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ABSTRAKT

Predlozend bakalafskd prace se zaméfuje na vyvoj inovativniho potravinového doplitku
s obsahem enkapsulovanych probiotik a extrakti z péti bézné dostupnych druhl zeleniny —
cervené fepy, Spenatu, fapikatého celeru, mrkve a cukety — s prebiotickym potencidlem. Cilem
bylo navrhnout a optimalizovat technologicky postup vyroby synbiotického piipravku, ktery
zajisti synergicky uc¢inek probiotickych mikroorganismi a rostlinnymi bioaktivnimi latkami.
Teoreticka Cast se veénuje nejen charakteristice probiotik, prebiotik a synbiotik, ale také
chemickému slozeni vybranych zastupct zeleniny jako potencialnich zdroji prebiotik
a moznostem zvySeni stability findlniho produktu, napiiklad enkapsulaci do alginatovych
castic. V experimentalni Casti byly pouzity probiotické kmeny rodt Lactobacillus
a Bifidobacterium. Chemické slozeni zeleninovych extrakti bylo analyzovano
spektrofotometrickymi metodami pro stanoveni antioxida¢ni kapacity, celkovych fenolickych
latek, chlorofyl, karotenoidi a cukri, a déle kapalinovou chromatografii (HPLC)
pro stanoveni obsahu vitaminu C a kyseliny mlé¢né. Produkce kyseliny mlééné byla souc¢asné
posuzovana jako klicovy ukazatel antimikrobialni aktivity, kterd by mohla pfispét ke zvySeni
trvanlivosti vysledného produktu. Dale byla navrzena metoda enkapsulace pomoci alginatu,
kterd byla optimalizovana s cilem zvysit stabilitu a Zivotaschopnost probiotik béhem skladovani
i traveni. Vysledky ukdzaly, ze vybrané zeleninové extrakty vykazuji prebiotické vlastnosti.
Vyvinuty synbioticky doplné€k stravy tak ptedstavuje inovativni funkéni potravinu s vysokym
aplika¢nim potencidlem v oblasti podpory zdravé sttevni mikrobioty a celkové imunity. Prace
ptispiva k rozvoji modernich synbiotickych formulaci a ukazuje moznosti jejich vyuziti
v potravinatském primyslu 1 v oblasti individualni zdravotni prevence.

KLICOVA SLOVA

Probiotika, prebiotika, synbiotika, enkapsulace, zeleninové extrakty, kyselina mlécna,
antimikrobidlni aktivita, rod Lactobacillus, rod Bifidobacterium



ABSTRACT

This bachelor’s thesis focuses on the development of an innovative dietary supplement
containing encapsulated probiotics and extracts from five commonly available vegetables —
beetroot, spinach, celery stalks, carrots, and zucchini — with prebiotic potential. The aim was
to design and optimize a technological process for producing a synbiotic formulation that
ensures a synergistic effect between probiotic microorganisms and plant-derived bioactive
compounds. The theoretical part addresses not only the characteristics of probiotics, prebiotics,
and synbiotics but also the chemical composition of selected vegetable representatives
as potential prebiotic sources and strategies to enhance the stability of the final product, such
as encapsulation into alginate particles. In the experimental part, probiotic strains from
the genera Lactobacillus and Bifidobacterium were used. The chemical composition
of the vegetable extracts was analyzed using spectrophotometric methods to determine
antioxidant capacity, total phenolic content, chlorophylls, carotenoids, and sugars, as well
as high-performance liquid chromatography (HPLC) to determine vitamin C and lactic acid
content. Lactic acid production was also evaluated as a key indicator of antimicrobial activity,
which could contribute to extending the shelf life of the final product. Furthermore, an alginate-
based encapsulation method was proposed and optimized to enhance the stability and viability
of the probiotics during storage and digestion. The results showed that the selected vegetable
extracts exhibit prebiotic properties. The developed synbiotic dietary supplement thus
represents an innovative functional food with high application potential for supporting gut
microbiota health and overall immunity. The thesis contributes to the advancement of modern
synbiotic formulations and demonstrates their potential use in the food industry as well
as in personalized health prevention.

KEYWORDS

Probiotics, prebiotics, synbiotics, encapsulation, vegetable extracts, lactic acid, antimicrobial
activity, genus Lactobacillus, genus Bifidobacterium
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1 UVOD

V poslednich desetiletich se stale vice ukazuje, Ze zdravi ¢lovéka je tizce propojeno se stavem
sttevni mikrobioty, kterd vyznamné¢ ovliviiuje nejen travici procesy, ale i imunitni odpovéd’,
metabolismus a celkovou psychickou pohodu. Rovnovaha mikrobidlniho osidleni traviciho
traktu je proto klicovd pro udrzeni homeostazy organismu. V této souvislosti roste zajem
o probiotika — Zivé mikroorganismy, které pfi podani v adekvatnim mnoZzstvi pfinaseji svému
hostiteli zdravotni benefity [1]. Probiotika se stala pfedmétem intenzivniho védeckého
vyzkumu 1 komerc¢niho vyuziti, a to jak ve formé& fermentovanych potravin, tak jako soucast
modernich dopliki stravy.

Utinnost probiotik vsak zavisi na jejich schopnosti piezit nep¥iznivé podminky b&hem
vyroby, skladovani a zejména pii prachodu travicim traktem. Jednim z osvédcenych zptsobt,
jak tuto zivotaschopnost zvysit, je jejich enkapsulace, tedy uzavieni mikroorganismu
do ochranné matrice, kterd zajist'uje jejich stabilitu az do mista G¢inku. Kromé samotné ochrany
muze byt uc¢innost probiotik dale podpotfena kombinaci s prebiotiky, coZ jsou nestravitelné
latky, které selektivné podporuji rust a aktivitu prospéSnych bakterii. Takova kombinace
probiotik a prebiotik se oznacuje jako synbiotikum a miize mit synergické ucinky [2].

Zejména zelenina predstavuje vhodny zdroj bioaktivnich latek s prebiotickym potencialem.
Obsahuje vlakninu, vitaminy, mineralni latky a antioxidanty, které mohou pozitivn¢ ovliviiovat
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ptistupem je tedy vyvoj funk¢éniho potravinového doplitku, ktery spojuje probiotické kultury se
zeleninovou slozkou a vyuzivd enkapsula¢ni technologie k dosazeni co nejvyssi stability
a uc¢innosti.

Tato bakalafska prace se zaméfuje na vyvoj a optimalizaci potravinového dopliiku
s obsahem enkapsulovanych probiotickych mikroorganismii a zeleninovych slozek
s prebiotickym ucinkem. V teoretické ¢asti je zpracovana literarni reSerSe tykajici se probiotik,
prebiotik, synbiotik a metod enkapsulace. Praktickd ¢ast se vénuje vybéru vhodnych
bakteridlnich kment, pfipravé a charakterizaci zeleninovych extraktli, jejich vlivu na rist
probiotickych kultur a ovéfeni efektivity enkapsulacnich technik. Vysledky této prace mohou
pfispét k rozsifeni znalosti v oblasti vyvoje funk¢nich potravin a nabidnout nové mozZnosti

podpory stfevniho zdravi a celkové imunity konzumentt.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Probiotika

Probiotika jsou podle definice FAO/WHO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations and World Health Organization) zivé mikroorganismy, které pii podavani
v pfiméfeném mnozstvi ptiznivé ovliviiuji zdravi hostitele. Samotny termin probiotikum je
odvozen z teckych slov ,pro* a ,,bios“, tedy ,pro zivot“ a poprvé byl pouzit v 60. letech
20. stoleti [1].

Probiotika se nachdzeji v riznych potravinach, nejcastéji v mléénych vyrobcich, ale jsou
k dispozici také jako dopliky stravy nebo potravinové dopliky [4]. V téle tedy pfirozené
osidluji travici soustavu a dochdazi tak k pfiznivému ovlivnéni zdravi konzumenta zlepSenim
rovnovahy jeho stfevni mikroflory, protoze podporuji selektivné rist nebo aktivitu jednoho
druhu bakterii nebo omezeného mnozstvi stfevnich bakterii. Forma, ve které je probiotikum
aplikovéno do traviciho ustroji, by méla obsahovat dostate¢né mnozstvi zivotaschopnych
bakterii, které maji schopnost piezivat v trdvicim ustroji a které jsou metabolicky aktivni [5].

Aby se mohly bakterie zaradit mezi probiotika, musi spliovat nékolik pozadavki.
Bakterialni kmeny musi mit prokazatelné pozitivni vliv na zdravi hostitele a musi byt zdravotné
nezavadné, nesmi byt toxické ani patogenni. Musi byt odolné k plisobeni kyselosti Zalude¢ni
stavy a zIuci a jsou aplikované v zivém stavu [5].

Nejcastéjsi zastupce probiotik nalezneme ve tfech rodech, a to mezi rody Lactobacillus,
Bifidobacterium a Streptococcus. Zastupci z rodu Lactobacillus byli prvni skupinou bakterii,
ktera byla definovana jako probiotika. Pozdé¢ji byli mezi probiotika zatazeni také zastupci
zrodu Bifidobacterium, Streptococcus a dalsi. V kazdém rodu jsou pak dale specifikovany
rizné kmeny bakterii s probiotickymi vlastnostmi, naptiklad u laktobacilil je to Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus brevis nebo Lactobacillus fermentum.
U bifidobakterii jde o Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
infantis a podobné. Uvedené kmeny probiotickych bakterii se navic vzajemné posiluji.
Napftiklad po podani bakterii rodu Lactobacillus dochazi v travicim traktu ke zvySeni poctu
nejen téchto bakterii, ale bakterii ve skupiné Streptococcus. Kromé vyse uvedenych bakterii
patii mezi probiotika i jiné mikroorganismy. Jsou to naptiklad kvasinkové mikroorganismy jako
Saccharomyces boulardii nebo plisné (Aspergillus oryzae). Piehled nejcastéji probioticky
vyuzivanych kment mikroorganismil je uveden v tabulce (
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Tabulka 1)[6].
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Tabulka 1: Prehled nejcastéji vyuzivanych probiotickych kmenu mikroorganismu [7]

Lactobacillus Bifidobacterium Jiné bakterie Jiné typy
mlééného kvaSeni mikroorganismii
L. acidophilus B. adolescentis Entrococcus faecium | Escherichia coli
kmen Nissele
L. casei B. animalis Lactococcus lastis Sascharomyces
cerevisiae
L. crispatus B. bifidum Leuconostoc Sacharomyces
mesenteroides boulardii
L. curvatus B. breve Pediococcus
acidilactici
L. delbrueckii B. infantis Streptococcus
thermophilis
L. farciminis B. lactis Streptococcus
diacetylactis
L. fermentum B. longum Streptococcus
intermedius
L. gasseri B. thermophilium
L. johnsonii
L. paracasei
L. planarum
L. reuteri
L. rhamnosus

2.1.1 Historie probiotik a jejich definice

Vize prospéSnych mikroorganismil v lidském téle se poprvé objevila v roce 1908 diky praci
L. I. Mecnikova, ruského drzitele Nobelovy ceny za fyziologii, ktery piinesl novy pohled
na imunomodulacéni funkci bakterii v travicim traktu. Jeho objevy naznacily, Ze sloZeni stievni
mikrobioty je ovlivnéno stravou, coz vedlo k mySlence, Ze Gpravou stravovaciho rezimu lze
zlepsit stav traviciho systému. Paralelné s Mecnikovem pozoroval francouzsky pediatr Henry
Tissier, Ze déti trpici prijmem maji nedostateCny pocet bifidobakterii ve stolici ve srovnani
s témi zdravymi. Tissier tedy navrhl podavat témto détem bifidobakterie, coz podpotilo obnovu
mikroflory stfeva [8].

Tyto prace byly prvnimi védeckymi pokusy o vyuziti probiotickych bakterii, ackoliv termin
"probiotika" jesté nebyl zndm. Termin byl formalné definovan v roce 1965 Lillym a Stilwellem
jako faktory produkovany mikroorganismy, které maji ptiznivy G¢inek na celkovy rist zvitat
a zaroven na rist nékterych dalSich mikroorganismi. Parker v roce 1974 poprvé pouZil termin
"probiotika" pro organizmy pozitivné pfispivajici ke stfevni mikrobialni rovnovaze hostitele.
Fuller v roce 1989 konkrétnéji definoval probiotika jako Zivé mikrobialni dopliiky stravy, které
pfiznivé ovliviiuji rovnovdhu stfevni mikrobioty [9]. Tato definice byla dale rozvinuta
Havenaarem a Huisem in 't Veldem v roce 1992. Guarner a Schaafsma v roce 1998 upftesnili,
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ze probiotika jsou zivé mikroorganismy, které pozitivné ovliviiuji zdravotni stav hostitele
pii spravném davkovani. Od t€ doby vzrostl zajem o probiotika a jejich potencialni vyuziti.
Hlavni definici probiotik je ta, kterou ptedstavila FAO/WHO v roce 2001, pfestoze se vyskytuji
1 jiné formulace. Dtlezité je, Zze podle soucasné definice jsou probiotika pouze zivé
mikroorganismy, nikoliv mrtvé [8, 10].

2.1.2 Ut&inek probiotik

Probiotika, ktera maji Siroké spektrum ucinkii, se vyznacuji riznymi mechanismy pusobeni.
Dilezita je produkce latek, jako jsou organické kyseliny a peroxid vodiku, které inhibuji rist
grampozitivnich 1 gramnegativnich bakterii a snizuji produkci toxint.. Napiiklad bakterie
mlécného kvaseni kment Bifidobacterium a Lactobacillus jsou diilezitd pro prevenci invaze
enteropatogent. Zminéné bakterie produkuji kyselinu mlé€nou, kterd pomdha odstranovat
Skodlivé patogeny, a dale adheruji na stfevni epitel, coz blokuje adhezni mista pro patogenni
bakterie a zlepSuje bariérovou funkci epitelialni vystelky [11].

Probiotika jsou rovnéz charakteristicka produkci aminokyselin s kratkym fetézcem, mezi
které patii napiiklad kyselina y-aminomaselnd (tzv. GABA). Ta v organismu slouzi jako
neurotransmiter. N&ktera probiotika obsahuji také geny kodujici proteiny zodpovédné
za nékteré biochemické cesty, kterych lidsky organismus sam o sobé neni schopny. Jde
napiiklad o rozklad komplexniho zdroje uhliku. Nékteré kmeny produkuji butyrat jako
vysledek jejich fermenta¢niho metabolismu. Pravé butyrat je kliCovou molekulou k zajisténi
sttevni homeostazy [12].

Pozitivni u¢inky probiotickych organismt v mikrobialnim ekosystému jsou také spojeny
s jejich schopnosti aktivovat urcité geny v bunikach, coz ptiznivé ovliviiuje Siroké spektrum
sttevnich funkci. Tento vliv je obvykle doCasny a projevuje se zejména béhem piijimani potravy
obsahujici probiotika. Soucasné vyzkumy se zamétuji na zdravotni piinosy, jako je obrana
proti infekcim, a dokonce ochrana pted vznikem rakoviny. Probiotické bakterie totiZ snizuji pH
ve stievech, coZ ma za nasledek sniZzenou aktivitu enzymil spojenych s vyvojem rakoviny
tlustého stfeva, a také potlacuji aktivitu prokarcinogennich enzymua [13].

Dosahnout potiebné koncentrace probiotickych bakterii ve stfevech vyZaduje, aby mnoZzstvi
bakterii v konzumovanych potravindch nebo dopliicich stravy bylo optimalni. DileZité je, aby
tyto bakterie byly odolné vii¢i plisobeni Zalude¢ni kyseliny a nésledné ZluCovych kyselin
a pankreatickych §tav [13]. Probiotika obvykle nekolonizuji gastrointestindlni trakt trvale,
proto je tfeba jejich pravidelné uzivani k doplnéni mikroorganismli vylucovanych stolici
a k udrzeni trvalého exogenniho probiotického ucinku. Doporucuje se minimalni populace
probiotik v rozmezi 10® az 10° kolonie tvoficich jednotek (CFU) na porci [14].

Probiotika jsou Casto soucasti funkénich potravin a nachédzi se predev§im v mlécnych
vyrobcich. Jejich ucinek se vyrazné zvySuje po enkapsulaci, protoze to umoznuje pozvolné
uvoliiovani bun€k v potraving, chrani probiotika pied nepfiznivymi vlivy prostfedi béhem
zpracovani a skladovani potravin [15].
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2.1.3 Vyznam probiotik

Probiotika hraji klicovou roli v podpote zdravi ¢loveéka diky svému pozitivnimu vlivu na stievni
mikrobiom a celkovou funkénost travicitho systému. Jako zivé mikroorganismy, které
pii optimalnim mnozstvi piinaseji hostiteli zdravotni benefity, jsou pfedmétem intenzivniho
vyzkumu v oblastech prevence i 1éCby onemocnéni, jako jsou gastrointestindlni poruchy,
metabolické syndromy nebo imunologické dysbalance [16].

2.1.3.1 Virové prijmové onemocnéni

Rotavirus, virové prijmové onemocnéni, je Castym onemocnénim traviciho traktu, které se
vyskytuje zejména u batolat a malych déti. Toto nebezpe¢né onemocnéni postihuje epitelialni
buitkky tenkého stfeva a patii mezi hlavni pfi¢iny akutni gastroenteritidy u déti, zejména
v rozvojovych zemich, kde pfedstavuje vyznamnou pfic¢inu détské morbidity a mortality [12].

Probiotika se v poslednich letech ukazala jako slibnd podpiirna terapie pti 1é¢bé rotavirovych

infekci diky svym imunomodulaénim a protizdnétlivym vlastnostem. Tyto mikroorganismy
nejen snizuji zdvaznost pribéhu onemocnéni, ale také zkracuji jeho trvani [17].
Mechanismus uc¢inku probiotik pti 1é€b¢ rotavirti spociva predevsim v kompetitivni inhibici
patogeni, podpote bariérové funkce stievniho epitelu a stimulaci imunitni odpovédi hostitele.
Kromé¢ toho probiotika zvySuji produkci specifickych imunoglobulinit A (IgA), coz pfispiva
k ochrané pted opakovanymi infekcemi [17].

Dulezité je také zdliraznit bezpecnost probiotik, kterd byla v klinickych studiich opakované
potvrzena. Probiotickd 1é¢ba je vhodna jak pro déti, tak pro dospélé, a to i v kombinaci
s rehydratac¢ni terapii, kterd je zékladnim pilitem 1€cby rotavirové gastroenteritidy [18].

Probiotika se také vyuZzivaji pii 1écb¢ antibiotiky, ty maji totiz celou fadu vedlejsich uc¢inka
na zdravi pacienta. Antibiotika naptiklad méni prostfedi gastrointestinalni flory tim, Ze kromé
Skodlivych bakterii ni¢i i ty zdravi prospésné. To nasledné vede ke snizené odolnosti vici
patogeniim, jako je naptiklad Clostridium difficile. Probiotika pak mohou pomoci navratit
zdravi prospé&$né bakterie do sttevni mikroflory a zmirnit tak ptiznaky [19].

Ptestoze probiotika vykazuji slibné vysledky, jejich u€innost se muize liSit v zavislosti
na pouzitém kmenu a davkovani. Soucasné doporuceni odbornikd zahrnuje pouzivani klinicky
ovétenych kment s prokdzanymi Gc€inky pfi rotavirovych infekcich [20].
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2.1.3.2 Crohnova choroba

Crohnova choroba je autoimunitni chronické onemocnéni sttev, jehoz pfi¢ina neni dosud plné
objasnéna. Zpusobuje zanétlivé procesy v riznych Castech travici soustavy, nejéastéji vSak
v oblasti spojeni tenkého a tlustého stieva [21].

Probiotika nabizeji potencial ke zlepSeni stievniho mikroprostfedi, stimuluji produkci
aktivitu onemocnéni [22].

V praxi jsou probiotika obvykle poddvana jako podptlrna terapie spolu s tradi¢nimi léky,
jako jsou kortikosteroidy, imunomodulatory nebo biologicka 1écba. Ackoli zatim neexistuje
univerzalni doporuceni pro jejich pouziti u vSech pacientti s Crohnovou chorobou, jejich
relativné nizké riziko a potencidlni pfinosy z nich ¢ini zajimavou volbu, zejména pro pacienty
hledajici dopliikkovou terapii [23].

2.1.3.3 Intolerance laktozy

Intolerance laktozy je stav, ktery vznik4 v disledku nedostatecné funkce nebo nizké aktivity
enzymu [-galaktosidazy (také nazyvaného laktaza), ktery je zodpovédny za Stépeni laktdzy
na jeji zdkladni slozky, gluk6zu a galaktozu. KdyzZ je aktivita tohoto enzymu nedostate¢na, télo
neni schopno laktézu spravné rozlozit, coz vede k jejimu neuplnému trdveni a nédslednému
hromadéni v tlustém stfevé. To mize zpisobit rizné zazivaci problémy, jako jsou nadymani,
bolest bticha, kiece a prijem [24].

Nékteré probiotické kmeny, zejména laktobacily, produkuji enzym [B-galaktosidazu, ktery
napomaha rozkladat laktozu, ¢imz usnadiuje jeji trdveni a zmirfiuje symptomy spojené
s intoleranci [25].

