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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace je zaméiena na pripravu dopliku stravy s obsahem probiotické kultury
a ovocné slozky. Uéelem prace bylo zjistil, ktery z vybranych extrakttl bude mit vliv na rist
probiotické kultury a zaroven bude obsahovat urcity podil fenolickych sloucenin, flavonoidi,
vitaminu C a vykazovat antioxida¢ni aktivitu.

Teoreticka Cast prace je zamétfena na stievni mikrobiotu, problematiku probiotickych bakterii
a na charakterizaci enkapsulacnich metod probiotickych bakterii.

V experimentalni ¢asti byly charakterizovany pouzité extrakty ¢ajii a ovocnych sirupd, byla
analyzovana antimikrobialni u¢innost proti modelovym mikroorganismim Escherichia coli,
Micrococcus luteus, Staphylococcus epidermidis a Serratia marcescens. Dale byla testovana
pfima interakce probiotickych bakterii Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei
a Bifidobacterium breve v prostfedi extrakti. Pomoci modelového traveni byla zkoumana
viabilita probiotickych bunék v interakci s vybranymi extrakty béhem a po skonceni traveni.
V posledni ¢asti byly piipraveny enkapsulované ¢astice obsahujici probiotickou kulturu a smés

Caje a sirupu.

KLICOVA SLOVA

Probiotické bakterie, modelové traveni, enkapsulace, alginatové cCastice, doplnék stravy



ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on the preparation of supplementary food with probiotic
culture and fruit components. The aim of this work was to determine which of the selected
extracts will affect the growth of probiotics and also will contain a certain proportion of
phenolic compounds, flavonoids, vitamin C and show antioxidant effects.

The theoretical part of the work is focused on the intestinal microbiota, the issue of probiotics
and the characterization of encapsulation methods of probiotics.

We used extracts of teas and fruit syrups in the experimental part. The antimicrobial activity
against model microorganisms Escherichia coli, Micrococcus luteus, Staphylococcus
epidermidis and Serratia marcescens was analyzed. Interaction of probiotic bacteria
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei and Bifidobacterium breve in extracts were
tested. After model digestion, cell viability of probiotic bacteria in combination with extracts
was examined during and after digestion. In the last part, encapsulated particles containing
probiotics and a mixture of tea and syrup were prepared.

KEYWORDS

Probiotic bacteria, model digestion, encapsulation, alginate particles, food supplement
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1 UVOD

Uzivani probiotickych doplikii stravy se stalo vV soucasné dobé snad jiz mdédnim trendem.
Probiotické dopliiky jak pro déti, tak i pro dospélé jsou hojné propagovany v televiznich reklaméch
a je mozné je zakoupit hned v nékolika riznych formach, jako zZvykaci tablety, kapky nebo kapsle
Kk polykani. ZaleZi pouze na zakaznikovi, jaky typ produktu si vybere.

Probiotika jsou vyzdvihovana piedevsim diky svym pozitivnim vliviim na zdravi konzumenta.
Jejich uzivani stimuluje imunitni systém, napomahaji predchazet stfevnim onemocnéni, zabranuji
zacpé nebo prijmovym onemocnénim ¢i maji pozitivni vliv na atopické ekzémy. Uzivani
probiotickych doplikli se doporucuje hlavné pifi uzivani antibiotik. Antibiotika ovliviiuji sloZeni
lidské sttevni mikrobioty, ktera je pro kazdého jedince specificka a je utvarena jiz od narozeni.
Probiotické bakterie napomahaji k jejimu rychlejSimu znovu osidlovani po pozivani antibiotik.

Cilem této prace bylo zpracovani reSerSe na dané téma. Dale navrzeni optimalniho slozeni
produktu s obsahem probiotickych bakterii s ovocnou slozkou, a to na zakladé zjisténych vlastnosti

pouzitych extrakt a jejich interakci s probiotickymi kulturami.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Strevni mikrobiota

Pojem stfevni mikrobiota je dnes jiz velmi zndmym a popularnim slovnim spojenim, kter¢ jisté
kazdy znas zna z televiznich reklam, prezentujicich dopliky stravy pro zlepSeni stfevni
mikroflora®.

V lidském stfevé se nachazi okolo 10'°-10%* mikroorganismi, které piedstavuji stievni
mikrobiotu, s vice nez 100-150 krat vice geny nez nas vlastni genom [1]. Stfevni mikrobiota je
spolecenstvo mikrobt nebo presnéji feceno mikroorganismi, které se nachazeji v lidském stieve.
Slovo mikrobiom se pouZziva pro popsani mikrobialnich genomu [2]. I pfesto jsou slova ,,stfevni
mikrobiom* a ,,stfevni mikrobiota® dost ¢asto zaménovany. Dle lokalizace 1ze mikrobiom rozd¢lit
do ¢tyf mikrosystémt [3]: mikrobiom urogenitdlniho traktu, mikrobiom gastrointestinalniho
traktu, mikrobiom dychacich cest a kozni mikrobiom na povrchu lidského téla, pfi¢emz nejvice
mikrobioty, az 95%, se nachazi v gastrointestinalnim traktu, konkrétné v tlustém strevé [2].

Lidsky mikrobiom je utvafen spoluexistenci bakterii, virli, protozoa (prvokil) a fadou zastupct
z domény archaea. Zastoupeni téchto péti spolecenstev muize byt rozdilné a v pribéhu Zivota
jedince se mize dale ménit. K nejprostudovanéjsim castem lidského mikrobiomu patii
gastrointestinalni trakt, ktery je hostitelem péti hlavnich bakterialnich kmend — Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria a Verrucomicrobia, které tvoii stfevni mikrobiotu
zdravého jedince, viz Tabulka €. 1. PfestoZe je zastoupeni u zdravych dospélych osob obdobné,
vyskytuji se také rizné variace na rodové i druhové arovni [3, 4].

Stfevni mikrobiom hraje kli¢ovou roli v mnoha fyziologickych procesech hostitele, je soucasti
jeho energetického metabolismu, metabolismu 1é¢iv a podili se i na ochrané téla pted patogeny [3].

Tabulka 1 Nejvice zastoupené bakterie [5]

Doména Kmen T¥ida Rad Celed’ Rod
Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Clostridium
: Firmicutes Bacilli Lactobacillales  Lactobacillaceae Lactobacillus
Bakterie ) ) o o i
Bacteroidetes Bacteroidetes Bacteroidiales Bacteroidiaceae Bacteroides

Actinobacteria  Actinobacteria Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae Bifidobacterium

10



2.1.1 Tvorba mikrobioty u novorozencu

Existoval pfedpoklad, Ze mikrobiota u déti se zacina tvofit postnatalné ¢ili od prvniho dne narozeni
ditéte. Stfevni mikrobiota je ale utvafena mnohem dfive, a to jiz v prubéhu té¢hotenstvi, kdy dité
polyké plodovou vodu, ktera obsahuje mikroorganismy. Osidlovani lidského stfeva tedy zac¢ina jiz
v bfisSe matky, coz potvrzuje i1 fakt, Ze spole¢né zijici Clenové rodiny maji stejné slozZeni
mikrobioty, to je ovSem podminéno i jinymi faktory. Béhem prvnich mésicti vyvinu ditéte
postupné dochézi ke kolonizaci sttevniho epitelu. Nejprve aerobnimi a fakultativné anaerobnimi
mikroorganismy, nasledn¢ az obligatné anaerobnimi mikroorganismy a bakteriemi rodu
Bifidobacterium [2].

Utvareni stievni mikrobioty je zavislé na prib¢hu celého té¢hotenstvi a hlavnim faktorem pro
tvorbu mikrobioty je zpisob porodu ditéte, kojeni, poziti antibiotik béhem prvniho roku zivota
a zpusob vyzivy ditéte [6, 7].

Ve §védské studii z roku 2015 byl charakterizovan stievni mikrobiom béhem prvniho roku
zivota V zavislosti na zpusobu porodu ditéte a zpusobu vyzivy. Pro detailni charakterizaci
sttevniho mikrobiomu byly odebrany vzorky stolice od 98 matek pii porodu s normalnim
priabéhem tchotenstvi, pficemz 15 znich rodilo pomoci cisaifského fezu a zbytek pfirozenou
vaginalni cestou. Vzorky novorozenct byly odebrany ve 4. a 12. mésici zivota. Kmeny Firmicutes
a Bacteroidetes patiily k nejvice zastoupenym, po nich hned nasledovaly kmeny Actinobacteria
a Proteobacteria. Po porovnani fekalniho mikrobiomu kojenct narozenim cisafskym fezem jejich
mikrobiom na rozdil od mikrobiomu vaginalné narozenych jedincti obsahoval rody Enterobacter
hormonaechei, E. cancerogenus, Haemophilus parainfluenzae, H. aegyptius, H. influenzae,
H. haemolyticus, Staphylococcus saprophyticus, S. lugdunensis, S.aureus, Streptococcus
australis a Veillonella dispar, V. parvula, coz nasvédCuje skuteCnosti, Zze na tvorbé stfevni
mikrobioty téchto jedincl se podileji koZni 1 ordlni mikroby, ale pfekvapivé také mikroby
Z okolniho prostfedi. Stievni mikrobiota u vaginaln€ narozenych kojenct byla osidlena nejhojnéji
rody Bacteroides, Bifidobacterium, Parabacteroides, Escherichia ¢i Shigella [6].

Studie ukazuje, ze 1 stievni mikrobiota matek pfispéla k tvorbé mikrobioty u novorozenct,
pfi porovnani zastoupeni taxontl, ze 187 taxont, které byly pfitomny u vaginalné narozenych déti,
bylo 135 objeveno i u matek, a to piedevSim ty nejpodstatnéjsi Escherichia, Shigella,
Bifidobacterium longu, Enterococcus faecalis, Bacteroides fragilis. Tato situace naznacuje,
ze existuje vertikalni pfenos z matky na dité. Pti porovnani narozenych cisafskym fezem nebyl
prokdzan ptenos z matky na dité, zplisobem porodu doslo k naruseni pienosu. Bylo tedy zjisténo,

ze 72 % prvotnich mikrobti se u vaginalné narozenych novorozenci shodovalo s mikroby
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obsazenymi ve stolici matky ditéte, na rozdil od novorozencli narozenych cisaiskym fezem,
kde bylo zjisténo pouze 41 % z ranych kolonizatori stievniho epitelu. U téchto jedinct bylo méné
Casté sdileni bakterii rodu Bacteroides, ale sdileni Enterococcus faecalis bylo zachovano.
| bakterie rodu Bifidobacterium byly pozorovany pfi pfenosu z matky na dité. Vysledky studie
ukazuji, ze prvotni kolonizatofi stfeva novorozence pochéazeji od matky a ze zpiisob narozeni

je dilezitym faktorem pro formovani stievni mikrobioty kojencti na pocatku jejich zivota [6, 7, 8].

2.1.2 Strevni mikrobiota v zavislosti na vyzivé ditéte

Mikrobiomy novorozenct a ¢tyfmésicnich kojencti byly obohaceny o geny schopné degradovat
cukry ziskané z matetského mléka, které je primarnim zdrojem vyzivy. U pfevazné kojenych
kojencii se po ctyfech mésicich objevily rody, zndme dnes pod nazvem probiotika,
a to L. Johnsonii, L.asseri, L. paracasei, L. casei a B. longum. Na rozdil od kojencii krmenych
prevazné umélou vyzivou, u kterych ptevazovala pfitomnost Clostridium difficile, Granulicatella
adiacens, Citrobacter a Enterobacter cloacae. Preruseni kojeni mélo velky vliv na posun stfevni
mikrobioty k podobé dospélého jedince. U 12mésicnich kojenct bylo sloZeni obohacené o bakterie
Bacteroides, Bilophila, Roseburia, Clostridium a Anaerostipes. U déti kojenych i po dovrSeni
jednoho roku zivota pievladaly bakterie Bifidobacterium, Lactobacillus, Collinsella,
Megasphaera a Veillonella, které jsou obsazené v matetském mléce. Silny vliv na zrani
mikrobioty maji tedy dva vyznamné faktory, za prvé je to ukonceni kojeni a za druhé prechod
na pevnou stravu. V tomto okamziku, kdy dit¢ ptechdzi z prevazné tekuté stravy na tuhou,

se stievni mikrobiota dit¢ jiz velmi podoba dospélému jedinci [6].
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2.1.3 Vliv stievni mikrobioty na hostitele

Stfevni mikrobiota vyrazné ovliviiuje Zivot hostitele, a to pozitivné i negativné, viz tabulka ¢. 2.

Tabulka 2 Viivy stievnich bakterii na hostitele [9]

Pozitivni vlivy sti‘evni mikrobioty na
hostitele

Vazba potencialnich mutagenti

Produkce mastnych kyselin s kratkym
retézcem (butyratu, propionatu, acetatu)

Negativni vlivy stifevni mikrobioty na
hostitele

Produkce toxint

Aktivace prokarcinogenii

a monosacharidt z fermentovatelné vlakniny

Syntéza vitaminu B a vitaminu K (folaty
a biotin napomahayji regulovat proliferaci
sliznice tlustého stfeva)

Syntéza karcinogennich a genotoxickych latek
Z nestravitelnych soucasti potravy

Ovlivnéni metabolismu zlucovych kyselin,
kdy dochazi k transformaci primarnich
zlucovych kyselin na sekundarni, které jsou
promotory tlustosttevnich tumori, jsou
genotoxické a karcinogenni a napomahaji pii
selekci bunek rezistentnich viici apoptoze.

Ptimé pusobeni na sliznici (ovlivnéni funkce
imunitniho systému, slozeni hlenu, neuro-
humoralni regulaci)

Metabolismus tlustostfevnich bakterii vedouci
k aktivaci enzymu, napft. betaglukonidaz, které
svoji nasledovnou ¢innosti mohou zpisobit
uvolnéni karcinogenniho metabolitu vzniklého
Vv jatrech v tra¢niku.

