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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva navrhem dopliku stravy pro détskou vyzivu s obsahem
probiotickych bakterii kmene Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium breve a s obsahem
vhodného prebiotika. Jako prebiotika byly testovany Inulin, Chia vlaknina, Bambusova
vlaknina, Chlorella + Spirulina a Jakon sirup.

Teoreticka Cast prace se zamétfuje na probiotika, prebiotika a jejich biologicky vliv. V
experimentalni Casti byla feSena mozZnost enkapsulace do alginatovych castic a lyofilizace
probiotickych bunék za G¢elem nalezeni jejich vhodné formy ve finalnim produktu. Tyto rizné
formy probiotik s pfidavkem prebiotik byly podrobeny modelovému traveni. Bylo zjisténo, Ze
piidavek prebiotika vyrazné zvysuje viabilitu bun¢k a také jejich odolnost vici travicim
stavam. Viabilitu bun¢k pak nejvice podporoval Jakon sirup. Vybrana prebiotika byla také
podrobn¢ charakterizovana. Byl stanoven obsah celkovych a redukujicich sacharidd, obsah
oligosacharidd, bilkovin, lipidi, polyfenold a chlorofyli. S ohledem na dosazené vysledky byla
vybrana tfi prebiotika s nejlepSimi  vlastnostmi, kterymi jsou Chia vlaknina,
Chlorella + Spirulina a Jakon sirup.

Na zavér byl sohledem na nejvhodnéjsi prebiotika navrzen dopln€k stravy s obsahem
lyofilizovanych alginatovych ¢astic a prebiotik ve formé sypkého ptipravku a také zvykacich
bonbonu ve tvaru gumovych medvidki.

Klicova slova: probiotika, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium breve, prebiotika,
enkapsulace, alginat, détska vyziva



Abstract
The Diploma thesis deals with designing of probiotic dietary supplement for children with
strains Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium breve and with prebiotics. Used
prebiotics were Inulin, Chia fiber, Bamboo fiber, Chlorella + Spirulina and Yakon syrup.
The theoretical part is focused on probiotics, prebiotics and their biological influence. In
experimental part the possibilities of encapsulation into alginate particle and lyophilisation of
probiotic cells were observed to find their good form to final nutritional product for children.
Several types of probiotic with addition of prebiotics were tested in model conditions of
gastrointestinal tract. It was found that addition of prebiotic highly increases viability of
probiotic cells and their resistance to model conditions of gastrointestinal tract. In this case, the
best prebiotic was found in Yakon syrup. The prebiotics were also characterised in terms of
nutritional composition, amount of total and reducing sugars, oligosaccharides, proteins, lipids,
polyphenols and chlorophyll were obtained. Finally, Chia fiber, Chlorella + Spirulina and
Yakon syrup were chosen as prebiotics with best characterisation/properties.

In conclusion, a dietary supplement with lyophilized alginate particles containing probiotic
cells and with the most appropriate prebiotics were designed. Forms of the product were powder
and gummy-bear.

Keywords: probiotics, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium breve, prebiotics,
encapsulation, alginate, food for infant
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1 UVOD

Probiotické produkty uréené pro dospélé si postupem casu ziskaly na trhu stabilni pozici. Cela
fada pacientii vyuziva pozitivnich U¢inkli probiotik na stfevni mikrofloru zejména pii
antibiotické terapii, cestovatelském prijmu ¢i pii jinych zazivacich obtizich. V posledni dobé
si své misto na trhu snazi najit také probiotické produkty urc¢ené pro déti. Vyrobci probiotickych
preparati cili zejména na déti, které maji sttevni mikrofloru oslabenou 0 prospesné probiotické
bakterie. K tomuto jevu dochazi hlavné dvou piipadech. Za prvé v piipadé, kdy dité ptijde na
svét cisafskym fezem, nikoliv pfirozenou cestou. Takto narozené déti jsou poté vyznamnym
zpusobem ochuzeny o probiotické bakterie pfitomny ve vaginalnich cestach matky. Druhym
piipadem jsou déti nekojené. Jak je znamo, mateiské mléko je vyznamnym zdrojem
probiotickych mikroorganismti. Nekojené déti proto postradaji zejména bakterie rodu
Bifidobacterium, které jsou ve velkém mnozstvi zastoupeny pravé v matetském mléce.

musi mit vhodnou formu, aby byla pro déti snadno uzivatelna. Pro nejmensi déti proto Casto
vyrobci sazi na formu probiotickych kapek, které mohou rodi¢e zamichat naptiklad do napoje.
Pro déti jiz krmené pevnou stravou vyrobci piisli s praskovou formou produktu, ktera se snadno
zamicha do détskych kasi. Pro starSi déti se na trhu postupné objevuji produkty naptiklad
v podob¢ bonbénd, pastilek ¢i zelatinovych medvidku. Jde o formu produktu, ktera se pro déti
snazi byt co nejvice atraktivni.

Nékteré probiotické produkty pro déti obsahuji také dalsi ptidatné slozky. Jde zejména o
prebiotika, kterd podporuji viabilitu probiotickych bakterii, ale také ptispivaji ke spravnému
traveni u déti. Z prebiotik je vSak vyrobci vyuzivan vyhradné inulin, coz nenabizi mnoho
variant pro zlepSeni a vytvofeni vyzZivové zajimavéjSiho produktu. Tento produkt by mohl byt
obohacen o nékteré z dalsich typu prebiotik, ktera jsou méné obvykla. Détem by tato méné
obvykla prebiotika mohla pfinést i fadu zajimavych latek z vyzivového hlediska. Kromé
prebiotik obsahuji nékteré produkty také vitamin C, ktery slouzi naptiklad ke spravné funkci
imunitniho systému. Zde se nabizi také mnoho variant pro dalsi vylepSeni probiotického
produktu, at’ uz z hlediska obsahu vitamint, chutovych slozek ¢i dalsich aktivnich latek.

Ptfedlozena diplomova prace se proto zaméciuje na ndvrh nového typu probiotického
preparatu pro déti s unikatnim slozenim, ktery bude z vyzivového hlediska lepsi nez dostupné
komer¢ni preparaty. Zaroven bude spliiovat kritérium atraktivniho produktu pro détské
spotiebitele jak z hlediska chuti, tak i z hlediska vzhledu.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Probiotika

Slovo probiotika pochazi z feckych slov ,pro‘ a ,bios‘, coz mtize byt vylozeno jako ,pro zivot®.
Podle definice FAO/WHO jsou jako probiotika ozna¢ovany zivé mikroorganismy, které, pokud
jsou podavany v priméfeném mnozstvi, tak pozitivné ovliviuji zdravi hostitele. Hostitelem pak
muze byt ¢lovék nebo zvife. Probiotika jsou tedy mono ¢i smésné kultury zivych
mikroorganismil, které zlepsSuji vlastnosti stievni mikroflory a tim néasledné zlepsuji celkovy
zdravotni stav hostitele [1, 2, 3].

Aby mohly byt mikrobialni kmeny zafazeny mezi probiotika, musi spliiovat nékolik
zékladnich kritérii. Jednotlivé kmeny musi mit prokazatelné pozitivni vliv na zdravi hostitele a
musi byt zaroven zdravotné nezavadné. Dale nesmi byt toxické ani patogenni. Forma, ve které
je pak probiotikum do traviciho ustroji aplikovano, musi obsahovat takové mnozstvi
zivotaschopnych bunék, které¢ jim umozni ptezivat v travicim Gstroji a byt metabolicky aktivni.
Dulezité je také to, ze probiotika musi byt zivotaschopné i béhem skladovani [3].

Mezi probiotika patii rizné druhy mikroorganismi, pfedev$im se vSak jedna o nékteré
zastupce z fady mlécénych bakterii. Nejcastéjsi zastupce probiotik nalezneme ve tifech rodech, a
to mezi rody Lactobacillus, Bifidobacterium a Streptococcus. Zastupci z rodu Lactobacillus
byly prvni skupinou bakterii, ktera byla definovana jako probiotika. Pozd&ji byli mezi
probiotika zafazeni také zastupci z rodu Bifidobacterium, Streptococcus a dalsi. V kazdém rodu
jsou tedy dale specifikovany rizné kmeny bakterii S probiotickymi vlastnostmi, napiiklad u
laktobacilt je to Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus brevis nebo
Lactobacillus fermentum. U bifidobakterii jde o Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum a podobné. Uvedené kmeny
probiotickych bakterii se navic vzdjemné posiluji. Naptiklad po podani bakterii rodu
Lactobacillus se v travicim traktu nejen zvysi pocet téchto bakterii, ale zvysi se i pocet bakterii
ve skupin¢ Streptococcus. Kromé vyse uvedenych bakterii patii mezi probiotika i jiné
mikroorganismy. Jsou to naptiklad kvasinkové mikroorganismy jako Saccharomyces boulardii
[4].

Prehled nejcastéji probioticky vyuzivanych kmeni mikroorganismi je uveden v tabulce €. 1.

Tabulka 1: Prehled nejcasteji vyuzivanych probiotickych kmenit mikroorganismii [5]

Lactobacillus Bifidobacterium Jin¢ bakterie _Jinétypy
mlécného kvasSeni mikroorganismu
L. acidophilus B. adolescentis | Enterococcus faecium ESChe“CI\Ti':Sﬁeo" kmen
L. casei B. animalis Lactococcus lactis Sacharqn_wyces
cerevisiae
L. crispatus B. bifidum Leuconosj[oc Sacharomyces boulardii
mesenteroides
L. curvatus B. breve PeQchocgu_s
acidilactici
L. delbrueckii B. infantis Streptococcus
thermophilis
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L. farciminis B. lactis St_reptococc_us
diacetylactis
L. fermentum B. longum Sf[reptocogcus
intermedius
L. gasseri B. thermophilum
L. johnsonii
L. paracaseli
L. planarum
L. reuteri
L. rhamnosus

2.1.1 Historie probiotik a jejich definice

Prvnim prikopnikem vyuziti probiotik byl nositel Nobelovy ceny ruského pivodu Eli
Metchnikoff, ktery pracoval v Pasteurové institutu v Pafizi. Ten na pocatku minulého stoleti
zjistil, ze bakterialni sloZeni stfevni mikroflory zavisi na skladbé piijimanych potravin. Z toho
vyvodil, Ze Upravou jidelnicku Ize zvysit pocet zdravi prospeSnych bakterii v travicim traktu
cloveka a posilit tim lepsi zdravotni stav. Ve stejné dobé€ francouzsky pediatr Henry Tissier
zpozoroval, Ze déti trpici prijmem mély ve své stolici jen velmi maly pocet bifidobakterii na
rozdil od déti zdravych, jejichz stolice obsahovala vysoky pocet bifidobakterii. Tissier navrhl,
aby bifidobakterie byly uméle podavany détem postizenym prijmem. To jim mélo pomoci
obnovit rovnovazné slozeni stievni mikroflory. Prace Metchnikoffa a Tissiera byly prvni
védecké navrhy praktického pouZiti probiotickych bakterii, a to i1 pfesto, Ze termin probiotikum
jako takovy jesté nebyl znam [2].

Termin probiotika definovali Lilly a Stilwell vroce 1965 jako faktory, které jsou
produkovany mikroorganismy, a které maji ptiznivy G€inek na celkovy rlst zvifat a zaroven na
rust nékterych dalSich mikroorganismi. Zvitata zivena zakysanymi mléénymi vyrobky s t€émito
faktory byla celkové zdravéjsi a 1épe rostla. V roce 1974 Parker pouZil termin probiotika pro
organismy, které maji obecné ptfiznivy ucinek na stfevni mikrofléru hostitele. V roce 1989
Fuller definoval konkrétnéji probiotika jako Zivy mikrobidlni doplné€k stravy, ktery ptiznive
ovlivituje stfevni rovnovahu hostitelského zvitete. Dalsi podobnou definici navrhli Havenaar a
Huis in 't Veld v roce 1992. Probiotika oznacili jako zivotaschopnou mono ¢i smésnou kulturu
bakteridlnich bunck, kterd pii aplikaci zvifeti nebo ¢lov€ku pozitivné ovlivituje jeho stievni
mikrofloru. Novéjsi definice podle Guarnera a Schaafsma z roku 1998 oznacuje probiotika jako
zivé mikroorganismy, které pfi podavani v pfiméfeném mnozstvi pozitivné ovliviiuji celkovy
zdravotni stav hostitele. V nasledujicich 20 letech doslo k velkému zajmu o probiotika a jejich
mozné vyuziti. Jako jejich hlavni definice je nyni vyuzivana vySe zminéna definice FAO/WHO
zroku 2001. Dochazi vsak k celé tfadé jejich obmén. Napiiklad za probiotika jsou podle
soucasné definice povazovany pouze zivé mikroorganismy, nikoliv mrtvé [2, 4, 6].
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2.1.2 Stifevni mikroflora

Stievni mikrofldra je velmi dilezitou soucasti traviciho tstroji. Travici Gstroji je domovem vice
nez 10 CFU/g bakterii a celkové obsahuje az 1 000 bakteridlnich druhtl. Jde o nejkomplexn&;jsi
ekosystém v lidském téle a tato bakterialni flora méa v organismu mnoho dulezitych funkci.
Slouzi k syntéze n¢kterych vitamind B, syntéze aminokyselin nebo k transformaci zlu¢i, ktera
hraje zasadni roli v metabolismu glukézy a cholesterolu.

Ve stievé se vyskytuji jednak bakterie hnilobné, které produkuji amoniak, sulfan nebo fenoly
a jednak bakterie kvasné, které produkuji methan a oxid uhli¢ity. Stievo samo o sobé je
povazovano za tzv. aktivni organ, a to pravé v dasledku své bohaté bakterialni flory a jeho
metabolické aktivity. Dalsi velmi dilezitou soucasti stievni mikroflory jsou praveé probiotické
bakterie, které podporuji imunitu sttevni mikroflory. Lidské t€lo ma vyvinuty komplexni
obranny imunitni systém, jehoz poslanim je bud’ rozpoznat a znicit neptiznivé patogenni vlivy
na lidsky organismus nebo vyvinout mechanismy minimalizujici nasledky téchto Skodlivych
vlivi. Konkrétné pfed patogeny jako jsou bakterie, paraziti nebo viry je lidsky organismus
chranén pomoci piekazek tvorenych kizi, sliznicemi a stfevnim obrannym systémem. Obranny
systém ve stfevech je zavisly na tfech slozkach, a to pravé na stievni mikroflote, stfevni sliznici
a dale na stfevnim epitelu [7, 8, 9].

Stievni mikrofléra funguje spravné, pokud je jeji bakteridlni fléra v rovnovaze. Tuto
kfehkou rovnovahou muze narusit antibioticka 1éCba ¢i chemoterapie, vyznamné zmény ve
stravé, chirurgickd operace nebo podavani nékterych 1€kii jakou jsou naptiklad projimadla.
Narus$ena rovnovaha stfevni mikrofléry se taktéz objevuje u starSich lidi, u kterych dochazi
k redukci bifidobakterii. Tato rizna naruseni rovnovahy stievni mikrofléry mohou vést
K oslabeni imunity jedince a k rozvinuti nékterych infekcei jako je napiiklad infekce zpisobena
Clostridium difficile. Ta ¢asto vede k prijmovym onemocnénim u starSich pacientt [7].

2.1.3 Strevni mikroflora u déti

Pied narozenim ditéte je jeho stfevni mikroflora zcela sterilni, jelikoZ jeho stfevo neni v téle
matky osidleno Zadnymi bakteriemi. Po narozeni ditéte vSak dochazi k postupnému
bakterialnimu osidleni stfevni mikroflory. Toto osidleni je zavislé zejména na dvou faktorech.
Velmi dilezité je, zda dité¢ pfiSlo na svét cisaiskym fezem ¢i pfirozenou cestou. DalSim
dilezitym faktorem je, zda je po narozeni dité kojeno ¢i nikoliv.

Dité, které prijde na svét pfirozenou cestou, ziskava pti prichodu vaginalni cestou matky
prvni baterie, kdy jde hlavné o anaerobni bakterie. Déti narozené cisaiskym fezem zacinaji sviij
zivot s uplné¢ bakteriologicky Cistym stavem. U téchto déti je prvni kontakt s bakteriemi
vicemén¢ nahodny, kdy tyto bakterie pochdzi z nemocni¢niho prostiedi, anebo od zaméstnanct
nemocnice. Tyto déti ziskavaji hlavné mikroaerofilni mikroorganismy a fakultativné-anaerobni
mikroorganismy jako je tieba bakterialni kmen Clostridium.

Co se tyka kojenych a nekojenych déti, kojené déti vykazuji béhem prvniho tydne Zivota
vys$si pocty bakterii nez déti nekojené. Lidské mateiské mléko totiz obsahuje mensi mnozstvi
celé fady nepatogennich bakterii jako jsou Streptococcus, Lactobacillus, Staphylococcus a
Bifidobacterium. V mikroflofe kojenych a nekojenych déti muzeme najit také uréité rozdily.
Jde zejména o obsahové zastoupeni ve stievé. Kojené déti obsahuji ve stfevé vice bakterii
kmene Bifidobacterium, které jsou samy o sobé obsazeny v mateiském mléce. DéEti nekojené
obsahuji ve své stievni mikroflote spise kmen Clostridium.
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Obecné se bakterie se ve stievech a stolici novorozence za¢nou objevovat do n¢kolika hodin
po narozeni, kdy se zaCina rozvijet normalni bakterialni fléra. V prvni stolici se da Casto
izolovat ve velkém mnozstvi naptiklad Escherichia coli, Streptococcus nebo Staphylococcus.
Tyto prvotni bakterie pak vytvari ptiznivé podminky pro nasledny vyskyt anaerobnich bakterit,
jako jsou kmeny Clostridium nebo Bifidobacterium. Ty se ve stolici za¢inaji objevovat asi do
2 dnti od porodu. Rychly a pravidelny nartist poctu bakterii je zaznamenan béhem prvniho tydne
zivota a odpovida hodnoté 10° CFU/qg stolice.

V celé tad¢ studii byly zaznamenany i vyrazné G¢inky kmene Bifidobacterium na rist a
zdravi kojenct. To je velmi dulezity faktor, protoze béhem prvnich dnii zivota, kdy se
bakterialni flora vyviji, jsou novorozenci velmi nachylni k riznym typim infekce. Je to z toho
divodu, ze kvili nedostatecné rozvinuté stievni mikroflofe nejsou plné rozvinuté ani obranné
mechanismy lidského téla. Déti, které nejsou kojené a nedostava se jim kmene Bifidobacterium
Z matetského mléka, jsou ohrozeny nejvice.

V ptipadég, ze se dité€ narodilo pfirozené a bylo dostate¢né kojeno, je ve 2 letech ditéte jeho
sttevni mikroflora srovnatelna s mikroflorou dospé€lého ¢lovéka. U déti, které se narodily
cisafskym fezem nebo kojeny nebyly, neni osidleni stfev spravné a mize dochézet
K problémiim s imunitou a ¢astou nemocnosti. Zde mohou nabidnout pomoc uméle podavana
probiotika, kterd umoziuji vytvofeni rovnovahy ve stfeveé a z toho plynouci napravu imunitniho
sytému [8].

2.1.4 Mechanismus a¢inku probiotik

Probiotika se vyznacuji riznymi typy mechanismt ucinku. Dilezitd je produkce substanci,
které pusobi inhibi¢né na grampozitivni i gramnegativni bakterie. Mezi tyto substance patii
napiiklad rizné organické kyseliny nebo peroxid vodiku. Produkci téchto substanci nejen Ze
snizuji produkci toxinti patogennimi bakteriemi, ale snizuji také celkovy pocet zivych
patogennich bakterii. Napiiklad probiotika kment Bifidobacterium a Lactobacillus jsou velmi
dulezité pro prevenci invaze enteropatogent. Produkuji kyselinu mlé¢nou a ta nasledné vede k
odstranéni Skodlivych patogent. Dal§im mechanismem tUcinku je jejich adherace na stfevni
epitel, kde kompetitivni inhibici blokuji adhezni mista pro patogenni bakterie. S tim souvisi
také vyuziti Zivin, které by jinak byly spotfebovavany patogennimi bakteriemi. Mezi dalsi
mechanismy ucinku patfi také zlepSeni bariérové funkce epitelidlni vystelky a jejich stimulace
specifické i nespecifické imunity [4, 9, 10].

Probiotika se dale vyznacuji také produkci aminokyselin s kratkym fetézcem, mezi které
patii napiiklad kyselina y-aminomaslena (tzv. GABA). Ta v organismu slouzi jako
neurotransmiter. Nékterd probiotika obsahuji také geny kddujici proteiny zodpovédné za
nekteré biochemické cesty, kterych lidsky organismus sdm o sobé neni schopny. Jde napiiklad
o rozklad komplexniho zdroje uhliku. Nékteré¢ kmeny produkuji butyrat jako vysledek jejich
fermentacniho metabolismu. Pravé butyrat je kliGovou molekulou k zajisténi stfevni
homeostazy [10].

2.1.5 Vyznam probiotik

Rizné probiotické kmeny vykazuji riizné ptiznivé ucinky, a to pomoci riiznych mechanismi.
Jejich pozitivni vliv je také Casto zplsoben synergickym piisobenim s jinymi bakteriemi
obsazenymi ve stfevni mikroflofe. Jeden probioticky kmen mtize mit aplné jiné vlastnosti nez
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kmen dalsi a stejné tak miize mit jiné klinické G&inky na lidsky organismus. Uéinnost jednoho
kmene nam nezarucuje, Ze stejné ucinky budou mit i dalsi probiotické kmeny. Proto jsou
zdravotni pfinosy probiotik dale peclivé zkoumény a probiha cela fada studii, které se soustiedi
na vliv probiotik na lidské zdravi ve vztahu k riznym chorobam [11].

Piesto mtzeme jiz nyni definovat nékolik zakladnich vyznamia probiotik pro lidsky
organismus a zdravi ¢loveéka, které jsou uvedeny v nasledujicich kapitolach.

2.1.5.1 Virové prijmové onemocnéni

Velmi c¢asto vyskytujici se virové prujmové onemocnéni je tzv. rotavirus. Jde o velmi
nebezpeéné onemocnéni zazivaciho traktu objevujici se zejména u batolat a malych déti.
Rotavirus napada epitelialni bunky tenkého stfeva. Je jednou z nejéastéjsich pric¢in akutniho
prijmu u déti ve vyspelych zemich svéta. Mize zptisobit 1 velmi vazny priabéh onemocnéni
s tézZkymi prujmy, u kterych existuje velké riziko dehydratace ditéte. Ta muze skondit
v nékterych ptipadech az smrti ditéte [12].

