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1 Uvod

V soucasnosti je velky diraz kladen na vyvoj novych funkénich potravin, které maji ptidanou
hodnotu v podob¢ obsahu zdravi prospésnych latek a které mohou také pomoci v prevenci a
1écbeé civilizacnich chorob, jako napf. napfiklad obezita, cukrovka ¢i choroby cévniho a
obcéhového systému. Jednim z nejzndméjsich zastupct tzv. superpotravin jsou mikroskopické
fasy. Rasy a sinice maji v soudasné dobé& velky potencial, a to zejména v potravinafstvi, kde
jsou pouzivany jako aditiva. Diky svym nutri¢nim hodnotam a zdravi prospésnym ucéinktim se
vyuzivaji k vyrobé dopliki stravy z mikrotas zejména rod Chlorella (nejvice pouzivana C.
vulgaris) a z sinic rod Spirulina (Arthrospira platensis). Mikrofasy piedstavuji bohaty zdroj
nutricné cennych latek, mezi které patfi proteiny, vitaminy, pigmenty, antioxidanty,
nenasycené mastné kyseliny a v neposledni fadé oligo- a poly-sacharidy, které mohou slouzit
jako energeticky zdroj pro stievni bakterie a tim putsobit prebioticky. Prebiotika jsou
definovana jako latky, které jsou selektivné vyuzivany mikrobiotou hostitelského organismu a
podileji se tim na zlepSeni jeho zdravi. Navic, musi byt odolné proti enzymatickému traveni
gastrointestinalnim traktem a musi se dostat nenatravené az na misto jejich pusobeni, tj. do
tlustého stieva. Krom¢ latek sacharidické povahy se mize jednat také napt. o polyfenoly a
polynenasycené mastné kyseliny pfevedené na ptislusSné konjugované mastné kyseliny, za
predpokladu, Ze se prokaze jejich prospéSny ucinek na hostitele (Gibson a kol., 2017).
Chlorella i Spirulina akumuluji vysoce kvalitni proteiny s vyvazenym aminokyselinovym
profilem dle WHO doporuceni tykajicich se lidskych esencidlnich aminokyselin (Caporgno a
kol., 2018). Nelze opomenout pigmenty, napt. chlorofyl a, xantofyl, B-karoten, echinenon, C-
fykocyanin, zeaxantin, allofykocyanin a dal$i. Tato barviva pifinaseji vyznamné zdravotni
benefity, napi. fykocyanin vykazuje antioxidacni, protizanétlivé ¢i neuroprotektivni ucinky
(Romay a kol., 2003). Nejdualezitéjsi sacharidovou slou¢eninou v bunikach Chlorelly z
hlediska prospésnosti pro lidsky organismus je -1, 3-glukan (nevétveny polysacharid tvotfeny
jednotkami B-D-glukosy, velmi dobfe fermentovatelny v tlustém stievé), ktery patii mezi
polysacharidy oznacujici se jako ,,ve vodé rozpustnd vlaknina®“, diky ¢emuz funguje jako
aktivni imunostimulator, vychytavd volné radikdly a redukuje hladinu krevnich lipidd,
zejména pak hladinu cholesterolu (MisSurcova et al. 2012). Spirulina obsahuje pfiblizné 13,5
% sacharidl, které jsou slozeny ptevazné z glukosy spole¢né s rhamnosou, mannosou,
xylosou, galaktosou a dvéma cukry, 2-O-methyl-L-rhamnosou a 3-O-methyl-L-rhamnosou.
Pritomné jsou také sulfatované polysacharidy, majici dilezité bioaktivni vlastnosti, napf.

antioxidac¢ni, antikoagulac¢ni, antivirové a antitumorové (Behasthipour a kol., 2013; EI-Baky a