2.2 Probiotické bakterie

2.2.1 Historie

Termin poprvé pouzili Daniel M. Lilly a Rosalie H. Stillwell v roce 1965. Poprvé jako probiotika
oznacili latku, kterd byla produkovédna jednim prvokem a podnécovala rtist druhého prvoka.
Pozdg&ji se zacal termin pouzivat jako oznaceni krmnych doplikd, které byly urceny
pro hospodaiskd zvitrata a lidi. Vyznam slova ,,probiotikum® znamenad ,,pro Zivot™ a je opakem
slova ,,antibiotikum®. Prvni definici probiotik formuloval Fuller v roce 1989. Lidé vSak pfijimali
zivé kultury bakterii jako soucast jejich potravy jiz davno pfed vymezenim vyznamu slova,
a proto je jako pocatek teorie probiotik uvaddén rok 1907. V tomto roce byla publikovana
tzv. ,,optimistickd studie o prodlouzeni veéku“ (Ilja Mecnikov). V této praci piSe o tom,
ze dlouhovékost lidi Zijicich v balkanskych zemich je zplisobena tim, Ze pravidelné¢ konzumuyji

mlécné kysané vyroby, které obsahuji zivé bakterie [11].
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2.2.2 Definice probiotik

Probiotika jsou definovana jako mikroorganismy, jejichz poziti v pfiméfeném mnozstvi mize byt
zdravi prospésné pro konzumenta [11]. Jindy se mizeme docist o probiotikach jako doplicich
stravy, které¢ pfiznivé ovliviiuji hostitele tim, ze zlepSuji jeho stievni mikrobidlni rovnovahu.
Probiotika obecné maji vyborny vliv na zdravi konzumenta, chrani ho pfed moznymi nemocemi

zpusobenymi potravinami [12].

2.2.3 Charakteristika probiotik

Probiotika jsou tedy zdravi prospésné mikroorganismy, které ptirozené osidluji stfevni mikrobiotu
hostitele a inhibuji plisobeni patogenii. Tyto mikroorganismy obvykle patii do skupiny bakterii
mlécného kvaseni. Jejich dillezitou schopnosti je kolonizace stievni sliznice, k tomu se nejcastéji
vyuzivaji dva rody bakterii, rod Lactobacillus a Bifidobacterium [13]. Existuje mnoho faktort,
které ovliviuji, nebo dokonce méni sloZeni stfevni mikrobioty, napt. v€k, nemoci, stres, strava
¢i uzivani 1éciv [14].

Probiotické bakterie jsou prospésné jak u lidi, tak i u zvifat. Bézn¢ se pfidavaji do mlécnych
kysanych produktt, syrt, fermentovanych masnych produktu, ale i do suSenek. Mizeme je uzivat

i ve form¢ vyzivového suplementu v kapslich nebo prasku [11].

2.2.4 Bakterie mlééného kvaSeni

Bakterie mlé¢ného kvaSeni, Casto oznaCované zkratkou BMK, jsou pouzivany pii fermentaci
potravin a krmiv. Obecné jsou povazovany za velmi prospésné organismy. Podle soucasné
klasifikace patii BMK do kmene Firmicutes, tiidy Bacilli a fadu Lactobacillales. Mezi
nejvyznamngj$i bakterie mlééného kvaseni patii rody Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Weissella, Lactococcus a Streptococcus [14].

Bakterie mlééného kvaseni jsou predevSim nesporulujici, anaerobni, grampozitivni
nepohyblivé tyCinky, jejichZ hlavnim metabolickym produktem je laktat. Podle toho je nasledné
mizeme rozdé€lit na homofermentativni a heterofermentativni bakterie, viz Tabulka 3 [15].

¢ homofermentativni bakterie —jedinym produktem fermentace sacharidi je kyselina mlé¢na
e heterofermentativni bakterie — fermentaci sacharidi nevznikd pouze kyselina mlécna,

ale i kyselina octova, CO», popfipadé i ethanol.
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Tabulka 3 Rody bakterii mlécného kvaseni, typ jejich fermentace, hlavni produkty a konfigurace [15]

Rod Typ fermentace Hlavni produkty Konfigurace kyseliny

mlécné
Lactococcus Homofermentativni laktat L(+)
Streptococcus Homofermentativni laktat L (+)
Pediococcus Homofermentativni laktat DL, L (+)
Lactobacillus Homofermentativni laktat DL
Leuconostoc Heterofermentativni laktat : acetat : CO; D ()

1:1:1

Bifidobacterium Heterofermentativni laktat : acetat 1:1 L (+)

Jejich hlavnim probiotickym tucelem je stabilizovat stfevni mikrobiotu ¢lovéka. Pomahaji
ovSem i pii infekcich, které jsou zpisobeny bakteriemi a viry, zlepSuji ¢i obnovuji stav mikrobioty
po podavani antibiotik, pomahaji pfi zanétlivych stievnich onemocnénich a stimuluji imunitni
systém. Probiotické uinky bakterii jsou vzdy kmenové specifické. Nékteré pozitivni efekty byly

prokazany in vitro, jiné in vivo na zvitatech nebo lidech [12].

2.2.5 Nejpouzivanéjsi rody bakterii mlééného kvaseni jako probiotika

Hlavnimi zastupci probiotickych bakterii mlééného kvaseni jsou Lactobacillus acidophillus,
L. casei, L. rhamnosus, L. plantarum a Enterococcus feacium. Probioticka funkce BMK
je predevsim u téch BMK, které maji pivod v traktu ¢lovéka nebo zvifete a jsou schopné zde prezit
a namnozit se. Dfive byl fazen mezi BMK i rod Bifidobacterium, ktery nyni patii do kmene
Actinobacteria [12].

2.2.6 Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus, viz Obrazek 1, patii do skupiny grampozitivnich, fakultativné anaerobnich
nebo mikroaerofilnich bakterii ty¢inkovitého tvaru, které pravidelné nesporuluji. Bézn¢ jsou velmi
rozsifené, nachéazi se obvykle 1 v lidském téle. Pfirozené se vyskytuji v Gstni dutin€, v travicim
traktu nebo vaginé. Preferuji prostiedi o pH v rozmezi 4,5-6,5 a teplota optimalni pro jejich rtst
se pohybuje v rozsahu 1545 °C. Jejich hlavnim metabolickym produktem je kyselina mlé¢na,
kterd vznika zkvaSenim (fermentaci) sacharidl. Proto je hlavnim zastupcem skupiny bakterii
mléného  kvaSeni, kter¢é se hojné vyuzivaji jak v potravinaiském  primyslu,
tak v biotechnologickém primyslu. Kyselina mlé¢na dokaze snizovat pH prostredi, a zabranuje

tak vzniku a ptisobeni patogennich bakterii [15].
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2.2.7 Rod Bifidobacterium

Bifidobakterie, viz Obrazek 2, jsou grampozitivni heterofermentativni bakterie. Jsou striktné
anaerobni, nesporuluji, nepohybuji se a obvykle jsou kokovitého nebo ty¢inkovitého tvaru.
Nachazi se jednotlive, ale 1 v kratSich nebo delSich fetézcich. Jejich optimalni teplota pro rast
je v rozmezi 37-41 °C, minimalni hrani¢ni teplota je 25 °C, maximalni hrani¢ni teplota dosahuje
az na 45 °C. Bifidobakterie nemaji rady velmi kyselé prostiedi, coz je divod, pro¢ jejich optimalni

pH pro rust je v rozsahu 6,57 [15].

Obrazek 2 Bifidobacterium animalis [17]

2.2.8 Pozitivni ucinky probiotik na zdravi ¢lovéka

Vyhod probiotik, které ptisobi na zdravi clovéka, je nespocetné mnoho. Jejich tcinek se také odviji
od veku a fyziologického stavu konzumenta. Uzivéani probiotik se doporucuje, bud’ preventivng,
nebo cilené pro zlepSeni zdravotniho stavu, napt. pfi a po uzivani antibiotik, podpofeni imunity,
nebo pied cestou do exotickych zemi. Mezi hlavni pozitivni U€inky na zdravi Clovéka patii

predevsim [11]:
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e pozitivni vliv na atopické ekzémy a alergie

e prevence kolorektalniho karcinomu

e piedchdzeni zacpé a priijmovym onemocnénim
e zabranéni rotavirové infekci kojencii

e stimulace imunity

e piechazeni a mirnéni zanétlivych stfevnich onemocnéni

2.2.9 Negativni u¢inky probiotik na zdravi ¢lovéka

Ackoliv jsou probiotika znama svymi pozitivnimi ucinky, nalezne se i n¢kolik vedlejsich ucinkd,
které mtze jejich uzivani zptsobit.

Evropsky ufad pro bezpecnost potravin sice povazuje bézné druhy probiotickych bakterii za
bezpecné a nezavadné, ale stejné jako Americky Gfad pro kontrolu potravin, doposud neschvalil
zadny druh probiotik pro prevenci a lé€bu zdravotnich komplikaci. Divodem zamitnuti bylo
nedostate¢né prozkoumani mechanismu t¢inku probiotickych bakterii [18].

Svétova zdravotnicka organizace podpofila testovani probiotik z hlediska bezpec€nosti.
Probéhla tada testi na produkci toxinll, rezistenci vuc¢i antibiotikiim a celkova analyza
metabolickych aktivit. Na nasledujicim Obrazku 3 lze vidét pfehled moznych vedlejsich G¢inka

zpusobenych uzivanim probiotik.

Odolnost vaci
antibiotikum

Pienos genu

—
Akne
Skodlive
metabolicke
aktivity
Endokarditida
Nepriznive uéinky
probiotik " — Y
Gastrointestinalm :Nadymam |

Nadmeérna imunitni

stimulacce
Obezita
Infekce F :

Obrazek 3 Mozné nezadouci ucinky [18]
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Jiné studie navrhuji, jak ptfedchazet vedlejsim ucinktim, které se mohou u konzumenta
vyskytnout. V prvni fad¢ je doporuceno snizit davku. Lidské t€lo si na nizsi davku piivykne snaz
a postupné¢ je mozné davku opét navysit dle potteby. Dal§im doporucenim, jak zamezit
nezadoucim ucinkim, je pit dostatecné¢ mnozstvi tekutin. Touto cestou miizeme potlacit prijem,

nadymani, kieCe, vyrazky ¢i akné [18].

2.2.10 Probiotické vyrobky s obsahem ovocné slozky

Probihaji vyzkumy zkoumajici probiotické kultury na bdzi ovocné nebo zeleninové slozky.
Hlavnim divodem jsou vyhody, které ovocné anebo zeleninové stavy poskytuji. Ovocné stavy
jsou bohatym zdrojem zivin, které jsou obohacené okyselujicimi latkami, od nichz se oc¢ekava,
ze by mohly prodlouzit dobu trvanlivosti, a to tim zplisobem, Ze vytvoii anaerobni prostiedi,
které probiotické bakterie vyzaduji, toho lze snadno dosdhnout odstranénim kysliku. Dalsi
vyhodou ovocnych $tav je také ptfirozena pritomnost cukrii, které podporuji rist probiotickych
bakterii. Velkou vyhodou je i rychlé trdveni ovocnych $t'av, které v Zaludku zistavaji jen kratkou
chvili, coZ je vyhodné i pro probiotické bakterie, které nejsou vystaveny dlouhému ptisobeni velmi
kyselého prostredi v zaludku. Jsou vyuzivany druhy ovoce a zeleniny jako jsou jablka, ananas,
pomerance, meloun, ¢erny rybiz, maliny, bortivky, banan, kesu jablko, granatové jablko, mrkev
a cervend fepa a dal$i. Naptiklad ve Stavé z keSu jablka byl i po 6 tydnech skladovani pocet
zivotaschopnych bungk L. casei vétsi nez 8,00 log KTJ/ml, stejny trend se objevil u ananasového
a melounového dzusu [19].

Enkapsulace probiotickych bun€k je dals$i mozZnost, jak 1épe ochranit probiotické bakterie
pted piisobenim kyselych travicich §t'av a zdroven muze prodlouzit Zivotaschopnost bunék béhem
skladovani. Probiotické bakterie mohou byt enkapsulovany do ¢astic obvykle kulovitého tvaru,
které jsou vytvafeny z alginatu a jejich povrch je opatfeny chitosany, ucelem je jest¢ zvysit

ochranu probiotickych bakterii [19].

2.3 Charakteristika rostlinnych extrakti

Chronickd onemocnéni patfi mezi nejvétsi problém moderni lidské spolecnosti. Jedna
se piedevsim o kardiovaskuldrni a cerebrovaskularni onemocnéni, rakovinu ¢i cukrovku.
| pfestoze lidské t€lo ma piirozeny obranny systém proti Skodlivym vliviim volnych radikald,
kazdodenni stres a Spatné stravovani snizuji obranyschopnost vici t€émto vliviim. Antioxida¢ni
vlastnosti bioaktivnich latek jsou vyzdvihovany, diky schopnosti chranit bunétné systémy
lidského téla pred oxidacnim poSkozenim pomoci riznych mechanismil, a tim snizuji riziko

chronickych onemocnéni [20].
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Mezi bioaktivni latky fadime fenolické slouceniny, flavonoidy, antokyany, vitamin C,
vitamin E. Polyfenoly jsou nejrozsifenéjsi slouceniny, které¢ vykazuji redukéni ucinky v lidské
stravé. Potraviny bohaté na obsah bioaktivnich latek jsou predevsim vino, kéva, ¢aj, ovocné dzusy,

¢okolada a ovoce [21].

2.3.1 BIO Détsky fenyklovy ¢aj, LEROS Baby

Détsky €aj pripraveny z plodu fenyklu z ekologického zemédélstvi, ktery podporuje traveni,
pusobi jako pfirodni antioxidant, pomahé pfi plynatosti a nadymani [22]. Fenykl obecny neboli
Foeniculum vulgare je hlavni slozkou zminéného produktu. Lidové je fenykl nazyvan jako italsky
kopr, ukrop nebo sladky kopr apod. Fenykl je bylina z ¢eledi mifikovitych a péstuje se pifedevsim
pro jeji plody, semena, kterd obsahuji silice, anethol, estragol, fenchon, fenylkarboxylové
kyseliny, flavonoidy, pryskyfice, furanokimariny, mastny olej, vitaminy A, B, C, E, které maji
expektoracni a sekretomotorické ucinky. Fenykl obecny Ize tedy pouzit jako slabé spasmolytikum

proti nadymani [23].

