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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se zabyva enkapsulaci dvou druhl probiotickych bakterii
do nékolika typl obalovych material(, vétSinou polysacharidl. V teoretické &asti jsou
popsany enkapsulacni techniky aplikovatelné pro potravinarsky pramysi.

V experimentalni ¢asti byly pfipraveny ¢astice alginatového a chitosanového typu, liily se
jak velikosti, tak rdznou modifikaci, kdy byl do roztoku pfidan roztok Skrobu nebo
karboxymethylcelulézy. Tyto Castice byly nasledné pouzity pro enkapsulaci dvou
probiotickych kmenU - Bifidobacterium breve a Lactobacillus acidophilus. S vyuzitim
pritokového cytometru byla proméfena viabilita bunék z 24hodinové kultivace. Pod
mikroskopem byla sledovana stabilita jednotlivych €astic, a to ihned po enkapsulaci a vioZeni
do modelovych potravin a poté po dvou dnech, po tydnu a po 4 tydnech inkubace. S vyuzitim
Burkerovy komurky byl po tydnu a po 4 tydnech pozorovan pomér Zivych a mrtvych bakterii,
a to jak uvnitf kapsule, tak i poCet uvolnénych zivych a mrtvych bakterii mimo kapsuli. Byla
také sledovana stabilita a viabilita bunék v simulovanych fyziologickych prostfedich —
v pankreatické, Zlu€ové a Zaludec&ni stave.

Jako nejvhodnéjsi obalovy material pro enkapsulaci probiotickych bakterii byl potvrzen 2%
alginat modifikovany 2% roztokem karboxymethylcelulézy. NejvysSi viabilita bunék byla
stanovena v realné modelové potraviné — v mléce. Pfipravené Castice s laktobacily jsou
vhodné pro pouziti do potravinarského primysiu.

KLICOVA SLOVA

Enkapsulace, mikroCastice, probiotika, Bifidobacterium breve, Lactobacillus acidophilus,
enkapsulator, opticky mikroskop, pritokova cytometrie.



ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on encapsulation of two strains of probiotic bacteria. Lactic
acid bacteria were encapsulated into several types of materials, mostly polysaccharides. The
theoretical part describes the techniques of encapsulation applicable in the food industry.

During the experimental part alginate and chitosan microparticles were prepared. These
particles exhibited different sizes and some of them were modified by starch and
carboxymethyl cellulose. Particles were used for encapsulation of two strains -
Bifidobacterium breve and Lactobacillus acidophilus. Using flow cytometry cell viability was
measured after 24-hours cultivation of bacteria. Particles were observed immediately after
encapsulation by optical microscopy and then long-term stability in model foods was
evaluated after two days, a week and after four weeks of incubation. Using the Birker
chamber the alived and death bacteria were counted inside and outside the capsule. The
stability and viability of the cells were studied also in the artificial intestinal, stomach and bile
juices.

As the best material for encapsulation of lactic acid bacteria 2% alginate modified by
carboxymethyl cellulose was found. The highest viability of bacteria was observed in milk as
the real model food. Prepared particles are suitable for use in the food industry.

KEYWORDS

Encapsulation, microparticles, probiotics, Bifidobacterium breve, Lactobacillus acidophilus,
encapsulator, optical microscopy, flow cytometry.
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1 UVOD

V poslednich letech se zvySuje zajem o zlepSovani kvality potravin a doplriki za ucelem
podpory zdravi a prevenci nemoci. Byly provedeny mnohé pokusy o vytvofeni ¢astic, jejichz
obal by byl schopen ochranit bioaktivni slozky. Tyto ¢astice by mély byt vyvinuty tak, aby
nemély nepfiznivy vliv na vlastnosti potravinového vyrobku, do kterého jsou C&astice
zabudovany a zarovefi by mély byt schopny dodavat prospé&sné bioaktivni latky na specificka
mista v téle spotfebitele [1]. V tomto pfipadé dochazi k vytvofeni takového obalu
enkapsulované latky, ktery by byl schopen odolat nizkému pH v Zaludku Clovéka, udrzet
probiotika uvnitf kapsle co nejdéle nazivu a ve vhodnou dobu by mélo dojit v travicim traktu
k rozpadu ¢€astice a k uvolnéni probiotik do téla.

Enkapsulace je dnes velmi feSenym tématem v oblasti potravinarstvi. Jak do potravin, tak
do potravinovych doplfikll se pfidavaji rdzné typy funkénich slou€enin za ucelem zvySovani
jejich kvality a nutriéni hodnoty. K enkapsulaci dochazi z toho divodu, Ze nékteré funkéni
skupiny jsou citlivée na vné&jSi prostfedi nebo na proces zpracovani. Jakmile jsou vSak
enkapsulovany, jsou pied vnéjSimi vlivy ochranény. Kromé této ochrany zajistuje zachovani
stability béhem zpracovani a skladovani a zamezi nezadoucim reakcim bioaktivnich molekul
s potravinovou matrici [2].

Bakalarska prace se zabyva enkapsulaci mléénych bakterii do organickych castic.
Pomoci enkapsulatoru byly vytvofeny Castice, které se liSily materialem oball. Tyto Castice
byly vlozeny do modelovych potravin a do simulovanych travicich Stav. Po urcitych ¢asovych
intervalech byla sledovana viabilita bakterii a také postupné uvolfiovani bunék mimo prostor
Castice. Cilem prace bylo zabalit aktivni latku do obalu z materialu, ktery by byl pozivatelny a
ktery by umoznil vytvofeni bariéry mezi vnitini fazi a okolim. Tento material by mél zarovern
udrzet enkapsulované bakterie co nejdeldi dobu naZivu a bakterie by zné mély byt
uvolniovany ve chvili, kdy je potfeba, tedy az ve stfevnim traktu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Probiotika

Probiotika jsou mono- nebo smésné kultury Zivych mikroorganismu, které se dostavaji
do téla v potravé a maji pfiznivy vliv na zdravi ¢lovéka nebo zvifete. Pokud jsou podana
v adekvatnim mnozstvi, maji pozitivni zdravotni GCinek na svého hostitele. Podporuji
selektivné rlst nebo aktivitu jednoho druhu bakterii nebo omezeného mnozstvi stfevnich
bakterii a tim pozitivné ovliviuji slozeni stfevni mikroflory tlustého stfeva. Aby se mohly
neékteré druhy bakterii zafadit mezi probiotika, musi splfovat nékolik pozadavkl. Bakterialni
kmeny musi mit prokazatelné pozitivni vliv na zdravi hostitele a musi byt zdravotné
nezavadné, nesmi byt toxické ani patogenni. Musi byt odolné k pUsobni kyselosti zalude¢ni
Stavy a Zludi a jsou aplikované v zivém stavu. Mezi nejCastéjSi probiotika se Fadi laktobacily,
bifidobakterie &i streptokoky. Mezi probiotické organismy se nefadi jen nékteré druhy
bakterii, ale také kvasinky (Saccharomyces cerevisiae) &i plisné (Aspergillus oryzae) [3].

Stievni mikrofléra se udrzuje v urcité rovnovaze mikroorganismu, které jsou organismu
potencialné Skodlivé nebo prospésné. Tato stfevni fléra se v pribéhu zivota fyziologicky
méni s vékem a vyZivou, pfi IéCbé antibiotiky, ale také pfi vyskytu nékterych onemocnéni.
Napfiklad prijem je doprovazen snizovanim poctu probiotickych bakterii a naopak
zvySovanim poctu fakultativnich anaerobnich bakterii. Ve stafi potencialné Skodlivych
mikroorganismG  pfibyva. Pozitivni UCinek probiotickych organizmd v mikrobialnim
ekosystému je vysvétlovan tim, ze probiotika iniciuji aktivaci ur€itych gent lokalizovanych
v bunkach a tak pfiznivé ovliviiuji Siroké spektrum stfevnich funkci. Tento ucinek je vSak jen
doCasny a vétsinou je detekovatelny jen po dobu pfijimani potraviny s probiotiky [4].

2.1.1 Fyziologie probiotickych bakterii

Bakterie jsou malé mikroskopické jednobunétné organismy, které prezivaji témeér
v jakémkoliv prostfedi, nevadi jim ani extrémné vysoké, ani extrémné nizké teploty. Bakterie
dosahuji délky nékolika mikrometra a jejich typickym tvarem jsou ty€inky nebo koky. VétSina
bakterii se sklada z cytoplazmatické membrany, coz je velmi tenka obalova &ast tvofena ze
specifického bunécného stavebniho materialu, z fosfolipidd. Tato biomembrana slouzi jako
ohranicujici pasmo, pfes které putuji Ziviny do buriky a nepotfebné latky z burniky ven. Vnéjsi
Cast bakterie je tvofena pevnou buné&Cnou sténou, jejiz hlavni sloZkou je peptidoglykan.
Podle struktury bunétné stény se bakterie déli na grampozitivni a gramnegativni. Uvnitf
bunky je jadro prokaryotické bunky, tvofi jej molekula DNA, ktera v sobé nese genetickou
informaci. Dale se v buice nachazi cytoplazma, ktera obsahuje vodu a bilkovinnou slozku a
ribozomy [6].

U nékterych typl bakterii se nachazi i vakuola €i plazmid. Plazmid je mala molekula DNA
kruhovitého tvaru. Mezi dalSi Casti bakterie se Fadi pouzdro, fimbrie a bi¢ik. Pouzdro je
vrchni, ochranna ¢ast bakterie, sklada se z polysacharidid nebo proteint. Fimbrie jsou
vlakna, ktera vychazeji z povrchu, maji kratky a vzpfimeny tvar, diky ¢emu se bakterie muze
nasmérovat k nejbliz§imu hostiteli a pfichytit se k nému. Bicik slouzi k pohybu, dosahuje
délky pfiblizné 20 ym a tloustky 20 nm [6].
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Obr.1 Stavba bakteriailni buriky [6]

2.1.2 Vyuziti probiotik

Probiotika jsou aplikovana do traviciho ustroji ve formé&, kterd obsahuje dostateCné
mnozstvi zivotaschopnych bakterii. Bakterie musi mit schopnost pfezivat v travicim ustroji a
musi byt metabolicky aktivni. Probiotika mohou byt vyuZita pro prevenci a lé€bu onemocnéni
zazivaciho ustroji, prdjmovych onemocnéni, redukci hladiny sérového cholesterolu,
pro prevenci kolorektalni rakoviny a rakoviny moc¢oveho méchyre [3].

Probiotické mikroorganismy se nej¢astéji pouzivaji jako doplriky stravy nebo jako soucast
specifickych mléénych vyrobkl. V posledni dobé se vyuzivaji také jako soucast kojenecké
détské vyzivy. V pfipadé rlznych dopliiku stravy se jedna vétSinou o lyofilizované kultury,
které se mohou skladat z jednoho nebo z vice druht probiotickych bakterii. Tyto kultury jsou
samostatné nebo s dalSimi latkami vyrabény ve formé kapsli, tobolek ¢i tablet. Kromé toho,
Ze se kultury pfidavaji do mléénych a zakysanych mlé€nych vyrobku, tak se mizeme setkat
i s pfikladem, kdy se bifidobakterie pfidavaji do trvanlivych, tepelné neupravenych masnych
vyrobku [7].

2.1.3 Rod Lactobacillus

Z rodu Lactobacillus se v mlékarénském prumyslu nejvice vyuzivaji rody Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus a Lactobacillus casei. Buriky téchto
bakterii maji tvar pravidelnych tyc€inek, obc¢as také kokl, mohou se vyskytovat jak jednotlive,
tak v fetizcich. Optimalni ristova teplota se pohybuje v rozmezi od 30°C do 40°C, optimalni
pH je mezi 5,5 a 6,2. Tyto bakterie jsou narocné na ziviny v médiu, kromé laktozy a glukdzy
potfebuji aminokyseliny, nukleotidy a nékteré vitaminy [8].

Rod Lactobacillus obsahuje fakultativné anaerobni nebo mikroaerofilni nepohyblivé
bakterie mléEného kvadeni, jez fermentuji glukézu a laktézu. Hlavnim produktem fermentace
je kyselina mlé€na, mezi dalSi produkty tohoto procesu patfi kyselina octova, ethanol a oxid
uhli¢ity. Nachazeji se ve fermentovanych rostlinnych i ZivociSnych materialech i vyrobcich,
dale v napojich, Cisté i zneCisténé vodé Ci v kysaném zeli. V potravinarstvi se vyuzivaji
zejména proto, Zze kyselina mlé¢na snizuje pH v daném prostiedi a tim brani mnozeni
hnilobnych a patogennich bakterii [9].

Lactobacillus acidophilus je ty€inkova bakterie, jejiz Sifka je 0,6-0,9 uym a délka 1,5-6 pm.
Vyskytuje se jednotlivé, ve dvojicich nebo tvofi kratké fetizky. Optimalni teplota pro jeji rist
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je 39°C. Tyto kmeny maji diky svym vhodnym vlastnostem vyuziti v mlékarenstvi pfi vyrobé
acidofilniho mléka, podmasli a smetany, dale ve zdravotnictvi, kdy se péstuji specialni
kmeny odolné vici nékterym druhum antibiotik. Tento druh bakterie se fadi do skupiny
probiotik, které maji dieteticko-léCebné ucinky a projevuji se v potlaovani nezadouci
mikroflory traviciho systému [10].

