (zeleny je€men), rostliny (Cekanka, jitrocel indicky), anebo ovoce
(bandny). Vyznamnym a Siroce pouzivanym prebiotikem je tedy vldknina a jeji vyrobky
(pektiny, xylany a celulozy) [16,17].

Nestravitelné sacharidy miZeme povazovat za prebiotika za predpokladu, Ze jsou odolné
vuci Zaludecni kyselin€ a enzymlim v organismu, prokazuji citlivost na fermentaci stfevnimi
bakteriemi a maji schopnost zvySeni zivotaschopnosti 1 aktivity prospé$nych mikroorganism.
U lidi by prebiotika méla predstavovat asi 10% celkového energetického pfijmu a asi 20%
objemu celkového piijmu potravy [16,17].

Mezi nejznaméjsi prebiotika tfadime naptiklad galaktooligosacharidy (GOS), inulin a
derivaty inulinu, coZ jsou fruktooligosacharidy (FOS). GOS jsou odvozeny z laktozy, ktera se
pfirozené vyskytuje v savéim mléce, a skladaji se z fetézclh monomerd galaktdzy. Inulin je
znam jako rozpustnd vlaknina. Je to smés polysacharidi slozend z fetézce fruktozovych
jednotek. Inulin je rezervni polysacharid hliznatych a oddenkovych rostlin a vyskytuje se
prevazné u kotenti ¢ekanky, topinambury a hliz dahlie [16,18].

2.2.1 Mechanismus u¢inku prebiotik

Prebiotika jsou schopny regulovat a kontrolovat riizné télesné funkce, ptispivaji k dobrému
zdravotnimu stavu a snizuji riziko nékterych onemocnéni. Enzymatickd konverze prebiotik
poskytuje Siroké spektrum latek, jako napiiklad mastnych kyselin s kratkym fetézcem
(zejména kyseliny maselné), nékteré aminokyseliny (napiiklad arginin nebo cystein),
polyaminy, ristové faktory, vitaminy, a antioxidanty. Tyto latky zahrnuji vyznamnou c¢ést
nutricnich potieb sliznice tlustého stfeva a tucastni se mnoha metabolickych procesu.
Fruktooligosacharidy, inulin 1 dal$i prebiotika zarovei stimuluji rst a aktivitu bifidobakterii a
laktobacila [17].
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2.2.2 Utinky prebiotik

2.2.2.1 Alergicka onemocnéni
Alergické reakce jako je astma, ekzém, koptivka, ryma ¢i sennéd ryma jsou velmi Casté u
dnesnich déti i dospelych. U nekterych déti se mohou vyvinout jiz na pocatcich kojenecké
vyzivy. Je prokdzéno, ze prebiotika piidana navic do kojenecké vyzivy mohou pomoci
zabranit vyvinuti ekzému u déti. Prebiotika jsou pfitomna v matefském mléce i samy o sobé.
Jsou to hlavné nestravitelné oligosacharidy, jako jsou napiiklad fruktooligosacharidy a
galaktooligosacharidy, které jsou pfitomny v matetském mléce v poméru 1:9 [10].

2.2.2.2  Produkce mastnych kyselin
Fermentace prebiotik vede k produkci mastnych kyselin s kratkym fetézcem, které maji
pfiznivé uCinky na sliznici tlustého stfeva. Pfimo ¢i nepfimo ovliviiuji stfevni zénéty,
karcinogenezi, mineralni dostupnost a kolonizaci patogeny, dale také enzymovou aktivitu a
vyrobu dusikatych metaboliti. Maselna kyselina je vyuzivana epitelidlnimi buitkami tlustého

ucinky. Inulin pfispiva ke snizeni rizika vzniku rakoviny tlustého stieva [12].

2.2.2.3 Vliv na metabolismus lipidii
U prebiotik byl také prokézan vliv na lipidovy metabolismus jater. Podle n¢kterych studii
inulin a fruktooligosacharidy snizuji hladinu triacylglyceroli a snizuji i koncentrace
celkového cholesterolu [30].

2.2.2.4 Vstiebdavani minerdli
Bylo také prokazano, ze prebiotikum inulin vyrazné zvySuje vstfebavani vapniku a zvysuje
mineralizaci kosti v prubéhu pubertalniho ristu [12].

2.2.3 Pouzivana prebiotika

2.2.3.1 Inulin
Inulin je polysacharid (fruktooligosacharid), ktery u rostlin z ¢eledi hvézdicovitych
nahrazuje skrob jako zasobni latku. Jde o jemny bily prasek, ktery se ve stievé chova jako
rozpustna vlaknina — nestépi se amylazou. Stépi jej viak bakterialni enzymy a on pak slouZi
jako zdroj energie pro symbiotické stfevni bakterie [19].

2.2.3.2  Psyllium
Psyllium (jitrocel indicky — Plantago ovata) je rostlina s kvéty a kratkymi listy porostla
jemnym chmyiim. Vyskytuje se hlavné v Indii, ale také v Irdku, Pékistanu a Australii.
K 1éceni se vyuziva hlavné osemeni, respektive vycCiSténé obaly semen, kterd jsou nejbohatsi
na rozpustnou vldkninu. Psyllium napomahd sniZovat hladinu cholesterolu a cukru v krvi,
pfispiva ke snizeni rizika rakoviny tlustého stieva a kone¢niku [2].

2.2.3.3 Konopnda vliknina
Konopna vldknina je vyrdbéna z konopnych seminek specidlnim secim postupem. Tato
nerozpustna vldknina podporuje stfevni peristaltiku a napomahé tak vyprazdiiovani. Kromé
toho dokaze velmi dobfte zasytit [20].
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2.2.3.4 Jablecna vildknina
Jable¢na vlaknina se ziskava ze suSenych jablek, ktera se po ususeni namelou. Je znama
pod nazvem pektin. Patii mezi mekké neboli rozpustné vlakniny. Napomaha zlepsit stav stiev,
zejména pii zacpé a pii prijmech. Pozitivné ovliviiuje hladinu krevniho cukru a cholesterolu
[21].

2.3 Synbiotika

Kombinace prebiotika s probiotikem se nazyvé synbiotikum. V synbiotiku je probiotikum
kombinovéano s prebiotikem, které je pro n¢j specifické. Tato kombinace potom piispiva k
prodlouzeni pfeziti probiotika, pro které je prebiotikum specifickym substratem vhodnym
k fermentaci. Cilem synbiotik je také zlepSit kolonizacni potencial probiotickych kmeni v
ramci stfevni mikroflory tim, Ze poskytuji selektivni substrat pro rist. Kromé toho, synbiotika
mohou stimulovat rust ptivodnich bifidobakterii a laktobacili v hostitelské stfevni mikroflote.
Mezi probiotikem a synbiotikem plati synergicky vztah, kdy prebiotika slouzi probiotikiim
jako zdroj energie a uhliku [3,13,22].

K vytvofeni synbiotika lze vyuzit i metodu zvanou koenkapsulace.

2.3.1 Koenkapsulace

Probiotické vyrobky jsou velmi dilezité diky pfiznivému puasobeni na zdravi. Velkym
problémem je vSak nizkd uroven pieziti téchto mikroorganismii v potravinach a také v
gastrointestindlnim traktu. Vytvofeni probiotik s fyzickou bariérou a spravnou vyzivou
prebiotiky je G€inny piistup k ochrané mikroorganismi a pravé timto smérem se vydava
vetSina potravinairskych 1 farmaceutickych firem. Jednou z nejucinngjSich metod je metoda
mikroenkapsulace [23].

2.3.1.1 Mikroenkapsulace

Mikroenkapsulace neboli zapoudieni mize byt definovdna jako proces, ve kterém jsou
buiky zapouzdieny pomoci membrany, a to pro snizeni poskozeni bun¢k nebo kviili
zabranéni ztraty bunck. Je to proces, ktery zachovava aktivni ¢inidla v nosném materialu a je
uzitecnym nastrojem pro zlepSeni dodani bioaktivnich molekul a Zivych bunék do mista
urceni. Materidly pouzité pro ochranny plast’ musi byt potravinaiské, biologicky rozlozZitelné a
schopné tvofit bariéru mezi vnitini f4zi a jeho okolim. Nejcastéji jsou pro zapouzdieni
pouzivany riizné polysacharidy. Nicmén¢ v nékterych ptipadech jsou vhodné pro zapouzdieni
1 naptiklad lipidy. Zapouzdieni musi byt ucinné takovym zplsobem, aby po prichodu
travicim traktem doSlo k uspé$nému uvolnéni mikroorganismii ve stievé. Mezi vyhody
mikroenkapsulace bun¢k patifi hlavné ochrana pted bakteriofagy a Skodlivymi faktory pii
cest¢ synbiotik travicim traktem a dale také ochrana pii zmrazeni a skladovani. [23,24]

2.3.2 Metody enkapsulace (mikroenkapsulace)
Nejvyznamnéj$i metodou je metoda sprejového suseni a chlazeni:

2.3.2.1 Sprejové suSeni
Mikroenkapsulace sprejovym suseni je vyuzivana od roku 1950, kdy byla poprvé vyuzita
k zapouzdreni ochucujici slouceniny v potravinaistvi. V soucasné dob¢ je tato metoda Siroce
pouzivana pro zapouzdiovani bioaktivnich sloucenin. Sprejové suSeni je rychld metoda
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zapouzdieni, je zaroven také reprodukovatelna a flexibilni. Miize byt proto vyuzita pro celou
fadu zapouzdiovacich materialti a bioaktivnich latek. Hlavnim omezenim této metody je, Ze
enkapsulované materialy musi byt rozpustné ve vode a také je vyzadovéana vysoka teplota.
K zapouzdieni miize byt vyuZzita celd fada materiald, jako napiiklad arabskd guma, Skrob,
maltodextriny, alginat, karagenan, guarova guma nebo CMC.

V prvni fazi je enkapsulovana slozka zaclenéna do roztoku nosice. Smés je pod tlakem
nasledné zavedena do atomizujicitho zafizeni. Zde je pomoci vysokotlakych trysek smés
pomoci rozprasovace sprejovana do prostoru susarny. Béhem suseni dochazi k tvorb¢ filmu
na povrchu kapky, voda se vypaiuje, koncentrace latky v kapce stoupd, az nakonec dojde ke
vzniku suché ¢astice. Na zavér dochazi ke shromazd’ovani ¢astic na dné [25].

2.3.2.2 Sprejové chlazeni
Tato metoda je velice podobna sprejovému suSeni, ale provadi se pfi nizSich teplotach.
Sprejové chlazeni je metoda zalozena na piidani bioaktivni slozky k nosi¢i. Aktivni latka
muze byt rozpuSténa v lipidech, mlze byt pfitomnd jako suchd castice nebo ve vodné
emulzi. Smés bioaktivni latky a obalového materidlu je pak vstfikovana do chlazeného
prostoru v chladici komote, coz zplisobi ztuhnuti stény nosic¢e a vznik mikrocastic [22].

2.3.2.3 Vytlacovani

Metoda vytlatovani je technika, kdy je tavenina (nejcastéji slozena ze sachardzy, Ci
maltodextrinu) protlacovana pies jeden nebo vice otvor a poté dochazi k jejimu zchlazeni
chladnym prostfedim, pfipadné dehydrataci rozpoustédlem. U této metody lze vSak jako nosi¢
vyuZzit 1 polymerni roztok, ktery je nasledné vytlacen tryskou ve formé kapky do roztoku
zesitovaciho ¢inidla. NejCastéji se jedna o 0,6-3% alginadt sodny, ktery je nadsledné zesitén
pomoci 0,05 az 1,5 M roztok chloridu vapenatého. Kapajici nastroj mize byt jednoduse
pipeta, injekcni stiikacka, vibraéni tryska, vodni fréza nebo rozpraSovaci kotou€. Ve srovnani
s jinymi technikami bylo zjiSténo, Ze vytlaCovani je nejlepsi technologie pro rozsahlé
primyslové aplikace a Ze je U¢inné zejména pro vyrobu velmi malych ¢astic [26].