2.3.2 Détsky ¢aj s malinou, LEROS Baby

V malinovém détském caji nalezneme 38 % riiZe Sipkové, 23 % ibisku sidanského a 20 % jabloné.
Pfitomnost maliniku je v 10% zastoupeni. V ptipadé maliniku, Rubus idaeus, jsou sbirany listy,
které nejsou bézné soucasti ¢ajovych smési, nalezneme je ale v ¢ajich plisobicich na metabolismus.
Ruze sipkova neboli Rosa canina ¢i jednoduse $ipek, je zdroj vyznamnych latek, které se nachazi
Vv plodu rostliny. Sbirany plod obsahuje taniny, sorbitol, vitamin C v pomérné velkém zastoupeni
az 1,7 %, kyselinu jable¢nou & kyselinu citronovou. Caj z $ipkil je vhodné konzumovat napiiklad
pii nachlazeni. IbiSek sudansky latinsky Hibiscus sabdariffa, sbirany pro sviij kvét, napomaha
snizovat cholesterol v organismu a obsahuje fenolické slouceniny, polysacharidy, kyselinu vinnou,
kyselinu jable¢nou i kyselinu citronovou. Do ¢ajovych smési se piidava nejen kviili svému obsahu,
ale i z divodu senzorickych vlastnosti, kdy zvyraziuje barvu i chut’ ¢aje. Daucus carota, naim
znama jako mrkev obecnd, je vprvni fadé¢ nepostradatelnym zdrojem vitaminu A,
ktery ma pozitivni vliv na lidsky zrak. Je pfidavana pro své dietetické Géinky pfi stfevnich
¢i zalude¢nich poruchach u kojenct. Jablon, Malus domestica, sbiranou casti je plod,
ktery obsahuje vitamin C, organické kyseliny, polysacharidy a pfedev§im vldkninu, kterd upravuje

traveni a slouzi jako prebiotikum [24].
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2.3.3 BIO ¢aj pro kojici matky, LEROS Baby

Kojici ¢aj pro matky je vyhradné BIO, ponévadz jednotlivé pifisady pochéazeji z kontrolovaného
ekologického zemédelstvi. Stejné jako v predchozich détskych ¢ajich i zde ve slozeni nesmi chybét
rize Sipkova, tentokrat az v obsahu 52 %, dale je zde hojné zastoupena jestfabina lékatska
v obsahu 20 %, rybiz Cerny 18 % a posledni komponentou je levandule 1ékaiska 5 %. Ruze
Sipkova jiz byla popséna v predchozich odstavcich. U jestfabiny lékatské lidové koziho routa
je sbirana a pro vyrobu ¢ajii pouziva jeji nat’. O jestfabing se fika, ze pomaha redukovat hladinu
cukru v krvi, stimuluje tvorbu matetského mléka. Jestiabina byva také oznaCovana
jako diuretikum. V piipad¢ rybizu ¢erného, neboli Ribes nigrum, se sbiraji listy, ale hlavné plody,
které obsahuji anthokyany, flavonové glykosidy, sacharidy a organické kyseliny. V listech
najdeme flavonoidy jako hyperin a astragalin, prodelfininy a v niz§im zastoupeni i silice. Caj
z listh se pouziva naptiklad pfizanétech mocovych cest nebo dychacich cest. Posledni
komponentou ¢aje je levandule lékaiskd, kde jsou ocenovany aroma a zklidilujici Uc¢inky.
Sbira se jeji nat' 1 kvét, ktery obsahuje 1-3 % silic, glykosidy a tfisloviny. Levandule
pusobi jako uklidiujici prostiedek pii nervovém vycerpani, potizich se spanim, piidava
se do koupeli, kde napomaha regeneraci a hojeni riznych odérek a ran. I jeji vyuziti v kosmetice

je veéhlasné znamé [25].

BIO fa 1 :
KOJict Mergy -

SJESTRABIN 0y
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Obrazek 4 Caje znacky LEROS vybrané pro experimentdlni pouziti [24, 25]
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2.4 Enkapsulace aplikovana v potravinarstvi

Enkapsulace je definovana jako proces zachyceni jedné substance dané aktivni latky, substanci
druhou urc¢itym obalovym materidlem. Enkapsulovand aktivni latka uvnitf ¢astice byva nazyvana
jako jadro nebo vypli. Naopak latka, kterd se nachdzi na povrchu Castice a zapouzdiuje danou
aktivni latku uvnitf, se oznaCuje jako obal, n¢kdy také jako kapsule, ale mizeme se setkat
I S oznacenim nosic [26].

Existuje nespocet aplikaci enkapsulace v potravinaistvi. Metoda enkapsulace je vyuzivana
naptiklad pti zakomponovani bioaktivnich molekul a zivych bunék do potravin. Lze ji tedy vyuzit
jako zptisob obohaceni potravin o antioxidanty, mineraly, vitaminy, lutein, mastné kyseliny a dalsi
I spolu s zivymi organismy naptiklad probiotickymi bakteriemi. Princip enkapsulace je zalozen
na zapouzdieni bioaktivni sloZky, ktera je zcela obalena a chrdnéna bariérou. Jiné zdroje uvadi
definici enkapsulace jako technologie balené latek o rizném skupenstvi do malych ¢astic, kapsli,
jejichz obsah je postupné uvoliiovan v zavislosti na podminkach. Zminéné ¢astice mohou
byt riznych rozméri od nékolika malo nanometri az po nékolik milimetrd. Hlavnim
ucelem enkapsulace je uchovani stability bioaktivnich sloucenin a zabranéni interakce
S potravinovou Castici [26].

Existuje mnoho latek, které 1ze pouzit k enkapsulaci jak kapalnych, tak latek plynnych, problém
ovSem nastava v legislativé, kdy predpisy pro potravinaiska aditiva jsou ptisnéj$i nez v ptipadé
l1é¢iv a je nutné, aby potravinaisky proces splitoval pozadavky uddvané Evropskym tfadem
pro bezpeénost potravin [26].

Pfi vybéru materidlu musi byt kladen diraz také na funkcénost materidlu, ktery by mél
poskytovat stabilitu aktivni latce. Obecné materialy pouzité pro enkapsulaci musi také spliovat
nasledujici kritéria: musi byt potravinaiského ptivodu, musi byt schopné vytvofit bariéru mezi
obsahem a okolnim prostfedim a musi byt biologicky odbouratelné, proto drtiva vétSina materialu
pouzivanych v potravinafstvi pro enkapsulaci jsou biomolekuly, piesnéji polysacharidy. Bézné
se pouziva Skrob a jeho derivaty jako amyldza, amylopektin, dextriny nebo celuléza. Pouzivaji
se také rostlinné extrakty, pektiny a rozpustné sdjové polysacharidy, moiské extrakty jako
karagenany a alginat nebo mikrobidlni a Zivocisné polysacharidy jako dextran, chitosan,

xanthan nebo gellan [26].
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2.4.1 Metody enkapsulace probiotickych mikroorganismi

2.4.1.1 Extruze

Extruze patii mezi jednoduché a neptilis ndkladné technologie. Je Siroce vyuzivana pii enkapsulaci
probiotickych bakterii. Ackoliv jde o techniku nenaroCnou, je schopna zajistit vysokou
zivotaschopnost enkapsulovanych bun¢k [27, 28].

Tato technika pracuje s polymernim hydrokoloidnim roztokem, ktery je smichan s mikrobialni
kulturou. Za vysokého tlaku je wvznikla suspenze vytlaCovana tryskou do sitovaciho
Cinidla a preménou hydrokoloidniho roztoku tak dochazi ke gelovaténi neboli tvorbé gelu
v podob¢ kulicek [27, 28].

Nevyhodou této techniky je jeji Casovd naroCnost, je pomald, a proto ji nelze
vyuzit pti velkovyrobé. Dalsi nevyhodou této techniky je, Ze neni schopna vyrabét

Castice mensi nez 500 um [27].

2.4.1.2 Emulgace

Dalsi bézn¢ vyuzivanou technikou pii enkapsulovani probiotik je emulgace. Emulze se sklada
ze dvou fazi. Z faze dispergované, ktera obsahuje bunéfnou suspenzi, a z faze kontinualni,
ktera muze byt olej nebo organicky roztok. [27, 28]

Homogenizaci smési pomoci povrchové aktivnich latek se ptipravi emulze. Emulze je tedy
disperze dvou vzajemné nemisitelnych kapalin se stabilizacnim ¢inidlem a vétsi afinitou k fazi
kontinualni nez k dispergované fazi. Castice se vytvaii v kontinualni fazi pomoci sitovaciho
¢inidla nebo pomoci procesu ochlazovani. Vyrobené mikrokulicky jsou nasledné centrifugovany
nebo filtrovany. Jejich velikost se pohybuje mezi 25 pm az 2 mm a je fizena hned né€kolika faktory:
rychlosti michdni, rychlosti pfidavani sitovaciho ¢inidla, koncentraci povrchové aktivni latky
a pomérem vody v oleji [27].

Emulgatory obecné zlepSuji stabilitu emulze, a to diky sniZeni povrchového napéti. Pouziti
emulgatoru také zptisobuje mensi velikost kuli¢ek, coz je zadouci jev [27].

Nevyhodou pii vyrobé mikrokapsli o rtizném tvaru i velikosti je pfitomnost dal§iho
polymerniho roztoku k potahovani bun¢k [27].

probiotickych bakterii a je snazsi je Skalovat [27].

2.4.1.3 Sprejové suSeni
Sprejové suseni je nizkonakladova technika, ktera se jiz béZné pouziva v potravinarském primyslu

a je také vhodna pro mikroenkapsulaci probiotik. Jde o rychlou techniku s vysokou produktivitou.

22



Princip této metody je zaloZen na atomizaci roztoku obsahujici enkapsulované Ccinidlo
ve vysokoteplotnim plynu, ktery neprodlené vytvoii prasek [27].

Jako potahovaci material pro enkapsulaci probiotik je mozné pouzit naptiklad maltodextrin,
modifikovany Skrob, arabskou gumu, alginat, karboxymethylcelulozu, guarovou gumu, séjovy
protein nebo kaseinat sodny [27, 28].

Proces muze byt provadén kontinualné, dilezité je brat ale zfetel na kontrolu a nastaveni
parametrd, napf. vstupni a vystupni teplota. Sprejové suSeni predstavuje aplikaci kapalného
nastfiku na malé kapicky o velikosti 10—150 um, které jsou nasledné¢ rozpraseny do horkého
a suchého vzduchu vyhratého na teplotu 150-250 °C. Vhodny probioticky kmen pro tuto techniku

by mél byt vybran na zaklad€ odolnosti vii¢i osmotickému, oxida¢nimu a tepelnému stresu [28].

2.4.1.4 Sprejové chlazeni

Sprejové chlazeni je obdobny proces jako sprejové suseni, u obou téchto metod dochazi ke vzniku
malych kapi¢ek. Tato metoda je zalozend na vstfikovani studen¢ho vzduchu do komory,
kde dochazi k atomizaci matrice, coz zpusobi tuhnuti ¢astic [27].

Jako zapouzdiovaci material Ize pouzit triglyceridy, mastné kyseliny, oleje, vosky a dalsi latky
na bazi lipidd. Pro zisk stejnomérnych ¢astic je nutné dbat na parametry procesu, jako je teplota
roztavené matrice bchem zpracovani, teplota komory a rozpraSovaciho vzduchu, tlak
rozpraSovaciho vzduchu a pritok pfivadéného vzduchu [27].

Pouziti lipidovych matric jako stén materiali mtze prodlouzit zivotaschopnost bunék béhem
skladovani a fizené uvolflovat zapouzdifené bunky v gastrointestindlnim traktu pii pisobeni
intestindlnich lipdz. Pfikladem mohou byt jednovrstevné Céstice vyrobené pomoci
hydrogenovaného palmového oleje jako obalového materidlu, ktery piredstavoval nejlepsi

ochranny t¢inek pro probiotika béhem doby skladovani [27].

2.4.1.5 Lyofilizace
Lyofilizace je velmi oblibenou metodou pouZzivanou pii mikroenkapsulaci probiotik pro zvySeni
jejich skladovatelnosti [28].

Proces lyofilizace 1ze rozdélit do tii hlavnich €asti: zmrazeni, primarni suSeni a sekundarni
suSeni. Faze zmrazeni musi byt co nejrychlejsi, aby se zabranilo tvorb¢ velkych krystalli a nasledné
I poskozeni bunék. Cely proces lze snadno fidit a hlidat jeho podminky, pfedevsim rychlost
zmrazovani nebo teplotu, které mohou vyrazné ovlivnit velikost ledovych krystalll. Ve fazi
zmrazovani dochazi ke krystalizaci vody, coz zptuisobuje chemické 1 osmotické poskozeni, stejné

jako koncentrace zbylych latek v nezmrazené frakci. Prebytecnd zmrzld voda se odstrani
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pomoci sublimace pii primarnim suSeni. Pfi sekundarnim suSeni dochéazi desorpci zbylé
nezmrazené vody [28].

Lyofilizace je ¢asové naro¢na i ndkladna metoda, jejiz proces ma stale nékolik nedostatk,
muze napiiklad ponicit bunécnou membranu, povrchové proteiny nebo bunéénou sténu, ¢imz snizi
schopnost viability po vysuSeni, protoze voda piredstavuje vyznamny faktor pii udrzeni stability

buiiky [28].

2.4.2 Enkapsulator

Enkapsulator B-395 Pro je poloautomaticky laboratorni pfistroj pouzivany pro polymerni
enkapsulaci chemickych sloucenin, biomolekul, 1¢kt, pfichuti a viin€, bun¢k 1 mikroorganismt
za sterilnich 1 nesterilnich podminek. Tvorba kulicek je zaloZena na principu, kdy fizeny laminarni
proud kapaliny je pferusen vibracemi s optimalni frekvenci a dochézi tak ke vzniku stejné velkych
¢astic [29].

