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Abstrakt

V priaci byl sledovan vliv enkapsulace bunck
Lactobacillus casei Lafti L-26 na jejich Zivotaschopnost
béhem skladovani v rtznych mlékarenskych vyrobcich
a v podminkach simulujicich travici trakt v porovnani
s volnymi buitkami. Enkapsulace neméla vliv na stabilitu
bunék pfi dlouhodobém skladovani v prostfedi mléka,
jogurtu a Cerstvého syra v solném nalevu, ale vyznamné
zvysila zivotaschopnost bunék pfi nizkém pH (pH 2).
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Abstract

The influence of encapsulation of Lactobacillus casei
Lafti L-26 cells on their viability during the storage in dif-
ferent dairy products and in the conditions simulating those
in gastrointestinal tract compared with free cells were stu-
died in this work. The encapsulation did not have effect on
the stability of cells during long-term storage in milk,
yogurt and fresh cheese in brine solution but significantly
increased the viability of cells at low pH (pH 2).

Keywords: Lactobacillus casei, encapsulation, storage,
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Uvod

Pouziti probiotickych mikroorganismii v potravinarskych
technologiich a vyzkum jejich pisobeni na lidsky organis-
mus je pfedmétem zajmu zakladniho i aplikovaného vyzku-
mu jiz po fadu let. Jednim z dulezitych parametrtt hodno-
ceni probiotickych potravin je zajisténi dostatecného poctu
probiotickych mikroorganismi nejen béhem celého vyrob-
niho procesu, ale také béhem doby skladovani. Jednou
v riznych prostiedich, je jejich enkapsulace.

Enkapsulace bunék je fyzikalné-chemicky nebo mecha-
nicky proces, ktery vede k vytvoreni ¢astic o priméru mezi
1 - 2000 ym. V potravinarském primyslu ma enkapsulace

nékolik pouziti, jako je kontrola oxidac¢nich reakci,
maskovani chuti, barvy ¢i zapachu, ale hlavnim divodem
enkapsulace probiotik je zvySeni jejich stability v potravi-
né. Enkapsulace rovnéZz umoZznuje kontrolované uvolnéni
bunék v Zivé a metabolicky aktivni formé v gastroin-
testinalnim traktu (Nazzaro a kol., 2011).

Proces enkapsulace mize probihat i pfirozené¢ béhem
bakteridlniho rlstu. Vytvareni exopolysacharidd, které
obaluji buiiku, nésledné sniZuje permeabilitu pres tento
materidl, a chrani tak buiiku vii¢i nepfiznivym podminkam
okolniho prostfedi (Heidebach a kol., 2010). Pfi pouziti
enkapsulace je nutné sledovat stabilitu enkapsulovanych
bunék, vlastnosti materidlu pouzitého pro enkapsulaci
a také, zda je cely tento systém vhodny pro finalni aplikaci.
Materialy, které se k enkapsulaci pouZivaji, jsou nejcastéji
polysacharidy jako alginat, karagenan, Skrob a jeho deriva-
ty, arabska guma, xanthan a nékteré bilkoviny jako Zelatina
¢i bilkoviny mléka (Burgain a kol., 2011). VétSina
mléénych bilkovin mé4 amfifilni strukturu odpovédnou za
vyborné povrchové vlastnosti - maji schopnost stabilizovat
emulze diky své struktufe a mire agregace, ktera je zavisla
na pH, iontové sile a teploté¢ roztoku (Livney, 2012).
Mlécné bilkoviny maji vyborné schopnosti vytvaret gely,
coz jiz bylo vyuzito k pfipravé enkapsulovanych probiotik
(Heidebach a kol., 2010; Reid a kol., 2007).

Cilem této prace bylo ovéfit, zda enkapsulace probiotic-
kého mikroorganismu Lactobacillus casei Lafti L-26 do
mlééné bilkovinné matrice muze zvysit stabilitu tohoto
mikroorganismu pfi skladovani v mlécnych vyrobcich a pti
pruchodu gastrointestinalnim traktem.

Material a metody

PouZité mikroorganismy
Lactobacillus casei Lafti L-26 - DSM Food Specialties,
Nizozemsko; komer¢ni probioticky kmen

Enkapsulace bunék

K enkapsulaci probiotickych bunék laktobacili do
mlécéné bilkovinné matrice byla pouZzita emulzni metoda
dle Heidebacha a kol. (2009), ktera byla modifikovana pfi-
davkem 0,5 % hm. lecitinu jako emulgitoru do oleje
(Lisova a kol., 2013).