Bylo prokazano, ze nékteré probiotické kmeny rodu Lactobacillus a Bifidobacterium mohou
zkratit dobu onemocnéni ptiblizné o jeden den. Tento pozitivni ucinek probiotik 1ze vysvétlit
stabilizaci stfevni mikroflory. Studie ukazaly, ze podavani probiotik vede k vyznamnému
vzestupu specifickych protilatek proti rotavirim v krevnim séru pacientll, coz naznacuje, ze
také humoralni imunita hraje dtlezitou roli v mechanizmu ucinku probiotik [3].

2.1.5.2 Priijmové onemocnéni po lécbé antibiotiky

Antibioticka lé¢ba ptinasi kromé problému s rezistenci i celou fadu vedlej$ich u¢inkt na zdravi
pacienta. Antibiotika napfiklad méni prostiedi gastrointestindlni flory tim, Ze kromé Skodlivych
bakterii ni¢i i ty zdravi prospésné. To nasledné vede ke snizené odolnosti viéi patogenim jako
je naptiklad Clostridium difficile. Snizenad odolnost pak vede Kkrozvoji prijmového
onemocnéni. Rozvoj tohoto prijmu je také velmi ¢asty u malych déti, naptiklad se vyskytuje
az u 30 % novorozenc, kterym byla podana antibioticka 1écba. Probiotika pak mohou pomoci
navratit zdravi prospésné bakterie do stfevni mikroflory a zmirnit tak ptiznaky prijymu [13, 14].

2.1.5.3 Crohnova choroba

Probiotika byla taktéz aspésné zkousena v 1é¢bé Crohnovy choroby tlustého stteva. U pacienti
s touto nemoci probiotika pomahaji 1épe udrzovat remisni f4zi onemocnéni, tzn. fazi klidovou.
V 1é¢bé této nemoci se probiotika osvédcCila zejména jako doplnék ke klasické 16¢bé [3, 4].

2.1.5.4 Alergie

Spousta studii zaméfenych na probiotické bakterie ukazuje, ze probiotika pomahaji vyvoji
imunitniho systému uz v kojeneckém veéku. Soucasné zlepSuji funkcénost sliznicni bariéry.
Slizni¢ni bariéra je povazovana za jeden z faktord, ktery piispiva ke zmirnéni alergické reakce.
Jeji funkce se projevuje zejména u alergii na potraviny a atopického ekzému. Bylo zjisténo, ze
podéavani probiotik vede k prevenci potravinovych alergii u déti. U déti s atopickym ekzémem
doslo pfi podavani probiotik k vyraznému zmirnéni potizi. BohuZzel, probiotika nejsou u¢inna
v boji proti astmatu ani alergii na bilkovinu kravského mléka [3, 15].

2.1.5.5 [Intolerance laktozy
Intolerance laktozy je zptisobena nedostate¢nou funkci enzymu B-galaktosidazy. Jeji zhorSena
funkénost vede k neschopnosti hydrolyzovat ($tépit) laktozu na monosacharidy glukézu a
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galaktozu. Asi 10 az 15 % dospé€lé populace ma vyrazné snizenou aktivitu B-galaktosidazy a jiz
po konzumaci malého mnozstvi laktézy u nich dochézi k zazivacim potizim. U osob trpicich
intoleranci lakt6zy dochéazi po konzumaci mléka ¢i mlécnych vyrobki k rozvoji bolesti bficha
a prujmu. Probiotické bakterie obsahuji f-galaktosidazu samy o sob¢ a pomoci svého enzymu
pomahaji Stépit laktozu v tlustém stfeve pacienta s laktézovou intoleranci. Timto plisobenim
zlepSuji toleranci laktozy [3, 14].

2.1.6 Rizika spojena s uzZivanim probiotik

Z definice probiotik vyplyva, zZe pozitivné ovlivituji zdravi hostitele. Neznamena to vsak, Ze by
jejich uzivani bylo zcela bez rizika. Riziko uzivani probiotik je u pacientd s alergiemi na
kvasinky. U nich musi byt vylouceno podani probiotik s kvasinkami jako je Sacharomyces
boulardi. Dalsim rizikem mohou byt potencialni interakce s 1éky na piedpis, ackoli se vyskytuji
velmi zfidka (napfiklad interakce s antikoagulacnimi 1é¢ivy). Riziko uzivani mize nastat i pro
pacienty se snizenou imunitou (napiiklad diky chemoterapii), u kterych by se mohla vyvinout
vazngjsi infekce. Nasazeni probiotik v téchto piipadech musi byt konzultovano s 1ékafem [7].

2.1.7 Bakterie mlé¢ného kvaSeni

2.1.7.1 Rod Lactobacillus
Bakterie rodu Lactobacillus jsou velmi dulezitou soucasti lidské stfevni bakterialni flory a
bézné se také vyskytuji naptiklad v ustech. Jejich ndzev vychézi z toho, Ze pti zkvasovani
sacharidi produkuji prakticky jen kyselinu mlé¢nou, tzn. fermentuji glukézu a laktézu na laktat.
Laktobacily jsou robustni nesporulujici grampozitivni tyCinky a vyskytuji se jednotlivé, ve
dvojicich nebo tvoti kratké fetizky. Jsou mikroaerofilni nebo fakultativné anaerobni. Optimalni
teplota pro jejich rust je kolem 39 °C. Jejich hlavnim metabolickym produktem je kyselina
mlécna, kterd vznikd fermentaci glukézy. Kromé kyseliny mlééné produkuji také v mensim
mnozstvi kyselinu octovou nebo kyselinu jantarovou. Celkem bylo popsano asi 128 druhii rodu
Lactobacillus, ale jen nékolik malo kmend je pouzivano jako probiotika. Nejbéznéjsimi kmeny
jsou Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
fermentum a Lactobacillus acidophilus. Kmen Lactobacillus acidophilus ma diky svym
vhodnym vlastnostem vyuziti dale v mlékarenstvi pii vyrob¢ acidofilniho mléka, podmasli a
smetany, dale pak ve zdravotnictvi. Jeho struktura je uvedena na obrazku ¢. 1 [16, 17, 18, 19].
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2.1.7.2 Rod Bifidobacterium

Bifidobakterie jsou grampozitivni, nesporulujici, anaerobni bakterie ve tvaru ty¢inek, které
byvaji Casto na jednom konci rozs$tépeny. Vyskytuji se jak jednotliveé, tak i v fetizcich nebo
hvézdicovitém uspotradani. Patii k bézné flote dutiny Ustni, zaZivaciho traktu a jsou dilezitou
soucasti matefského mléka. Bakterie rodu Bifidobacterium ptedstavuji dominantni bakterialni
populaci v gastrointestinalnim traktu. U kojenych déti tvoii vice nez 95 % sttevnich bakterii, u
dospélych jejich podil klesa na priblizné 25 %. V soucasnosti je v ramci rodu Bifidobacterium
definovano 38 bakterialnich druhd, z nichz je Sest vyuzivano pro své probiotické vlastnosti.
Jako probiotické kultury se pouzivaji nejcastéji kmeny Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve (struktura uvedena na obrazku ¢.2) a
Bifidobacterium thermophilum [16, 17, 19].

LI |

Obrazek 2: Bifidobacterium breve [21]

2.1.8 Probiotické produkty pro déti

I presto, Ze se donedavna uzivani probiotik tykalo viceméné jen dospélych jedinci, v posledni
dob¢ se na trhu objevily i ptipravky cilené na déti, a to zejména piedSkolniho véku. V této
skupiné jsou velkym problémem déti, které nepfijimaly matetské mléko, anebo déti, které pfisly
na svét cisafskym fezem. Ob¢ skupiny téchto déti jsou ochuzeny o nékteré prospésné bakterie
ve své stfevni mikroflofe. Produkty na trhu jsou ureny k doplnéni pravé téchto prospésnych
bakterii. Kromé téchto déti jsou vhodnymi uzivateli i déti s antibiotickou terapii, u kterych hrozi
riziko prijmu. Kromé probiotickych bakterii obsahuji produkty 1 nékteré dalsi slozky jako jsou
napiiklad prebiotika. Ta jsou detailné popsana v kapitole 2.2. Z nich je vyuziva zejména inulin.
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Ten vyrazné¢ podporuje zivotaschopnost probiotickych bakterii, a navic obsahuje
fruktooligosacharidy (FOS), které jsou pfitomny i v matefském mléce.

Probiotické produkty pro déti se na trhu vyskytuji v celé fad¢ rtiznych forem. Na trhu se
vyskytuji naptiklad pastilky s riznymi ptichutémi, jako je jahodova, tfesnova, hroznova nebo
citronova. Pastilky jsou Casto Zelatinové nebo dextrézové. K témto pastilkam je také casto
pfidavano umélé sladidlo xylitol. Toto sladidlo u¢inné pisobi proti zubnimu kazu u déti. Je
znamo, ze na pramérné pétileté dité ptipadaji asi 4 zubni kazy. Tim padem je toto sladidlo velmi
vhodné pro skupinu piedskolnich déti a mtize u nich slouzit jako prevence zubniho kazu. Dalsi
formou, ve které se détska probiotika nachazeji, jsou kapky. Ty jsou vhodné pro nejmensi déti,
kvuli své Setrné formé aplikace. Obsahuji zejména rizné kmeny rodu Lactobacillus. Dalsim
zajimavym produktem na trhu jsou probiotika v lyofilizované formé. Ta jsou uchovavana ve
formé prasku v sdccich. Jejich aplikace je vhodna zejména piidanim do pokrmi (détské kase ¢i
détska mléka). Jejich hlavni sloZzkou jsou bakterie rodu Bifidobacterium a obsahuji také FOS,
které jsou piirozenou soucasti matetského mléka. Na trhu se vyskytuji i n€které dalsi zajimavé
produkty, které se snazi oslovit malé détské spotiebitele. Jde napiiklad o probiotické medvidky
s ptrichuti bilé ¢okolady. Vyrobce se snazi déti zaujmout tvarem vyrobku, na ktery jsou déti
zvyklé u sladkosti, benefitem vyrobku miize byt také pfijemna chut [22, 23].

2.1.9 Pouzité probiotické produkty pro déti

2.1.9.1 APO-LAKTIK kapky

Probioticky ptipravek APO-LAKTIK kapky obsahuje dva probiotické kmeny Lactobacillus
reuteri a Lactobacillus rhamnosus. Jako prebiotikum obsahuje fruktooligosacharidy. Tyto
kapky pro déti mohou byt uZivany od 0. mésice [24].

2.1.9.2 APO-LAKTIK pastilky

Probioticky piipravek APO-LAKTIK pastilky obsahuje celkem 4 probiotické kmeny, a to
Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus a Streptococcus
thermophilus. Navic obsahuje fruktooligosacharidy, xylitol a vitamin C, ktery pfispiva
k normalni funkci imunitniho systému. Pastilky maji jahodovou ptichut’ [25].

2.1.9.3 Biopron JUNIOR sacky

Probioticky vyrobek Biopron JUNIOR sacky je ur¢en pro déti od ukonéeného 1. mésice zivota.
Obsahuje kombinaci tfi kment bakterii, a to Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
bifidum a Bifidobacterium infantis. Je také obohacen o fruktooligosacharidy a navic 0 vanilkové
aroma [26].

2.1.9.4 ProbioMaxik tablety

Probiotikum ProbioMaxik tablety obsahuje tifi mikrobialni probiotické kmeny, a to
Lactobacillus helvetius, Lactobacillus rhamnosus a Bifidobacterium longum. Tablety maji
hroznovou ptichut’ a také obsahuji xylitol i vitamin C [27].

Vsechny pouzité probiotické produkty jsou souhrnné znazornény na obrazku ¢. 3 a z hlediska
slozeni jsou detailngji popsany Vv kapitole 4.4.
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Obrazek 3: Pouzité probiotické produkty pro déti (z leva APO-LAKTIK kapky, APO-LAKTIK postilky,
Biopron JUNIOR sacky, ProbioMaxik tablety)

2.2 Prebiotika

Jako prebiotikum je oznacovana nestravitelna slozka potravy, ktera selektivné stimuluje rtst a
aktivitu nekterych skupin prospésnych bakterii v lidském stfevé. Prebiotika nejsou stravitelné
travicimi enzymy lidského organismu, ale ve stfevé jsou fermentovany prospésnymi bakteriemi
za produkce mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA - short chain fatty acids), jako je
napiiklad kyselina maselnd. Pro skupinu prospé$nych bakterii pak slouzi jako zdroj energie,
zejména uhliku, ¢imZ podporuji jejich viabilitu. Svou pfitomnosti v tlustém stfevé takeé
prebiotika snizuji riziko vzniku rakoviny (zejména rakoviny tlustého stfeva a konecniku).
RovnéZz zvySuji schopnost vstiebavani vapniku a hoi¢iku. Zdrojem prebiotik je zelenina
(naptiklad cibule, ¢esnek nebo rajéata), dale obiloviny (naptiklad zeleny je¢men), riizné rostliny
(naptiklad ¢ekanka nebo jitrocel indicky) ¢i ovoce (naptiklad banany). Prebiotika mohou byt
tedy ziskana z téchto ptirodnich zdrojii a déale také mikrobiologickou produkci, enzymatickou
syntézou nebo enzymatickou degradaci polysacharidii. Nestravitelné sacharidy miiZeme
povazovat za prebiotika za predpokladu, Ze jsou odolné vii¢i Zalude¢nim kyselindm a enzymim
v organismu, prokazuji citlivost na fermentaci stfevnimi bakteriemi a maji schopnost zvySeni
zivotaschopnosti i aktivity prospé$nych mikroorganismi. U lidi by prebiotika méla
predstavovat asi 10 % celkového energetického ptijmu a asi 20 % objemu celkového piijmu
potravy [28, 29].

Mezi nejznaméjsi prebiotika, kterd se bézné vyskytuji v lidské stravé, fadime laktulozu,
fruktooligosacharidy (FOS), galaktooligosacharidy (GOS) ¢i inulin a jeho hydrolyzaty.
Vyznamnymi prebiotiky jsou i rizné typy vlakniny a jejich vyrobku jako jsou pektiny, xylany
a celulozy. GOS jsou odvozeny od laktozy, kterd se piirozené vyskytuje v savéim mléce.
Skladaji se z fetézcti monomert galaktozy. FOS jsou pak derivaty inulinu. Inulin je znam jako
rozpustna vlédknina. Slouzi jako rezervni polysacharid hliznatych a oddenkovych rostlin a
vyskytuje se prevazné jako soucast kotfenu ¢ekanky nebo topinambury. V tabulce ¢. 2 jsou
uvedeny nejvyznamnéjsi typy prebiotik a jejich zdroje [28, 30].
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Tabulka 2: Nejvyznamnéjsi typy prebiotik a jejich zdroje [28]

Typy prebiotik Zdroje prebiotik
Chrest, ¢ekanka, cukrové fepa, ¢esnek, cibule,
FOS N A . ..
pSenice, med, banan, jeCmen, rajcata, Zito
GOS Lidské mléko a kravské mléko
Laktul6za Laktéza (mléko)

Bambusové vyhonky, ovoce, zelenina, mléko,

Xylooligosacharidy med, pienicné otruby

Maltooligosacharidy Skrob
Isomaltooligosacharidy Skrob
Arabinoxylooligosacharidy PSeni¢né otruby

2.2.1 Mechanismus tuc¢inku prebiotik

Prebiotika, kterd neporusend ptichazeji travicim traktem do stfeva, zde slouzi jako substraty pro
fermentaci Siroké skupiny prospéSnych bakterii. Jedno prebiotikum muze byt selektivnim
substratem pro jeden, ale i vice typi probiotickych bakterii. V celé fad¢ studii in vivo bylo
prokazano, Ze po podani inulinu a FOS pacientim, nebyly tyto latky nasledné v jejich stolici
vibec detekovany, tzn. ze byly rozlozeny. Byla provedena také cela fada studii in vitro, kde
bylo potvrzeno, ze prebiotika prochédzeji neporusend az to tlustého stieva, kde prospésné
bakterie nasledné fermentuji prebiotika za vzniku mastnych kyselin s kratkym fetézcem. Kromé
téchto latek vznikaji pfi fermentaci i nékteré aminokyseliny (arginin nebo cystein), polyaminy,
rustové faktory, vitaminy a antioxidanty. Tyto latky zahrnuji vyznamnou ¢ast nutri¢nich potieb
sliznice tlustého stfeva a ucastni se mnoha metabolickych procesti. Bylo také zjiSténo, Ze
bakterie 1épe fermentuji linearni oligosacharidy nez rozvétvené struktury [28, 29].

2.2.2 Vyznam prebiotik

Prebiotika maji celou fadu riznych ptiznivych G¢inkl na lidsky organismus. Alergické reakce
jako jsou astma, ekzém, kopfivka, ryma ¢i sennd ryma Se velmi ¢asto objevuji u dnesnich déti
i dospélych. U nékterych déti se mohou vyvinout dokonce jiz na poc¢atcich kojenecké vyzivy.
Je prokdzano, Ze prebiotika pfidana navic do kojenecké vyzivy mohou pomoci zabranit vyvinuti
ekzému u déti. Prebiotika jsou pfitomna v matetském mléce. Jsou to hlavné nestravitelné
oligosacharidy, jako jsou napiiklad FOS a GOS, které jsou pfitomny v matefském mléce
V poméru 1:9. Problém vSak nastava u nekojenych déti, které nemaji dostateCny pfisun téchto
latek [11].

U prebiotik je také znam jejich viiv na metabolismus lipidii. Podle nékterych studii
fruktooligosacharidy a zejména inulin snizuji hladinu triacylglycerold. Zaroven snizuji i
koncentrace celkového cholesterolu. Tento ucinek je vysvétlovan tak, Ze snizuji aktivitu
lipogennich enzymil. Bylo také potvrzeno, Ze pfispivaji ke snizovani hmotnosti navozenim
pocitu sytosti. Proto se také Casto vyuzivaji v redukénich dietach [12, 31].

Dale bylo prokazano, Ze prebiotikum inulin vyrazné zvysuje vstiebavani vapniku, stejn¢ jako
dal$ich minerali a zvySuje i mineralizaci kosti v prubéhu pubertalniho rastu. Bylo tedy
potvrzeno, Ze denni konzumace prebiotik u mladych dospélych vyznamné zvySuje vstiebavani
vapniku a zvySuje mineralizaci kosti [12, 32].
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Jak jiz bylo zminéno, fermentace prebitotik vede k produkci SCFA, které poskytuji nékolik
ucinkii na sliznici tlustého stfeva. Kyselina maselnd, kterd je produkovana, je vyuzivana
epitelidlnimi bunikami sliznice tlustého stfeva jako ristovy faktor. Podle nékterych studii mtuze
mit také protizanétlivé ucinky a preventivni u€inky proti rozvoji naddora [12].

2.2.3 Prebiotika v matei'ském mléce

Lidské mateiské mléko je samo o sob¢ pfirozenym prebiotickym zdrojem. Oligosacharidy tvori
tieti kvantitativné nejveétsi slozku matetského mléka, kdy se jejich koncentrace pohybuje okolo
hodnot 6 az 12 g/l. Ve vétSin€ piipadd jsou tyto oligosacharidy odvozeny od laktdzy.
Oligosacharidy mohou chranit kojence zivené materskym mlékem pied bakteridlnimi a
virovymi infekcemi, toxiny a plisnémi. Kromé toho matefské mléko obsahuje také nezbytné
ziviny nebo rastové faktory pro spravny vyvoj ditéte a jeho stfevni mikroflory. Spravného
mikrobidlniho slozeni détského stfeva je dosazeno ve dvou az tiech letech ditéte. K urcitym
zménam stievni mikroflory dochazi také vlivem ptechodu z kojenecké stravy k pevnym
potravindm. Svétova zdravotnickd organizace (WHO) doporucuje vék vhodny pro doplikové
krmeni déti okolo 6 az 23 mésicii véku ditéte. Tento vek se samoziejmeé muze lisit naptiklad u
déti s velmi nizkou porodni vahou, ktera museji byt dokrmovéna diive.

Spousta védeckych studii se zaméfila na posouzeni Ulohy pevné stravy a zavadéni GOS a
FOS do détské stravy. Bylo zjisténo, ze pokud jsou nekojenym détem podavany GOS a FOS,
dochazi v organismu k syntéze podobnych mastnych kyselin skratkym fetézcem jako
v organismu kojenych déti. Dale bylo zjisténo, Ze pti pfidavani GOS a FOS do détské vyzivy
dochazi k vyznamnému naristu poctu bakterii rodu Bifidobacterium jako je naptiklad
Bifidobacterium longum. Narist téchto bakterii poté vede k lepsi imunité ditéte a k jeho celkove
lepSimu zdravotnimu stavu. Prebiotika jsou pfitom pro déti snadno dostupna napiiklad
Z banant,, proto se doporucuje postupné zarazovat détem podobné potraviny do stravy. To
détem pomize udrzet vyvazeny vyvoj sttevni mikroflory. Obohaceni kojeneckych piipravki
pro nekojené déti smési oligosacharidii tedy muize ptispét k dosaZeni takové stfevni mikroflory,
ktera se svym slozenim blizi stftevni mikrofléte kojenych déti [3, 33].

2.2.4 Vlaknina

Taxonomicky je vldknina povaZovana za tzv. nedigestibilni nutrienty, tzn. nestravitelné
nutrienty. Vlakninu lze charakterizovat n¢kolik zptisoby, avSak obecné je vlaknina definovana
jako jedla cast rostlin, kterd neni St€pena pankreatickymi a gastrointestindlnimi enzymy
lidského organismu. Vldknina se pak déli na rozpustnou a nerozpustnou ve vodé. Hlavnim
nutricnim vyznamem ve vod¢ rozpustné vlakniny je, ze slouzi jako substrat pro fermentaci
bakteridlnich kmenil v tlustém stfevé. Mezi rozpustnou vldkninu fadime naptiklad pektiny,
guarovou gumu, arabskou gumu, inulin a fruktooligosacharidy. Dobrymi zdroji rozpustné
vladkniny jsou ovoce, zelenina, oves, luSténiny (fazole, Cocka, hrach, cizrna) ¢i ovoce (jablka,
citrusové plody). Vlaknina nerozpustna nemuze byt metabolizovana bakteriemi tlustého stfeva
a je z nutricniho hlediska nevyuzitelna. Pomaha vsak pii travicich obtizich a také se vyuziva
v reduk¢nich dietach, protoze navozuje pocit sytosti. Mezi nerozpustnou vldkninu fadime
naptiklad celulézu, pSenicné a kukufi¢né otruby, vlakninu z ovesnych slupek a rezistentni
Skroby. Zvlast dobrym zdrojem nerozpustné vlakniny jsou vyrobky z celozrnné mouky
(celozrnny chléb, celozrnné téstoviny, celozrnny kuskus, celozrnné lupinky) a celozrnné
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obiloviny (neloupand ryze, bulgur, jeémen). Vzhledem k tomu, Ze rozpustnd a nerozpustna
vldknina je zastoupena v potravinach v riizném mnozstvi a poméru, je velmi dulezité jist vice
druhii potravin s obsahem vlakniny [34, 35].