kol., 2014; Vo a kol., 2015). Mikroskopické tasy vykazuji také diky vysokému obsahu
karotenoidd (u C. vulgaris je to vyhradné lutein, napt. u C. ellipsoidea je to pak antheraxantin
a zeaxantin) napiiklad antiproliferacni efekt proti nddorovym buitkdm (Cha et al. 2008).
Piijem C. vulgaris ve stravé snizuje celkovou jaterni i sérovou koncentraci lipidd,
triacylglycerolii i celkového cholesterolu a zvySuje vylucovani lipida do exkrementd. Noguchi
et al. (2013) prokazali, ze piijem Chlorelly ve stravé snizuje velikost tukovych bunék a
zlepSuje inzulinovou citlivost a snizuje glukosovou intoleranci. Podavani C. vulgaris u mysi
také zabranuje dyslipidémii indukované vysokym obsahem tukd sniZzenim hladiny
triglyceridu, cholesterolu a volnych mastnych kyselin (Vecina et al. 2014). Diky obsahu poly-
a oligo-sacharidi, mohou mit potraviny doplnéné o fasovou biomasu i dalsi pozitivni vlivy,
mezi které patii také prebioticky ucinek. Vysledky vyzkumu naznacuji jejich pozitivni vliv na
rust prospés$nych stievnich bakterii rodu Lactobacillus, Bifidobacterium a E.coli (Pulz a kol.,
2004). Pridavek fas C. vulgaris nebo Arthrospira platensis (Spirulina) stimuluje rust a udrzuje
zivotaschopnost bakterii L. acidophilus a Bifidobacterium lactis v jogurtu (Beheshtipour et al.
2012).

Na zaklad€ dostupné literatury, i nami provedené¢ho testovani, je mozné se domnivat, ze
mikrofasy mohou podpofit rist prospéSnych mikroorganismu a plnit tak prebiotickou funkci,
pricemz tato schopnost je kmenové — a zfejmé 1 druhové specificka. Dilezitou roli zde hraji
také kultiva¢ni podminky, sloZzeni jednotlivych biomas nebo také zpiisob zpracovani biomasy,
zejména stupen dezintegrace. Prebioticky Gc¢inek mohou plnit jiz zminované oligo- a poly-
sacharidy, ale také dalsi latky obsazené v mikrotasach, jako napft. polyfenoly, polynenasycené
mastné kyseliny, piip. dalsi bioaktivni latky zde pfitomné. Vzhledem k moznému
synbiotickému uc¢inku mikrofas a probiotik, je vhodné tyto ftasy aplikovat spolecné
S probiotickymi bakteriemi nebo bakteriemi mlééného kvaSeni (startérovymi kulturami) do

vyrobkil, zejména fermentovanych, jako napf. jogurty, ndpoje (na mlécné i nemlécné bazi).

2 Cil metodiky

Cilem ptedkladané metodiky je podat ucelené shrnuti metod a postupt pro testovani mikrotas
a vybér jejich nejvhodngjsi koncentrace a aplikacnich forem pro pouziti do mléénych i

nemlécnych fermentovanych vyrobki se zdravotnim benefitem pro konzumenta.



3 Vlastni popis metodiky

3.1 VIliv mikroras na rist bakterii mlé¢ného kysani a bifidobakterii

Prebioticky efekt jednobunéénych tas je posuzovan na zakladé rustu vybraného souboru
bakterii mlééného kvaseni (BMK) a bifidobakterii pouzivanych pii vyrobé mlécnych
fermentovanych vyrobkd, predev§im zrodd Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus a
Bifidobacterium. Po 18-hodinové kultivaci jsou vybrané kmeny odstfedény (5 min, 6500
rpm), odstfedéné bunky jsou promyty a resuspendovany ve fyziologickém roztoku na
koncentraci 10* ~ 10° KTJ/ml. Testované médium s mikrofasami je slozeno ze zakladniho
média (10 g tryptonu, 10 g peptonu, 5 g kvasni¢ného extraktu, 1 ml Tween 80, 0,5 g L-
cysteinu, 1 | vody) a 0,1 %, 0,5 %, 1,0 % a 3,0 % mikroskopické fasy nebo jejich ¢asti.
Hodnota pH média je upravena na 7. Médium je nasledné sterilovano pfti teploté 121 °C po
dobu 15 minut. Jako pozitivni kontrola se pouziva Wilkins Chalgren (WCH) bujon, jako
negativni kontrola Cisté bazalni medium (bez ptidavku cukru). Po 24 hodinach kultivace je
zméteno pH a stanoveny pocty mikroorganismii pomoci plotnové metody dle kultivacnich
podminek vybranych kmend (Tab. 1). Daéle je u vzorku stanoven obsah kyseliny mlééné a
octové pomoci kapilarni elektroforézy s vodivostni detekci (ITP). VSechny vzorky jsou

meéteny v triplikatech.