2.3.2.4 FEmulgace

Dalsi ¢asto pouzivanou metodou je emulgace. Této metody se vyuziva vétSinou v piipadé
ve vodé rozpustnych potravinatskych ¢inidel. Emulze se sklada ze dvou nemisitelnych fazi,
kdy jedna latka je dispergovand ve druhé ve formé malych kapicek. Dva nejCastéjsi typy
emulzi jsou voda v oleji a olej ve vod€. Emulze vznikaji nejcastéji mechanickym zpisobem,
kdy se vyuziva riznych homogenizéria. Emulze olej ve vodé se miiZze susit pomoci riznych
metod suSeni, jako je napiiklad sprejové susSeni nebo lyofilizace a tim lze ziskat Castice
v suchém stavu [26].

2.3.2.5 Fluidni vrstva
Fluidni vrstva je technika zapouzdieni, kdy je nanaSen povlak na praskové castice
v davkovacim zafizeni. Za specifické teploty pak dochazi k atomizaci potahového materialu.
Potahovy material mize byt vodny roztok celuldzy nebo derivatt Skrobi ¢i proteinti [26].

2.3.2.6 Koacervace
Metoda koacervace je Siroce vyuzivana pro mikroenkapsulaci mnoha hydrofobnich 1é¢iv a
hojné¢ se vyuzivad v kosmetickém a farmaceutickém pramyslu. Komplexni koacervace je
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spontanni oddéleni fazi kapalina/kapalina, k niz dochazi v disledku elektrostatické interakce

vzniklé pii smiseni dvou opacné nabitych koloidi. Vytvoii se dvé faze, a to tzv. horni faze,
kterd obsahuje jen malo polymert a je bohatd na rozpoustédlo a na tzv. spodni fazi, ktera se

sklada z polymert.. Behem koacervace se vytvaii drobné kapky, které se usazuji nebo spojuji.

Pokud jsou v roztoku pfitomna jadra rozpoustédla, kapky polymert se kolem nich hromadi a
po pridani vhodného sitovaciho Cinidla vytvari sténu Castice. Michanim roztoku se navic

muze piedejit shlukovani a sedimentaci kapek [26,27].

Ptehled vyznamnych metod a jejich kratké postupy jsou uvedeny v tabulce 3.

Mikroenkapsulacni

techniky

Sprejové suseni

Sprejové tuhnuti

Fluidni vrstva

Vytlaovani

Koacervace

Tabulka 3: Vyznamné metody mikroenkapsulace [28]

Druhy materiali pro

pokryti

Ve vodé rozpustné

polymery

Vosky, mastné Kyseliny, ve
vodé rozpustné a ve vodé
nerozpustné polymery,

monomery

Ve vodé nerozpustné a ve

vodé rozpustné polymery,

lipidy, vosky

Ve vodé rozpustné a ve
vodé nerozpustné

polymery

Ve vodé rozpustné

polymery

Hlavni kroky v procesu

1. PFiprava roztokii, véetné mikroorganismii

2. Rozprasovani produktu zavadéného do spreje

3. SuSeni spreje

4. Separace suSené latky ve formé produktu

1. PFiprava roztokii, obsahujicich jadro (napi probiotika)

2. Tuhnuti povrchu tuhnutim rozpusténych materiali

tvoricich obal

3. Odstranéni nerozpustnych materiali sorpci, pouZiva se

extrakce nebo odpaiovaci techniky
1. Pfiprava povlakovych roztoki
2. Fluidizace ¢astic tvoricich jadro

3. Pokryvani ¢astic povlakovymi roztoky

1. Pfiprava roztoki povlakovych materiali
2. Disperze materiali tvorici jadro

3. Chlazeni nebo pokryti smési pomoci dehydrata¢ni kapaliny

1. Materialy tvofici jadro se disperguji v roztoku potahovaciho

polymeru

2. Nanaseni povlaku, je toho dosaZeno kontrolovanym,

fyzikalni miseni a pokrytim

3. ZtuZeni povlaku teplem nebo desolvataci za vzniku

funkénich mikrokapsli

4. Vytlacovani smési pokryvnych materiali v opa¢né nabitych

roztocich

5. Lyofilizace mikrokapsli nebo jejich suSeni v peci
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2.3.3 Nejcastéji pouzivané materialy vnéjsi vrstvy

Zapouzdieni probiotik v biologicky rozlozitelné polymerni matrici ma fadu vyhod.
Matricové perlicky nebo mikrokapsle mohou podléhat dalsSim povrchovym upravam. Tato
vnéjsi vrstva mize byt pouzita ke zméné estetické a senzorické vlastnosti vyrobku, a miize
byt rovnéz funkcni a poskytovat vyssi urovenn ochrany k buiikam. Kromé toho mize mit
potahova vrstva vlastnosti, které umoziuji zpozdéné uvolnovani bun¢k nebo uvolnéni v
reakci na zménu pH [28].

Pro zapouzdieni probiotickych mikroorganismti jsou vyuzivany razné polymerni
materidly. Slouzi hlavné k ochrané proti nizkym pH a vysoké koncentraci zluci a pro zvySeni
fyzikalni stability. Mikrokapsle nebo koralkové systémy, které vyuzivaji rizné biopolymery,
jsou velmi jednoduché na piipravu v laboratornim méftitku, a ptipadné zapouzdiené piisady
mohou byt hydrofilni, hydrofobni, tekuté, nebo viskozni, atd. Bohuzel, naklady jsou velmi
vysoké a tyto metody maji i dals$i nevyhody. VétSina z konvenéné vyrabénych mikrokapsli
(napf. alginatové kulicky/mikrokapsle), maji tendenci byt velmi porézni, coz umoziuje
rychlou a snadnou difuzi vody a jinych tekutin dovnitf a ven z matrice. Mikrokapsle a
mikrokuli¢ky jsou navrzeny tak, aby postupné uvoliiovaly aktivni slozky. Mikrokapsle mohou
byt otevieny mnoha riznymi zpiisoby napiiklad teplem, solvataci, difizi a tlakem. Povlak
muze byt také navrzen tak, aby se oteviel ve specifickych oblastech téla [28].

Nejrozsifen€jSim materidlem pro vnéjs$i obal vhodny pro enkapsulaci je alginat sodny, u
néjZ bylo zjisté€no, ze zvySuje preziti probiotik o 80-95%. Vyhodou alginatu sodného je i to,
Ze je to biokompatibilni, levny a netoxicky material. Buiiky potaZené alginatem jsou chranény
pred kyselosti Zalude¢ni §tavy a zaroven poté alginat umozni jejich uvolnéni v prostiedi
stfeva [29].

2.3.3.1 Alginat

Alginat je nerozvétveny polymer, ktery se skldda z kyseliny manuronové a jejiho epimeru
kyseliny guluronové. Alginat je izolovan z riznych pfirodnich zdroji. Jsou to produkty
riznych bakterii a hnédych fas [30].

Obrazek 3: Vzorec alginatu [31]

2.4 Metody pouzivané ke stanoveni viability probiotickych bakterii

2.4.1 Priitokova cytometrie

Pritokova cytometrie je metoda, kterd vyuzivd principy mikroskopie a citlivé detekce
svételného signalu. Umoziluje méieni a analyzu fyzikalné-chemickych vlastnosti buiiky nebo
jinych biologickych ¢astic behem jejich prichodu laserovym paprskem. Buiiky jsou undseny
proudem nosné kapaliny do mémé cely, kde jsou analyzovany laserovym paprskem - ve
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chvili, kdy buika tento paprsek kiizi, dochazi k lomu a rozptylu svétla. Podle sméru a thlu
lomu byva oznacovan jako ,,forward scatter* (piimy rozptyl) a ,,side scatter* (bo¢ni rozptyl).

V analyzovanych bunikach se vhodnou metodou znazorni detekovana latka tak, aby ji mohl
rozpoznat detekéni systém pfristroje. Vyuzivd se barveni methylenovou modii a nebo
fluorochromy. N¢které buinky jsou sice schopny vnitini fluorescence diky piitomnosti
vnitinich fluorofort (naptiklad cytochromy, peroxidaza, hemoglobin), ale ve vétSin€ ptipadi
se uziva velmi specifickych fluorochromii. U fluorochromt je vhodné, aby se jejich absorpéni
maximum co nejvice blizilo vlnovym délkam bézné pouzivanych laserti. Mezi velmi Casto
vyuzivana fluorescen¢ni barviva fadime naptiklad propidiumjodid. Ten vykazuje fluorescenci
po vmezeteni do DNA mrtvych buné¢k. [32,33].

Obrazek 4: Prutokovy cytometr Apogee

2.5 Metody pouzivané k charakterizaci prebiotik

2.5.1 Kapalinova chromatografie

Obecné je chromatografie separa¢ni metoda, pii které se vzorek vnasi mezi dvé vzajemné
nemisitelné faze. Stacionarni faze je nepohybliva, mobilni faze je pohybliva. Vzorek je
umistén vzdy na zacatek stacionarni faze. Pohybem mobilni faze pies stacionarni faze je
vzorek touto soustavou undsen. Slozky vzorku mohou byt stacionarni fazi zachycovany, a
proto se pii pohybu zdrzuji. Vice se zdrzuji slozky, které jsou staciondrni fazi poutany silnéji.
Tim se postupné slozky od sebe separuji a na konec stacionarni faze se dostavaji slozky méné
zdrzované.

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina. O separaci slozek zde vyrazné
rozhoduje nejen interakce vzorku se stacionarni fazi, ale i pouzitd mobilni faze. Béhem
separace se analyt rozdéluje mezi mobilni a stacionarni fazi. Cas, jaky stravi v jedné nebo
druhé fazi, zavisi na afinit¢ analytu ke kazdé znich. Jsou vyuzitelné vSechny mozné
mechanismy separace — adsorpce, rozdélovani na zakladé rozdilné rozpustnosti, iontova
vymeéna, molekulové sitovy efekt nebo specifické interakce v afinitni chromatografii.
Kapalinova chromatografie je vhodna i pro separaci tepeln¢ nestalych a netékavych sloucenin.
Pracuje se obvykle elu¢ni metodou. Kapalinovy chromatograf se skldda z cerpadla,
sméSovaciho zatizeni, davkovaciho zafizen, kolony a termostatu. Mezi nejcastéji pouzivané
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detektory fadime fotometricky detektor, refraktometricky detektor, fluorescencni detektor
nebo 1 hmotnostni spektrometr

Mezi varianty kapalinové chromatografie patii HPLC neboli vysokouc¢innd kapalinova
chromatografie. Soucasti aparatury je vykonné vysokotlaké ¢erpadlo, které umoziuje pritok
kapaliny kolonou mensich rozméra a separace je diky tomu G¢inné&jsi [34].

2.5.2 Tenkovrstva chromatografie

V této chromatografické technice je stacionarni faze umisténa v plose. Je soucasti tenké
vrstvy na vhodné podlozce ze skla, hliniku nebo polyesteru. V tenkovrstvé chromatografii se
podle pouzité tenké vrstvy, kterd je obvykle na bazi silikagelu nebo oxidu hlinitého, uplatiiuje
adsorpce, pripadné ji konkuruje rozdélovani. Vzorek se nands$i pomoci kapildry nebo
mikropipety na start, ktery je blizko jednomu konci plochy. Timto koncem se po vyschnuti
rozpoustédla ponoti podlozka s tenkou vrstvou do mobilni faze. Systém se umisti v prostoru
nasyceném parami mobilni faze. Mobilni faze vzlina tenkou vrstvou pomoci kapilérnich sil,
pohybuje se pfes start a unasi s sebou slozky vzorku tim rychleji, ¢im méné se poutaji na
stacionarni fazi a ¢im jsou lépe rozpustné v mobilni fazi. Proto se vzorek rozd¢€li na jednotlivé
zény. Vyvijeni se ukonéi pred dosazenim konce plochy. Celo se ihned oznadi (po odpateni
rozpoustédla jiz nemusi byt rozeznatelné. Pokud slozky nejsou tvofeny barevnymi latkami,
provede se jejich detekce. Pouzit miizeme postiik aerosolem cinidla, které se slozkami reaguje
na barevné slouceniny nebo pozorovani pod ultrafialovou lampou, kdy fluoreskujici latky se
jevi jako svétlé skvrny na tmavém pozadi [34].