2.2.4.1 Vidknina v détské a dospélé stravé

Co se tyka vyzivy malych déti, tak u nich musi byt potraviny s vysokym obsahem vlakniny
zatazovany do stravy postupné, nikoliv ve velkém mnozstvi najednou. Jejich strava by neméla
byt piili§ objemnd, aby dokéazaly snist dostatecné mnozstvi energie i Zivin nezbytnych pro svij
vyvoj. U nejmensich déti se doporucuje nezafazovat nerozpustnou vldkninu do stravy do
4. mésice veku. DéEti v tomto véku navic vétsinou ptijimaji oligosacharidy z mateiského mléka,
takze o rozpustnou formu vldkninu nejsou ochuzeny. Vldknina se v mnozstvi 4 g denné
doporucuje zafazovat do jidelni¢ku déti od ukonceného 4. mésice veéku. Od ukonceného 1 roku
je mozno denni davku vlédkniny zvySovat. Ke stanoveni denniho doporu¢eného mnozstvi
vlakniny pro déti je mozné pouzit jednoduchy vypocet, kdy se k veku ditéte v letech pfipocita
5 gramu vlakniny. Tento vypocet je uveden pod odstavcem [34, 35, 36].

Kolik grami vidkniny by melo mit v jidelnicku petileté dite?
5 let + 5 gramui vidkniny = 10 gramii vlakniny na den
Doporucena denni davka viakniny na den pro pétileté dité je tedy 10 gramii [36].

U dospélych jedinci vSak musime na zvySeny piijem vldkniny dbat prakticky stale.
Primérna konzumace vlakniny je totiz jen asi 15 g/den, pficemz doporuceni se pohybuji okolo
30 g/den. Tuto davku ndm muze kompenzovat naptiklad 400-500 g ovoce a zeleniny denné.
Zelenina by méla byt soucasti kazdého jidla, at’ syrova ve formé salatu nebo riizné upravena.
Mezi zeleninami vynika v obsahu vlakniny brokolice, kvétak, kapusta, paprika, rajce, hlavkovy
salat ¢i bilé zeli. Z ostatnich potravin jsou vybornym zdrojem lusténiny, Zitné otruby, celozrnné
vyrobky. I ovoce je velmi kvalitnim zdrojem vlakniny, a to zejména maliny, ostruziny, angrest,
rybiz Cerveny i1 Cerny nebo Svestky [34, 35].

2.2.5 Pouzita prebiotika

2.25.1 Inulin
Inulin je polysacharid (patiici mezi FOS), ktery u rostlin z ¢eledi hvézdicovitych nahrazuje
Skrob jako zasobni latku. Chemickym slozenim jde o tzv. fruktan, jehoz zdkladem jsou fetézce
molekul fruktézy. Ty jsou spojeny PB-(1,2)-glykosidickou vazbou. Mnozstvi jednotek je
nejéast&ji od 2 do 60. Je relativné nizkokaloricky, kdy na 1 gram pfipada asi 1,5 kalorie. Casto
se proto vyuziva jako ume¢lé sladidlo a na trhu existuje cela fada doplnk stravy s jeho obsahem.
Jde o jemny bily prasek, ktery se ve stfevé chova jako rozpustna vlaknina a nestépi se amylazou.
Stépi jej vsak bakterialni enzymy a nasledné pak slouZi jako zdroj energie pro stievni bakterie.
Zdrojem inulinu je mnoho rostlin, av§ak ve vétsim méfitku je obsazen zejména v chiestu,
Cesneku, jeruzalémském artyCoku, cibuli, anebo jakonu. Inulin ma také celou ftadu
blahodarnych ucinkd na lidsky organismus. Slouzi jako substrat k fermentaci pro stfevni
probiotické bakterie a tim podporuje jejich riist a zlepSuje zazivani. Byly také provedeny mnohé
studie, které potvrdily, ze lidé pravidelné konzumujici inulin maji obecné lepsi peristaltiku
sttev, a proto u nich nedochazi k zdcpam. Inulin se také vyuziva u sniZovani hmotnosti, kdy
pomaha navozovat pocit sytosti. Velmi zajimavy efekt ma také u pacientti s cukrovkou, kde ma
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pozitivni u€inky na hladinu krevniho cukru. V pfipad¢, ze je inulin uzivan v doporucenych
davkach, tak nema zadné nezadouci u€inky. Pozor by si m¢li dat jen lidé s intoleranci fruktdzy.
Pii poziti vysSSich davek, nez jsou doporucené, se mohou objevit zazivaci obtize [37, 38].

2.2.5.2 Chia vliknina

Chia vlaknina se ziskava z chia seminek, tzn. seminek z rostliny Salvéje hispanské (Salvia
hispanica) z ¢eledi hluchavkovitych. Tato rostlina pochazi ze Stfedni Ameriky. Chia seminka
si v poslednich letech ziskala vyznamnou pozici mezi tzv. super-potravinami. Seminka se
vyznacuji vysokym obsahem vladkniny, bilkovin a nenasycenych omega 3 mastnych kyselin.
Chia vldknina se pak ziskava zpracovanim téchto seminek, kdy se z nich Setrné za nizkych
teplot vylisuje olej. Chia je ndpomocnd zejména pii riznych redukénich dietdch, kdy pomaha
snizovat chut’ k jidlu a udrzuje normalni hladinu cholesterolu. Jeji dalsi u¢inek je zpomaleni
vstiebavani sacharida. Diky tomu, ze vykazuje vyrazny hydrofilni charakter, tak na sebe dokaze
vazat vodu a nasledné vytvari husty gel. Ten pak slouzi jako fyzicka bariéra mezi sacharidy a
travicimi enzymy, které je rozkladaji. To zpisobuje zpomalovéani procesu pfeméeny sacharidii
na jednoduché cukry. Energie ptijimana potravou se tak uvoliiuje postupné a je t€lem mnohem
1épe vyuzita. Toho se vyuziva u pacientt s cukrovkou [39, 40].

2.2.5.3 Bambusovd vliknina

Bambusova vldknina je rostlinnd vldknina vyrabéna z vyhonkl (stébel) bambusu. Jde o
nerozpustnou vlakninu, ktera na sebe také, stejné jako Chia vlaknina, velmi dobfe vaze vodu a
zvétsuje svlj objem. Na trhu se vyskytuje ve formé bilého prasku. Je vhodna pro tepelné
zpracovani. Je mozné ji vyuzit pro ptipravu celé fady pokrm, jako jsou naptiklad rizné druhy
peciva ¢i knedliky. Také je vhodna pro zahust'ovani. Obecné slouzi k obohaceni stravy o vétsi
mnozstvi vlakniny [41, 42].

2.2.5.4 Chlorella + Spirulina

Souhrnné jsou Chlorella a Spirulina oznacovany jako ,,zelené potraviny*. Chlorella patii mezi
sladkovodni zelené tfasy a Spirulina patii mezi sladkovodni sinice. Jsou bohatym zdrojem
vitamint, mineralnich latek, bilkovin a zeleného barviva chlorofylu. Plisobi antioxidac¢né a
ptispivaji k detoxikaci organismu. Zelena tasa Chlorella navic pozitivné ovliviluje rust
prospésné sttevni mikrofléry a napoméha udrZovat normalni stfevni funkce. Spolecné se
Spirulinou ovliviiuji celkovou vitalitu organismu [43, 44].

2.2.5.5 Jakon sirup

Jakon neboli rostlina Smallanthus sonchifolius je péstovana na uzemi Jizni Ameriky, a to
zejména v Peru a v Bolivii. Sirup se vyrabi zpracovanim hliz této rostliny. Ziskava se
odpafovanim S$tavy vylisované z hliz pfi nizké teploté okolo 40 °C. Diky tomuto postupu
nejsou zniceny enzymy a ostatni prospésné latky. Hlizy obsahuji 90 % polysacharidd, a proto
je Jakon sirup velmi zajimavym prebiotikem. Ma vyrazny pozitivni vliv na stievni mikrofloru
a slouzi jako prevence proti rakoviné tlustého stieva. Kromé toho obsahuje Jakon sirup dalsi
vyznamné slozky jako jsou polyfenoly, antioxidanty, draslik, vapnik, hoi¢ik a dal$i stopové
prvky [45].

Vsechny pouzité prebiotické produkty jsou znazornény na obrazku ¢. 4.
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Obrazek 4: Pouzité prebiotickeé produkty (zleva nahore Inulin, Chia vlaknina, Bambusova vidknina,
Z leva dole Chlorela + Spirulina a Jakon sirup)

2.3 Synbiotika

Jako synbiotika oznaujeme kombinaci probiotika se specifickym prebiotikem. Tato
kombinace vede k podpofeni viability probiotika, pro které je prebiotikum specifickym
substratem vhodnym k fermentaci. Termin se odvolava na tzv. synergismus, kdy prebioticka
slozka podporuje probiotickou slozku [3, 46].

Hlavnim 1ucelem tohoto typu kombinace je podporfeni viability probiotickych
mikroorganismu v gastrointestinalnim traktu. Prebiotika jsou v synbiotiku vyuzita nejen pro
podporu viability probiotickych mikroorganismi v gastrointestinalnim traktu, ale maji pomoci
zvysit také viabilitu probiotickych bakterii v samotném symbiotickém ptipravku pti skladovani
a jejich cesté gastrointestindlnim traktem. Synbiotika v sobé navic spojuji vSechny jiz
zminované pozitivni vlastnosti jak probiotik, tak i prebiotik. Celkovy zdravi prospésny ucinek
je vysledkem individualni kombinace probiotika s prebiotikem. VVzhledem k obrovskému poctu
moznych kombinaci je vSe stile cilem fady studii. Z dosavadnich vysledki ale vyplyva, Ze
nejlepsi kombinace pfinasi spojeni rodu Lactobacillus a Bifidobacterium s FOS a inulinem [47].

2.3.1 Mechanismus ucinku synbiotik

Jsou znamé dva hlavni mechanismy synbiotického psobeni. V prvnim piipadé jde o zlepSeni
zivotaschopnosti probiotickych bakterii. Ve druhém piipadé jde o celkové pozitivni ucinky
synbiotika na lidské zdravi. Kombinace probiotik s prebiotiky vede ve stfevé k udrzeni zdravé
sttevni mikroflory a tim k inhibici potenciadlnich patogenii. Synbiotika vedou ke sniZeni
koncentrace nezddoucich metabolitd, jako jsou napiiklad nékteré karcinogenni latky
(nitrosaminy). Jejich vyuziti naproti tomu vede k vyraznému zvySeni obsahu mastnych kyselin
s kratkym fetézcem, které maji pozitivni vliv na lidské zdravi. Pokud jde o terapeutické vyuziti
synbiotik, spojuji v sobé vSechna pozitiva probiotik i prebiotik. Synbiotika v sobé spojuji

24



antibakterialni, antialergické a proti-rakovinotvorné ucinky. Také puasobi proti zazivacim
potizim jako je zacpa nebo prijem a snizuji hladinu krevniho cukru [47].

2.3.2 Vytvoreni synbiotika metodou enkapsulace

Probiotické produkty, jak jiz bylo fe¢eno, maji celou fadu kladnych vlastnosti. Co se tyka
negativnich vlastnosti, tak jde zejména o nizkou troven pteziti téchto mikroorganismt
V potravinach a v gastrointestinalnim traktu. Vytvofeni probiotik s fyzickou bariérou a
spravnou vyzivou prebiotiky je ucinny pfistup k ochrané mikroorganismii, a pravé timto
smérem se vydava vétSina potravinaiskych i1 farmaceutickych firem. Jednou z nejucinngjSich
metod je metoda enkapsulace [48].

Enkapsulace neboli zapouzdfeni je proces uchovani aktivnich latek v nosném materidlu.
Prakticky jde o uchovani jedné latky v latce druhé. Aktivnimi latkami mtze byt pevna latka,
kapalina i plyn. Jako aktivni latka je oznacovana latka enkapsulovand, jako nosny material
(vngjsi obal) je oznacovana latka, do které je aktivni latka zapouzdiena. Enkapsulace je metoda,
ktera slouzi k uchovani bioaktivnich molekul a zivych bunék v potravinovych vyrobcich nebo
farmaceutickych produktech. Jde mimo jiné o antioxidanty, mineraly, vitaminy, mastné
kyseliny, anebo zivé buiiky jako jsou probiotika. Ve farmaceutickém primyslu se vyuziva
enkapsulace k vytvofeni preparatii s pozvolnym uvoliiovanim aktivnich latek. Materialy
pouzité jako vné&jSi obal musi byt potravinaiské, biologicky odbouratelné a schopné tvorit
bariéru mezi aktivni latkou a okolim. Jako materidly vnéjs$i vrstvy se nejcastéji pouzivaji
polysacharidy nebo lipidy.

Enkapsulace umoziluje stabilizaci slozky potraviny nebo 1é¢iva. Jednim z hlavnich piinost
enkapsulace je zlepSeni stability aktivni slozky v kone¢nych produktech a béhem skladovani.
Enkapsulace naptiklad zabraniuje nékterym nezaddoucim jeviim jako je reakce aktivnich latek
s dalsimi slozkami potravinaifského vyrobku. Zabraiuje reakcim s kyslikem nebo vodou, tzn.
brani oxidaci a hydrolyze. Ukolem enkapsulace je také minimalizovat odpafovéani a degradaci
latky béhem skladovani. Castice, které jsou procesem enkapsulace vytvofeny, dosahuji
velikosti od n¢kolika nanometrti po nékolik mikrometrt.

Co se tyka enkapsulace probiotik, tak zapouzdieni musi byt u€inné takovym zpusobem, aby
po prichodu travicim traktem doslo k uspéSnému uvolnéni mikroorganismil ve sttevé. Mezi
vyhody enkapsulace probiotickych buné€k patii hlavné ochrana pted bakteriofagy a Skodlivymi
faktory (Zalude¢ni kyseliny) pii cesté¢ synbiotik travicim traktem a dale také ochrana pfi
lyofilizaci, zmrazeni a skladovéni [48, 49].

2.3.3 Materialy pouzivané pro vytvoreni vnéjsi vrstvy

Zapouzdteni probiotik ve vnéjsi vrstvé umoziuje také zménu estetické ¢i senzorické vlastnosti
vyrobku, kdy vn&j8i vrstva zaroven poskytuje bunikdm vyraznou uroveil ochrany. Pro
zapouzdieni probiotickych organisml se vyuZivaji riizné typy polymernich materialii. Mezi
nejCastéji vyuzivané materialy patii polysacharidy. Jde o skrob a jeho derivaty, tzn., ze se
vyuziva amyléza, amylopektin, dale dextriny, maltodextriny, polydextroza i celuldza a jeji
derivaty. Dale jsou také vyuzivany extrakty z rostlin, jako je arabskd guma nebo pektiny.
Vyuzivaji se rovnéz produkty motskych fas jako je karagenan nebo alginat. Prave alginat je
nejcastéji pouzivany materidl vngj$i vrstvy pro enkapsulaci. Dal§imi materialy jsou mikrobialni
a zviteci polysacharidy jako je dextran, chitosan, xanthan nebo gellan. Materidlem vné;si vrstvy
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mohou byt také proteiny. Vyuzit se daji mlécné a syrovatkové proteiny, jako je kasein nebo
zelatina. Z lipidii stoji za zminku mastné kyseliny, vosky (v¢eli, karnaubsky) ¢i fosfolipidy [48,
50, 51].

2.3.3.1 Alginat

Alginat je linearni nerozvétveny kopolymer -D-mannuronové kyseliny (M) a a-L-guluronové
kyseliny (G) spojené glykosidovymi vazbami (1—4). Vzorec alginatu je uveden na
obrazku €. 5. V fetézci se stiidaji razné dlouhé tseky obsahujici pouze molekuly M s tseky
tvofenymi vyhradné¢ molekulami G a se smiSenymi M-G useky. Zastoupeni a stiidani
jednotlivych komponent je velmi variabilni a zavisi na ptivodu alginatu. Ziskava se extrakci
alkaliemi (NaOH) z hnédych fas ¢eledi Phaeophyceae, které rostou pii pobiezi severniho
Atlantiku, zejména v USA, Norsku, Francii a Britanii. Alginat sodny je nejrozsifenéjSim
materidlem pro vngj$i obal vhodny pro enkapsulaci. Je to z toho diivodu, Ze alginat tvofi
termostabilni gely a filmy, které se snadno formuji ptidavkem véapenatych iontt k disperznim
alginatu sodného. Na vazbé¢ iontl vapniku se nepodileji pouze elektrostatické sily, ale dochazi
také k chelataci. U alginatu sodného bylo zjisténo, Ze zvySuje pieziti enkapsulovanych
probiotickych bakterii az 80-95 %. Vyhodou alginatu sodného je i to, Ze je to biokompatibilnim,
levnym a netoxickym materidlem. Buniky potazené alginatem jsou chranény pted kyselosti
zalude¢ni §t'avy a zaroven poté alginidt umozni jejich uvolnéni v prostredi stieva. Dalsi vyuziti
alginat nachazi jako stabilizator ¢i emulgator [51, 52, 53].

Obrazek 5: Vzorec algindtu [54]

2.3.4 Metody enkapsulace

2.3.4.1 Sprejové suseni

Sprejové suSeni je enkapsulacni technika, kterd se v potravinaiském primyslu vyuziva od
konce 50. let minulého stoleti. Nejdiive byla metoda vyuzivana k ochrané aromatickych oleji
proti degradaci. V dnesni dobé zastupuje jednu z nejrozsifenéjSich enkapsulacnich technik a
vyuzivd se zejména k zapouzdieni bioaktivnich molekul slouZicich k ptipravé suchych
potravinaiskych pfisad a ptfichuti. Sprejové suseni patii mezi vyrazné ekonomické techniky,
kdy néklady na vytvofeni Castice jsou vyrazné nizsi nez u jinych zpiisobll zapouzdieni. Tato
technika totiz pfeménuje kapalné latky na praskovy produkt v uzavieném systému pouze v
jedné jediné vyrobni operaci. Je to metoda rychla, kterd zarovenn poskytuje Céstice vysoké
kvality. Hlavnim omezenim této techniky je to, Ze materialy pouzité pfi zapouzdieni musi byt
rozpustné ve vodé. Béhem zapouzdieni je také dosahovano pomérné vysokych teplot, které
v nékterych ptipadech mohou poskodit enkapsulovanou bioaktivni molekulu. Mezi typické
obalové materialy patii polysacharidy jako je alginat, Skrob nebo guarova guma. Vyuzit se daji
také proteiny, a to napiiklad syrovatkovy.
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V prvnim kroku dochdzi k dispergaci enkapsulované latky ve velmi koncentrovaném (40 az
60%) vodném ¢i organickém roztoku obalového materialu. Z divodu mozné hotlavosti
organickych rozpoustédel v uzavieném systému je preferovana spise varianta vodného roztoku.
Proces dale spociva v zavadéni enkapsulaéni smési do atomizujiciho zatfizeni a v nasledném
rozprasovani kapek do prostoru suSarny. Ta musi byt vyhtata na teplotu 150 az 220 °C, kdy
tyto teploty umoznuji rychlé vypatrovani vody. SuSenim se postupné zvySuje koncentrace latky
v kapce, az vznikne suchd c¢astice. Tyto mikrocastice jsou nasledné oddéleny v separacnim
cyklonu. Schéma procesu sprejového suseni je uvedeno na obrazku ¢. 6 [54, 55, 56].
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Obrazek 6: Schéma procesu sprejového suseni [57]

2.3.4.2 Sprejové chlazeni
Sprejové chlazeni je metoda, pii které je enkapsulovana latka dispergovana v horké tavening

tukti, voskll ¢i mastnych kyselin a dochazi k rozpraSovani této smési do prostoru s chlazenym
vzduchem. Zakladnim pfedpokladem je, Ze jednotlivé latky maji definovanou teplotu tani, nebo
taji v tzkém teplotnim rozmezi. Teplota tdni pouzivanych materiali by se méla pohybovat v
rozmezi 45-122 °C. Na rozdil od sprejového susSeni, zde nedochazi k odpafovani vody.
Mikrocastice pripravené sprejovym chlazenim jsou diky svému lipidovému povlaku
nerozpustné ve vode. Vyuzivaji se diky tomu k enkapsulaci latek, které ve vod¢€ rozpustné jsou
(napfiklad minerdly, enzymy ¢i vitaminy rozpustné ve vod€). Sprejovym chlazenim se takeé
mohou modifikovat fyzikalni a chemické vlastnosti enkapsulovanych latek, naptiklad mize
dojit ke zvySeni rozpustnosti malo rozpustnych 1&Civ [55, 58].

2.3.4.3 Lyofilizace

Lyofilizace neboli suseni mrazem je metoda, pfi které dochazi k odstranéni vody ze vzorku
pomoci sublimace za nizkého tlaku a teploty. Lyofilizace je vhodna pro tepelné citlivé materialy
a t€kavé aromatické latky. Vyuziva se k zapouzdfeni riiznych pfirodnich latek, esenci,
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aromatickych latek a velmi casto také 1éCiv. Metoda se vyrazné uplatiiuje prave ve
farmaceutickém primyslu, kde nachazi uplatnéni v zapouzdieni 1&Civ citlivych na vyssi teploty.
Nasledné pak umoznuje také bezproblémové dlouhodobé skladovani téchto 1éCivych latek.
Lyofilizace je pomérné nendrocnou metodou. Jedinou negativni stranku metody tvoii nutnost
dlouhodobé¢ dehydratace, kterd by méla trvat okolo 20 hodin [55].

2.3.4.4 Fluidni vrstva

Metoda fluidni vrstvy byla pivodné vyuzivana ve farmaceutickém primyslu, avSak dnes
nachazi vyrazné uplatnéni také v potravinaistvi. Metodou fluidni vrstvy jsou vytvaieny
zejména sférické mikrocastice, mezi jejichz vyhody patii prodlouzena doba skladovatelnosti,
cilené uvolnovani latek nebo vylepSend estetickd ¢i chutova stranka vyrobku. Nevyhodou
metody fluidni vrstvy jsou vSak pomérné vysoké néklady [55].