2.1.4 Probiotika jako doplnék stravy

Probiotika jako doplnék stravy se stala v poslednich letech velmi popularni. Na trhu je Siroka
Skala probiotickych produktl, mezi néZ patii kapsle, tablety, praSky, napoje, jogurty a dalsi
fermentované produkty. Nejbéznéjsimi formami jsou kapsle a prasky, které umoziiuji snadné
a presné davkovani, a jsou obliben¢ diky své dlouhé¢ trvanlivosti a pohodlnosti pouziti [26, 27].

Dopliiky stravy jsou zafazovany do databaze RoHy (Registr hlavniho hygienika)
po prozkoumani bezpecnosti Statnim zdravotnim ustavem nebo na zaklad€é notifikace
Ministerstvem zdravotnictvi Ceské republiky (MZd CR). Aktualné je evidovano vice neZ
100 variant dopliikti stravy, které obsahuji probiotika a prebiotika, pfi€emz zhruba 40 % téchto
produktli obsahuje obé tyto slozky soucasné. Obsah mikroorganismu v jedné tobolce/kapsli je
béZn€¢ oznacovan jako 10". Nejcast€ji se v doplicich stravy  vyskytuji
Lactobacillus acidophilus (73 %), Bifidobacterium bifidum (40 %), Lactobacillus lactis
(15 %), Lactobacillus casei (15 %), Lactobacillus plantarum (15 %) [28, 29].

V mnoha komer¢nich vyrobcich se vyskytuji jak probiotika, tak prebiotika soucasné, viz
na piikladech na obrazku (Obrdzek 1) [30]. Konkrétné ptipravek od firmy Blendea obsahuje
Bacillus coagulans a polysacharid galaktomannan s vldkninou z kotene ¢ekanky. V jedné kapsli
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se nachazi 2 miliardy termostabilnich spoér, které po aktivaci v kyselém prosttedi Zzaludku
mohou kli¢it a produkovat preferovanou L(+) formu kyseliny mlécné [31]. Ptirodni
probiotikum GreenFood Nutrition obsahuje ptdni probiotika Bacillus coagulans doplnéna
inulinem z ¢ekanky, ktery slouzi jako prebiotikum. Obsahuji 15 miliard CFU na 1 gram [32].
Ptipravek Probio24 obsahuje komplex probiotickych 11 kment a v kazdé kapsli pak 11 miliard
CFU. Jako prebiotikum je pouzit inulin [33]. Prebiotika od NaturalProtein obsahuji kmen
probiotik Bacillus coagulans. V kazdé kapsli je 500 miliont bakterii a pro jejich vyzivu je zde
mikrokrystalicka celuldza [34].

Prg?hi_quA
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Obrazek 1: Priklady komercnich produktit obsahujicich probiotika spolu s prebiotiky [30]

2.1.5 Rizika uZivani probiotik

I kdyZ probiotika pfinaSeji hostiteli vétSinou pozitivni u€inky, nelze automaticky predpokladat,
ze jsou zcela bezrizikova. Mezi potencidlni rizika uZivani probiotik patfi napiiklad alergie
na kvasinky. Osoby trpici touto alergii by mély zvazovat vyhybani se probiotikiim obsahujicim
kvasinky, jako je Sacharomyces boulardi, aby ptedesly nezddoucim reakcim [35].

V nékterych ptipadech, kdy jsou probiotické bakterie nezdravé piitomny v téle, mohou
vyvolat infekce, jako je bakteriémie nebo endokarditida. To by mohl byt problém zvlasté u osob
se snizenou imunitni funkci, jako jsou pacienti s chronickymi nemocemi, transplantovani
pacienti nebo osoby uZivajici imunosupresivni l1éky [35].

Probiotika maji neznamé nebo nepiedvidatelné ucinky na zdravi, zejména pti dlouhodobém
uzivani nebo nadmémém davkovani. Dochédzi k pfemnozeni bakterii nebo k prevladnuti
jednoho kmenu na ukor jiného, coZ vede k dysbioze, tedy stavu nevyvazenosti mikroorganismi
ve stteve. Vysledkem mize byt vznik zazivacich problému [36].

Interakce probiotik s 1éky predstavuji dalsi potencialni riziko, pfestoze k takovym situacim
dochazi jen ziidka. Napiiklad kombinace probiotik s antikoagulacnimi 1éky nebo antibiotiky
muze ovlivnit ¢innost 1€cby nebo zvysit riziko vedlejSich ucinkt. Dilezita je také kvalita
samotného probiotického produktu, protoze ucinnost probiotik mize zna¢né kolisat mezi
riznymi vyrobci [37].
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2.1.6 Vybrana probiotika

Pro vyvoj synbiotického dopliiku stravy byly vybrany probiotické kmeny z rodu Lactobacillus
a Bifidobacterium, které patfi mezi nejvice studované a nejcastéji vyuzivané bakterie v oblasti
funk¢nich potravin a doplnkt stravy. Tyto mikroorganismy jsou pfirozenou soucasti lidské
sttevni mikrobioty a dlouhodob¢ se pouzivaji pro své pozitivni ucinky na zdravi, jako je
podpora imunitniho systému, obnova rovnovéhy stfevniho mikrobiomu a ochrana
proti patogenim [38, 39]. Jejich vyhodou je rovnéz schopnost prezit kyselé prostredi zaludku
a zlucové kyseliny, coz je klicové pro jejich ucinnost po peroralnim podani [40].

2.1.6.1 Rod Lactobacillus

Laktobacily patii mezi grampozitivni, fakultativné anaerobni bakterie, které netvoii spory. Maji
tvar ty¢inky a vyskytuji se jednotlive, ve dvojicich nebo tvoii kratké fetizky [41]. Do roku 2020
rod zahrnoval vice nez 260 fylogeneticky, ekologicky a metabolicky rozmanitych druhd.
Nejbeznéjsimi kmeny jsou Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus fermentum a Lactobacillus acidophilus [42]. Typickym znakem téchto
mikroorganismi je produkce kyseliny mlééné prostiednictvim fermentace sacharidi. Jsou
Siroce distribuovany v ptirod€, zejména v prostiedich bohatych na sacharidy, jako jsou mlécné
produkty, zelenina a travici trakt Zivocichi. Diky schopnosti fermentace se fadi mezi vyznamné
probiotické organismy [41].

Laktobacily hraji kli¢ovou roli v udrzovani zdravého mikrobiomu v lidském travicim traktu.
Podporuji traveni, syntetizuji nékteré vitaminy (B2, Bo) a pfispivaji k posileni imunitniho
systému. Studie ukazuji, Ze mohou sniZzovat riziko vzniku gastrointestinalnich onemocnéni
a infekci mocovych cest. Nékteré kmeny také produkuji antimikrobidlni latky, které inhibuji
rust patogennich bakterii [41, 43].

Laktobacily se intenzivné vyuzivaji v potravinaiském primyslu, pfedev§im pii vyrobé
fermentovanych potravin, jako jsou jogurty, syry, kysané zeli nebo kimchi. Fermentaci zlepsuji
chutové vlastnosti a prodluzuji trvanlivost potravin. Kromé toho se pouzivaji pfi vyrobé
probiotickych dopliki stravy, které slouzi k obnové strevni mikroflory [41, 44].

2.1.6.2 Rod Bifidobacterium

Bifidobacterium je grampozitivni anaerobni bakterie, ktera netvoii spory [45]. Patii mezi prvni
mikroby, kteti kolonizuji lidsky travici trakt a pfedpoklada se, ze maji pozitivni vliv na zdravi
svého hostitele [46]. Maji tvar ty¢inek a jsou pfitomny jak jednotlivé, tak i v fetizcich nebo
hvézdicovitém uspotadani. Prikladem jsou B. bifidum, B. breve a B. longum, které jsou bézné
pouzivané jako probiotika k prevenci a 1écbé gastrointestindlnich poruch, vcetné stievnich
infekci a rakoviny [45] a byly tak zaclenény do mnoha funkénich potravin jako Uc¢inné
slozky [46].

Také bifidobakterie fermentuji sacharidy za vzniku kyseliny mlécné, ¢imz piispivaji
k udrzovéni kyselého prostiedi ve stfeve, které inhibuje riist patogennich mikroorganismd.
Tento proces zaroven podporuje zdravou stievni mikrofléru a napoméha lepSimu traveni.
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Kysel¢ prostiedi vytvarené bifidobakteriemi hraje klicovou roli v ochrané stfevni sliznice pred
kolonizaci Skodlivymi bakteriemi a zanétlivymi procesy. Kromé kyseliny mlééné mohou
nékteré kmeny bifidobakterii produkovat také dalSi bioaktivni latky, jako jsou bakteriociny,
které maji antimikrobidlni u€inky [46].

2.2 Prebiotika

Nazev ,,prebiotikum‘ pochazi z fectiny a sklada se ze dvou Casti: ,,pre* a ,,bios*, coz v prekladu
znamena ,pred“ a ,zivot“. Toto oznaCeni odkazuje na dilezitost prebiotik pro zivot
probiotik [47].

Prebiotika jsou latky, které podporuji rist a aktivitu prospéSnych bakterii ve stfeve. Na rozdil
od probiotik, které jsou zivé mikroorganismy, prebiotika samotna neobsahuji zivé bakterie, ale
slouzi jako potrava pro ty prospésné bakterie, které jiz pfirozené obyvaji travici trakt. Naopak
omezuji rust bakterii, které produkuji toxické slouceniny amoniaku, dusiku a siry. Prebiotika
maji také schopnost vazat nckteré vitaminy, stopové prvky a toxiny, takze nejenze pomahaji
vstiebat dulezité a zdravi prospéSné latky, ale také chrani stfevni sliznici a v kone¢ném
disledku chrani i cely lidsky organismus. Dale se podili na zpomaleni vstfebavani
jednoduchych sacharidii, podporuji imunitni systém, plisobi protirakovinné a brani ristu
choroboplodnych bakterii (Sa/monela, Clostridium, Escherichia coli) [47].

Zdrojem prebiotik, nestravitelné slozky potravy oznacované jako vldknina, miize byt
napiiklad Cesnek, cibule, chiest, oves, jeCmen, porek ¢i dal$i potraviny, které obsahuji
rezistentni Skroby. Prvnim, a pro ¢lovéka nejlepSim, zdrojem prebiotik je matefské mléko, které
obsahuje az 15 tzv. oligosacharidl na litr [48]. Dale mohou byt také ziskany mikrobiologickou
produkci, enzymatickou syntézou nebo enzymatickou degradaci polysacharidt [49].

Aby se potraviny mohly oznaCovat jako prebiotika, musi spliiovat tii poZadavky: nesmi byt
hydrolyzovany ani absorbovany v horni ¢asti gastrointestindlniho traktu, musi byt selektivnim
substraitem pro jeden nebo vice druhll ptiznivé mikroflory ve stievech (stimulace rlstu
probiotickych bakterii) a musi mit schopnost ménit sloZeni sttevni mikrofléry ve prospéch
zadoucich kultur [50].

Doporuceny denni ptijem prebiotik neni v soucasnosti legislativné stanoven, a proto je vzdy
nutné se u doplika stravy fidit doporuc¢enym dennim dédvkovéanim dle vyrobce a u potravin se
fidit vSeobecnymi vyzivovymi doporucenimi. BéZzné se doporucuji davky asi 5 az 8§ grami
prebiotik za den. U pacientt se specifickymi poruchami zazivaciho traktu Ize doporucit davku
az 15 gramt za den. Nékdy jsou doporu¢ované hodnoty denniho piijmu prebiotik udavany jako
0,3 g/kg hmotnosti u muzt a 0,4 g/kg u Zen. Rozdily doporu¢eného denniho piijmu zalezi
na zdroji informaci [47].

Mezi nejCastéji pouzivand prebiotika patii fruktooligosacharidy (FOS), inulin,
galaktooligosacharidy (GOS), laktul6éza a oligofruktoza. Tyto latky jsou odolné viici traveni
ve stfevé a mohou se fermentovat bakteriemi v tlustém stfeveé, coz podporuje jejich rust
a aktivitu. Nejvyznamnégjsi typy prebiotik a jejich zdroje jsou uvedeny v tabulce (Tabulka
2) [49].

Prebiotika vykazuji n€kolik nutricnich charakteristik. Mohou byt zaclenéna do potravin
s cilem podpofit rist mikrobiomu v gastrointestindlnim traktu, ¢imz zlepSuji kvalitu potravin.
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Prebiotika také piispivaji k vétsi Cerstvosti potravin a udrzuji je po dlouhou dobu vlhké. Mohou
byt formulovany bud’ jako prasek nebo sirup a prodavany jako dopliky stravy, nebo zaclenény
do potravinarskych produktd (napf. jogurtti a chlebt) [51]. Vzhledem k pozitivnimu vlivu
prebiotik na stfevni mikrobiom se stavaji stale popularnéjSimi dopliky stravy a jsou cCasto
kombinovany s probiotiky pro zvyseni jejich ucinku [47].

Tabulka 2: Prehled prebiotik a jejich hlavnich zdroju (FOS=fruktooligosacharidy,
GOS=galaktooligosacharidy) [49]

Typy prebiotik Zdroje prebiotik

FOS Chrest, cCekanka, cukrovad fepa, CcCesnek,
cibule, pSenice, med, banan, je¢men, rajcata,
Zito

GOS Lidské mléko a kravské mléko

Laktul6za Lakt6za (mléko)

Xylooligosacharidy Bambusové vyhonky, ovoce, zelenina,
mléko, med, pSenicné otruby

Maltooligosacharidy Skrob

Isomaltooligosacharidy Skrob

Arabinoxylooligosacharidy PSeni¢né otruby

2.2.1 Historie prebiotik

Termin "prebiotikum" byl poprvé pouzit az v roce 1990. Plivodni definice prebiotika
oznacovala nestravitelné latky v potrave, které ptizniveé ovlivituji hostitele selektivni stimulaci
rastu a aktivity urcitych bakterii v tlustém stieve, ¢imz pfispivaji k lepSimu zdravi. Definice
prosla aktualizaci v roce 2004. Prebiotikum se nyni chépe jako selektivné fermentovatelna
latka, umoznujici konkrétni zmény ve slozeni a/nebo Cinnosti stievniho mikrobiomu. Jinymi
slovy, prebiotika jsou potravni latky, které podporuji rist probiotickych mikroorganismii [7].

Historie pouZivani prebiotik sah4 az do minulosti, kdy lidé ¢asto konzumovali potraviny jako
¢ekanku nebo topinambury, které obsahuji prebiotické latky. Zelenina, ovoce, celozrnné
potraviny a chléb byly také béznou soucasti stravy, coz piispivalo k dostateCnému piijmu
prebiotik. Nicméné, aZ pozdéji, spolu s objevem a vyzkumem probiotik, lidé pochopili vyznam
a funkci prebiotik pro lidsky organismus [47].

I pfes toto historické povédomi stale existuje mnoho otdzek ohledné¢ mechanismt G¢inkt
a synergickych interakci mezi prebiotiky a probiotiky. Provadéni dalSiho vyzkumu a zkoumani
problematiky je zasadni pro lepsi porozuméni vlivu na zdravi a 1é€bu riznych onemocnéni [47].

19



2.2.2 Utinek prebiotik

Prebiotika obecn¢ patii mezi latky, které pro ¢lovéka jsou tézko stravitelné nebo nestravitelné.
Pfesto jsou vyznamnou soucdsti nasi stravy, nebot slouzi jako potrava pro bakteridlni
mikrobiom v nasem travicim traktu. Stievni bakterie disponuji enzymy, které umoznuji
fermentaci, tedy kvaSeni, prebiotik a tim ziskavani energie pro svlij rast a mnozeni. Pfi této
fermentaci vznikaji jako vedlejsi produkty organické kyseliny, jako je kyselina méselna, octova,
propionova nebo mlécna, které hraji kliCovou roli v udrZzovani optimalniho pH a celkového
prostiedi v nasem travicim traktu. Pro dosaZzeni maximalniho prebiotického efektu, at’ uz
pomoci potravin nebo doplikl stravy, je nezbytné, aby dané prebiotikum bylo odolné vici
proménlivému pH a enzymtm v travicim traktu [47, 52].
Prebiotika miizeme rozd¢lit na 3 skupiny podle délky uhlikatého fetézce.
e Prebiotika s kratkym fetézcem
Takzvané oligosacharidy s kratkym fetézcem jsou fermentovany predevSim v pravé Casti
tlustého stieva (tracnik vzestupny — zacatek tlustého stieva) a poskytuji vyzivu pro bakterie,
které osidluji prave tuto ¢ast stieva.
e Prebiotika se stitedn¢ dlouhym fetézcem
Naptiklad inulin, ktery je oligosacharid se stfedn¢ dlouhym fetézcem, fermentuje pomaleji
a dostava se az do stiedni ¢asti tlustého stfeva (traénik piicny az sestupny).
e Prebiotika s dlouhym fetézcem
Pokud je inulin obohaceny o fruktooligosacharidy, jeho fetézec je dlouhy a piisobi takzvané
,sirokospektralné — ve vSech usecich tlustého stieva [47].

2.2.3 Vyznam prebiotik

Prebiotika piindseji fadu ptiznivych ucinkl na lidsky organismus, proto se vyuzivaji napiiklad
pfi podpirné 1écbé alergické reakce, jako je astma, ekzém, koptivka, ryma ¢i sennd ryma.
Tato onemocnéni jsou dnes velmi bézné jak u déti, tak i dospélych. U n€kterych déti se tyto
alergie mohou projevit jiz v raném véku béhem kojeni. Vyzkumy naznacuji, Ze ptidani prebiotik
do kojenecké vyzivy muze snizit riziko rozvoje ekzému u déti. Matefské mléko obsahuje
pfirozené prebiotika, zejména nestravitelné oligosacharidy, jako jsou FOS a GOS, v poméru
1:9. Pro nekojené déti vSak miize nedostateny piijem téchto latek zvySovat riziko alergickych
onemocnéni [53].

Prebiotika maji vliv 1 na metabolismus lipidd. Podle nékterych studii fruktooligosacharidy
a zejména inulin snizuji hladinu triacylglyceroli a celkového cholesterolu tim, ze ovliviuji
aktivitu lipidogennich enzymti. Bylo také zjiSténo, ze prebiotika piispivaji ke snizeni hmotnosti.
Zvysuji totiZ pocit sytosti, coz je i diivodem, pro€ jsou Casto soucasti reduk¢nich diet [7].

Kromé toho bylo prokazéano, Ze inulin vyznamné zvySuje vstfebavani vapniku a dalSich
minerdlll a podporuje mineralizaci kosti béhem pubertalniho ristu. Pravidelnd konzumace
prebiotik tedy v mladém veéku muize mit pozitivni vliv na zdravi kosti a metabolismus
minerali [7].

Fermentace prebiotik také vede k tvorbé SCFA (mastné kyseliny s kratkym fetézcem), které
mohou mit né€kolik pfiznivych ucinkd na sliznici tlustého stfeva. Kyselina maselnd, jedna
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z SCFA, slouzi jako rtustovy faktor pro epitelidlni buniky stievni sliznice a méa potencialni
protizanétlivé a protinadorové ucinky [7].

Od roku 1980 se oligosacharidy také stdle vice pouzivaji v potravindiském primyslu
(napoje, sladkosti) k upravé viskozity, emulgacni schopnosti, tvorby gelu, bodu mrznuti a barvy
potravin. Vykazuji vlastnosti dulezité z hlediska vyzivy a zdravi, jako je mirna sladivost
(obvykle 30-60 % hodnoty sachardzy), nizkd kariogenita (schopnost urCité¢ latky nebo
mikroorganismu zptisobovat zubni kaz), nizka kalorimetrickd hodnota a nizky glykemicky
index [7, 54].

2.2.4 Bezpecnost prebiotik

Vzhledem k tomu, ze prebiotika jsou pfirozenou soucasti naseho jidelnicku a jsou nezbytné
nutnd pro spravné fungovani, existenci a rozmnozovani stievni mikroflory, jejich toxicita je
prakticky vyloucena. Nejsou zndmy zadné vedlejsi ucinky nebo interakce s jinymi léky,
dopliiky stravy nebo lé€ivymi rostlinami. Vyjimkou muze byt alergicka reakce, pravdépodobné
na nékterou slozku potraviny nebo dopliiku stravy, nikoli v§ak na samotné prebiotikum [47, 51].

Pti bézném uzivani prebiotik dle doporuceni vyrobce neni mozné, aby doslo k predavkovani.
Pfi nadmérném nebo neuvazeném piijmu prebiotik, zejména ve velmi vysoké koncentraci
prostfednictvim doplitkkii stravy, se mohou vyskytnout zazivaci potize jako prijem, zécpa,
bolesti biicha, nadymani nebo zvysena stfevni motilita (pohyb stiev pro posun potravy travicim
traktem). Nicméné, vétSinou je suplementace prebiotiky dobfe sndSena bez negativnich
vedlej$ich Gcinki u vSech vekovych skupin a doporucuje se 1 v téhotenstvi [47, 55].

2.2.5 Prebiotické potraviny

Riizné druhy potravin, potazmo prebiotik, ovliviiuji riist riznych stfevnich mikroorganismt
a jejich zastoupeni v gastrointestinalnim traktu. Vé&tSina bézné konzumovanych potravin ma
nizky obsah vlakniny. Obecné plati, ze ptijatelné porce potravin obsahuji 1 az 3 g vlakniny
na porci. Vy$$i obsah vldkniny maji potraviny rostlinného plvodu, celozrnné vyrobky
a fermentované potraviny. Mezi dalSi zdroje vlakniny patii volné prodejnd projimadla
obsahujici vldkninu, dopliiky stravy s vldkninou a potraviny obohacené vldkninou [56].