V nasem piipadé¢ byla zvolena tenkd vrstva Silufol a jelikoZ vzorky nebyly sloZeny
z barevnych latek, byla pouZita detekce pomoci postiiku detekénim ¢inidlem.

Vyhodnoceni této metody je postaveno na reten¢nich (retardacnich) faktorech. Podil
vzdalenosti stfedu skvrny od startu a Cela od startu se nazyva retencni (retardacni faktor) R. V
daném systému a za danych podminek je retencni faktor pro urCitou latku konstantou.
Retencni faktor znamé slozky ur¢ime ze standardu a podle této hodnoty ji vyhleddme
v nezndmém vzorku. Vyhodou planarnich technik je moznost provadét vice analyz soucasné
na jediné tenké vrstve. Nezjistime-li skvrnu se stejnym retenénim faktorem, je pfitomnost této
slozky ve vzorku vyloucena, zjistime-li ji, je pfitomnost slozky pravdépodobna [34].

celo $

start

A B

Obrazek 5: Vyhodnoceni chromatografie na tenké vrstvé [35]
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3. CILE PRACE

Hlavnim cilem pfedlozené prace bylo studium probiotickych kultur, testovani moznosti
jejich koenkapsulace se specifickymi substraty (prebiotiky) a sledovéani zivotaschopnosti
enkapsulovanych bakterii v modelovych fyziologickych prostiedich. DalSimi cily byla
charakterizace prebiotik a jejich hlavnich obsahovych slozek. Za timto ucelem byly
provedeny nasledujici dil¢i ukoly:

1. Zpracovani piehledné literarni reserSe zamétfené na probiotika, prebiotika a jejich vztah.

2. Optimalizace kultivace probiotickych kmenli na vybranych substratech s obsahem
prebiotik.

3. Charakterizace hlavnich obsahovych sloZek prebiotik.

4. Koenkapsulace probiotickych kmenid s prebiotiky, sledovani stability preparatd a
zachovani Zivotaschopnosti bakterii.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie, pristroje a probiotické kultury

4.1.1 Chemikalie

Alginat sodny, Sigma-Aldrich (USA)

Kyselina chlorovodikova 35%, Lach-Ner (CR)

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

Chlorid véapenaty 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 monohydrat p.a., Lach-Ner (CR)

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

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

Kyselina octova 98%, Lach-Ner (CR)

Methanol — pro HPLC, Vitrum—LachNer (CR)

Ethanol — pro UV-VIS, Vitrum—LachNer (CR)

Acetonitril pro HPLC, Gradient Grade — Sigma (Némecko)
Methanol pro HPLC, Gradient Grade — Sigma (Némecko)
Uhli¢itan sodny p.a., Lach-Ner (CR)

MRS médium, Himedia (Indie)

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

Propidiumjodid, eBioscience (USA)

Methylenova modf, E-Merck (Némecko)

Bile salts — smé&s kyseliny cholové a deoxycholové, Sigma-Aldrich (CR)

Ostatni pouzité chemikalie byly Cistoty p.a. a byly ziskany od béZnych dodavateld.

4.1.2 Pristroje

Analytické vahy — Boeco (SRN)

Ptredvazky Ohaus ScoutPro (USA)

Predvazky Kern 440-33 (Némecko)

Opticky mikroskop — Intracomicro LM666PC/oLED (CR)
Fluorescenc¢ni mikroskop Olympus IX71, Microtime 200 (Némecko)
Biirkerova komurka Marienfeld (Némecko)

Mikrocentrifuga —Mikro 200, Hettich Zentrifugen (UK)
Spektrofotometr —Helios y, Unicam (UK)

Enkapsulétor — Biichi B-395 Pro (CH)
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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, 5pm, 4,6 x 250 mm (Phenomenex — USA)

Vortex Heidolph Reax top (Némecko)

Magneticka micha¢ka Lavat (CR)

4.2 Pouzité probiotické kultury a prebiotika

4.2.1 Probiotické kultury

V této praci byly v experimentalni casti pouzity bakteridlni kultury Lactobacillus
acidophilus CCM 4833 a Bifidobactereium breve CCM 7825T, které byly ziskany z Ceské
sbirky mikroorganismii Masarykovy univerzity v Brné.

4.2.2 Prebiotika

V praci byly pouzity vzorky inulinu, psyllia, konopné vldkniny a jable¢né vladkniny (viz
obrazek 6). Tyto vldkniny jsou bézné dostupné ve specializovanych obchodech se zdravou
vyZzivou.

Inulin

Obrazek 6:Pouzita prebiotika

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

4.2.2.2 Psyllium
-Nézev: 100 % originalni psyllium — indicka vlaknina
-Znacka: Medicol
-SloZeni: Rozemleté osemeni jitrocele indického
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-Vyrobce: ASP CZECH s.r.0.
-Zakoupeno: Zdrava vyziva NC Kralovo pole

4.2.2.3 Konopnada viiknina
-Nazev: Konopna vldknina
-Znacka: Zdrava linie
-Slozeni: Konopna vldknina
-Vyrobce: Zdrava linie s.r.o.
-Zakoupeno: Zdrava vyziva Poliklinika Lesna

4.2.2.4 Jablecna vldiknina
-Nézev: Jable¢na vlaknina jemna
-Znacka: Provita
-Slozeni: Vlaknina susenych jablek
-Vyrobce: Vega provita s.r.0.
-Zakoupeno: Zdrava vyziva Poliklinika Lesna

4.3 Hydrolyza prebiotik

Jako hydrolyza je obecné oznacovana reakce, kdy je spotfebovavana voda. V nasem
pfipadé¢ jde o Upravu prebiotik, kdy se hydrolyzou prebiotika rozlozi na mono- ¢i
oligosacharidy. Existuje nékolik zptisobti hydrolyzy — alkalicka, enzymaticka a kysela. V této
praci je vyuzivana hydrolyza kyseld, a to zeyména diky své velké u€innosti.

Do zkumavek byl navazen 1 g hydrolyzované slozky (prebiotika), ke kterému byly ptidany
3 ml 1,2 M HCI a dale 5 ml 50% methanolu. Poté doslo k hodinovému zahtivani pii 100°C ve
vrouci vodni lazni. Byly provedeny i1 Upravy mnoZstvi piidavanych latek pro prabéh
hydrolyzy — tzn. methanolu a HCl. Abychom pro praci ziskali vice hydrolyzatu, bylo
mnozstvi navySeno nejprve na 9 ml HCI a 15 ml HCI, pozdéji bylo navySeno na 12 ml HCl a
20 ml methanolu. Tato hydrolyza probihala v Erlenmayerovych baiikkach o objemu 50 ml.
Hydrolyzaty byly poté zfiltrovany. Byly uchovavany pro dalsi pouZziti pfi teploté kolem 4°C.

4.4 Charakteristika prebiotik

4.4.1 Stanoveni celkovych cukri podle Duboise

Pro stanoveni celkovych cukri byla vyuzita metoda dle Duboise. Tato metoda je zaloZzena
na dehydrataci cukrti koncentrovanou kyselinou sirovou a nésledné kondenzaci vzniklého
furfuralu s fenolem za vzniku barevnych kondenzac¢nich produkta. Jde tedy o kolorimetrickou
reakci. Tyto barevné produkty jde poté spektrofotometricky stanovit [36].

I ml vzorku byl smichdn s 1 ml 5% fenolu a s 5 ml koncentrované H,SO,. Roztok byl
zamichan a nechal se 30 minut inkubovat pfi laboratorni teploté. Nasledn¢ byla zmétena
absorbance pii vlnové délce 490 nm. Stanoveni bylo provedeno pro glukézu, kdy byla ziskdna
kalibracni kiivka pro rozmezi koncentraci 0,02 — 0,1 mg/ml. Nésledné byla reakce provedena
pro dand nehydrolyzovana prebiotika, kdy bylo navdzeno vzdy 0,1 g na 10 ml. Kazdy vzorek
byl prométen tiikrat. Z vyslednych hodnot byl vypocitan primér a smérodatna odchylka.
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4.4.2 Stanoveni redukujicich cukrii podle Somogyi-Nelsona

Pro stanoveni redukujicich cukri byla pouzita metoda podle Somogyi-Nelsona. Je to
reakce, ktera je zaloZzena na redukci médnatych soli. Vylouceny Cu,O se pak stanovuje
spektrofotometricky, jde také o kolorimetrickou reakci, kdy dostavdme barevné
produkty [36].

Reakce probihala tak, Ze byl 1 ml vzorku smichan s 0,5 ml Somogyi-Nelsonovym ¢inidlem
I. a II. Nasledn¢ byl vzorek umistén do vrouci lazné¢ na 10 minut a poté ochlazen tekouci
vodou na laboratorni teplotu. Do ochlazeného vzorku bylo pfidano 0,5 ml Somogyi-
Nelsonova cinidla III. Vznikly Cu,O byl poté ditkladné rozpustén promichanim na vortexu.
Na konec byl doplnén objem na 10 ml a doslo k méteni absorbance pifi 720 nm. Reakce byla
provedena pro glukézu, kdy byla ziskana kalibra¢ni kiivka pro rozmezi koncentraci 0,01 — 0,1
g/1. Reakce také byla provedena pro hydrolyzovana i nehydrolyzovana prebiotika, kdy kazdy
vzorek byl prométen opét tiikrat. Z vyslednych hodnot byl vypocitan praimér a smérodatna
odchylka.

4.4.2.1 Priprava roztoku

Somogyi-Nelsonovo ¢inidlo I: 12 g uhli¢itanu sodného, 8 g hydrogenuhli¢itanu 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.

Somogyi-Nelsonovo ¢inidlo II: 4 g pentahydratu siranu méd’natého byly smichany s 24 g
siranu sodného a 200 ml destilované vody.

Somogyi-Nelsonovo ¢inidlo III: 25 g molybdenanu amonného bylo rozpusténo v 450 ml
destilovan¢ vody. Do roztoku bylo pfidano 21 ml koncentrované kyseliny sirové. 3 g
heptahydratu hydrogenarseni¢nanu sodného bylo rozpusténo v 25 ml destilované vody a oba
roztoky byly smichdny. Pfipraveny roztok byl ponechan pod dobu 48 hodin ve tmé pfi
laboratorni teploté.

4.5 Stanoveni obsahu latek pomoci tenkovrstvé chromatografie

4.5.1 Priprava ¢inidla na detekci chromatogramu

4 g difenylaminu byly rozpusStény v 50 ml acetonu, poté byly piidany 4 ml anilinu a 28 ml
H3PO,. Po dokonalém rozmichéni a vytvofeni homogenni smési bylo pfidano 150 ml acetonu.
Vzniklo hnédé zbarvené ¢inidlo.

4.5.2 Priprava vyvijejici smési

Bylo smichano 50 ml butanolu, 12,5 ml kyseliny octové a 62,5 ml destilované vody. Smés
byla umisténa do zakryté kadinky, aby neunikaly pary vyvijeci smési do okoli.