Obr. 2 Lactobacillus acidophilus po 24 hodinové kultivaci pod optickym mikroskopem (40x)

2.1.4 Rod Bifidobacterium

Bifidobakterie jsou grampozitivni, anaerobni bakterie ve tvaru ty€inek, které byvaji ¢asto
rozStépeny. Vyskytuji se jak jednotlivé, tak i v fetizcich nebo hvézdicovitém usporadani.
Optimalni teplota pro jeji rust je 28°C — 41°C, optimalni hodnota pH je 6,5 - 7. V dnesni dobé
je znamo 38 bakterialnich druhu, z toho se Sest vyuziva pro své probiotické vlastnosti. Mezi
tyto druhy se fadi Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum a
Bifidobacterium theromphilum.

Bifidobacterium breve jsou anaerobni bakterie, jejich tvarem jsou tyCinky. U déti, které
byly kojené bylo zjisténo, Ze vétSinu bakterii tlustého stfeva tvofi pravé tento druh. S tim, jak
¢lovék starne, tyto bakterie ubyvaji. Ukolem Bifidobacterium breve v zazivacim traktu je nigit
nezadouci mikrofléru ve strevé [9].
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Obr. 3 Bifidobacterium breve po 24 hodinové kultivaci pod optickym mikroskopem (40x)

2.2 Enkapsulace a jeji techniky

Enkapsulace je proces, pfi kterém dojde k zachyceni jedné latky uvnitf latky druhé. Tim se
vytvofi Castice, ktera mize mit pramér nékolik nanometrd az milimetrd. Enkapsulovana
Castice se sklada ze dvou Casti — z vnéjSi faze, ktera umoznuje zapouzdreni, také se nékdy
muze oznacovat jako nosi¢, kapsle, matrice ¢i membrana. Latka, ktera je enkapsulovana se
nazyva vnitini faze, u€inna latka nebo vyplh. Je znamo mnozstvi latek rlznych typl a
vlastnosti, které mohou byt pouzity k zachyceni a zapouzdfeni pevné latky, kapaliny nebo
plynl, ale pouze jen pomérné nizky pocet byl certifikovan k vyuziti v potravinarstvi [11].

Pfi enkapsulaci dochazi k obklopeni aktivni latky v plynné, kapalné nebo praskové formé
nosnym materialem v plynu nebo v kapalné fazi. Diky zapouzdieni se mlze zlepsit dodani
bioaktivnich molekul a Zivych bunék do potravin. Materialy, které se pouzivaji pro konstrukci
ochranného plasté musi byt potravinarské kvality, biologicky odbouratelné a schopné vytvofit
bariéru mezi vnitfni fazi a okolim. NejCastéji jsou pouzivany polysacharidy, ale také lipidy
nebo proteiny. Mezi nejCastéji vyuzivané techniky patfi sprejové suSeni, sprejové chlazeni,
vytlaCovani a vstfikovani taveniny, emulgace, lyofilizace, koacervace €i kokrystalizace. Tato
technologie se vyuziva z mnoha divodd a ma nékolik vyhod. Mezi nejvyznamnéjsi se fadi to,
Ze poskytuje bariéru mezi citlivymi bioaktivnimi latkami a Zzivotnim prostfedim, maskuje
nepfijemné pocity pfi jidle, jako je horka chut i nepfijemna viné, stabilizuje slozky potravin,
ZlepSuje  stabilitu  finalnich  vyrobkl, zabranuje reakcim s jinymi  komponenty
v potravinarskych produktech, jako je kyslik nebo voda nebo maze byt vyuzita pro imobilizaci
bunék nebo enzymu napfiklad pfi fermentaci [12].
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Tab. 1 Prehled jednotlivych technik enkapsulace [13]

Enkapsulaéni techniky Hlavni kroky pfi enkapsulaci

1. Sprejové suSeni a. Priprava disperze
b. Homogenizace disperze
c. Atomizace disperze
d. Dehydratace Castic
2. Sprejové chlazeni a. Pfiprava disperze
b. Homogenizace disperze
c. Atomizace disperze
. Pfiprava roztoku na obal
b.Pfiprava Castic jadra
c. Zabaleni &astic v jadru

3. Fluidni vrstva

V]

4. VytlaCovani a vstfikovani
taveniny a. Priprava taveniny

b. Disperze jadra do roztaveného polymeru
c. Chlazeni chladnym prostfedim nebo
dehydrataci rozpoustédlem
5. Lyofilizace a. Michani ¢astic ucinné latky v roztoku na obal
b. Sublimaéni suSeni smési
6. Koacervace a. Vytvoreni tfi nemisitelnych fazi
b. Depozice obalu
c. Tuhnuti obalu
a. Smichani &astic uc€inné latky
b. Naliti smési na rotacni disk pro zapouzdreni
malych ¢astic
c. Sudeni
8. Kokrystalizace a. Pfiprava pfesyceného roztoku sacharézy

b. Pfidani aktivni latky do pfesyceného roztoku
c. Dodani tepla poté, co dosahne roztok
sachardzy teploty krystalizace

9. Uzavreni do liposomu a. Mikrofluidizace
b. Ultrazvuk

c. Odpareni reverzni faze

7. Odstredivé oddéleni

2.21 Sprejové suseni

Sprejové suseni se vyuziva jiz od roku 1950, proto tuto metodu mizeme zaradit mezi
jeden z nejstarSich procest enkapsulace aktivnich latek. Nejdfive se zacaly vyrabét
aromatické oleje sur€itou ochranou proti degradaci, dnes se vyuziva bézné
v potravinarském primyslu pro pfipravu stabilnich pfidavnych latek a pfichuti. Mezi latky,
které byly zapouzdfeny touto metodou a nasledné vyuzivany jako pfichuté se fadi bilkoviny,
gumy a modifikované Skroby [14].

Zakladni proces suseni rozpraSovanim spoc€iva v rozpusténi, emulgaci €i disperzi aktivni
latky v nosiCi, nasledné atomizaci a sprejovani dané smési do horké komory. Ve sprejovych
suSic¢kach jsou rozpraSovaci trysky, které bud sprejuji shora doli nebo zdola nahoru jako
fontana. Béhem susSiciho procesu dochazi k tvorbé filmu na povrchu kapky, kdy stoupa
koncentrace latky v kapce, az nakonec dojde ke vzniku suché Castice. Tyto mikrokapsle poté
spadnou na dno a mohou byt posbirany. Sprejové susi¢ky jsou vyrobeny tak, aby dochazelo
k minimalnimu pFehfati Castic, pfedevSim u téch &astic, které obsahuji teplotné sensitivni

13



latky. To je zajisténo diky pouZiti vysokotlakych trysek nebo odstredivych kol, kde souCasné
proudi jak vzduch, tak Castice [14].

Emulze

Horky, suchy vzduch

mmmw
#

[—T—= Vzduch

Produkt

Obr. 4 Schéma sprejové suSarny [12]

2.2.2 Sprejové chlazeni

Tato metoda je podobna sprejovému suseni, ale pfi nizSich teplotach nedochazi
k odparovani vody. Pfi sprejovém chlazeni jsou jadrové a sténové smési rozpraseny
chlazenym vzduchem v chladici komofe, coz zpusobi ztuhnuti stény kolem jadra. Jako vnéjsi
faze se obvykle pouziva néjaka forma rostlinného oleje nebo jeho derivatl, také tuky nebo
glyceroly. Diky tomu, Ze mikrokapsle maji lipidovy povlak, jsou nerozpustné ve vodé a jsou
vyuzivany pro enkapsulaci latek, které jsou ve vodé rozpustné (mineraly, enzymy, vitaminy
rozpustné ve vodé) [14].

2.2.3 Uzavieni (entrapment) do liposomu

Liposomy se skladaji z vodné faze, ktera je obklopena fosfolipidovou membranou. Mezi
nejCastéji vyuzivané fosfolipidy patfi lecitin a cholesterol. Pokud je lecitin dispergovan
ve vode, liposomy se tvofi spontanné. Tyto Castice se pouzivaji pro pfenos vakcin, hormond,
enzymd a vitaminua [15].

Castice se skladaiji z jedné nebo vice vrstev lipidi, tim padem jsou netoxické a pouzitelné
v potravinovém prumyslu. Pomoci velikosti a zmény polohy lipidd muidzeme zmeénit
propustnost, stabilitu, povrchovou aktivitu a afinitu ¢astice. Tato technika je oproti ostatnim
vyhodna v tom, Zze ma vysokou ucinnost zapouzdfeni, jednoduchou vyrobni metodu a dobrou
stabilitu ¢astic v prabéhu Casu [14].

2.2.4 Kokrystalizace

Cukrovy sirup je v pfesyceném stavu a udrzuje pfi dostatecné vysoké teploté tak, aby se
zabranilo krystalizaci. Pfedem ur€ené mnozstvi aktivni latky se poté pfida do sachar6zového
sirupu za intenzivniho michani a roztok zacne krystalizovat. Michani trva tak dlouho, dokud

nezacnou vypadavat z nadoby aglomeraty. Takto enkapsulované Castice se potom susi
na pozadovanou vlhkost. Mezi vyhody této techniky patfi to, Zze prostfednictvim tohoto
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procesu muze byt aktivni latka v kapalné formé& pfevedena na suchou praskovitou formu
bez dal§iho suseni [16].

2.2.5 Koacervace

Pri této metodé dochazi k separaci polymerniho roztoku na dvé nemisitelné kapalné faze,
které se nazyvaji koacervacni faze a koacervacni médium. V prvnim kroku se pfidavaji
do kapaliny nerozpustné vosky nebo nerozpustné kapalné polymery. Monomer je rozpustén
a nasledné polymeruje na rozhrani. BEhem koacervace se vytvafi drobné kapky, které se
bud usazuji nebo spojuji a vytvafi oddélenou koacervovanou fazi. V nékterych pfipadech je
potfeba pfidat stabilizator, aby nedochazelo ke koagulaci vyslednych mikro¢astic — napfiklad
pokud jsou vroztoku pfitomna jadra, tak se kapky koacervatu kolem nich hromadi a
po pfidani vhodného sitovaciho &inidla vytvafi sténu koacervatu. Nakonec jsou mikrokapsle
oddéleny filtraci nebo odstfedénim, poté se promyji vhodnym rozpoustédlem a vysusi se
pomoci sprejového suseni [17].

2.2.6 Lyofilizace

Lyofilizace je proces, ktery se vyuziva k dehydrataci vétSiny tepelné sensitivnich materiall
a aromatickych latek. Tato metoda byla pouZita k enkapsulaci esenci a pfirodnich
aromatickych latek, které jsou rozpustné ve vodé. Lyofilizace se fadi mezi jednodussi
techniky, jedinou nevyhodou je zdlouhavé sublimacni suseni, které mlze trvat az 20 hodin.
UdrZeni tékavych slou¢enin béhem lyofilizace zavisi na chemickém charakteru systému [14].

2.2.7 Fluidni vrstva

Tato metoda byla pdvodné vyvinuta pro farmaceuticky priimysl, v dnesni dobé je ¢im dal
tim vice vyuzivana v potravinaiském pramyslu k doladéni u€inku funkénich slozek a pfisad.
Mezi hlavni pfinosy téchto mikrokapsli patfi zvySovani Zivotnosti aktivni latky, maskovani
chuti, snadna manipulace, fizené uvolfiovani a zlepSeni chuti a barvy. Aktivni latka je
suspendovana v komofe s fizenou teplotou a vlhkosti a za vysoké teploty dochazi
k atomizaci vnéjSi faze. Tim dochazi k obklopeni aktivni latky vnéjsi fazi a k vytvoreni Castic.
Na vytvofeni vnéjSi faze se vyuzivaji derivaty celuldzy, lipidy, proteinové derivaty nebo
derivaty Skrobu [14].

Roztok na obal éastice

Proudéni vzduchu

Obr. 5 Schéma tvorby &astic pomoci fluidni vrstvy [13]

2.2.8 Emulgace

Emulgace je pomérné casto vyuzZivana metoda. Pouziva se v pfipadé ve vodé
rozpustnych aktivnich latek. Existuji dvé kombinace emulzi — emulze voda v oleji, kdy olej je
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obecné nepolarni kapalina a emulze olej ve vodé, kdy je voda obecné polarni kapalina.
Druhy typ emulze mlze byt su$en riznymi suSicimi metodami, napfiklad sprejovym susenim
za vytvoreni prasku [11].

2.3 Enkapsulator

Enkapsulator je pfistroj, ktery slouzi k polymernimu zapouzdfeni chemickych latek,
biologickych molekul, drog, vlni, pigmentd, extrakt, bunék a mikroorganismu za sterilnich i
nesterilnich podminek. Velikost €astic zaleZi na zvolené velikosti trysky, ta se pohybuje
od 0,15 do 2 mm.