Material, jez ma byt enkapsulovan, naptiklad bunky, mikroorganismy, chemické
nebo biologické latky, jsou smichany s enkapsula¢nim polymerem, kterym byva nejcastéji alginat.
Takto vznikla smés je prevedena do stiikacky nebo tlakové lahve. Nasledné je smés vtlacena
do pulza¢ni komory, bud’ sttikackovym ¢erpadlem, nebo tlakem vzduchu. Kapalina poté prechazi
vyvrtanym otvorem trysky a pfi vystupu z trysky dochézi k rozdéleni na kapicky stejné velikosti.
Vzniklé kapicky pak prochdzi elektrickym polem mezi tryskou a elektrodou, kde ziskavaji
povrchovy naboj. Diky plsobeni elektrostatickych odpudivych sil se kulicky pifi poklesu
do vytvrzovaciho roztoku rozptyli [29].

Pii dodrzeni optimalnich podminek je zfetelné viditelny fetéz kapicek. Spatné utvofené
kapicky, které se vyskytuji na zacatku a konci vyrobniho procesu, jsou zachyceny odtokovym
kalisSkem. V zavislosti na nékolika parametrech dochazi k produkci 50 az 5 000 kulicek
za sekundu, ty se nasledn¢ shromazdi ve vytvrzovacim roztoku v reakéni nadobé¢, kterd musi byt
elektricky uzemnéna. Vytvrzovaci roztok je neustdle promichavdn magnetickym michadlem,
aby nedochazelo ke shlukovani kuli¢ek. Vysledna velikost kulic¢ek zavisi na nékolika faktorech,
jako je frekvence vibraci, amplitudé, velikosti trysky, rychlosti toku a fyzikélni vlastnosti smési
produktu a polymeru [29].

Enkapsulator B-395 Pro se skladd znékolika hlavnich ¢asti, jsou to fidici jednotka
s injekénim Cerpadlem, elektricky a pneumaticky systém a reakéni nadoba. Vyhodou je,
ze vSechny casti ptistroje, které jsou v ptimém kontaktu s ¢asticemi je mozné sterilizovat pomoci

autoklavovani [29].
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Obrazek 5 Schéma procesu enkapsulace pristrojem Enkapsulator B -395 Pro [29]
2.5 Probiotické dopliikky na ¢eském trhu

Na ¢eském trhu lze vybirat ze Siroké Skaly riznych probiotickych dopliikii stravy. Vyrobci nabizeji
dopliky lisici se vzhledem, slozenim a cenou.

Vzhled samotného doplitku obvykle souvisi 1 s tim, pro kterou vékovou skupinu je urcen.
Pro kojence lIze vybrat dopln€k v podobé kapek nebo prasku, které jsou snadno aplikovatelné
a je mozné je piimichat do stravy ¢i napoje. Pro déti od 3 let a dosp€lé jsou v nabidce probiotické
dopliikky v podobé zvykacich tablet nebo polykacich kapsli s riznymi, pfevazné ovocnymi

ptichutémi [30, 31, 32, 33, 34].
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SloZeni a cena probiotického dopliiku spolu izce souvisi, 1épe feCeno cena se odviji od sloZeni
produktu. Probiotické doplnky jsou dostupné s rozdilnym obsahem kmeni probiotickych bakterii
a s raznou hodnotou CFU (pocet jednotek tvotici kolonie), ktera udava pocet zivotaschopnych
kolonii na konci expirace, viz nasledujici tabulka, kde jsou porovnany Ctyfi probiotické produkty
pro déti [30, 31, 32, 33, 34].

Tabulka 4 Porovnani probiotickych produktii podle ceny a obsahu probiotickych kmenii
[30, 31, 32, 33, 34]

BioGaia®,
40 davek 1 1-108 459,- K¢&
probiotické kapky
Bio-Kult Infantis,
: 16 davek 7 1-10° 170,- K&
sacky pro kojence
Natural Swiss Flora
Protect Jr., 60 kapsli 12 12,5-10° 660,- K&
Probiotika pro déti
Dr. Formulated,
30 kapsli 14 5-10° 688,- K¢

Zivé bakterie pro déti

Z Tabulky 4 vyse je patrné, Ze ¢im vice probiotickych kmeni dopln€k obsahuje, tim vice roste
i jeho cena. Dulezitym faktorem, ktery ovlivituje cenu produktu, je také pocet davek nebo kapsli,
které baleni obsahuje, a davkovani. Produkt od vyrobce Natural Swiss Flora Protect Jr. by se tak
mohl zdat jako nejvyhodnégjsi z hlediska poctu tablet, poctu probiotickych kmenti a ceny. Neni
tomu ale tak, baleni sice obsahuje 60 kapsli, ale jejich davkovani je 1-2 denné. Zatimco produkt
firmy Dr. Formulated obsahuje 30 kapsli a je podavam pouze jednou denné, obsahuje az 14 kment
probiotickych bakterii a je jen nepatrné drazsi. Pokud porovname hodnoty CFU, produkt Natural
Swiss Flora Protect Jr. ma tyto hodnoty jednoznacné nejvyssi, a tedy i pocet zivych kolonii
na konci expirace je nejvyssi.

Uzivani jakychkoliv doplikt stravy je vzdy dobré prokonzultovat s 1ékafem.
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3 CIL PRACE

Cilem prace je vyvoj a charakterizace doplilkkii stravy s obsahem probiotickych bakterii
pro détskou vyzivu.

1. Zpracovani reSerSe na dané téma.

2. Navrh optimalniho slozeni probiotického dopliiku stravy a jeho charakterizace.

3. Vyhodnoceni vysledkt a diskuse.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Alginat sodny, Sigma-Aldrich (USA)

Bile salts, Sigma-Aldrich (USA)

BHI (Brain Heart Infusion) Broth, Himedia (Indie)
Chlorid hlinity hexahydrat, Lach:Ner (Ceska republika)
Chlorid vapenaty dihydrat, Penta (Ceska republika)
Dusitan sodny, Lach:Ner (Ceské republika)

Ethanol, Lach:Ner (Cesk4 republika)

Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo, Penta (Ceska republika)
Hydrogen uhli¢itan sodny, Penta (Ceska republika)
Hydroxid sodny p. a., Lach:Ner (Ceska republika)
Kyselina chlorovodikova 35%, Lach:Ner (Ceské republika)
Kyselina L-askorbova, Sigma-Aldrich (Némecko)

MRS Broth Médium, Himedia (Indie)

Nutrient Broth Médium, Himedia (Indie)

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

Propidiumjodid, eBioscience (USA)

Uhligitan sodny p. a., Lach:Ner (Ceska republika)
2,6-dichlorfenolindofenol, Sigma-Aldrich (Némecko)

4.2 Pouzité pristroje a pomicky

Analytické vahy, Boeco (Némecko)

Automaticke pipety o rizném objemu, Discovery (Némecko)

BéZné laboratorni sklo a pomucky

Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (Némecko)

Enkapsulator Buchi B-395 Pro (Svycarsko)

ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (Némecko)

Mikrocentrifuga Mikro 120, Hettich Zentrifugen (Némecko)

Lamindrni box Aura mini, BioAir (Italie)

Pritokovy cytometr Apogee A50, Apogee Flow Systems (Velka Britanie)
Predvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (Némecko)



Spektrofotometr Helios y, Unicam (Velka Britanie)
Temperovana tfepacka, Heidolph Inkubator 1000 (Némecko)
Termostat Memmert GmbH Co. KG (Némecko)

Vortex REax Top, Heidolph (Némecko)

4.3 Pouzité mikroorganismy

Pii experimentalni praci byly pouzity probiotické bakterie kmene Lactobacillus acidophilus
CCM 4822, Lactobacillus casei CCM 4798, Bifidobacterium breve CCM 7825,
Pro antimikrobidlni stanoveni byly pouzity mikroorganismy Escherichia coli CCM 7395,
Micrococcus luteus CCM 1569, Serratia marcescens CCM8587 a Staphylococcus epidermidis

CCM 4418 ziskané z Ceské sbirky mikroorganismti Masarykovy univerzity v Brng.

4.4 Pouzité extrakty

Pro experimentalni praci byly vybrany tfi druhy ¢ajii znacky Leros, jefabinovy ¢aj pro kojici
matky, malinovy détsky Caj a fenyklovy détsky ¢aj (Obrazek 6). Extrakt Caje byl pfipraven dle
navodu uvedeného na obale vyrobku a nésledné probihala extrakce po dobu 24 hodin pii danych
podminkach. Dale byly pouzity 4 sirupy zna¢ky JUPI, a to ananasovy sirup, citronovy sirup, sirup
s ptichuti lesni smés a bezinkovy sirup. Jako osmy vzorek byla zvolena Cerstvé vymackand $tdva

Z pomerance.

BIO Cuy pri:o
WATKY

Obrazek 6 PouZité vzorky cajii pri experimentalni praci
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4.5 Kultivace probiotickych kultur v tekutém médiu

Kultivace probiotickych kultur Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei i Bifidobacterium
breve byla provedena za pomoci komeréniho MRS média. MRS médium bylo pfipraveno dle
navodu uvedeného vyrobcem na obalu. V Erlenmayerové bance bylo rozmichano 55,15 g média
v 1000 ml destilované vody. Nasledné bylo smichané médium sterilovano po dobu 60 minut
Vv tlakovém hrnci s otevienym ventilem pii teploté 100 °C.

Po zchladnuti bylo medium zaockovano 10% inokulem probiotického kmene do sterilnich
plastovych zkumavek v lamindrnim boxu Aura. Samotnd kultivace probihala v termostatu

pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin.

4.6 Prima interakce probiotickych kultur s jednotlivymi extrakty

Pii pfimé interakci probiotik s extrakty byla pouzita mikrotitraéni 96jamkova desticka. Do niz bylo
postupné pipetovano 230 ul sterilniho tekutého MRS media, pripraveného stejné jako v kapitole
4.5. Dale bylo do kazdé jamky napipetovano 75 pl bakterialni kultury a 25 pl daného extraktu.
Blanky byly pfipraveny stejnym postupem, pouze misto 25 ul bylo pipetovano 25 ul sterilni
destilované vody.

Rist bakteridlnich kultur byl analyzovan v ¢ase 0 hodin, hned po napipetovani desticky.
Po méfeni byla desticka vloZzena do termostatu pti teploté 37 °C na dobu 24 hodin a v Case
24 hodin byl zméfen nartst nebo ubytek bakterialni kultury pomoci optické hustoty. Méfeni

probihalo pomoci ptistroje ELISA Reader pfi vinové délce 630 nm.

4.7 Charakterizace pouzitych extrakti

4.7.1 Stanoveni obsahu fenolickych sloucenin

Do zkumavky bylo vZdy napipetovano 50 pl vzorku, k nému bylo pfidan 1 ml destilované vody
alml smési Folin-Ciocalteuova ¢inidla s destilovanou vodou v poméru 1:9. Po 5 minutach
inkubace pfi laboratorni teploté byl pfidan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného. Vzniklé
roztoky byly promichany pomoci pfistroje Vortex a po 15 minutidch inkubace pfi laboratorni
teploté byla zmétena absorbance pomoci piistroje Helios y pfi vinové délce 750 nm oproti blanku.
Blank byl pfipraven stejnym zpisobem, pouze misto 50 pul vzorku bylo napipetovano 50 ul
destilované vody. Kazdy vzorek byl analyzovan ve tfech paralelnich stanovenich, ze kterych byl

vypocten prumér a smérodatna odchylka.
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Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena stejnym postupem. Jako standard byla pouzita kyselina
gallova, kdy byla pfipravena kalibra¢ni fada roztoki v rozmezi koncentraci od 0,1 do 0,7 mg/ml.
Z rovnice kalibraéni kiivky A7so = 1,566 4 - ¢ se spolehlivosti R? = 0,998 9 byl nasledné vypodten

obsah fenolickych slou¢enin ve vzorku.

4.7.2 Stanoveni obsahu celkovych flavonoidi

Do zkumavky bylo napipetovano 0,5 ml vzorku, ktery byl pfedem ziedén dle potieby. Bylo
pfidéno 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml 5% roztoku dusitanu sodné¢ho. Zkumavky byly
promichany pomoci pfistroje Vortex a ponechany 5 minut v klidu pii laboratorni teploté.
Po uplynuti této doby bylo piidano 0,2 ml 10% roztoku chloridu hlinitého. Vzniklé roztoky byly
opét promichany pomoci piistroje Vortex a po uplynuti 5 minut bylo pfidano 1,5 ml 1M roztoku
hydroxidu sodného a 1 ml destilované vody. Vzorky byly opét promichany a po dobu 15 minut
ponechéany stat pfi laboratorni teploté. Po uplynuti této doby byla u kazdého vzorku ve tiech
paralelnich métenich zméfena absorbance pomoci pfistroje Helios y pfi vinové délce 510 nm.
Z namétenych hodnot absorbance vzorki byl spocten priimér a smérodatna odchylka.

Kalibra¢ni ktivka byla pfipravena stejnym postupem, misto 0,5 ml vzorku byl pouzit roztok
katechinu. Byla pfipravena kalibra¢ni fada v rozmezi koncentraci 0,05-0,3 mg/ml. Ze ziskané
rovnice kalibracni kiivky Asio = 3,855 2 - ¢ s korela¢nim faktorem R2 = 0,999 3 byl nasledné

stanoven obsah celkovych flavonoidt ve vzorku.

4.7.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Roztok ABTS o koncentraci 7 mmol/l byl ptipraven rozpusténim ve vodé a nasledné byl do n¢j
pfidan peroxodisiran draselny do dosdhnuti koncentrace 2,45 mmol/l. Ptipraveny roztok byl
ponechan po dobu 12 hodin ve tmé. Pfed métenim byl roztok zfedén 96% ethanolem na vyslednou
absorbanci A = 0,700 £ 0,02. Absorbance je méfena proti ethanolu pti vlnové délce 734 nm.