4.5.3 Priprava vzorku

Pro stanoveni byly pouzity vzorky nehydrolyzovanych prebiotik, ale dale byly
charakterizovany 1 jejich hydrolyzaty piipravené dle postupu v kapitole 4.3. Byly zvoleny tfi
¢asy hydrolyzy a to 20 minut, 1 hodina a 2 hodiny. Ze standardl byl pouzit vzdy 5% roztok

ptislusného sacharidu (glukéza, fruktéza, sacharoza, laktéza, maltéza, arabindza, rhamnoéza,
xyloza, galaktdza).
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4.5.4 Postup provedeni tenkovrstvé chromatografie

Na desce Silufol byl oznacen obyc¢ejnou tuzkou start piiblizné 1 cm od okraje. Vzorky byly
na desku nandseny 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 v suSarn¢ a byl umistén do
chromatografické kolony s vyvijejici smési. Mobilni fazi u tenkovrstvé chromatografie jsou
organicka rozpoustédla a pro spravné vyvijeni chromatogramu by meéla byt chromatograficka
komora nasycena parami mobilni faze. Chromatografickd komora byla piipravena tak, ze do
ni byla nalita mobilni fdze v takovém mnozstvi, aby pfi vlozeni tenké vrstvy nebyla startovni
linie (nanesené vzorky) ponofena do mobilni faze. Rychlost vzlindni mobilni faze zavisi na
vlastnostech slozek, které dany vzorek obsahuje a na materidlu stacionarni faze. Latky, které
se vice poutaji ke stacionarni fazi, budou unaseny mobilni fazi pomaleji.

Po vyvinuti chromatogramu (jakmile ¢elo dostoupilo asi 1 cm od horniho okraje) bylo
poznaceno tuzkou celo rozpoustédla a chromatogram byl vysuSen po dobu 5 minut v susarné
pii 80°C. Suchy chromatogram byl postiikdn rozprasovacem s detek¢nim cinidlem a byl
umistén na 5 minut do susarny vyhtaté na 80°C. Tuzkou byly oznaceny stfedy jednotlivych
skvrn a byly vypocitany Rf.

4.6 Stanoveni obsahu latek pomoci HPLC

Bylo provedeno méteni na dvou riznych kolonach. V prvnim ptipadé byla jako mobilni
faze pouzita smés acetonitrilu a destilované vody a v poméru 75 : 25. Eluce byla izokraticka,
kolona byla v termostatu zahtivana na 30°C a pritok byl nastaven na 1 ml za minutu. Byla
pouzita kolona Supelco Luna NH,. Pomoci ddvkovaci smycky o objemu 20 pl byl na kolonu
aplikovéan vzorek a detekce latek probihala na refraktometrickém detektoru. Vzorky byly pted
analyzou filtrovany na membranovych filtrech o priméru 0,45 pm.

V druhém piipadé byla jako mobilni faze pouzita pouze okyselend voda piipravena z
destilované vody a kyseliny orthofosfore¢né v poméru 99 : 1. Eluce byla izokratickd, kolona
byla v termostatu zahtivana na 60°C. Pritok byl nastaven na 0,5 ml za minutu. Byla pouzita
kolona Rezex ROA-Organic Acid H+. Pomoci davkovaci smycky o objemu 20 ul byl na
kolonu aplikovéan vzorek a detekce latek probihala na refraktometrickém detektoru. Vzorky
byly pted analyzou filtrovany také na membranovych filtrech o priiméru 0,45 pm.

4.7 Kultivace mlé¢nych bakterii

Pro kultivaci bakteridlnich kultur Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium breve bylo
pouzito komercni MRS médium. Médium bylo vzdy smichano v Erlenmayerové baiice
s destilovanou vodou v poméru daném vyrobcem, tedy 55,15 g média na 1000 ml destilované
vody a sterilizovano v tlakovém hrnci s otevienym ventilem po dobu 30 minut. Ob¢ kultury
byly vzdy zaockovany ve sterilnim boxu. Oc¢kovani bylo provadéno do plastovych zkumavek.
Bylo ockovano vzdy 1 ml kultury do 10 ml média do malych plastovych zkumavek, anebo
3 ml kultury do 20 az 40 ml média do vétSich plastovych zkumavek.

Kultivace probihala pii 37°C po dobu 24 hodin. Poté byly kultury pouzity ke stanoveni
viability na pritokovém cytometru, k zaockovani na dalSi praci, pfipadné k enkapsulaci a
tvorb¢ Castic.
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4.7.1 Kultivace probiotik na médiich s pridavkem prebiotik

Probiotika Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium breve byly kultivovany v MRS
médiu. Do média byly pfidany zvolené hydrolyzované i nehydrolyzované prebiotika v
ruznych koncentracich, aby bylo zjisténo, jakd koncentrace je pro jejich rust nejlepsi. Byla
pripravena série zkumavek s pfidavkem a bez piidavku prebiotika. Zvolena neupravena
prebiotika (inulin, pallium, jablecnd a konopna vldknina) byla pfiddvana do média
v koncentraci 10 a 100 mg/ml. Hydrolyzovana prebiotika byla pfidavana dle schématu
uvedené¢ho v tabulce 4. Kultivace probihala ve zkumavkach pii 37 °C v 10 ml sterilniho
média a zaoCkovani bylo provedeno 5 % 24-hodinového inokula. V 24.hodin¢ byl proveden
sterilni odbér a ve vzorcich byl stanoven pocet bunék a jejich viabilita. Toto stanoveni bylo
povedeno spektrofotometricky méfenim zdkalu pii 630 nm. Viability bunék byla sledovana
mikroskopicky barvenim methylenovou modii. Pro stanoveni mnozstvi bunék a jejich
viability bylo rovnéz vyuzivano pratokové cytometrie, kde bylo jako fluorescen¢ni sondy
vyuzito propidiumjodidu.

Tabulka 4: Schéma ptidavkili hydrolyzovanych prebiotik v jednotlivych seriich

Inulin Psyllium Konopna vldknina Jable¢na vlaknina
1. 5ml S5ml 5ml 5ml

2,5ml 2,5ml 25 mlk , 2,5 ml jable¢né
2. inulinu+2,5 ml | psyllia+2,5 ml 1ékfnnm+2 (;ngfl)rﬁRs vlakniny+2,5 ml

MRS MRS M yre MRS

0,5 ml 0,5 ml 0.5 ml kononné 0,5 ml jable¢né
3. inulinu+4,5 ml | psylliat4,sml | >0 0 mrl’ VRS | Vidkniny+4,5 ml

MRS MRS M e MRS

4.7.2 Stanoveni viability a koncentrace bunék pomoci priitokového cytometru

Odebrané vzorky bunék pro toto stanoveni byly 10x nafedény destilovanou vodou, bylo
odebrano 0,1 ml bunééné kultury a bylo pfidano 0,9 ml destilované vody. K 1 ml takto
ptipraveného vzorku bylo pfidano 5 pl propidiumjodidu (1 mg/ml) a vzorky byly ponechany
k obarveni 10 minut ve tmé. Vzorky se ponechavaji vzdy po dobu 10 minut ve tmé, aby doslo
k dostatecnému priniku barviva do bun¢k a k jeho plnému vmezeteni do DNA. Nasledné
byly buiiky analyzovany.

4.8 Priprava ¢astic

Buniky probiotik po 24 hodinadch kultivace byly podrobeny analyze na pritokovém
cytometru. DoSlo ke stanoveni koncentrace a viability bun€k. Poté byly kultury urcené
k enkapsulaci centrifugovany pti 5000 otackach po dobu 10 minut. Kapalna slozka byla po
centrifugaci odlita a buniky byly nasledné rozsuspendovany v 2% alginatu. Poté byly
rozdéleny na sérii 6 vzorku (bez piidavku prebiotika, s pfidavkem glukézy a s ptidavkem 0,5
g jednotlivych prebiotik — inulin, psylium, jable¢né vldkniny a konopné vlakniny. Pro
pripravu ¢astic byl pouzit enkapsuldtor B-395 Pro (BUCHI) s tryskami o velikosti 450 a
1000 um. Jako srdzeci roztok byl pouzit 1% roztok CaCl,. Ptipravené ¢astice byly zfiltrovany
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a umistény do modelového prostiedi 2,5% kyseliny citronové. Posléze byly pouzity pro
stanoveni dlouhodob¢ stability viz kapitola 5.8.

4.9 Stanoveni stability ¢astic pomoci optické mikroskopie

Opticka mikroskopie byla pouzita ke sledovani velikosti pfipravenych castic, morfologie
pripravenych castic, ke stanoveni poctu a viability bunék uvnitt ¢astice, dale také ke stanoveni
po¢tu a viability bunék uvolnénych z ¢astic pti dlouhodobém uchovéavani v modelovém
prostiedi, piipadné pfi pisobeni modelovych travicich §tav. Po této dobé, tj. po 1 tydnu, 3
tydnech a 6 tydnech, byly jednotlivé Castice i roztok pozorovan pod optickym mikroskopem.
Pro sledovani uvolnéného mnozstvi bunék byla k pozorovani vyuzita i Biirkerova komirka.

4.10 Stanoveni stability ¢astic v modelovém prostredi lidského organismu

Stabilita castic byla stanovena v zaludecni, pankreatické a ZluCové Staveé. Vzorky byly
pripraveny vlozenim castice nejprve do zaludeéni stavy, nasledné do pankreatické Stavy a
nakonec do zlucové §tavy. Pod optickym mikroskopem byla sledovéana viabilita bakterii
uvniti ¢astice a jejich uvolnéné mnozstvi pisobenim $tdvy. Do zaludecni a v pankreatické
stavy byly enkapsulované bakterie umistény na 20 minut pfi teploté 37°C, ve zlucové §taveé
byly po dobu 40 minut pfi teploté 37°C.

4.10.1 SloZeni modelové pankreatické St’avy

Pankreaticka Stdva byla pfipravena rozpusténim 0,25 g pankreatinu a 1,5 g NaHCO;
ve 100 ml destilované vody. V roztoku bylo pH upraveno na hodnotu 8,9.

4.10.2 SloZeni modelové Zaludecni Stavy

Zaludedni §tava byla pfipravena z 0,25 g pepsinu, ktery byl rozpustén ve 100 ml
destilované vody. Poté bylo pfidano 0,84 ml 35% kyseliny chlorovodikové. V roztoku bylo
pH upraveno na hodnotu 0,9.

4.10.3 SloZeni modelové Zlucové stavy

Zluova §fava byla pfipravena pridanim 0,8 g zlu€ovych soli do 200 ml fosfatového pufru
opH 8.

4.11 Stanoveni stability ¢astic v modelovém prostredi

Pro optimalni rast bakterii Lactobacillus acidophilus je nejvhodnéjsi prostiedi, které ma
pH 3-4. Proto jako modelové potravina byla zvolena 2,5% kyselina citronova o tomto pH.
Castice byly ponechany po dobu 6 tydnd v tomto modelovém prostiedi. Stabilita astic byla
sledovana pod optickym mikroskopem po tydnu, po 3 tydnech a po 6 tydnech.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

V ramci experimentalni prace byla nejprve charakterizovana prebiotika.
5.1 Stanoveni celkovych sacharida

Podle pracovniho postupu uvedeného v kapitole 4.4.1 byla nejprve stanovena kalibracni
kiivka glukézy (obrazek 7). Rovnice regrese ma tvar y =9,5565x. Dale bylo stanoveni
celkovych cukrti provedeno pro dana nehydrolyzovana prebiotika. U kazdého byla absorbance
zméfena tiikrat a vyslednd absorbance je prumérem téchto tii hodnot. Pomoci rovnice regrese
byl vypocitan obsah celkovych cukrii v kazdém prebiotiku i se smérodatnou odchylkou.
Vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce 5.

y =9,5565x
R?=0,9966

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
¢ [mg/ml]
Obrazek 7: Kalibracni kiivka glukdzy pro stanoveni celkovych cukrii
5.1.1 Nehydrolyzovana prebiotika

Z vysledkl (tabulka 5) je patrné, Ze nejvyssi hodnotu absorbance a tedy i1 nejvyssi obsah
celkovych cukri mélo psyllium. Naopak jable¢na vldknina a konopnéd vldknina maji velmi
maly obsah celkovych sacharidi.