Prace na enkapsulatoru spoc€iva v tom, ze mikroorganismy, které je tfeba zapouzdfrit, se
smichaji se zapoudfovacim polymerem a smés se da do tlakové lahve. Smés produktu a
polymeru je tlatena tlakovym vzduchem do pulzaéni komory, kde kapalina prochazi
pres trysku a na vystupu z trysky se rozdéluje do jednotlivych kapiCek stejné velikosti. Tyto
kapky prochazeji elektrickym polem mezi tryskou a elektrodou, kde ziskaji povrchovy naboj.
Rozptyleni ¢astic dopadajicich do vytvrzovaciho roztoku zpusobi elektrostatické odpudivé
sily [18].

Velikost jednotlivych ¢astic reguluje nékolik parametrt, mezi néz se fadi frekvence vibraci,
amplituda, velikost trysky, rychlost pratoku a fyzikalni vlastnosti smési produktu
s polymerem. Optimalni parametry tvorby ¢&astic se indikuji vizualizaci tvorby c&astic
v realném Case ve svétle stroboskopické lampy. Pfi dosazeni optimalnich parametr( je jasné
vidét staly Fetizek kapicek. Chybné vytvofené Castice, které vznikaji na zaCatku a na konci
béhu, jsou zachyceny v krycim skliCku, které vioZime pod proud €astic. Vznikajici Castice
jsou jimany ve vytvrzovacim roztoku, ktery je nalit na Petriho misce. Roztoky na Petriho
misce jsou kontinualné michany magnetickym michadlem, aby se pfedeSlo shlukovani
jednotlivych Castic. Petriho miska nebo roztok musi byt elektricky uzemnén. Po vytvofeni
dostate€ného mnozZstvi Castic jsou enkapsulované Castice Zfiltrovany a pouzity k dalSim
uceltim [18].

-
L
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.
-
L
-
[
-

Obr. 6 Enkapsulator Obr. 7 Tvorba ¢Eastic
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2.4 Vnéjsi faze pouzivané pro enkapsulaci do potravin

Materialy, které se vyuzivaji pro vytvoreni vnéjSi faze pro potravinarské ucely jsou
vétsinou biomolekuly, obvykle polysacharidy. Nejcastéji to je alginat, Skrob a celuldza a jejich
derivaty. Tyto biomolekuly musi byt biologicky odbouratelné, musi vytvofit bariéru mezi
vnitftnim a vnéjSim prostfedim, musim byt schopné udrzet aktivni latku v kapsli béhem
zpracovani a skladovani a nesmi reagovat s aktivni latkou [11].

241 Alginat

Alginat je nevétveny linearni kopolymer B-D-mannuronové kyseliny a a-L-guluronové
kyseliny spojené glykosidovymi vazbami. Retézce jsou spiralovité aZ prakticky linearni.
Nékteré alginaty jsou rozpustné, nékteré nikoli — rozpustnost zalezi na hodnoté pH, iontové
sile a druhy iontl. V kyselych roztocich se srazi alginova kyselina, pfi pomalém okyselovani
se misto srazeniny tvofi gel. Alginat je dllezitou soucasti fas, vyskytuje se jako
exopolysacharid u bakterii, pfedevsim u bakterie Pseudomonas aeruginosa [19].

Alginaty se pouzivaji v koncentraci 0,25-0,5 % jako zahuStovadla, stabilizatory a
emulgatory pro zlepSeni konzistence mnoha potravin. Diky svym schopnostem zesiténi a
vytvofeni hydrogell se vyuzivaji pro enkapsulaci pfedevsim v biomediciné [20].
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Obr. 8 Struktura alginatu [19]

2.4.2 Chitosan

Chitosan je ziskavan alkalickou deacetylaci chitinu, coz je po celuléze druhy
nejrozsifeng;jsi polysacharid. Chitosan obsahuje 5-25 % N-acetylglukosaminovych jednotek a
75-95 % glukosaminovych jednotek. Mezi jeho fyzikalni a chemické vlastnosti se fadi to, Ze
je nerozpustny ve vodé a v organickych rozpoustédlech, ale je rozpustny ve zfedénych
kyselinach, napfiklad v mravenéi a octové. Diky tomu, Ze ma volné aminoskupiny, nese
polymer kladny naboj a miize reagovat s negativné nabitymi povrchy nebo polymery.

Chitosan je k dispozici ve formé& suchych vioCek, roztoku nebo jemného prasku. Je
nestravitelny, ale vyrazné snizuje hladinu cholesterolu a tukd v krevnim séru a v jatrech.
Pouziva se jako emulgator a stabilizator emulzi, jako zahustovadlo, stabilizator pén, Zelirujici
¢inidlo, v kosmetice nebo ve farmacii [19].

CH,OH NH, CH,OH

0 ) 0

OH

NH, NHCOCH; CH;OH

Obr. 9 Struktura chitosanu [21]
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2.4.3 Skrob

Skrob je hlavni zasobni Zivinou rostlin slouzici jako pohotova zésoba glukosy. Na rozdil
od strukturnich polysacharidu, které jsou soucasti bunéCnych stén, se Skrob nachazi
v organelach cytoplasmy, které se nazyvaiji plastidy. V pletivech, kde probiha fotosyntéza, je
v malém mnozstvi v chloroplastech, ve velkém mnoZstvi v amyloplastech. Je ulozen
v nerozpustnych micelach, které se nazyvaji Skrobova zrna nebo Skrobové granule.

VétSina nativnich Skrobl je smési dvou homopolysacharidd, které jsou slozené z molekul
a-D-glukopyranosy — amylosy a amylopektinu. Tyto homopolysacharidy se obvykle vyskytuji
v hmotnostnim poméru 1:3. Amylosa je slozena z nékolika polymert s riznym stupném
polymerace. Zpravidla obsahuje 1000-2000, v nékterych pfipadech, napfiklad u
bramboroveho Skrobu, az 4500 glukosovych jednotek. V dnedni dobé se nativni Skroby
rlznymi zpusoby modifikuji, aby se potlacovaly negativni vlastnosti nebo aby se vytvofily
Skroby s vhodnymi fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi [19].
chemickém primyslu. Skrob ma pomérné nizkou cenu, je neskodny a Siroce dostupny, proto
se vyuziva i jako nosi¢ pro nutricni latky a lé€iva [19].
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Obr. 10 Struktura amylopektinu a amylosy [22,23]

2.4.4 Celulosa

Celulosa je polysacharid sestavajici z beta-glukosy. Glukosové jednotky jsou spojené
vazbou B-1,4 a tvofi dlouhé, nerozvétvené fetézce, které jsou zcela nerozpustné ve vode,
zfedénych Kyselinach, zasadach i ve vétSiné rozpoustédel. Celulosa je rozpustna
v koncentrovanych kyselinach, protoze dochazi k hydrolyze na rozpustné fragmenty
s kratSim fetézcem. Na rozdil od Skrobu se nevétvi, ale zustava ve formé dlouhych, rovnych
fetézcl. Celulosa je nejrozsifenéjsi organickou slou¢eninou na zemském povrchu, ro¢né ji
vznika az 10" tun. Vyskytuje se jako zakladni strukturni polysacharid bunéénych stén
vyssich rostlin [19].

OH

HO
OHO

Obr. 11 Struktura celulosy [24]
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2.5 Metody vyuzivané ke stanoveni zivotaschopnosti bakterii

2.5.1 Prutokova cytometrie

Pritokova cytometrie je systém, ktery vyuziva principy mikroskopie a citlivé detekce
svételného signalu. Umoznuje méfeni a analyzu fyzikalné-chemickych vlastnosti buriky nebo
jinych biologickych &astic béhem jejich prichodu laserovym paprskem. Buriky jsou unaseny
proudem nosné kapaliny do mérné cely, kde jsou analyzovany. Jsou analyzovany laserovym
paprskem - ve chvili, kdy bufika tento paprsek kfiZi, dochazi k lomu a rozptylu svétla. Podle
sméru a uhlu lomu byva oznacovan jako ,forward scatter® (pfimy rozptyl) a ,side scatter”
(bo&ni rozptyl). Pfimy rozptyl je charakterizovan lomem svétla o malém uhlu, do 13°, a je
umérny velikosti bufky. Uhel bogniho rozptylu je 90° a je indikatorem vnitfni bunééné
struktury (granularity). V pratokové cytometrii je detekovana i fluorescence prochazejicich
bunék nebo &astic. Fluorescenéni barviva se nazyvaji fluorochromy a jsou navazané na
analyzované buriky, nebo €astice absorbuji svétlo urcité vinové délky vyzafované laserem a
nasledné vyzaruji ¢ast takto absorbovaného svétla o odliSné vinové délce. Pouzivaji se
fluorochromy, které maji stejné absorpcni spektrum a jiné emisni spektrum [25].

Prutokovy cytometr se sklada ze tfi systémd — fluidniho, optického a elektronického.
Fluidnim systémem je proces fizen, jakmile je vzorek aplikovan do pritokového cytometru a
Castice jsou nahodné rozdéleny v trojrozmérném prostoru. Vzorek musi byt sefazen
do proudu jednotlivych &astic, které mohou byt vySetfovany detekénim systémem stroje.
Fluidni systém se sklada z centralniho jadra, kterym je vstfikovan vzorek. Pfi pohybu nosné
kapaliny je vytvaren masivni tazny efekt na zuzujici se centralni komoru, coz méni rychlost
toku centralni kapaliny. Jeji pfedni tok se stava parabolicky s nejvétsi rychlosti v jeho stfedu
a nulovou rychlosti u stén kapilary. Vysledkem tohoto déje je proces, ktery se nazyva
hydrodynamicka fokusace. Diky ni jsou analyzované Castice vyrovnany a sefazeny tak, ze se
pohybuji jedna za druhou v Uzkém stfedovém svazku [26].

Opticky systém je slozen z excitaCni Casti, ktera je tvofena laserem a soustavou CocCek a
hranoll usmérnujicich svételny paprsek. Sbérna Cast je ¢ast optického systému a je tvofena
z optickych zrcadel a filtr(, které umoznuji detekci svételnych kvant specifické vinové délky
pFisluSnymi optickymi detektory. Specificnost detekce je Fizena optickymi filtry, které blokuji
urcité vinové délky, zatimco propoustéji ostatni. Elektronicky systém prevadi opticky signal
na elektricky a zaroven jej digitalizuje pro pocitatovou analyzu [26]. KdyZ svétlo dosahne
fotodetektoru, vygeneruje se maly proud, ktery ma hodnotu nékolika miliampéra. Jeho napéti
ma amplitudu umérnou k celkovému poctu fotonu, které detektor pfijme. Toto napéti je pak
zesileno fadou linearnich nebo logaritmickych zesilovact a analogové-digitalnimi konvektory
pfevedeno na elektrické signaly o dostate¢né velikosti (5 — 10 voltu), aby mohly byt graficky
vyneseny [26].

Stanoveni viability bunék pomoci detekce membranové integrity je zaloZzeno na aplikaci
latek, které za béznych podminek neprochazeji neporuSsenymi buné&nymi membranami,
pfipadné jsou ihned vyluCovany zpét do extracelularniho prostfedi. Ale v pfipadé, ze je
cytoplazmaticka membrana narusena natolik, ze latky mohou do buriky projit, dojde k vazbé
na slozky buné&né hmoty a k zesileni nebo k posunu spektra fluorescence. Buriky, které
maji takto naruSsené membrany, nejsou povazovany za zivotaschopné. K tomuto ur€eni se
vyuzivaji pfedevsSim latky, které se v burice vazou na nukleové Kkyseliny, protoze ty se
vyskytuji ve vSech burikach mikroorganismu v dostate€ném mnozstvi. Do této skupiny latek
patfi propidiumjodid, coz je nejrozSifené&jsi fluorescenéni sonda vubec. Propidiumjodid je
fenantrolinové interkalacni Cinidlo, které se vaze na nukleové kyseliny a po vazbé dochazi
k posunu a zesileni intenzity fluorescence emitované v Cervené oblasti spektra. Toto barvivo
se vyuziva v mikrobiologii jak pro ur€eni viability kvasinek, tak bakterii [28].
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Obr. 12 Pritokovy cytometr
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3 CILE PRACE

Hlavnim cilem pfedloZzené prace je studium probiotickych kultur, moZnosti jejich
enkapsulace a sledovani zZivotaschopnosti enkapsulovanych bakterii v modelovych
fyziologickych podminkach a simulovanych potravinach. Za timto uéelem budou provedeny
nasledujici dil€i ukoly:

1. Zpracovani literarni reSerSe zaméfené na popis mlécnych bakterii, jejich fyziologii,

vyuziti a metody enkapsulace.

2. Optimalizace metod kultivace mlé€nych bakterii, stanoveni viability bunék pomoci
pratokové cytometrie a optické mikroskopie, zavedeni techniky enkapsulace bakterii
do mikroc¢astic.