Potencialni prebiotické u€inky jsou spojovany s bohatym slozenim oligosacharidi, jako jsou
fruktooligosacharidy a pektinové oligosacharidy, které jsou povaZovany za potencialni
prebiotika. Kromé toho védci rozpoznali potencidlni prebioticky ucinek polyfenold z ovoce
a zeleniny na zlepSeni riistu zdravych cilovych bakterii [57].
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2.2.5.1 Ovoce a zelenina

Ovoce a zelenina tvoii rozmanitou skupinu rostlinnych potravin, které se znac¢né 1isi obsahem
energie a zivin. Napftiklad citrusové plody, jahody a zelené papriky jsou bohaté na vitamin C,
zatimco avokado, kukufice, brambory a fazole obsahuji vice Skrobu. Ovoce (s vyjimkou
bananil) a tmav¢ zelena zelenina obsahuji Skrob jen mélo nebo viibec. Ovoce a zelenina také
dodévaji do stravy vitaminy a mineralni latky a jsou zdrojem fytoestrogent a fytochemikalii,
které ptisobi jako antioxidanty [58].

Krom¢ toho ovoce a zelenina obsahuji vlakninu, kdy je s jejim piijmem spojen nizsi vyskyt
kardiovaskularnich onemocnéni a obezity [58]. Pivod vldkniny v ovoci a zeleniné se nachazi
ve sténach parenchymatickych bunék. V technologické zralosti maji bunééné stény schopnost
poskytovat rozpustné polysacharidy, jako jsou pektinové polysacharidy, ale také celulozu- spolu
s xyloglukany, nerozpustnymi vlakny, heteroxylany a v malém mnozstvi galaktogukomanany.
Zelenina poskytuje ve srovnani s ovocem vyssi pfijem vlakniny, zejména nerozpustné, jako je
celuldza a lignin [59].

Ovoce a zelenina se ¢asto nekonzumuji v jejich ptirozené syrové podobé, ale mohou byt
varené, smazené nebo kombinované s dalSimi ingrediencemi. Tyto zplsoby tpravy vS§ak mohou
vyznamné ovlivnit jejich nutriéni hodnotu. Napftiklad vafené brambory jsou bohaté na ziviny,
zatimco smazené brambory, jako hranolky, mohou do stravy pfidat velké mnozstvi tuku.
Podobné odstranéni slupek z ovoce a zeleniny miiZze vyrazné sniZit obsah vldkniny. Grapefruit
bez membran obsahuje vyrazné méné vlakniny (0,4 g/porce) nez grapefruit konzumovany
s membranami (1,4 g/porce). Doméci vafeni ma na obsah vlakniny obecné minimalni dopad,
a v nékterych piipadech mize dokonce jeji obsah zvysit. Vafeni nebo jiné tepelné zpracovant,
jako je pe€eni, mohou odstranit vodu, coz koncentruje vlakninu v kone¢ném produktu. Tepelna
uprava tedy mize zvySit biologickou dostupnost nékterych zivin (naptiiklad lykopenu
v raj¢atech), zatimco syrova zelenina mlize zachovat vyssi obsah nékterych vitamind, jako je
vitamin C, ktery je citlivy na teplo [58].

2.2.5.2 Fermentované produkty

Fermentované potraviny jsou vysledkem procesu, pii kterém mikroorganismy, jako jsou
bakterie, kvasinky a plisné€, pfeménuji slozité latky v potravindch na jednodussi slouceniny.
Tento proces nejen prodluzuje trvanlivost potravin, ale také zlepSuje jejich nutri¢ni hodnotu
a chutové vlastnosti. Mezi nejbéznéjsi fermentované potraviny patii jogurt, kefir, kysané zeli,
kimchi, tempeh a kombucha. Tyto potraviny jsou cennym zdrojem prebiotik a jejich zatazenim
do stravy muze ptispét k lepSimu traveni, posileni imunitniho systému a celkovému zlepSeni
zdravi [60].

Kone¢nymi produkty fermentace jsou mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA), jako je
acetat, butyrat a propionat. Ty mohou mit pii produkci ve stieveé ptiznivé lokalni a systémové
ucinky na zdravi hostitele [57].
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2.2.6 Vybrané druhy zeleniny

Vybér konkrétnich druhti zeleniny byl zaloZen na jejich bézné dostupnosti, nutricnim slozeni
ana pritomnosti bioaktivnich latek s prebiotickym potencidlem. Tyto druhy zeleniny jsou
bohaté na vldkninu, polyfenolické slou¢eniny, antioxidanty, vitaminy a mineraly, které mohou
pozitivné ovliviiovat stievni mikrobiotu a podporovat rust probiotickych mikroorganismd.
Krom¢ toho se vyznacuji, snadnou zpracovatelnosti a ptiznivym senzorickym profilem, coz je
¢ini vhodnymi pro zac¢lenéni do funkcnich potravin [38, 61, 62].

2.2.6.1 Cervend iepa

Cervena fepa je oblibena kofenova plodina péstovand pro své duznaté kofeny [63].
Obsahuje vyznamné flavonoidy, betalain a také fosfor, jod, vépnik, draslik, hof¢ik, méd
azelezo. Z vitamind jsou zastoupeny vitamin A, a snim spojeny betakaroten,
i vitaminy B a C [64].

Z Cervené fepy lze piipravit Stavu, suSeny prasek, polévkovou smés, chipsy atd [63]. Jejich
zatazeni do jidelnicku muze dle studii podpofit detoxikaci a Gi€inné tak procistit jatra [64].

2.2.6.2 Spendt

Spenat je velmi popularni a univerzalni zeleninou b&Zné pouzivanou jako salat, vafena zelenina
nebo jako soucast mnoha dalsich varenych masovych a zeleninovych pokrmt [65].

Spenat je jednou z nejzadangjsich tmavé zelenych listovych zelenin, protoze ma vysoky
obsah betakarotenu a kyseliny listové a je také dobrym zdrojem vitaminu C, vépniku, Zeleza
fosforu, sodiku a drasliku. M4 vysoky obsah karotenoidu luteinu, ktery prokazatelné zabratuje
vékem podminéné makularni degeneraci. Spenat je dobrym zdrojem antioxidantl a ma jednu
znejvysSich hodnot ORAC (kapacita absorpce kyslikovych radikalll) ze vSech druht
zeleniny [65].

2.2.6.3 Rapikaty celer

Celer je nizkokaloricka a netu¢na potravina, kterd je z 95 % hmotnosti tvofena vodou. Patfi
mezi potraviny s nizkym obsahem sacharidd, protoze obsahuje pouze 3 celkové sacharidy
v jedné porci. Asi 1,5 gramu z téchto sacharidl tvofi vldknina, ktera absorbuje vodu a bobtna
v travicim traktu, ¢imzZ zajiStuje objem a udrZuje pohyb potravin v téle [66].

Konzumace celeru jako souc¢asti vyvazené stravy poméaha doplnit denni potiebu vitaminu K,
vitaminu A 1 vitaminu B. Celer obsahuje také n¢které dilezité mineralni latky, véetné drasliku
a vapniku [66].

Rapikaty celer se vyuziva piedeviim do salattl nebo polévek. Usp&sné se uvadgji na trh
1 zpracované smesi celerové $tavy v kombinaci se zeleninou a stavaji se oblibenymi jako
vyzivné ndpoje a uvadi se, ze funguji jako o€istny napoj, ktery je vhodny pii rekonvalescenci
po mnoha chronickych onemocnénich [67].
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2.2.6.4 Mrkev

Mrkev je jednim z nejoblibenéjSich druht zeleniny péstovanych a konzumovanych v mnoha
zemich svéta. Existuji rizné kultivary vcetné bilych, oranzovych, Cervenych a fialovych
odrad [68].

Prestoze je mrkev bohatd na vlakninu a mineralni latky, je cenéna ptredevsim pro vysoky
obsah betakarotenu. Kromé toho kotfen obsahuje nékteré dalsi bioaktivni slouceniny vcetné
dalsich forem karotenoidl a fenolovych sloucenin, vitaminu C a polyaktilent [69].

Ptredpoklada se, ze mrkev mé diky svému nutricnimu slozeni a antioxidacni kapacité rizné
zdravi prospé$né ucinky, vcetné potencidlu predchazet kardiovaskularnim onemocnénim
a n¢kterym typiim rakoviny [68].

2.2.6.5 Cuketa

Cuketa je nizkokalorickd potravina bohatd na vlakninu, vitaminy a minerdly. Obsahuje
vyznamné mnozstvi vitaminu C, drasliku, folat a provitaminu A. Dale obsahuje vitaminy Beg,
thiamin, riboflavin a mensi mnozstvi vitaminu K. Diky vysokému obsahu vody (pfiblizné 95 %)
je cuketa osvézujici a vhodna pro hydrataci organismu [70].

Pravidelna konzumace cukety podporuje traveni. Diky obsazené vldknin¢ poméha
piiregulaci stfevni peristaltiky a snizuje riziko zacpy. Obsah antioxidantd, jako jsou lutein
a zeaxanthin, mize pomoci chranit o¢i pred vékem podminénou makulérni degeneraci. Nizky
obsah sacharidii a kalorii ¢ini cuketu vhodnou pro osoby s cukrovkou nebo na redukéni
diete [70].

Cuketa je vSestrannd surovina, lze ji konzumovat syrovou, vafenou, pefenou nebo
grilovanou. Je skvélou surovinou pro pfipravu §tdv a smoothies, zejména diky svému
vysokému obsahu vody a jemné chuti, kterd se snadno kombinuje s ostatnimi ingrediencemi.
V prumyslu se cuketa pouziva k produkci nizkokalorickych potravin a dietnich produktd [70].

2.3 Synbiotika

V roce 1995 Glenn Gibson a Marcel Roberfroid poprvé piedstavili koncept prebiotik a navrhli,
7e jejich kombinace s probiotiky by mohla vytvofit novou kategorii nazvanou synbiotika.
V roce 2011 Gibson a Kolida rozsifili kritéria pro definici synbiotik a rozdélili je na dvé skupiny
podle u¢inku — komplementarni a synergické. Tento koncept se dale rozvijel a védci z oblasti
zdravi stfev a mikrobiomu se rozhodli definici synbiotik sjednotit. Panel odborniki sestaveny
ISAPP (Mezinarodni védeckd asociace pro probiotika a prebiotika) publikoval konsenzualni
definici v prestiznim ¢asopise Nature Reviews Gastroenterology & Hepatology [71, 72].

Nova definice synbiotik zni: ,,Smé&s obsahujici Zivé mikroorganismy a substrat(y) selektivné
vyuzivany(¢) hostitelskymi mikroorganismy, ktera ptinasi hostiteli zdravotni prospéch.* Tato
definice zahrnuje dva klicové typy synbiotik. Synergicka synbiotika jsou vytvoiena tak, Ze
substrat specificky podporuje rist ¢i aktivitu podavanych mikroorganismti. Synbiotikum zde
nemusi nutn¢ splilovat vSechna kritéria samostatného probiotika ¢i prebiotika, pokud je jeho
ucinek pro hostitele prospé$ny. Komplementarni synbiotika kombinuji znamé probiotikum
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s prebiotikem, které podporuje rust prirozenych mikroorganismt hostitele. V tomto ptipadé
musi kazda slozka spliiovat minimalni pozadavky na probiotika nebo prebiotika [71, 72].

Definice je navrzena tak, aby byla Siroce pouzitelna. Synbiotika mohou byt zaméfena nejen
na lidské zdravi, ale také na zdravi zvitat, a to jak domécich, tak hospodatskych. Mohou byt
prizpisobena konkrétnim podskupinam, naptiklad détem, seniorim nebo jedincim se
specifickymi potfebami. Navic Ize synbiotika vyuzit i mimo oblast stfev, napiiklad pro péci
o pokozku [71, 73].

Synbiotika se vyuzivaji nejen ke zlepseni pieziti prospéSnych mikroorganismu ptidavanych
do potravin, ale také k podpote ristu specifickych nativnich bakteridlnich kment pfitomnych
v potravinach, krmivech nebo gastrointestinalnim traktu. Jejich vliv na metabolické zdravi vSak
zatim neni zcela objasnén, pravdépodobné zavisi na konkrétni kombinaci probiotik a prebiotik,
ktera je pouzita. Diky Sirokym moznostem riznych kombinaci se aplikace synbiotik jevi jako
slibny pfistup k modulaci sttevni mikroflory u lidi. Tato variabilita zaroven otevird prostor
pro dalsi vyzkum a optimalizaci u¢inkl synbiotik na lidské zdravi [73, 74].

2.3.1 Mechanismus u¢inku synbiotik

Prebiotika se pouzivaji pfedevsim jako selektivni médium pro riist probiotického kmene,
fermentaci a prichod stfevem. V literatufe se objevuji naznaky, ze diky pouziti prebiotik
ziskavaji probiotické mikroorganismy vyss$i toleranci k podminkam prostfedi, vcetné:
okysli¢eni, pH a teploty ve stievé daného organismu. Tato kombinace sloZzek vede k vytvoteni
zivotaschopnych mikrobiologickych dopliki stravy a zajisténi vhodného prostfedi umoziuje
pozitivni dopad na zdravi hostitele. Existuji dva zndmé mechanismy piisobeni synbiotik:

e ZlepSeni zivotaschopnosti probiotickych mikroorganismi.

e Poskytovani specifickych zdravotnich pfinost [74].

Stimulace probiotik prebiotiky pfispiva k modulaci metabolické aktivity ve stfevé, udrzuje
stievni biostrukturu, podporuje rozvoj prospésné mikrobioty a potlacuje potencialni patogeny
pfitomné v gastrointestinalnim traktu. Synbiotika rovnéz sniZuji koncentrace neZadoucich
metaboliti, jako jsou nitrosaminy a karcinogenni latky, a pfispivaji k jejich inaktivaci.
Dusledkem jejich uzivani je zvySeni hladin mastnych kyselin s kratkym fetézcem, ketont,
disulfida uhliku a methylacetatii, coz mize pozitivné ovlivnit zdravi hostitele [74].

Mezi zadouci vlastnosti synbiotik patfi antibakterialni, antikancerogenni a antialergické
ucinky. Déle omezuji rozkladné procesy ve stiev€, pomahaji pfedchdzet zacp€ a prijmim
a mohou byt u¢inné pfi prevenci osteoporozy, snizovani hladiny tukii a cukru v krvi, regulaci
imunitniho systému a 1é¢bé mozkovych poruch spojenych s dysfunkci jater [74]. Vykazuji
pozitivni Uc¢inek pii 1écbé laktdozové intolerance, syndromu drazdivého tra¢niku, zanétlivych
sttevnich onemocnéni a vyzkum probihd u rtiznych negastrointestindlnich onemocnéni [73].

25



2.3.2 Aplikace synbiotik

Synbiotika nachazeji Siroké uplatnéni v riznych oblastech, zejména v potravinaistvi,
zdravotnictvi, farmakologii a zivo¢isné vyrob€. V potravinaistvi jsou synbiotika vyuzivana
piedevsim ve funkcnich potravinach a dopliicich stravy. Tyto produkty pomahaji udrzovat
rovnovahu stfevni mikrobioty, podporuji imunitni systém a zlepSuji celkové zdravi konzumenta
[74]. Synbiotika jsou ptiddvana napiiklad do fermentovanych mléénych vyrobki, jako jsou
jogurty, kefiry nebo syry, ale také do rostlinnych alternativ a nédpoji. Moderni technologie
umoziuji jejich zapracovani do kapsli, prasku ¢i zvykacich tablet, ¢imz se rozsifuje dostupnost
téchto latek i mimo béznou stravu [75].

Ve zdravotnictvi a farmakologii se synbiotika uplatiiuji pii prevenci a lécbé tady
onemocnéni. Mohou rovnéz podporovat regeneraci mikrobioty po uzivani antibiotik a piispivat
ke zmirnéni zanétlivych procesi v téle [76].

2.4 Enkapsulace

Enkapsulace je proces, pfi kterém je jeden materidl nebo smés materiali potazena nebo
zachycena jinym materidlem nebo systémem. Enkapsulovana ¢éstice se tedy sklada ze dvou
hlavnich ¢asti, vnitini a vnéj$i. Vnéjsi faze funguje jako obal nebo nosi¢ (n€kdy nazyvany
kapsle, matrice nebo membrana) [77]. Materidly, které se vyuzivaji pro vznik tohoto
ochranného plaste, musi byt schopné vytvofit bariéru mezi vnitini fazi a okolim, mély by byt
potravinaiské kvality a biologicky odbouratelné. Nejcastéji se pouzivaji tuky, Skroby, dextriny,
alginaty, bilkoviny a lipidy [39]. Samotna latka nebo ucinna slozka tvofi druhou, vnitini, fazi.
Nejcastéji se jedna o kapalinu, ale mtize to byt i pevna Castice nebo plyn, a oznacuje se riznymi
nazvy, jako je vnitini faze, aktivni latka, jadro nebo vypln [77].

Technika enkapsulace se stile cCastéji pouziva v potravinarském primyslu, protoze
zapouzdiené materialy 1ze chranit pfed vlhkosti, teplem nebo jinymi extrémnimi podminkami,
¢imz se zvySuje jejich stabilita a zachovava zivotaschopnost. Zapouzdieni v potravinach se také
vyuziva k maskovani pachii nebo chuti. Enkapsuluje se Sirokd Skala potravin - mimo jiné
aromatické latky, kyseliny, zasady, uméla sladidla, barviva, konzervaéni latky, kypfici latky,
antioxidanty, latky s neZadouci chuti, viini a Ziviny [78].

Uvolnéni ucinné latky z kapsli miZe probihat riznymi zplisoby v zavislosti na pouzité
technologii. Uvolnéni mlize byt specifické pro dan¢ misto, specifické pro danou fazi nebo
signalizované zménami pH, teploty, ozafenim nebo osmotickym Sokem. V potravinaiském
pramyslu se vSak nejcastéji vyuziva metoda, pii niz dochazi k uvolnéni uéinné slozky aktivaci
rozpoustédlem [78]. Pokud jde o enkapsulaci probiotik, zapouzdieni musi byt navrzeno tak,
aby umoznilo Uspésné uvolnéni zivotaschopnych mikroorganismil az ve stfevé po pruchodu
travicim traktem. Mezi hlavni vyhody enkapsulace probiotickych bunék patii ochrana pred
pusobenim zaludecnich kyselin a bakteriofaghh béhem tranzitu synbiotik travici soustavou, ale
také zvySend stabilita pii technologickych procesech, jako je lyofilizace, zmrazeni
a dlouhodobé skladovani [79].
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2.4.1 Metody enkapsulace

Existuje n€kolik metod enkapsulace, které se pouzivaji v potravinaiském primyslu. Mezi
nejbéznéjsi techniky patfi sprejové chlazeni a suSeni, emulgace, lyofilizace, koacervace,
kokrystalizace, extruze, inkluze a uzavieni do lipozomu. Kazda z téchto technik ma své
specifické vyuziti a vyhody v =zavislosti na aplikaci a pozadovanych vlastnostech
enkapsulované latky [77, 78].

2.4.1.1 Sprejové suSeni

Tradicné¢ nejbéznéjsi metodou zapouzdiovani slozek potravin je suSeni rozprasovanim.
kapalna surovina rozprasi do horkého vzduchu, ¢imz vznikaji ¢astice obvykle mensi nez 40 pm
[39, 77].

Technika sprejového suSeni se bézné pouziva pro vyrobu stabilnich pfidavnych latek
a pfichuti v potravinaiském primyslu. Obalovy material, jako je arabskd guma nebo
maltodextriny, je rozpustény ve vodé a smichan s aktivni latkou. Smés je pak sprejovana
do susarny, kde dochazi k vyparovani vody a vzniku suchych ¢astic [80, 81].

Sprejové suseni je také vyuZivano pro enkapsulaci probiotickych kultur, kde jsou bunky
smichdny s polymernim roztokem a vysuSeny v horkém vzduchu. Takto ziskané mikrokapsle
umoznuji stabilni uchovani probiotik a jsou snadno pouzitelné ve formé suchého prasku [82].

2.4.1.2 Sprejové chlazeni

Metoda sprejového chlazeni se vyuzivd pro enkapsulaci aromat, enzymdi, piipravka
do susenych polévek a do pekaiskych produktt. Podobné jako u sprejového susSeni, i zde se
smés aktivni latky a obalového materialu vstiikuje do prostoru, ale v chladici komote, kde je
pouzivan studeny vzduch a niZ$i teploty. Tim nedochazi k odparovani vody ze vzorku [39, 83].

Pti této metodé€ se aktivni latka obvykle rozpousti v lipidech, mliZze byt pfitomna jako sucha
Castice nebo ve vodné emulzi. Jako obalovy materidl se ¢asto pouziva rostlinny olej, jeho
derivaty, tuky nebo glyceroly. V disledku toho vzniklé mikrokapsle maji lipidovy povlak a jsou
nerozpustné ve vod¢, coz je vhodné pro enkapsulaci latek, které jsou ve vode rozpustné, jako
jsou mineraly, enzymy, pfichuté a vitaminy rozpustné ve vod¢ [39].