Tabulka 5: Obsah celkovych cukrii u jednotlivych druhti prebiotik

Prebiotika Koncentrace Priumérna Obsah celkovych | Obsah celkovych
[mg/ml] absorbance cukri [mg/ml] cukri [mg/g]
Inulin 10 0,509 0,05+ 0,01 5,33
Psyllium 10 0,923 0,10+0,01 9,66
Jable¢na vlaknina 10 0,083 0,01 0,00 0,87
Konopna vlaknina 10 0,018 0,00 + 0,00 0,19

5.2 Stanoveni redukujicich sacharidi

Podle pracovniho postupu uvedeného v kapitole 4.4.2 byla stanovena kalibra¢ni kiivka

glukézy. Rovnice regrese ma tvar =4.0727x  galibraéni kiivka je znazornéna na
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obrazku 8. Dale bylo stanoveni redukujicich cukri provedeno pro dand nehydrolyzovana i
hydrolyzovana prebiotika. U kazdého byla absorbance zméiena tiikrat a vysledné absorbance

je primérem téchto tii hodnot.
Pomoci rovnice regrese byl vypocitan obsah redukujicich cukrt v kazdém prebiotiku i se
smérodatnou odchylkou. Vysledné hodnoty pro nehydrolyzovana prebiotika jsou uvedeny

v tabulce 6. Vysledné hodnoty pro hydrolyzovana prebotika jsou uvedeny v tabulce 7.
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Obrazek 8: Kalibracni kiivka glukdzy pro stanoveni redukujicich cukrti

5.2.1 Nehydrolyzovana prebiotika

Z vysledkti  vyplyva,

zZe

nejvyssi

hodnotu obsahu

redukujicich

cukri ma u

nehydrolyzovanych prebiotik konopna vldknina. Nejmensi obsah redukujicich cukrii ma

inulin (viz tabulka 6).

Tabulka 6: Obsah redukujicich cukrti u jednotlivych nehydrolyzovanych druhii prebiotik

Prebiotika Koncentrace | Prumérna | Obsah redukujicich | Obsah redukujicich
[mg/ml] absorbance cukri [mg/ml] cukri [mg/g]
Inulin 20 0,457 0,11 £0,02 5,61
Psyllium 20 0,578 0,14+ 0,02 7,10
Jable¢na vlaknina 20 0,487 0,12 +£0,02 5,98
Konopna vldknina 20 1,386 0,34 £ 0,02 17,02

5.2.2 Hydrolyzovana prebiotika

Z vysledki uvedenych v tabulce 7 je vidét, Ze u tohoto stanoveni nejsou uvedeny hodnoty
pro jable¢nou vldkninu. Jablecnd vldknina pti velké koncentraci vytvaii pii hydrolyze gel,
ktery rychle tuhne. Proto nemohla byt dale spektrofotometricky analyzovéana. U ostatnich
hydrolyzovanych vzorkii byl obsah redukujicich cukrii hodn¢ podobny, nejvyssi obsah méla

cvwr
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Tabulka 7: Obsah redukujicich cukrii u jednotlivych druhti hydrolyzovanych prebiotik

oy g o, Obsah
Prebiotika Koncentrace Primérna Obsah l:’edllkll.]lClCh redukujicich
[mg/ml] absorbance cukrii [mg/ml] o
cukrii [mg/g]
Inulin 10 0,396 0,10+ 0,01 9,72
Psyllium 10 0,382 0,09 + 0,01 9,38
Konopn4 vlaknina 10 0,399 0,10 £ 0,08 9,79

5.3 Stanoveni obsahu latek pomoci tenkovrstvé chromatografie

Tenkovrstva chromatografie byla provedena pro hydrolyzované vzorky prebiotik. Ty byly
podrobeny hydrolyze po dobu 20 minut, 1 hodinu (1) a 2 hodiny (2). Stanoveni bylo
provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 4.5. V tabulce 8 jsou uvedeny vypocitané
retardacni faktory. Retarda¢ni faktory byly vypocitany podle obrazku 5 v kapitole 2.5.2.

Tabulka 8: Vypocitané retardacni faktory jednotlivych prebiotik

Retardacni faktory
Rf; Rf, Rf; Rf,
Glukosa 0,25
Fruktosa 0,36
Inulin 0,21 0,38 0,66 0,75
Inulin (1) 0,19 0,35 0,65 0,75
Inulin (2) 0,21 0,35 0,64 0,77
Psyllium 0,82
Psyllium (1) 0,78
Psyllium (2) 0,48
Jablecna vlaknina 0,38
Jable¢na vlaknina (1) 0,22 0,38
Jable¢na vlaknina (2) 0,20 0,40
Konopna vlaknina 0,28 0,37
Konopna vlaknina (1) 0,29 0,37
Konopna vliaknina (2) 0,14 0,22 0,42

Vypocitané hodnoty retarda¢nich faktort byly porovnény s retarda¢nimi faktory standardd.
Retardacni faktory vybranych standardli riznych sacharidii jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9: Retardacni faktory standardi

Rf Rf Rf
Glukoza 0,26 Laktoza 0,07 | Rhamnéza 0,47
Fruktoza 0,29 Maltoza 0,11 Xyléza 0,40
Sacharoza 0,15 Arabinoza | 0,30 | Galaktoza 0,20

Metoda tenkovrstvé chromatografie slouzila pro optimalizaci hydrolyzy. Z vysledka
tenkovrstvé chromatografie vyplyva, ze zatimco inulin obsahoval po vSech tfech typech
hydrolyzy ctyfi slozky, psyllium obsahovalo jen jednu slozku. Jablecna vldknina po 20
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minutdch hydrolyzy obsahovala jen jednu slozku, po jedné hodin¢ a dvou hodinach
obsahovala slozky dvé. Konopna vlaknina obsahovala po 20 minutich a jedné hodiné
hydrolyzy dvé slozky, po dvou hodinach hydrolyzy uz slozky tfi. Bylo zji$téno, ze optimalni
doba hydrolyzy je pro vétSinu pouzitych substrati 1 hodina, pouze v piipadé konopné
vlakniny je optimalni doba hydrolyzy 2 hodiny.

Pti porovnani vyslednych retardacnich faktorti vzorkli a standardl je ziejmé, ze nejvice
zastoupenou slozkou je glukéza. Ta se po hydrolyze nachazela ve vSech typech prebiotik
kromé jable¢né vlakniny. Dal§im sacharidem je frukt6za, ktera se po hydrolyze nachdzela ve
disacharidy nebo oligosacharidy

Na obrazku 9 miizeme vidét vysledek tenkovrstvé chromatografie a jednotlivé vrstvy.
Vzorky z levé strany: 1-odpovida glukéze, 2-fruktdza, 3-hydrolyzovany inulin (2hodiny), 4-
hydrolyzovany inulin (1 hodina), 5-hydrolyzovany inulin (20 minut), 6-hydrolyzovana
jable€na vlaknina (2 hodiny), 7-hydrolyzovana jable¢na vlaknina (1 hodina), 8-hydrolyzovana
jable¢nd vldknina (20 minut), 9-hydrolyzovanad konopna vlaknina (2 hodiny), 10-
hydrolyzovana konopna vlaknina (1 hodina), 11-hydrolyzovana konopna vldknina (20 minut),
12-hydrolyzované psyllium (2 hodiny), 13 — hydrolyzované psyllium (1 hodina) a 14-
hydrolyzované psyllium (20 minut).

ol 7] s Lo o] o] i 1]

Obrazek 9: Vysledek tenkovrstvé chromatografie
5.4 Stanoveni obsahu latek pomoci HPLC

Pomoci HPLC byla analyzovéna jak nehydrolyzovand, tak hydrolyzovana prebiotika.
Stanoveni probihalo na dvou kolonéch, a to na kolon¢ NH2 pro stanoveni sacharidi a na
koloné¢ Rezex pro organické kyseliny a sacharidy. Déle byly stanoveny kalibra¢ni kiivky
glukozy, fruktdzy (na koloné¢ NH2 i na koloné Rezex) a také maltdézy a sachardzy (jen na
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kolon¢ NH2). Na kolon¢ Rezex byly pomoci standardi stanoveny reten¢nich ¢asy nékterych
dalSich obsazenych slozek, a to naptiklad disacharidi a oligosacharidii. Postup stanoveni je

uveden v kapitole 4.6.
5.4.1 NH; kolona

Pomoci NH; kolony byly stanoveny kalibra¢ni kiivky glukézy pro koncentracni fadu 20-
50 mg/ml, fruktézy pro koncentra¢ni fadu 10-50 mg/ml, maltézy 10-50 mg/ml a sacharozy
20-50 mg/ml. Kazdy vzorek byl analyzovan dvakrat a v grafech danych kalibraci jsou
uvedeny prumérné hodnoty ze dvou méteni. Kalibracni kiivka glukézy je uvedena na obrazku
10, kalibra¢ni ktivka fruktézy na obrazku 11, kalibracni kifivka maltézy na obrazku 12 a
kalibra¢ni kfivka sachar6zy na obrazku 13.
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Dale byly na kolon¢ analyzovany vzorky nehydrolyzovanych a hydrolyzovanych prebiotik.
Vysledné chromatogramy byly porovnany s chromatogramy glukézy a fruktozy.
V kalibracich se reten¢ni ¢as glukoézy pohyboval kolem ¢asu 6,5 min, reten¢ni Cas fruktdzy
5,5 — 6 min. Nésledn¢ byly odecteny plochy pikil u chromatogramii v§ech nehydrolyzovanych
1 hydrolyzovanych prebiotik. Vysledné plochy pikia jsou uvedeny v tabulce 10. Z plochy pikt
byl posléze vypocitan obsah glukozy a fruktozy u vSech vzorkli v mg/ml.

35



Tabulka 10: Hodnoty obsahi glukozy a fruktozy pro analyzovana prebiotika na koloné¢ NH,

Nehydrolyzovana prebiotika Plogclllllzll(gzil;u ) ObS[z:rl:g%ll:ll]{ ozy Pl(;:f:i t[(;izl;u ) Obs[anl:gf/rnlilﬁtézy
Inulin 34,22 12,40 8,18 3,04
Psyllium 0,43 0,15 0,14 0,05
Jable¢na vlaknina 0,72 0,26 0,92 0,34
Konopna vlaknina 8,96 3,25 3,47 1,29
Hydrolyzovana prebiotika Plogclllllzll(gzil;u ) Obs[?::;::ll]( ozy Pl(;:ll:li tl:,)izl;u } Obs;nll;gf/r::li(]tézy
Inulin 18,83 6,82 98,93 36,79
Psyllium 6,64 2,41 142,49 52,98
Jable¢na vlaknina 0,88 0,32 202,91 75,45
Konopna vlaknina 0,05 0,02 21,99 8,18

Z vysledkl je patrné, Ze u nehydrolyzovanych prebiotik mél nejvyssi obsah glukdzy i

fruktézy inulin. Nejmens$i obsah obou slozek byl zaznamenan u psyllia. U hydrolyzovanych
prebiotik mél nejvic glukdzy opét inulin, avSak nejvétsi obsah fruktdézy byl zaznamenéan u
jable¢né vldkniny. Nejmensi obsah obou slozek méla konopné vlaknina.

Obrazek 14 ukazuje zdznamy z kapalinového chromatografu pro analyzu inulinu. Na
obrazku vlevo je uveden chromatogram znazoriujici vysledek analyzy nehydrolyzovaného
inulinu. Mazeme vidét, ze kromé glukozy a fruktdzy obsahuje vzorek i celou fadu dalSich
pikt, které odpovidaji riznym disacharidiim ¢i oligosacharidiim. Na chromatogramu vpravo
je vidét vystup analyzy hydrolyzovaného inulinu. Pti hydrolyze doSlo k rozpadu disacharidi a
oligosacharidi na glukozu a fruktozu, kdy mizeme uz vidét jen piky téchto dvou
monosacharidii. U ostatnich prebiotik byly zaznamenany podobné vysledky.
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Obrazek 14: Chromatogramy inulinu - na obrazku vlevo je vysledek analyzy nehydrolyzovaného
inulinu, na obrazku vpravo vysledek analyzy hydrolyzovaného inulinu

5.4.2 Kolona Rezex

Na koloné Rezex byly stanoveny dvé kalibra¢ni kiivky, a to kalibra¢ni kiivka glukozy pro
koncentracni fadu 5-30 mg/ml a fruktézy v koncentraci 10-50 mg/ml. Vysledné kalibracni
ktivky zndzornuji nasledujici dva grafy. Kalibracni kiivka glukézy je uvedena na obrazku 15
a kalibra¢ni kiivka frukt6zy je uvedena na obrazku 16. Kazdy vzorek byl analyzovan dvakrat
a v grafech jsou uvedeny priimeérné hodnoty ze dvou méteni.
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Na koloné Rezex byly také analyzovany vzorky nehydrolyzovanych a hydrolyzovanych
prebiotik. Vysledné chromatogramy byly porovnany s chromatogramy glukozy a fruktdzy.
V kalibracich se reten¢ni ¢as gluk6ézy pohyboval kolem ¢asu 12,5 min, retenéni ¢as fruktozy
okolo 13,5 min. Nasledné¢ byly odecteny plochy piki u chromatogrami vSech
nehydrolyzovanych i hydrolyzovanych prebiotik. Vysledné plochy piki jsou uvedeny
v tabulce 11. Z plochy pika byl posléze vypocitan obsah glukézy a fruktézy u vSech vzorkt
v mg/ml.