Stanoveni poctu bunék

Pocet neenkapsulovanych bunék byl stanoven plotnovou
metodou po pfislusném fedéni fyziologickym roztokem na
MRS agaru, pH 5,6. Kultivace probihala po dobu 48 h pfi
37 °C v CO; kultivatoru (5 % obj.).

Pocet enkapsulovanych bunék byl stanoven rovnéz plot-
novou metodou za stejnych podminek, ale prvni fedéni
vzorku bylo provedeno v citratovém pufru (20 g citratu
sodného v 1 I vody, pH 7,5), coZ umoznilo kompletni uvol-
néni bunék z jednotlivych mikrokapsli.

V pfipadé pfitomnosti dalSich mikroorganisma pfi
skladovacim pokusu v jogurtu a v erstvém syru byl pocet
L. casei Lafti L-26 stanoven na selektivnim MRS agaru
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s vankomycinem (10 pg/ml), u kterého bylo pH upraveno
na 6,2.

Skladovaci pokus

K porovnéni stability neenkapsulovanych a enkapsulo-
vanych bunék béhem dlouhodobého skladovani bylo
pouZzito obnovené suSené mléko (PML Protein Mléko
Laktéza, a.s., Ceska republika), laboratorné vyrobeny
jogurt (kultura YC-381, Chr. Hansen, Dansko, 2 % obj.
inokula, kultivace 4 h pti 42 °C) a laboratorné vyrobeny
cerstvy syr, ktery byl nasledné skladovan v solném nalevu.
Syr byl vyroben z pasterovaného mléka (72 °C, 20 s)
o tucnosti 3,5 % hm. za pouziti 4 % obj. inokula zakladni
kultury (Smetanov4 kultura FD, Laktoflora® MILCOM a.s.,
Ceska republika) a syfidla Naturen® Premium 145
(Chr. Hansen). Po vyrobé byl syr skladovan v solném néle-
vu (16 % hm. NaCl).

Do vsSech vyrobku byly pridany cerstvé nakultivované
buniky L. casei Lafti L-26 nebo mikrokapsle s témito
mikroorganismy tak, aby jejich poc¢ate¢ni koncentrace byla
cca 10® - 10° KTJ/ml nebo KTJ/g. Vyrobky byly
skladovéany pfi 6 - 8 °C po dobu 4 - 6 tydnt a kazdy tyden
byly odbirany vzorky k analyze. U vSech vzorkl bylo déle
sledovano pH - aktivni kyselost méfena na pH metru (3020
pH Meter, Jenway, Velka Britanie) se sklenénou elektrodou
pfi pokojové teploté. U syra byla hodnocena i aktivita vody
na pristroji Aqua Lab CX3 (Decagon Inc., USA).

Simulace podminek traviciho traktu

Simulace podminek traviciho traktu byla adaptovana dle
metod Botes a kol. (2008) a Guglielmotti a kol. (2007).
Buriky nebo enkapsulované buiiky byly promyty a prenese-
ny do roztoku HCI (pH 2) s ptfidavkem 0,5 % hm. NaCl
a 0,3 hm. % pepsinu 170 U/g (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA). Po dvou hodinach inkubace pti 37 °C v CO, atmos-
féfe (5 % obj.) bylo pH upraveno na 6,8 + 0,2 (pomoci
10 % hm. NaOH) a pfidany 0,3 % hm. Zlucovych soli
(Merck, Némecko) a 0,1 % hm. pankreatinu 165 U/mg
(Sigma-Aldrich). V case 4 a 6 h od zacitku pokusu byly
opét odebrany vzorky pro stanoveni poctu bunék. Vysledky
jsou vyjadreny jako pramér z 3 stanoveni.