2.4.1.3 Lyofilizace

Lyofilizace, nebo také suSeni mrazem, je metoda, pii které se odstraiiuje voda ze vzorku. Nosic¢
a aktivni latka se nejprve rozpousti ve vod¢ a nasledné zmrazuji. Za snizeného tlaku (vakua) je
odstranéna voda pomoci sublimace. Sublimac¢ni suseni miiZe trvat az 20 hodin. Tato metoda je
tedy relativné nendrocna, ale vyzaduje dlouhou dobu dehydratace [84].

Technika lyofilizace je idealni pro materialy citlivé na teplo a t€kavé aromatické latky,
a Casto se vyuziva k zapouzdieni pfirodnich latek, esenci, aromatickych latek a 1éciv [85].

27



Nové informace naznacuji, Ze lyofilizace stale zlistava vyznamnou metodou, ktera nachézi
Siroké uplatnéni nejen ve farmaceutickém primyslu, ale také v potravinarstvi a kosmetickém
pramyslu. V potravindiském pramyslu se lyofilizace vyuziva k zachovani vlastnosti potravin,
jako jsou chut, aroma a nutricni hodnota, a k prodlouzeni jejich trvanlivosti [86].
V kosmetickém pramyslu se lyofilizace pouziva pro vyrobu kosmetickych produktti s vysokou
ucinnosti a stabilitou aktivnich slozek. Tato technika umoziuje vyrobu krémt, sérem a dalSich
produkti s konzistenci a vlastnostmi podobnymi Cerstvym ingrediencim [84, 87].

2.4.2 Enkapsulator

Enkapsulator je zafizeni urcené k zapouzdieni aktivnich latek — naptiklad probiotik, 1éCiv,
enzymu, aromat nebo vitamini — do ochranné matrice, ktera tvoti tzv. kapsli ¢i ¢astici. Tento
proces slouzi k ochrané téchto latek pied vngjSimi vlivy, ke zlepSeni jejich stability,
kontrolovanému uvolfiovani a cilenému transportu v organismu ¢i v potravinarskych,
farmaceutickych a kosmetickych produktech [82, 88].

Moderni laboratorni enkapsuldtory vyuzivaji metody, jako je vibra¢ni technologie, kdy je
roztok obsahujici aktivni slozky veden tryskou a rozbijen na pravidelné kapicky, které dopadaji
do gelujici 1azn€ (napf. alginét vapenaty), ¢imz vznikaji sférické kapsle [88].

Enkapsulace mlize probihat jako mikroenkapsulace (¢astice do 1 mm), nanoenkapsulace
(¢astice pod 1000 nm), nebo multivrstva enkapsulace, kde jsou slozky chranény nékolika
vrstvami. Velikost jednotlivych ¢astic reguluje n€kolik parametrii, mezi néz se fadi frekvence
vibraci, amplituda, velikost trysky, rychlost pratoku a fyzikalni vlastnosti smési produktu
s polymerem [79, 88].

2.4.3 Materialy pouzivané pro vytvoreni vnéjsi faze

Zapouzdieni probiotik ve vnéj§i vrstvé umoziuje nejen zménu estetickych a senzorickych
vlastnosti vyrobku, ale zaroven poskytuje vysokou troven ochrany bunkdm. Pro aplikaci se
vyuzZivaji rizné typy polymernich materidld [89]. Latky, které mohou byt vyuZity
k enkapsulacim v potravinafském primyslu musi byt zafazeny mezi aditiva, které se tadi
do skupiny ,,vSeobecné¢ povazované¢ za bezpetné“ (Generally Recognised As Safe —
GRAS) [39].

Mezi nejCasteji pouzivané patii polysacharidy. Jsou to napiiklad Skrob a jeho derivaty
(amyloza, amylopektin, dextriny, maltodextriny, polydextroza), celuléza a jeji derivaty,
a extrakty z rostlin (napf. arabska guma, pektiny) jsou bézn€ vyuzivany pro vytvoreni vnéjsi
vrstvy enkapsulace. Z moiskych fas jsou popularni alginaty, z mikrobialnich a zvitecich zdrojt
jsou to napftiklad dextran, chitosan, xanthan nebo gellan. Proteiny, jako je kasein nebo Zelatina,
a lipidy, jako jsou mastné kyseliny, vosky (v€eli, karnaubsky) a fosfolipidy, jsou dal§imi
moznostmi materialit pro vngjs$i vrstvu. Tato variabilita v pouzitych materialech umoziuje
ptizplsobit enkapsulaci specifickym potfebam produktu a zajistit optimalni ochranu a stabilitu
probiotickych kultur [39].
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Vsechny tyto latky musi byt biologicky odbouratelné, pozivatelné, nesmi reagovat s aktivni
latkou a zaroven ji musi byt schopné v kapsli udrzet béhem zpracovani a skladovani a musi
vytvofit bariéru mezi vnitinim a vnéjSim prostfedim. Pro enkapsulaci probiotik se nejcastéji
vyuziva alginat a chitosan [39, 89].

2.4.3.1 Alginat

Alginat, znamy také jako alginova sil, patii mezi nejCastéji pouzivané materidly pro vnéjsi
vrstvu enkapsulace probiotik, diky své schopnosti vytvaiet stabilni gelové struktury. Struktura
alginatu je zobrazena na obrazku (Obrdzek 2). Jednd se o ptirodni polysacharid ziskavany
extrakci hnédych motskych tas alkdliemi, jako je NaOH. Tento polysacharid se poté srazi
vapenatou soli pomoci piidavku CaCl; nebo okyselenim HCI na alginovou kyselinu. Vapenata
sul se ndsledné preméiuje zpét na sodnou stil, kterd je findlnim komerénim produktem alginétu.
Algindt muze byt také produkovan bakteriemi, jako jsou rody Azotobacter C¢i
Pseudomonas [90, 91].

V potravindiském primyslu se alginat vyuZzivéa zejména jako stabilizator, zahustovadlo nebo
emulgator, ktery pomaha zlepsit konzistenci potravin [90].

Struktura alginatu je sloZena z nevétveného linedrniho kopolymeru B-D-mannuronové
a a-L-guluronové kyseliny, spojenych glykosidickymi vazbami. Tyto fetézce mohou byt
spiralovité nebo témét linearni a obsahuji obvykle 180 az 930 cukernych jednotek. Alginatova
molekula mize obsahovat useky s pouze molekulami M, tseky s pouze molekulami G nebo
smiSené¢ useky MG [92].

Obrazek 2: Struktura alginatu [92]

2.4.3.2 Chitosan

Chitosan je pfirodni linedrni polysacharid slozeny z 2-amino-2-deoxy-D-glukopyranosy
a 2-acetamido-2-deoxy-D-glukopyranosy. Jeho struktura je zobrazena na obrazku (Obrazek 3).
Nejcastéji se ziskava z N-acetylaci chitinu, ktery je nasledné odbouran koncentrovanou zasadou
pfi teplotach 100 °C a vysSich. Tento proces vede k odstranéni acetylovych skupin, ¢imz vznika
chitosan [93-95].
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Chitosan ma fadu vlastnosti, véetné¢ biokompatibility, snadné biodegradace a nizké toxicity,
coz umoznuje jeho Siroké vyuziti v potravinarstvi, medicing, farmacii a vyrob¢ detergenti. Je
nerozpustny ve vod¢ a organickych rozpoustédlech, ale dobfe se rozpousti v kyselin¢ dusi¢né,
octové, chlorovodikové a dalSich kyselinach [93].

Molekuly chitosanu maji kladné néboje, a proto dochazi v pfitomnosti zapornych naboja
ke koagulaci. Tento princip se vyuziva i pii enkapsulaci, kdy se chitosan srazi roztokem
tripolyfosfatu sodného. V ptitomnosti kovli mize dojit k tvorbé komplext. I kdyZ jsou jak
chitosan, tak kovy pro Clovéka nestravitelné, chitosan ma vyznamny vliv na snizeni hladiny
cholesterolu a tukti v jatrech a krevnim séru [91, 93].

CHs

OH o=<
NH, 0 NH )
HO o) HO o
e HO o)
- @) NH, O
OH OH

Obrazek 3: Struktura chitosanu [94]

2.5 Stav soucasné problematiky v oblasti synbiotik

Na trhu se objevuje Siroka Skala piipravkd, které kombinuji probiotické kultury s rostlinnymi
slozkami, zejména tzv. zelenymi potravinami. Tyto dopliiky Casto obsahuji suSené extrakty
z mladého je¢mene, chlorely, spiruliny, Spendtu ¢i brokolice, obohacené o kmeny bakterii
mlécného kvaSeni, jako jsou Lactobacillus nebo Bifidobacterium. Cilem téchto ptipravki je
podpora stfevni mikroflory, imunity a celkové vitality. Zcela béZzné se vSak probiotika vyskytuji
1 v potravinach, které nejsou vysoce prumyslové zpracované jako ovoce, zelenina ¢i celozrnné
obiloviny [29, 96].

2.5.1 Priklady produkti dostupnych na ¢eském trhu

e Ormus Super Greens BIO natural
Jedna se o prasek ze zelenych potravin rozpustny ve vodé prasek. Obsahuje alfalfu (tolice
vojtéska), mlady je¢men, mladou pSenici, mlady oves, moringu, kofen zdzvoru a smés
probiotickych kmeni [97].

e Garden of Life RAW Organic Probiotika pro déti
Ptipravek obsahuje pét druhli probiotickych bakterii doplnénych prebiotickou smési, ktera je
tvofena extrakty z 23 druhli ovoce a zeleniny (napfiklad bananu, fepy, brokolice mrkve,
Spenatu, ostruziny a dalSich [98].
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e Kombucha napoje
Lehce perlivy fermentovany napoj vznikly z oslazené¢ho cCaje, ktery je uzivan jako funkcni
potravina. K fermentaci je uzivana symbioticka kolonie bakterii a kvasinek. Nékteré verze
obsahuji §tavy z kofenové zeleniny pievazné tfepy nebo mrkve. Dostupné jsou naptiklad
od firem Magu nebo Wild and Coco [99, 100].

e Vilgain miso pasta
Japonska pasta vyrabénd fermentaci jeCmene a cizrny spole¢né se soli a uslechtilou plisni
Aspergillus oryzae [101].

e KvaSeni zelenina
Kvasena zelenina je vysledek pfirozeného fermentac¢niho procesu, pii kterém mikroorganismy,
zejména laktobacily, pfeménuji sacharidy v zelening€ na kyselinu mlé¢nou. Tento proces nejen
konzervuje zeleninu, ale také vytvafi prostiedi bohaté na piirodni probiotika. Radi se sem
napftiklad kimchi, ¢alamady, kysané zeli, nakladané okurky nebo cibule [102].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pristroje, chemikalie, kultiva¢ni materiily a mikroorganismy
3.1.1 PouZité pristroje a pomicky

Analytické vahy, Pioneer Ohaus (USA)

Automatické pipety rtiznych objemt, Biohit (SRN), Discovery (SRN)
Automaticky citac kolonii Interscience Scan 300 (Francie)

Acura ® manual 855 multikanélova pipeta, Socorex (Svycarsko)

Ctec¢ka mikrotitraénich desti¢ek (ELISA Reader), BioTek Synergy HTX (CZ)
Denzitometr McFarland DEN-1, Biosan Itd. (LotySsko)

Encapsulator B-395 Pro, Biichni (Svycarsko)

Homogenizator Vortex, Pioneer Ohaus (USA)

Horkovzdus$na susarna, Binder (SRN)

HPLC sestava Ultimate 3000 s UV/VIS a RI detektorem, Thermo Fisher (USA)

HPLC kolona Rezex ROA-Organic Acid H+ (8 %), New Column 250x 4,6 mm, Phenomenex

(USA)

Laboratorni mikroskop Model LM 666 LED PC/o0

Laminarni box Aura mini, BioAir (IT)

Lyofilizator Freeze Dry System/FreeZone 4,5 1, Labconco (USA)
Nylonovy injekéni filtr 0,45 um, CHS Filterpure (CZ)

Ptedvazky, Scout Ohaus (USA)

Spektrofotometr UV-1600PC, VWR International (Cina)
Stereomikroskop Zeiss Stemi 2000-C

Sterilni injekéni filtr 0,2 um PES, VWR International (Svycarsko)
Ttepacky Unimax 1010, Heidolph (SRN)

Vysokorychlostni centrifuga, Z 36 HK, HERMLE Labortenchnik (SRN)

3.1.2 Pouzité chemikalie

ABTS, 2,2-azinobis(3-ethylbenzothioazolin-6-sulfonova kyselina), Sigma-Aldrich (USA)
Aceton p.a., Penta s.r.0. (CZ)

Alginat sodny Sigma-Aldrich (Velké Britanie)

Dihydrat chloridu vapenatého p.a., Lachema, a.s. (CZ)

Ethanol, Lach-Ner (CZ)

Folin-Ciocalteauovo ¢inidlo, VWR Chemicals (Francie)

Heptahydrat hydrogenarseni¢nanu sodného 98%, Sigma-Aldrich (IND)
Hydrogenuhli¢itan sodny p.a., Lach:Ner (CZ)

Kyselina mlécnd > 98%, Sigma-Aldrich (Belgie)

Kyselina sirova 96%, Lach:Ner (CR)

Methylenova modi (Certistain for microscopy), Sigma-Aldrich (USA)
Molybdenan amonny p.a., Lach:Ner (CR)
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Monohydrat D-gluko6zy, Penta s.r.o. (CZ)

Monohydrat kyseliny gallové, Sigma-Aldrich (Cina)
PBS, 10X, USP sterile pufr, VWR chemicals (USA)
Pentahydrat siranu méd’natého, VWR chemicals (USA)
Peroxodisiran draselny, Sigma-Aldrich (Némecko)
Resazurin sodny (Resazurin, Na salt), Sigma-Aldrich (USA)
ROTI®Phenol, Carl Roth (SRN)

Siran sodny bezvody, Lach:Ner (CR)

Sklenéné kulic¢ky, pramér 0,25-0,5 mm, Carl Roth (SRN)
Tetrahydrat vinanu sodno-draselné¢ho, Lachema (CZ)
Trolox, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

Uhli¢itan sodny bezvody, Penta s.r.0. (CZ)

3.1.3 Pouzité kultiva¢ni materialy

Agar praskovy bakteriologicky, HiMedia (Indie)
Lactobacillus MRS bujon, HiMedia (Indie)

LB bujon, Sigma-Aldrich (Némecko)

Nutrient bujon s 1% peptonem, HiMedia (Indie)

3.1.4 PouZité mikroorganismy

Probiotické bakteridlni kmeny:
Lactobacillus acidophilus CCM 4833,
Lactobacillus plantarum CCM 7039,
Bifidobacterium bifidum CCM 3762,
Bifidobacterium breve CCM 7825.

Pro antimikrobidlni testy byly pouZity mikroorganismy:
Escherichia coli CCM 3954,
Micrococcus luteus CCM 1569.

Vsechny druhy pouZitych organismii byly ziskiny z Ceské sbirky Masarykovy univerzity
v Brné€ a byly kultivovany dle doporuceni poskytovatele.

3.2 Kultivace bakterii mlééného kvasSeni v komer¢énim médiu

Pro kultivaci probiotik bylo pouZito komeréné dostupné kultivacni médium Lactobacillus MRS
broth, ptipravené dle instrukci vyrobce. K ptipraveé kapalného média byla pouzita koncentrace
55,15 g praSkového média na 1000 ml destilované vody. Pfipravené médium bylo sterilovano
v tlakovém hrnci po dobu 20 minut pti 120 °C. Po ochlazeni zivného média bylo v o¢kovacim
boxu napipetovano sterilni médium do sterilnich plastovych 15ml zkumavek s uzavérem.
Do kazdé zkumavky bylo nasledné pfidano 10 objemovych % vybrané bakteridlni kultury
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(Lactobacillus acidophilis, Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterum
bifidum). Vsechny bakterialni kmeny byly kultivovany anaerobné v inkubatoru pii 37 °C
po dobu 16 hodin a nasledn¢ skladovany pfti 4 °C.

Vybrané kultury slouzily jako zasobni a pro porovnani narustu biomasy vybranych kment
za stejnych podminek pro dalsi méfeni. Uvedené inokulacni davky byly pouzivané v prabéhu
celé prace a v procesu opakované piipravy kultur potfebnych pro praci.

3.3 Charakterizace bakterii mlééného kvasSeni
3.3.1 Test viability a naristu probiotickych kultur

Po dokonceni kultivace byly zvolené podminky ovéteny testem zivotaschopnosti bakterii.
K provedeni testu byl vyuzit mikroskop a methylenovd modi. Test je zaloZen na rozdilném
zbarveni bakteridlnich bunék podle jejich viability — Zivé buiiky s intaktni bunécnou
membranou zustavaji bezbarvé, zatimco mrtvé buiilky se vlivem priniku barviva pies narusenou
membranu zbarvuji modte. K testovani bylo na podlozni sklicko pipetovano 0,5 ml bakterialni
kultury a 0,5 ml methylenové modfi. Smés byla dikladn€ promichana pomoci automatické
pipety a piekryta krycim sklickem. Nasledn¢ byly vzorky analyzovany pod mikroskopem.

3.3.2 Stanoveni naristu kultury pomoci turbidimetru

Po ukonceni kultivace mikroorganismt byl ke stanoveni hustoty bun€k vyuzit turbidimetr,
kterym byl zméfen rozptyl svétla jednotlivych vzorki. Pfed méfenim byly vzorky vhodné
nafedény tak, aby spadaly do méfitelného rozsahu pftistroje. Vysledky byly ziskany ve formé
jednotek McFarland, které ptedstavuji standardizované hodnoty zdkalu odpovidajici urcité
koncentraci bunék. Tyto hodnoty byly nasledné prepocteny na koncentraci Zivotaschopnych
bunék, vyjadrenou v jednotkach CFU/ml (colony forming units per milliliter).

3.4 Priprava zeleninovych extraktu

Vybrané druhy zeleniny (Cervena fepa, mrkev, Spenat, fapikaty celer a cuketa) byly zakoupeny
v Cerstvém stavu a nasledné lyofilizovany. Po vysuSeni za sniZeného tlaku a teploty byla
zelenina mechanicky rozmélnéna na jemny prasek. Z takto pfipraveného vzorku byly vytvoreny
vodné extrakty pro dals§i analyzu. Bylo navdzeno 0,5 g zeleninového praSku a rozpusténo
v 10 ml destilované vody. Suspenze byla ponechéana k extrakci na tfepacce pii 110 rpm, po dobu
24 hodin pii laboratorni teploté. Po uplynuti této doby byly vzorky centrifugovany a ziskany
supernatant byl odebran a pouzit pro nasledna stanoveni.
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3.5 Charakterizace zeleninovych extrakti
3.5.1 Stanoveni redukujicich sacharidi metodou dle Somogyi—Nelsona

Pro ucely kvantifikace redukujicich cukri byla provedena kolorimetrickd reakce
s nasledujicimi kroky. Jeden mililitr analyzovaného vzorku byl smichan s 0,5 ml Cinidla I
a0,5ml cinidla II. Tato smés byla nasledné¢ inkubovana varem po dobu deseti minut.
Po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo k reakéni smési ptidano 0,5 ml ¢inidla III a destilovana
voda tak, aby celkovy objem byl 10 ml. Kalibra¢ni kiivka byla sestavena pro glukézu v rozsahu
koncentraci 0,01 az 0,1 g/l. Kazdy analyzovany vzorek byl méfen triplikatné a vysledna
koncentrace byla stanovena jako aritmeticky prumér téchto tfi méteni.

« Cinidlo I: Bylo p¥ipraveno rozpusténim 12 g uhli¢itanu sodného, 8 g hydrogenuhli¢itanu
sodného a 6 g vinanu sodno-draselného ve 100 ml destilované vody. Samostatné bylo
rozpusténo 72 g siranu sodného ve 300 ml destilované vody. Oba tyto roztoky byly
nasledné smichany.

« Cinidlo II: Bylo pfipraveno smichanim 4 g pentahydratu siranu méd’natého s 24 g siranu
sodného ve 200 ml destilované vody.

« Cinidlo III: Nejprve bylo rozpusténo 25 g molybdenanu amonného ve 450 ml
destilované vody. K tomuto roztoku bylo pfidano 21 ml koncentrované kyseliny sirové.
V druhé nadobé byly rozpustény 3 g heptahydratu hydrogenarseni¢nanu sodného
ve 25 ml destilované vody. Oba ptipravené roztoky byly nasledné smichdny a vysledné
¢inidlo bylo ponechdno po dobu 48 hodin ve tmé pfti laboratorni teplot¢.

3.5.2 Stanoveni celkovych cukrii podle Duboise

Pro stanoveni celkovych cukri byla provedena kolorimetrickd metoda, pfi niz byl 1 ml
analyzovaného vzorku smichén s 1 ml 5% roztoku fenolu a 5 ml koncentrované kyseliny sirové.
Tato smés byla promichana a nésledné inkubovana po dobu 30 minut pii laboratorni teploté.
Po inkubaci byla zméfena absorbance vysledného roztoku pifi vinové délce 490 nm. Kazdy
vzorek byl analyzovan ve tfech opakovanich. Pro kvantitativni stanoveni glukézy byla
ptipravena kalibra¢ni kiivka s pouzitim standardnich roztokt gluk6zy v koncentraénim rozmezi
0,02 az 0,1 g/, rovnéz v triplikatech.