Fluidni zafizeni vyuziva tzv. fluidni vrstvu, coz je vrstva ¢astic vznaSejicich se ucinkem
proudiciho vzduchu. Chovani takové vrstvy pfipomind chovani promichdvané kapaliny.
Obalovy materidl je ve fluidnim zafizeni rozstfikovan proudem teplého vzduchu o vysokém
tlaku, ktery zaroven nadnasi pevné ¢astice. Kapky dopadaji na povrch jader, rozprostiraji se na
ném a odpatuji se. Na povrchu jader postupné krystalizuji rozpusténé latky az do vytvoreni
suchych c¢astic. Existuji tfi zakladni typy fluidnich zafizeni (uvedené na obrazku ¢. 7), a to
zatizeni se spodnim nastfikem (nejcastéji pouzivané), zatfizeni s hornim nastfikem a zafizeni
s tangencialnim nastiikem. Zatizeni se sklada z pracovni komory, ve které se vznasSeji Castice
pomoci vzduchu ptivadéné¢ho dérovanou piepazkou na dné¢ komory. V horni ¢asti je systém
filtrt, ktery brani tiniku jemného prasku. Jako obalovy material se vyuziva derivata celuldzy,
dextrinti, derivatt bilkovin ¢i derivata skrobu [58].
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Obrazek 1: Tri zdakladni typy fluidnich zarizeni (zleva zarizeni s hornim ndstrikem, se spodnim
ndstiikem, s tangenicdlnim nastrikem) [59]
2.3.4.5 Extruze

Extruze je v porovnani naptiklad se sprejovym suSenim relativné nova technika enkapsulace.
Vyuziva se hlavné v potravinatském primyslu, napiiklad k zapouzdieni rtiznych ptichuti.
Extrudacni zafizeni se skldd4d z odkapavajiciho zafizeni a vytvrzovaci lazné. Mikrocastice
vznikaji odkapavanim ptipravené disperze do vytvrzujici lazn€, kde dochazi ke gelaci ¢i
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tuhnuti. Po pfidani chemického c¢inidla mohou také tyto lazn€ slouzit k chelataci ¢i
kovalentnimu zesit'ovani.

Existuje vice typl extruze, avsak jednou z nejdulezitéjsich metod je technika odstfedivé
extruze. Bioaktivni latky a obalovy material jsou davkovéany dvojitou tryskou. Ve Spicce
kapilary vytvoii kapaliny jednotny proud. Rotaci zafizeni se vytvari odstrediva sila, diky které
se kapalina rozpada na mensi kapky. Ty jsou poté davkovany do vytvrzovaci lazné, kde dochazi
ke zpevnéni obalu ochlazenim, zesitovanim nebo odstranénim rozpoustédla. Dalsi metodou je
extruze taveniny. To je metoda zalozena na protlacovani taveniny s dispergovanou uc¢innou
latkou ptes dérovanou prepazku. Tavenina mize obsahovat malé mnozstvi vody (zpravidla
méné nez 10 %), kterd slouzi ke snizeni viskozity. Timto zpiisobem jsou ziskany dlouhé
provazce, které padaji do vytvrzovaci lazné. V 1azni dochazi ke zpeviiovani a k uzavieni aktivni
latky do polymerni matrice. Jako vytvrzovaci lazen se nejcastéji vyuziva isopropylalkohol.
Vlékna jsou nakonec rozlamana na mensi fragmenty a nasledn¢ vysusena [55, 58].

2.3.4.6 Emulgace

Emulgace je technika, pti které se do velkého objemu rostlinného oleje (tzv. kontinudlni faze)
pridd maly objem suspenze enkapsulovanych slozek jako jsou napiiklad buiky ¢i rtizné
polymery (tzv. diskontinudlni faze). Jako kontinudlni faze mulze slouzit séjovy olej,
slunecnicovy olej nebo kukuti¢ny olej. Jakmile dojde k vytvofeni emulze typu voda v oleji,
musi byt ve vod¢€ rozpustny polymer zesitovan sitovacim ¢inidlem. Vzniklé mikrocastice se
poté separuji filtraci. Velikost &astic zavisi na dvou faktorech. Cim v&tsi je velikost Gastic
vnitini emulze, tim mensi budou kone¢né mikrocastice. Velikost mikrocastic je také ovlivnéna
rychlosti michani a miize se pohybovat od 25 pm do 2 mm [60].

2.3.4.7 Koacervace

Pti metod¢ zvané koacervace dochazi k rozdéleni polymerniho roztoku na dvé nemisitelné
kapalné faze. Jedna z nich je bohat4d na makromolekularni latky a oznacuje se jako koacervaéni
faze. Druha, kterd je zfedénd, se nazyva koacerva¢ni médium neboli supernatant.

Koacervace se podle postupu dé€li na jednoduchou a komplexni koacervaci. Pti jednoduché
koacervaci fdzova separace nastdva v pritomnosti jednoho typu makromolekularni latky.
Komplexni koacervace probiha v pfitomnosti dvou a vice typt makromolekularnich latek, které
jsou opacéné nabité. Béhem jednoduché 1 komplexni koacervace se vytvaii drobné kapky, které
se spojuji a vytvaii oddélenou koacervovanou fazi. Pokud jsou v roztoku pfitomna jadra, tak se
kapky koacervatu kolem nich shromézdi a pfidavkem vhodného sitovaciho ¢inidla (naptiklad
glutaraldehyd) vytvaii sténu mikrocastic. Tvorba mikro€astic koacervaci obvykle vyZzaduje
dalsi kroky pro jejich zpevnéni. Témi mohou byt relativné jednoduché procesy vedouci k
odstranéni zbytkového rozpoustédla, napt. sniZzenim teploty a proplachnuti sraZecim roztokem
nebo stabilizaci sitovacimi ¢inidly [58].

2.3.4.8 Kokrystalizace

Kokrystalizace je jedna z novéjsich metod enkapsulace, ktera vyuziva jako obalovy material
sachardzu. Sachar6zovy sirup je koncentrovan do piesyceného stavu a udrzovan pii dostatecné
teploté tak, aby se zabranilo krystalizaci sirupu. Enkapsulované latky se nasledné za
intenzivniho michani pfidaji ke koncentrovanému sirupu. Tim dojde ke krystalizaci smési
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sirupu a enkapsulovanych slozek. Krystalizaci se ziskavaji aglomeraty, které se dale susi na
pozadovanou vlhkost a upravuji se na jednu stejnou velikost. Mezi vyhody této techniky patii
to, Ze prostfednictvim tohoto procesu mtize byt aktivni latka v kapalné form¢ ptfevedena na
suchou préaskovitou formu bez dalsiho suseni [55].

2.4 Pouzité metody

2.4.1 Chromatografie

Chromatografie je separacni metoda, pii které dochazi k separaci sloZzek obsazenych ve vzorku.
Vzorek se nanasi mezi dvé vzajemné nemisitelné faze. Staciondrni je nepohybliva, mobilni faze
je pohybliva. Vzorek se umisti na zacatek stacionarni fiaze. Pohybem mobilni faze pftes
stacionarni fazi je vzorek touto soustavou unasen. Slozky vzorku mohou byt stacionarni fazi
zachycovany, a proto se pii pohybu zdrzuji. Vice se zdrzi slozky, které jsou staciondrni fazi
poutany silnéji. Tim se postupné slozky od sebe separuji a na konec stacionarni faze se dostavaji
diive slozky méné zachycované. Svym urCenim je chromatografie metoda kvalitativni a
kvantitativni analyzy vzorku [61].

2.4.1.1 Plynovad chromatografie

Plynova chromatografie je metoda, kterd vyuziva jako mobilni fazi plyn (tzv. nosny plyn).
Vzorek se davkuje do proudu plynu, ktery jej dale unasi kolonou. Aby vzorek mohl byt dale
transportovan, musi byt ihned pfeménén na plyn. V koloné se slozky separuji na zaklad¢ rizné
schopnosti poutat se na stacionarni fazi. Slozky opoustéjici kolonu nasledné indikuje detektor.
Pro nutnost pfemény analytii vV plyny mohou byt separované jen takové latky, které maji
dostatecny tlak syté pary, jsou tepeln¢ stalé a maji relativni molekulovou hmotnost mensi nez
1000. Obecné¢ muze byt plynova chromatografie pouzita k separaci plynd, vétSiny
nedisociovanych kapalin a pevnych organickych molekul a mnoha kovovych latek. Neni
pouzitelna pro separaci makromolekul, organickych a anorganickych soli [61].

2.4.1.2 Kapalinova chromatografie

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina. Na rozdil od plynové chromatografie
rozhoduji o separaci slozek vzorku nejenom jejich interakce se stacionarni fazi, ale velmi
vyrazn€ 1 pouZzitd mobilni faze. Behem separace se analyt rozd¢éluje mezi mobilni a stacionarni
fazi. Cas, jaky stravi v jedné nebo v druhé fazi, zavisi na afinité analytu ke kazdé z nich. Diky
tomu, Ze je mozno pracovat za laboratorni teploty bez nutnosti pievadét vzorek na plyn, je
kapalinova chromatografie vhodna i pro separaci tepelné nestalych a netékavych sloucenin.
Vysokoucinna kapalinovéa chromatografie pak vyuziva kolonu s malymi zrni¢ky sorbentu, které
kladou kapalin€ zna¢ny odpor. Z toho ditvodu je nutno pracovat pii vysokém tlaku [61].

2.4.2 Enkapsulator

Enkapsulator je zafizeni, které slouzi k polymernimu zapouzdieni rliznych typt latek, a to
chemickych latek, biologickych molekul, pigmentl ¢i bun€k a mikroorganisml. Zapouzdieni
muzZe probihat za sterilnich 1 nesterilnich podminek. Vysledna velikost ¢astic zavisi na pouZité
velikosti trysky, kterd se pohybuje od 0,15 do 2 mm. Pro vytvotfeni probiotickych ¢éstic s
prebiotiky pro déti je vhodné pouzit téch nejmensich velikosti trysky okolo velikosti 300 um,
aby vé&tsi ¢astice necinily détem pii polykéani problémy.
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Enkapsulovana latka se pti procesu enkapsulace smiché s polymerem, ktery tvoti vn&jsi obal
a vSe se umisti do tlakové lahve. Do pulzacni komory se poté smés dostava pomoci stlaceného
vzduchu. Nasledné prochazi smés systémem trysek o definované velikosti, které z proudu
kapaliny vytvaii malé kapky. Kapky ziskévaji povrchovy ndboj prichodem elektrickym polem,
které¢ se nachazi mezi tryskou a elektrodou. Piisobenim elektrostatické odpudivé sily dojde
k rozptyleni kapek. Ty nasledné dopadaji do vytvrzovaciho roztoku CaCl,. Po dopadu kapek
do vytvrzovaciho roztoku dochazi ihned k zesitovani polymeru a vznikaji tak pevné castice.
Aby nedochazelo ke shlukovani ¢astic, musi byt vytvrzovaci roztok neustale michan. Aby se
Castice dokonale zesitovaly, je nutné je ponechat ve vytvrzovacim roztoku dostate¢né dlouho.
Tato potiebna doba pak vzrista se zvétsujici se velikosti ¢astic [62].

2.4.3 Pritokova cytometrie

Pratokova cytometrie je tzv. metoda analyzy na urovni jedné buiniky. Vyuziva principy
mikroskopie a také citlivé detekce svételného signdlu. Umoziiuje meéfeni a analyzu
fyzikalné-chemickych vlastnosti buiiky nebo jinych biologickych ¢astic béhem jejich prichodu
laserovym paprskem. Buiiky nebo jiné biologické ¢astice jsou unaseny proudem nosné kapaliny
do mérné cely, kde probiha analyza laserovym paprskem. Ve chvili, kdy buika tento paprsek
ktizi, dochazi k lomu a rozptylu svétla. Podle sméru a thlu lomu byva rozptyl oznacovan jako
,forward scatter* (pfimy rozptyl) a ,,side scatter” (bo¢ni rozptyl).

Pti analyze se také Casto vyuziva znazornéni detekované latky naptiklad pomoci
methylenové modii, anebo tzv. fluorochromu. Takto znacena detekovana latka je pak
rozpoznavana detekénim systémem piistroje. Nékteré builky jsou také schopny wvnitini
fluorescence, a to diky pfitomnosti jejich vlastnich vnitinich fluorofort. Jde naptiklad o
cytochrom, peroxidazu ¢i hemoglobin. U bungk, které neobsahuji vnitini fluorofory, se velmi
Casto vyuzivaji k oznaceni fluorescen¢ni barviva jako je napiiklad propidium jodid. U néj je
vykazovana detekce po vmezeteni do DNA mrtvych bunék [63,64].

31



3 CIL PRACE

Hlavnim cilem pifedlozené diplomové prace bylo studium probiotickych mikroorganismi,
testovani moznosti jejich enkapsulace se specifickymi prebiotiky a sledovéani viability
enkapsulovanych bakterii v modelovych fyziologickych podminkach s cilem navrhnout
vhodny produkt pro détskou vyzivu ve formée doplitku stravy s obsahem probiotickych bakterii
a prebiotik. Podstatna ¢ast prace se vénovala také charakterizaci prebiotik, pfedevs§im jejich
hlavnich obsahovych slozek.

Za timto ucelem byly feSeny nasledujici dil¢i ukoly:

1) Screening na trhu dostupnych dopliki stravy pro détskou vyzivu s obsahem probiotickych
bakterii a jejich charakterizace.

2) Priprava probiotickych kultur, stanoveni viability probiotickych bakterii v rizné formeé
(enkapsulované, lyofilizované) a s pfidavkem riznych prebiotik 1 dalSich biologicky
aktivnich latek.

3) Navrh vhodnych forem a slozeni détskych doplnkt stravy s obsahem probiotickych
bakterii.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Alginat sodny, Sigma-Aldrich (USA)

Kyselina chlorovodikova 35%,Lach:Ner (CR)

Chlorid vapenaty p.a., Lachema (CR)

D-gluk6za monohydrat p.a., Lach:Ner (CR)

D-fruktdza p.a., Lach:Ner (CR)

D-galaktoza, Himedia (IND)

L-rhamnoza, Sigma-Aldrich (USA)

Xyloza, Himedia (IND)

Manédza, Himedia (IND)

Kyselina sirova 96%, Lach:Ner (CR)

Dihydrogenfosforeénan sodny monohydrat p.a., Vitrium-Lach:Ner (CR)
Hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p.a., Vitrium-Lach:Ner (CR)
Hydrogenuhligitan sodny p.a., Lach:Ner (CR)

Uhligitan sodny bezvody p.a., Lach:Ner (CR)

Siran sodny bezvody, Lach:Ner (CR)

Vinan sodno-draselny tetrahydrat p.a., Lachema (CR)

Siran méd'naty pentahydrat p.a., Lach:Ner (CR)

Molybdenan amonnyp.a., Lach:Ner (CR)

Hydrogenarseni¢nan sodny heptahydrat 98%, Sigma-Aldrich (IND)
Fenol p.a., Lach:Ner (CR)

Pankreatin (vepfovy pankreas), Sigma-Aldrich (SRN)

Pepsin, Sigma-Aldrich (SRN)

Bile salts — smés kyseliny cholové a deoxycholové, Sigma-Aldrich (SRN)
Propidiumjodid, eBioscience (USA)

MRS Broth médium, Himedia (IND)

Agar powder, Himedia (IND)

Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (SRN)

Folin - Ciocalteau ¢inidlo- p.a., Lach:Ner(CR)

Chloroform, Biosolve Chimie Sarl (F)

Methanol, VWR BDH Chemicals (F)

4.2 Pouzité pristroje a pomicky

Centrifuga vysokorychlostni chlazena Z36HK, Hermle (SRN)
Mikrocentrifuga Mikro 200, Hettich Zentrifugen (VB)

LIFE BOX pro gradientovy cycler (Airstream), ESCO (SGP)
Termostat INCU-Line, VWR (USA)

Lyofilizator VirTis, Biotrade (CR)

Analytické vahy,Boeco (SRN)

Ptredvazky Ohaus ScoutPro (USA)

Piedvazky Kern 440-33 (SRN)

Vortex, Heidolph Reax top (SRN)
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Fluorescenéni mikroskop Olympus IX71, Microtime 200 (CR)
Software Lab Photo 3.0 (CR)

Spektrofotometr Helios y, Unicam (VB)

Enkapsulator Biichi B-395 Pro (S)

Pratokovy cytometr Apogee A50, Apogee Flow Systems (VB)
Magneticka michac¢ka,Lavat (CR)

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)
Mineralizator, Gerhardt (SRN)

Vakuova odparka RV 06, IKA (SRN)

Plynovy chromatograf, Thermo Scientific, Trace 1300 (CR)
Kolona DB-WAX 30 m x 0,25 mm, Agilent technologies (USA)

4.3 Pouzité probiotické kultury

V experimentalni praci byly pouzity probiotické bakterialni kultury Lactobacillus acidophilus
CCM 4833 a Bifidobacterium breve CCM 7825T. Tyto kultury byly ziskany z Ceské sbirky
mikroorganismt Masarykovy univerzity v Brn¢.

4.4 SloZeni pouzitych probiotickych produktii

441 APO-LAKTIK kapky
SloZeni probiotickych kapek od vyrobce Apotex (CR) je uvedeno v tabulce ¢. 3.
Tabulka 3: Slozeni probiotického pripravku APO-LAKTIK kapky

Slozky produktu MnozZstvi v baleni Mnozstvi v 5 kapkach
Lactobacillus reuteri FloraActive 75,000 mg 2,500 mg / 1,25-108 CFU
Lactobacillus rhamnosus FloraActive 75,000 mg 2,500 mg / 1,25-108 CFU
Fruktooligosacharidy 50,000 mg 1,667 mg
Olej ze slune¢nicovych semen 6,825 ¢ 227,500 mg

442 APO-LAKTIK pastilky
SloZeni probiotickych pastilek od vyrobce Apotex (CR) je uvedeno v tabulce ¢. 4.
Tabulka 4: Slozeni probiotického pripravku APO-LAKTIK pastilky

Slozky produktu Mnozstvi v jedné pastilce

Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus acidophilus 47,300 mg/4,09-10° CFU
Steptococcus thermophilus

Fruktooligosacharidy 29,200 g

Kyselina L-askorbova (vitamin C) 12,200 mg
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Dalsi slozky: dextrosa (224,00 mg), manitol (100,90 mg), xylitol (25,50 mg), jahodova
ptichut’ (2 mg), vanilkova pfichut’ (1,6 mg), mikrokrystalické celuldza, magnesium stearat.

4.4.3 Biopron JUNIOR sac¢ky
SloZeni probiotickych saékti od vyrobce Valosun (CR) je uvedeno v tabulce &. 5.
Tabulka 5. SloZeni probiotického pripravku Biopron JUNIOR sdcky

Slozky produktu MnoZstvi v denni davce (1 sacek)
Bifidobacterium bifidum
Bifidocabterium infantis 5,00-10° CFU
Lactobacillus acidophilus
Inulin 1043,000 mg
Fruktooligosacharidy 400,000 mg

Dalsi slozky: vanilkové aroma

4.44 ProbioMaxik tablety
SloZeni probiotickych tablet od vyrobce Dr. Max Pharma (CR) je uvedeno v tabulce ¢. 6.
Tabulka 6. SloZeni probiotického pripravku ProbioMaxik tablety
Slozky produktu MnoZstvi v jedné tableté
Mikrobialni kultura Rosell Probiocap:
Lactobacillus helvetius Rosell-52
Lactobacillus rhamnosus Rosell-11
Lactobacillus longum Rosell-175

1,00-10° CFU

Dalsi slozky: sorbitol, xylitol, rostlinny olej, maltodextrin, kyselina askorbova, hroznova
prichut’, mikrokrystalicka celuldza, stearan hofecnaty, kyselina citronova

4.5 Slozeni pouzitych prebiotickych produkti

45.1 Inulin
Nutriéni hodnoty prebiotického produktu Inulin od vyrobce 4Fitness profesionalni vyziva (CR)
jsou uvedeny v tabulce ¢. 7.

Tabulka 7: Nutricni hodnoty pro prebioticky produkt Inulin

Nutri¢ni hodnoty na 100 g
Energeticka hodnota | 669,9 kJ / 160 kcal
Tuky 0g
-z toho nasycené MK 0g

Sacharidy 79
-z toho cukry 70
Bilkoviny 0g
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45.2 Chia vlaknina

Nutri¢ni hodnoty prebiotického produktu Chia vlaknina od vyrobce Dragon Superfoods (VB)
jsou uvedeny v tabulce ¢. 8.

Tabulka 8: Nutricni hodnoty pro prebioticky produkt Chia vidknina

Nutri¢ni hodnoty na 100 g
Energeticka hodnota 1316 kJ / 315 kcal
Tuky 30
-z toho nasycené MK 0,39

Sacharidy 44 g

-z toho cukry 0g

Vléknina 389

Bilkoviny 99
Sul 0,125¢

45.3 Bambusova vlaknina

Nutri¢ni hodnoty prebiotického produktu Bambusova vlaknina od vyrobce Adveni Medical
(SRN) jsou uvedeny v tabulce ¢. 9.

Tabulka 9. Nutric¢ni hodnoty pro prebioticky produkt Bambusova vidknina

Nutri¢ni hodnoty na 100 g

Energetickd hodnota 738 kJ /196 kcal

Tuky 0,19

-z toho nasycené¢ MK 0,1g

Sacharidy 0,19

-z toho cukry 0,1¢g

Vlaknina 979

Bilkoviny 0,19

Sal 0,29

4.5.4 Jakon sirup

Nutri¢ni hodnoty prebiotického produktu Jakon sirup od vyrobce Lifefood (P) jsou uvedeny
Vv tabulce ¢. 10.

Tabulka 10: Nutri¢ni hodnoty pro prebioticky produkt Jakon sirup

Nutri¢ni hodnoty na 100 g
Energetickd hodnota | 1277 kJ /293 kcal
Tuky 0g

Sacharidy 71g
-z toho cukry 259
-z toho FOS 45 ¢

Vldknina 169

Bilkoviny 2,29

Sal 0,03 g
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U prebiotického produktu Chlorella + Spirulina vyrobce neuddva nutri¢ni hodnoty, a to
Z toho diivodu, Ze jde o dopln€k stravy a u nich vyrobce neni ze zakona povinen udavat tyto
informace.

4.6 Kultivace mlé¢nych bakterii v tekutém médiu

Pro kultivaci bakterialnich kultur Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium breve bylo
pouzito komercni MRS médium. Médium bylo smichidno v Erlenmayerové barce
s destilovanou vodou v daném poméru 55,15 g média na 1000 ml destilované vody a
sterilovano Vv tlakovém hrnci s otevienym ventilem po dobu tficeti minut. Ob¢ kultury byly
vzdy zaoCkovany ve sterilnim boxu. Bylo ockovano 10% inokulem do média v pfislusné
kultivacni nadob¢. Kultivace probihala pti 37 °C po dobu 24 hodin.