Tab. 1 — Piehled médii a kultivaénich podminek

Rod Médium Kultiva¢ni podminky
Lactobacillus MRS agar pH 5,7 37 °C/ 3 dny anaerobné
Bifidobacterium MRS agar pH 6,2 L-cystein 37 °C/ 3 dny anaerobné
Lactococcus M17 agar 30 ° C/ 2 dny aerobné
Streptococcus M17 agar 30 ° C/ 2 dny aerobné

3.2 Aplikaéni formy mikroras
a) praskova forma — ziskd se kultivaci mikrofas na pfisluSnych médiich se kultivuji v
nerezovych fermentorech nebo fotobiorekatorech a poté se sklizeji centrifugaci a sprejové susi

ve sprejove susarne.

b) horkovodné extrakty mikrofas — ziskaji se vodnou extrakci praS8kové biomasy mikrofas,
kde je vhodné nastaven extrakéni pomér, teplota a doba extrakce tak, aby si vodny extrakt

udrzel maximum aktivnich latek. Vodny extrakt se nasledn¢ oddéluje od biomasy centrifugaci



a vodny extrakt je susSen ve formicce pii teploté 35-39 °C za vniku suchého vodného extraktu

rasy.

c) kosticky mikrotas s kakaovym maéslem jako nosi¢em — ziskaji se smichanim praskové
suché¢ biomasy fasy s kakaovym madslem a za rozpusténi masla pti teploté 34 °C se obé
suroviny promichaji do homogenniho stavu; procentudlni zastoupeni fasy ve smesi tvoii 10-
40 % a kakaového masla 60-90 % (dle typu); nasledné se smés aplikuje do formy a necha se
vychladit. Na doladéni chuti je mozny také ptidavek jablecného prasku nebo zeleninového

prasku, ptip. medu a dalSich latek.

3.3 Senzorické hodnoceni

Pro vybér nejvhodnéjsi koncentrace pouzité mikrofasy je dal§im dilezitym kritériem vliv na
senzoriku planovaného fermentovaného vyrobku. Vybrany druh mléka (kravské, kozi, ov¢i),
syrovatka nebo nemlé¢na matrice je smichana s testovanymi koncentracemi (0,1 % - 3, 0 %)
fasy a nasledné senzoricky hodnocena pofadovou zkouskou dle normy CSN ISO 8587, kdy
jsou hodnoceny parametry ovlivnéné piridavkem mikrotasy, tedy barva, chut, viin¢ a celkovy

dojem vyrobku. Vzorky jsou fazeny od nejlepsiho po nejhorsi.

3.4 Fermentované vyrobky a skladovani

V nasledujici fazi je nejlépe hodnocena koncentrace mikrotfasy nebo jeji cast na zakladé
prebiotického efektu na vybrany soubor mikroorganismli, zdravotniho benefitu pro
konzumenta a senzoriky aplikovana do fermentovaného vyrobku. Pfidavek fasy do mléka
nebo nemlé¢né matrice je vzdy pied sterilaci, ktera probiha pii teploté 115 °C po dobu 30
minut. Po sterilaci je medium inokulovano ptisluSnymi mlékarskymi kulturami (jogurtovou,
smetanovou, probiotickou apod.). Fermentace probihd dle technologickych podminek pro
vyvijeny fermentovany vyrobek. Poté jsou u vyrobkli stanoveny pocty ptisluSnych
mikroorganismi plotnovou metodou, hodnota pH a také probéhne senzorické hodnoceni.
Skladovani probiha po dobu 28 dnid pii teploté 6-8 °C, kdy jsou po 14 a 28 dnech opét

stanoveny poc¢ty mikroorganismu, pH a senzorické zmény.

3.5 Testovani cytotoxicity (MTT) a adherence mikroras na tkanovych kulturach

3.5.1 Kultivace tkanée

Bunééné linie kolorektalniho adenokarcinomu Caco-2 a HT29 jsou kultivovany v
kultivaénich lahvich, o velikosti 75 ¢cm?, v 15 ml Dulbecco’s Modified - Eagle’s Medium
(DMEM) media, které je obohaceno o 10 % Fetal bovine serum (FBS), o 1 %

hydrogenuhli¢itanu sodného, o 1 % pyruvatu sodného, dale také o 1 % neesencidlnich