3.5.3 Stanoveni antioxida¢ni kapacity

Nejprve byl pfipraven roztok ABTS rozpusténim v destilované vod¢ na koncentraci 7 mM.
K tomuto roztoku byl pfidan roztok peroxodisiranu draselného s koncentraci 2,45 mM. Tento
roztok byl ponechan stit 24 hodin ve tmé pro vytvoreni stabilniho kationového radikalu
ABTS-*. Nasledn¢ byla provedena uprava roztoku ABTS-* zifedénym ethanolem tak, aby
absorbance pfi 734 nm dosahovala hodnoty 0,70 + 0,02. Dale byly pfipraveny kalibracni
roztoky Troloxu o koncentracich 50, 100, 200, 300 a 400 pg/ml v 60% ethanolu. M¢feni byla
provedena v triplikatech, kdy k 10 pl vzorku byl pfidan 1 ml roztoku ABTS-*. Po 10 minutach
inkubace ve tm¢ byla zméfena absorbance na spektrofotometru (Aio). Jako kontrolni méteni
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slouzil blank obsahujici 10 ul ethanolu a 1 ml roztoku ABTS-*, jehoZ absorbance byla zmé&iena
ihned (Ao). Antioxidacni kapacita byla vypocitana z rozdilu mezi pocatecni absorbanci (Ao)
a absorbanci po 10 minutach (Aio). Pro vypocet byl pouzit primér namétenych absorbanci.

3.5.4 Stanoveni celkovych fenolickych latek

Bylo pfipraveno pét kalibracnich roztokt kyseliny gallové o koncentracich 0,05; 0,1; 0,15; 0,2
a 0,3 mg/ml rozpusténim 1 mg/ml zdsobniho roztoku kyseliny gallové ve vod¢ a néslednym
fedénim. Pro méfeni vzorkl byl pfipraven roztok Folin-Ciocalteuova ¢inidla ziedénim s vodou
v poméru 1:9. K 1 ml tohoto ztedéného ¢inidla bylo pipetovano 1 ml destilované vody a piidano
50 pul vzorku. Smés byla vortexovana a inkubovéana 5 minut pfi laboratorni teploté. Po inkubaci
byl pfidan 1 ml nasycené¢ho roztoku uhli¢itanu sodného, roztok byl znovu vortexovan
a ponechan inkubovat dal§ich 15 minut. Nésledné¢ bylo provedeno spektrofotometrické
stanoveni absorbance pii 750 nm. Méfeni vzorki byla provedena v duplikatech a pro vypocet
koncentrace fenolickych latek byly dosazeny priméry hodnot absorbanci do kalibra¢ni kiivky
ziskané z namétenych hodnot standardi kyseliny gallové.

3.5.5 Stanoveni chlorofyli

Pro stanoveni obsahu chlorofylti byly pfipraveny ethanolové extrakty. Jeden gram zeleniny byl
extrahovan pomoci 10 ml 96% ethanolu. Do kaZdého vzorku byly pfidany sklenéné kulicky
a smési byly intenzivné promichany na vortexu po dobu 15 minut. Néasledn¢ byly zkumavky se
vzorky zabaleny do alobalu kviili ochrané pted svétlem a umistény na laboratorni tfepacku, kde
probihala extrakce za konstantniho tfepani po dobu 24 hodin. Po uplynuti této doby byly
extrakty centrifugovany pii 5000 otackach za minutu po dobu 5 minut. Po odstfedéni byl
supernatant oddélen od pevného zbytku. Byla méfena absorbance supernatantu pii vlnovych
délkach 645 a 663 nm proti ethanolu. Kazdy vzorek byl méfen tiikrat. Mnozstvi chlorofylu A
a B bylo vypocteno pomoci rovnic:

ca=12,7-A663 — 2,69 - A645
cb =229-A645 — 4,68 - A666. (1,2)

3.5.6 Stanoveni karotenoidu

Bylo navazeno 0,1 g zeleninového vzorku, ktery byl extrahovan pomoci 10 ml acetonu. Smés
byla promichana na vortexu a nasledné inkubovana po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C
na laboratorni tiepacce ve tmé. Po inkubaci byla suspenze centrifugovana pii 10 000 otackach
za minutu po dobu 6 minut. Ziskany supernatant byl nasledné méfen spektrofotometricky
pii vinové délce 450 nm. Kazdy extrakt byl méfen tfikrat, ptiCemz vysledné hodnoty byly
zpramérovany. Kalibra¢ni kiivka byla sestavena na zakladé standardniho roztoku [3-karotenu
o0 koncentraci 1 mg/ml. Z tohoto roztoku byla pfipravena kalibra¢ni fada v koncentra¢nim
rozmezi 0,2—1,0 ug/ml pomoci fedéni acetonem a métena rovnéz v triplikatech.
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3.5.7 Stanoveni vitaminu C

Pro stanoveni obsahu vitaminu C byla pouzita vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
(HPLC). Ze vzorku lyofilizované zeleniny bylo navéazeno 0,1 g, které bylo extrahovano pomoci

5 ml 2% roztoku kyseliny orthofosforecné. Smés byla diikladn€ promichana pomoci vortexu.

Ptfed samotnou analyzou musely byt vzorky piefiltrovany za pouziti nylonového injekéniho
filtru o porovitosti 0,45 pm a injekéni stiikacky, aby nedoslo k zaneseni kolony pevnymi

casticemi. Nasledné¢ byl filtrat v objemu 70 pl nanesen mikrostiikackou do davkovaci smycky
HPLC systému, jehoz parametry jsou uvedeny v tabulkach (7Tabulka 3, Tabulka 4).
Vyhodnocovéani probihalo v programu Chromeleon Chromatography Data System.

Tabulka 3: Parametry HPLC kolony pro stanoveni vitaminu

Nazev pristroje

HPLC Thermo Fischeer Scientific

Typ detekce

Spektrofotometricky s UV-Vis detekci

Typ kolony

Kinetex® 2.6 um Polar C18 100A (150 x 4,6 mm)

Teplota na koloné

35°C

Cas analyzy

20 min

Typ eluce

gradientova

SloZeni mobilni faze (MF)

MF A — octan sodny, MF B — acetonitril

Prutok mobilni faze

1 ml/min

Tabulka 4: SloZeni mobilni faze v riiznych casovych intervalech analyzy vitaminii

Cas [min] 0 6 12 14 15 16 20
MF A [obj. %] 100 90 30 10 10 100 100
MF B [obj. %] 0 10 70 90 90 0 0

Mnozstvi vitaminu C bylo zjisténo pomoci kalibra¢ni kiivky zavislosti plochy piku na

koncentraci vitaminu v roztoku.

y = 15 348,148 x

3)

Kde y je plocha piku (mAU 'min) a x je koncentrace vitaminu C v roztoku (mg/ml). Analyzy

1 kalibrace byly provedeny v duplikatech a vyjaddieny jako primérna hodnota ze dvou méfeni.
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3.6 Kultivace bakterii mlé¢ného kvaseni v prebiotickych extraktech

Pro kultivaci v prebiotickych extraktech byly po kultivaci v komerénim médiu vybrany bakterie
Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium bifidum. Byly ptipraveny 5% navazky zeleniny
do 15ml zkumavek, které byly doplnény sterilni destilovanou vodou na 15 ml. Zkumavky byly
ozafeny UV svétlem v o¢kovacim boxu a poté zaockovany 0,5 ml inokula ze zasobni kultury.
Uzaviené zkumavky se nechaly kultivovat v inkubatoru pii 37 °C po dobu 24 hodin.
Po ukonceni kultivace byly sterilné odebrany 2 ml supernatantu s probiotiky na dalsi kultivacni
testy na pevném médiu.

3.7 Priprava roztokii lyofilizata

Po ukonéeni kultivace byly zkumavky s kulturami centrifugovany pii 4 500 rpm po dobu
20 minut. Supernatant byl odpipetovan do zkumavek, které byly dany do mrazaku o teploté
— 80 °C. Po 24 hodinach byly vzorky dany na lyofilizator k vysuSeni na 48 hodin. Po lyofilizaci
byl lyofilizat zvazen a rozpustén demineralizované vod¢ tak, aby vznikl koncentrat urceny
pro dalsi stanoveni.

3.8 Kultivace na tuhém médiu

Pro kultivaci probiotik bylo pouzito komeréné dostupné zivné médium Lactobacillus MRS
broth spolu s bakterialnim agarem. K ptipravé tuhého média byla pouzita koncentrace 55,15 g
praskového média a 15 g bakterialniho agaru na 1000 ml destilované vody. Pfipravené médium
bylo sterilovano v tlakovém hrnci po dobu 20 minut pii 120 °C. Po sterilizaci bylo médium
ponechano vychladnout na optimalni teplotu a nasledné bylo v ockovacim boxu rozlito
do sterilnich Petriho misek. Po ztuhnuti bylo médium v miskach vystaveno UV zafeni
v ockovacim boxu za Ucelem zabezpeCeni sterility médii. Nasledné bylo na povrch kazdé
Petriho misky ve sterilnim prostedi za pouZiti sterilni hokejky rozetfeno 50 pl 100krat natedéné
probiotické kultury kultivované v dané zelenin€. Petriho misky byly inkubovéany pii 37 °C
po dobu 24 hodin. Kazdy druh zeleniny byl kultivovan s obéma vybranymi bakteriemi a kazdy
vzorek byl v duplikdtech. Po inkubaci byla kvantifikace bakteridlnich kolonii provedena
pomoci automatického ¢itace kolonii Interscience Scan 300.

Pti prvotni kultivaci bylo zjisténo, Ze fada vzorkl vykazovala pteristani Petriho misek, coz
znemoznovalo pfesné spocitani kolonii. Z tohoto diivodu byla kultivace opakovéana s vySSim
stupném fedéni (1:1 000), aby bylo dosaZeno optimalniho rozmezi poctu kolonii umoziujiciho
spolehlivou kvantifikaci.
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3.9 Charakterizace roztoki lyofilizati bakteridlnich kultur Kkultivovanych
v zeleninovych extraktech

3.9.1 Stanoveni kyseliny mlé¢éné vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC)

K analyze obsahu kyseliny mlééné byla vyuzita metoda vysokoucinné kapalinové
chromatografie s reverzni fazi (RP-HPLC). M¢éieni bylo provadéno na piistroji Ultimate 3000
za pouziti chromatografické kolony Rezex ROA-Organic Acid H+ (8 %), rozméra
250 x 4,6 mm, pii teplot¢ 30 °C. Detekce kyseliny mléné byla realizovana pomoci
refraktometrického (RI) detektoru. Jako mobilni faze slouzil 5 mM roztok kyseliny sirové
s nastavenym prutokem 0,6 ml/min.

Pro analyzu byl ptipraveny lyofilizat jest¢ 100krat nafedén demineralizovanou vodou. Tento
roztok byl nasledné piefiltrovan ptes nylonovy injekénti filtr s velikosti pori 0,45 pm. Po filtraci
bylo 70 ul vzorku pomoci mikrosttikacky aplikovano do davkovaci smycky.

Pro ucely kvantitativniho a kvalitativniho stanoveni kyseliny mlééné byla pfipravena
kalibra¢ni fada standardnich roztokli kyseliny mlécné (= 98 %) v koncentracich od 0,2
do 5 mg/ml. Tyto standardy byly analyzovany za stejnych podminek jako vzorky a méfeny
v duplikatech. Ziskana data byla zpracovana softwarem Chromeleon, ktery umoznil urcit
reten¢ni ¢as, vyhodnotit plochy piki a sestrojit kalibracni kiivku. Koncentrace kyseliny mlé¢né
ve vzorcich byla nasledné vypoctena na zakladé této kalibraéni kiivky jako primér ze dvou
méfeni.

3.9.2 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Pro stanoveni antimikrobidlni aktivity extrakti B. bifidum a L. acidophilus kultivovanych
na riznych prebiotickych substratech byl pouzZit gramnegativni kmen Escherichia coli
a grampozitivni kmen Micrococcus Iuteus. Antimikrobidlni u¢inek byl hodnocen pomoci
bujonové diluéni metody a resazurinového testu. VSechny experimenty byly provadény
ve sterilnich podminkéch oc¢kovaci mistnosti.

Pro ptesnéjsi urceni zdroje antimikrobidlni aktivity lyofilizovanych bakteridlnich extraktl
byly paralelné analyzovany také roztoky kyseliny mlécné. Pripravené roztoky meély
koncentrace v rozmezi 1-200 mg/ml.

3.9.2.1 Kultivace mikroorganismii

Kultivace Escherichia coli probihala v kapalném zivném médiu LB Broth o koncentraci 20 g/1,
které bylo pfipraveno dle instrukci vyrobce. Z pfipraveného média bylo odméfeno 50 ml
do 100ml Erlenmeyerovy batiky pro kultivaci mikroorganismu, pfi¢emz zbyly objem sterilniho
média byl uchovan ve vétsi uzaviratelné pyrexové nadobé a nasledné pouzit pifi pipetovani
na mikrotitracni desti¢ky v ramci antimikrobiélnich testu.
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Pro kultivaci Micrococcus luteus bylo obdobné ptipraveno kapalné médium Nutrient Broth
o koncentraci 25 g/l. Médium bylo rozdéleno stejné jako v pfedchozim ptipadé€ pro kultivaci
a antimikrobialni testy.

Vsechna piipravena média byla sterilovana v tlakovém hrnci po dobu 20 minut pii 120 °C
apo sterilizaci ponechana vychladnout na laboratorni teplotu. Do sterilnich médii
v Erlenmeyerovych baiikach bylo v lamindrnim boxu inokulovédno 3 % (v/v) bakterialni
suspenze. Banky byly uzavieny a inkubovany po dobu 24 hodin pii teploté 37 °C.

3.9.2.2 Bujonova diluéni metoda

Diluéni antimikrobidlni testy byly provadény v 96 jamkovych mikrotitracnich destickach
(12sloupci a 8 fad). Do jamek po obvodu bylo napipetovano 200 pl sterilni destilované vody,
aby se zamezilo vysychdni desticky. Do jamek urcenych pro vzorky bylo napipetovano
po 100 pl odpovidajiciho média pro dany mikroorganismus. Do prvni fady s médiem bylo
ptidano 100 pl vzorku (vzdy bud’ lyofilizatu nebo kyseliny mlé¢né), obsah jamky byl zamichan
Spickou pipety a 100 pl bylo odebrano do jamky pod ni. Postup byl opakovan, dokud nevznikla
koncentracni fada s celkovym objemem 100 pl v kazdé jamce. Nakonec bylo do kazdé jamky
v téchto 8 sloupcich napipetovano 100 pl bakteridlni kultury, kterda byla pfedtim natfedéna
na 0,5 McFarlanda a pot¢ jest¢ 1 000x zfedéna odpovidajicim médiem. Ve zbyvajicich jamkach
byly provedeny kontroly. V prvnich 4 jamkach byla kontrola pozitivni, jamky obsahovaly tedy
100 pl média a 100 pl kultury. Dalsi Etyti byly pro kontrolu negativni a obsahovaly 50 pl média,
50 pl 70% ethanolu a 100 pl kultury. Do poslednich 4 jamek bylo napipetovano 200 pl €istého
média, coz poslouzilo jako kontrola média. Po ptipraveni vSech mikrotitra¢nich desti¢ek byla
zmétena v kazdé jamce absorbance pii vinové délce 630 nm pomoci pfistroje ELISA Reader
BioTek ELx808. Desticky byly uzavieny, utésnény pomoci parafilmu a ponechany inkubovat
pii 37 °C po dobu 24 hodin. Po uplynuti 24 hodin byla opét zméfena absorbance kazdé jamky
na mikrotitracni desti¢ce pii vinové délce 630 nm. Na zaklad€ zmény absorbance byla nasledné
vypocitana antimikrobidlni aktivita jednotlivych lyofilizatd.

3.9.2.3 Resazurinovy test

Resazurinovy test byl pouZzit k hodnoceni viability bun€k po provedeni bujonového diluéniho
testu. Princip metody spoc¢iva v kolorimetrické pteméné modrofialového resazurinu na rizove
zbarveny resorufin, ke které dochazi metabolickou aktivitou Zivych bunék. Po 24 hodinach
kultivace byla nejprve zméfena absorbance obsahu jednotlivych jamek mikrotitracnich desticek
pii vinové délce 630 nm. Nasledné bylo do kazdé jamky (s vyjimkou obvodovych, obsahujicich
pouze vodu) pfidano 20 pl roztoku resazurinu. Pro standardni méfeni byl pouzit roztok
resazurinu o koncentraci 0,15 mg/ml, pfipraveny rozpusténim resazurinu v PBS pufru
a destilované vodé v poméru 1:11. Roztok byl pfed pouzitim ptefiltrovan ptes sterilni filtr
s velikosti porii 0,2 um. Po ptidani roztoku byly desticky inkubovany 30 minut pii teploté 37 °C
na tfepacce. Nasledné byla v jednotlivych jamkach zméfena absorbance pii vinové délce
570 nm.
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3.10 Enkapsulace vybranych probiotickych bakterii se zeleninou
3.10.1 Priprava vzorku

Na zékladé¢ vysledkii ptedchozich stanoveni byly vybrany vhodné kombinace zeleniny
a probiotickych druhti pro enkapsulaci. Do 15ml plastovych zkumavek bylo navazeno 0,75 g
zeleninového prasku. Zkumavky byly vysviceny UV svétlem v oCkovacim boxu a poté
zaoc¢kovany 1 ml inokula ze zasobni kultury a doplnény sterilni vodou na 15 ml. Zkumavky
byly ponechany ke kultivaci v inkubatoru pii 37 °C po dobu 20 hodin. Po ukonc¢eni kultivace
byla zméfena hodnota zékalu denzitometrem. Nasledné byla provedena predbézna enkapsulace
celého kultivacniho média vcetné pevnych Castic zeleniny. Pii tomto postupu vsak dochézelo
K ucpavani trysky enkapsulatoru, coz znemoziovalo plynuly prub¢h enkapsulace. Metoda byla
tedy optimalizovana — vzorky byly odstfedény pti 6 000 rpm po dobu 6 minut, aby doslo
k odstranéni velkych pevnych &astic. Z kazdého vzorku bylo nasledné odebrano 5 ml
supernatantu do pyrexové nadoby pro enkapsulaci.

3.10.2 Enkapsulace

Byly ptipraveny roztoky 1% alginatu a 1% CaCl,. Z odebraného supernatantu bylo pfipraveno
50 ml 10% roztoku v 1% alginatu. Pfipravené vzorky byly jednotlivé enkapsulovany pomoci
enkapsulatoru s tryskou o maximdlni velikosti 750 um. Pfed zahajenim enkapsulace byly
nastaveny hodnoty napéti, frekvence, michani a po zapnuti byl nastaven tlak, tak aby vznikal
Taylorv kuzel. Jednotlivé parametry enkapsulace jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 5).

Po zahijeni enkapsulace kapky dopadaly na Petriho misku s magnetickym michadlem,
obsahujici 1% roztok CaClz, ktery slouzil jako sitovaci ¢inidlo. Pro ureni miry enkapsulace
byl zméfen zékal po enkapsulaci pomoci denzitometru. Vzniklé astice byly nasledné
pozorovany a hodnoceny pod stereomikroskopem Zeiss Stemi 2000-C s okularem 0,5x
a objektivem 1,6x; celkove ptiblizovaci rozmezi 0,65x—5x.

Tabulka 5: Parametry enkapsulace

VELICINA PARAMETR
FREKVENCE | 3300 Hz

NAPETI 1600 V
MICHANI 100%
TLAK 160-200 mbar
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3.10.3 Postupné uvoliiovani probiotik z ¢astic

Po dokonceni procesu enkapsulace byla pfipravena suspenze enkapsulovanych ¢astic v MRS
bujonu, ve které ¢astice tvoftily priblizne€ 10,6 % (w/w). Ve vSech zkumavkach byl poté zméien
zékal média pomoci denzitometru. Zkumavky byly dany ke kultivaci pfi teploté 37 °C a kazdy
vSedni den po dobu 11 dni byl méfen zakal média ve zkumavkach, pomoci kterého byl zjistén
narust bakterialni kultury uvolnéné z ¢astic.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Charakterizace bakterii mlé¢ného kvaSeni
4.1.1 Test viability a naristu probiotickych kultur

Podminky kultivace byly ovéfeny z diivodu nastaveni idealniho prostfedi pro rtst probiotik
a pro zamezeni chyb pii méfeni narastu kultury denzitometrem. Touto kontrolou bylo ovéfeno,
zda zvolené zivné médium, teplota a anaerobni podminky jsou vyhovujici pro zkoumané
probiotické bakterie. Kontrola byla provedena testem viability, ktery je popséan v kapitole 3.3.1.
Na zéklad¢ mikroskopické analyzy bylo ve vzorcich pozorovano pievazné velké mnozstvi
bezbarvych (neobarvenych) bunék, coz svédci o jejich zivotaschopnosti. Z toho lze usuzovat,
7ze nami nastavené podminky kultivace byly vhodné zvoleny. Mikroskopické snimky jsou
uvedeny na obrazcich (Obrazek 4, Obrazek 5), kde lze vidét, ze vétSina bakterialnich bunék je
ziva, ma typicky ty¢inkovity tvar a v n¢kterych piipadech vytvari shluky.