Vysledky a diskuse

Pti skladovani v mléce v pribéhu 6 tydni byly bunky
L. casei Lafti L-26 velmi stabilni, jak je patrné z tabulky
¢. 1. Béhem doby skladovani dochazelo k mirnému pokle-
su pH jak u bunék volnych tak i enkapsulovanych, coz
svéd¢i o zachovani metabolické aktivity i u enkapsulo-
vanych bunék. V poctu zivotaschopnych bunék nebyl
zjistén mezi vzorky vyznamny rozdil. Udaje shrnuté v ta-
bulce 2 ukazuji, Ze podobné vysledky jako v mléce pri
hodnoceni poctu bunék byly zjiStény i pfi skladovani
v jogurtu. Béhem 6tydenniho skladovani doslo k mirnym
postacidifikaénim zménam, pH jogurtd se snizilo ze 4,45
na 4,10 u volnych bunék, pfipadné ze 4,52 na 4,13 u bunék
enkapsulovanych. Nizka aktivni kyselost je jednim z fak-

Tab. 1 Stabilita volnych a enkapsulovanych bunék L. casei
Lafti L-26 pfi skladovani v mléce pfi 6 - 8 °C

Doba VoIné buiiky Enkapsulované buiiky
skladovani Pocet pH Pocet

(tydny) (log KTJ/ml) (log KTJ/ml)
0 8,40 = 0,07 6,41 8,62 + 0,03 6,41
1 8,44 = 0,04 6,41 8,78 = 0,03 6,41
2 8,63 = 0,01 6,43 8,71 = 0,02 6,44
3 8,60 =0 6,35 8,71 = 0,01 6,36
4 8,68 + 0,04 6,34 8,78 = 0,01 6,33
5 8,60 = 0,06 6,35 8,63 = 0,07 6,34
6 8,91 + 0,07 6,33 9,04 + 0,07 6,28

Tab. 2 Stabilita volnych a enkapsulovanych bunék L. casei
Lafti L-26 pfi skladovani v jogurtu pfi 6 - 8 °C

Doba Volné buiky Enkapsulované bunky
skladovani Pocet pH Pocet

(tydny) (log KTJ/ml) (log KTJ/ml)
0 8,66 + 0,05 4,45 8,81 + 0,03 452
1 8,65 + 0,05 4,45 8,65 + 0,09 4,52
2 8,69 + 0,03 417 8,65 + 0,03 4,15
3 8,65 + 0,03 4,09 8,65 + 0,02 4,08
4 8,75 + 0,04 4,06 8,71+ 0,17 4,05
5 8,50 + 0,02 413 8,60 =0 4,09
6 879+0 410 8,65 +0 413

torti, ktery miize negativné ovliviiovat prezivani bun¢k. Ve
studii Kailasaphathy a kol. (2006), kterd porovnavala
prezivani volnych a enkapsulovanych bunék Lactobacillus
acidophilus DD901 a Bifidobacterium lactis DD920 byly
rovnéz zjistény podobné postacidifikacni zmeény, ale také
vyznamny vliv enkapsulace na Zivotaschopnost bunék.
U volnych bun€k L. acidophilus skladovanych v jogurtu
doslo ke sniZeni ze 7,5 log KTJ/ml na 3,3 log KTJ/ml
a u enkapsulovanych bunék ze 7,4 log KTJ/ml pouze na
5,2 log KTJ/ml. Enkapsulace v naSem piipadé neovlivnila
negativné ani pozitivné pocet zivotaschopnych bunék
L. casei Lafti L-26 v jogurtu, coz muze byt zptisobeno
i obecné vetsi stabilitou kment L. casei v porovnani s ostat-
nimi druhy laktobacild. Rozdilné vysledky ziskané ve
studii Kailasapathy a kol. (2006) mohou byt vysvétleny
i pouZzitim rozdilné matrice pro enkapsulaci (alginat vape-
naty obsahujici $krob), cozZ muZze ovlivnit stabilitu probio-
tickych bunék z divodu rozdilné struktury gelu oproti
mlécéné matrici.

Syr obsahuje v porovndni s jogurtem vyssi obsah suSiny,
tuku a ma i vyssi pH, coZ ma za nasledek vétsi ochranu pro

Tab. 3 Stabilita volnych a enkapsulovanych bunék L. casei
Lafti L-26 pfi skladovani v ¢erstvém syru ve slaném
nalevu pfi 6 - 8 °C