3. Enkapsulace mlé&nych bakterii rodu Lactobacillus a Bifidobacterium do organickych
Castic, charakterizace, stabilita a Zivotaschopnost enkapsulovanych bakterii
v modelovych fyziologickych podminkach.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie, pristroje a probiotické kultury

4.1.1 Chemikalie

Chitosan, Sigma-Aldrich (SRN)

Alginat sodny, Sigma-Aldrich (SRN)
Cholesterol, Sigma-Aldrich (SRN)
Tripolyfosfat sodny, Sigma-Aldrich (SRN)
Skrob rozpustny p.a., Lach-Ner (CR)
Karboxymethylcelulosa, Serva (SRN)
Lecithin, Mogador (CR)

Kyselina chlorovodikova 35%, Lach-Ner (CR)
Hydroxid sodny p.a., Lach-Ner (CR)

Chlorid vapenaty p.a., Lachema (CR)
Mod&ovina p.a., Penta (CR)

Kyselina trichloroctova, Serva (SRN)
Hydrogenuhligitan sodny p.a., Lach-Ner (CR)
Kyselina octova 98%, Lach-Ner (CR)
Uhligitan sodny p.a., Lach-Ner (CR)

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

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

4.1.2 Pristroje

Analytické vahy — Boeco

Opticky mikroskop - Intraco Micro

Enkapsulator — Buchi B-395 Pro

Pratokovy cytometr - Apogee A50, Apogee Flow Systems

4.1.3 Pouzité mikroorganismy

Vtéto praci byly vexperimentalni &asti pouzity bakteridlni kultury Lactobacillus
acidophilus CCM 4833 a Bifidobactereium breve CCM 7825', které byly ziskany z Ceské
sbirky mikroorganisma Masarykovy univerzity v Brné.

4.2 Kultivace laktobacill

Pro kultivaci bakteridlnich kultur Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium breve bylo
pouZito komercni MRS médium s nazvem Lactobacillus MRS agar.

Tab. 2 Zakladni slozky MRS média

pepton 10g
hovézi extrakt 10g
kvasniCny extrakt 59

glukéza 209
agar 129

Médium bylo smichano s destilovanou vodou v ur€itém poméru v Erlenmayerové bance a
sterilizovano v tlakovém hrnci s otevienym ventilem po dobu 30 minut. Kultury byly
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zaoCkovany ve sterilnim boxu. Z Erlenmayerovy banky bylo odebrano 6 ml kultury
mikroorganismu do 200 ml sterilniho média v 500ml Erlenmayerové barice.

Kultivace probihala pfi 37°C po dobu 24 hodin. Poté byly kultury pouzity na stanoveni
viability na pratokovém cytometru a k enkapsulaci.

4.3 Priprava ¢astic pro enkapsulaci mikroorganismu pomoci enkapsulatoru

Pro prfipravu ¢&astic, které byly uréeny pro enkapsulaci mikroorganisml byly pouzity
polysacharidové latky alginat a chitosan, které byly v rGzném poméru smichany se Skrobem
a karboxymethylcelulosou.

4.3.1 Priprava alginatovych ¢astic

Do zasobni lahve u enkapsulatoru bylo nalito 40 ml 2% alginatu a 40 ml kultury bakterii
z 24hodinové kultivace. Jako srazeci pufr byl pouzit 2% chlorid vapenaty. Byly pouzity
celkem dvé velikosti trysek, 300 um a 450 ym. Obdobnym zplisobem pfipravy byly vytvofeny
i Castice ze 4% alginatu pfi pouZiti trysky 300 um.

Castice vytvofené pomoci enkapsulatoru byly Zfiltrovany a inkubovany v modelovych
potravinach a do simulovanych fyziologickych prostfedich.

4.3.2 Priprava alginat-Skrobovych ¢astic

Alginatové Castice byly smichany se Skrobem v poméru 80 % : 20 % a z 70 % :30 %. Do
zasobni lahve bylo nalito v prvnim pfipadé 8 ml 1% Skrobu, 32 ml 2% alginatu a 40 ml kultury
z 24hodinové kultivace, v druhém pfipadé 12 ml 1% 3krobu, 28 ml 2% alginatu a 40 ml
kultury z 24hodinové kultivace. Roztok 1% Skrobu byl pfipraven tak, Zze byl Skrob rozpustén
v roztoku NaOH a moc&oviné v poméru 0,8:1 (hmotnostnich procent). Jako srazeci pufr byl
pouZzit 2% chlorid vapenaty, velikost trysky byla 300 pm.

Castice vytvofené pomoci enkapsulatoru byly Zfiltrovany a inkubovany v modelovych
potravinach a do simulovanych fyziologickych prostfedich.

4.3.3 Priprava alginat-karboxymethylcelul6zovych ¢éastic

Alginatové Castice byly smichany s karboxymethylcelul6zou v poméru 80 % :20 % a
z70% : 30 %. Dozasobni lahve bylo nalto vprvnim pfipadé 8 ml 2%
karboxymethylcelulézy, 32 ml 2% alginatu a 40 ml kultury z 24hodinové kultivace. V druhém
pFipadé bylo smichano 12 ml 2% karboxymethylcelulézy, 28 ml 2% alginatu a 40 ml kultury
z 24hodinové kultivace. Jako srazeci pufr byl pouzit 2% chlorid vapenaty, velikost trysky byla
300 um. Byl pouzit 2% roztok karboxymethylcelulézy, ktera byla rozpusténa ve vodé.

Castice vytvofené pomoci enkapsulatoru byly zfiltrovany a inkubovany v modelovych
potravinach a do simulovanych fyziologickych prostfedich.

4.3.4 Priprava chitosan-Skrobovych ¢astic

Chitosanové &astice byly smichany se Skrobem v poméru 1:3 a 1:5. P¥i pfipravé byl pouzit
2% roztok chitosanu ve vodé, do kterého byla pfidana kyselina octova do pH 5. Do zasobni
lahve bylo nalito 10 ml 1% Skrobu, 20 ml roztoku 2% chitosanu a 30 ml kultury z 24hodinové
kultivace, v druhém pfipadé bylo do zasobni lahve nalito 6 ml 1% Skrobu, 24 ml
2% chitosanu a 30 ml kultury z 24hodinové kultivace. Jako srazeci pufr byl pouzit
2% tripolyfosfat sodny. Velikost trysky byla 300 um.

Castice vytvorené pomoci enkapsulatoru byly zfiltrovany a inkubovany v modelovych
potravinach a do simulovanych fyziologickych prostfedich.
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4.4 Stanoveni viability a poétu bunék pomoci pratokové cytometrie

Stanoveni viability a po¢tu bunék z 24hodinové kultivace bylo provadéno na pratokovém
cytometru. Vzorek kultury byl 10x zfedén destilovanou vodou. Aby mohla byt sledovana
viabilita bunék, bylo do tohoto roztoku napipetovano potfebné mnoZstvi propidiumjodidu,
ktery obarvil mrtvé bunky. Takto pfipraveny vzorek byl dan na 15 minut do tmy a poté byla
zméfena viabilita bunék.

4.5 Stanoveni stability ¢astic v modelovym prostredi lidského organismu

Stabilita ¢astic byla stanovena v Zalude€ni, pankreatické a ZluCové Stavé. Vzorky byly
pripraveny v poméru 1:1 (§tava:Castice). Pod optickym mikroskopem byly sledovany bakterie
uvnitf kapsle, bakterie uvolnéné z kapsle do Stavy a také pomér zivych a mrtvych
mikroorganisma. V pankreatické a ZaludeCni Stavé byly enkapsulované bakterie 20 minut pfi
teploté 37°C, ve zluCové stavé byly po dobu 40 minut.

4.5.1 Slozeni modelové pankreatické st'avy

Pankreaticka Stava byla pfipravena rozpusténim 0,25 g pankreatinu a 1,5 g NaHCO;
ve 100 ml destilované vody. V roztoku bylo pH upraveno na hodnotu 8,9 [29].

4.5.2 Slozeni modelové zaludeéni st'avy

Zaludeéni $tava byla pfipravena z 0,25 g pepsinu, ktery byl rozpustén ve 100 ml
destilované vody. Poté bylo pfidano 0,84 ml 35% kyseliny chlorovodikové. V roztoku bylo pH
upraveno na hodnotu 0,9 [29].

4.5.3 Slozeni modelové zlu¢ové st'avy
Zludova $tava byla pfipravena pridanim 0,8 g Zlu¢ovych soli do 200 ml pufru o pH 8 [29].

4.6 Stanoveni stability ¢astic v modelovych potravinach

Simulantem potraviny je zkuSebni roztok, ktery ma presné definované slozeni a pfesné
definované vlastnosti. Tato potravina nahrazuje urcitou potravinu nebo skupinu potravin.
Pro potravinu, ktera ma pH vyssSi nez 4,5 byla pouzita destilovana voda. Pro potravinu s pH
nizS8im nez 4,5 byl pfipraven 3% roztok kyseliny octové. Pro potraviny a napoje s alkoholem
byl pfipraven 10% roztok ethanolu. Pro tukové potraviny byl pouzit jako modelovy roztok olej
smichany s vodou v poméru 1:4 (olej:destilovana voda). Jako realna potravina bylo pouzito
mléko [30].

VSechny typy Castic byly ponechany po dobu 4 tydnu v téchto péti modelovych typech
potravin. Stabilita ¢astic byla sledovana pod optickym mikroskopem v den, kdy byly ¢astice
pfipraveny, po dvou dnech, po tydnu a po 4 tydnech.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Stanoveni viability pomoci pratokového cytometru

Bunky mikroorganisml byly zfedény destilovanou vodou, obarveny propidiumjodidem a
nasledné byla stanovena viabilita téchto bunék dle postupu uvedného v kapitole 4.4. Po 15
minutach zivé bunky barvivo z buriky vylougily, mrtvé buriky zUstaly obarvené. Vzorek byl
vloZen do pratokového cytometru a byla zjiSténa viabilita bunék.

Celkové bylo méfeni na pratokovém cytometru provedeno s kazdou kulturou 3x po
24hodinové kultivaci. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 3. Na Obr.13 a 14 jsou uvedeny priklady
zaznamu analyzy viability bunék z pritokového cytometru.

Tab. 3 Pomér Zivych a mrtvych bakterii po 24hodinové kultivaci
Mé&teni | Druh bakterii | Poget bunék v 1 pl | Zivé buriky v 1 ul [%] | Mrtvé bufiky v 1 ul [%]
1. LA 230 580 85 15
BB 175 740 93 7
2. LA 161 510 94 6
BB 202 650 99 1
3. LA 211710 98 2
BB 217 700 99,5 0,5

Zkratka LA znamena typ bakterie Lactobacillus acidophilus a BB je bakterie
Bifidobacterium breve.

Obr. 13 Viabilita bunék Lactobacillus acidophilus po 24hodinové kultivaci (v prvnich dvou oknech je vidét
ohranieni bunék, ze kterych je nasledné vypocitan pomér Zivych a mrtvych bunék, ve tfetim okné prvni pik
predstavuje mnoZzstvi Zivych bunék, druhy pik predstavuje mnozstvi mrtvych bunék)
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Obr. 14 Viabilita bunék Bifidobacterium breve po 24hodinové kultivaci ((v prvnich dvou oknech je vidét ohrani¢eni
bunék, ze kterych je nasledné vypocitan pomér Zivych a mrtvych bunék, ve tfetim okné prvni pik pfedstavuje
mnoZzstvi Zivych bunék, druhy pik pfedstavuje mnoZstvi mrtvych bunék)

Po 24hodinové kultivaci bylo ve vzorku prakticky vzdy nad 90 % zivych bunék, ve 3
pfipadech dokonce nad 98 %. Tyto bakterie, u kterych byla zjisténa viabilita, byly smichany
s modelovymi potravinami a modelovymi travicimi Stavami.

5.2 Stanoveni zivotaschopnosti bakterii v simulovanych télnich tekutinach

Stabilita v simulovanych télnich tekutinach byla sledovana u 2% alginatovych, 4%
alginatovych, alginat-Skrobovych, alginat-karboxymethylcelulézovych a chitosan-Skrobovych
Castic. Bakterie byly po 24hodinové kultivaci a enkapsulaci vioZzeny do modelovych télnich
tekutin. V pankreatické stavé a v Zaludec€ni stavé byly inkubovany po dobu 20 minut a ve
ZluCové &tavé byly 40 minut, vSe pfi teploté 37°C. Po uplynuti této doby byl vzorek ¢astic dan
do Burkerovy komurky, byla pfikapnuta methylenova modf a byl pozorovan pomér zivych a
mrtvych bunék pod mikroskopem. Pocitany byly mrtvé a Zivé buriky jak uvnitf Castice, tak
Zivé a mrtvé buriky uvolnéné z Castice. V Tab. 4, 5 a 6 jsou uvedeny podty Zivych a mrtvych
bakterii v 1 ml simulované télni tekutiny.

V dalSi kapitole jsou uvedeny priklady nékterych Castic, které byly zaznamenany pod
optickym mikroskopem pfi zvétSeni 40x.