Do eppendorfky bylo napipetovano 10 pl vzorku a nasledné byl pfidan 1 ml roztoku ABTS'.
Eppendorfka byla vlozena do tmy, po uplynuti 10 minut byla zmétena absorbance. Kazdy vzorek
byl analyzovan ve tfech paralelnich stanovenich. Referen¢ni vzorek piipraveny z 10 pl destilované

vody a 1 ml roztoku ABTS™ byl pouzit jako Ag.
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Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena stejnym postupem, kde misto 10 pl vzorku byla pipetovana
kalibrac¢ni fada Troloxu v rozmezi koncentraci 50—400 mg/ml. U kalibra¢ni fady byla nasledné
zméfena absorbance pfi vinové délce 734 nm. Kalibra¢ni pfimka byla zhotovena z rozdilu hodnot
pocatecni absorbance Ao a z absorbanci kalibra¢ni fady naméfenych po 10 minutach ve tmé.
Antioxida¢ni aktivita jednotlivych vzorkli byla stanovena zrovnice kalibraéni piimky

A7 = 0,001 1 - ¢ s faktorem spolehlivosti R? = 0,999 4.

4.8 Stanoveni vitaminu C titra¢ni metodou ( pomoci 2,6-dichlorfenolindofenolu)

4.8.1 Priprava odmérného roztoku

Odmérny roztok 2.6-dichlorfenolindofenolu o koncentraci 0,000 5 mol/dm® byl piipraven
navdzenim 0,033 9 g dané latky, kterd byla nasledné kvantitativné pievedena do odmérné baiiky

0 objemu 250 ml a doplnéna po rysku destilovanou vodou.

4.8.2 Standardizace odmérného roztoku

V malém objemu 2% kyseliny chlorovodikové byla rozpusténa navazka kyseliny L-askorbové
0 hmotnosti 10 mg a nasledné byla kvantitativné ptevedena do odmérné baiky o objemu 10 ml,
ktera byla doplnéna po rysku 2% kyselinou chlorovodikovou.

Do tiech titra¢nich ban€k bylo napipetovano 10 ml 2% kyseliny chlorovodikové a 1 ml
standardu. Vzniklé roztoky byly titrovany odmérnym roztokem 2,6-dichlorfenolindolfenolu

o koncentraci 0,000 5 mol/dm? do svétle rizového zbarveni trvajiciho minimalné 15 sekund.

4.8.3 Vlastni stanoveni ve vzorcich

Pfi vlastnim stanoveni byly pipetovany 4 ml vzorku do malého objemu 2% kyseliny
chlorovodikové v odmérné banky o objemu 100 ml, baiika byla nasledné doplnéna po rysku 2%
kyselinou chlorovodikovou a promichana. Poté bylo vzdy do tfech titratnich ban¢k napipetovano
25 ml vzniklého roztoku. Takto pfipravené roztoky byly titrovany odmérnym roztokem 2,6-
dichlorfenolindolfenolu o koncentraci 0,000 5 mol/dm?® do svétle rizového zbarveni trvajiciho

minimalné 15 sekund.

4.9 Antimikrobialni test

Pfi antimikrobidlnim stanoveni byly jako modelové mikroorganismy pouzity dvé gramnegativni
bakterie, a to Serratia marcescens a Escherichia coli, a dvé grampozitivni bakterie, a sice

Staphylococcus epidermidis a Micrococcus luteus.
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4.9.1 Priprava medii a kultivace mikroorganismi pro antimikrobialni test

Pro kultivaci vybranych modelovych mikroorganismti byly pfipraveny dvé riznad média.
Pro mikroorganismy Serratia marcescens, Escherichia coli a Micrococcus luteus bylo pfipraveno
médium Nutrient Broth, které bylo rozmichano v destilované vodé tak, aby mélo koncentraci
25 g/l pro potiebny objem.

Pro kultivaci bakterie Staphylococcus epidermidis bylo pfipraveno médium BHI Broth
navazenim daného mnozstvi tak, aby koncentrace byla 37 g/l pro potifebny objem.

Média byla nasledn¢ sterilovana po dobu 60 minut pti 100 °C v tlakovém hrnci s otevienym
ventilem. Po zchladnuti bylo 50 ml média pfelito do menSich Erlenmeyerovych ban¢k o objemu
100 ml. Poté byla média zaockovana 10% inokulem. Zaockované banky byly vlozeny
na temperovanou tfepacku pii 37 °C po dobu 24 hodin. Po uplynuti 24 hodin bylo
ze zaockovanych banck odpipetovano potfebné mnozstvi do sterilniho média tak, aby odpovidala

pozadované koncentraci bun¢k pro antimikrobialni stanoveni.

4,9.2 Antimikrobialni test

Do 96jamkové desti¢ky bylo pipetovano 150 ul bakterialni kultury, ke které bylo piidano 50 pl
Caje (antimikrobidlni latky) v rizné koncentraci. Byly zhotoveny blanky, kde misto ¢aje bylo
pipetovano 50 pl sterilni destilované vody.

Rust bakterii v podobé zmény zakalu byl méten v ¢ase 0 hodin a poté v ¢ase 24 hodin. Méteni

probihalo pomoci ptistroje ELISA Reader pfi vinové délce 630 nm.

4.10 Modelové traveni smési obsahujici probiotikum a extrakt

Modelové traveni probihalo za pouZiti Zalude¢ni $tavy a smési pankreatické a Zlucové §tavy. Byla
sledovéana stabilita probiotickych kultur ve smési s extraktem pii nasimulovaném prichodu
travicim traktem, kde dochazelo k plisobeni pfedem ptipravenych modelovych travicich §tav.
Nejprve bylo 0,5 ml probiotické kultury smiseno s 4,5 ml extraktu, tato smes byla ponechana
po dobu 15 minut inkubovat pfi laboratorni teploté. Nasledné byla vznikla smés vystavena
plsobeni Zalude¢ni $tavy v poméru 1:1. Po uplynuti 30 minut, kdy byly vzorky inkubovany
Vv termostatu pfi teploté 37 °C byl odebran 1 ml z jednotlivych vzorkti do Eppendorf zkumavek
k dalsim analyzam. Ke zbytku byly ptidany pankreaticka a zalude¢ni §tava opét v poméru 1:1.
Takto vzniklé smési byly vlozeny na temperovanou tfepacku pfi teploté 37 °C a byly ponechany
inkubovat po dobu 90 minut. Po uplynuti této doby byl opét odebran 1 ml jednotlivych vzorka

k nasledujicim analyzam do Eppendorf zkumavek.
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Po uplném skonceni simulovaného traveni bylo 30 ul daného vzorku (odebraného v pribéhu
nebo na konci traveni) napipetovano do mikrotitracni desticky k 300 ul MRS media a vzorky byly
inkubovany 24 hodin pti 37 °C v termostatu. Pomoci ptistroje ELISA Reader byl pii vinové délce
630 nm analyzovan zakal v ¢ase 0 hodin a znovu pfeméten v ¢ase 24 hodin, zda doslo k naristu

nebo ubytku bakteridlni kultury.

4.10.1 Priprava modelové Zaludecni $avy

Zaludeéni $tava byla pfipravena rozpusténim 0,25 g pepsinu ve 100 ml destilované vody
a pridanim 840 pl 35% kyseliny chlorovodikové. Celkové pH zalude¢ni stavy odpovidalo hodnoté
pH 0,9 [35].

4.10.2 Priprava modelové pankreatické §tavy

Pankreaticka $tava byla pfipravena rozpusténim 0,25 g pankreatinu a 1,5 g hydrogenuhli¢itanu
sodné¢ho ve 100 ml destilované vody. Celkové pH pankreatické $tdvy odpovidalo pozadované

hodnot¢ pH 8,9-9 [35].

4.10.3 Priprava modelové Zlucové St’avy

Zludova $tava byla piipravena rozpuiténim 0,8 g ve 200 ml fosfatového pufru. Koneéné
pH Zlucové §tavy odpovidalo hodnoté pH 8 [35].

4.11 Stanoveni viability pomoci pritokového cytometru

Buiky probiotickych bakterii byly centrifugovany pii 5 000 ot./min. po dobu 10 minut, nasledné
byl odpipetovan supernatanat a bunky byly promyty destilovanou vodou a opét zcentrifugovany
za stejnych podminek. Poté byl supernatant odpipetovan a buiky byly rozsuspendovéna
Vv destilované vodé a dle potieby fadné nafedény. Dale byly ptidany 2 ul propidiumjodidu
0 koncentraci 5 mg/ml a vzorky s probiotickymi bakteriemi byly ponechany po dobu 5 minut

ve tme. Nakonec probéhlo vlastni méfeni pomoci pritokového cytometru a odecteni vysledkd.
4.12 Enkapsulace

4.13 Priprava alginatovych ¢astic s enakapsulovanymi probiotickymi bakteriemi

Probioticka kultura Lactobacillus acidophilus byla vybrana k enkapsulaci do alginatovych ¢astic
spolu s extraktem Caje a sirupem. Probiotické bakterie byly zackovany do pfedem piipraveného

sterilniho MRS média a po dobu 24 hodin byly kultivovany pfi teploté 37 °C v termostatu.
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Po uplynuti této doby byly probiotické bunky zcentrifugovany pti 5 000 otackach po dobu
10 minut. Nasledné byl odlit supernatant a buiiky byly rozsuspendovany a promyty destilovanou
vodou. Bunky byly znovu zcentrifugovany po dobu 10 minut pfi 5 000 otackach a poté opét
rozsuspendovany v 10 ml destilované vody.

K 15 ml 2% roztoku alginatu sodného bylo ptidano 5 ml bakterialni kultury, 20 ml vybraného
Caje a 10 ml vybraného sirupu. Pro vyrobu ¢astic byl pouzit enkapsulator Buchi B-395 Pro.
Velikost trysky byla zvolena 1 000 um. Jako vytvrzovaci roztok byl pouzit 1% roztok chloridu

vapenaté¢ho, ve kterém byly ¢astice ponechany po dobu 15 minut do vytvrdnuti.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato bakalarska prace je zaméfena na piipravu doplitku stravy s obsahem probiotické kultury
a ovocné slozky. Cilem této prace bylo zjistil, zda néktery z vybranych extraktti bude stimulovat
rust probiotické kultury a zaroven bude vykazovat vysoky obsah bioaktivnich latek. Dal$im cilem
bylo zajistit navrhnout optimalni slozeni doplitku a zabezpecit viabilitu probiotickych bunck

po priichodu simulovanym travicim procesem pomoci jedné z enkapsulacnich metod.

5.1 Charakterizace pouzitych ¢aji

5.1.1 Stanoveni fenolickych slou¢enin v pouzitych ¢ajich

Metoda vyuzivajici Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo je jedna z nejjednodussich a nejpouzivanéjsich
metod pro stanoveni fenolickych sloucenin v ovoci a zelening. Princip této metody spociva
v redukci Folin-Ciocalteuova ¢inidla pfitomnymi fenolickymi latky, coz vede ke vzniku
molybdenu-wolframové modii, kterou lze spektrofotometricky zméfit [36].

Naméiené hodnoty absorbanci jednotlivych vzorkt byly zprimérovany a nasledné prepocteny
na obsah fenolickych sloucenin v 1 g ¢aje. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5 Obsah fenolickych sloucenin v jednotlivych vzorcich pouzitych cajii

Vzorek Obsah fenolickych slouc¢enin (mg/g)
Malinovy caj 294,07 + 4,00
Jetabinovy Caj 300,72 + 4,62
Fenyklovy Caj 317,43 £ 0,50
Vyluh - malinovy caj 62,37+ 0,51
Vyluh - jefabinovy ¢aj 59,17+ 0,61
Vyluh - fenyklovy ¢aj 39,82 + 0,09

Z grafického znazornéni obsahu fenolickych sloucenin, viz Obrazek 7, je patrné, ze vysoky
obsah fenolickych latek vykazovaly vSechny vzorky ¢ajii. U vyluhii ¢aji byl obsah fenolickych
sloucenin az 6krat mensi. Na vysoky obsah fenolickych latek v ¢ajich mohla mit vliv také horka

voda, kterou byly ¢aje pti ptipravé zality.

5.1.2 Stanoveni celkovych flavonoidii v pouzitych ¢ajich

Obsah flavonoida ve vzorcich ¢aji byl stanoven dle postupu uvedeném v kapitole 4.7.2. Princip
metody je zalozen na vzniku komplexid chloridu hlinitého s keto nebo hydroxyskupinou
flavonoidii nebo flavoni. Vznik komplexti je doprovazen vznikem oranzového az hnédého

zbarveni, které leze analyzovat spektrofotometricky [37].
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V Tabulce 6 je uveden obsah celkovych flavonoida piepocitany na 1 g daného ¢aje. Z vysledku
je ziejmé, ze nejvice flavonoidi je obsaZzeno v jefabinovém caji (23,13 mg/g) a Vv jeho
vyluhu (21,91 mg/g), viz Obrazek 7. Pomérné vysoky obsah vykazoval i vzorek malinového Caje
(15,83 mg/g) a jeho vyluh (12,24 mg/g). U vzorku fenyklové caje (7,40 mg/g) i vyluhu
fenyklového caje (2,92 mg/g) bylo zaznamenano nejmensi mnozstvi v porovnani s malinovym
I jefabinovym ¢ajem. Je dilezité brat v poraz, ze malinovy i jefabinovy ¢aj byly syté Cervené
a oranzové¢ barvy, na rozdil od ¢aje fenyklového, ktery mél barvu lehce nazloutlou. Flavonoidy
jsou obecné latky zluté barvy. Malinovy a jefabinovy ¢aj tak mohly svoji sytou barvou zvysSovat
hodnotu absorbance, a tedy i vysledny obsah flavonoidt ve vzorku, S tim muzZe souviset vyrazné
nizky obsah flavonoida ve fenyklovém caji.