4.7 Promyti probiotickych bunék

U probiotickych bun€¢k po 24hodinové kultivaci v tekutém médiu byla pomoci pritokové
cytometrie stanovena viabilita bunék. Postup prace je uveden v kapitole 4.10.1 Probiotické
buniky ve zkumavkach byly poté zcentrifugovany pii 5 000 otackach po dobu 5 minut. Po
centrifugaci byl ze zkumavek slit supernatant a do zkumavek bylo piidano 10 ml sterilni vody
pro promyti. Nasledné byly bunky opét zcentrifugovany piti 5 000 otackach po dobu 5 minut.
Po centrifugaci byl opét slit supernatant a butiky byly ponechany k dal§im experimentim.

4.8 Enkapsulace

4.8.1 Priprava alginatovych ¢astic s enkapsulovanymi probiotickymi buiikami
Probiotické buiky po promyti, jehoz postup je popsan v kapitole 4.7, byly rozsuspendovany v
1% roztoku sterilniho alginatu sodného. Alginatové castice byly pfipraveny na
enkapsulatoru B-395 Pro od firmy BUCHI a byla vyuZita tryska o velikosti 300 pum.
Vytvrzovacim roztokem byl 1,5% roztok CaCl,. Céstice byly nasledné ponechany ve
vytvrzovacim roztoku po dobu 30 minut. Poté byly ¢astice zfiltrovany a uchovany pro dalsi
experimenty.

4.9 Lyofilizace

49.1 Lyofilizace bunék

Probiotické burniky po promyti, které je popsano v kapitole 4.7, byly rozpustény ve 2 ml sterilni
vody a byly zamraZzeny ve zkumavce urcené pro lyofilizaci pii teploté -70 °C. Poté byly bunky
zlyofilzovany na lyofilizatoru VirTis od firmy Biotrade.

4.9.2 Lyofilizace alginatovych ¢astic s enkapsulovanymi probiotickymi buiikkami
Alginatové castice s enkapsulovanymi probiotickymi buiikkami pfipravené podle postupu
v kapitole 4.8.1 byly zmrazeny a poté zlyofilizovany.

4.10 Stanoveni poctu bunék a jejich viability

4.10.1 Priitokovy cytometr
Pro analyzu na prutokovém cytometru byl odebran vzorek buné€k kultivovanych v tekutém
médiu po dobu 24 hodin. Buiiky byly 10krat zfedény a pro stanoveni byl odebran 1 ml zfedéné
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kultury. Ke stanoveni viability bylo k 1 ml vzorku pfiddno 5 pl interkalaéniho barviva
propidium jodidu o koncentraci 1 mg/ml. Obarvené vzorky byly ponechany ve tmé po dobu
10 minut. Nasledn¢ prob¢hla analyza na pritokovém cytometru a byl stanoven pocet bunék i
procentudlni zastoupeni zivych a mrtvych bunék.

4.10.2 Kultivace na tuhém médiu na Petriho miskach metodou pielivu

Pro kultivaci probiotickych kultur Lactobacilus acidophilus a Bifidobacterium breve byla
pouzita sterilni smés komer¢niho MRS média o koncentraci 55,15 g/l a agaru o koncentraci
15 g/l. Vzorky probiotickych kultur byly pfipraveny desitkovym fedénim a vzdy 1 ml dané
koncentrace byl nalit na Petriho misku. Tento objem nafedéné kultury byl nasledné pielit asi
15 ml vysterilované smési MRS média a agaru. Timto zptisobem byly pfipraveny vzdy 3 misky
o stejném fedéni vzorku. Misky byly poté kultivovany v termostatu pfi teploté 37 °C po dobu
48 hodin.

4.11 Potvrzeni deklarovaného poc¢tu bunék v komercnich probiotickych
preparatech metodou preliva

Komer¢ni probiotické produkty byly pro potvrzeni deklarovaného poc¢tu bunék upraveny

dvéma zptsoby. Pii prvni zplisobu byly vzorky probiotickych produkti analyzovany po

12 hodinové kultivaci v tekutém komerénim MRS médiu a pii druhém zplsobu byly

probiotické produkty pted analyzou pouze rozsuspendovany ve vodé.

Pfi prvnim stanoveni byly tedy probiotické produkty umistény do MRS média. Takto
pfipravené vzorky byly ponechany na 12hodinovou kultivaci v termostatu s teplotou 37 °C. Pti
druhém stanoveni byly probiotické produkty umistény do sterilni vody, ve které probihalo
bobtnani produktt po dobu 20 minut pied vlastni analyzou.

Nasledné byly ptipravené vzorky upraveny desitkovym fedénim sterilni destilovanou vodou
na vhodné koncentrace. Jako srovnavaci vzorky byly pfipraveny také dva blanky z Cerstvych
kultur Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium breve. Nasledovala kultivace na tuhém
médiu na Petriho miskach s metodou pielivu, ktera je detailngji popséana v kapitole 4.10.2.

4.12 Modelové traveni vybranych komerénich probiotickych produkti

S vyuzitim metody prelivu
Pro provedeni modelového traveni byly vybrany dva produkty s nejvhodnéjsi formou aplikace
pro malé déti, a to produkty Biopron JUNIOR sacky a APO-LAKTIK kapky. Denni dévka
produktu Biopron JUNIOR sacky byla rozpusténa ve 100 ml sterilni vody. Takto ptipraveny
produkt se nechal bobtnat po dobu 12 hodin v termostatu s teplotou 37 °C. Denni davka
produktu APO-LAKTIK kapky byla rozpusténa ve 100 ml sterilni vody. U kapek nebyl nutny
24hodinovy proces bobtnani v termostatu, protoze diky jejich kapalné formé dochazi
Kk rychlému uvolnéni bunek do vody.

10 ml ptipravenych vzorka probiotickych produktd bylo piidano k navazce 0,1 g vSech typu
prebiotik. Prebiotika byla ponechana po dobu 1 hodiny v kontaktu s obéma probiotickymi
produkty. Poté byly desitkovym fedénim pfipraveny vhodné koncentrace. Jako porovnavaci
vzorky v tomto ptipadé slouzily vzorky s probiotickymi produkty bez pfidavku prebiotik. Na
zavér byl tedy 1ml vhodné nafedéného vzorku umistén na Petriho misku a byl zalit

38



ptipravenym médiem. VSechny Petriho misky byly nésledné¢ umistény na 48hodinovou
kultivaci do termostatu s teplotou 37 °C.

Ke zbylym vzorkiim byla v poméru 1:1 pfidana zalude¢ni $t'ava, kterd se nechala pisobit po
dobu 30 minut. Béhem téchto 30 minut byly vzorky umistény na téepacku s teplotou 37 °C. Po
30 minutach byla ke vzorktim ptidana v poméru 1:1 zZluGova a pankreaticka $tava. Tyto §tavy
se nechaly ptsobit po dobu 2 hodin. Po uplynuti 2 hodin byly desitkovym fedénim piipraveny
vhodné koncentrace, kdy 1 ml vhodné nafedéného vzorku byl pak umistén na Petriho misku a
zalit pfipravenym médiem. VSechny Petriho misky byly nasledn¢ umistény na 48 hodinovou
kultivaci do termostatu s teplotou 37 °C.

4.12.1 Priprava travicich §tav

4.12.1.1 SloZeni modelové pankreatické 5’ avy
Pankreaticka §t'ava byla pfipravena rozpusténim 0,25 g pankreatinu a 1,5 g NaHCO3 ve 100 ml
destilované vody. V roztoku bylo pH upraveno na hodnotu 8,9 [65].

4.12.1.2 SloZeni modelové Zaludecni 5¢davy

Zaludeéni §tava byla piipravena z 0,25 g pepsinu, ktery byl rozpustén ve 100 ml destilované
vody. Poté bylo piidano 0,84 ml 35% kyseliny chlorovodikové. V roztoku bylo pH upraveno
na hodnotu 0,9 [65].

4.12.1.3 SloZeni modelové Zlucové st avy
Zluové §tava byla piipravena pfidanim 0,8 g zlu¢ovych soli do 200 ml fosfatového pufru o pH
8[65].

4.13 Modelové traveni cerstvych probiotickych bunék v ruznych formach
Modelovému traveni byly podrobeny probiotické bunky v riznych formach, a to lyofilizované
probiotické bunky, lyofilizované alginatové astice s enkapsulovanymi probiotickymi butikami
I Cerstvé probiotické buiky. Lyofilizované probiotické buriky byly pfipraveny podle postupu,
ktery je uveden Vv kapitole 4.9.1. Lyofilizované alginatové castice s enkapsulovanymi
probiotickymi buiikami byly pfipraveny podle postupu kapitole 4.9.2. Oba lyofilizaty byly poté
ponechany k bobtnani po dobu 12 hodin ve 100 ml sterilni vody. Bobtnani probihalo
v termostatu s teplotou 37 °C. Cerstvé probiotické buiiky byly po 24hodinové kultivaci
Vv tekutém médiu podrobeny analyze na pritokovém cytometru ke stanoveni jejich viability.
Bunky byly promyty podle navodu uvedeném v kapitole 4.7. Po promyti byly bunky zality
100 ml sterilni vody.

Vzdy 10ml takto pfipraveného vzorku bylo pfidano knavazce 0,1 g jednotlivych
prebiotickych produktii. Probiotické buinky pak byly ponechany v kontaktu s potravinou po
dobu 1 hodiny. Desitkovym fedénim byly poté pripraveny vhodné koncentrace. Ty byly
v objemu 1 ml umistény na Petriho misku a byly zality 15 ml pevného MRS média. Byl
ptipraven také tzv. blank, ktery slouzil jako porovnavaci vzorek. Ten tvofily probiotické buniky
bez ptidavku prebiotika.

Ke zbytku probiotickych bunék byla v poméru 1:1 pfidana zalude¢ni st'ava, ktera se nechala
pusobit po dobu 30 minut. Béhem této doby byly vzorky umistény na tiepacku s teplotou 37 °C.
Po uplynuti 30 minut byly ke vzorkiim pfidany v poméru 1:1 pankreaticka a zlucova stdva. Obé
Stavy se nechaly plsobit po dobu 2 hodin a vzorky byly opét umistény na tfepacku. Po
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2 hodinach byly desitkovym fedénim z vzorki pfipraveny vhodné koncentrace. Ty byly
v objemu 1 ml umistény na Petriho misky a byly zality asi 15 ml pevného MRS média. Traveni
bylo provedeno také pro porovnavaci vzorek bez piidavku prebiotika. Misky byly poté
umistény na 48hodinovou kultivaci do termostatu s teplotou 37 °C.

4.14 Stanoveni celkovych rozpustnych sacharidii u prebiotickych produktii
metodou dle Duboise

Pro stanoveni celkovych rozpustnych cukrti byla vyuzita metoda stanoveni dle Duboise. Tato

metoda je zalozena na dehydrataci cukrii koncentrovanou kyselinou sirovou a nasledné

kondenzaci vzniklého furfuralu s fenolem za vzniku barevnych kondenzaé¢nich produktu. Jde

tedy o kolorimetrickou reakci. Tyto barevné produkty jde poté spektrofotometricky

stanovit [66].

1 ml vzorku byl smichan s 1 ml 5% fenolu a s 5 ml koncentrované H>SO4. Roztok byl
zamichdn a nechal se 30 minut inkubovat pii laboratorni teploté. Nasledn¢ byla zmétena
absorbance pti vinové délce 490 nm. Stanoveni bylo provedeno pro glukézu, kdy byla ziskédna
kalibra¢ni kiivka pro rozmezi koncentraci 0,02-0,1 mg/ml. Nasledné bylo stanoveni provedeno
pro dana prebiotika. Od prebitotickych produktt Inulin, Chia vlaknina, Bambusova vldknina a
Chlorella + Spirulina bylo do plastové zkumavky navazeno 0,1 g produktu na 10 ml vody.
Zkumavky byly umistény na 20 minut na tfepacku a nasledovala centrifugace pii 8 000
otackach po dobu 2 minut. Poté byl pro stanoveni odebran 1 ml. Produkt Jakon sirup byl ziedén
v poméru 1:9 destilovanou vodou. Pro stanoveni byl poté odebran 1 ml tohoto prebiotického
produktu. Blankem byl 1 ml destilované vody.

4.15 Stanoveni redukujicich sacharidi u prebiotickych produktida metodou dle
Somogyi—Nelsona

Pro stanoveni redukujicich cukri byla pouZzita metoda stanoveni dle Somogyi-Nelsona. Jde o

kolorimetrickou reakci, ktera je zalozena na redukci méd'natych soli. Vylouceny Cu20 se pak

stanovuje spektrofotometricky [67].

K 1 ml vzorku bylo ptidano 0,5 ml Somogyi-Nelsonova ¢inidla 1. a 1. Vzorek byl umistén
do vrouci lazn€ na 10 minut a nasledné byl ochlazen tekouci vodou na laboratorni teplotu. Do
ochlazeného vzorku bylo ptidano 0,5 ml Somogyi-Nelsonova ¢inidla III. Vznikly Cu20 byl
poté dikladné rozpustén promichanim na vortexu. Nakonec byl objem doplnén na 10 ml a byla
zméfena absorbance pii vinové délce 720 nm. Stanoveni bylo provedeno pro glukézu, kdy byla
ziskéana kalibra¢ni kiivka pro koncentracni rozmezi 0,002-0,01 g/l. Nasledn€ bylo stanoveni
provedeno pro dana prebiotika. Od prebiotickych produktt Inulin, Chia vlaknina, Bambusova
vlaknina a Chlorella + Spirulina bylo do plastové zkumavky navazeno 0,1 g na 10 ml.
Zkumavky byly umistény na 20 minut na tfepaCku a nésledovala centrifugace pfii
8 000 otackach po dobu 2 minut. Poté byl pro reakci odebran 1 ml. Produkt Jakon sirup byl
ziedén v poméru 1:9 destilovanou vodou. Pro stanoveni byl poté odebran 1 ml vzorku. Blankem
byl 1 ml destilované vody.
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4.15.1 Priprava roztoku

Somogui-Nelsonovo ¢inidlo I: 12 g uhli¢itanu sodného, 8 g hydrogenuhli¢itanu sodného a 6 ¢
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.

Somogui-Nelsonovo ¢inidlo II: 4 g pentahydratu siranu méd’natého bylo smichano s 24 ¢
siranu sodného a 200 ml destilované vody.

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

4.16 Stanoveni celkovych polyfenolii u prebiotickych produktii

Vzdy k 50 ul vzorku byl ptidan 1 ml Folin-Ciocalteauova ¢inidla (zfedéného destilovanou
vodou v poméru 1:9) a 1 ml vody. Po promichdni vzorkl na vortexu nésledovala Sminutova
inkubace a poté byl ke kazdému vzorku ptidan 1 ml nasycené¢ho roztoku Na,COs. Vse bylo
opét promichdno na vortexu a po 15 minutidch inkubace byla méfena absorbance pti vlnové
délce 750 nm. Stanoveni bylo provedeno nejprve pro kyselinu gallovou, kdy byla ziskana
kalibra¢ni kfivka v rozmezi koncentraci 0,1-0,7 mg/ml. Nasledn¢ bylo stanoveni provedeno
pro dand prebiotika. Od prebitotik Inulin, Chia vlaknina, Bambusova vlaknina a
Chlorella + Spirulina bylo do plastové zkumavky navazeno 0,1 g na 10 ml. Zkumavky byly
umistény na 20 minut na tfepacku a nasledovala centrifugace pii 8 000 otackach po dobu
2 minut. Poté bylo pro stanoveni odebrano 50 ul vzorku. Produkt Jakon sirup byl pouze ziedén
v poméru 1:9 destilovanou vodou. Pro stanoveni bylo poté odebrano 50 pl vzorku. Blankem
bylo 50 ul destilované vody.

4.17 Charakteristika prebiotickych produktii z hlediska obsahu sacharidi
metodou HPLC

Metoda HPLC byla vyuZita pro charakterizaci sloZeni prebiotickych produktii z hlediska
obsahu sacharidt. Stanoveni na kapalinovém chromatografu bylo provedeno na kolon¢ Rezex,
ktera je vhodna praveé pro stanoveni sacharidii a dale také organickych kyselin. Jako mobilni
faze byl pouzit 0,005M roztok H2SO4. Ten byl pfipraven ptidanim 0,56 ml H2SO4 do 2 000 ml
miliQ H20. Eluce byla izokraticka, kolona byla v termostatu zahfivana na 60 °C. Prutok byl
nastaven na 0,5 ml za minutu. Na zacatek kolony byl do davkovaci smycky o objemu 20 pl
nastfikovan vzorek a detekce latek probihala na refraktometrickém detektoru.

Nejprve byly stanoveny kalibra¢ni kiivky glukozy, fruktozy, xylozy, galaktozy a Inulinu v
koncentra¢nim rozmezi 0,5-5 g/l. Nasledné byly analyzovany vzorky prebiotik o koncentraci
5 g/l. Vzorky byly pted analyzou filtrovany na membranovych filtrech o praiméru 0,45 pum. Poté
byly analyzovany i hydrolyzované prebiotické produkty. Ptesnéji byla u prebiotickych
produktt provedena kysela hydrolyza. K navazce 0,2 g preobiotika bylo ptidano 5 ml 35% HCI.
Hydrolyza nasledné probihala po dobu 60 minut pii 110 °C. Po ochlazeni nasledovala analyza
na kapalinovém chromatografu. Zbytky produktti po hydrolyze byly v suSarné s teplotou 70 °C
vysuSeny do konstantni hmotnosti a poté byly zvazeny.
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4.18 Stanovi celkovych bilkovin u prebiotickych produktii metodou dle
Kjeldahla
Principem stanoveni bilkovin metodou dle Kjeldahla je provedeni mineralizace vzorku varem
Vv koncentrované H>SO4 za ptidavku katalyzatoru. Tim dojde k ptevodu dusikatych latek na
siran amonny. Z ného se v alkalickém prostiedi uvolni amoniak, ktery je pfedestilovan s vodni
parou a stanovi se titracné. Stanoveni celkového dusiku dle Kjeldahla popisuje rovnice €. 1.
N, + H,S0, = (NH,),S0,
(NH,4),SO,4 + 2NaOH - 2NH; + Na,S0, + H,0
2NH3; + H,SO, — (NH,),S0,4 + H,S0,(prebytek)
H,S0, + 2NaOH - Na,S0O, + 2H,0
Rovnice 1: Rovnice stanoveni celkového dusiku dle Kjeldahla

Vyhodnoceni vysledkii poté vychdzi z nasledujicich vztaht:

Celkova H2SOqs:

celk _ . yeelk
Nj1,50, = CH,504 * VH,50,

Nadbyte¢na HoSOa:
nadb _ CNaOH * VNaoH

Ny,s0, = )
Zreagovana HaSOu:
nZreag _ peelk _ onadb  _ . _Vcelk _ CNaoH * VNaoOH
H;S04 — “"H2S04 H,S04 — “H2S04 H,S04 2
Vznikly NHa:
Ny 2
— 3 — _ = — 9 .p2reag _
e ] => Ny, = 2 Ny so, = N
H,S0,
Obsah celkového N:
. nZreag . .yycelk _ CNaoH'VNaoH-~ .
_— my  ny-My 2 ny 5o, Mn _10. 2+ (Cuys0, " Vipso, =~ 5 ) "My
N = = = =
Mpavazka Muavazka Mpavazka Mpavazka

4.18.1 Provedeni mineralizace

Do péti mineralizacnich trubic byl odvazen 1 g od kazdého prebiotického produktu s piesnosti
na tfi desetinna mista. K této navazce byly pridany 2 g Weiningerova katalyzatoru a 10 ml
koncentrované H2SOs. Mineralizaéni trubice byly nasledné¢ umistény do mineraliza¢niho
zatizeni. Po vzristu teploty na hodnotu 400 °C probihala mineralizace varem po dobu
1,5 hodiny. Po uplynuti této doby nasledovalo chlazeni po dobu tficeti minut. Po ukonceni
mineralizace bylo do mineraliza¢nich ban¢k pfidano 15 ml destilované vody a baiiky se pies
noc nechaly stat pii laboratorni teploté.

4.18.2 Provedeni destilace

Cely objem vzorkl z mineraliza¢nich ban¢k byl kvantitativné pteveden do odmérné barky o
objemu 100 ml a doplnén destilovanou vodou po rysku. Pro destilaci byl pouzit destila¢ni
ptistroj dle Parnase-Wagnera, ktery je uveden na obrazku ¢. 8. Do d€lici nalevky bylo nalito
10 ml ztedéného vzorku, ke kterému byly pfidany tii kapky fenolftaleinu. Nasledné bylo do
délici nalevky nalito 40 ml 33% NaOH. Uvolnény amoniak byl ptedestilovan s vodni parou do
ptedlohy s 25 ml standardizovaného roztoku H2SO4 0 koncentraci 0,05 M. Destilace trvala po
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dobu 25 minut a konec chladice musel sahat az ke dnu ptedlohy. Po uplynuti 25 minut byla
predloha sniZena, aby konec chladi¢e nezasahoval do roztoku standardizované kyseliny sirové
a bylo destilovano jesté¢ po dobu 5 minut. Po skonceni destilace byly do pfedlohy pfidany tii
kapky Tashirova indikéatoru a bylo titrovano odmérnym roztokem NaOH o koncentraci 0,1M
do prvniho trvalého zlutého zbarveni.

Obrazek 8: Destilacni aparatura dle Parnase-Wagnera

4.19 Extrakce lipidi u vybranych prebiotickych produkti metodou dle Folche

Lipidy byly stanovovany celkem u tfech prebiotickych produkt, a to u Chia vlakniny,
Bambusové vlakniny a Chlorelly + Spiruliny. U Inulinu a Jakon sirupu nebyly lipidy
stanovovany, protoze vyrobce deklaruje obsah tukid 0 g. Od Chia vlakniny byl navazen 1 g, od
Bambusové vlakniny bylo navazeno 5g a od Chlorelly + Spiruliny bylo navazeno 0,8 g.
Navazky se odvijely od deklarovaného obsahu tukt v produktech. K navazkam
v Erlenmayerovych bankach bylo ptidano 60 ml chloroformu a 30 ml methanolu (tzn.
rozpoustédla v poméru 2:1). Baiiky byly poté umistény na magnetickou michacku. Michéani
probihalo po dobu 1,5 hodiny. Piidavkem vody bylo nasledné docileno oddé€leni fazi a spodni
chloroformova ¢ast vzorku byla ptefiltrovana ptes hladky filtr s vrstvou bezvodého siranu
sodného. Extrakce byla provedena ve dvou krocich, pfi¢emz pii druhé extrakci bylo pouzito
poloviéni mnozstvi rozpoustédel. Chloroformové extrakty z obou filtraci byly na zavér
spole¢né v odpatrovaci bafice odpafovany na vakuové odparce. Po odpafovani se na sténach
baiiky vytvorila lipidicka vrstva. Baiiky byly nasledné na 24 hodin umistény do exsikatoru, aby
doslo k plnému odpateni rozpoustédel. Nakonec bylo vaZzkovée stanoveno mnozstvi lipida.