5.2.1 Stanoveni stability ¢astic v pankreatické st'avé

Vysledky jsou uvedeny v Tab.4. Pankreaticka Stava na strukturu ¢astic pusobila vice nez
kysela zaludeéni a ZluCova Stava, bylo v ni nejvice uvolnénych bunék. V procentech se
poCet uvolnénych bunék pohyboval nejéastéji mezi 40 % az 60 % z celkového mnozZstvi.
V nékterych Casticich, které byly tvofeny alginatem modifikovanym 1% Skrobem a
chitosanem modifikovanym 1% Skrobem, doSlo k rozpadu €astic a pocet uvolnénych bunék
byl nad 70 %. Bakterie uvolnéné z Castice byly ve vétSiné pfipadl zivé, v nékterych
pfipadech byly i mrtvé, ale to maximalné do 20 % z celkového poctu uvolnénych &astic.
V gasticich modifikovanych Skrobem bylo mnozstvi mrtvych bunék jen nepatrné. Uvnitf
kapsle byl po€et Zivych bakterii nad 80 %. Panktreaticka Stava je sou€asti tenkého stfeva a
uCelem enkapsulace mlécnych bakterii je, aby se bakterie uvolnily pravé na tomto misté.
Bunky, které se zde uvolnily byly pfevazné zivé.

5.2.2 Stanoveni stability ¢astic v zalude€ni st'avé

Po pusobeni zaludeCni Stavy na Castice nebyla pozorovana zadna vétSi zména, uvolnilo
se jen nepatrné mnozstvi bakterii, vétSina z nich byla Ziva (Tab.5). Uvnitf kapsle byla také
pfevazna vétsina zZivych bunék. Mimo kapsli bylo uvolnéno maximalné 30 % bakterii, a to
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z obalu, ktery byl tvofen chitosanem a roztokem 1% Skrobu. Ostatni obaly byly pevné&jsi a
bylo uvolnéno do zalude¢ni §tavy jen do 10 % bunék. Obaly zlstaly vici této Stavé odolné,
jelikoZ se tam nachazi stale sliny a enzymy. Zaludeéni $tava pusobi na &astice jako prvni ze
3 testovanych prostfedi a s ohledem na pfedpokladanou funkci probiotik je nutné, aby obaly
Castic nebyly v této Casti traviciho systému poruSeny, aby bakterie prezily a mohly se
nasledné uplatnit ve stieveé.

5.2.3 Stanoveni stability ¢astic ve zlu€ové st'aveé

Ve ZluCové Stavé bylo nalezeno podobné mnozstvi uvolnénych a mrtvych bakterii jako
v Zaludeéni &tavé (Tab.6). Nejvice uvolnénych bunék bylo z &astic, které byly modifikované
Skrobem. Jejich mnozstvi bylo kolem 50 %, z toho ve vétSiné pfipadu byly vSechny Zivé.
V ostatnich €asticich se pocet uvolnénych bakterii pohyboval kolem 15 %. Uvnitf kapsle byly
také pfevazné vSechny buriky zivé, hlavné v €asticich s podilem Skrobu. V ostatnich obalech
byl uvnitf po¢et mrtvych bunék okolo 20 %.
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Tab. 4 Pocet a procenta zivych a mrtvych bakterii v kapsli a mimo kapsli v pankreatické Stavé

Pankreaticka Stava

uvnitf kapsle

mimo kapsli

Lactobacillus acidophilus

Zivé bakterie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost astic 300 um 48.10° 92,3 4.10° 7,7 36.10° 90 4.10° 10
2% alginat, velikost ¢astic 450 um 44.10° 84,6 8.10° 15,4 32.10° 100 0 0
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 36.10° 81,8 8.10° 18,2 40.10° 83,3 8.10° 16,4
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 40.10° 83,3 8.10° 16,7 40.10° 83,3 8.10° 16,7
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylcelulozy 60.10° 83,3 12.10° 16,7 40.10° 83,3 8.10° 16,7
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 48.10° 85,7 8.10° 14,3 84.10° 95,5 4.10° 45
4% alginat 72.10° 94,7 4.10° 5,3 60.10° 100 0 0
2% chitosan + 33 % 1% roztoku $krobu 28.10° 100 0 0 24.10° 100 0 0
2% chitosan + 20 % 1% roztoku $krobu 28.10° 87,5 4.10° 12,5 72.10° 94,7 4.10° 5,3
Bifidobacterium breve uvnitf kapsle mimo kapsli

Zivé bakterie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost &astic 300 pym 52.10° 92,9 4.10° 7.1 48.10° 80 12.10° 20
2% alginat, velikost &astic 450 um 40.10° 100 0 0 32.10° 100 0 0
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 64.10° 89 8.10° 11 72.10° 81,8 16.10° 18,2
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 24.10° 85,7 4.10° 14,3 100.10° 92,6 8.10° 7.4
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 56.10° 93,3 4.10° 6,7 40.10° 71,4 16.10° 28,6
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylcelulozy 72.10° 94,7 4.10° 5,3 44.10° 78,6 12.10° 21,4
4% alginat 128.10° 94,1 8.10° 5,9 48.10° 92,3 4.10° 7.7
2% chitosan + 33 % 1% roztoku $krobu 24.10° 100 0 0 44.10° 91,7 4.10° 8,3
2% chitosan + 20 % 1% roztoku $krobu 24.10° 100 0 0 36.10° 100 0 0
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Tab. 5 Pocet a procenta Zivych a mrtvych bakterii v kapsli a mimo kapsli v Zalude¢éni stavé

Zaludeéni $tava

Lactobacillus acidophilus uvnitr kapsle mimo kapsli

Zivé bakterie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost &astic 300 um 108.10° 90 12.10° 10 4.10° 100 0 0
2% alginat, velikost ¢astic 450 um 76.10° 95 4.10° 5 4.10° 100 0 0
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 192.10° 98 4.10° 2 4.10° 100 0 0
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 68.10° 94,4 4.10° 5,6 4.10° 100 0 0
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 104.10° 83,9 20.10° 16,1 4.10° 50 4.10° 50
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 92.10° 92 8.10° 8 4.10° 100 0 0
4% alginat 124.10° 96,9 4.10° 3,1 8.10° 100 0 0
2% chitosan + 33 % 1% roztoku krobu 28.10° 100 0 0 12.10° 100 0 0
2% chitosan + 20 % 1% roztoku Skrobu 24.10° 100 0 0 12.10° 100 0 0
Bifidobacterium breve uvnitf kapsle mimo kapsli

Zivé bakterie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost &astic 300 um 84.10° 91,3 8.10° 8,7 8.10° 66,7 4.10° 33,3
2% alginat, velikost &astic 450 um 80.10° 95,2 4.10° 4,8 4.10° 100 0 0
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 68.10° 94,4 4.10° 5,6 8.10° 100 0 0
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 124.10° 94 8.10° 6 4.10° 100 0 0
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylcelulézy 84.10° 91,3 8.10° 8,7 4.10° 100 0 0
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 92.10° 88,5 12.10° 11,5 8.10° 100 0 0
4% alginat 84.10° 87,5 12.10° 12,5 4.10° 100 0 0
2% chitosan + 33 % 1% roztoku $krobu 24.10° 100 0 0 16.10° 66,7 8.10° 33,3
2% chitosan + 20 % 1% roztoku $krobu 20.10° 100 0 0 4.10° 100 0 0
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Tab. 6 Pocet a procenta Zivych a mrtvych bakterii v kapsli a mimo kapsli ve Zlu¢ové $tavé

Zludova $tava

Lactobacillus acidophilus uvnitr kapsle mimo kapsli

Zivé bakterie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost ¢astic 300 um 52.10° 86,7 8.10° 13,3 8.10° 100 0 0
2% alginat, velikost ¢astic 450 um 60.10° 88,2 8.10° 11,8 12.10° 60 8.10° 40
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 48.10° 92,3 4.10° 7,7 12.10° 100 0 0
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 48.10° 70,6 20.10° 29,4 4.10° 100 0 0
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 100.10° 83,3 20.10° 16,7 20.10° 100 0 0
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylcelulézy 56.10° 77,8 16.10° 22,2 16.10° 100 0 0
4% alginat 84.10° 84 16.10° 16 48.10° 100 0 0
2% chitosan + 33 % 1% roztoku Skrobu 36.10° 100 0 0 16.10° 100 0 0
2% chitosan + 20 % 1% roztoku $krobu 56.10° 87,5 8.10° 12,5 48.10° 85,7 8.10° 14,3
Bifidobacterium breve uvnitf kapsle mimo kapsli

Zivé bakterie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost &astic 300 um 68.10° 85 12.10° 15 12.10° 75 4.10° 25
2% alginat, velikost ¢astic 450 um 56.10° 93,3 4.10° 6,7 4.10° 100 0 0
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 36.10° 81,8 8.10° 18,2 4.10° 100 0 0
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 56.10° 87,5 8.10° 12,5 24.10° 100 0 0
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylcelulézy 32.10° 72,7 12.10° 27,3 8.10° 100 0 0
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 102.10° 89,5 12.10° 10,5 8.10° 66,7 4.10° 33,3
4% alginat 100.10° 92,6 8.10° 7.4 24.10° 100 0 0
2% chitosan + 33 % 1% roztoku $krobu 60.10° 100 0 0 36.10° 100 0 0
2% chitosan + 20 % 1% roztoku $krobu 28.10° 100 0 0 40.10° 83,3 8.10° 16,7
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5.3 Sledovani €astic pomoci optické mikroskopie

Obr. 15 Alginatova Eastice v pankreatické Staveé,
bakterie Bifidobacterium breve, velikost
trysky: 300 um, 40x

Obr. 17 Alginatova ¢&astice v Zaludecni Stave,
velikost trysky: 300 um, bakterie Bifidobacterium
breve, 40 x

Obr. 19 Alginatova &astice ve Zluéové stavé,
velikost trysky: 450 um, bakterie Lactobacillus
acidophilus, 40x

Obr. 16 Chitosanova castice smichana
s roztokem 1% S$krobu v pankreatické Stavé,
bakterie Lactobacillus acidophilus, 40x

Obr. 18 Alginatova castice smichana s 2% roztokem
karboxymethylceluldzy v Zaludecni $tavé, bakterie
bifidobacterium breve, 40x

Obr. 20 Chitosanova castice smichana s roztokem
1% Skrobu ve Zlu¢ové Stavé, bakterie Lactobacillus
acidophilus, 40x
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5.4 Stanoveni stability ¢astic v modelovych potravinach

Stabilita v modelovych potravinach byla sledovana u 2% alginatovych, 4% alginatovych,
alginat-Skrobovych, alginat-karboxymethylcelul6zovych a chitosan-Skrobovych Castic, které
byly ponechany inkubovat v modelovych podminkach. Stanoveni stability ¢&astic
v modelovych potravinach bylo provadéno obdobnym zpuUsobem jak pfi stanoveni stability
Castic v modelovych travicich Stavach. Rozdilem bylo to, Zze ihned po enkapsulaci byly
Castice vlozeny do péti modelovych potravin, coz byla destilovana voda, 10% ethanol, 3%
kyselina octova, olej smichany s vodou a to v poméru 25:75 olej:voda a mléko, které mélo
predstavovat realnou potravinu.

Castice byly pozorovany pod mikroskopem v den vloZeni &astic do potravin, po dvou
dnech, po Sesti dnech a nakonec po Ctyfech tydnech. Ve dvou poslednich zmifiovanych
Casovych intervalech byly C&astice vlozeny do Birkerovy komarky, byly obarveny
methylenovou modfi a byly pozorovany bakterie uvnitf buriky a mimo buriku a to jak zivé, tak
mrtvé. Vypolet a stanoveni procent se provadélo stejnym zpusobem jak pfi stanoveni
stability ¢asti v modelovych travicich stavach (kapitola 5.2). V Tab. 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15 a 16 jsou uvedeny podty Zivych a mrtvych bakterii v modelovych potravinach.

5.4.1 Zivotaschopnost bakterii v éasticich v éase t=0

Ihned po enkapsulaci nebyly pod mikroskopem vidét téméf Zadné uvolnéné castice,
vSechny byly uvnitf kapsle. Nejvice mrtvych bakterii bylo pozorovano u ¢astic, které byly
vlozeny do 3% kyseliny octové, a to zejména u alginatovych €astic o velikosti 450 pm.
Alginatové c¢astice s pridavkem 1% roztoku Skrobu byly uvnitf zakalené, proto
pod mikroskopem nebyly bakterie vidét (Obr. 22).

5.4.2 Zivotaschopnost bakterii v éasticich po 2 dnech

Po dvou dnech nedo$lo k zadné vyrazné zméné, stav uvolnénych bunék byl obdobny jako
pfi pozorovani ¢astic ihned po enkapsulaci. VétSina bakterii u vSech typu €astic zlstala uvnitf
kapsle (Obr. 21). VétSi poCet uvolnénych bakterii byl pozorovan pouze u nékterych &astic,
zejména s obsahem 1% roztokem Skrobu. Nejvice mrtvych bunék bylo v €asticich, které byly
v 3% roztoku kyseliny octové. Nejvétsi mnozstvi zivych bunék v porovnani s mrtvymi bylo
v mléce. Zaroven také v mléce byly nejhorSi podminky pro viditelnost jednotlivych bunék
mimo Castici (Obr. 29).