Obrazek 4: Mikroskopicky snimek Obrazek 5: Mikroskopicky snimek
kultivovanych probiotickych kultivovanych probiotickych
bakterii po barveni (CCM 4833) bakterii po barveni (CCM 3762)

4.1.2 Stanoveni naristu kultury pomoci turbidimetrie

Po ukonceni kultivace v komerénim médiu byla proméfena turbidita jednotlivych kultur.
Z naméfenych McFarlandovych jednotek byla pomoci tabelovanych standardii stanovena
koncentrace bun¢k mikroorganismu v 1 ml kultury. Méfeni bylo provedeno v triplikatech,
z naméfenych hodnot byl urcen primérny nartist biomasy a stanoveny smérodatné odchylky.
Vysledky jsou zobrazeny na obrazku (Obrdzek 6).
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Obrdazek 6: Graf srovndvajici ndrust bunécné biomasy probiotika v komercnim médiu

Z vysledkii méteni zékalu vyplyva, Ze nejvyssi riistovou hustotu dosadhly kmeny Lactobacillus
acidophilus a Bifidobacterium bifidum. Konkrétné L. acidophilus dosahl primérné koncentrace
(23,6 £ 0,2)-108 CFU/ml a B. bifidum (19,0 £ 0,2)-10®8 CFU/ml. Tyto vysledky svédéi o jejich
dobré schopnosti adaptace na podminky kultivace a vysoké Zivotaschopnosti, kterd byla
potvrzena stanovenim v kapitole 4././. Na zaklad¢ téchto udajii byly pravé tyto dva kmeny
vybrany pro navazujici prace.

4.2 Charakterizace zeleninovych extrakta

Charakterizace zeleninovych extrakti byla provedena za tcelem posouzeni jejich vhodnosti
jako nosic¢l a zdroju zivin pro rust probiotickych mikroorganismti. Obsah redukujicich cukri
byl sledovan z divodu, Ze cukry pfedstavuji primarni zdroj energie pro probiotika, a jejich
pfitomnost miZe pfimo ovlivnit ristovou aktivitu bakterii. Antioxidacni aktivita, spole¢né
s obsahem polyfenold, byla hodnocena vzhledem k jejich schopnosti chranit bakterialni buniky
pfed oxidacnim stresem, ¢imZ mohou zlepSovat podminky pro pieziti a proliferaci
mikroorganismid. Mnoho ze sledovanych parametrii se navzijem ovliviluje a podili se
na celkové antioxidacni kapacité extraktl, coz podtrhuje vyznam jejich komplexniho
zhodnoceni.
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4.2.1 Stanoveni redukujicich sacharidi metodou dle Somogyi—Nelsona

Postup stanoveni redukujicich sacharidit metodou dle Somogyi—Nelsona je uveden v kapitole
3.5.1. Nejprve byla sestrojena kalibra¢ni kiivka pro glukoézu v rozsahu koncentraci 0,01 az
0,1 g/1, jejiz regresni rovnice ma tvar:

A = 4,3512x
R% = 0,9958. “4)

Obsah redukujicich cukri byl stanoven uvsSech zkoumanych druhii zelenin. Kazdy
analyzovany vzorek byl méfen triplikatné a vysledna koncentrace byla stanovena jako
aritmeticky primeér téchto tii méfeni. Konecné vysledky jsou uvedeny na obrazku (Obrazek 7).
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Obrdazek 7: Graf srovndvajici obsah redukujicich sacharidii ve vzorcich zeleniny

Z grafu je zfejmé, Ze nejniz$i koncentrace byla naméfena ve vzorku Spendtu, kde Cinila
(1,39 £0,01 mg/g), zatimco nejvyssi koncentrace byla zjiSténa u cukety s hodnotou
(3,012 £ 0,006 mg/g). Ostatni druhy zeleniny — konkrétné¢ mrkev, Cervena fepa a celer —
vykazovaly mezilehlé hodnoty, pfi¢emzZ rozdily mezi nimi byly menSi neZ mezi krajnimi
hodnotami.

Tyto vysledky ¢aste¢né odpovidaji predpokladim zalozenym na zndmém nutricnim slozeni
jednotlivych druhti zeleniny. Cuketa a Cervena fepa patii mezi druhy s vyS$Sim obsahem
sacharidl, a to pfedevSim jednoduchych cukri, jako je glukéza a fruktdza, coZ se odrazilo
1 v jejich vyssich zjisténych koncentracich redukujicich cukrt. Naopak Spenat, jakozto typicka
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listovd zelenina, obsahuje pfirozen¢ méné cukrt, jelikoz jeho hlavni slozkou je voda
a vlaknina [103-105].

Byl zjistén pomérné vysoky obsah redukujicich cukrt u celeru (2,63 = 0,05 mg/g), ktery neni
bézn¢ uvadén jako zelenina s vysokym obsahem jednoduchych sacharidii. Tento vysledek by
mohl byt zptisoben n€kolika faktory, naptiklad ptirozenymi odridovymi rozdily, vlivem zralosti
pouzitého vzorku nebo podminkami skladovani pted analyzou, kdy miize dojit k rozkladu

vvvvvv

4.2.2 Stanoveni celkovych cukri podle Duboise

Me¢tenim absorbance standardnich roztokl glukozy pii vinové délce 490 nm byla sestavena
kalibra¢ni kiivka, jejiz regresni rovnice ma tvar:

A=81767
R? = 0,9972. (5)

Pomoci rovnice byly nasledné vypocteny koncentrace celkovych redukujicich cukri
ve vybranych vzorcich zeleniny. U kazdého vzorku byla absorbance métena trikrat, pficemz
z namétfenych hodnot byla vypoctena primérnd hodnota a odpovidajici smérodatna odchylka
pro zajisténi presnosti a opakovatelnosti mefeni. Stanovené koncentrace celkovych cukrt
ve vzorcich zeleniny lze vidét na obrazku (Obrdzek 8).
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Obrazek 8: Graf porovnavajici obsah celkovych sacharidit ve vzorcich zeleniny
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Z grafu je zfejmé, ze mezi sledovanymi druhy zeleniny existuji vyrazné rozdily v obsahu
celkovych cukrti. Nejvyssi obsah byl zaznamenan u mrkve (93,88 + 0,01 mg/g), coz je hodnota
vyrazng prevysujici ostatni vzorky. Tento vysledek je v souladu s ocekdvanim, nebot’ mrkev je
znama svym vysokym obsahem ptirodnich sacharidi, zejména glukozy, fruktozy a sachardzy.
Mnozstvi cukrt v mrkvi mize byt navic ovlivnéno i podminkami péstovani, dozravani
a skladovani [106]. Pomérn€ vysokou hodnotu vykazala také cervend fepa (29,17 + 0,01 mg/g).
Tento vysledek rovnéz odpovida znamému slozeni této kofenové zeleniny, kterd se vyznacuje
sladkou chuti pravé diky vysSimu podilu sacharidi [104]. V obou piipadech bylo nutné
aplikovat silné fedéni extraktu, aby vysledné absorbance odpovidaly rozsahu kalibra¢ni kiivky,
coz dale potvrzuje vysoky obsah cukrii v téchto vzorcich.

Naopak Spenat, celer a cuketa vykazovaly vyrazné¢ niz$i hodnoty — konkrétné Spenat
(1,042 + 0,008 mg/g), cuketa (2,596 = 0,004 mg/g) a celer (3,908 + 0,001 mg/g). Tyto vysledky
odpovidaji jejich nutriénimu slozeni, které se vyznacuje vysokym podilem vody a vldkniny
a obecné nizkym obsahem jednoduchych i komplexnich cukrii. Spenat jakozto listova zelenina
vSak stale ziistavaji nizké.

V porovnéni se stanovenim obsahu redukujicich sacharidl, kde se hodnoty pohybovaly
v rozmezi 1,39-3,01 mg/g, celkovy obsah sacharidi dosahoval hodnot az 93,88 mg/g. Nejvyssi
koncentrace celkovych sacharidl byla naméfena u mrkve, coz koresponduje s jejim vysokym
obsahem polysacharidli. Naopak S$penat vykazoval nejnizsi obsah cukrii v obou metodach, coz
potvrzuje jeho nizky energeticky profil. Vyrazné¢ vyssi hodnoty u metody podle Duboise
potvrzuji, Ze znacna €ast cukrl v zeleninovych extraktech neni v redukujici formé.

4.2.3 Stanoveni antioxida¢ni kapacity

Celkova antioxidacni kapacita sledovanych vzorka byla urena podle postupu popsaného
v kapitole 3.5.3. Pro vypocet kapacity byla pouzita regresni rovnice ve tvaru:

A = 1,0969x
R% = 0,9975. (6)

Rovnice byla ziskana na zékladé meéteni standardnich roztokli Troloxu. Kazdy vzorek byl

méten v duplikatech, z naméfenych hodnot byl vyhodnocen aritmeticky primér. Souhrnné
vysledky antioxidacni kapacity jednotlivych vzorki jsou uvedeny na obrazku (Obrazek 9).
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Obrazek 9: Graf zobrazujici vysledky stanoveni antioxidacni kapacity vzorkii zelenin

Vysledky stanoveni antioxidacni kapacity ukdzaly vyrazné rozdily mezi jednotlivymi vzorky
zeleniny. Nejvyssi antioxidacni kapacitu vykazala cuketa s hodnotou (8,05 + 0,02 mg/g). Tento
vysledek je do urcité miry piekvapivy, nebot’ cuketa neni obecné povazovana za vyznamny
zdroj antioxidantll. Vysokd kapacita mliZe byt ovlivnéna konkrétni odriidou nebo ptitomnosti
fenolickych latek, které u¢inné€ reaguji s radikdlem ABTS-* pouZitym v testu.

Druhou nejvyssi kapacitu vykazal Spenat s hodnotou (7,349 + 0,007 mg/g), coz odpovida
otekavani. Spenat je znamy vysokym obsahem antioxidantl, pfedeviim vitaminu C,
karotenoidd (zejména luteinu) a flavonoidii. Naméfené hodnoty tak potvrzuji, Ze Spenat je
bohatym zdrojem latek s antioxida¢nim potencialem [103].

Stfedni hodnotu antioxidacni aktivity vykézal celer. Tento vysledek je konzistentni s jeho
slozenim, celer obsahuje rGzné bioaktivni latky vcetné kumarind, fenolickych kyselin
a vitaminu C, avSak v nizSich koncentracich nez listova zelenina [107].

Niz$i hodnoty byly zaznamendny u mrkve (2,36 + 0,06 mg/g), coz odpovida jejimu
typickému slozeni. Mrkev je charakteristickd vysokym obsahem beta-karotenu, coz je lipofilni
antioxidant. Vzhledem k tomu, Ze extrakce byla provadéna ve smési 60% ethanolu a vody, lze
predpokladat, Ze lipofilni karotenoidy nebyly dostatetné extrahovany a jejich schopnost
reagovat s hydrosolubilnim ABTS-* radikdlem byla omezeni. Vysledky tak mohly byt
zkresleny rozdilnou rozpustnosti pfitomnych antioxidanti a omezenou extrakci téch, které
nejsou kompatibilni s pouzitym rozpoustédlem.
povazovana za bohaty zdroj antioxidantli, zejména betacyanini [104]. MoZnou pfic¢inou nizké
aktivity miiZze byt zhorSend extrakce téchto sloucenin v pouzitém rozpoustédle nebo jejich
castecna degradace béhem piipravy vzorku.
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4.2.4 Stanoveni celkovych fenolickych latek

Na zakladé pracovniho postupu popsaného v kapitole 3.5.4 byla sestavena kalibra¢ni kiivka
kyseliny gallové, pfi¢emz vysledna rovnice linedrni regrese byla ve tvaru:

A=1,6477x
R? = 0,9983. 7)

Nasledn¢ bylo pristoupeno ke stanoveni obsahu fenolli v jednotlivych vzorkach zeleniny.
U kazdého vzorku byla meéfena absorbance ve tfech opakovanich a vysledna hodnota
predstavuje pramér téchto méfeni. Obsah fenoll v jednotlivych druzich zeleniny byl nasledné
vypocten pomoci regresni rovnice a doplnén o smérodatnou odchylku. Piehled vypoctenych
hodnot je uveden v grafu na obrazku (Obrazek 10).
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Obrazek 10: Graf srovnavajici stanoveny obsah fenolickych latek ve vzorcich zeleniny

V grafu lze vidét vyrazné rozdily v obsahu celkovych fenolickych latek mezi jednotlivymi
druhy testované zeleniny. Nejvyssi obsah byl zjistén u Spenatu (8,119 £ 0,004 mg/g), coz
odpovida jeho charakteru listové zeleniny, kterd je obecné bohaté na fenolické slouceniny diky
aktivni fotosyntetické c¢innosti. Podobn¢ vysoky obsah byl nalezen také u Cervené fepy
(7,22 £0,01 mg/g), kterd je znama nejen obsahem fenolickych latek, ale také dalSich
antioxidantl, napiiklad betalaint [104].

Stredni obsah celkovych fenolickych latek byl zjistén u cukety, cozZ je v souladu s tim, ze
ackoli nepatii mezi vyrazné zdroje polyfenolli, mtiZe jejich obsah kolisat v zavislosti na odrde¢,
zralosti a péstebnich podminkach.
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Vyrazné niz§i hodnoty byly naméfeny u celeru (1,131 += 0,006 mg/g) a mrkve
(0,82 £ 0,02 mg/g). U celeru lze nizsi obsah fenolickych sloucenin vysvétlit rozdilnym
slozenim a pfitomnosti jinych typd bioaktivnich latek, jako jsou furanokumariny. Mrkev je
znama spise jako zdroj karotenoidd, coz miize vysvétlovat nizkou koncentraci stanovenych
fenolickych latek.

4.2.5 Stanoveni chlorofylii

Obsah chlorofylu A a B byl stanoven dle postupu popsaného v 3.5.5. Absorbance supernatantu
byla méfena ve tfech opakovanich pii vlnovych délkdch 645 a 663 nm proti slepému
ethanolovému vzorku. Vysledné hodnoty byly zprimérovany a pro vypocet koncentrace
chlorofylu A a B byly pouzity rovnice:

ca=12,7-A663 — 2,69 - A645
cb =22,9-A645 — 4,68 - A666. 8,9)

Stanovené koncentrace jsou zobrazeny v grafu na obrazku (Obrdazek 11).
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Obrazek 11: Graf srovnavajici stanoveny obsah chlorofylu ve vzorcich
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Na zéklad¢ ziskanych vysledkii bylo zjiSténo, ze nejvyssi obsah chlorofylu A 1 B vykazoval
Spenat, a to s hodnotami (8,818 = 0,001 mg/g) a (4,348 £ 0,001 mg/g), pticemz celkovy obsah
chlorofyld doséahl (13,166 + 0,001 mg/g). Tyto hodnoty vyrazné pievysSuji koncentrace zjisténé
u ostatnich analyzovanych druhii zeleniny, coz lze vysvétlit jeho intenzivni zelenou barvou
a listovou strukturou, ktera je bohata na chloroplasty.

chlorofylu A a 0,021 + 0,002 mg/g chlorofylu B), coz odpovida tomu, ze se jedna primarné
o kotfenovou zeleninu, pfi¢emz chlorofyl slouzi primarn¢ k fotosyntéze v nadzemnich ¢astech
rostliny. Podobné nizké koncentrace byly ze stejnych davodi zjistény 1 u mrkve
(0,110 = 0,001 mg/g chlorofylu A a 0,170 £ 0,001 mg/g chlorofylu B), jejiz oranzova barva
rovnéZz naznacuje vysoky obsah jinych typti pigmentt.

Celer a cuketa vykazovaly stfedni hodnoty chlorofyll ve srovnani s ostatnimi vzorky. Tyto
hodnoty koresponduji s jejich Castecné zelenym zbarvenim a pfitomnosti fotosynteticky
aktivnich tkani.

Z grafu je patrné, ze zastoupeni chlorofylu A je ve vétSin€ vzorcich vyssi nez chlorofylu B,
coz odpovidd znamému poméru téchto pigmentl v zelenych rostlinnych castech. Vyrazné
rozdily mezi druhy zeleniny ukazuji na rozmanitost v obsahu fotosyntetickych pigmentii
v zavislosti na druhu a ¢asti rostliny, ktera byla analyzovéna.

4.2.6 Stanoveni karotenoidu

Koncentrace karotenoidil sledovanych vzorkil byla uréena podle postupu popsaného v kapitole
3.5.6 Pro vypocet byla pouzita regresni rovnice ve tvaru:

A=0,5312x
R? = 0,9982. (10)

Kazdy vzorek byl méfen v triplikdtech, z namétenych hodnot byl spocitan aritmeticky primér

a smérodatna odchylka. Souhrnné vysledky obsahu karotenoidii jednotlivych vzorkl jsou
uvedeny v grafu na obrazku (Obrazek 12).
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Obrdazek 12: Graf srovnavajici stanoveny obsah karotenoidui ve vzorcich zeleniny

Z grafu je zfejmé, Ze nejvyssi koncentrace karotenoidl byla zjisténa u mrkve, a to s vyraznym
odstupem oproti ostatnim druhtim. Po zapocteni fedéni Cinil skutecny obsah karotenoidi
v mrkvi (176,860 = 0,007 mg/g). Vysokd hodnota byla ocekdvana vzhledem k pfirozené
vysokému obsahu betakarotenu, ktery je dominantnim karotenoidem v mrkvi a je rovnéz
zodpovédny za jeji typicky oranzové zbarveni.

Naopak fepa, celer a cuketa vykazovaly nizky obsah karotenoidii, v rozmezi ptiblizné€ 34 az
61 mg/g. U téchto druhtli zeleniny lze niz8i koncentrace vysvétlit tim, Ze karotenoidy nejsou
hlavnimi pigmenty pfitomnymi v jejich pletivech. Repa je charakteristicka pfedevsim obsahem
betacyaninil, které ji proptjcuji syté Cervenou barvu. Celer a cuketa maji svétlé, piipadné
vyraznému zbarveni.

Pomérné vysoké koncentrace byla zaznamenana u Spenatu (89,755 £ 0,001 mg/g), ktery je
znamy predev§im obsahem luteinu a dalSich xantofylovych karotenoidi. I kdyz jeho listy
nejsou zbarveny oranZové, jak je béZné u zeleniny bohaté na B-karoten, jedna se o listovou
zeleninu s aktivni fotosyntézou, kde se karotenoidy vyskytuji v chloroplastech jako pomocné
fotosyntetické pigmenty. Tyto latky jsou tedy pfitomny ve vyS$$i mife, nezZ by mohlo napovidat
vnéjsi zbarveni listh.

52



4.2.7 Stanoveni vitaminu C

3.5.10bsah vitaminu C ve vzorcich lyofilizované zeleniny byl stanoven metodou vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie (HPLC). Parametry analyzy jsou popsané v kapitole 3.5.7. Béhem
analyzy na chromatogramu byly nalezeny odpovidajici plochy pikl, ze kterych pomoci
kalibra¢ni rovnice byla vypocitand koncentrace vitaminu C v roztocich vzorkl. Vysledné
koncentrace byly pfepocitiny na mg vitaminu C na gram suSiny a jsou zobrazeny
na obrazku (Obrdazek 13).
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Obrazek 13: Graf zobrazujici vysledky stanoveni vitaminu C ve vzorcich zeleniny

Vysledky stanoveni koncentrace vitaminu C v jednotlivych vzorcich zeleniny ukazuji pomérné
nizké hodnoty. Nejvyssi obsah ze vSech sledovanych vzorkii byl naméfen u Spenatu, a to
(0,087 = 0,004 mg/g). Tento vysledek odpovida ptedpokladiim, nebot’ Spenat je povazovan
za relativné dobry zdroj tohoto vitaminu, zejména diky své listové struktutfe a nizkému stupni
zralosti pfi sklizni. Ostatni analyzované druhy zeleniny obsahovaly niz§i mnozstvi tohoto
vitaminu. Mrkev, fepa a cuketa vykazovaly podobné koncentrace vitaminu C, pohybujici se
v rozmezi (0,019 + 0,001 az 0,029 + 0,001 mg/g). Nejnizsi obsah byl zaznamenan u celeru, kde
koncentrace dosahla pouze (0,014 0,001 mg/g), coz je v souladu s jeho obecné nizkym
obsahem vitaminll a vysokym obsahem vody.
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4.3 Kultivace probioticky bakterii na tuhém mediu

Vzhledem k tomu, ze turbidimetrické méfeni narGstu probiotickych kultur bylo ovlivnéno
pfitomnosti nerozpustnych ¢éstic z rostlinnych extrakti, nebyla tato metoda vyhodnocena jako
dostatecn¢ presna pro kvantifikaci bakterialniho rtstu. Z tohoto diivodu bylo pfistoupeno
k metod¢ pocitani kolonii po kultivaci na pevnych kultivacnich médiich. Touto metodou bylo
umoznéno presnéjsi stanoveni zivotaschopnych bunék (CFU), nebot byl eliminovan vliv
zakaleni zptisobeného jinymi slozkami nez samotnymi mikroorganismy.