4.20 Stanoveni obsahu mastnych kyselin u prebiotickych produkti metodou
plynové chromatografie

Lipidické latky ziskané metodou dle Folche byly rozpustény v 10 ml chloroformu. Z tohoto

objemu byl do malé vialky napipetovan 1 ml, ke kterému bylo dale pfidano 0,8 ml

transesterifikacni smési. Transesterifikaéni smés tvofila 15% H>SOs4 v methanolu (p.a.) a

0,5 mg/ml C17 jako vnitiniho standardu. Vialky byly inkubovany pii teploté 90 °C po dobu

3 hodin. Po uplynuti této doby se nechaly vialky voln¢ vychladnout na laboratorni teplotu. Do
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5ml vialek bylo poté napipetovano 0,5 ml 0,005M roztoku NaOH a do n€ho byl nasledné vlit
cely obsah vialek po transesterifikaci. Smés byla intenzivné promichéna, aby doslo
k dokonalému oddéleni jednotlivych fazi. Po odd¢leni fazi bylo ze spodni faze odpipetovano
0,5 ml do cisté vialky se zavitem pro plynovou chromatografii. Do této vialky bylo poté jesté
napipetovano 0,5 ml chloroformu. Takto pfipraveny vzorek byl analyzovan na plynovém
chromatografu.

4.21 Fotometrické stanoveni chlorofyli u prebiotického produktu
Chlorella + Spirulina

U prebiotického produktu Chlorella + Spirulina bylo provedeno fotometrické stanoveni
chlorofylti. Navazka 2 g produktu byla v tfeci misce rozetiena s 5 ml acetonu. Smés byla
zfiltrovana pfes maly filtr smaceny acetonem do 25ml odmérné banky. Dal§imi ddvkami
acetonu byla smés pln¢ prevedena do odmérmné banky a vSe bylo doplné€no acetonem po rysku.
Roztok byl zfedén pétkrat. Poté byla méfena absorbance pii vinovych délkach 663 nm a 645 nm
proti acetonu. Koncentrace v mg/ml se vypocita pro chlorofyl a (Ca), chlorofyl b (Cp) a celkovy
chlorofyl pomoci nasledujicich vztaht:

Cp =12,70 - Aggsz — 2,69 * Agys (Mg/ml)

Cp = 22,90 - Agys — 4,68 - Age3 (Mg/ml)

Cq+ Cp =802 Aggz + 20,20 - Agyas (Mg/ml)
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

Predlozena diplomova prace je zamétena na studium probiotickych mikroorganismu z hlediska
stanoventi jejich viability a moznosti jejich enkapsulace se specifickymi prebiotiky. V praci byly
testovany ruazné formy enkapsulovanych bakterii, u kterych byla sledovana viabilita
v modelovych fyziologickych podminkach, s cilem navrhnout vhodny produkt pro détskou
vyzivu s obsahem probiotickych bakterii a prebiotik.

5.1 Stanoveni viability probiotickych bunék

U vybranych probiotickych preparati uréenych détem byl stanoven pocet viabilnich
probiotickych bun¢k. Stanovené hodnoty byly dale srovnany s hodnotami deklarovanymi
vyrobci na obale. U kultivovanych kment Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium breve
byla viabilita pozorovana rovnéz pomoci prutokové cytometrie.

5.1.1 Potvrzeni deklarovaného poctu bunék v komerénich probiotickych preparatech
metodou prelivu

Pro potvrzeni deklarované¢ho poctu bunc¢k v komercnich probiotickych preparatech byly

pouzity probiotické produkty upravené dvéma zplsoby. Probiotické prepardty nazvané

Vv nasledujici tabulce jako Cerstvé produkty byly preparaty bez piedchozi kultivace, kdy u nich

doslo pouze K rozsuspendovani ve vod¢. Druhym sledovanym typem byly probiotické

preparaty, které byly podrobeny 12hodinové kultivaci v tekutém médiu. Podle postupu

uvedeného v kapitole 4.11 byla u obou typu provedena kultivace na tuhém médiu po dobu

48 hodin a ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 11.

Tabulka 11: Vysledky potvrzeni deklarovaného poctu bunék v komercnich probiotickych prepardtech

, Produkty po
Deklarované v i . i ..
o .. . Cerstvé produkty 12 hodinové kultivaci
Probioticky produkt | mnozstvi bunék , .
[CFU/MI] [CFU/mI] Vv tekutém médiu
[CFU/mI]
Sacky 5,00-10° 8,90-10%+ 1,00-10° 1,10-10°+ 0,10-10°
Kapky 1,25-108 1,10-10°+ 0,10-10° 1,70-10°+ 0,80-10°
Pastilky 4,09-10° 5,30-108+1,40-10° |  1,10-10*+0,10-10"
Tablety 1,00-108 6,00-108+ 1,60-108 1,60-10°+ 3,90-10°

Testované vyrobky byly hodnoceny z hlediska deklarovaného mnozstvi zivotaschopnych
bakterii. U vSech preparati byla potvrzena vyrobcem deklarovand koncentrace bunék.
Koncentrace bun€k byla navic vétSinou jeSté vyssi nez deklarovana hodnota, jak vyplyva
z tabulky €. 11. Dale byla testovana rychlost rtistu probiotickych bakterii. U vétSiny vyrobku
doslo k rychlému rastu bunék, pouze u preparatu ve formé sacku nedoslo béhem kultivace
k vyznamnému navySeni koncentrace bun¢k, coz mohlo byt zptisobeno delsi lag fazi pouzitych
probiotickych kmenti v daném preparatu.
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Obrdazek 9: Vysledek potvrzeni deklarovaného mnozstvi bunék u pastilek (zleva koncentrace 107, 10
a10?)
Na obrazku €. 9 jsou znazornény vysledky potvrzeni deklarovaného mnozstvi bunék u
cerstvého produktu pastilky. Konkrétné jsou zde znazornény vysece vysledkt s koncentracni
fadou 107, 108 a 10°°.

5.2 Stanoveni poctu bunék a jejich viability na pritokovém cytometru

Stanoveni po¢tu bunék bylo provedeno podle postupu uvedeném v kapitole 4.10.1. Toto
stanoveni poctu bunck na pratokovém cytometru bylo vyuzito pfed vytvofenim alginatovych
¢astic s enkapsulovanymi probiotickymi buiitkami a pfed modelovym travenim cerstvych
probiotickych bun¢k. Vysledky v jednotkach CFU/ml jsou uvedeny v tabulce ¢. 12 a tabulce
¢. 13.

Tabulka 12: Vysledky analyzy na pritokovém cytometru pro probiotické bunky pred vytvorenim
alginatovych castic s enkapsulovanymi probiotickymi burnikami

CFU/ml | 1,10-107 + 0,30-10

Tabulka 13:Vysledky analyzy na pritokovém cytometru pro probiotické buiiky pred modelovym
travenim Cerstvych probiotickych bunek

CFU/ml | 1,10-107+ 0,20-107

Na obrazku ¢. 10 je znazornén piiklad vystupu z pritokového cytometru. Na obrazku vlevo
jsou patrné ohrani¢ené bunky s jejich koncentraci, ze kterych je nasledné v pravém okné
vypocitdn pomér zivych a mrtvych bunék. Na obrazku vpravo jsou vidét dva piky, vétsi pik
vice vlevo odpovida poctu zivych bunék, mensi pik vice vpravo zndzoriiuje pocet mrtvych
bungk.

o SALSSALS[Poskdmal 60 6Pl
g —

680 35

Obrazek 10: Priklad vystupu z priitokového cytometru — buniky Lactobacillus acidophilus po
24 hodindch kultivace
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5.3 Priprava alginatovych ¢astic s ekapsulovanymi probiotickymi bunikami
Alginatové Castice byly ptipraveny pomoci enkapsulatoru dle postupu v kapitole 4.8.1. Velikost
Castice byla dana pouzitou tryskou o velikosti 300 pm.

5.3.1 Stanoveni enkapsula¢ni u¢innosti

Pomoci priutokové cytometrie bylo nejprve stanoveno mnozstvi probiotickych bunék pro
naslednou enkapsulaci. Mnozstvi neenkapsulovanych bun¢k bylo poté sledovano ve srazecim
roztoku CaCly. Z rozdilu hodnot poc¢tu bunék pied a po enkapsulaci, které jsou uvedeny
Vv tabulce €. 14, byla vypoctena enkapsulacni ucinnost, kterd byla takika 100%. Ptipravené
alginatové Castice byly nasledné zlyofilizovany a pouzity k dal§im analyzam. Vzhled
alginatovych castic s enkapsulovanymi probiotickymi bunkami pied a po lyofilizaci je
znazornén na obrazku €. 11.

Tabulka 14: Hodnoty poctu bunék pred enkapsulaci a po enkapsulaci

Pocet bunék pred enkapsulaci Pocet bunék po enkapsulaci
1,10-10"+ 0,30-10’ 0,8-10%+ 0,02-10°
‘,/ S r 4
E VPR G N
‘.- 2{ u /ﬁ\ \/f:'\ 2
& S \‘\ : ‘*\{3‘\‘_}
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Obrazek 11: Algindtové Castice s enkapsulovanymi buiikami Lactobacillus acidophilus pod
mikroskopem, vievo nelyofilizované, vpravo lyofilizované (zvétSeni 5000krat)

5.4 Modelové traveni probiotickych bunék v riznych formach

U probiotickych bun¢k Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium breve enkapsulovanych i
neenkapsulovanych, a také u kmenii obsaZenych ve vybranych komeréné zakoupenych
probiotickych produktech byl sledovan vliv ptsobeni travicich §tav na jejich viabilitu. Navic
byl pozorovan vliv plsobeni travicich §tav na zivotaschopnost bunék i po ptidavku vybranych
prebiotik.

5.4.1 Modelové traveni komercnich probiotickych produkti s vyuZitim metody prelivu
U vybranych komer¢nich probiotickych produktii bylo provedeno modelové traveni. Piicemz
pro analyzu byly vybrany dva produkty, a to APO-LAKTIK kapky a Biopron JUNIOR sacky.
Tyto produkty byly vybrany z toho divodu, ze zaznamenaly nejvyssi pocet Zivotaschopnych
bakterii, jak je patrné z vysledkt v kapitole 5.1.1. Modelové traveni bylo provedeno podle
postupu uvedeného v kapitole 4.12. Po 48hodinové kultivaci na tuhém médiu od skonceni
modelového traveni byly narostlé kolonie probiotickych kultur spocitany a byly vyhodnoceny
vysledky.
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V tabulce ¢. 15 a v tabulce ¢. 16 jsou uvedeny pocty bunék v 1 ml pro oba produkty pied
travenim bez piidavku prebiotik. Tyto hodnoty slouzily jako blank, tzn. srovnani, jak piidavek
prebiotika ovliviiuje viabilitu probiotickych bakterii.

Tabulka 15: Pocet bunek v 1 ml pred trdvenim pro produkt Biopron JUNIOR sdcky bez pridavku
prebiotika
Produkt Biopron JUNIOR sacky bez pridavku prebiotika
(pred travenim)
Tabulka 16: Pocet bunék v 1 ml pied trdvenim pro produkt APO-LAKTIK kapky bez pridavku
prebiotika
Produkt APO-LAKTIK kapky bez pridavku prebiotika
(pted travenim)

6,50-10"+1,10-10" CFU/ml

7,30-10"+0,50-10" CFU/mll

V tabulce ¢. 17 a v tabulce ¢. 18 jsou pak uvedeny vysledky poctu bunék v 1 ml pied
travenim pro oba produkty, tzn. sacky i kapky s ptfidavkem raznych typd testovanych
prebiotickych produkta.

Tabulka 17: Pocet bunek v 1 ml pred travenim pro produkt Biopron JUNIOR sacky S pridavkem
riuznych typii prebiotik

Prebiotické produkty Biopron JUNIOR sacky [CFU/mI]
Inulin 1,76-108+ 0,92-108
Chia vlaknina 7,56-108 + 1,80-108
Bambusova vlaknina 9,60-108+ 1,28-108
Chlorella + Spirulina 5,88-108 + 2,68-108
Jakon sirup 8,72:108+ 0,32-10°

Tabulka 18: Pocet bunék v 1 ml pred travenim pro produkt APO-LAKTIK kapky s pridavkem riiznych

typu prebiotik
Prebitické produkty APO-LAKTIK kapky [CFU/mI]
Inulin 3,82:10%+1,56-108
Chia vlaknina 2,80-10"+ 0,15-10°
Bambusova vlaknina 2,50-107 + 0,05-10"
Chlorella + Spirulina 2,60-107+ 0,20-107
Jakon sirup 9,40-10” + 0,80-107

Z tabulky ¢. 17 a z tabulky €. 18 obecné vyplyva, Ze pocet bun¢k se u vSech probiotickych
preparatli po pridani daného prebiotika a jejich interakci po dobu 1 hodiny zvysil oproti
srovnavaci hodnoté bez piidavku prebiotika. Nejvétsi narist bun€k po interakci s prebiotiky
muzeme vidét u probiotického produktu Biopron JUNIOR sacky, u kterého se nejlépe osvédcil
prebioticky produkt Jakon sirup. Z naméfenych vysledkl Ize tedy usuzovat, ze ptidana
prebiotika mohou pfispét k zivotaschopnost probiotickych bakterii naptiklad 1 Vv pribchu
traviciho procesu.
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Vlastnosti prebiotik (naptiklad vysoky obsah sacharidli, zastoupeni rozpustnych a
nerozpustnych slozek) podporuji rast mikroorganismi a také mohou zabranit pusobeni
nepiiznivych vlivl v prostiedi zaludku, popiipad€ prostiedi tenkého a tlustého stieva.

V tabulce ¢. 19 a v tabulce ¢. 20 jsou uvedeny vysledky stanoveni poctu bunék v 1 ml po
traveni pro oba analyzované komercni probiotické produkty bez piidavku prebiotika.
Z vysledkl je patrné, Ze po probéhnuti traveni doslo k poklesu poctu bunck ve srovnani se
stejnou hodnotou pred travenim.

Tabulka 19:Pocet bunék v 1 ml po travenim pro produkt Biopron JUNIOR sacky bez pridavku
prebiotika

Produkt Biopron JUNIOR sac¢ky bez piidavku

prebiotika 1,50-107 + 0,60-10" CFU/mI

(po traveni)

Tabulka 20: Pocet bunék v 1 ml po travenim pro produkt APO-LAKTIK kapky bez pridavku prebiotika
Produkt APO-LAKTIK kapky bez p¥idavku prebiotika
(po traveni)

1,20-107 + 0,10-10" CFU/ml

V tabulce ¢.21 a v tabulce ¢. 22 jsou uvedeny vysledky poétu bun€k na 1 ml pro oba
komeréni probiotické produkty s ptidavky riiznych typt probiotik po probéhnuti traveni.

Tabulka 21: Pocet bunek v 1 ml po trdveni pro produkt Biopron JUNIOR sacky s pridavkem riiznych

typu prebiotik
Prebitické produkty Biopron JUNIOR sa¢ky[CFU/ml]
Inulin 1,30-107 + 0,45-107
Chia vlaknina 1,10-107+ 0,15-107
Bambusova vlaknina 1,40-10" + 0,60-107
Chlorella + Spirulina 2,20-107 + 0,05-107
Jakon sirup 1,30-107 + 0,70-107

Tabulka 22: Pocet bunék v 1 ml po traveni pro produkt APO-LAKTIK kapky s pridavkem riznych typii

prebiotik
Prebitické produkty APO-LAKTIK kapky [CFU/mI]
Inulin 2,80-107 + 0,05-107
Chia vlaknina 1,30-10" £ 0,05-107
Bambusova vlaknina 1,70-10” + 0,80-10’
Chlorella + Spirulina 1,80-107 + 0,60-107
Jakon sirup 2,70-10” + 0,70-107

Co se tyka obecnych vysledkt, tak 1ze fici, Ze lehce negativni vliv na viabilitu bun¢k u
modelového traveni byl pozorovan u vSech vzorki i ptes pfitomnost prebiotika. Nejvyssi pocet
viabilnich bunék byl pak po skonceni traveni stanoven u prebiotika Chlorella + Spirulina.
Ostatni vzorky byly srovnatelné se vzorkem bez ptidavku prebiotika.
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Tento jev byl zifejmé zptusoben obsahem vhodného probiotika a prebiotika v komerc¢nich
produktech, a dals$i navySovani koncentrace prebiotika jiz nemélo vyznamny vliv na zvyseni
viability bunék v prubehu traveni.

5.5 Modelové traveni ¢erstvych probiotickych bunék

Postup provedeni modelového traveni Cerstvych probiotickych bunék je uveden v kapitole 4.13.
Tabulka ¢. 23 uvadi hodnotu poc¢tu bun€k v 1 ml pro Cerstvé probiotické bunky bez ptidavku
prebiotika pied provedenim traveni. Tato hodnota slouzila jako Srovnavaci, tedy jak se zméni
pocet probiotickym bunikam s pfidanim specifického prebiotika.

Tabulka 23: Pocet bunek v 1 ml pred travenim Cerstvych probiotickych bunék
Cerstvé probiotické buiiky bez piidavku prebiotika ‘ 5,40-10" + 0,20-10" CFU/ml

Tabulka ¢.24 uvadi vysledky poctu bunék v 1ml cerstvych probiotickych bunék
s ptidavkem riznych typt prebiotik pfed jejich tradvenim.

Tabulka 24: Pocet bunek v 1 ml pred trdavenim cerstvych probiotickych bunék s pridavkem riiznych
typii prebiotickych produktii

Prebiotické produkty CFU/mi
Inulin 1,40-108+ 0,30-108
Chia vlaknina 1,10-10%+ 0,10-108
Bambusova vlaknina 1,40-108+ 0,30-108
Chlorella + Spirulina 2,30-108+ 0,30-10°8
Jakon sirup 1,20-108+ 0,10-108

Z tabulky ¢. 24 vyplyva, Ze po ptidani prebiotickych preparati k probiotickym bunikdm
doslo ke zvySeni po¢tu bunék, a to pti vyuziti vSech typt prebiotickych produkti. Nejvyssi
narust po¢tu bun¢k byl stanoven u prebiotika Chlorella + Spirulina. V porovnani se srovnavaci
hodnotou bez pfidavku prebiotika doslo u v§ech prebiotickych produkti k narstu poctu bunék
vV 1 ml o jeden tad.

V tabulce ¢. 25 je uvedena vysledna hodnota stanoveni poc¢tu bunék v 1 ml cCerstvych
probiotickych bun¢k bez pfidavku prebiotika po traveni. A z dosazenych vysledkd je patrné, Ze
béhem traveni doslo k poklesu poctu bunék ve vzorku bez pfidavku prebiotika oproti stejné
hodnot¢ pted travenim.

Tabulka 25: Pocet bunck v 1 ml po traveni cerstvych probiotickych bunék
Cerstvé probiotické buiiky bez pFidavku prebiotika ‘ 2,3-:107+0,5-10 CFU/ml

Tabulka ¢.26 uvadi vysledné hodnoty stanoveni poctu bunék v 1 ml u cerstvych
probiotickych buné¢k s pfidavkem riznych typt prebiotickych produktl po traveni. Z vysledkt
vyplyva, Ze po probéhnuti traveni doslo ve vSech piipadech ke sniZzeni poctu bun¢k v 1 ml i
ptes piidavek prebiotika. Nejvyssi hodnota poctu bunék v 1 ml byla zaznamenana pii pridavku
prebiotika Bambusova vldknina. Nicméné u vSech testovanych vzorkt s ptidavkem prebiotika
bylo ve srovnani se vzorkem bez jeho pfidavku stanoveno vyrazné vy$si mnozstvi bunék po
skonceni procesu traveni.
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Tabulka 26: Pocet bunek v 1 po traveni Cerstvych probiotickych bunék s pridavkem riiznych typii

prebiotickych produktii
Prebiotické produkty CFU/ml
Inulin 6,00-10"+ 0,30-107
Chia vlaknina 8,40-10" + 0,50-10/
Bambusova vlaknina 1,10-108+ 0,10-108
Chlorella + Spirulina 6,80-10" + 0,50-10"
Jakon sirup 2,80-107 + 0,20-107

5.6 Modelové traveni lyofilizovanych probiotickych bunék s vyuZitim metody
prelivu

Modelové traveni lyofilizovanych probiotickych buné¢k bylo provedeno podle postupu
uvedeného v kapitole 4.12. Po 48hodinové kultivaci na tuhém médiu byly kolonie bun¢k
spocitany a byly vyhodnoceny vysledky poctu bunék. V tabulce ¢. 27 je uvedena hodnota
udavajici pocet bunék v 1 ml lyofilizovanych probiotickych bunék bez piidavku prebiotika pted
probéhnutim traveni. Tato hodnota slouzila jako srovnavaci pro zjisténi, jak se zméni hodnota
po¢tu bunék po piidavku prebiotik.

Tabulka 27:Pocet bunéek v 1 ml pred travenim lyofilizovanych probiotickych bunék bez pridavku

prebiotika
Lyofilizované probiotické buiiky bez pridavku
prebiotika 1,00-107 + 0,40-10" CFU/mI
(pred travenim)

V tabulce ¢.28 jsou uvedeny ziskané vysledky charakterizujici pocet bunék v 1 ml
lyofilizovanych probiotickych bunék s ptidavkem prebiotika pfed probéhnutim traveni.

Tabulka 28: Pocet bunek v 1 ml pred travenim lyofilizovanych probiotickych bunék s pridavkem
ruznych typu prebiotik

Prebiotické produkty CFU/ml
Inulin 1,70-107+ 0,50-107
Chia vlaknina 1,00-107 + 0,20-107
Bambusova vlaknina 1,10-10” + 0,30-10/
Chlorella + Spirulina 1,40-10" + 0,50-107
Jakon sirup 1,10-107 + 0,20-107

Z tabulky ¢. 28 vyplyva, ze po pridavku prebiotickych produktt doslo ke zvyseni poctu
bun¢k téméf ve vSech piipadech, pouze pii piidavku prebiotického produktu Chia vldknina
nedoslo k Zadnému vyznamnému navyseni poctu bunék ve srovnani s kontrolnim vzorkem.