Z vysledkl je patrné, Ze polysacharidové &astice nejsou vhodné do potravin, které maiji
kyselé pH, jelikoz to plsobi na obaly ¢astic a také na samotné bakterie, které i po uvolnéni
z obalu vlivem nizkého pH béhem kratké doby uhynou. Naopak tyto ¢astice je vhodné dat do
potravin, které obsahuji Ziviny, diky nimz bakterie mohou pfezivat deldi dobu, napfiklad do
mléka. Po dvou dnech, kdy byly castice v modelovych potravinach, nedoSlo témér
k Zadnému rozpadu €astic a uvolnéni bunék, tudiz Ize pocitat s dlouhodobg;jsi trvanlivosti
téchto Castic.

5.4.3 Zivotaschopnost bakterii v éasticich po 6 dnech

5.4.3.1 Zivotaschopnost bakterii v éasticich v destilované vodé

Po 6 dnech inkubace v destilované vodé bylo uvolnéno z Castic téméf v kazdém vzorku
kolem 50 %. Nejméné uvolnénych bakterii bylo z ¢astic tvofenych 4% alginatem, kolem 20
%. Bakterie, které se nachazely mimo ¢astici, byly pfevazné zivé, pouze v pfipadé
alginatovych castic s 30 % obsahem S$krobu s enkapsulovanym kmenem Lactobacillus
acidophilus, u alginatovych ¢astic s 30 % CMC a s Bifidobacterium breve a u chitosanovych
Castic s roztokem 1% Skrobu a Bifidobacterium breve byl poCet mrtvych bakterii nad 28 %,
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ale nepfesahoval 34 %. Uvnitf kapsle nebyly nalezeny Zadné mrtvé burky v chitosanovych
Casticich modifikovanych roztokem 1% Skrobu (Tab. 7).

5.4.3.2 Zivotaschopnost bakterii v éasticich v 10% ethanolu

Po 6 dnech inkubace v ethanolu byl po¢et uvolnénych bunék v priméru do 20 %. Ze 2%
alginatovych castic nebyly uvolnény Zadné bakterie, z chitosanovych &astic s roztokem 1%
Skrobu bylo uvolnéno kolem 40 % bunék. Uvnitf kapsle byly pfevazné Zivé bunky, nad 80 %,
liSily se jen Castice z 2% alginatu, které obsahovaly po¢et mrtvych bakterii cca 40 %. Buriky
uvolnéné z ¢astic byly mrtvé pouze Easte¢né, kolem 33 % (Tab.8).

5.4.3.3 Zivotaschopnost bakterii v éasticich v 3% kyseliné octové

Po Sesti dnech, kdy byly vS8echny typy ¢astic v 3% roztoku kyseliny octové, se uvolnilo
vétSinou 10 % - 20 % bunék (Tab. 9). Mezi vyjimky patfily 2% alginatové Castice a 4%
alginatové Castice s Bifidobacterium breve, kdy se neuvolnily z ¢astic zadné bunky. Uvnitf
kapsle bylo u vétSiny Castic asi 15 % mrtvych bakterii, ale u 2% alginatovych a 4%
alginatovych &astic se poCet mrtvych bakterii dostal az pfes 50 %. Polet mrtvych bunék,
které se nachazely mimo ¢&astici, byl nad 50 %, vyjimku tvofily ¢astice se Skrobem, u kterych
mrtvé bakterie nepfesahovaly 30 %.

5.4.3.4 Zivotaschopnost bakterii v éasticich ve smési voda:olej v poméru 1:4

Z castic, které byly v modelové potraviné s obsahem oleje, se po 6 dnech inkubace
uvolnilo nad 55 % bunék z alginatovych ¢astic s roztokem 2% 3krobu, Zadné se neuvolnily
z 2% alginatovych &astic a z ostatnich typech oball bylo mimo kapsli v priméru 30 % bunék.
Uvniti kapsle byl poet mrtvych bunék mezi 15 % - 25 %. Vyjimku tvofily 2% alginatové
Castice o priméru 450 um s Lactobacillus acidophilus kde se pocet mrtvych bakterii
dostal nad 50 %. Bakterie, které byly uvolnény z Castice, byly nezivé v priméru do 20 %
(Tab. 10).

5.43.5 Zivotaschopnost bakterii v éasticich v mléce

V mléce nebylo v nékterych pfipadech mozné urcit poCet bunék mimo ¢astici, protoze
prostor okolo ¢astic byl diky mléku zakaleny (Obr. 29). Jediné Castice, u kterych se daly
bakterie spocitat, byly ¢astice z 4% alginatu a chitosanové Castice se Skrobem (Tab. 11).
U alginatovych c&astic bylo po 6 dnech inkubace uvolnéno kolem 40 %, u chitosanovych
Castic s 1% roztokem Skrobu bylo uvolnéno nad 80 % bunék. Ve vSech pfipadech bylo mimo
Castici asi 90 % bunék Zivych. Uvniti kapsle bylo také vétsinou 100 % Zivych bakterii, az na
nékteré alginatové Castice, kde pocet mrtvych bunék dosahoval pfiblizné 10 %.
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Tab. 7 Pocet a procenta Zivych a mrtvych bakterii v kapsli a mimo kapsli v destilované vodé po 6 dnech

Destilovana voda

Lactobacillus acidophilus uvnitf kapsle mimo kapsi

Zivé baktrie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost &astic 300 ym 40.10° 66,7 20.10° 33,3 136.10° 97,1 4.10° 2,9
2% alginat, velikost &astic 450 pm 36.10° 60 24.10° 40 28.10° 87,5 4.10° 12,5
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 68.10° 89,5 8.10° 10,5 20.10° 71,4 8.10° 28,6
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 144.10° | 94,7 8.10° 5,3 120.10° 96,8 4.10° 3,2
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylcelulozy 44.10° 84,6 8.10° 15,4 48.10° 92,3 4.10° 7.7
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylcelulozy 52.10° 92,9 4.10° 7.1 36.10° 90 4.10° 10
4% alginat 28.10° 58,3 20.10° 41,7 12.10° 100 0 0
2% chitosan + 33 % 1% roztoku $krobu 20.10° 100 0 0 16.10° 80 4.10° 20
2% chitosan + 20 % 1% roztoku $krobu 16.10° 100 0 0 12.10° 75 4.10° 25
Bifidobacterium breve uvnitf kapsle mimo kapsli

zivé baktrie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost &astic 300 um 56.10° 70 24.10° 30 24.10° 100 0 0
2% alginat, velikost Gastic 450 pym 40.10° 29,4 96.10° 70,6 96.10° 100 0 0
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 104.10° 50 104.10° 50 104.10° 96,3 4.10° 3,7
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 60.10° 93,7 4.10° 6,3 60.10° 93,75 4.10° 6,25
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylcelulozy 124.10° | 96,9 4.10° 3,1 96.10° 92,3 8.10° 7.7
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylcelulozy 72.10° 85,7 12.10° 14,3 20.10° 71,4 8.10° 28,6
4% alginat 28.10° 70 12.10° 30 12.10° 75 4.10° 25
2% chitosan + 33 % 1% roztoku $krobu 12.10° 75 4.10° 15 12.10° 75 4.10° 25
2% chitosan + 20 % 1% roztoku $krobu 20.10° 100 0 0 8.10° 66,7 4.10° 33,3
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Tab. 8 Pocet a procenta zivych a mrtvych bakterii v kapsli a mimo kapsli v ethanolu po 6 dnech

10% ethanol

Lactobacillus acidophilus

uvnitf kapsle

mimo kapsli

zivé bakterie

% mrtvé bakterie

%

Zivé bakterie

% mrtvé bakterie

%

2% alginat, velikost &astic 300 um 64.10° 57,1 48.10° 429 0 0 0 0
2% alginat, velikost &astic 450 um 48.10° 70,6 20.10° 29,4 0 0 0 0
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 44.10° 84,6 8.10° 15,4 8.10° 66,7 4.10° 33,3
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 72.10° 85,7 12.10° 14,3 4.10° 100 0 0
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 64.10° 88,9 8.10° 11,1 8.10° 66,7 4.10° 33,3
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylcelulozy 76.10° 90,5 8.10° 9,5 8.10° 66,7 4.10° 33,3
4% alginat 40.10° 52,6 36.10° 47,4 8.10° 66,7 4.10° 33,3
2% chitosan + 33 % 1% roztoku krobu 12.10° 60 8.10° 40 8.10° 66,7 4.10° 33,3
2% chitosan + 20 % 1% roztoku $krobu 16.10° 80 4.10° 20 8.10° 66,7 4.10° 33,3
Bifidobacterium breve uvnitf kapsle mimo kapsli

Zivé bakterie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost &astic 300 um 40.10° 58,8 28.10° 41,2 0 0 0 0
2% alginat, velikost gastic 450 um 28.10° 58,3 20.10° 41,7 0 0 0 0
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 84.10° 95,5 4.10° 45 4.10° 100 0 0
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 60.10° 88,2 8.10° 11,8 8.10° 66,7 4.10° 33,3
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylcelulézy 108.10° 90 12.10° 10 4.10° 100 0 0
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 68.10° 89,5 8.10° 10,5 8.10° 66,7 4.10° 33,3
4% alginat 44.10° 64,5 24.10° 35,3 8.10° 66,7 4.10° 33,3
2% chitosan + 33 % 1% roztoku $krobu 12.10° 75 4.10° 25 8.10° 66,7 4.10° 33,3
2% chitosan + 20 % 1% roztoku $krobu 12.10° 75 4.10° 25 8.10° 66,7 4.10° 33,3
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Tab. 9 Pocet a procenta Zivych a mrtvych bakterii v kapsli a mimo kapsli v kyseliné octové po 6 dnech

3% kyselina octova

Lactobacillus acidophilus

uvniti kapsle

mimo kapsli

Zivé bakterie

% mrtvé bakterie %

Zivé bakterie

% mrtvé bakterie

%

2% alginat, velikost &astic 300 um 52.10° 56,5 40.10° 43,5 0 0 0 0
2% alginat, velikost &astic 450 um 32.10° 36,4 56.10° 63,6 0 0 0 0
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 48.10° 85,7 8.10° 14,3 4.10° 25 12.10° 75
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 56.10° 87,5 8.10° 12,5 4.10° 50 4.10° 50
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 92.10° 83,6 20.10° 16,4 4.10° 50 4.10° 50
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylcelulozy 92.10° 88,5 12.10° 11,5 8.10° 66,7 4.10° 33,3
4% alginat 52.10° 72,2 20.10° 27,8 8.10° 66,7 4.10° 33,3
2% chitosan + 33 % 1% roztoku krobu 20.10° 83,3 4.10° 16,7 12.10° 60 8.10° 40
2% chitosan + 20 % 1% roztoku $krobu 24.10° 75 8.10° 25 12.10° 75 4.10° 25
Bifidobacterium breve uvnitf kapsle mimo kapsli

Zivé bakterie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost &astic 300 um 36.10° 52 24.10° 48 0 0 0 0
2% alginat, velikost &astic 450 um 20.10° 41,7 28.10° 58,3 0 0 0 0
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 100.10° 86,2 16.10° 13,8 8.10° 66,7 4.10° 33,3
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 72.10° 85,7 12.10° 14,3 0 0 4.10° 100
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 56.10° 87,5 8.10° 12,5 4.10° 33,3 8.10° 66,7
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylcelulézy 96.10° 85,7 16.10° 14,3 0 0 8.10° 0
4% alginat 32.10° 50 32.10° 50 8.10° 100 0 0
2% chitosan + 33 % 1% roztoku $krobu 16.10° 66,7 8.10° 33,3 8.10° 66,7 4.10° 33,3
2% chitosan + 20 % 1% roztoku $krobu 44.10° 84,6 8.10° 15,4 12.10° 75 4.10° 25
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Tab. 10 Pocet a procenta Zivych a mrtvych bakterii v kapsli a mimo kapsli v oleji po 6 dnech

Smés voda:olej v poméru 1:4

Lactobacillus acidophilus

uvnitf kapsle

mimo kapsli

Zivé bakterie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost &astic 300 um 48.10° 70,6 20.10° 29,4 0 0 0 0
2% alginat, velikost &astic 450 um 20.10° 455 24.10° 54,5 0 0 0 0
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 68.10° 89,5 8.10° 10,5 96.10° 96 4.10° 4
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 56.10° 87,5 8.10° 12,5 76.10° 95 4.10° 5
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 60.10° 83,3 12.10° 16,7 28.10° 77,8 8.10° 22,2
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylcelulozy 56.10° 87,5 8.10° 12,5 28.10° 77,8 8.10° 22,2
4% alginat 84.10° 80,8 20.10° 19,2 36.10° 90 4.10° 10
2% chitosan + 33 % 1% roztoku $krobu 20.10° 71,4 8.10° 28,6 16.10° 80 4.10° 20
2% chitosan + 20 % 1% roztoku $krobu 20.10° 83,3 4.10° 16,7 16.10° 100 0 0
Bifidobacterium breve uvnitf kapsle mimo kapsli