6



aminokyselin a 1 % penicilinu (10 000 jednotek) a streptomycinu (100 mg). Kultivace
probiha po dobu 7 dni. Kazdy druhy den je medium vyménéno za Cerstvé. Po sedmi dnech
jsou bun&cné linie sklizeny. V prvnim kroku jsou burnky oplachnuty 5 ml PBS (Phosphate
buffered saline), které je nasledné odstranéno. Poté je k bunkam ptidano 5 ml 1x trypsinu,
ktery se necha pusobit 3-5 minut. Po uplynuti této doby je triton zneutralizovan, a to pfidanim
5 ml DMEM media. Pomoci plastové Skrabky jsou buné¢né linie uvolnény a obsah lahve je
prenesen do 15 ml zkumavky typu Falcon a centrifugovan pii 200 x g po dobu 10 minut.
Staré medium je odstranéno
a je ptidano medium nové v objemu 5 ml, ve kterém jsou bunky rozpustény. Do nové
kultivacni lahve je ptipraveno 15 ml DMEM media. Ze zkumavky je odebran 1 ml suspenze a
pienesen do této nové kultivacni lahve. Kultivaéni lahev je umisténa do CO, inkubatoru (37

°C a 5 % CO; atmosféra).

3.5.2 ZaloZeni 24-jamkové desticky

Z bunécné suspenze, ktera je dikladné rozpusténa, je odebrano 100 pl, smichano se 100 pl
tripanové modrfe a nasledné nanesena na Biirkerovu komirku a vypoéte se koncentrace bunék
v 1 ml suspenze. Do smési je pfidano 3,6 x 10* Caco-2 a 0,4 x 10* HT29. Tato smés je
pipetovana na jamku v objemu 500 pl a takto pfipravena desticka je ulozena v kultiva¢nim

boxu. Po dobu 14 dni je kazdé 2 — 3 dny vyménéno medium za Cerstvé.

3.5.3 Cytotoxicita (MTT)

Piipravena bun&na suspenze o koncentraci 2,5 x 10° bungk/ ml je pipetovana do 96-jamkové
desticky v mnozstvi 200 pl. Po 24 hodinach je odstranéno staré medium a piidano 100 ul
nového media spolu s testovanymi vzorky mikrofas Vv danych koncentracich. Takto jsou
testované vzorky s bunikami inkubovany po dobu 72 h. Po této dobé je medium se vzorky
odstranéno a nahrazeno 100 ul Cistym mediem s MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,2-
diphenyl-2H-tetrazol bromid) (1 pg/ ml). Po 2 hodinach v CO; inkubatoru je medium s MTT
odstranéno a nahrazeno 100 ul DMSO. Absorbance je méfena pii 555 nm a 720 nm jako
referenéni hodnoty. Procento zivotaschopnych bunék je vypocteno V porovnani s kontrolou,
kde jsou bunky bez ptidani mikrofas. Nasledné se stanovi bezpe¢né koncentrace pro dalsi

testovani adherence probiotik na bunéény model.

3.5.4 Test adherence

Pro zjisténi adheren¢nich vlastnosti je pouzita modifikovana metodika dle (Jensen et al.

2012). Staré¢ medium je odsato z kazdé jamky a bunécna monovrstva je 3x proplachnuta PBS.
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Poté jsou pridany testované koncentrace mikrofas na monovrstvu sttevnich bunék. Desticka je
nasledné inkubovéna po dobu 2 hodin, pii 37 °C
a v5 % atmosféte CO,. Po uplynuti této doby jsou jamky 3% promyty PBS, pro odstranéni
neadherovanych bakterii na monovrstvu, ktera je nasledné rozruSena piidanim 300 ul 1%
Tritonu-X100 na jamku po dobu 30 s a dale doplnény 700 ul PBS. Vytvoiena suspenze s
zivotaschopnymi bakteriemi je standardné zfedéna a poté naocCkovana na Petriho misky a
zalita Rogosa agarem. Po 72 hodinach inkubace za aerobnich podminek a pti 37 °C jsou
spocitany KTJ a je stanovena adherence, vyjadiena jako procento adhereovanych bakterii na

mnozstvi celkové ptidanych bakterii.