V tabulce ¢.29 je uvedena hodnota poctu bunék v1ml po probéhnuti traveni
lyofilizovanych probiotickych bunck bez ptidavku prebiotika.
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Tabulka 29: Pocet bunek v 1 ml po travenilyofilizovanych probiotickych bunék bez pridavku

prebiotika
Lyofilizované probiotické buiiky bez pridavku
probiotika 1,00-10°+ 0,20-105CFU/ml
(po traveni)

V tabulce ¢.30 jsou uvedeny vysledky poctu bunék v 1 ml po probéhnuti traveni
lyofilizovanych probiotickych buné¢k s ptidavkem riznych typl probiotik.

Tabulka 30: Pocet bunék v 1 ml po traveni lyofilizovanych probiotickych bunék s pridavkem riiznych

typii prebiotik
Prebiotické produkty CFU/ml
Inulin 8,00-10°+ 0,20-10°
Chia vlaknina 6,00-10°+ 0,50-10°
Bambusova vlaknina 4,00-10°+ 1,00-10°
Chlorella + Spirulina 7,00-108+ 0,30-10°
Jakon sirup 4,00-108+ 0,20-107

Z tabulky €. 30 je patrné, Ze po probéhnuti modelového traveni doslo ve vSech piipadech ke
snizeni poctu probiotickych bunék o jeden fad. Nejmensi pokles poctu bunék byl zaznamenan
u prebiotika Inulin a nejvyssi pokles naopak u prebiotik Bambusova vldknina a Jakon sirup.
Nicméné¢ u vSech testovanych vzorkl bylo po traveni s pfidavkem prebiotika pfitomno ve
srovnani s kontrolnim vzorkem bez ptidavku prebiotika n€kolikandsobné vyssi koncentrace
viabilnich bungk.

5.7 Modelové traveni lyofilizovanych alginatovych ¢astic s vyuZzitim metody
prelivu

Modelové traveni s lyofilizovanymi alginatovymi ¢asticemi bylo provedeno podle postupu
uvedeného v kapitole 4.12. Po 48hodinové kultivaci na tuhém médiu byly narostlé kolonie
bunék spocitany a byly vyhodnoceny vysledky. V tabulce ¢.31 je uveden vysledek
charakterizujici pocet bun¢k v 1 ml lyofilizovanych alginatovych ¢astic bez piidavku prebiotika
pred probéhnutim traveni. Tato hodnota slouzila pro porovnani, jak se zméni pocet bun¢k po
ptidavku prebiotik.

Tabulka 31: Pocet bunék v 1 ml pred travenim lyofilizovanych alginatovych castic bez pridavku
prebiotika
Lyofilizované alginatové ¢astice bez pridavku prebiotika | 6,00-10°+ 0,40-10’CFU/ml

V tabulce €. 32 jsou uvedeny hodnoty poc¢tu bunék v 1 ml u lyofilizovanych alginatovych
¢astic s obsahem prebiotickych produkti. Z dosazenych vysledkii vyplyva, Ze po piidani
prebiotik K lyofilizovanym alginatovym c¢asticim doslo ke zvySeni poctu bunek oproti
srovnavaci hodnoté bez pfidavku prebiotika.

Nejvyssi narist byl zaznamenan u bunék s pfidavkem prebiotického produktu Inulin.
Nejmensi narlst byl zaznamenan pfi pfidani prebiotického produktu Jakon sirup
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Tabulka 32: Pocet bunek v 1 ml pred trdavenim lyofilizovanych algindtovych Cdstic S pridavkem
riiznych typii prebiotik

Prebiotické produkty CFU/ml
Inulin 1,3-107+ 0,2-107
Chia vlaknina 1,9-10%+ 0,5-107
Bambusova vlaknina 1,0-107 + 0,3-10’
Chlorella + Spirulina 1,0-107 + 0,2-107
Jakon sirup 5,0-10%+ 0,3-107

V tabulce ¢. 33 je dale uvedena hodnota poctu bunék v 1 ml pro lyofilizované alginatové
¢astice bez ptidavku prebiotika pro probéhnuti traveni. Z dosazenych vysledk je patrné, ze po
probéhnuti traveni hodnota poctu bunek poklesla oproti stejné hodnoté pied travenim.

Tabulka 33: Pocet bunek v 1 ml po traveni lyofilizovanych algindtovych Castic bez pridavku prebiotika
‘ Lyofilizované alginatové &astice bez pridavku prebiotika | 1,20-10°+ 0,1-10’CFU/ml

V tabulce ¢. 34 jsou uvedeny hodnoty poc¢tu bunék v 1 ml lyofilizovanych alginatovych
bunck s ptidavkem rtiznych typt prebiotik po prob&hnuti traveni.

Tabulka 34: Pocet bunek v 1 ml po traveni lyofilizovanych algindtovych Castic s pridavkem riiznych

typii prebiotik
Prebiotické produkty CFU/mI
Inulin 1,00-107 + 0,10-107
Chia vlaknina 1,20-10°+ 0,20-10°
Bambusova vlaknina 7,00-10°+ 0,20-10°
Chlorella + Spirulina 9,00-108+ 0,20-107
Jakon sirup 5,00-108+ 0,10-10°

Z tabulky €. 34 vyplyva, Ze pocet bun¢k se s prob&hnutim traveni snizil, kromé poctu bun¢k
u piidavku prebiotickych produktti Chlorella + Spirulina a Jakon sirupu, u kterych nedoslo
k vyznamnému snizeni po¢tu bunék a koncentrace bun¢k ztstala stejna jako pred travenim.
Tyto produkty tedy nejlépe plisobi na viabilitu enkapsulovanych bunék v lyofilizovanych
alginatovych casticich. Na jejich odolnost proti modelovému travicimu prostiedi pusobi
vyrazné¢ také uchovani probiotickych bunék v alginatovych ¢asticich. Jak vyplyva naptiklad ze
studie Nazzarové a kolektivu, alginit U¢inn€ brani pronikéni kyselé Zaludecni §téavy do
probiotickych bun€k a hodi se proto pro ochranu probiotickych bunék pii prichodu
gastrointestinalnim traktem [68].

5.8 Vybér nejlepsiho prebiotika z hlediska podpory viability probiotickych
bunék

Po shrnuti vysledki G¢inku jednotlivych prebiotik na viabilitu a odolnost probioticky bunék

v riznych formach (Cerstvé buiky, lyofilizované buiky a lyofilizované alginatové castice

s enkapsulovanymi probiotickymi bunikami) proti travicim $tdvam, byly stanoveny rozdily

53



mezi poctem bun€k pied travenim a po provedeni modelového traveni pro dané prebiotické
produkty. Vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce ¢. 35.

V tabulce ¢. 35 jsou pouzity symboly, které odpovidaji jednotlivym rozdilim v poctu bunék
pted travenim a po traveni probiotickych bunék v riznych formach s pfidavkem daného typu
prebiotik Z dosazenych vysledktu vyplyva, ze u Cerstvych bunék nejvyraznéji pusobilo
prebiotikum Jakon sirup, u kterého nebyla po traveni zaznamenana zaddna podstatnd zména
v poklesu poc¢tu bunék oproti hodnoté poctu bunék pred travenim. Jakon sirup tedy dokézal
zachovat viabilitu probiotickych bunék pii pricchodu travicim traktem.

Naopak nejhor$im prebiotikem zde byla stanovena Chlorella + Spirulina, u které doslo
k vyraznéjsimu poklesu poctu viabilnich probiotickych bun¢k po prichodu travicim traktem.

Tabulka 35: Vysledky porovnani ucinkii jednotlivych probiotik na odolnost probiotickych bunék

V riiznych formdch proti travicim Stavam

Prebiotikum Cerstvé buiiky | Lyofilizované buiiky | Lyofilizované &astice
Inulin XX X X
Chia vléknina X X XX
Bambusova vlaknina X XX X
Chlorella + Spirulina XXX XX *
Jakon sirup * XX *

Pozndmka: * - beze zmény (pokles 0 0 az 0,2-10°%), X — mald zména (pokles o 0,2:10° az 0,6-10°), xx -
stiedni zména (pokles 0 0,6-10° az 1-10°), xxx — vyraznda zména (pokles 1-10° az 1,4-10°)

U lyofilizovanych probiotickych bun¢k se jako nejlepsi prebiotika jevil Inulin a Chia
vlaknina, u kterych doSlo jen k malému poklesu poctu bunék po prob&hnuti modelového
traveni. U lyofilizovanych ¢astic se pozitivné projevily prebiotika Chlorella + Spirulina a Jakon
sirup. U téchto dvou produkt nedoslo po traveni k téméf zadnému poklesu poctu viabilnich
bune¢k Vv prabéhu traveni.

Zavérem lze tedy fici, ze vSechna pouzita prebiotika zaznamenala pii kontaktu s probiotiky
podporu rastu bunék oproti vzorku bez pridavku prebiotik. Bohuzel i pies pfidani prebiotik
K probiotickym bunkam byl ve vétsiné piipadi zaznamenan ¢asteény pokles jejich poctu po
pruchodu travicim traktem. Nicméné negativni vliv traviciho procesu na tyto probiotické bunky
byl mnohem niZ§i ve srovnani s probiotickymi buiitkami bez pfitomnosti prebiotika. Velmi
zajimavym prebiotickym produktem byl pfedev§im Jakon sirup, ktery ve dvou piipadech
dokazal podpofit viabilitu bunék natolik, Ze nedoslo k zddnému vyraznému tbytku poc¢tu bunék
po modelovém traveni. Z tohoto hlediska se tedy jevi jako nejlep$i z testovanych prebiotik.
Mohl by tedy plnit funkci alternativy k doposud nej¢astéji pouzivanému prebiotiku inulinu. Jak
vyplyva naptiklad ze studie Mathewsové a kolektivu, inulin nepatii mezi nejucinnéjsi
prebiotika z hlediska podpory viability probiotickych bunék a jejich odolnosti proti travicim
Stavam. Spise jde o prebiotikum, které ma pozitivni ucinky na lidské zdravi a zaroven je dobie
dostupné [69]. Jakon sirup by tak mohl naopak vyrazngji pfispét k podpofe probiotickych
bakterii a diky vys$§imi zastoupeni monosacharidi a sladké chuti i k vylepSeni senzorickych
vlastnosti produktu.
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5.9 Charakterizace vybranych prebiotickych vyrobki

Komeréné prodavané prebiotické vyrobky byly charakterizovany z hlediska obsahu
vyznamnych vyzivovych slozek, a to sacharidd, bilkovin nebo tukd. Navic bylo sledovano
mnozstvi polyfenoli a chlorofylu. Naméfené hodnoty byly poté v nékterych piipadech
srovnany s deklarovanymi hodnotami uvedenymi vyrobcem na obale vyrobku.

5.9.1 Stanoveni celkovych rozpustnych sacharidii metodou dle Duboise

Podle pracovniho postupu uvedeného v kapitole 4.14 byla nejprve stanovena kalibra¢ni kiivka
D-glukézy. Rovnice regrese ma tvar y =15074x. Déle bylo stanoveni celkovych sacharidi
provedeno pro dané prebiotické produkty. Pro kazdé prebiotikum byla absorbance zméiena
tiikrat a vysledna absorbance byla primérem téchto tii hodnot. Pomoci rovnice regrese byl
vypocitan obsah celkovych sacharidi v kazdém prebiotickém produktu i se smérodatnou
odchylkou. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢. 36.

Tabulka 36: Obsah celkovych rozpustnych sacharidii u jednotlivych prebiotickych produktit

Produkty Deklarované hodnoty [0/100 g] | Naméiené hodnoty [g/100 g]
Inulin 7 8,380 + 0,110
Chia vlaknina 44 43,760 + 0,020
Bambusova vlaknina 0,1 0,090 + 0,020
Chlorella + Spirulina NEDEKLAROVANO 0,600 + 0,030
Jakon sirup 71 63,240 + 0,060

Z vysledkl je patrné, ze nejvyssi obsah celkovych rozpustnych sacharidii zaznamenal
produkt Jakon sirup. Naopak nejmensi obsah celkovych sacharidii zaznamenala Bambusova
vldknina. Co se tyka porovnani vysledkd s deklarovanou hodnotou od vyrobce, vSechny
vysledky se pohybovaly v ramci odchylky okolo 10 % od deklarované hodnoty, coz miize byt

Produkt Inulin zaznamenal vysledek vyssi, nez je deklarovana hodnota, ale zaroveti §lo o
produkt, u kterého byla zaznamendna nejvyssi odchylka od deklarované hodnoty. Produkty
Chia vlaknina a Bambusova vldknina zaznamenaly pfiblizn€ srovnatelnou hodnotu obsahu
celkovych sacharidii s hodnotou, kterou deklaruje vyrobce. U produktu Chia vldknina byla
zaznamenana nejmensi odchylka naméfené hodnoty od deklarované hodnoty. U produktu
Chlorella + Spirulina neni bohuzel hodnota obsahu celkovych sacharidii vyrobcem deklarovana
z toho divodu, Ze jde o dopln¢k stravy. U dopliikl stravy neni vyrobce povinen uvadét
vyzivové udaje. Tim padem nemuze byt vysledna hodnota porovnana. Produkt Jakon sirup
zaznamenal naopak mensi obsah celkovych sacharidii, nez uvadi vyrobce. Stanoveni sacharida
v danych prebiotickych produktech je dulezité z toho diivodu, ze sacharidy mohou byt zdrojem
energie pro rust a viabilitu probiotickych bakterii a jejich mnozstvi je tedy diillezitym faktorem
pfi volbé spravného prebiotika, které by zajistilo jak spravné fungovani travici soustavy, tak i
vytvarelo pfiznivé podminky pro stfevni mikrofléru. Pro urceni, které prebiotikum je pro
kombinaci s probiotickymi bakteriemi nejvhodné&jsi, byly prebiotické produkty dale
charakterizovany i z hlediska obsahu redukujicich sacharida.
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5.9.2 Stanoveni redukujicich sacharidi metodou dle Somogyi-Nelsona

Podle pracovniho postupu uvedeného v kapitole 4.15 byla stanovena kalibra¢ni kiivka
D-gluko6zy. Rovnice regrese ma tvar y = 29,557x . Déle bylo provedeno stanoveni redukujicich
sacharidii pro dané prebiotické produkty. Pro kazdé prebiotikum byla absorbance zméfena
tiikrat a vysledna absorbance byla primérem téchto téi hodnot. Pomoci rovnice regrese byl
nasledné vypocitan obsah redukujicich sacharidii v kazdém prebiotiku i se smérodatnou
odchylkou. Vysledné hodnoty pro prebiotické produkty jsou uvedeny V nésledujici
tabulce ¢ 37.

Tabulka 37:0bsah redukujicich sacharidii U jednotlivych prebiotickych produktii

Produkty Deklarované hodnoty [g/100 g] | Naméi‘ené hodnoty [g/100 g]
Inulin 7 1,104 + 0,012
Chia vlaknina 0 0,090 + 0,002
Bambusova vlaknina 0,1 0,007 £ 0,013
Chlorella + Spirulina NEDEKLAROVANO 0,234 + 0,008
Jakon sirup 25 23,260 + 0,014

Z dosazenych vysledkli stanoveni obsahu redukujicich sacharidi vyplyvé, Ze nejvyssi
hodnotu obsahu redukujicich sacharidii zaznamenal produkt Jakon sirup. Nejmens$i obsah
redukujicich cukrti byl stanoven u produktu Bambusova vlaknina.

Pti porovnani s deklarovanou hodnotou zaznamenal produkt Inulin velmi maly obsah
redukujicich sacharidil, a to asi jen 15 % z deklarované hodnoty. Co se tyka produktu Chia
vlaknina, U n¢j byl zaznamendn drobny rozdil od deklarované hodnoty. Vyrobce deklaruje
nulové zastoupeni redukujicich sacharidu, ale i ptesto bylo nepatrné mnozstvi téchto sacharida
naméfeno. To mohlo byt zpusobeno ¢&astenym rozkladem sacharidovych jednotek na
monosacharidy. U produktu Bambusova vlaknina byl zaznamenan niz$i obsah redukujicich
sacharidl, avSak nebyl u néj zaznamenan tak markantni rozdil od deklarovanych hodnot, jako
napfiklad v pfipad¢ Inulinu, naméfeno bylo asi 70 % z deklarované hodnoty. U produktu Jakon
sirup byly detekované vysledky rovnéZz lehce nizsi ve srovnani s deklarovanou hodnotou.

Z hlediska dostupnosti redukujicich sacharidl, které mohou poskytovat okamzity zdroj
uhliku bez rozkladu vétsich sacharidovych jednotek, ma Jakon sirup nejlepsi pfedpoklady. Ve
spojeni s vysledky uvedenymi v kapitole 5.8, kde byl Jakon sirup shledan jako nejlepsi
prebiotikum z hlediska podpory viability probiotickych bun¢k, se produkt Jakon sirup jevi jako
idealni alternativa ¢i doplitkova slozka k doposud uzivanym prebiotikim v komer¢nich
probiotickych preparatech.

5.9.3 Charakterizace prebiotickych produkti z hlediska obsahu sacharidi metodou
HPLC

Prométenim koncentraénich tad 0,5-5 g/l byly stanoveny nasledujici rovnice regrese a reten¢ni

¢asy danych typi sacharidi, které jsou uvedeny v tabulce ¢. 38.
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Tabulka 38: Kalibracni krivky a retencni casy vybranych stanovovanych sacharidii

Stanovované sacharidy Kalibra¢ni kiivka Retencni ¢as [min]
Inulin y = 3,832 2x 8,20
Glukéza y = 6,084 0x 11,50
Manoéza y = 5,654 0x 12,20
Galaktoza y = 5,896 9x 12,25
Xyloza y = 5,720 5x 12,30
Fruktdza y = 6,210 6x 12,40

V nasledujici tabulce ¢.39 jsou uvedeny vysledky zanalyzy nehydrolyzovanych
prebiotickych produktl, obsahy jednotlivych typl sacharidii jsou uvadény v procentech.
Produkt Inulin zaznamenal nejvysSich obsah oligosacharid (fruktooligosacharidii), naopak
disacharidi a monosacharidi obsahoval jen velmi malo. Z monosacharidi se ve
vysledném chromatogramu vyskytovala glukéza a fruktéza, které byly v téméef vyrovnaném
mnozstvi s lehkou ptfevahou fruktoézy. Chia vldknina zaznamenala pomérné vysoky obsah
monosacharidii (konkrétné manoézy). Manoza byla obsazena ve vysoké mife i u produktu
Bambusova vlaknina. Ta neobsahovala jiné typy sacharidli nez monosacharidy, a to jen stopové
mnozstvi glukozy a mandzy. Jakon sirup obsahoval oligosacharidy typu fruktooligosacharid,
disacharidy neobsahoval viibec a nejvyssi obsah zaznamenal v mnoZstvi monosacharidi
(glukozy a fruktdzy). Z monosacharidi pievazovala fruktéza. Chlorella + Spirulina
zaznamenala u vSech typi sacharidit pomérné vyrovnané mnozstvi ve vSech tfech skupinéach.
Ve skupiné oligosacharidi obsahovala rizné typy tetr6z a tridz, dale nékteré disacharidy a poté
glukézu a fruktdzu.

Tabulka 39: Pomérné zastoupeni jednotlivych typii sacharidii v nehydrolyzovanych prebiotickych

produktech
Produkt Oligosacharidy | Disacharidy | Monosacharidy
Inulin 90 % 4% 6 %

Chia vlaknina 23 % 2% 75 %
Bambusova vlaknina 0% 0% 100 %
Chlorella + Spirulina 38 % 28 % 34 %

Jakon sirup 17% 0% 83 %

Nasledujici tabulka ¢.40 uvadi pomérové zastoupeni jednotlivych typt sacharidd u
hydrolyzovanych prebiotickych produktt. Co se tyka produktu Inulin, tak mizeme vidét, ze
zaznamenal velmi podstatny ndrtist poctu monosacharidl. Je to z toho divodu, ze béhem
hydrolyzy doslo k rozstépeni fruktooligosacharidi na disacharidy, ale zejména na velké
mnozstvi monosacharidi, tzn. na glukézu a fruktéozu. V zastoupeni monosacharidi vyrazné
ptevazuje fruktoza. U Chia vldkniny doslo k rozpadu slozitych struktur nerozpustné vlakniny
V nejvetsi mife na monosacharidy a dale na malé mnozZstvi disacharidi. Z monosacharidi se
vV chromatogramu vyskytovala xyloza a glukéza. U dalSiho produktu, Bambusové vldkniny,
nedoslo k zadné vyznamné zméné a obsahovala opét jen monosacharidy. Stejné jako Chia
vlaknina, obsahovala i Bambusova vlaknina monosacharid xylézu. U produktu Jakon sirup
doslo k vyraznému rozstépeni vSech oligosacharidli. VétSina oligosacharidii se rozlozila na
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glukézu a zejména fruktézu. U produktu Chlorella + Spirulina doslo ke zmén¢ vyrovnaného
zastoupeni vSech typi sacharidii. VSechny oligosacharidy se hydrolyticky rozstépily na
minoritni disacharidy a majoritni monosacharidy, jmenovité na glukézu a galaktozu.