Doba Volné huiiky

Enkapsulované buiiky

skladovani  Pocet pH aktivita Pocet pH aktivita

(tydny) (log KTJ/ml) vody (log KTJ/ml) vody
0 9,10 £ 0,02 |5,16| 0,96 | 9,00 +0,01 {504 0,97
1 9,00 £0,01 |535| 0,93 | 890 +0,02(510| 0,93
2 89+002 |531] 093 8,80 = 0,01 |5,21| 0,93
3 n/a nfa| n/a n/a n/a n/a
4 87+0,02 |517| 093 | 8,60+0,03|517| 0,93

n/a ... nestanoveno
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Obr. 1 Stabilita volnych a enkapsulovanych bunék L. casei
Lafti L-26 v podminkdch simulujicich travici trakt

probiotické mikroorganismy béhem skladovani a pri pru-
chodu gastrointestinalnim traktem (Mirzaei a kol., 2012).
V této praci byl pro skladovani zvolen Cerstvy syr v solném
nalevu, u kterého by se diky niZsi aktivité vody mohla pred-
pokladat niZsi stabilita bakterialnich bunék. Z vysledki uve-
denych v tabulce 3 je ale patrné, Ze i v tomto prostfedi byly
enkapsulované i neenkapsulované buriky velmi stabilni po
dobu sledovani. Ke stejnému zavéru dospél i Mirzaei a kol.
(2012) pfi 28dennim skladovani volnych a enkapsulovanych
bunék (alginat) Lactobacillus acidophilus La5. Timto
autorem ale byl prokdzan pozitivni vliv enkapsulace pri
dlouhodobém skladovani (182 dni), kdy byl zaznamenan
pokles volnych bun¢k o 5 fada (log KTJ/g) v porovnani
s poklesem pouze o 1 fdd u bunék enkapsulovanych. V nasi
studii nemohlo byt pokracovano v dal§im skladovéni syrt,
protoZe dochazelo k jejich pozvolnému rozpousténi v néle-
vu (zfejmé vlivem skladovacich podminek) a nezadouci
kontaminaci. Béhem skladovani doSlo k poklesu obsahu
susiny ze 44,4 % hm. na 31,4 % hm. u syrd s volnymi
burikami, resp. 34,2 % hm. u enkapsulovanych bunék.
Aktivita vody, ktera vyznamné ovliviiuje bakteridlni rust, se
béhem skladovani snizila z 0,96 na 0,93.

Jednim z dilezitych faktorti pouZiti probiotik je rovnéz
zajisténi jejich Zivotaschopnosti béhem prichodu travicim
traktem. V dalsi ¢asti prace bylo testovano, zda ma enkapsu-
lace vliv na stabilitu bun€k v podminkach simulujici travici
trakt. Vysledky pokusu jsou uvedeny na obr. 1. Je patrné, Ze
enkapsulace méla vyrazny ochranny charakter, ktery se pro-
jevil zvlasté v podminkach nizkého pH. Po dvou hodinach
inkubace bylo sniZeni poctu volnych bun€k vyrazné vyssi,
nez tomu bylo u bunék enkapsulovanych. K podobnym
zavéram dospé€l i Madureira a kol. (2010), ktery studoval
ochranny efekt syrovatkové matrice na L. casei Lafti L-26,
L. acidophilus Lafti L-10 a Bifidobacterium animalis.
Rovnéz v dalsi studii (Pimentel-Gonzalez a kol., 2009) byl
potvrzen ochranny vliv enkapsulace bunék L. rhamnosus
LC705 v dvojité emulzi voda - v oleji - ve vodé za pouZiti
koncentrované sladké syrovatky jako emulgatoru.

Zavér

Z uvedenych vysledkil vyplyva, Ze mlékarenské vyrobky
jsou dobrym nosi¢em probiotickych mikroorganismi. Pfi

dlouhodobém skladovani bunék L. casei Lafti L-26
v mléce, jogurtu i v Cerstvém syru uskladnéném ve slaném
nalevu nebyly zjistény vyznamné rozdily v dhynu bunck
volnych a enkapsulovanych. Vysoka stabilita neenkapsulo-
vanych bunék miuZe byt zplusobena i velkou odolnosti
pouZzitého mikroorganismu, a bylo by proto vhodné ovéftit
vliv enkapsulace i v pfipadé citlivéjSich mikroorganismil
jako jsou napt. bifidobakterie. Enkapsulace vyznamné
ochranovala bunky pred nepfiznivymi podminkami
traviciho traktu. Pfi nizkém pH doSlo ke sniZeni poctu
neenkapsulovanych bunék asi o 5 fadd, zatimco enkapsulo-
vané buiky byly v tomto prostiedi stabilni.

Prdce byla podpotena grantem Ministerstva zemédelstvi
CR ¢ QI 111B053 z programu Vyzkum v agrdrnim kom-
plexu VAK s pocdtkem teSeni projektii v roce 2011, z pod-
programu UdrZitelny rozvoj agrdrniho sektoru.
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