Zivé bakterie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost &astic 300 um 36.10° 75 12.10° 25 0 0 0 0
2% alginat, velikost gastic 450 um 44.10° 73,3 16.10° 26,7 0 0 0 0
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 60.10° 88,2 8.10° 11,8 180.10° 95,7 8.10° 43
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 40.10° 83,3 8.10° 16,7 44.10° 84,6 8.10° 15,4
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 76.10° 90,5 8.10° 9,5 44.10° 84,6 8.10° 15,4
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylcelulozy 68.10° 85 12.10° 15 64.10° 94,1 4.10° 5,9
4% alginat 76.10° 86,4 12.10° 13,6 16.10° 80 4.10° 20
2% chitosan + 33 % 1% roztoku $krobu 28.10° 77,8 8.10° 22,2 12.10° 75 4.10° 25
2% chitosan + 20 % 1% roztoku $krobu 12.10° 75 4.10° 25 12.10° 100 0 0
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Tab. 11: Pocet a procenta Zivych a mrtvych bakterii v kapsli a mimo kapsli v mléce po 6 dnech

Mléko

Lactobacillus acidophilus uvnitr kapsle mimo kapsli

Zivé bakterie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost &astic 300 um 36.10° 100 0 0 / / / /
2% alginat, velikost ¢astic 450 um 60.10° 100 0 0 / / / /
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 44.10° 100 0 0 / / / /
2% alginat + 30 % 1% roztoku Skrobu 36.10° 100 0 0 / / / /
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylcelulézy 28.10° 100 0 0 / / / /
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylcelulozy 48.10° 100 0 0 / / / /
4% alginat 64.10° 88,9 8.10° 11,1 52.10° 92,9 4.10° 7.1
2% chitosan + 33 % 1% roztoku $krobu 20.10° 100 0 0 112.10° 96,6 4.10° 34
2% chitosan + 20 % 1% roztoku $krobu 20.10° 100 0 0 116.10° 96,7 4.10° 3,3
Bifidobacterium breve uvnitf kapsle mimo kapsli

Zivé bakterie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost &astic 300 um 56.10° 87,5 8.10° 12,5 / / / /
2% alginat, velikost &astic 450 um 32.10° 80 8.10° 20 / / / /
2% alginat + 20 % 1% roztoku Skrobu 68.10° 100 0 0 / / / /
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 44.10° 100 0 0 / / / /
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylcelulézy 72.10° 100 0 0 / / / /
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylcelulozy 52.10° 100 0 0 / / / /
4% alginat 84.10° 95,5 4.10° 4,5 56.10° 93,3 4.10° 6,7
2% chitosan + 33 % 1% roztoku $krobu 20.10° 100 0 0 128.10° 91,4 12.10° 8,6
2% chitosan + 20 % 1% roztoku $krobu 32.10° 100 0 0 112.10° 93,3 8.10° 6,7

38



s w oz

5.4.4 Sledovani ¢astic pomoci optické mikroskopie po 6 dnech

Obr. 21 Alginatova ¢astice v destilované vodé,
velikost trysky: 300 um, bakterie Bifidobacterium
breve, 40x

Obr. 23 Alginatova Eastice smichana s roztokem
2% karboxymethylcelulozy v 10% ethanolu,
bakterie Lactobacillus acidophilus, 40x

Obr. 25 Alginatova &astice smichana s roztokem
2% Skrobu v 3% kyseliné octové, bakterie
Bifidobacterium breve, 40x

Obr. 22 Alginatova Eastice smichana
s roztokem 1% Skrobu v destilované vodé,
bakterie Lactobacillus acidophilus, 40x

Obr. 24 Alginatova ¢astice smichana
s roztokem 1% skrobu v 10% ethanolu
bakterie Bifidobacterium breve, 40x

Obr. 26 Alginatova éastice v 3% kyseliné octové
velikost trysky: 300 um, bakterie Bifidobacterium
breve, 40x
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Obr. 27 Alginatova castice v oleji, velikost Obr. 28 Chitosanova castice smichana s roztokem
trysky 450 um, bakterie Bifidobacterium 1% Skrobu v oleji, bakterie Lactobacillus
breve, 40x acidophilus, 40x

Obr. 29 Alginatova castice v mléce, velikost Obr. 30 Alginatova Castice smichana s roztokem
trysky 450 um, bakterie Bifidobacterium 2% karboxymethylceluldzy v mléce, bakterie
breve, 40x Lactobacillus acidophilus, 40x

5.4.5 Zivotaschopnost bakterii v éasticich po 4 tydnech

5.4.5.1 Zivotaschopnost bakterii v éasticich v destilované vodé

Po Ctyfech tydnech nebylo mozné urcit poCet Zivych a mrtvych bunék v chitosanovych
Casticich s roztokem 1% 3krobu, protoZe byly znacné zakalené. V ostatnich Casticich byl
pocet bunék uvniti kapsle nad 50 %, pouze u alginatovych &astic s roztokem 1% Skrobu bylo
uvniti Castice méné nez 50 % bunék z celkového puvodniho poctu (Tab. 12). Uvnitf kapsle
byl ve vétsiné typech €astic polet mrtvych bunék stanoven pod 25 %, jen u &astic z 2%
alginatu byl pocet mrtvych bakterii nad 30 %. Mimo &astici byl po&et mrtvych bunék mezi 20-
40 %, jen u chitosanovych ¢astic modifikovanych roztokem 2% Skrobu bylo mrtvych bakterii
pod 10 %.

V porovnani s ¢asticemi, které byly sledovany po 6 dnech se zvySil pocet uvolnénych
bunék pfiblizné o 10 %. Zvysil se také pocet mrtvych bakterii mimo ¢&astici, a to v priméru
0 20 %. Uvnitf Castice se poCet mrtvych bunék zvysil o 10 %. Enkapsulované probiotické
bakterie Ize tedy povazovat za pomérné stabilni i pfi dlouhodobé uchovavani.

5.4.52 Zivotaschopnost bakterii v éasticich v 10% ethanolu

V prostiedi 10% ethanolu byl pocet uvolnénych bakterii z kapsle za 4 tydny od 10 % do
20 %, z toho bylo 30 % az 50 % mrtvych bunék. V chitosanovych €asticich modifikovanych
Skrobem nebylo mozné pozorovat pocet zivych a mrtvych bunék uvnitf Castice, protoze
Castice byly zakalené. Uvnitf kapsle byl po¢et mrtvych bunék stanoven mezi 20 % az 30 %.
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Vyjimku tvofily 2% alginatové &astice s Bifidobacterium breve, kdy bylo mrtvych bakterii nad
40 % (Tab. 13).

V porovnani s ¢asticemi, které byly pozorovany po 6 dnech se uvniti kapsle zvysil pocet
mrtvych bakterii 0 15 %. Stav mimo &astice se témér nezménil.

5.4.53 Zivotaschopnost bakterii v éasticich v 3% kyseliné octové

Po ¢tyfech tydnech zlstalo v prostfedi 3% kyseliny octové uvniti kapsle ve vSech typech
Castic nad 77 % bakterii. Z toho bylo pfiblizné 26 % mrtvych, az na 2% alginatové Castice,
kde pocet mrtvych bunék pfesahoval 40 %. Tak jako v pfedchozich pfipadech nebylo mozné
spocCitat mnozstvi zivych a mrtvych bunék uvniti chitosanovych ¢astic s 2% roztokem Skrobu
z dlvodu zakaleni. Mimo ¢&astici bylo mrtvych 33 % bakterii, opét s vyjimkou 2% a 4%
alginatovych &astic, kde bylo mrtvych bakterii vice nez 50 % (Tab. 14). Takto vysoky pocet
mrtvych bunék byl zplsoben nejspis pfilis kyselym prostfedim, které je pro buriky nevhodné.

Pfi porovnani s vysledky ziskanymi po 6 dnech se pocet mrtvych bunék uvnitf ¢astic zvysil
v priméru o 10 %, dlouhodoba stabilita bunék je tedy pofad pomérné dobra.

5.4.5.4 Zivotaschopnost bakterii v éasticich ve smési voda:olej v poméru 1:4

Po 4 tydnech zlstalo uvnitf ¢astic s obsahem oleje pfes 60 % z pavodniho poctu bakteri,
z toho vice nez 60 % zivych. Chitosanové Castice s roztokem 2% Skrobu byly zakalené a
nebylo mozné tedy urcit po€et zivych a mrtvych bakterii uvniti ¢astice. Mimo kapsli byl poCet
mrtvych bunék nad 30 %, u €astic z 2% alginatu byl pocet mrtvych bakterii nad 50 %
(Tab. 15).

Z porovnani téchto hodnot s hodnotami zjisténymi po 6 dnech inkubace je patrné, Ze se
zvySil pocet mrtvych bakterii mimo kapsli 0 20 % a uvnitf kapsle o0 10 %.

5.4.5.5 Zivotaschopnost bakterii v éasticich v mléce

Po 4 tydnech, kdy byly ¢astice v mléce se sice pocet mrtvych bakterii navysil, ale pouze
0 3 %. Opét u nékterych ¢astic nebylo mozné z duvodu zakaleni spocitat jednotlivé buriky, a
to v Casticich s 1% roztokem Skrobu a u bunék uvolnénych ze smésnych alginatovych ¢astic.
Mimo &astici se nachazelo pfiblizné 40-50 % bakterii, z toho bylo u vSech ¢astic nad 80 %
Zivych bunék, u chitosanovych &astic s 2% roztokem Skrobu bylo dokonce 100 % zivych
bakterii. Uvnitf kapsle bylo také nad 80 % bunék Zivych (Tab.16).

V porovnani s ¢asticemi, které byly v mléce inkubovany po dobu 6 dni se navysil pocet
mrtvych bunék v &astici ve vétSiné pfipadl o necelych 10 %, maximalné vSak o 20 %.
Dlouhodoba stabilita a Zivotaschopnost probiotickych bakterii byla tedy nejvy$si v mléce jako
modelové redlné potraving, coz je souCasné i velmi vhodna pfirozena aplikaéni forma pro
doplfhovani probiotik do organismu.
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Tab. 12 Pocet a procenta zZivych a mrtvych bakterii v kapsli a mimo kapsli v destilované vodé po 4 tydnech

Destilovana voda

Lactobacillus acidophilus

uvnitf kapsle

mimo kapsli

Zivé bakterie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost &astic 300 pym 44.10° 68,7 20.10° 31,3 24.10° 60 16.10° 40
2% alginat, velikost ¢astic 450 um 72.10° 78,3 20.10° 21,7 20.10° 455 24.10° 54,5
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 52.10° 76,5 16.10° 23,5 76.10° 82,6 16.10° 17,4
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 48.10° 80 12.10° 20 48.10° 75 16.10° 25
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 44.10° 84,6 8.10° 15,4 32.10° 72,7 12.10° 27,3
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 52.10° 81,2 12.10° 18,8 40.10° 76,9 12.10° 23,1
4% alginat 48.10° 75 16.10° 25 28.10° 77,8 8.10° 22,2
2% chitosan + 33 % 1% roztoku krobu / / / / 76.10° 95 4.10° 5
2% chitosan + 20 % 1% roztoku Skrobu / / / / 216.10° 100 0 0
Bifidobacterium breve uvnitf kapsle mimo kapsli

Zivé bakterie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost &astic 300 um 44.10° 55 36.10° 45 44.10° 61,1 28.10° 38,9
2% alginat, velikost gastic 450 um 48.10° 57,1 36.10° 429 64.10° 66,7 32.10° 33,3
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 48.10° 80 12.10° 20 60.10° 75 20.10° 25
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 56.10° 70 24.10° 30 60.10° 78,9 16.10° 21,1
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 60.10° 78,9 16.10° 21,1 60.10° 78,9 16.10° 21,1
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylcelulozy 36.10° 81,8 8.10° 18,2 32.10° 80 8.10° 20
4% alginat 48.10° 75 16.10° 25 36.10° 75 12.10° 25
2% chitosan + 33 % 1% roztoku Skrobu / / / / 44.10° 91,7 4.10° 8,3
2% chitosan + 20 % 1% roztoku Skrobu / / / / 40.10° 90,9 4.10° 9,1
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Tab. 13 Pocet a procenta Zivych a mrtvych bakterii v kapsli a mimo kapsli v ethanolu po 4 tydnech

10% ethanol

uvnitf kapsle

mimo kapsli

Lactobacillus acidophilus

Zivé bakterie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost &astic 300 pym 64.10° 72,7 24.10° 27,3 12.10° 75 4.10° 25
2% alginat, velikost ¢astic 450 um 56.10° 63,6 32.10° 36,4 12.10° 60 8.10° 40
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 36.10° 69,2 16.10° 30,8 12.10° 75 4.10° 25
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 32.10° 66,7 16.10° 33,3 8.10° 66,7 4.10° 33,3
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 68.10° 70,8 28.10° 29,2 12.10° 60 8.10° 40
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 60.10° 75 20.10° 25 8.10° 66,7 4.10° 33,3
4% alginat 48.10° 66,7 24.10° 33,3 24.10° 75 8.10° 25
2% chitosan + 33 % 1% roztoku krobu / / / / 16.10° 80 4.10° 20
2% chitosan + 20 % 1% roztoku $krobu / / / / 20.10° 62,5 12.10° 37,5
Bifidobacterium breve uvnitf kapsle mimo kapsli