Tabulka 40: Pomérné zastoupeni jednotlivych typii sacharidii v hydrolyzovanych probiotickych

produktech
Produkt Oligosacharidy | Disacharidy | Monosacharidy
Inulin 0% 12 % 84 %

Chia vlaknina 0% 20 % 80 %
Bambusova vlaknina 0% 0% 100 %
Chlorella + Spirulina 0% 28 % 72 %

Jakon sirup 0% 6 % 94 %

Na obrazku €. 12 je zndzornén chromatogram z analyzy hydrolyzovaného Inulinu. Prvni pik
zleva znazornuje kyselinu chlorovodikovou, ktera byla vyuzita pti hydrolyze. Dale mizeme
vidét fadu malych pikt, které odpovidaji tetr6zam, triézdm a disacharidiim, jako je naptiklad
sachar6za. Za nimi nasleduji piky monosacharidi. Mensi pik patii glukdze a vétsi fruktoze.
Pravé hlavné na fruktézu se rozstépily ptivodni fruktooligosacharidy. Pti opakovani hydrolyzy
by dochazelo k neustalému snizovani poctu fruktooligosacharidi se souvisejicim zvySovanim
mnozstvi monosacharidl, zejména fruktdzy.
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Obrazek 12: Chromatogram hydrolyzovaného inulinu

V tabulce ¢.41 jsou uvedeny vysledky stanoveni obsahu nerozpustnych slozek
v produktech. Vysledna navazka po probéhnuti hydrolyzy a po vysuSeni do konstantni
hmotnosti byla vztahovédna k plivodni navazce 0,2 g. Z vysledkil vyplyva, Ze produkt Inulin
spolecné¢ s Jakon sirupem obsahuji téméf na 100 % rozpustné slozky. Naopak nejvice
nerozpustnych sloZzek obsahuji obé€ vldkniny, nejvice konkrétné Bambusova vléknina.
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Tabulka 41: Vysledky analyzy nerozpustnych slozek v probiotickych produktech

Prebiotikum Navazka [g] %
Inulin 0,000 6 0,30
Chia vlaknina 0,139 9 69,95
Bambusova vlaknina 0,187 5 93,75
Jakon 0,000 9 0,45
Chlorella + Spirulina 0,1111 55,55

5.9.4 Stanoveni celkovych bilkovin u prebiotickych produkti metodou dle Kjeldahla
Velmi vyznamnou slozkou potravin jsou také bilkoviny, které jsou nezbytné pro spravnou
funkci lidského téla. Proto byl zjistovan jejich obsah 1 u pouzitych prebiotickych produkti.
Vyhodnoceni ziskanych vysledki po probéhnuti mineralizace a destilace bylo provedeno podle
rovnic uvedenych v kapitole 4.18. Vysledky méteni jsou uvedeny v tabulce ¢. 42, kde je uveden
jednak obsah celkového dusiku v procentech, a také obsah hrubé bilkoviny v procentech. Pod
tabulkou je uveden také ptiklad vypoctu pro prebioticky produkt Chia vlaknina, ktery
zaznamenal nejvyssi hodnotu obsahu hrubé bilkoviny.

Tabulka 42: Obsah celkového dusiku a hrubé bilkoviny u preobiotickych produktit

Prebioticky produkt | Obsah celkového dusiku [%0] Obsah hrubé bilkoviny [%]
Inulin 0,00 0,00
Chia vlaknina 2,09 11,95
Bambusova vlaknina 0,02 0,13
Chlorella + Spirulina 1,96 11,17
Jakon sirup 0,58 3,28

Ptiklad vypoctu pro prebioticky produkt Chia vldknina:
Obsah celkového N:

elk _ CNaOH'VNaOH)_M
N

. . ¢
2 CH,s0, VHZSO4 ( >

2-(0,0520 - 0,025 — 222002

14,01

=10-
Myqvazka 1,0007

=0,0209 = 2,09%

WN=10

Obsah hrubé¢ bilkoviny v prebiotickém produktu Chia vlaknina:
HB = wy 5,7 =0,0209-5,7 = 0,1195 = 11,95%

Z tabulky ¢. 42 vyplyva, Ze nejvyssi obsah bilkovin zaznamenal produkt Chia vlaknina.
Pomérmné vysoky obsah bilkovin byl zaznamenan také u produktu Chlorella + Spirulina.
Naopak nejmensi obsah bilkovin byl zaznamenan u produktu Inulin, kde byl potvrzen nulovy
obsah bilkovin deklarovany vyrobcem.

5.9.5 Stanoveni obsahu mastnych kyselin u prebiotickych produkti pomoci plynové
chromatografie

Celkové lipidické latky byly z vybranych prebiotickych produkti extrahovany metodou dle

Folche, ktera je popsana v kapitole 4.19. Obecné¢ se da fici, Ze u vSech prebiotickych pripravka

byl potvrzen deklarovany obsah tukt. Lipidické latky byly dale podrobeny analyze plynovou

59



chromatografii z hlediska obsahu mastnych kyselin. Postup upravy vzorkd pro plynovou
chromatografii je popsan v kapitole 4.20.

V tabulce €. 43 jsou uvedeny celkové obsahy mastnych kyselin v jednotkach mg/g véetné
smérodatnych odchylek pro vSechny tfi typy produktd, které byly pro analyzu vybrany. Chia
vladknina, Bambusova vlaknina a Chlorella + Spirulina byly vybrany proto, ze u nich vyrobce
deklaruje obsah tukii. U produktd Inulin a Jakon sirup byl potvrzen vyrobcem deklarovany
nulovy obsah tuk.

Tabulka 43: Celkovy obsah mastnych kyselin u vybranych prebiotickych produkti

Chia vlaknina | Bambusova vlaknina | Chlorella + Spirulina
Celkovy obsah
mastnych Kyselin 2,340 + 0,070 0,510 + 0,020 0,029 + 0,001
[mg/g]

Z tabulky ¢.43 vyplyva, ze nejvyssi hodnotu celkového obsahu mastnych kyselin
stanovenych plynovou chromatografii zaznamenal produkt Chia vldknina a to hodnotu
2,340 + 0,070 mg/g. Nejnizs§i hodnotu pak zaznamenal produkt Chlorella + Spirulina
s hodnotou 0,029 + 0,001 mg/g.

V tabulce ¢.44 jsou uvedeny jednotlivé druhy mastnych kyselin s danymi obsahy
Vv jednotkdch mg/g u jednotlivych testovanych prebiotickych produktt, které byly pomoci
metody plynové chromatografie stanoveny.
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Tabulka 44: Obsah jednotlivych typii mastnych kyselin u vybranych typu prebiotickych produktii

B . Chia vlaknina Bambusova vlaknina | Chlorella + Spirulina
Mastna kyselina
[ma/g] [ma/g] [ma/g]
Kyselina kaprylova
y (C8_21;ry ova ND ND 3,00:10%0,10-10%
Kyselina undecenova
(c11) ND ND 1,00-10°+ 0,03-10°3
Kyselina tridecenova
(C13:0) ND ND 6,00-104+0,20-10*
Kyselina myristova
Y (C14-g y ND ND 3,00-10% 0,10-10
Kyseli istolejova
YR IYTISIORIOVE 1 440107+ 0,10-10° ND ND
(C14:1)
Kyselina
pentadecenova ND ND 5,00-:10*+ 0,20-10*
(C15:0)
Kyselina palmitova
(C16:0) 0,17+ 0,01 2,8:102+0,1-107? 1,50-102+ 0,04-1072
Kyselina
palmitoolejova 6,20-103+0,20-10°° ND 8,00-10“=+ 0,20-10*
(C16:1)
Kyselina stearova ) ) 5 s 5
(C18:0) 6,90-102+ 0,20-10° 1,10-10°+ 0,03-10° 3,80-10°3+0,10-10°
Kyselina olejova ) 2 4 4
(C18:1) 0,20+ 0,01 3,60-102+ 0,10-10° 4,00-10“4+ 0,10-10"
Kyselina linolova
(C18:2) 0,56 £0,02 1,60-10+ 0,10-107? 9,10-10°+ 0,30-10°°
Kyselina a-linolova
1,32 +0,04 3,3-103%+0,1-10° 2,9-10%+0,1-10°®
(C18:3n3)
Kyselina y-linolova
y v ND ND 1,5-10%+0,1-10
C(18:3n6)
Kyselina arachidonova
9,70-103+ 0,30-10° 5,50-103+ 0,20-10° ND
(C20:0)
Gondoova kyselina
4,80-10°+ 0,10-10°® 3,90-10°%+0,10-10° ND
(C20:1)

Poznamka: ND - nedetekovano

Z tabulky €. 44 je patrné, ze vybrané prebiotické produkty obsahuji celou fadu mastnych
kyselin. Z vyzivového hlediska je zajimavy hlavné produkt Chia vlaknina, ktery obsahuje
omega 3 a 6 mastné kyseliny pomérné ve velkém mnozstvi. Proto by v komplexnich
preparatech s probiotiky mohla Chia vlaknina slouzit jako vyznamny zdroj téchto kyselin pro
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détskou vyzivu. Takovyto produkt by mohl naptiklad castecné nahradit mezi détskymi
spotiebiteli malo oblibeny rybi tuk. Chia vlaknina navic zaznamenala vyborné vysledky pii
zvySeni odolnosti lyofilizovanych probiotickych bun€k proti travicim $tavam a pfi podpote
viability téchto bunék, jak vyplyva z kapitoly 5.8. Proto se Chia vlaknina nabizi jako vhodné
vyuzitelné prebiotikum pii aplikaci v probiotickém produktu pro déti.

5.9.6 Stanoveni celkovych polyfenolii

Podle pracovniho postupu uvedeného v kapitole 4.16 byla stanovena kalibra¢ni kiivka kyseliny
gallové. Rovnice regrese ma tvar y = 1,665 3x. Déle bylo provedeno stanoveni polyfenold pro
dané prebiotické produkty. U kazdého byla absorbance zméfena tiikrat a vysledna hodnota byla
prumérem téchto tfi hodnot. Pomoci rovnice regrese byl vypocitan obsah polyfenolii v kazdém
prebiotiku i se smérodatnou odchylkou. Ziskané hodnoty pro prebiotické produkty v jednotkach
polyfenolti v mg/g jsou uvedeny v tabulce ¢. 45.

Tabulka 45: Obsah polyfenolii u jednotlivych prebiotickych produktii

Produkty Naméiené hodnoty [mg/g]
Inulin 5,61+0,91
Chia vlaknina 6,56 + 0,33
Bambusova vlaknina 461 +0,21
Chlorella + Spirulina 8,57+0,12
Jakon sirup 3,34 + 0,27

U vybranych typl prebiotik nebyl ocekdvan vysoky obsah polyfenoli a z vysledkl
uvedenych v tabulce €. 45 rovnéz vyplyva, ze celkové polyfenoly jsou v produktech zastoupeny
pomérné v malém mnozstvi. Nejvyssi obsah polyfenold v jednotkach mg/g zaznamenal produkt
Chlorella + Spirulina. Nejmensi obsah polyfenoli naopak obsahoval produkt Bambusova
vldknina. Jelikoz na obalech vyrobki nejsou deklarované hodnoty obsahu polyfenolti, nemohlo
byt provedeno porovnani s deklarovanou hodnotou. Vzorky byly zméteny piedev§im z toho
ditvodu, ze slouceniny, které patii do skupiny polyfenolli, mohou vykazovat antimikrobialni
ucinek a mohly by tedy negativné plsobit na probiotické bakterie. Nicméné diky vysokému
obsahu sacharidli se u vétSiny prebiotik pii dalSich dil¢ich analyzach prokazalo, ze vybrané
prebiotické produkty podporuji riist bakterii a polyfenolické latky obsazené v prebioticich
V minimalnim mnoZstvi zddnym vyraznym zptisobem neinhibuji jejich rist.

5.9.7 Fotometrické stanoveni chlorofyli u prebiotického produktu
Chlorella + Spirulina

U prebiotického produktu Chlorella + Spirulina, ktery se sklada ze zelenych fas, bylo stanoveno
také mnozstvi chlorofyld typu A, B i mnozstvi celkového chlorofylu. Vysledky jsou uvedeny
Vv tabulce €. 46 v jednotkéch mg/g.

Tabulka 46: Obsah chlorofylu v prebiotickém produktu Chlorella + Spirulina

. e Chlorofyl A Chlorofyl B Chlorofyl A+B
Prebioticky produkt
P [mg/g] [ma/g] [mg/g]
Chlorella + Spirulina 0,165 + 0,003 0,271 + 0,004 0,460 + 0,070
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Z tabulky ¢.46 vyplyva, ze produkt Chlorella + Spirulina zaznamenal vy$si obsah
chlorofylu B, a to konkrétné¢ hodnotu 0,271 + 0,004 mg/g. Celkovy obsah chlorofylu byl
stanoven na 0,460 = 0,070 mg/g. Chlorofyl slouzi pro lidsky organismus jako antioxidant, proto
je Chlorella + Spirulina dal$i zajimavou variantou mozné pouzitého prebiotika. Navic jak
vyplyva z vysledku v kapitole 5.8, tento produkt zaznamenal nejlepsi vysledky pii zvySeni
viability a odolnosti enkapsulovanych probiotickych bun¢k ve formé alginatovych castic proti
travicim Stavam a vyborné také podpofil viabilitu bun¢k v komerénich probiotickych
produktech pro déti, jak vyplyva z kapitoly 5.4.1.

5.10 Navrh vlastniho probiotického produktu

Jednim z cilii predlozené diplomové prace bylo navrzeni unikéatniho probiotického produktu
pro déti s lepSimi vlastnostmi, nez jaké maji dostupné komercni preparaty. V experimentalni
¢asti prace bylo zjisténo, Ze nejlepsi formou pro uchovani probiotickych bunék je jejich
lyofilizovana forma. Na$ preparat by byl navic obohacen o specifické prebiotikum. Po
provedeni optimalizace se hned nékolik prebiotik jevi jako zajimava varianta K nahrazeni
prebiotika inulinu, ktery je v komer¢nich probiotickych preparatech hojné vyuzivan. Produkt
Chia vlaknina by mohl pfinést benefit ve vysokém obsahu oligosacharidii a také v obsahu
omega 3 a 6 mastnych kyselin. Avsak z toho divodu, Ze se jedna 0 nerozpustnou vlakninu, by
tento produkt nemohl byt vyuzit pro nejmensi déti, protoze jak vyplyva z kapitoly 2.2.4.1,
nerozpustnou vlakninu se nedoporucuje zafazovat do jidelnicku détem mlad$im 4 mésici.
Pravé vysoky podil nerozpustné vlakniny u Chia vlakniny byl stanoven v kapitole 5.9.3.
Produkt Chlorella + Spirulina je naopak zajimavy obsahem chlorofylu, ktery ma pozitivni
ucinky na lidsky organismus jako antioxidant. Dalsi velmi vhodnou variantou by mohl byt
Jakon sirup, ktery zaznamenal zajimavé vysledky z obecného vyZzivového hlediska a také se
nejlépe osveédcCil pii podpote viability probiotickych bunék. Po shrnuti dosazenych vysledki
byly navrhnuty dvé moZné formy unikatniho probiotického produktu pro déti.

Prvni navrhovanou formou je produkt, ktery by mohl slouzit naptiklad jako ochucovadlo
détskych kasi. Tento pfipravek ve formé& lyofilizovanych alginatovych ¢&astic
s enkapsulovanymi probiotickymi bunikami S pfidavkem Chia vladkniny by slouZzil pro starsi
déti. Mohl by byt obohacen také o nékterou z ovocnych slozek pro lepsi chut’. V tivahu pfichazi
napiiklad acerola neboli tropickd tfeSen, ktera byla charakterizovana v bakaldiské praci
kolegyné Lucie Dzurické a vykazovala velmi zajimavé vysledky. Acerola vykazuje piedevsim
vysoky obsah vitaminu C, ktery by pfirozen¢ podporoval imunitu déti. Jeji nevyhodou je vSak
kyseld chut’, ktera by musela byt vyrovnana ptidavkem nékterého z ptirozenych ¢i umélych
sladidel.

Druhou navrhovanou formou jsou probiotické bunky s ptfidavkem prebiotika ve formeé
gumovych medvidkl. Je to forma, ktera mtize byt velmi atraktivni pro détské spotiebitele,
jelikoZ jim pfipomina bonbony.

Probiotické buiiky jsou zde uvazovany ve form¢ alginatovych ¢astic v lyofilizované formé
a jako nejvhodnéjsi forma pridaného prebiotika dle dosazenych vysledki se jevi produkt Jakon
sirup. Tato varianta s prebiotickym produktem Jakon sirup byla navic vyborné hodnocena
zkuSenymi hodnotiteli v senzorické analyze, ktera byla zrealizovana v ramci bakalaiské prace
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kolegyn& Veroniky Smidové. Na obrazku &. 13 jsou zobrazeny vytvorené finalni produkty ve
form¢ gumovych medvidki.

YA W N
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Obrdzek 13: Navrh viastniho probiotického produktu pro déti ve formé gumovych medvidkii

Celkové shrnuti slozeni obou navrZzenych probiotickych preparati pro déti je uvedeno
v tabulce ¢. 47.
Tabulka 47: Shrauti sloZeni navrhovanych probiotickych produktii pro deéti

Probioticky produkt ve formé prasku Gumovi medvidci
Lyofilizované algindtové castice s Lyofilizované algindtové astice s
enkapsulovanymi probiotickymi bunikami enkapsulovanymi probiotickymi bunikami

Chia vlaknina nebo Chlorella + Spirulina Jakon sirup
Acerola Alginat, agar
Sachardza ¢i jiné sladidlo Pfirodni aroma
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6 ZAVER

Ptedlozena diplomova prace byla zamétena na navrzeni vhodného produktu pro détskou vyzivu
s obsahem probiotickych bakterii a jejich specifickych substratii, tzv. prebiotik. Jako
probiotické bakterie byly vybrany bakterie Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium breve.
Jako prebiotika pak byly testovany Inulin, Chia vlaknina, Bambsuova vlaknina,
Chlorella + Spirulina a Jakon sirup.

Po provedeni screeningu na trhu dostupnych dopliki stravy pro détskou vyzivu s obsahem
probiotickych bakterii byly vybrany produkty APO-LAKTIK kapky, APO-LATIK Zelatinové
pastilky, Bipron JUNIOR sac¢ky a ProbioMaxik tablety. U vybranych produkti bylo potvrzeno
deklarované mnozstvi zivotaschopnych bakterii, které bylo ve vSech ptipadech jesté vyssi nez
deklarované hodnota. Vybrané komer¢ni produkty s a bez piidavku riznych typt prebiotik byly
dale podrobeny modelovému trdveni. Zde se jako nejlepSi prebiotikum jevila
Chlorella + Spirulina, ktera nejlépe podpofila viabilitu bunék pti prichodu travicim traktem.

Modelové traveni bylo provedeno také u Cerstvé kultivovanych probiotickych bunék, u
lyofilizovanych  probiotickych bunék a wu lyofilizovanych algindtovych  éstic
s enkapsulovanymi probiotickymi buitkami. Vzdy ve srovnani S a bez ptidavku riznych typa
prebiotik. Zminéné alginatové CcCastice s enkapsulovanymi probiotickymi bunkami byly
pfipraveny pomoci trysky o priméru 300 um na enkapsulatoru. Z dosazenych vysledki
u traveni riznych forem probiotickych bun¢k se jako nejvhodnéjsi jevilo prebiotikum Jakon
sirup, které zaznamenalo vyraznou podporu odolnosti probiotickych bunék proti travicim
Stavam.

V dalsi ¢asti prace byla charakterizovana vybrana prebiotika z hlediska riznych obsahovych
slozek. Prebiotika byla charakterizovana z hlediska obsahu redukujicich a celkovych
rozpustnych sacharidti, kdy v obou ptipadech zaznamenal nejvyssi hodnoty produkt Jakon
sirup. Obsah celkovych rozpustnych sacharidi byl u né& stanoven na hodnotu
63,240 + 0,060 g/100 g a redukujicich sacharidi na hodnotu 23,260 +0,014 g/100 g.

Z hlediska obsahu sacharidii byla vybrana prebiotika také charakterizovana pomoci metody
kapalinové chromatografie, a to jak v nehydrolyzované, tak v hydrolyzované formé. Sledovan
byl pfedevsim obsah fruktooligosacharidi, které patii k nejvhodnéj$im substratim pro rist
probiotickych bakterii. Jejich obsah byl zjistén u produktd Inulin a Jakon sirup. Dalsi
oligosacharidy se vyskytovaly u prebiotik Chia vlaknina a Chlorella + Spirulina.

Z hlediska vyzivy déti velmi zalezi na podilu rozpustné a nerozpustné vlakniny v prebiotiku.
Zde se tedy jako nevhodngjsi prebiotikum jevi Jakon sirup, ktery obsahuje pouze 0,45 %
nerozpustné vlakniny. Naopak pomérné velké mnozstvi nerozpustné vldkniny, a to 69,95 %,
obsahuje Chia vlaknina, ktera tak mize byt pro mensi déti huife stravitelna. Chia vlaknina vSak
zaznamenala velmi dobré vysledky z hlediska obsahu bilkovin a lipidi. Chia vlaknina
obsahovala nejvyssi mnozstvi bilkovin ze vSech prebiotik, a to 12 % hrubé bilkoviny.
Obsahovala také omega 3 a 6 mastné kyseliny.

V neposledni fadé byl u prebiotickych produktt stanoven obsah polyfenolt a chlorofylu, kde
nejvyssi koncentrace obsahoval produkt Chlorella + Spirulina, ptesnéji 0,460 = 0,070 mg/g
chlorofylu a 8,57 + 0,12 mg/g polyfenold.

Po shrnuti ziskanych vysledki se jako nejlepsi varianta pro uchovani probiotickych bakterii
jevi alginatové Castice s enkapsulovanymi probiotickymi buitkami v lyofilizované formé a jako
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prebiotika se pfi této aplikaci nejlépe osveédcily produkty Chia vlaknina, Chlorella + Spirulina
a Jakon sirup. Navrh finalniho produktu zahrnuje dvé varianty. Prvni varianta zvazuje sypky
prasek s obsahem lyofilizovanych probiotickych bunék a prebiotika Chia vldkniny ¢i
Chlorelly + Spiruliny. Druha varianta pracuje s ptredstavou produktu ve formé¢ gumovych
medvidku s lyofilizovanymi alginatovymi casticemi s obsahem probiotickych bun¢k. Jako
prebiotikum se zde nejlépe jevi produkt Jakon sirup. Tato varianta by mohla byt pro détské
spotiebitele atraktivnéjsi z hlediska vzhledu a mohla by jim pfinést zdravéjsi alternativu
k détskym pochutinam podobného typu.
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8 SEZNAM ZKRATEK

Pouzité jednotky
g - gram

mg — miligram

pg — mikrogram

I —litr

ml — mililitr

mm — milimetr

um — mikrometr

nm — nanometr

°C — stupné Celsia

kJ — kilojouly

kcal — kilokalorie
CFU — colony forming units, kolonie tvofici jednotky
evts — events, udalosti

Zkratky

CaClz — chlorid vapenaty

NaOH — hydroxid sodny

H2SO4 — kyselina sirova

HCI — kyselina chlorovodikova

Na,COs — uhli¢itan sodny

H20 — voda

NaHCO3 — hydrogenuhli¢itan sodny

HPLC — high-performance liquid chromatography, vysokou¢inna kapalinova chromatografie
GC — gas chromatography, plynova chromatografie

FAO — Food and Agriculture Organization, Organizace pro vyzivu a zemedélstvi
WHO — World Health Organisation, Svétova zdravotnicka organizace

SCFA — Short Chain Fatty Acid, mastné kyseliny s kratkym fetézcem

CR — Ceska republika

S — Svycarsko

SRN — Spolkovéa republika Némecko

USA — Spojené staty americké

VB — Velka Britanie

SGP — Singapur

IND — Indie
P — Peru
F — Francie

S — Svycarsko

Ca— chlorofyl A

Cb — chlorofyl B
ND — nedetekovano
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