Tabulka 11: Hodnoty pro obsah glukézy a fruktozy pro dana analyzovana prebiotika na koloné Rezex

Nehydrolyzovana | Plocha piku — Obsah glukézy Plocha piku — | Obsah fruktozy
prebiotika glukdza [mg/ml] fruktéza [mg/ml]
Inulin 83,20 21,09 32,36 6,27
Psyllium 0,01 0,00 0,00 0,00

Jable¢na vlaknina 3,45 0,87 6,18 1,20
Konopna vlaknina 28,19 7,15 14,01 2,72
Hydrolyzovana Plocha piku — Obsah glukdzy Plocha piku — | Obsah fruktézy
prebiotika glukdza [mg/ml] fruktéza [mg/ml]
Inulin 4,35 110,32 1686,76 326,99
Psyllium 3,31 83,99 1585,42 307,35
Jable¢na vldknina 1,53 38,70 365,87 70,93
Konopna vldknina 2,06 52,24 154,41 29,93

Nejvyssi obsah glukozy u nehydrolyzovanych prebiotik na koloné Rezex zaznamenal
inulin, nejmensi obsah miZeme vidét u psyllia. Naopak u hydrolyzovanych prebiotik mizeme
vidét, ze glukodza je nejvice zastoupenou slozkou praveé u psyllia. Nejmensi obsah glukézy je u
jablecné vldkniny. Co se tykd fruktézy, tak fruktéza je u nehydrolyzovanych 1
hydrolyzovanych prebiotik nejvice zastoupena u inulinu. Nejmensi obsah fruktézy vykazuje
konopna vldknina.

Nasledujici chromatogramy (viz obrazek 16) ukazuji vysledky analyzy jable¢né vladkniny.
Chromatogram vlevo zndzorfiuje vystup z analyzy nehydrolyzované jablecné vlakniny.
Miutzeme vidét nckolik vétSich pikli. Na obrazku vpravo je vidét vysledek z analyzy
hydrolyzované vldkniny. Mizeme vidét dva majoritni piky a nckolik malych pikda.
Pozorovana byla také pfitomnost dalSich latek, jako napftiklad disacharidu sacharézy, ktera
ma retencni ¢as kolem 11 az 12 minuty nebo oligosacharidli maltohex6zy (retencni Cas je
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mezi 8. az 9. minutou) a rafindzy (9. az 10. minuta). Retencni Casy téchto latek byly zjiStény
analyzou standardu. Tyto disacharidy a oligosacharidy se vykytovaly u vSech analyzovanych
prebiotik, ale byly viditelné az pti analyze na kolon¢ Rezex, ktera je vice citliva.
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Obrazek 16: Chromatogram analyzy jablecné vlakniny, nalevo vysledek analyzy nehydrolyzovaného
vzorku, napravo analyza hydrolyzovaného vzorku

Jak jiz bylo zminéno, kolona Rezex se jevila pro analyzu prebiotik jako citlivéjsi. Je to
viditelné i na nésledujicich chromatogramech hydrolyzovaného vzorku psyllia (viz obrazek
17). Obrazek vlevo ukazuje analyzu pomoci NH, kolony. Je patrné, Zze vidime jen piky
glukdzy a fruktoézy. Pokud se podivame na obrazek vpravo, je zde zndzornén vystup z analyzy
hydrolyzovaného psyllia na koloné¢ Rezex. Zde miizeme vidét kromé pikh glukdzy a fruktdzy
celou fadu dal$ich pikd, které mohou odpovidat riznych disacharidim nebo oligosacharidiim,
které¢ se béhem hydrolyzy nerozpadly. NH, kolona neni tak citliva, aby tyto dalsi piky
zaznamenala. Pro piesngj$i stanoveni se tedy vice hodi kolona Rezex.
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Obrazek 17: Srovnani vystup z NH2 kolony a z kolony Rezex, na obrazku vlevo chromatogram
z kolony Supelco Luna NH2 pro hydrolyzované psyllium, na obrazku vpravo chromatogram
hydrolyzovaného psyllia na kolon¢ Rezex

5.5 Kultivace probiotik na médiich s pridavkem prebiotik

Kultivace probiotik probihala podle postupu popsaného v kapitole 4.7. Probiotika byla
kultivovana s pfidavkem jednak nehydrolyzovanych prebiotik a téZz hydrolyzovanych
prebiotik.

5.5.1 Piidavek nehydrolyzovaného prebiotika

K probiotickym kmentm Lactobacillus acidophilus (dale LA) a Bifidobacterium breve
(dale BB) byla pfidéna prebiotika ve dvou koncentracich, a to 1 mg/ml a 10 mg/ml. Kultivace
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prebiotik poté probihala v termostatu pti 37°C. Po 24 hodinach byla zmétena absorbance pii
vlnové délce 630 nm. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 12: Vysledky méteni absorbance po 24-hodinové kultivaci pii ptidavku nehydrolyzovanych

prebiotik
Absorbance Absorbance
Lactobacillus acidophilus 0,488 Bifidobacterium breve 0,308
LA + inulin 1 mg/ml 0,520 BB + inulin 1 mg/ml 0,303
LA + inulin 10 mg/ml 0,453 BB + inulin 10 mg/ml 0,303

LA + jable¢nd vldknina 1 mg/ml 0,308 BB + jable¢na vlaknina 1 mg/ml 0,325
LA + jable¢nd vlaknina 10 mg/ml 0,300 BB+ jablecna vlaknina 10 mg/ml 1,027
LA + konopna vlaknina 1 mg/ml 0,938 BB + konopna vlaknina 1 mg/ml 0,548
LA + konopna vlaknina 10 mg/ml 0,257 BB + konopna vlaknina 10 mg/ml 0,116
LA + psyllium 1 mg/ml 0,580 BB + psyllium 1 mg/ml 0,284
LA + psyllium 10 mg/ml 0,384 BB + psyllium 10 mg/ml /

Z vysledkt je patrné, Ze nejvetsi absorbance a tedy koncentrace bunék byla zaznamenana u
bunck Lactobacillus acidophilus s ptidavkem konopné vlakniny v koncentraci 1 mg/ml a dale
u bun€k Bifidobacterium breve s pridavkem jable¢né vlakniny v koncentraci 1 mg/ml.
Psyllium v koncentraci 10 mg/ml u Bifidobacterium breve vytvotilo husty gel, a proto
nemohlo byt spektrofotometricky stanoveno. Probiotika s prebiotiky v koncentraci 10 mg/ml
byla analyzovéna také priitokovou cytometrii. Vysledky jsou znazornény v tabulce 13.

Tabulka 13: Vychozi koncentrace bunék u probiotik s pridavkem prebiotika v koncentraci 10 mg/ml

Vzorek Koncentrace bunék [evt/ul]

LA 6668

LA +inulin (10mg/ml) 5574
LA +JV (10mg/ml) 7909
LA + KV (10mg/ml) 11642
BB 4939

BB + inulin (10mg/ml) 4584
BB +JV (10mg/ml) 4477
BB + KV (10mg/ml) 4360

Z vysledki (viz tabulka 13) vyplyva, Ze nejvétsi koncentrace bunék byla zaznamenana u
Lactobacillus acidophilus s ptidavkem konopné vldkniny. Naopak nejnizsi koncentrace bun¢k
byla zaznamenana u Bifidobacterium breve s ptidavkem také konopné vlakniny.

5.5.2 Pridavek hydrolyzovaného prebiotika

Mnozstvi ptidaného hydrolyzovaného prebiotika je uvedeno v tabulce 4 v kapitole 4.7.1.
Po pfidani daného mnozstvi prebiotika nasledovala kultivace v termostatu pii 37°C. Po 24
hodinach byla zméfena spektrofotometricky absorbance pii vinové délce 630 nm. Hodnoty
absorbanci jsou uvedeny v tabulce 14.
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Tabulka 14: Absorbance pro LA a BB po 24 hodinové kultivaci s pfidanim riznych koncentraci
hydrolyzovanych prebiotik

Méi‘eni zakalu :A=630 nm

Vzorek Absorbance Vzorek Absorbance
LA blank 0,307 BB blank 0,247
LATS 0,677 BBI5 0,647
LAT2)5 0,485 BB12,5 0,466
LAT0,5 0,166 BB10,5 0,16
LAPSS 0,206 BB PS5 0,193
LAPS2)5 0,148 BB PS 2,5 0,146
LAPS0,5 0,118 BB PS 0,5 0,112
LAKV S 0,658 BB KV 5 0,685
LAKV?2)5 0,559 BB KV 2,5 0,489
LAKVO0,5 0,206 BB KV 0,5 0,225
LAJVS 0,314 BBJV 5 0,305
LAJV2)5 0,305 BBJV 2,5 0,295
LAJV 0,5 0,135 BB JV 0,5 0,110

Ponévadz hydrolyzéaty zejména jable¢né a konopné vlakniny obsahovaly kousky pevnych
castic, které tvorily zékal, byla pro kontrolu pouZita jeSt¢ metoda pritokové cytometrie. Ta
dokaze zékal odliSit od Zivych bunék.

5.6 Stanoveni viability a koncentrace bunék pomoci pritokového cytometru

Pro pfesnéjsi stanoveni poctu bunék byla pouZita priitokovéa cytometrie. Pracovni postup je
uveden v kapitole 4.7.2. Pratokovou cytometrii byl analyzovan pocet bunck u obou kultur, to
je u Lactobacillus acidophillus 1 u Bifidobacterium breve a k obarveni bun€k bylo pouzito
fluorescencni barvivo propidiumjodid.

5.6.1 Pouziti prutokové cytometrie pro Lactobacillus acidophillus

V tabulce 15 je uveden vliv na pocet bun€k Lactobacillus acidophilus pti ptidavcich
riznych objemt hydrolyzatu.