Tabulka 6 Obsah celkovych flavonoidii v jednotlivych vzorcich pouzitych cajii

Vzorek Obsah celkovych flavonoidii (mg/g)
Malinovy caj 15,83 + 0,63
Jetabinovy Caj 23,13 £ 1,46
Fenyklovy caj 7,40 + 0,68
Vyluh - malinovy ¢aj 12,24 + 0,17
Vyluh - jefabinovy caj 21,91+ 0,61
Vyluh - fenyklovy ¢aj 2,92 £0,36

5.1.3 Stanoveni antioxidacni aktivity v pouzitych ¢ajich

Metoda pouzivajici ABTS neboli metoda TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity)
je jednou z nejzakladnéjsich a nejpouzivanéjSich pro stanoveni celkové antioxidaéni aktivity.
Zkousi se schopnost vzorku zhéaset kation-radikal ABTS™. Antiradikalova aktivita je srovnavana
s antiradikalovou aktivitou latky Troloxu, ktera je pouZivand pro zhotoveni kalibra¢ni kiivky.
Antioxidanty, které se chovaji jako donory vodiku, zhaseji radikal ABTS™, coz lze sledovat
fotometricky na zdkladé zmén absorpéniho spektra ABTS™*. Radikdlem muze byt naptiklad
hydroxyl, peroxyl nebo superoxidovy anion-radikal [38].

Vysledné hodnoty namétenych absorbanci jednotlivych extrakti ¢ajii byly piepocteny
na hmotnost ekvivalentniho mnoZzstvi Troloxu v 1 g daného druhu ¢aje, viz Tabulka 7.

Tabulka 7 Antioxidacni aktivita jednotlivych vzorkii pouzitych cajii

Vzorek Antioxidacni aktivita (mg/g)
Malinovy caj 83,52 +7,42
Jetabinovy Caj 186,36 + 23,66
Fenyklovy ¢aj 91,67 +£17,32
Vyluh - malinovy ¢aj 74,93 + 8,23
Vyluh - jefabinovy caj 86,73+ 0,28
Vyluh - fenyklovy ¢aj 21,64 + 0,32
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Z grafického znazornéni na Obrazku 7 lze vidét, Ze nejvétsi antioxidacni aktivitu vykazuje
vzorek jefabinového caje (186,36 mg/g), stejné tomu tak je porovname-li pouze vyluhy. Vysledna
antioxidacni aktivita je ve vétSin€ ptipadech podobné obsahu fenolickych sloucenin i flavonoida

V jednotlivych vzorcich.
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Obrdazek 7 Souhrnné grafické znazornéni obsahu bioaktivnich latek v jednotlivych pouzitych cajich

5.1.4 Stanoveni vitaminu C v pouzitych ¢ajich

Vitamin C je jednim z pfirodnich antioxidanti, ktery je obsaZen pfedev§im v ovoci a zeleniné.
Diky jeho antioxida¢nim vlastnostem je Ccasto pfidavan do ovocnych §tav za ucelem
inhibice enzymatického hnédnuti a predchazeni oxidativnim zménam. Titraéni metoda
stanoveni vitaminu C 2,6-dichlorfonolindofenolem je bézné pouzivanou metodou. Spolu
s chromatografickou metodou patii mezi normalizované metody. Tato metoda je pouZzivana
pfi stanoveni kyseliny askorbové v potravindch a zemédélskych a potravinaiskych surovinach.
Metoda vyuzivajici 2,6-dichlorfenolindofenol je zalozena na redoxni reakci, dochazi k oxidaci
kyseliny askorbové na kyselinu dehydroaskorbovou a k barevné zmén¢ z modrozeleného zbarveni
do svétle ruzového zbarveni [39]. Vitamin C byl téz stanoven dle postupu uvedeného
v kapitole 4.8, pricemz na zaklad¢ predeslych namétfenych hodnoty byly proméieny extrakty
piipravené dle postupu uvedeném na obalu vyrobcem.

Doporuéena denni davka pro zdravého dospélého jedince je 80 mg dle vyhlasky Ministerstva
zdravotnictvi ¢. 450/2004 Sb., 0 oznaCovani vyzivové hodnoty potraviny [39]. Vypoctené

mnozstvi vitaminu C v daném vzorku Caje je uvedeno v nasledujici Tabulce 8.
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Tabulka 8 Obsah vitaminu C v jednotlivych vzorcich cajit

| Vzorek | Obsah vitaminu C (mg/q)
malinovy ¢aj 105,41 + 9,37
jefabinovy Caj 198,81+ 10,94
fenyklovy caj 268, 77+ 4,17

Nejvice vitaminu C bylo staveno ve vzorku fenyklového ¢aje (268,77 mg/g), viz Obrazek 8.
V ptipad¢ jefabinového ¢aje (198,81 mg/g) byl obsah vitaminu C nizs$i, stejné tak i v malinovém
¢aji, kde bylo zjisténo 105,41 mg/g. Vzhledem k doporucené denni davce lze fict, Ze obsah

vitaminu C byl ve vS§em vzorcich pfevysujici tuto hodnotu.
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Obrazek 8 Grafické zndazornéni obsahu vitaminu C v jednotlivych vzorcich caju

5.2 Charakterizace pouzitych sirupi

5.2.1 Stanoveni fenolickych slou¢enin v pouzitych sirupech

Stanoveni obsahu fenolickych sloucenin v jednotlivych vzorcich sirupti bylo provedeno stejnym
postupem jako v ptipadé¢ Caji. Obsah latek je uveden v mg na jeden ml daného sirupu. Vysledky

jsou shrnuty v nasledujici Tabulce 9.

Tabulka 9 Obsah fenolickych sloucenin v jednotlivych vzorcich pouzitych sirupi

Vzorek Obsah fenolickych slouc¢enin (mg/ml)
Pomerang 1,15+0,03
Ananas 0,54 £ 0,01
Lesni smé&s 0,72 £ 0,02
Citron 0,55+ 0,00
Bezinka 0,49 £ 0,01
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Z Tabulky 9 i z Obrazku 9 je patrné, Ze nejvice jich obsahoval vzorek Cerstvé pomerancové
stavy (1,15 mg/ml) a sirup s ptichuti lesni smés (0,72 mg/ml). Ptichuté citron (0,55 mg/ml),
ananas (0,54 mg/ml) a bezinka (0,49 mg/ml) vykazovaly podobné zastoupeni fenolickych latek.
V ovocnych sirupech Jupi je vyrobcem udavano 20 % ovocné Stavy. Lze tedy ocekavat, Ze pii
pouziti Cerstvych $tav ovoce by obsah fenolickych slou¢enin mohl byt az Skrat vyssi nebo

podobny jako v ptipad¢ pomerancové stavy.

5.2.2 Stanoveni celkovych flavonoidi v pouZitych sirupech

Metoda stanoveni obsahu flavonoidtl v pouzitych vzorcich sirupti byla stejna jako v piipadée caju.
Vysledné hodnoty jsou uvedeny v nasledujici Tabulce 10 v mg na jeden ml sirupu.

Tabulka 10 Obsah celkovych flavonoidii v jednotlivych vzorcich pouZitych sirupi

Pomeranég 0,13 +0,01
Ananas 0,03 + 0,00
Lesni smés 0,01 +£0,00
Citron 0,03 = 0,00
Bezinka 0,01 + 0,00

Z naméfenych hodnot 1 Z Obrazku 9 je znat, Ze nejvice flavonoidil bylo obsaZeno ve vzorku
Cerstvé pomeranc¢ové Stavy (0,13 mg/ml), stejné jako obsah fenolickych sloucenin.
Naopak u vzorku sirupu s ptichuti lesni smés (0,01 mg/ml) by se dalo o¢ekavat, ze zastoupeni
flavonoidt bude podobné jako zastoupeni fenolickych slouéenin, ale u tohoto vzorku bylo zjisténo

nejmensi mnoZstvi.

5.2.3 Stanoveni antioxidacni aktivity v pouZzitych sirupech

Pro stanoveni antiradikalové aktivity jednotlivych sirupt byla pouzita stejna metoda jako v piipadé
stanoveni ¢aju. V Tabulce 11 jsou shrnuty vysledky méfeni. Antioxida¢ni aktivita je uvedena
v mg na jeden ml sirupu.

Tabulka 11 Antioxidacni aktivita jednotlivych pouZitych sirupi

Pomeran¢ 1,34+ 0,15
Ananas 0,12 +0,02
Lesni smés 0,79+ 0,03
Citron 0,07 + 0,00
Bezinka 0,24 + 0,04
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Ovocné stavy maji obecné vysokou antioxidacni aktivitu, coz se potvrdilo 1 v tomto ptipade,
kdy nejvétsi antioxidacni aktivitu vykazoval vzorek Cerstvé pomerancové Stavy (1,34 mg/ml).
Vysoké antioxidacni aktivita byla také zaznamenana v ptipadé sirupu s pfichuti lesni smés
(0,79 mg/ml). Ve vzorku citronového sirupu byla naopak detekovana nejmensi

antioxida¢ni aktivita.
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Obrazek 9 Souhrnné grafickeé znazornéni obsahu bioaktivnich latek v jednotlivych vzorcich sirupi

5.2.4 Stanoveni vitaminu C v pouzitych sirupech

Stanoveni vitaminu C ve vzorcich sirupu bylo provedeno stejnym zplsobem jako v ptipad¢ caji.
Vysledné hodnoty jsou shrnuty v nasledujici Tabulce 12, kde je obsah vitaminu C vyjadifen v mg
na ml sirupu.

Tabulka 12 Obsah vitaminu C v jednotlivych vzorcich sirupi

| \Vzorek | Obsah vitaminu C (mg/ml)
Pomeranc¢ 1,24 £0,10
Ananas 0,21 + 0,05
Lesni sm¢s 0,74 £ 0,00
Citron 0,25 £ 0,03
Bezinka 0,31 +0,03
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Obrazek 10 Grafické znazorneni obsahu vitaminu C v jednotlivych vzorcich sirupii

Z Tabulky 12 i grafického znazornéni obsahu vitaminu C v jednotlivych vzorcich sirupu
muzeme vidét, ze nejveétsi zastoupené bylo analyzovdno ve vzorku cerstvé pomerancové
Stavy (1,24 mg/ml) asirupu s pfichuti lesni smés (0,74 mg/ml). Nejmensi obsah vykazoval

vzorek ananasového sirupu (0,21 mg/ml).

5.3 Antimikrobialni test

Pro lepsi charakterizaci vlastnosti ¢aji byl zvolen test antimikrobidlni aktivity. Zvolena metoda
stanoveni je zalozena na spektrofotometrickém méfeni zmény zakalu pomoci pfistroje ELISA

Reader (viz postup v kapitole 4.9). V tomto stanoveni povazujeme narist kultury za neZzadouci.
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Obrazek 11 Grafické znazorneéni viivu jednotlivych vzorkii cajit na Escherichia coli
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Z Obrazku 11 je v piipadé malinového a jefabinového Caje patrna inhibice bakterialni kultury.
V obou ptipadech klesa antimikrobidlni uc¢innost S klesajici koncentraci ¢aje ve vzorku. Lze tvrdit,
ze malinovy i jefabinovy ¢aj maji antimikrobialni Gi¢inek a nepodporuji rist Escherichia coli ve
vzorcich. Fenyklovy €aj v tomto pfipad€ svoji antimikrobidlni u€innost viici pouzité bakterialni
kultute neprokdazal, v jeho ptipad¢ vidime, ze ¢im véEtsi koncentrace €aje ve vzorku je, tim veEtsi
narast bakterialni kultury byl zaznamenam. V nasledujici Tabulce 13 jsou uvedeny procentualni
hodnoty, kde pozorujeme stejny trend, kladna procenta predstavuji bytek bakterialni kultury,

zaporna procenta, predstavuji nartist kultury, coz je v tomto ptipad€ nezddouci.

1,000 [
0,800 [ I
— 0,600 I
< I
m Malina
0,400
m Jefabina
Fenykl
0,200 Y
0,000
Reference 1 2 5 10

Redéni
Obrazek 12 Graficke zndzornéni viivu jednotlivych vzorkii ¢ajit na Serratia marcescens

Tabulka 13 Antimikrobidlni ucinnost jednotlivych vzorki ¢ajut pri pouZiti modelovych mikroorganismii
E. Coli a S. Marcescens

MALINA FENYKL
Bakterialni | Redéni | Cyzorku Rozdil OD Rozdil
kultura vzorku | [mg/ml] ) ol
(%)
1 8 0,183+0,023| 19,7 |0,133+0,015| 11,1 ]0,129+0,001 | -10,55
. 2 4 0,149+0,029 | 16,0 |0,173+0,002| 17,0 |0,079+ 0,023 | -6,49
E. Coli 5 16 | 0117+0,031| 126 |0165+0019| 163 |0,005+0,033 | 041
10 0,8 0,079+0,019| -85 |0,017+0,007| 1,7 |0,038+0,058 | 3,11
1 8 0,075+ 0,007 | 10,5 |0,023+0,012| -3,1 |0,247+0,127 | 32,54
S. 2 4 0,004 +0,014| 06 |[0,006+0,010f 08 |0,137+0,135 | 18,05
Marcescens 5 1,6 0,001 +£0,006| 0,1 |0,035+0,002| 4,7 ]0,143+0,007 | -18,80
10 0,8 0,024 £0,008 | 3,4 |[0,036+0,008| 4,9 ]0,031+0,139 | -4,08
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V piipadé¢ Serratia marcescens vyplyva z Obrazku 12 iz Tabulky 13, Ze nejveétsi
antimikrobialni ucinek vykazuje nejkoncentrovanéjsi vzorek fenyklového caje, s klesajici
koncentraci klesd také antimikrobidlni ucinek a dochazi k narustu bakteridlni kultury.
I u malinového Caje lze pozorovat antimikrobialni Gcinek, ktery ma stejny trend a s klesajici
koncentraci klesd antimikrobidlni UC€innost. V pfipadé jetabinového caje je nejveEtsi
antimikrobialni aktivita analyzovadna u nejzfedénéjSiho vzorku, naopak nejkoncentrovanéjsi

vzorek stimuloval rist bakterialni kultury.
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Obrazek 13 Graficke znazorneni viivu jednotlivych vzorkii cajit na Staphylococcus epidermidis
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Obrazek 14 Grafické zndzornéni viivu jednotlivych vzorkil ¢ajii na Micrococcus luteus
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Antimikrobidlni aktivita v pfipadé Staphylococcus epidermidis, viz Obrazek 13, nebyla
ve vétsin€ vzorcich prokazéna, pouze mald inhibice bakteridlni kultury byla zaznamenana

V piipadé Micrococcus luteus je jiz z grafického znazornéni, viz Obrazek 14, znatelna inhibice
rustu bakteridlni kultury ve vSech pouzitych vzorcich ¢ajt.