Petriho misky s tuhym zivnym médiem byly piipraveny dle postupu popsaného v kapitole
3.8. Na sterilni povrch kazdé misky bylo ve sterilnich podminkach aplikovano 50 pl 1000x
nafedéné probiotické kultury, ziskané po predchozi kultivaci v jednotlivych druzich zeleniny.
Kultivace probihala za pouziti dvou probiotickych kment: Lactobacillus acidophilus
a Bifidobacterium bifidum. Po 24hodinové inkubaci byla kvantifikace vzniklych kolonii
provedena pomoci automatického c¢itace kolonii Interscience Scan 300 pii zvétSeni 1:1.
Vysledky jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 6), kterd zachycuje srovnédni ristu obou kment
v zavislosti na typu pouzité zeleniny. Nize jsou rovnéz ptilozeny fotografie vybranych Petriho
misek s narostlymi koloniemi (Obrdzek 14, Obrazek 15, Obrdzek 16, Obrazek 17).
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Tabulka 6: Vysledky kultivace na tuhém médiu

pocet narostlych

zelenina mikroorganismus kolonii CFU/ml pramér [CFU/mI]
. 6
Lactobacillus 124 | 1.47-10
ipenat acidophilus 187 | 2,23-10° | 1849 500 + 381 500
. 5
Bifidobacterium 78| 92310
bifidum 94 1,11-10° 1 015 600 £+ 92 400
. 5
Lactobacillus 11| 1,30-10
cuketa acidophilus 16 | 1,89-10° 159 800 <+ 29 600
. 6
Bifidobacterium 154 | 1.84-10
bifidum 80 9,47-10° 1 395 450 + 448 550
104
Lactobacillus 7| 83210
celer acidophilus 11 1,31-10° 106 940 + 23 760
104
Bifidobacterium 41 47310
bifidum 11| 13110 89020+ 41 680
. 6
Lactobacillus 155 | 18410
mrkev acidophilus 243 | 2,88-10°| 2355500+ 520500
. 5
Bifidobacterium 42 | 49710
bifidum 96 1,14-10° 819 050 + 321 950
. 5
Lactobacillus 31| 3.67-10
fepa acidophilus 18| 2,13-10°| 289 950 + 76 950
. 6
Bifidobacterium 82| 10110
bifidum 72 8,56:10° 934 750 + 79 250
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Obrazek 14: Kolonie Bifidobacterium
bifidum po kultivaci vzorku z cervené repy

(I 000% Fedeni), pocet
zvetseni 1:1

Obrazek  16:  Kolonie
acidophilus po kultivaci vzorku ze Spendtu

(1 000%  TFedeni), pocet
zvetseni 1:1

kolonii:

Lactobacillus

kolonii:

82,

187,

Obrazek 15: Kolonie Bifidobacterium
bifidum po kultivaci vzorku z cukety
(1 000% Fedeni), pocet kolonii: 154,
zvetseni 1:1

Obrazek 17:  Kolonie  Lactobacillus
acidophilus po kultivaci vzorku z mrkve
(1 000x  7edeni), pocet kolonii: 155,
zvetseni 1:1
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Vysledky uvedené v tabulce (Tabulka 6) ukazuji, ze riist obou pouzitych probiotickych kmeni
(Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium bifidum) byl vyrazné ovlivnén druhem pouzité
zeleniny. NejvySsi pocet narostlych kolonii byl pozorovan pii kultivaci Lactobacillus
acidophilus na mrkvi (243 CFU) a Spenatu (187 CFU), coZ mlze souviset s vy$§im obsahem
cukrii a antioxidantl, zejména vitaminu C a fenolickych latek, jak bylo prokéazéno
v ptedchozich kapitolach. Tyto latky pravdépodobné vytvéieji ptiznivejsi mikroprostiedi
pro rust bakterii, at’ uz jako zdroj energie nebo diky ochrané bunck pied oxida¢nim stresem.
Lactobacillus  acidophilus a1l kolonii  Bifidobacterium bifidum. Tento vysledek
pravdépodobné souvisi s nizkym obsahem cukri a bioaktivnich latek v celeru. Data tak
potvrzuji, Ze slozeni zeleninovych extraktli hraje klicovou roli v podpofe Zivotaschopnosti
probiotik.

Bifidobacterium bifidum dosahovalo obecné niz§iho poctu kolonii nez Lactobacillus
acidophilus, s vyjimkou cukety, kde byl pocet kolonii relativné vysoky (154 CFU). To miize
ukazovat na specifickou kompatibilitu mezi timto kmenem a slozenim cukety. Na ostatnich
druzich zeleniny se B. bifidum pohybovalo spiSe ve stfednich az nizSich hodnotach (napf.
78 CFU na Spenatu, 42 CFU na mrkvi, 72 CFU na fep¢), coz potvrzuje rozdilné naroky obou
bakterialnich kment na ristové podminky.

Celkov¢ lze konstatovat, Ze mezi jednotlivymi druhy zeleniny existuji vyrazné rozdily
v podpofte rustu probiotickych mikroorganismu. Tyto vysledky poukazuji na moznost vyuziti
nékterych druhii zeleniny jako vhodného nosice pro probiotické kultury v rdmci funkénich
potravin nebo dopliiki stravy.

4.4 Charakterizace roztoki lyofilizati bakteridlnich kultur kultivovanych
v zeleninovych extraktech

4.4.1 Stanoveni kyseliny mlééné vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

Analyza obsahu kyseliny mlééné ve vzorcich lyofilizath supernatantii kultur byla provedena
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC), pficemZ podrobny popis
analytického postupu je uveden v kapitole 3.9./. Ziskand chromatograficka data byla
zpracovana pomoci softwaru Chromeleon, ktery umoznil identifikovat retencni Ccasy,
vyhodnotit plochy pikil a vytvofit kalibraéni kfivku, kterd ma tvar:

y =1,8333x
R? = 0,998. (11)

Primérny retencni ¢as kyseliny byl 2,49 minut. Byla vypoctena koncentrace kyseliny mlécné
ve vSech analyzovanych vzorcich. Vysledky jsou grafickym zpiisobem zndzornény na obrazku
(Obrazek 18).
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Obrazek 18: Graf srovnavajici stanoveny obsah kyseliny mlécné ve vzorcich

Ziskané vysledky ukazuji vyrazné rozdily v produkci kyseliny mlécné v zavislosti jak na druhu
pouzité zeleniny, tak na bakteridlnim kmeni. NejvySs$i koncentrace kyseliny mlécné byla
nameétena u vzorku Spenatu fermentovaného kmenem Lactobacillus acidophilus, kde dosahla
hodnoty (17,3 + 0,9 g/1). Tato hodnota vyrazné pfevySuje ostatni vzorky a naznacuje, ze Spenat
poskytuje velmi vhodné podminky pro riist a metabolickou aktivitu tohoto bakteridlniho druhu.

Naopak nejnizsi produkce kyseliny mlé¢né byla zjiSténa u mrkve, a to jak pfi fermentaci
Lactobacillus acidophilus (0,129 = 0,006) g/l), tak Bifidobacterium bifidum (0,016 £ 0,001 g/1).
Tento vysledek muize souviset s obsahem antimikrobidlné ptisobicich latek, pevnéjsi bunénou
strukturou nebo niz8i dostupnosti jednoduchych sacharidd, které jsou nezbytné pro fermentacni
aktivitu. Vzhledem k tomu, Ze pti fermentaci mrkve byl zaroven zaznamenan dobry rtst bakterii
pfi kultivaci na tuhém médiu, mize nizka produkce kyseliny mléné naznacovat prevahu jiného
metabolického produktu.

Pti fermentaci Cervené tepy L. acidophilus byla koncentrace kyseliny mlécné (5,8 = 0,3 g/l),
zatimco B. bifidum produkoval (3,5 + 0,2 g/1). Tento vysledek potvrzuje, Ze 1 Bifidobacterium
bifidum je schopen efektivni fermentace za ptiznivych podminek, nicméné L. acidophilus
zlistava ve své produkei efektivné;si.

Opacny trend byl zaznamenan u celeru (LA: (0,125 + 0,006 g/1), BB: (1,35 £ 0,07 g/)
a cukety (LA: (0,016 = 0,001) g/I, BB: (0,65 + 0,03) g/1), kde naopak ptevazovala produkce
kyseliny mlécné u kmene Bifidobacterium bifidum, ackoliv rozdily mezi obéma bakteriemi
nebyly tak vyrazné.

Z porovnani vysledkG vyplyva, ze Lactobacillus acidophilus obecné vykazuje vySsi
schopnost produkce kyseliny mlééné nez Bifidobacterium bifidum, a to témét ve vSech vzorcich
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s vyjimkou celeru a cukety, kde byly hodnoty vyssi u B. bifidum. Tyto vysledky mohou byt
ovlivnény rozdilnou adaptabilitou obou kmenti na dané podminky fermentace, véetné pH,
obsahu vody, dostupnosti zZivin a dalSich slozek zeleniny. Rozdily v produkci kyseliny mlécné
navic odpovidaji zakladnim fyziologickym charakteristikim obou mikroorganismu: zatimco
L. acidophilus je homofermentativni a pfevazné produkuje kyselinu mlécnou, B. bifidum je
heterofermentativni a vedle kyseliny mlécné vytvaii i dalSi metabolity, napfiklad kyselinu
octovou.

4.4.2 Stanoveni antimikrobialni aktivity
4.4.2.1 Bujonova diluéni metoda

Bujonova diluéni metoda byla v této praci pouzita k urCeni antimikrobidlni aktivity
lyofilizovanych probiotickych extraktl pfipravenych ze supernatantli kultur probiotickych
bakterii kultivovanych v zeleninovych extraktech. Metoda funguje na principu méfeni optické
hustoty pfi vlnové délce 630 nm v €ase 0 hodin a v Case 24 hodin kultivace. Vysledkem této
metody je rozdil absorbanci, ktery fika, jak velky byl nartist bakterii za 24 hodin. Vzorky byly
testovany proti gramnegativnimu kmeni Escherichia coli a grampozitivnimu kmeni
Micrococcus luteus. Stanoveni bylo provedeno dle postupu popsaného v kapitole 3.9.2.
Hodnoty antimikrobidlni aktivity jsou zndzornény na obrazcich (Obrdzek 19, Obrazek 20,
Obrazek 21, Obrazek 22) v grafech v zavislosti na koncentraci jednotlivych lyofilizovanych
vzorkll. Soucasné byla vyhodnocena antimikrobidlni u¢innost koncentra¢ni fady kyseliny
mlécné, pricemz jednotlivé koncentrace byly zvoleny tak, aby odpovidaly mnozstvi kyseliny
mlécné stanovenému ve vzorcich pomoci HPLC. Vzorky spolu s odpovidajicimi adekvaty
kyseliny mlé¢né byly vyneseny do grafi. Porovnanim antimikrobidlniho Gi¢inku vzorku a jeho
adekvatu kyseliny mlééné bylo mozné urcit, zda béhem kultivace dochézelo k tvorbé jinych
antimikrobialnich latek kromé kyseliny mlécné, nebo naopak, zda podplrné latky (napiiklad
cukr) podpofily riist testovanych mikroorganismi (E. coli, M. luteus) i pies ptitomnost kyseliny
mlécné. Antimikrobidlni aktivita je ve vysledcich vyjadiena v procentech a ukazuje, jak ¢inné
testovana latka brani ristu mikroorganismi (E. coli, M. luteus). Antimikrobialni aktivita byla
vztazena k idedlnimu rdstu mikroorganismu za 24 hodin (v tomto bod¢ je antimikrobialni
aktivita 0 %). Hodnoty v rozmezi 0-100 % znamenaji, Ze testovana latka ¢aste¢né potlacila riist
mikroorganismi — ¢im vyS$$i procento, tim vyss$i antimikrobialni ucinek. Hodnota 100 %
znamena Uplnou inhibici ristu mikroorganismu, tedy zmétfend hodnota zakalu na pocatku
meéteni (hned po naockovani mikroorganismu) byla totoznad se zdkalem po 24 hodinach.
Hodnota vyssi nez 100 % pak ptedstavuje tak vysokou antimikrobialni G¢innost, Ze dochazi
k uplné inhibici riistu a navic miize dochazet k rozpadu bunécnych stén, koagulaci nebo
zménam v absorpci, takze zméfeny zakal je jesté niz8i nez na poc¢atku méteni.
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Obrazek 19: Grafy zobrazujici antimikrobialni aktivitu lyofilizatu supernatantii kultury Bifidobacterium bifidum (BB) kultivované na vybrané
zeleniné a kyseliny mlécné adekvatni k tomuto lyofilizatu (v grafu oznaceno "zelenina kyselina") a to vzdy proti E. coli (EC, sedé a zluté
sloupce) a M. luteus (ML, modré a oranzové sloupce)
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Obrazek 20: Graf zobrazujici antimikrobialni aktivitu
lyofilizatu supernatantu kultury Bifidobacterium bifidum (BB)
kultivované na Spendtu a kyseliny mlécné adekvatni k tomuto

lyofilizatu (v grafu oznaceno "Spendat kyselina") a to proti
E. coli (EC, Sedé a zluté sloupce) a M. luteus (ML, modré
a oranzové sloupce)
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Obrazek 21: Graf zobrazujici antimikrobialni aktivitu lyofilizatu
supernatantu kultury Lactobacillus acidophilus (LA) kultivované
na Spenatu a kyseliny mlécné adekvatni k tomuto lyofilizatu (v grafu
oznaceno "Spendt kyselina") a to proti E. coli (EC, Sedé a zZluté sloupce)
a M. luteus (ML, modré a oranzové sloupce)

61



— 120 __160 T
X X
=hd e, 140 +
8 100 I I I I 1 I & 12 +
Z 80 z
v 100 +
% 60 = I I
‘5 = 80 +
.‘g 40 E 60 +
[} o 40 +
2 2 2
.E ] ] ] ] ] E 20 T
R ' ' ' ' ' E 0+4= : = = : :
® 413 829 1659 33.18 6635 13270 ® 3,99 7,97 15,94 31,89 63,78 127,55
koncentrace [mg/mi] | | kon(’:entrace [mg,/ml] | |
i + LA+ i ina + LA +
®fepa LA+ ML " fepakysclina + LA + ML mmrkev + LA + ML mmrkev kyselina + LA + ML
fepa + LA + i ina + LA +
“fepat LA+ EC fepa kyselina + LA + EC mmrkev + LA + EC mrkev kyselina + LA + EC
120 T __160 T
X X
S ion L S 140 +
21 I L I I £ 120 1
> >
‘5 80 T I 5 1
= b 100 I I
= 60 T = 80 1
= s 4
5 401 £ O z
2 z 07
EXT E 20 1 _
S 0 : : : : : S 0+4+—= : : : : :
0,47 0,94 1,89 3,78 7,55 15,10 0,72 1,44 2,88 5,75 11,50 23,00
koncentrace [mg/ml] koncentrace [mg/ml]
mcuketa + LA + ML m cuketa kyselina + LA + ML mceler + LA + ML mceler kyselina + LA + ML
mcuketa + LA + EC cuketa kyselinna + LA + EC wmceler+ LA+ EC celer kyselina + LA + EC

Obrazek 22: Grafy zobrazujici antimikrobidlni aktivitu lyofilizatu supernatantii kultury Lactobacillus acidophilus (LA) kultivované na vybrané
zeleniné a kyseliny mlécné adekvatni k tomuto lyofilizatu (v grafu oznaceno "zelenina kyselina") a to vzdy proti E. coli (EC, Sedé a zluté sloupce)

a M. luteus (ML, modré a oranzové sloupce)
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Z vysledkl vyplynulo, ze vétSina lyofilizovanych extraktii vykazovala antimikrobidlni aktivitu,
prficemz aktivita byla zéavisla na pouzité koncentraci. V nékterych ptipadech byla
antimikrobidlni aktivita extrakti vys$i nez aktivita odpovidajici koncentrace Cisté kyseliny
mlécné. To naznacuje moznou pritomnost dalSich antimikrobialné aktivnich metabolit, jako
jsou bakteriociny nebo fenolické latky uvolnéné z rostlinného substratu béhem fermentace.

Z grafického znadzornéni vysledka je také patrnd saturacni tendence, kdy po dosazeni urcité
koncentrace extraktu jiz nedochazi k dalSimu nérGstu antimikrobialni G¢innosti, coz svédci
o dosazeni maximalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). V nékterych ptipadech se zda, ze 1 nizsi
koncentrace byly dostate¢né k uplné inhibici ristu, a tedy dosahovaly antimikrobidlni aktivity
blizké 100 %, coz muze byt dilezité¢ pro budouci formulace doplika stravy, kde je cilem
efektivni davkovani. Naopak u nékterych vzorki byl pozorovan jen ¢astecny inhibicni €inek
(napt. <50 %), coz miize byt zpiisobeno nizkym obsahem kyseliny mlé¢né nebo nizsi tvorbou
antimikrobidlnich latek béhem kultivace. Vysledky zéaroven potvrzuji dulezitost volby
vhodného prebiotického substratu, protoze nckteré zeleninové extrakty ziejmé pozitivné
ovlivnily produkci bioaktivnich metabolitli u probiotickych bakterii.

Nejvyssi antimikrobidlni aktivita byla pozorovana u extraktli pfipravenych z cukety
kultivované s Bifidobacterium bifidum. Pti koncentraci 37,1 mg/ml byla inhibice rastu
M. luteus 97 %, zatimco kyselina mlécna pfi stejné koncentraci dosahla pouze 31 %. Podobn¢
1 vici E. coli vykazoval lyofilizat z cukety velmi vysokou aktivitu (101 %) v porovnani s 97 %
u kyseliny mlé¢né. Tyto hodnoty naznacuji, ze béhem fermentace v tomto substratu mohlo dojit
k produkci dalSich antimikrobidln¢ aktivnich metabolitli, jako jsou napiiklad bakteriociny.
Utinek byl viak koncentratné zavisly a u niz$ich koncentraci vyrazné klesal.

Vyrazné vysledky byly zaznamenéany rovnéz u mrkve. Vzorky fermentované B. bifidum
vykazovaly proti M. luteus pti koncentraci 54,3 mg/ml inhibici 97 %, zatimco kyselina mlé¢na
pii stejné koncentraci inhibovala riist pouze z 23 %. U E. coli byl efekt jesté vyraznéjsi,
lyofilizat dosahl inhibice 93 %, zatimco kyselina mlé¢na nevykazovala Zadnou aktivitu.
Tato pozorovani potvrzuji, Ze mrkev mohla podporovat produkci specifickych metabolith
s vyraznym Uc¢inkem viici testovanym mikroorganismim. Vysledky nicméné ukazaly prudky
pokles u€inku pii snizujici se koncentraci, coz je diileZity faktor pro budouci praktické aplikace.
Mrkev fermentovana L. acidophilus vykazovala velmi dobrou antimikrobialni aktivitu proti
M. luteus, kde byla inhibice 112 % pt1 127,55 mg/ml, coZ je téméf shodné s ucinkem kyseliny
mlécné. Proti E. coli dosahl extrakt inhibice 98 %, zatimco kyselina mlé¢na méla 96 %, tedy
témet identicky efekt. Tato data potvrzuji, Ze mrkev je vhodnym prebiotickym substratem
a zfejm¢ podporuje tvorbu antimikrobidln¢ aktivnich metaboliti i pfi vysSich koncentracich.

Extrakt z ¢ervené tepy fermentovany B. bifidum rovnéz vykéazal vysokou aktivitu, ackoli
ve srovnani s kyselinou mlé€nou ji neptekonal. Proti M. luteus doséahl lyofilizat inhibice 87 %,
zatimco kyselina mlécnd 98 %. U E. coli byly hodnoty téméf totozné. Tento vysledek potvrzuje
vysokou ucinnost probiotické fermentace fepy, nicméné bez produkce vyrazné silngjSich
sekundarnich metaboliti nad rdmec kyseliny mlécné.

Na rozdil od vySe uvedenych vzorkti vykézal tapikaty celer proménlivou aktivitu.
Pti fermentaci s B. bifidum bylo u M. luteus pozorovano 58% inhibice, oproti 93 % u kyseliny
mlécné, coz svédci o nizsi ucinnosti. U E. coli byla inhibice lyofilizatu 55 % a kyseliny mlécné
83 %. Naproti tomu fermentace celeru s L. acidophilus vykazala u M. luteus dokonce inhibici
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143 %. Tyto vysledky ukazuji, Ze ucinek celerovych extraktl je zavisly na pouzitych
bakterialnich kulturach a podminkach fermentace.

Nejnizsi antimikrobidlni u¢innost byla prokdzana u Spenatu, a to fermentovaného jak
s L. acidophilus, tak i B. bifidum. Zatimco kyselina mlécnéd dosahovala proti E. coli inhibice
okolo 93 %, vSechny koncentrace Spenatového lyofilizatu vykazovaly nulovou aktivitu.
Proti M. luteus byla inhibice lyofilizovaného vzorku 97 %, coz je pouze o 1 % méné nez
u kyseliny mlécné, ale pouze pti nejvyssi koncentraci. V nizsich koncentracich ucinek rychle
klesal. Pti fermentaci s L. acidophilus byla aktivita nulova i ve vys$sich koncentracich. Absence
ucinku muze byt zpisobena nizkym obsahem fermentovatelnych cukrii a nedostate¢nou
stimulaci tvorby antimikrobialnich metabolitt.