Z vysledkl (viz tabulka 15) je patrné, ze nejlepsi rast buiiky zaznamenaly na hydrolyzatu
jable¢né vldkniny, kde pfidavek hydrolyzatu tvotil 5 ml. Stejné tak uspokojivych vysledkt
bylo dosazeno u 0,5ml pfidavku hydrolyzatu jablecné vldkniny a u 5 ml ptidavku
hydrolyzatu konopné vlakniny. Nejmén¢ buniky rostly na 5 ml ptidavku psyllia.
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Tabulka 15: Hodnoty poctu bun¢k v evt/ul Lactobacillus acidophilus po ptidavcich rozdilnych objemi

ruznych typi prebiotik

.. Objem hydrolyzatu Pocet bunék Mrtvé buiiky

Prebiotika (ml] [ev/ul] (%]

5 735 <1

Inulin 2,5 1597 <1

0,5 1693 2.8

5 458 <1

Psyllium 2,5 931 <1

0,5 1250 2,3

K i 5 2042 <1

onopna 25 1180 <1
vlaknina

0,5 1443 <1

Jabletna 5 2852 <1

apblecna 2,5 745 <1
vlaknina

0,5 2702 <1

Blank 5 ml MRS 4622 7.5

Pocet bunék vevt/ul po piidavcich riznych objeml danych prebiotik je znazornén
v nasledujicich grafech (obrazek 18, obrazek 19, obrazek 20), kdy je do grafti vynesena i
hodnota poctu bun¢k pro blank, ktery tvofilo 5 ml MRS média. Analyza byla provedena vzdy
dvakrat, v grafech jsou primérné hodnoty ze dvou méteni.

o Inulin

M Psyllium

Konopna vlaknina

mJablec¢navlaknina

W Blank

Pocet bunék [evt/pl]

0,5
Objem hydrolyzatu [ml]

Obrazek 18: Graf zndzornujici pocet bun€k Lactobacillus acidophilus po ptidavku 0,5 ml hydrolyzatu
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Obrazek 19: Graf znazornujici pocet bunék Lactobacillus acidophilus po ptidavku 2,5 ml hydrolyzatu

5000
4500
4000
_‘5.3500 -
3 3000 W Inulin
= m Psyllium
W 2500 v
3 - - .
m Konopna vldknina
T 2000 P
S W Jableénavldknina
2 1500
M Blank
1000
500 -~
0 —

5
Objem hydrolyzatu [ml]

Obrazek 20: Graf znazornujici pocet bun€k Lactobacillus acidophilus po ptidavku 5 ml hydrolyzatu

5.6.2 PouZziti prutokové cytometrie pro Bifidobacterium breve

Stanoveni poc¢tu bunék priitokovou cytometrii bylo pouZito i pro bakterie Bifidobacterium
breve. Byl sledovan vliv pouzité koncentrace hydrolyzatu na viabilitu bunék. Vysledky jsou
uvedeny v tabulce 16.

Nejvyssi hodnota poctu bun¢k byla zaznamenana pii ptidavku 0,5 ml hydrolyzatu jablecné
vldkniny. Dobrého vysledku doséhl i inulin, taktéz po ptidavku 0,5 ml hydrolyzatu. Nejmensi
pocet bun€k byl zaznamenan po piidavku 5 ml hydrolyzatu inulinu.
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Tabulka 16: Hodnoty poctu bunek v evt/ul pro Bifidobacterium breve po pridavcich rozdilnych
objemt riiznych typt prebiotik

Objem
Prebiotika hydrolyzatu Pocet bunék [evt/ul] | Mrtvé buiiky [%]
[ml]
5 599 <1
Inulin 2,5 1117 <1
0,5 2106 <1
5 709 <1
Psyllium 2.5 894 <1
0,5 1375 <1
) 5 1519 <1
Konopna 2,5 987 <1
vlaknina
0,5 1603 <1
- 5 1236 <1
Jablena 2,5 785 <1
vlaknina
0,5 3323 <1
Blank 5 ml MRS 5594 <1

Pocet bunék vevt/ul po piidavcich urcit¢ého mnoZstvi danych prebiotik je znazornén
v nasledujicich grafech (obrazek 21, obrazek 22, obrazek 23), kdy je porovnavan s poctem
bun¢k blanku.
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Obrazek 21: Graf znazornujici pocet bun€k Bifidobacterium breve po ptidavku 0,5 ml hydrolyzatu
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Obrazek 22: Graf zndzornujici pocet bun€k Bifidobacterium breve po ptidavku 2,5 ml hydrolyzatu
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Obrazek 23: Graf znazornujici pocet bun€k Bifidobacterium breve po pridavku 2,5 ml hydrolyzatu

Z vysledkit vyplyva, ze builky obou kmenid rostou Iépe na komerénim MRS médiu.
Zaroven jsou ale schopny rust i na hydrolyzatech. Rist na hydrolyzatech byl sice horsi, ale
viabilita byla po 24 hodindch témét 100%. Bunky tedy rostly pomalu, ale neumiraly. Naopak
na MRS médiu rostly velmi rychle, ale také rychleji umiraly. Prebiotika a jejich hydrolyzaty
by tedy Slo vyuzit v praxi jako levnéj$i variantu komercnich médii pro rust probiotik.

Obrazek 24 a obrazek 25 ukazuji piiklad vystupu z pratokového cytometru. Prvni
zaznamenava vysledky pro Bifidobacterium breve po 24-hodinové kultivaci. Druhy se tyka
kmenu Lactobacillus acidophilus, taktéz po 24-hodiné kultivaci.
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Obrazek 24: Priklad vystupu z pritokového cytometru - buiiky Bifidobacterium breve po 24 hodinach
kultivace, na obrazku vlevo mtizeme vidét ohrani¢eni bunék s jejich koncentraci, ze kterych je
nasledné v pravém okn¢ vypocitan pomér zivych a mrtvych bunék, na obrazku vpravo je pak tedy
vidét pik, ktery obsahuje pocet Zivych bunék
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Obrazek 25: Ptiklad vystupu z prutokového cytometru - buiiky Lactobacillus acidophilus po 24
hodinach kultivace, na obrazku vlevo mizeme vidét ohrani¢ené buriky s jejich koncentraci, ze kterych
je nasledné v pravém okné vypocitan pomér zivych a mrtvych bungk, na obrazku vpravo jsou pak
vidét dva piky, vetsi pik vice vlevo odpovida poctu zivych bun€k, mensi pik vice vpravo znazoriuje
pocet mrtvych bunék

5.7 Enkapsulace

Pracovni postup enkapsulace bunécnych kultur s prebiotiky je uveden v kapitole 4.8.
Enkapsulace byla provedena pomoci enkapsulatoru pii rizné koncentraci bunck, dale
s nehydrolyzovanymi (prvni enkapsulace) 1 hydrolyzovanymi prebiotiky (druha enkapsulace).
Byly také piipraveny rizné velké Castice za pouziti riizn€ velkych trysek. Byly vytvoreny
mensi ¢astice o praméru 1 mm (tfeti enkapsulace) a vétsi Castice o priméru 2 az 4 mm (prvni
a druhd enkapsulace). Po enkapsulaci bylo sledovano mnozstvi volnych bunék a byla

potvrzena 100 % enkapsulacni ucinnost. Nékteré z vytvofenych ¢astic jsou zobrazeny na
obrazku 26.
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Obrazek 26: Enkapsulované Castice Lactobacillus acidophilus s ptidavkem hydrolyzovaného

prebioitka — na obrazku vlevo jsou ¢astice jableéné vlakniny, ve stiedu jsou znazornény Castice psyllia,

na obrazku vlevo jsou ¢iré Castice inulinu

5.7.1 Stanoveni viability pomoci priitokové cytometrie

Pred enkapsulaci bylo provedeno stanoveni viability pomoci pritokové cytometrie
(tabulky 17 - 19).

Tabulka 17: Vychozi koncentrace bunék pied prvni enkapsulaci

Vzorek Vychozi koncentrace bunék | Pocet Zivych bunék Pocet mrtvych bunék
[evt/ml] [%] [%]
LA 1856 98 2
BB 18 643 93 7
Tabulka 18: Vychozi koncentrace bunék pted druhou enkapsulaci
Vzorek Vychozi koncentrace bunék | Pocet Zivych bunék Pocet mrtvych bunék
[evt/ml] [%] [%]
LA 5458 90 10
BB 7541 90 10
Tabulka 19: Vychozi koncentrace bunék pred teti enkapsulaci
Vzorek Vychozi koncentrace bunék | Pocet Zivych bunék Pocet mrtvych bunék
[evt/ml] [%] [%]
LA 5410 99,1 0,9
BB 8851 99,4 0,4

5.8 Stanoveni dlouhodobé stability ¢astic

Dlouhodobé stabilita ¢astic byla méfena pomoci optické mikroskopie. Stabilita byla
mefena vzdy po 1 tydnu, 3 tydnech a 6 tydnech. Jednotlivé ¢astice byly vzdy méfeny
neobarvené a pro stanoveni viability bunck 1 obarvené methylenovou modii, do které byly
umistény vzdy na 10 minut. Pro sledovani uvolnéného mnozstvi bunék z Castic byla
k pozorovani vyuzita i Biirkerova komitirka. Zjisténé stability jsou uvedeny v tabulkach 20 -
25. Jako INU je oznaCovan inulin, jako GLU gluko6za, jako PSY psyllium, JV jablecna
vldknina a jako KV konopna vldknina.

46




Tabulka 20: Vysledky sledovani dlouhodobé stability u ¢astic Lactobacillus acidophilus
piipravenych prvni enkapsulaci

1. den 1.tyden 3. tyden 6. tyden
Zivé mrtvé Zivé mrtvé | Zivé mrtvé Zivé mrtvé
[Yo] [%e] [%e] [Yo] [Yo] [Yo] [Yo] [Yo]
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 21: Tabulka nartstu poc¢tu bunék u jednotlivych typt castic

1. tyden [%] 3. tyden [%] | 6. tyden [%)]
LA 80 120 130
LA+GLU 60 120 150
LA+INU 50 100 120
LA+PSY 30 100 130
LA+KV 30 110 160
LAHIV / / /

Z tabulky 20 s vysledky sledovani dlouhodobé stability vyplyva, Ze prvni den byla u bun¢k
zachovana 100% viabilita. Po uplynuti prvniho tydne mély nejvice zivych bunék cCastice
s pfidavkem glukdzy a inulinu, naopak nejmensi viabilita byla u psyliia, kde byla 1 nejvétsi
umrtnost - 10%. Pfi sledovani stability po tfech tydnech byla zjiSt€na nejvyssi viabilita u
¢astic obsahujicich inulin a konopnou vlakninu. Nejmensi pocet bunék bylo u ¢astic psyllia,
kde timrtnost dosahovala jiz 25 %. Po uplynuti 6 tydnid se jevilo jako nejlepsi prebiotikum
inulin a konopna vliknina, které mély viabilitu 80 % a obsahovaly tak nejméné mrtvych
bunék. Castice s jable¢nou vlakninou nemohly byt méfeny, protoze vliknina a jeji kusy
znemoznily pozorovani pod mikroskopem.

Z tabulky 21 je patrné, Ze béhem prvniho tydne zaznamenaly nejvétsi skok v poctu bunék
Castice bez pridavku prebotika. Ve tfetim tydnu bylo zjisténo, ze nejveétsi nartst maji opét
buniky bez ptidavku prebiotika a také buiiky s pfidavkem glukézy. V Sestém tydnu je jiz
patrné, Ze celkove nejveétsi narist zaznamenaly ¢astice s pridavkem konopné vldkniny.

Bunky enkapsulované v ¢asticich jsou vidét na obrazku 27 — jako ptiklad slouzi Castice
s ptfidavkem glukozy.
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Obrazek 27: Alginatova Castice s bunikami Lactobacillus acidophilus s ptidavkem gluk6zy obarveno
methylenovou modii A) pol tydnu B) po3 tydnech, zvétseni 1600x

Tabulka 22: Vysledky sledovani dlouhodobé stability u ¢astic Lactobacillus acidophilus ptipravenych

druhou enkapsulaci
1. den 1.tyden 3. tyden 6. tyden
Zivé mrtvé Zivé mrtvé Zivé mrtvé Zivé mrtvé
[%o] [%o] [%o] [%o] [%o] [%] [%] [%]
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 / / / / / / / /

Tabulka 23: Tabulka nartstu poc¢tu bunék u jednotlivych typa Castic Lactobacillus acidophilus
pfipravenych druhou enkapsulaci

1. tyden |3. tyden |6. tyden
LA 50 130 140
LA+GLU 30 120 160
LA+INU 50 150 160
LA+PSY 100 180 200
LA+KV 40 120 150
LA+HJV / / /

Z tabulky 22 pro sledovani dlouhodobé stability castic Lactobacillus acidophilus
pfipravenych druhou enkapsulaci je patrné, Ze prvni den byla u vSech zachovana 100%
zivotnost vSech bunék.