Tabulka 14 Antimikrobidlni ucinnost jednotlivych vzorki ¢ajui pri pouziti modelovych mikroorganismii
S. Epidermidis a M. Luteus

MALINA FENYKL

Bakteridlni | Redéni| Cuorke Rozdil OD Rgzgﬂ
kultura |vzorku | [mg/ml] ) (%)

8 0,337+0,020 | -56,7 | 0,247+0,002 | -37,7 |0,120 + 0,063 | -15,38

S. 2 4 0,397+0,032 | -66,8 | 0,189+0,025 | -28,9 |0,012+0,014 | -1,54
Epidermidis 5 1,6 0,195+0,030 | -32,8 | 0,023 +0,020 35 10,026+0,041 | 3,38
10 0,8 0,060+0,015 | -10,1 | 0,089+0,023 | 13,6 |0,010+0,008 | 1,32

1 8 0,198 0,025 | 22,7 | 0,021=0,035 25 10423+0,121 | 39,72

M. Luteus 2 4 0,213+0,012 | 24,4 | 0,091+0,177 | 10,6 |0,400+0,123 | 37,53
5 1,6 0,075+0,092 | 8,6 | 0,068+0,044 79 10,346+0,116 | 32,49

10 0,8 0,025+0,083 | -29 | 0,056+0,023 6,5 [0,280+0,013 | 26,32

Vliv malinového i jefabinového Caje na gramnegativni bakterie byl pozitivni. Ve vétSing
ptipadech doslo K inhibici ristu bakterialni kultury. Podobna inhibice nastala i v ptipadé bakterie
Micrococcus luteus, ktera ovsem patii do skupiny grampozitivnich bakterii, stejné jako probiotické
bakterie a o¢ekavala se spise stimulace jako v piipadé Staphylococcus epidermidis.

V piipad¢ gramnegativnich bakterii by se dalo ocekavat, ze antimikrobialni G¢innost ¢aji bude
podpofena i piitomnosti probiotické kultury Lactobacillus acidophilus, ktera ma antagonistické

ucinky na riist gramnegativnich bakterii.

5.4 Prima interakce extrakti s probiotickymi bakteriemi

Probiotické bakterie Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei a Bifidobacterium breve byly
ponechany v optimalnim kultivaénim prostiedi obohaceném o extrakt caje nebo ovocného
sirupu interagovat po dobu 24 hodin. Byl zméfen zakal v ¢ase 0 a poté pfeméten v ¢ase 24 hodin,
pro zjisténi, zda pritomnost vybranych extraktd vedla ke stimulaci nebo inhibici

ristu probiotickych bakterii.
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5.4.1 Extrakty ¢aji
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Obrazek 15 Grafické znazorneéni narustu probiotické kulturu L. acidophilus v pouzitych vzorcich cajii

Pro porovnani, zda doslo k nartstu nebo inhibici dané probiotické kultury, je jako prvni v grafu

na Obrazku 15 uveden referencni vzorek. V piipadé Lactobacillus acidophilus je z grafu patrné,

ze oproti referenénimu vzorku nedoslo v Zadném ptipad¢ k markantnimu nérustu kultury. Pouze

Vv pfipad€ malinového ¢aje I1ze vidét vEtsi narhst kultury oproti referenci.
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Obrazek 16 Grafické zndzornéni narustu probiotické kultury L. casei v pouzitych vzorcich Caji
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Obrazek 17 Grafické zndzornéni narustu probiotické kultury B. breve v pouzitych vzorcich caju

I v ptipadé Lactobacillus casei a Bifidobacterium breve nedoslo v zadném vzorku caje
pfi rizném fedéni k vyznamnému narustu probiotické kultury v porovnani s referenénim vzorem.
U Lactobacillus casei lze pozorovat pouze mirny narust kultury u malinového ¢aje, V ptipadé
Bifidobacterium breve naopak u ¢aje jetabinového.

Obsah bioaktivnich latek byl u vSech vzorki ¢aju srovnatelny, a tedy podpora viability
probiotickych bakterii je ve vSech ptipadech na stejné Urovni. Pfesto byla potvrzena inhibice

fenyklovym cajem.

5.4.2 Extrakty sirupi

Stejné jako U ¢aji, tak 1 v pfipadé ovocnych sirupti bylo analyzovan, ktery z vybranych vzorki
bude mit nejvyraznéjsi vliv na riist a viabilitu probiotickych bakterii. Analyza byla provedena

stejné jako v piipadé ¢aji, postup je uveden v kapitole 4.6.
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Obrazek 18 Graf primé interakce probiotickych bakterii v prostredi jednotlivych sirupii v porovnani
S referencnim vzorkem

Z Obrazku 18 je patrné, ze pii pfimé interakci probiotik s ovocnymi sirupy byl ve vétSing
pfipadech znatelny nariist probiotické kultury u vSech tfech kmena bakterii. Pouze v ptipadé
Bifidobacterium breve v kombinaci s ananasovym sirupem doslo k inhibici.

U Lactobacillus acidophilus lze pozorovat vyrazny nartst ve vSech vzorcich oproti
referen¢nimu vzorku. Nejvétsi narust je ale zaznamenan V prostiedi bezinkového sirupu a sirupu
S prichuti lesni smés.

Pomerancova §tava nejvice stimulovala rust Lactobacillus casei v porovnani s referenénim
vzorkem. U sirupu lesni smés doslo k nejmensimu narustu této kultury.

Stimulace rlstu pfi pouziti ovocnych sirupi byla ocekava piedevSim diky obsahu cukru,

ktery podporuje rast probiotické kultury a v sirupech je obsazeno jeho hojné mnozstvi.

5.4.3 Porovnani vysledki zakalu s vysledky prutokového cytometru

Pro zjisténi viability probiotickych kultur byly vzorky pfeméteny pomoci priitokového cytometru
(viz postup uvedeny v kapitole 4.11) a porovnany s namétenymi vysledky zakalu (viz postup
uvedeny v kapitole 4.6), ktery demonstruje narist kultury v piitomnosti vzorku za 24 hodin.

Z Tabulky 15 lze vy¢ist, Ze nejvétsi narast bunék byl detekovan ve vzorku bezinkového sirupu
(25,08 %) a sirupu s prichuti lesni smés (21,10 %). | v ptipadé citronového sirupu (19,43 %) byl
narust zaznamenany pomoci zékalu velky, naopak zjiSténd Zivotaschopnost bunék v citronovém
sirupu byla nejmensi. Nejveétsi viabilita byla zaznamenana v piipadé pomerancové Stavy

(87,10 %) a ve vzorku sirupu lesni smés (85,66 %)
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Tabulka 15 Prima interakce L. acidophilus s jednotlivymi sirupy, ndrist kultury a viabilita bunék

PO 24 hodindch
Bakteridlni Lactobacillus acidophilus
kultura
- Rozdil OD (-) Roz((g/i:)OD Buiiky CEU/mI Proc«(a;:;lzilné
Reference 0,837 + 0,055 - nil:jé %% 11 (())78 9é‘r5,’5473
pomerane | 01650041 | 139 | 2he GO
praves | onosoon0 | 1425 i S 908
Lesni smés 0,177 + 0,022 21,10 nzlgfe éig }8: ?i:gi
Citron 0,163+0,039 | 1943 mrfvee 8?2 18: gi;i
T 0P
eeania | o20s00i | 2508 |—he S BHG A

Tabulka 16 Prima interakce L. casei s jednotlivymi sirupy, ndrust kultury, viabilita bunék

po 24 hodinach

Bakterialni Lactobacillus casei
kultura
PI— Rozdil OD (-) Rozdil OD Buiiky CEU/mI Procentualné
(%) %
(%)
7ivé 1,45-108 96,81
Reference 0,706 + 0,009 - mrtve 0,48-107 3,19
] Zivé 0,13-108 95,68
Pomerang 0,263 +£ 0134 37,21 mrtvé 0,57-10° 4,32
7ivé 1,13-108 97,03
Ananas 0,110 £ 0,047 15,59 Ve 0,35-107 2,97
- Zivé 0,94-108 96,32
Lesni smés 0,052 + 0,013 7,32 mrtve 0,36-107 3,68
_ 7ivé 1,24-108 95,53
Citron 0,090 + 0,027 12,75 Mrtve 0,58-107 4,47
_ 7ivé 1,32-108 96,83
Bezinka 0,057 + 0,039 8,08 mrvé | 0,43-107 3,17
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Tabulka 17 Primd interakce B. breve s jednotlivymi sirupy, ndrist kultury, viabilita bunék
po 24 hodinach

Ball(latﬁ;if;nf Bifidobacterium breve

Vzorek Rozdil 0D () | RSLOP | iy | crumi | Procentuine

(%) (%)

Fivé 1,43-108 89,80

Reference 0,780 + 0,029 - mrtvé 0,16-108 10,20

; 7ivé 1,19-108 81,80

Pomerand 0,085 + 0,079 10,85 mrtvé | 0,26-108 18,20

7ivé 1,34-108 77,95

:l: -

Ananas 0,078 +0,021 10,04 mrive | 0,38 108 22,05

— 7ivé 1,05-108 81,15

Lesni smés 0,068 + 0,101 8,76 mrtveé 0,24-108 18,85

_ 7ivé 0,93-108 71,43

Citron 0,054+ 0,013 6,92 mrtvé | 0,37-108 28,57

_ 7ivé 1,11-108 71,97

Bezinka 0,038 + 0,008 4,91 S, 0,43-10° 28,03

V piipad¢ Lactobacillus casei byl detekovan nejvétsi nartst kultury v Cerstvé pomerancové
§tavé (37,27 %). Zivotaschopnost bundk ve viech vzorcich je velmi vysoka v porovnani
s Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium breve.

Z Tabulky 17 1ze vidét, ze narust probiotické kultury Bifidobacterium breve byl mensi oproti
pfedeslym kulturdm a jeho narlst byl nejvice patrny také ve vzorku s ¢erstvou pomerancovou

stavou (10,85 %), jako v piipadé L. casei.

55 VIiv pouzitych extrakti na viabilitu probiotickych bakterii béhem

simulovaného traveni

Modelové traveni mélo za cil stimulovat stejné podminky, kterym by probiotické kultury
s extraktem byly vystaveny pii priachodu travicim traktem. Metoda stanoveni byla popsana
v kapitole 4.10. Nasledujici grafy znazornuji ¢asovy pribéh traveni. V tabulkach jsou shrnuty
vysledky, které ukazuji viabilitu bun€k po traveni, prvni sloupec tabulky nam tika, jak se bunky
reagovaly na prostiedi travicich §t'av, kterym byly vystaveny po dobu 24 hodin. V tomto piidé byl
méten zakal v ¢ase 0 hned po dokonceni traveni a v ¢ase 24 hodin. Zbylé dva sloupce ukazuji

viabilitu bunék v ¢ase 0 hned po dokonceni traveni a v ¢ase 24 hodin.
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Obrdazek 19 Grafické zndzornéni priibéhu traveni smési probiotickych bunék Lactobacillus acidophilus
a danych extraktii

Tabulka 18 Viiv travicich stav na viabilitu Lactobacillus acidophilus po dokonceni traveni v porovndni
se vzorky 24 hodin po traveni

L R 0 hodin PO TRAVENI 24 hodin PO TRAVENI
acidophilus po traveni

rozdil OD Lzl Procentualné Procentualné

Vzorek ozc! OD |Buiky | CFU/mI 0 5 Ve cru/mI 0 o yamne
) (%) (%) (%)
Reference 0,167 + ] Zivé | 0,87-107 0,52 0,47-107 1,14
0,002 Mrtvé | 1,65-10° 99,48 4,13-108 98,86
Jefabinovy 0,005 + 279 Zivé | 0,27-107 1,81 0,37-107 0,93
&aj 0,000 ' Mrtvé | 1,46-108 98,19 4,02-108 99,07
Malinovy 0,016 + 973 Zivé | 0,74-107 0,43 0,56-107 1,63
¢aj 0,019 ! Mrtvé | 1,71-10° 99,57 3,41-10°8 98,37
Fenyklovy 0,007 + 419 Zivé | 0,14-10° 0,80 0,18-108 431
&aj 0,013 ' Mrtvé | 1,69-10° 99,20 4,08-10° 95,69
Lesni smé 0,006 + 259 Zivé | 0,27-107 1,81 0,88-10° 16,64
eSmSmMES 10113 | % [Mrve | 1,46-108 98,19 4,41-108 83,36
. 5 00505 | 59, Zivé | 0,31-107 2,28 0,24-107 0,73
omeranc 0,009 T Mrtve | 135108 | 97,72 3,37-10° 99,27

Vyrazny nartst probiotické kultury byl u Lactobacillus acidophilus zaznamenan pouze
u vzorku obsahujici §tavu z Cerstvého pomerance (29,74 %). Viabilita bun¢k v tomto vzorku
po uplynuti 24 hodin vyrazné klesla. Zajimava viabilita bun€k byla detekovana u vzorku
sirupu s ptichuti lesni smés, ve kterém bunky, vystavené 24 hodin pulsobeni travicich $tav,

vykazovaly vyraznou viabilitu (16,64 %).
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Obrazek 20 Grafickée zndzornéni priibehu traveni smési probiotickych bunék Lactobacillus casei
a danych extraktii

Tabulka 19 Viiv travicich $tav na viabilitu Lactobacillus casei po dokonceni traveni v porovndni
se vzorky 24 hodin po traveni