Zivé bakterie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost &astic 300 pym 56.10° 58,3 40.10° 41,7 24.10° 50 24.10° 50
2% alginat, velikost &astic 450 pm 40.10° 58,8 28.10° 41,2 16.10° 57,1 12.10° 42,9
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 36.10° 69,2 16.10° 30,8 12.10° 75 4.10° 25
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 44.10° 73,3 16.10° 26,7 8.10° 66,7 4.10° 33,3
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 68.10° 70,8 28.10° 29,2 8.10° 66,7 4.10° 33,3
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylcelulozy 68.10° 73,9 24.10° 26,1 8.10° 66,7 4.10° 33,3
4% alginat 60.10° 75 20.10° 25 12.10° 60 8.10° 40
2% chitosan + 33 % 1% roztoku Skrobu / / / / 20.10° 71,4 8.10° 28,6
2% chitosan + 20 % 1% roztoku $krobu / / / / 8.10° 66,7 4.10° 33,3
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Tab. 14 Pocet a procenta Zivych a mrtvych bakterii v kapsli a mimo kapsli v kyseliné octové po 4 tydnech

3% kyselina octova

uvnitf kapsle

mimo kapsli

Lactobacillus acidophilus

Zivé bakterie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost ¢astic 300 um 88.10° 64,7 48.10° 35,3 12.10° 60 8.10° 40
2% alginat, velikost &astic 450 um 60.10° 53,6 52.10° 46,4 8.10° 50 8.10° 50
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 52.10° 76,5 16.10° 23,5 20*10° 83,3 4.10° 16,7
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 48.10° 85,7 8.10° 14,3 8.10° 66,7 4.10° 33,3
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylcelulozy 52.10° 76,5 16.10° 23,5 12.10° 75 4.10° 25
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 56.10° 77,8 16.10° 22,2 8.10° 66,7 4.10° 33,3
4% alginat 44.10° 73,3 16.10° 26,7 8.10° 50 8.10° 50
2% chitosan + 33 % 1% roztoku $krobu / / / / 32.10° 88,9 4.10° 11,1
2% chitosan + 20 % 1% roztoku $krobu / / / / 20.10° 83,3 4.10° 16,7
Bifidobacterium breve uvnitf kapsle mimo kapsli

Zivé bakterie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost &astic 300 um 36.10° 45 44.10° 55 8.10° 50 8.10° 50
2% alginat, velikost ¢astic 450 um 48.10° 54,5 40.10° 455 8.10° 33,3 16.10° 66,7
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 60.10° 75 20.10° 25 8.10° 66,7 4.10° 33,3
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 52.10° 86,7 8.10° 13,3 8.10° 66,7 4.10° 33,3
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 56.10° 73,7 20.10° 26,3 8.10° 66,7 4.10° 33,3
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 60.10° 75 20.10° 25 8.10° 66,7 4.10° 33,3
4% alginat 40.10° 71,4 16.10° 28,6 8.10° 50 8.10° 50
2% chitosan + 33 % 1% roztoku Skrobu / / / / 20.10° 83,3 4.10° 16,7
2% chitosan + 20 % 1% roztoku Skrobu / / / / 20.10° 83,3 4.10° 16,7
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Tab. 15 Pocet a procenta Zivych a mrtvych bakterii v kapsli a mimo kapsli v oleji po 4 tydnech

Smés voda:olej v poméru 1:4

Lactobacillus acidophilus

uvnitf kapsle

mimo kapsli

Zivé bakterie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost &astic 300 um 56.10° 60,9 36.10° 39,1 16.10° 50 16.10° 50
2% alginat, velikost ¢astic 450 um 44.10° 73,3 16.10° 26,7 16.10° 50 16.10° 50
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 52.10° 72,2 20.10° 27,8 20.10° 62,5 12.10° 37,5
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 52.10° 72,2 20.10° 27,8 56.10° 70 24.10° 30
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylcelulézy 52.10° 72,2 20.10° 27,8 20.10° 62,5 12.10° 37,5
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylcelulozy 56.10° 97,4 20.10° 2,6 24.10° 60 16.10° 40
4% alginat 64.10° 80 16.10° 20 24.10° 66,7 12.10° 33,3
2% chitosan + 33 % 1% roztoku $krobu / / / / 8.10° 66,7 4.10° 33,3
2% chitosan + 20 % 1% roztoku $krobu / / / / 28.10° 77,8 8.10° 22,2
Bifidobacterium breve uvnitf kapsle mimo kapsli

Zivé bakterie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost &astic 300 um 48.10° 66,7 24.10° 33,3 20.10° 455 24.10° 54,5
2% alginat, velikost ¢astic 450 um 52.10° 61,9 32.10° 38,1 24.10° 54,5 20.10° 45,5
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 64.10° 69,6 28.10° 30,4 48.10° 66,7 24.10° 33,3
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 48.10° 70,6 20.10° 29,4 24.10° 66,7 12.10° 33,3
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 52.10° 65 28.10° 35 32.10° 57,1 24.10° 42,9
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylcelulozy 56.10° 70 24.10° 30 28.10° 70 12.10° 30
4% alginat 36.10° 75 12.10° 25 16.10° 66,7 8.10° 33,3
2% chitosan + 33 % 1% roztoku $krobu / / / / 12.10° 75 4.10° 25
2% chitosan + 20 % 1% roztoku Skrobu / / / / 16.10° 80 4.10° 20
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Tab. 16 Pocet a procenta Zivych a mrtvych bakterii v kapsli a mimo kapsli v mléce po 4 tydnech

Mléko
Lactobacillus acidophilus uvnitr kapsle mimo kapsli

Zivé bakterie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost &astic 300 um 68.10° 85 12.10° 15 52.10° 92,9 4.10° 7,1
2% alginat, velikost ¢astic 450 um 68.10° 81 16.10° 19 24.10° 85,7 4.10° 14,3
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 52.10° 86,7 8.10° 13,3 / / / /
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 52.10° 92,9 4.10° 7.1 / / / /
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 52.10° 92,9 4.10° 7.1 / / / /
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylcelulozy 52.10° 92,9 4.10° 71 / / / /
4% alginat 56.10° 82,4 12.10° 17,6 56.10° 87,5 8.10° 12,5
2% chitosan + 33 % 1% roztoku krobu / / / / 88.10° 100 / /
2% chitosan + 20 % 1% roztoku Skrobu / / / / 92.10° 100 / /
Bifidobacterium breve

Zivé bakterie % mrtvé bakterie % Zivé bakterie % mrtvé bakterie %
2% alginat, velikost &astic 300 pym 52.10° 81,2 12.10° 18,8 40.10° 77 12.10° 23
2% alginat, velikost ¢astic 450 um 48.10° 75 16.10° 25 36.10° 75 12.10° 25
2% alginat + 20 % 1% roztoku $krobu 64.10° 88,9 8.10° 11,1 / / / /
2% alginat + 30 % 1% roztoku $krobu 192.10° 98 4.10° 2 / / / /
2% alginat + 20 % 2% roztoku karboxymethylcelulézy 56.10° 87,5 8.10° 12,5 / / / /
2% alginat + 30 % 2% roztoku karboxymethylceluldzy 64.10° 88,9 8.10° 11,1 / / / /
4% alginat 60.10° 88,2 8.10° 11,8 56.10° 87,5 8.10° 12,5
2% chitosan + 33 % 1% roztoku Skrobu / / / / 88.10° 100 / /
2% chitosan + 20 % 1% roztoku Skrobu / / / / 56.10° 100 / /
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5.4.6 Sledovani ¢astic pomoci optické mikroskopie po 4 tydnech

Obr. 31 Alginatova &astice v destilované vode, Obr. 3 Chitosanova castice smichana s roztokem
velikost trysky 300 um, bakterie Bifidobacterium 1% Skrobu v destilované vodé, bakterie
breve, 40x Bifidobacterium breve, 40x

Obr. 33 Chitosanova c¢astice smichana Obr. 34 Alginatova ¢&astice v 10% ethanolu,
s roztokem 1% Skrobu v 10% ethanolu, velikost trysky 300 um, bakterie Bifidobacterium
bakterie Bifidobacterium breve, 40x breve, 40x

Obr. 35 4% alginatova castice v 3% kyseliné Obr. 36 Alginatova &astice smichana s roztokem
octové, bakterie Lactobacillus acidophilus, 40x 1% Skrobu v 3% kyseliné octové, bakterie
Bifidobacterium breve, 40x
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Obr. 37 Chitosanova ¢astice smichana Obr. 38 Alginatova castice v oleji, velikost
s roztokem 1% $krobu v oleji, bakterie trysky: 300 um, bakterie Lactobacillus
Lactobacillus acidophilus, 40x acidophilus, 40x

Obr. 39 Alginatova Eastice v mléce, velikost Obr. 40 Chitosanova éastice smichana s roztokem
trysky 300 um, bakterie Bifidobacterium breve, 40x 2% karboxymethylcelulozy v mléce, bakterie
Bifidobacterium breve, 40x
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6 ZAVER

Tato bakalarska prace byla zaméfena na enkapsulaci mikroorganismt do rGznych typ(
polysacharidovych ¢&astic. Enkapsulovanymi mikroorganismy byly probiotické kmeny
Lactobacillus acidophillus a Bifidobacterium breve. Pouzité Castice byly pfipraveny z 2%
alginatu o velikosti 300 pm a 450 pym. Ostatni ¢astice- 4% alginatové €astice, alginatové
Castice s roztokem 1% Skrobu a karboxymethylcelulézou a chitosanové Castice s 1%
roztokem Skrobu mély velikost 300 um.

Po enkapsulaci byly &astice inkubovany v péti typech modelovych potravin za ucelem
sledovani dlouhodobé stability a zachovani zivotaschopnosti probitickych bakterii. Dale byly
Castice inkubovany v modelovém fyziologickém prostiedi (uméla Zzaludecni, zluCova a
pankreaticka Stava), kde byla posouzena stabilita ¢astic a mira uvolfovani jejich obsahu
v prislusné Casti travici soustavy. Stabilita Castic byla posuzovana pod optickym
mikroskopem, kdy se pomoci Birkerovy komurky pocitaly zivé a mrtvé bakterie uvnitf ¢astice
a bakterie uvolnéné z Castice. Pomoci prutokového cytometru byl stanoven pocet Zivych
bunék po 24hodinové kultivaci — ve startovnim preparatu bylo vzdy nad 90 % Zzivych bunék u
obou testovanych kmendu.

Pfi stanoveni stability Castic v modelovych fyziologickych podminkach bylo zjisténo, ze
v8echny Castice byly pomérné stabilni ve zluCové a v Zalude€ni staveé. V pankreatické stavé
doslo krozpadu Ccastic a kuvolnéni bakterii do roztoku, nejvice z alginatovych a
chitosanovych &astic obsahujicich 1% roztok Skrobu. Tato skuteénost by mohla byt vyuZita
pfi cileném transportu probiotik do stfevniho traktu; enkapsulované bakterie odolavaji lépe
kyselému prostfedi Zaludku, zatimco v prostfedi pankreatické Stavy se lépe rozpadaji a
uvolruji aktivni obsah.

Castice byly pomérné stabilni i v modelovych potravinach. PFi procentualnim porovnani
poCtu Zivych a mrtvych bakterii bylo nejvice Zivych bunék zachovano v modelové realné
potraviné - v mléce. Ve v8ech typech &astic byl i po 4 tydnech inkubace pocet Zivych bunék
nad 80 %. Bylo to zpUsobeno tim, Ze bakterie mély moznost z mléka Cerpat Ziviny. Naopak
nejvice mrtvych bakterii bylo v 3% kyseliné octové, nejspi$ proto, Ze probiotickym kmenim
nevyhovuje kyselé prostfedi. Obecné |ze konstatovat, Ze enkapsulace vyznamné prodluzuje
dlouhodobou Zivotaschopnost a biologickou aktivitu probiotik i v nepfiznivém vnéjSim
prostiedi.

Z praktické casti této bakalarské prace mizeme usoudit, Ze pomoci enkapsulatoru je
mozné Uspésné enkapsulovat oba typy probiotickych bakterii do nékolika druhu
polysacharidovych oball. VétSina Castic, ktera takto vznikla je stabilni i delSi dobu a
enkapsulované bakterie si udrzuji svou Zivotaschopnost. Nékteré obaly jsou stabilni
v modelovych travicich §tavach i v modelovych potravinach. Diky tomu je mizeme pouzit pro
stabilizaci enkapsulovanych latek a poté muze dojit k cilenému uvolnéni bakterii v travici
soustavé. Takto pfipravené Castice by mohly byt pfidany do mlé€nych nebo zakysanych
vyrobkul, do jogurtd a s ohledem na kvalitu pouZitych materialt i do vyrobkd uréenych pro
détskou vyzZivu a do potravinovych doplfiku.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

CMC karboxymethylcelul6za
LA Lactobacillus acidophilus
BB Bifidobacterium breve
FC prutokova cytometrie
DLS dynamicky rozptyl svétla
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