Po uplynuti jednoho tydne si inulin zachoval stale 100% Zivotnost, naopak Castice
s Cistymi buitkami a s psylliem zaznamenaly jiz jen 95% uUmrtnost. Po tiech tydnech méli
viechny &astice kromé ¢astic s inulinem 90% Zivotnost. Céstice s inulinem se pohybovala
okolo hodnoty 93 % Zivych bunck. V poslednich tydnu sledovédni stability se Castice
s ptidavkem glukdzy, inulinu a konopné vlakniny drzely na hodnoté viability okolo 85 %.
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Tabulka 23 sledujici nartst bunék ukazuje, ze béhem prvniho tydne zaznamenaly nejvetsi
narast castice s psylliem. U nich nariist pokracoval béhem tietiho i Sesté¢ho tydne, az dosahl
celkové hodnoty 200 %.

Tabulka 24: Vysledky sledovani dlouhodobé stability u Castic Bifidobacterium breve ptipravenych
druhou enkapsulaci

1. den 1.tyden 3. tyden 6. tyden
Zivé mrtvé Zivé mrtvé Zivé mrtvé Zivé mrtvé
[Yo] [Yo] [Yo] [Yo] [Yo] [Yo] [Yo] [Yo]
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 25: Tabulka nardstu po¢tu bunék u jednotlivych typt ¢astic Bifidobacterium breve
ptipravenych druhou enkapsulaci

1. tyden | 3. tyden | 6. tyden
BB 40 130 150
BB+GLU 30 110 130
BB+INU 60 150 160
BB+PSY 50 130 150
BB+KV 50 110 180
BB+JV / / /

Z tabulky 24 pro kmen Bifidobacterium breve vyplyva, Ze si opét vSechny Castice
zachovaly prvni den 100% Zivotnost. V 1. tydnu si zachovaly 100% Zivotnost Castice
s ptidavkem glukézy a inulinu. Nejmens$i viabilitu zaznamenaly bunky bez ptidavku
prebiotika. Ve 3. tydnu si nejvétsi viabilitu drzely stale ¢astice s pfidavkem glukoézy a inulinu.
Nejveétsi umrtnost byla zaznamendna u ¢astic bez piidavku prebiotika a s ptidavkem konopné
vlakniny, kde umrtnost ¢inila 20 %. V 6. tydnu sledovani stability mély nejvétsi viabilitu
castice s pfidavkem inulinu, a to 90 %. Nejhtie na tom byly ¢astice bez ptidavku prebiotika,
kde umrtnost ¢inila 30 %.

U bakterii kmene Bifidobacterium breve byl béhem prvniho tydne nejvétsi nartst sledovan
u Castic s ptidavkem inulinu (viz tabulka 25). Castice s piidavkem inulinu zaznamenaly
nejveétsi nardst 1 béhem tfetiho tydne. V Sestém tydnu vSak nejvyssi ndrlst zaznamenaly
castice s pfidavkem konopné vlakniny - asi 180 %.

Na obrazku 28 jsou zaznamenany bunky CcCastice, kterd je tvofena jen builkami
Bifidobacterium breve bez piidavku prebiotika.
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CE
Obrazek 28: Alginatova ¢astice s buinkami Bifidobacterium breve s ptidavkem glukozy obarveno
methylenovou modii A) pol tydnu B) po3 tydnech C) po6 tydnech, zvétseni 1600x

Vsechny pripravené c¢astice byly navic béhem dlouhodobého skladovani stabilni a
nedochédzelo k zddnému vyraznému uvoliiovani bunék v pribéhu celého 6-tydenniho
pozorovani. U €astic pfipravenych tieti enkapsulaci nebyl zaznamenan vyrazny rozdil hodnot
v porovnani s ¢asticemi ptipravenymi druhou enkapsulaci.

5.9 Stanoveni stability ¢astic v modelovém prostiedi lidského organismu

Stabilita v simulovanych télnich tekutindch byla sledovana u ¢astic vytvorenych pii druhé
enkapsulaci. Vytvorené Castice (stafi 14 dni) byly vlozeny do modelovych télnich tekutin.
V pankreatické §tavé a v zaludecni $taveé byly inkubovany po dobu 20 minut a ve zlucové
Stave byly 40 minut, v§echno pfi teploté 37°C. Po uplynuti kazdé doby byl vzorek travicich
§tav na podloznim sklicku pozorovan pod mikroskopem. Castice byly obarveny
methylenovou modii a byly také sledovany pod mikroskopem. Byl pozorovan pomér zivych a
mrtvych bunék. Pocitdny byly mrtvé a zivé bunky jak uvniti ¢astice, tak zivé a mrtvé buiky
uvolnéné z Castice. Vysledky stanoveni stability Castic v modelovém prostiedi lidského
organismu jsou uvedeny v tabulce 26.

5.9.1 Stanoveni stability ¢astic v Zalude¢ni $avé

Pti pozorovani slitych zalude¢nich stav pod mikroskopem bylo zjisténo, ze nedoslo
k téméf k zddnému uvolnéni bunék ani u jednoho druhu castic. Uvolnilo se maximalng 2 %
bunék. Potvrdilo se tedy, ze by v ptfipad¢ cesty travicim traktem castice zvladly projit
zaludkem.
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5.9.2 Stanoveni stability ¢astic v pankreatické $tavé

Pifi pozorovani pankreatickych S$tav pod mikroskopem bylo zjiSténo, ze u castic
obsahujicich inulin, gluk6zu a Cisté bakterie bez ptidavku prebiotika doslo k uplnému rozpadu
na malé kousky. Plsobenim pankreatické §t'avy, tj. na zacatku stfeva, doslo k rozpadu 98 az
100 % téchto castic U ¢astic s konopnou vldkninou, jable¢nou vldkninou a psylliem nedoslo

k masivnimu rozpadu, ale ¢astice pomalu zacala vykazovat zmény a doslo k uvolnéni asi
15 % bunék.

5.9.3 Stanoveni stability ¢astic v Zlucové §t'avé

Po 40 minutach ptisobeni zlu¢ovych stav doslo k rozpadu ¢astic obsahujicich konopnou
vlakninu, jable¢nou vldkninu a psyllium. Uvolnilo se asi 50 % bun¢k. Po dalSich asi 30
minutdch doslo k uvolnéni zbytku.

Tabulka 26: Vysledky sledovani stability v modelovém prostiedi lidského organismu — vztazeno na
mnozstvi bunek v ¢asticich po plisobeni dané $tavy

Cisté buiiky | Glukéza | Inulin | Psyllium Jablecna | Konopna
vlaknina vlaknina
2 W r v , r -
Zal“gg“{:}‘i‘;ﬁf‘va 98 % 98% | 98% | 100% 100 % 100 %
Fankreaticka Saval g 0% | 0% | 75% 75 % 75 %
2 W r v , r -
Zl“c"vlflislflj‘tva 40 0% 0% 0% 25 % 25 % 25 %

Souhrnné lze fici, Ze plisobenim Zalude¢nich §t'av nedoSlo k vyraznému poskozeni astic,
naopak pusobenim pankreatickych $tav doSlo k Gplnému rozpadu castic bez pridavku
prebiotika, ¢astic s pfidavkem inulinu a €astic s pridavkem glukézy. U ¢Eastic s pfidavkem
konopné vlakniny, jable¢né vldkniny a psyllia doSlo k uvolnéni jen asi 15 % bunék, avSak
naslednym ptisobenim Zlucovych §t'av po dobu 40 minut doslo k uvolnéni az 50 % bunék a po
uplynuti dalgich 30 minut doglo k rozpadu i t&chto &astic. Castice obsahujici probiotika spolu
s prebiotiky jsou vhodné k cilenému transportu do stieva, odoldvaji kyselému prostiedi
zaludku a jsou rozlozeny spole¢nym pliisobenim stfevni a zluCoveé stavy.
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6. ZAVER

Tato bakalarska prace byla zaméfena na studium probiotickych kultur a na moznost jejich
koenkapsulace se specifickymi substraty, tzn. prebiotiky. Enkapsulovanymi organismy byly
Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium breve. Jejich specifickymi substraty byly inulin,
psyllium, jable¢na vlaknina a konopna vlédknina. Pro oba testované probiotické kmeny bylo
zvoleno né€kolik kultivaénich médii. Bylo pouzito MRS médium, nasledn¢ bylo do média
pridano rtizné mnozstvi nehydrolyzovanych prebiotik a nakonec byly probiotika kultivovany
na médiu s piidavkem hydrolyzovanych prebiotik nebo pouze na cistych prebiotickych
hydrolyzatech. Nasledn¢ byla probiotika koenkapsulovana s riznym ptidavkem prebiotika do
polysacharidovych ¢astic. Castice byly pfipraveny na enkapsulatoru z 2% alginatu s pouZitim
trysky o velikosti 450 a 1000 um. U ptipravenych ¢astic byla sledovana dlouhodoba stabilita
v modelovém prostredi 2,5% kyseliny citronové a rovnéz viabilita enkapsulovanych bunék po
dobu 6 tydnii. Jako nejlepsi substrat byla stanovena konopna vlaknina, kterd méla celkové
nejvyssi narast bunék v ¢asticich.

V dalsi casti této prace byla cilem charakterizace obsahovych slozek prebiotik. K tomu
byly vyuzity spektrofotometrické metody pro stanoveni celkovych cukri a stanoveni
redukujicich cukrt, tenkovrstva chromatografie a HPLC. Nejvyssi obsah celkovych cukrii
byl zaznamenan u psyllia. Nejvyssi obsah redukujicich cukrii ze skupiny nehydrolyzovanych 1
hydrolyzovanych prebiotik vykazovala konopnd vldknina. Metodou tenkovrstvé
chromatografie bylo zjiSténo, Ze hlavnimi slozkami hydrolyzovanych prebiotik je glukdza a
fruktoza, dalsi obsahové slozky tvofi disacharidy a oligosacharidy. Metoda slouzila
k optimalizaci hydrolyzy a bylo zjisténo, Zze optimalni doba hydrolyzy je 1 hodina. Pro
charakterizaci prebiotik pomoci HPLC se osvédCila kolona Rezex diky vétsi citlivosti.
Metodou HPLC bylo potvrzeno, ze hlavni ¢ast hydrolyzovanych prebiotik tvoii glukéza a

Celkov¢ lze tici, ze pomoci enkapsulatoru je mozné uspé$né enkapsulovat do alginatovych
castic oba typy probiotickych bakterii. Pfidané prebiotikum pak pozitivné ovliviiuje rast i
viabilitu mikroorganizmt v ¢asticich. U ¢astic byla navic potvrzena stabilita po dobu 6 tydnti
a enkapsulované bakterie si po celou dobu udrzely svou zivotaschopnost.

Sledovana byla také stabilita jednotlivych c¢astic v modelovém prostfedi lidského
organismu. Castice byly vystaveny ptisobeni modelovych travicich §tav a to zalude¢ni §tavé,
pankreatické §tave a Zluové Stave. Pisobenim zalude¢nich §tav nedoSlo k vyraznému
poskozeni Castic a uvolnéné bunky tvorily maximalné 2 %. Pisobenim pankreatickych $tav
doslo k uplnému rozpadu castic bez ptidavku prebiotika, ¢astic s ptidavkem inulinu a castic
s pfidavkem glukozy. Naopak u ¢astic s ptfidavkem konopné vldkniny, jablecné vlakniny a
psyllia doslo k uvolnéni jen asi 15 % bunék. Dal§im plsobenim Zlu¢ovych §tav po dobu 40
minut doslo k uvolnéni 50 % bunck. Po uplynuti dalSich 30 minut doslo k rozpadu i téchto
Castic. Vyuziti Castic s pridavky obou typii vldknin je tedy vhodné k cilenému transportu
probiotickych kultur do sttevniho traktu.
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8. SEZNAM ZKRATEK

LA — Lactobacillus acidophilus

BB — Bifidobacterium breve

HPLC — ,,High-performance liquid chromatography*, vysokoucinna kapalinova
chromatografie

TLC —,,Thin layer chromatography*, chromatografie na tenké vrstvé
GLU — glukéza

INU — inulin

PSY — psyllium

JV — jable€na vldknina

KV — konopna vlaknina

CMC — karboxymethylceluloza
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