L. casei EL'SI')A; tzjé;e(:l?o‘ji” 0 hodin PO TRAVENI 24 hodin PO TRAVENI

, rozdil o w L

Vzorek rozdil OD oD Buitky| CFU ml Procegltualne CEU/mI Procegltualne
) (%) (%) (%)
Reference | 0159 ] Zivé | 0,12-10’ 2,15 0,30-10’ 0,76
0,000 Mrtvé | 1,45-108 97,85 3,89-108 99,24
Jefabinovy | 0,017 + 1069 Zivé | 0,41-10° 2,55 0,41-107 1,08
&aj 0,006 ! Mrtvé | 1,55-108 97,45 3,78-108 98,92
Malinovy | 0,004 + 25> Zivé | 0,76-107 5,09 0,71-10’ 1,50
¢aj 0,004 : Mrtvé | 1,42-108 94,91 4,67-108 98,50
Fenyklovy | 0,017 + 10.48 Zivé | 0,53-107 0,30 0,57-107 1,15
&aj 0,001 ’ Mrtvé | 17,4-108 99,70 3,87-108 98,85
Lesni smé 0,086 + 5400 Zivé | 0,20-10°8 12,74 0,9:107 1,97
ESMLSMES | 073 ' Mrtvé | 1,35-108 87,26 451-108 98,03
Pomerang | 0030+ 34.80 Zivé | 0,45-107 3,03 0,36-107 1,04
0,009 ’ Mrtvé | 1,43-108 96,97 3,44-108 98,96

U Lactobacillus casei vidime, Ze v prostfedi pomeranée (54,09 %) a sirupu lesni smés
(34,80 %) doslo k narustu vyraznému kultury. Viabilita bunék ale i v téchto dvou ptipadech

je po 24 hodinach velmi nizka a prevazuji mrtvé bunky nad zivymi.
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Obrazek 21 Grafické znazornéni priitbéhu traveni smési probiotickych bunék Bifidobacterium breve
a danych extraktii

Tabulka 20 Viiv travicich §tav na viabilitu Bifidobacterium breve po dokonceni traveni v porovnani
se vzorky 24 hodin po traveni

B. breve PO TRAVENI 24 hodin PO TRAVENI
e p tuslng p tuslng
Vzorek | rozdilOD (-)| OD |Buiiky | CFU/mI | * OSSN cpy/m) rocentuaing
o (%) (%)
Zivé 0,18-10° 1,11 0,86-10" 2,28
Reference | 0,151£0,010) - =0 T 6510| 98,89 3.68-10° 97.72
Jefabinovy Zivé 0,20-107 1,33 0,34-107 0,92
caj | 004900131 278 Fo 1 49-10°] 98,67 3.68-10° 99,08
Malinevs at | 0.024 - 0,005 | 15,63 |_ZVé (028107 151 03210 0.77
alinovy caj | &, ’ 2 M Mrtve |1,63-108] 98,49 417-108 99,23
Fenyk]ovy ZlVe 0,16 107 1,23 0,53 . 107 1, 13
taj 0.015+£0,004| 9,34 Py e [1,32-108] 98,77 4.67-10° 98.87
Lot omce | 00885 0.001 | gaa1 | ¥ 021-108] 12,49 0.72-107 155
esmismes 1 % : T Mrtve | 1.44-108| 8451 455108 98,45
) < | 00021 0.026 | 27,08 |_2%¢ 015-10'| 0,99 0.39-107 1.46
omeranc 1 % ’ 9% TMrtve |1.54-108] 99,01 2 65-108 98,54

V piipadé Bifidobacterium breve je nartst kultury opét znatelny ve vzorcich pomerance
(27,88 %), sirupu lesni smés (58,41 %) a malinového ¢aje (15,93 %). Viabilita bunék ale ukazuje
jiz po skonceni traveni velmi nizké hodnoty, pouze u vzorku sirupu lesni smés (12,49 %)
je viabilita vyrazné vyssi ve srovnani s ostatnimi, ale po ponechani bun¢k v travici Stavach

po dobu 24 hodin je viabilita ve vSech vzorcich nizka az téméf zanedbatelna.
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Za ucelem udrZeni vysoké viability bunék po prichodu travicim procesu byly zhotoveny
alginatové Castice, do nichz byly enkapsulovany probiotické bakterie spolu s extraktem bohatym
na bioaktivni latky. Vytvorené Castice viditelné chrani probiotické bakterie pred nepfiznivymi

vlivy vnéjsiho prostiedi a udrzuji tak viabilitu bunék [40].
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Obrazek 22 Priklad vystupu pritokového cytometru pro vzorek Bifidobacterium breve ve smési
se sirupem lesni smés hned po dokonceni traveni, prvni pik predstavuje Zivé buniky, druhy pik mrtve buniky

5.6 Navrh optimalniho sloZeni produktu

Pro zhotoveni mozného vysledného produktu Vv podobé alginatovych castic byly vybrany
probiotické bakterie Lactobacillus acidophilus, které patii mezi nejbéznéji pouzivané probiotické
kultury a zaroven piedstavovaly nejvhodnéjsiho kandidata diky svym interakcim s extrakty.
Navrhovany produkt byl pro porovnani zhotoven ve dvou moznych piichutich, vzdy byla pouzita
stejné probioticka kultura.

Pro prvni variantu, viz Obrazek 23 leva Petriho miska, byla pouzita smés §tavy z pomerance
a caje. Kombinace fenyklového caje a s§tavy zpomerance dala vznik svétle zluté smési,
ke které byla nasledné pridana probioticka kultura, alginat a pomoci enkapsulatoru B-395 Pro
byly vytvoteny castice. Pomerancova §tava byla vybrana na zakladé predeSlych stanoveni,
kdy v jejim pripadé byl prokazan nejvyssi obsah bioaktivnich latek, stimulovala rtst probiotické
kultury Lactobacillus acidophilus a po dokonceni traveni byl zjistén nejvyznamngjsi vliv
na viabilitu probiotickych bunék. Obsah céstice je tedy nasledovny: fenyklovy caj, Stéva

Z pomerance, probioticka kultura a jako obalovy material slouzi alginat.
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Pro druhou variantu, viz obrazek 23 vpravo, by zvolen malinovy ¢aj v kombinaci se sirupem
s ptichuti lesni smés. Malinovy ¢aj je stejné jako fenyklovy bohaty na obsah bioaktivnich latek,
navic u n¢j byla prokazana i vyrazna antimikrobidlni ucinnosti. Sirup lesni smés vykazoval
po cerstvé pomerancové stave druhé nejlepsi vysledky, proto byl jasnou volbou jak sloZenim,
tak vizualné. Ani spojeni svou syté barevnych extraktd vSak nedalo vyslednym ¢asticim vyrazny

barevny vzhled, pouze lehky nadech rtizové.

Obrazek 23 Navrh mozného produktu, vlevo zluta varianta vpravo rizova
Céstice o velikosti 1 000 pum jsou senzoricky atraktivni. Mohly by byt pfidavany détem
do napoji za Uclelem ozvlastnéni nebo misto obycejného sirupu. Daly by mohly byt
zakomponovany do pokrmu nebo slouzit jako ozdoba dezertli. Na nasledujicich Obrazcich 24 a 25

Ize vidét rozkrojenou ¢astici pod mikroskopem pii 10nasobném a 100nasobném zvétseni.

B034 | 12801024 | 2021/06/11 11:19:20 w’ P
8 R 4 " .\ 4
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Obrazek 24 Rozkrojend castice pod mikroskopem pri 10ndsobném zvétSent
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6 ZAVER
PiedloZena bakalaiska prace je zaméfena na navrh produktu, ktery by mél obsahovat probiotické
bakterie a ovocnou slozku. Cilem prace bylo najit vyhovujici kombinaci ¢aje a sirupu, kterd béhem
traveni dokéaze ochranit probiotickou kulturu a zabezpecit tak jeji viabilitu.

Teoreticka ¢ast prace je orientovana na popis probiotickych bakterii, jejich pozitivnich
i negativnich ucinka na lidské zdravi, na metody enkapsulace probiotickych bakterii, pficemz
jedna z nich byla nasledné pouzita v experimentalni ¢asti. Dale se teoretickd ¢ast zaméfuje
na charakterizaci €ajli pouzitych Vv experimentalni casti, screening a porovnani dostupnych
probiotickych dopliikti s obsahem ovocné slozky na ¢eském trhu.

Pro experimentalni ¢ast byly vybrany tfi vzorky ¢ajl, a to jefabinovy ¢aj, malinovy a fenyklovy
¢aj, 4 vzorky sirupt, a Sice ananasovy sirup, sirup lesni smés, citronovy a bezinkovy sirup a jeden
vzorek Cerstvé pomerancové Stavy.

V prvni ¢asti experimentalni prace byly charakterizovany jednotlivé extrakty. Stanovenim
fenolickych sloucenin byl potvrzen fakt, ze ¢aje jsou bohatym zdrojem téchto latek. U vSech tfech
vzorku byl obsah fenolickych slou¢enin vysoky, nejvyssi hodnota byla analyzovana u fenyklového
Caje a to 317 mg/g. Pii porovnani s naméfenym obsahem flavonoidi byl u fenyklového ¢aje
naméien nejmensi obsah 7,40 mg/g. Nejvice flavonoidii bylo detekovano v jefabinovém c¢aji,
a to 23,13 mg/g, v malinovém ¢&aji bylo stanoveno 15,83 mg/g. Caje jsou piirozené znamé svoji
vysokou antioxidaéni aktivitou, tento fakt byl potvrzen stanovenim vyuZivajici roztok ABTS, kdy
byla analyzovana schopnost vzorku zhaset kation-radikal ABTS™. VSechny tii vzorky dosahovaly
velmi vysokych hodnot. Nejvyssi antioxidacni aktivita byla naméfena u jefabinového caje
186,36 mg/g. Poslednim charakterizaénim stanovenim bylo zjisténi obsahu vitaminu C. Ve vzorku
malinového Caje byl obsah vypocten na 105,41 mg/g, v jefabinovém ¢aji 198,81 mg/g a ve vzorku
fenyklového caje byl obsah vitaminu C stanoven na hodnotu 268,77 mg/g. Ve vsech téchto
piipadech zjis§téné hodnoty nékolikrat prevysuji doporuc¢enou denni ddvku pro zdravého dospélého
jedince, ktera ¢ini 80 mg. Stejna stanoveni byla provedena iSe vzorky sirupti a Cerstvou
pomeranc¢ovou Stavou. Ovocné §tavy jsou druhym nejvetsim zdrojem ptirozenych antioxidanti,
tuto skute¢nost ndm potvrzuje i nejvétsi namétreny obsah fenolickych sloucenin i flavonoidi ve
vzorku Cerstvé pomerancové §tavy, ktera svymi hodnotami zna¢né pievySovala sirupy. Pouze
Vv ptipad¢ sirupu s pfichuti lesni smés byl naméfen vysSs$i obsah fenolickych sloucenin nez
U ostatnich sirupt. Nejvyssi antioxidacni aktivita byla opét namétfena v piipadé pomerancové
Stavy, kdy dosahovala hodnoty 1,34 mg/ml. Druhé nejvyssi hodnota byla zaznamenéna u vzorku

sirupu s prichuti lesni smés 0,79 mg/ml. Titracni stanoveni vitaminu C ukazalo nejvyssi obsah
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vitaminu opét v pomerancové $taveé 1,24 mg/ml a v sirupu s piichuti lesni smés 0,74 mg/ml.
Zajimavym zjisténim bylo, ze vice vitaminu C obsahuje sirup lesni smés nez citronovy sirup,
ve kterém bylo analyzovano pouze 0,25 mg/ml.

Déle byla zkouména antimikrobidlni UCinnost ¢aji vic¢i modelovym mikroorganismum.
Pro toto stanoveni byly vybrany bakterie Escherichia coli, Serratia marcescens, Micrococcus
luteus a Staphylococcus epidermidis.  Antimikrobialni G¢innost malinového Caje se nejvice
projevila interakci s E. coli a M. luteus, kdy v obou piipadech byl detekovan tibytek bakterialni
kultury. Jefabinovy ¢aj mél stejné pozitivni ucinky jako ¢aj malinovy, v nizSich koncentracich
pusobil antimikrobialné i v prostiedi S. epidermidis. V piipadé fenyklového caje byly
antimikrobialni ucinky projeveny v prostiedi S. marcescens a M. luteus. V prostiedi E. coli
a S. Epidermidis fenyklovy ¢aj pusobil jako stimulant a doslo k vyraznému narustu kultury.

V druhé c¢asti je experimentdlni pradce zaméfena na interakci probiotickych kultur
s jednotlivymi extrakty ¢aju a sirupt. Pti praci byly pouzity tii probiotické kultury: Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei a Bifidobacterium breve. Cilem této ¢asti prace bylo zjistit, ktery
Z extraktd stimuluje rast bakterialni kultury. V piipad€ ¢aji byl u kazdé probiotické kultury
zaznamenan pozitivni vliv na rist, ktery ale nebyl nijak vyrazny. Lze tedy fict, ze probiotickym
buitkam prostfedi ¢aje nevadilo, ale vyrazné je nedonutilo k narustu. V ptipad¢ sirupti byl narust
kultur znatelngjsi, jak bylo ocekavano. Sirupy jsou sladké, obsahuji cukr, ktery vytvotil vhodné
podminky pro namnozeni bakterii. V pfipad¢ Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus casei byl
narust kultur zaznamenam ve vSech vzorcich oproti referenci. Stejny trend vykazuje i probioticka
kultura Bifidobacterium breve, u které byl také zaznamenan narust ve vétSiné vzorkl, pouze
ve vzorku ananasového sirupu doslo k inhibici bakterialnich bungk.

Pomoci modelového traveni byla sledovéana viabilita bunék béhem simulovaného procesu
traveni u vybranych vzorkl na zakladé predeslého testovani. Byl analyzovan vliv travicich §tav
na probiotické bakterie béhem traveni a vynesen do grafické zavislosti. Pomoci pritokového
cytometru byla zjisténa viabilita bun€k po dokonceni traveni a nasledné jesté pteméiena 24 hodin
po skonceni traveni. Viabilita bunék po traveni i24 hodin po traveni byla u vSech tifech
probiotickych kultur velmi nizké az zanedbatelna.

Od enkapsulace probiotickych bakterii spolu se smési Caje a sirupu ¢i pomerancové $tavy
Jje ocekavano, ze pii procesu traveni ¢astice ochrani probiotické bunky a zabezpeci tak jejich vyssi
viabilitu, jako tomu bylo v praci Nikoly Hornakové [40].

Navrzené optimalni slozeni mozného vysledného produktu bylo provedeno na zakladé

predeslych stanoveni a za G¢elem atraktivniho vzhledu.
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