4.4.2.2 Resazurinovy test

Resazurinovy test je zalozen na zméné barvy resazurinu v dasledku metabolické aktivity
mikroorganismu. Test tedy umoziuje hodnotit zivotaschopnost a metabolickou aktivitu bakterii
v pfitomnosti testovanych latek. V tomto piipadé test fungoval jako doplitkovy kontrolni nastroj
k uptesnéni, zda testované extrakty vykazuji antimikrobidlni G¢inek ve smyslu inhibice ristu,
nebo dochazi az k usmrceni bakterii. Stanoveni probé&hlo dle postupu popsaného v kapitole
3.9.2.3 a antimikrobidlni aktivita byla spocitana z rozdilného zbarveni vzorku a kontrolni
kultury neobsahujici antimikrobialni slozku, pficemz byl zaroven odecten vliv samotného
kultiva¢niho média. Paralelné byla testovana i kyselina mlécné v koncentracich odpovidajicich
tém, které byly ve vzorcich stanoveny pomoci HPLC. Tato kontrola byla zafazena za G¢elem
posouzeni podilu kyseliny mlééné na celkovém antimikrobidlnim ucinku. Vysledky byly
vyjadfeny jako procentudlni hodnota antimikrobidlni aktivity pro kazdou koncentraci a jsou
zobrazeny na obrazcich (Obrazek 23, Obrazek 24, Obrazek 25, Obrazek 26). Procenta na ose
y udadvaji antimikrobidlni Gc¢innost. Hodnota 0 % pfedstavuje plnou Zivotaschopnost — tedy
zadny antimikrobidlni Gi¢inek. Hodnoty mezi 0-100 % ukazuji na ¢aste¢nou inhibici — ¢im nizsi
procento viability, tim vyssi antimikrobialni u¢inek. Hodnota 100 % znamena Uplné usmrceni
mikroorganismti. Hodnoty nad 100 % znaci nejen uplnou inhibici ristu, ale 1 nasledny rozpad
bun€k, coz mulze byt zpisobeno silnym narusenim bunécnych struktur nebo zmeénami
v absorp¢nich vlastnostech, které vedou k jesté nizsi detekované aktivité neZ na pocatku testu.
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Obrazek 23: Grafy zobrazujici antimikrobidlni aktivitu lyofilizatu supernatantii kultury Bifidobacterium bifidum (BB) kultivované na vybrané
zeleniné a kyseliny mlécné adekvatni k tomuto lyofilizatu (v grafu oznaceno "zelenina kyselina") a to vzdy proti E. coli (EC, Sedé a zluté sloupce)
a M. luteus (ML, modré a oranzové sloupce), stanoveno resazurinovym testem
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Obrazek 24: Graf zobrazujici antimikrobialni aktivitu lyofilizatu
supernatantu kultury Bifidobacterium bifidum (BB) kultivované
na Spenatu a kyseliny mlécné adekvatni k tomuto lyofilizatu
(v grafu oznaceno "Spenat kyselina") a to proti E. coli (EC, sedé
a zluté sloupce) a M. luteus (ML, modré a oranzové sloupce),
stanoveno resazurinovym testem
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2,67 5,33 10,67 21,34 42,68 85,35
koncentrace [mg/ml]

m §penat + LA + ML = §penat kyselina + LA + ML

= $penat + LA + EC $penat kyselina + LA + EC

Obrazek 25: Graf zobrazujici antimikrobialni aktivitu lyofilizatu
supernatantu kultury Lactobacillus acidophilus (LA) kultivované
na Spendtu a kyseliny mlécné adekvatni k tomuto lyofilizatu (v grafu
oznaceno "Spendt kyselina") a to proti E. coli (EC, Sedé a Zluté
sloupce) a M. luteus (ML, modré a oranzové sloupce), stanoveno
resazurinovym testem
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Obrazek 26: Grafy zobrazujici antimikrobialni aktivitu lyofilizatu supernatantii kultury Lactobacillus acidophilus (LA) kultivované
na vybrané zeleniné a kyseliny mlécné adekvatni k tomuto lyofilizatu (v grafu oznaceno "zelenina kyselina") a to vzdy proti E. coli (EC, sedé
a zluté sloupce) a M. luteus (ML, modré a oranzové sloupce), stanoveno resazurinovym testem

67



Vysledky resazurinového testu prokazaly rozdily v antimikrobidlni aktivité lyofilizovanych
extraktii zelenin a pfidané kyseliny mlécné. U vétSiny vzorkl (napf. fepa, Spenat) lyofilizované
extrakty nevykazovaly vyznamnou antimikrobialni aktivitu (0 % inhibice) vii¢i Micrococcus
luteus 1 Escherichia coli v testovaném rozsahu koncentraci. Naproti tomu kyselina mlécna
prokazala inhibi¢ni uc¢inky nad 50 %, coZ naznacuje, ze pozorovana antimikrobidlni aktivita je
pravdépodobné zpiisobena pievazné touto slozkou.

U vzorku mrkve s Bifidobacterium bifidum byla zaznamenana c¢astecnd aktivita
lyofilizovan¢ho extraktu proti E. coli (75 %) 1 proti M. luteus (85 %), tato aktivita vSak
s klesajici koncentraci rychle mizela. Podobné tomu bylo i s Lactobacillus acidophilus, kdy pti
vyssich koncentracich je aktivita i 100 %, ale s niz8i koncentraci byla opét nulova. Moznym
zdrojem chyb mohla byt interference pigmentl, kdy silné barevnost nékterych extraktt (napf.
fepa nebo mrkev) mohla zkreslit absorbance méteni.

Gramnegativni Escherichia coli byla obecné odolnéj$i nez grampozitivni Micrococcus
luteus, coz odpovidad rozdilim ve struktufe bunééné stény. Grampozitivni bakterie byly
citlivéjsi na ptisobeni nékterych extraktl. E. coli byla schopna piezit i ve vyssich koncentracich
kyseliny mlécné, zatimco rast M. luteus byl za téchto podminek uz inhibovan.

4.5 Enkapsulace vybranych probiotickych bakterii se zeleninou

Pro enkapsulaci byly pouzity Cétyfi rizné varianty kombinace zeleniny s probiotickymi
bakteriemi. Vybér konkrétnich kombinaci vychédzel ze senzorickych vlastnosti, obsahu
bioaktivnich latek a schopnosti podporovat rist probiotickych kultur, pfehled vybranych
kombinaci je v tabulce (Tabulka 7). Enkapsulace probihala podle postupu popsaného v kapitole
3.10, pticemz vysledkem byly alginatové ¢astice obsahujici probiotické bakterie a zeleninovou
slozku viz obrazek (Obrdizek 27). Castice byly také pozorovany pod stereomikroskopem,
pficemz snimky jsou uvedeny na obrazcich (Obrdzek 28, Obrazek 29, Obrazek 30, Obrazek 31,
Obrazek 32). Mira enkapsulace byla urcena na zaklad¢é hodnot zékalu kultury a roztoku CaCl.
po enkapsulaci, vysledky ukazuje tabulka (Tabulka 8).
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Tabulka 7: Prehled zvolenych kombinaci pro enkapsulaci spolu s odiivodnénim

Vybrana zelenina/kombinace | Pouzity druh bakterii Diivody pro vybér

Ocekavana dobra chut’, vyssi
obsah cukrt, bézné pouziti ve
smoothies, vysoky obsah
vitaminu C (fepa), podpora
rastu  B. bifidum (Fepa)
a L. acidophilus (mrkev).

Mrkev + Cervena fepa B. bifidum, L. acidophilus

Sladkost (mrkev), dobry rtst
L. acidophilus  (mrkev),
podpora rstu obou kment
(cuketa).

Mrkev + cuketa B. bifidum, L. acidophilus

Nejvyssi obsah vitaminu C,
vysoky antioxidacni ucinek,
bézné pouziti ve smoothies,
nejlepsi rast L. acidophilus.

Spenat L. acidophilus

Neutralni chut, dobry rist

Cuketa B. bifidum B. bifidum

Obrazek 27: Vzniklé algindtové castice A) spendt bez predchozi centrifugace, B) repa + mrkev
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Pro ilustraci celého postupu enkapsulace a jeho optimalizace byly vybrany dva ptiklady —
vzorky A a B. Plvodnim zdmérem bylo pfipravit ¢astice z celého objemu po kultivaci se
zeleninou. Jak vSak ukazuje obrazek A, pti pouziti celého objemu dochazelo k tvorbé
nerovnomérné velkych castic. Tento jev byl zplisoben ¢astym ucpavanim trysky, ke kterému
dochéazelo v disledku pfitomnosti vétSich nerozpustnych c¢astic zeleniny po rehydrataci.
Z tohoto divodu byl nésledn¢ zaveden krok centrifugace a oddéleni pevné frakce.
Pro enkapsulaci byla poté pouzita pouze jemnéjsi frakce, tedy supernatant obsahujici probiotika
a postbioticky aktivni slozky. Tento upraveny postup vedl k vytvofeni opakovatelnych
a rovnomérnych ¢astic, jak je patrné na obrazku B. Postup s centrifugaci byl nasledné aplikovan
na vSechny vzorky stejnym zpisobem. Vysledné ¢éstice byly nasledné zobrazeny pomoci
stereomikroskopu, aby bylo mozné posoudit, zda ptitomnost riznych druhi zeleniny vyrazné
ovlivnila jejich velikost, ptipadné zda je mozné vizualn¢ identifikovat zastoupeni rostlinnych
slozek ptimo v enkapsulovanych strukturach.

Obrazek 28: Fotografie castice se Spendtem bez centrifugace pod stereomikroskopem se

zvétsenim 5 %
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Obrazek 29: Fotografie castice s cuketou pod stereomikroskopem se zvétsenim 5 x

Obrazek 30: Fotografie castice se spendatem pod stereomikroskopem se zvétsenim 5 x
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Obrazek 31: Fotografie castice s mrkvi a cuketou pod stereomikroskopem se zvétsenim 5 %

Obrazek 32: Fotografie castice s repou a mrkvi pod stereomikroskopem se zvétsenim 5 x
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Stereomikroskopickéd pozorovani zkoumanych ¢astic poukazala na to, Ze pfitomnost riznych
druhti zeleniny ovliviiuje jejich velikost a strukturu. Kazda ¢éstice se lisila vzhledem a tvarem,
coz je pravdépodobné zpisobeno kombinaci mechanickych vlastnosti rostlinnych slozek
a riznym zastoupenim postbioticky aktivnich latek. Tyto latky mohou interagovat s alginatem
a ovliviiovat tvorbu gelové matrice. Do budoucna by bylo vhodné tyto vlivy podrobnéji
prozkoumat, protoze vizudlni rozdily mezi jednotlivymi vzorky poukazuji na komplexni vliv
slozeni na vysledny tvar a vlastnosti enkapsulovanych ¢astic.

Byla pozorovana také extrakce pigmentu, napiiklad u ¢astic z fepy a mrkve, kde Castice
na obrazku 27B byly rtzové, ale na obrazku 32 lze vidét pouze bile kousky pripominajici
vlocky. To naznacuje, ze se pigment pravdépodobné uvolnil do vody.

Tabulka 8: Ucinnost enkapsulace

ucinnost [%]
cuketa 100
Spenat [ 100
Spenat 11 10
fepa + mrkev 97
mrkev + cuketa 100

U alginatovych ¢astic vzniklych enkapsulaci bylo nasledné sledovano uvoliovani
probiotickych bakterii a jejich rist v MRS médiu. Méfeni probihalo podle postupu uvedené¢ho
v kapitole 3.70.3 a vysledky jsou zndzornény na obrazku (Obrdazek 33). Byl pozorovéan postupny
narast poctu bakterii v Zivném médiu, coz svéd¢i o jejich pribézném uvoliiovani z algindtove
matrice. Diky enkapsulaci si bakterie zaroven zachovaly Zivotaschopnost po delsi dobu a byly
schopny kontinudln€ rast v kultivacnim prostiedi.
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Obrazek 33: Graf zobrazujici narust probiotické kultury z enkapsulovanych castic

Mozné aplikacni vyuziti enkapsulovanych ¢astic

Na zakladé dosazenych vysledkl lze konstatovat, ze pfipravené enkapsulované castice

obsahujici probiotické kultury a zeleninové extrakty s prebiotickym U¢inkem vykazuji slibny
aplikacni potencial v oblasti funkénich potravin a doplikl stravy. Diky zajiSténé stabilité
a zivotaschopnosti probiotik jsou tyto mikrokapsle vhodné k zacélenéni do rtznych typt
produkti, které podporuji sttevni mikrobiotu a celkové zdravi. Mezi nejvhodnéjsi aplikacni
formy patfi:

Probiotickd smoothie — mikrokapsle lze snadno vmichat do zeleninovo-ovocnych
napoji, kde nejen obohati nutriéni profil, ale také ptispé&ji ke zdravému traveni.
Vyzivové dopliikky ve formé kapsli nebo praskti — enkapsulovana forma je stabilni
a vhodna pro suché ptipravky urcené k peroralnimu podavani.

Obohaceni kasi, jogurti nebo fermentovanych mléénych produkti — synbioticka slozka
muze zvysit funkéni hodnotu téchto potravin.

Instantni smési pro pfipravu zdravych snidani nebo nutri€nich ty¢inek — kapsle 1ze
integrovat do suchych smési, kde budou chranény pted vlhkosti a aktivovany az béhem
konzumace.

Funk¢ni potraviny urcené specifickym skupinam populace — jako jsou seniofi, sportovci
nebo rekonvalescenti, kteti mohou tézit z cilené podpory stfevniho mikrobiomu
a imunity.
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5 ZAVER

Tato bakalarska prace se zabyvala vyvojem inovativniho synbiotického potravinového doplnku,
ktery kombinuje enkapsulovana probiotika s extrakty z bézn€ dostupné zeleniny s prebiotickym
potencidlem. Cilem bylo vytvofit synbioticky produkt s co nejvyssi stabilitou, zivotaschopnosti
probiotik a pozitivnim vlivem na stfevni mikrobiotu.

V teoretické Casti prace jsou popsany zékladni charakteristiky probiotik, jejich historie,
mechanismy uc¢inku a zdravotni piinosy, vcetné¢ bezpe¢nosti. Dale je vysvétlen vyznam
prebiotik a synbiotik, pficemz zvlastni pozornost je vénovana zelenin¢ jako zdroji bioaktivnich
latek s prebiotickym potencidlem. Soucasti teoretické ¢asti je také piehled metod enkapsulace,
které zvysuji stabilitu a zivotaschopnost probiotickych mikroorganismii béhem skladovéani
1 prichodu travicim traktem.

V tvodu experimentalni ¢asti této prace byly kultivovany ¢étyfi druhy bakterii mlééného
kvaseni ve standardnim kultivacnim médiu. Konkrétné se jednalo o druhy Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium breve, Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus plantarum, které
patii mezi nejéastéji vyuzivané probiotick¢é mikroorganismy. Po ukoncéeni kultivace byla
uvsSech kultur zméfena opticka hustota, coZz umoznilo stanovit nartist bunééné biomasy
jednotlivych bakteridlnich kmenl. Soufasné byly bakterie barveny methylenovou modii
za ucelem posouzeni jejich viability, tedy podilu zivych a mrtvych bun¢k v populaci. Tento
postup poskytl zdkladni informace o rustové aktivit¢ zvolenych probiotik ve zvolenych
podminkach a byl klicovy pro nésledné experimenty zaméfené na jejich metabolickou aktivitu
a zivotaschopnost v synbiotickém ptipravku.

V dalsi fazi experimentalni ¢asti byly testovany vybrané druhy zeleniny, konkrétné mrkev,
cervena fepa, Spenat, fapikaty celer a cuketa. Motivaci pro tento vybér byla jejich dostupnost
a predevS§im chut vhodna pro pouziti v doplitkku stravy. U zeleninovych extrakti byla
stanovovana celd fada chemickych a biologickych parametrti s cilem ovéfit jejich vhodnost jako
prebiotické slozky a rlGstového média pro probiotické bakterie. Konkrétné byl pomoci
spektrofotometrickych a chromatografickych metod analyzovan obsah sacharidii, antioxidanti,
fenolickych latek, rostlinnych barviv a vitaminu C, protoze tyto latky jsou kli¢ové pro podporu
ristu a metabolické aktivity probiotik. Vysledky ukazaly, Ze jednotlivé druhy zeleniny se
vyrazné li$i obsahem bioaktivnich latek. Nejvyssi obsah redukujicich i celkovych sacharida byl
zjisttn u cCervené fepy (2,96+0,02 a 29,17+0,01 mg/g), mrkve (2,76=+0,03
a 93,88 £0,01 mg/g) a cukety (3,012+ 0,006 a 2,596 + 0,004 mg/g), coZ naznacuje jejich
vysoky nutri¢ni pfinos pro metabolickou aktivitu probiotickych bakterii. Antioxidac¢ni kapacita
byla nejvyraznéjsi u Spenatu (7,349 + 0,007 mg/g) a cukety (8,05 £ 0,02 mg/g), coz odpovida
jejich vysokému obsahu fenolickych sloucenin a pfirodnich barviv, jako jsou a chlorofyly
a karotenoidy. Tyto dva druhy zeleniny se zaroven fadily mezi nejvyznamnéjsi i v rdmci
samostatného stanoveni obsahu téchto barviv, ¢imz dale potvrdily sviij potencidl jako zdroj
bioaktivnich latek s antioxida¢nim ucinkem. Celkové bylo zjisténo, Ze vSechny testované
zeleniny obsahuji bioaktivni latky, které mohou synergicky podporovat rast a vitalitu probiotik.

Nasledn¢ byly vybrané kmeny bakterii mlééného kvaSeni Lactobacillus acidophilus
a Bifidobacterium bifidum kultivovany v prostiedi zeleninovych extrakti. Cilem této faze bylo
zjistit, jak zeleninové extrakty ovliviiuji rist a metabolickou aktivitu probiotickych bakterii
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v podminkdch blizkych redlnému produktu. U pfipravenych vzorkti byly testovany tfi
parametry: schopnost rastu na tuhém kultivaénim médiu, produkce kyseliny mlécné
a antimikrobialni aktivita vi¢i indikatorovym mikroorganismiim. Vysledky ukazaly, ze
vSechny testované vzorky umoznily probiotickym bakteriim rdst na tuhém médiu, pficemz
nejvyssi ristova aktivita byla pozorovana u vzorku s ptidavkem mrkve a Spenatu. Poté byly
bakterialni supernatanty podrobeny lyofilizaci a v pfipravenych probiotickych extraktech byl
stanoven obsah kyseliny mlécné pomoci HPLC, vyrazné nejvyssi obsah byl stanoven u $penatu
(17,3 = 0,9 g/l). Antimikrobialni testy pak prokézaly, ze nckteré lyofilizaty vykazovaly
zvySenou schopnost inhibovat rist indikatorovych bakterii, coz naznacuje synergicky efekt
kombinace probiotik a zeleninovych bioaktivnich latek.

V zavéreéné fazi experimentadlni Casti byly piipraveny alginatové Castice obsahujici
kombinaci probiotickych bakterii a zeleninovych extraktii. Pro enkapsulaci byly zvoleny Ctyfi
rizné varianty téchto kombinaci. Po dobu jedenacti dnii byl sledovan nardst poctu
probiotickych bunc¢k uvoliiovanych z alginatové matrice. Vysledky prokéazaly postupné
uvoliovani bakterii, které svéd¢i o funkénosti zvoleného enkapsula¢niho systému. Zaroven
bylo potvrzeno, Ze enkapsulace vyznamné pfispiva k udrzeni Zivotaschopnosti probiotik
a umoziiuje jejich kontinudlni rist v kultivaénim prostfedi. Pfipravené Castice byly rovnéz
vizualné hodnoceny pomoci stereomikroskopu, coz umoznilo posoudit jejich morfologii,
tvarovou jednotnost a celkovou kvalitu provedené enkapsulace.

Vyvinuty synbioticky dopln¢k stravy zaloZeny na kombinaci probiotickych mikroorganismii
a extraktl z bézné dostupné zeleniny vykazuje vysoky aplikacni potencial v oblasti funk¢nich
potravin a doplnkt vyzivy. Diky pouzité enkapsulacni technologii je zajiSténa stabilita
a zivotaschopnost probiotik, coz umoziuje jejich zaclenéni do rtiznorodych produktovych
forem. Mikrokapsle lze vyuzit napiiklad k obohaceni smoothie, pomazanek, humusi,
instantnich kasi nebo jako soucast vyzivovych doplika ve formé kapsli ¢i praskt. Synbioticky
ptipravek tak mizZe slouZit jako G€inny néstroj pro podporu sttevni mikrobioty, posileni imunity
1 celkového zdravi, a piedstavuje perspektivni feSeni pro personalizovanou vyzivu 1 moderni
funkéni potraviny.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

uRIU-min
A

BB

c

CCM

CFU

EC
FAO/WHO

FOS
GOS
GRAS
HPLC
Hz

LA
ML
ORAC
RoHy
SCFA

jednotka plochy piku

absorbance, plocha piku

Bifidobacterium bifidum

koncentrace

Czech Collection of Microorganisms

Colony Forming Units (Kolonii Tvofici Jednotka)

Escherichia coli

Food and Agriculture Organization of the United Nations and World Health
Organization)

fruktooligosacharidy

galaktooligosacharidy

Generally Recognised As Safe (vS§eobecné povazované za bezpecné)
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

hertz

Lactobacilus asidophilus

Micrococcus luteus

kapacita absorpce kyslikovych radikalt

Registr hlavniho hygienika

mastné kyseliny s kratkym fetézcem
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