4 Srovnani ,,novosti postupa‘

Vzhledem Kk piedpokladanym prebiotickym vlastnostem jednobunéénych fas je vyhodné
pridavat je do fermentovych vyrobka pro zlepSeni funkcnosti téchto produktd a také na
podporu zivotaschopnosti probiotickych bakterii jak ve vyrobcich, tak v zazivacim traktu.
Ptestoze mléko je jako ristové médium velmi vhodné, chybi mu nckteré nutrienty pro
probiotika. Z tohoto diivodu se mnoho vyzkumu soustied’'uje na fortifikaci zakladnich medii
prebiotiky, které maji pozitivni vliv na rast probiotik (Beheshtipour et al. 2013).
Fermentované mlécné vyrobky s obsahem ,zivych bakterii“ patfi u vétSiny populace
k oblibenym a ¢asto konzumovanym produktim. Pro splnéni legislativnich poZzadavku je ale
nutné zachovani zivotaschopnosti zde ptitomnych ,,zivych bakterii* v pfesné daném poctu az
do konce doby trvanlivosti. Jak bylo studiemi podlozeno, piidavek fas Chlorella vulgaris
nebo Arthrospira platensis (Spirulina) dokaze stimulovat rist a pomoct v udrZzovani
zivotaschopnost bakterii L. acidophilus a Bifidobacterium lactis v prubéhu skladovani
(Beheshtipour et al. 2013).

Zatimco dopliky stravy (napi. ve forme tablet a praSka) s obsahem mikrotfas se v trzni siti
vyskytuji v dostateném mnozstvi a produktové Skale, mlééné vyrobky obsahujici mikrotfasy
na domacim trhu nejsou zatim Kk dispozici. Jejich aplikace do téchto typu vyrobku je
limitovana zejména z pohledu senzorického. Cilem je proto najit vhodné aplikacni formy a
koncentrace téchto mikrofas tak, aby senzorickd hodnota findlnich vyrobkli nebyla negativné
ovlivnéna, ale soucasné aby zde byly tyto komponenty zastoupeny Vv dostatecném mnoZstvi
pro dosazeni deklarovanych zdravotnich benefitl. PouZiti mikrofas a produktd z nich v
potravinaiském primyslu narazi i na dalsi limitace. Produkce mikrotas (biomasy) a zejména

pak dal8i zpracovani fasové biomasy (desintegrace, extrakce apod.) ve velkém méfitku je stale



jesté ekonomicky pomérné narocna. Kromé toho existuji také legislativni ptekazky v podobé
schvalovacich procesii regulaénimi organy. V soucasné dob& jsou pro potravinarstvi
schvalené pouze rody Chlorella a Spirulina, nicméné na seznamu potravin nového typu
(Provadéci natizeni komise (EU) 2017/2470 ze dne 20. 12. 2017) se vyskytuji také naptiklad
oleje z mikrotas Schizochytrium sp. bohaty na DHA a EPA, které jsou schvalené pro Sirokou
skalu pouziti od mléénych vyrobkd, ptes ceredlie ¢i roztiratelné tuky az po dopliiky stravy.
Dalsi schvalenou mikrofasou je Tetraselmis chuii, mofska zelena mikrofasa spadajici do

¢eledi Chlorodendrales s moznosti pouziti do omacek, ochucovadel a doplnki stravy.

Prestoze mikrofasy piinaseji do potravin mnoho zdravotnich benefitd, nejdilezitéjsim
limitujicim faktorem pro jejich vyuziti v potravinafstvi je senzoricka piijatelnost finalnich
vyrobkil obsahujicich tyto tasy, kdy velmi zalezi na koncentraci a aplika¢ni formé. Z tohoto
davodu, cilem pfedklddané metodiky je poskytnout shrnuti metod a postupl pro testovani
mikrofas a vybér jejich nejvhodnéjsi koncentrace a aplikacnich forem pro pouZiti do

mlécénych 1 nemléénych fermentovanych vyrobki se zdravotnim benefitem pro konzumenta.

5 Popis uplatnéni certifikované metodiky

Predkladana certifikovana metodika bude moci byt vyuzita vyzkumnymi laboratofemi pii
testovani a rozsifeni znalosti o vlivu mikroskopickych fas na BMK a bifidobakterie. Dalsim
relevantnim okruhem uzivateli pro uplatnéni metodiky jsou mlékarenské a potravinaiské
instituce zabyvajici se vyrobou mlécnych i nemléénych fermentovanych vyrobkt, ale také
komer¢ni organizace vyuzivajici probiotické mikroorganismy v kombinaci s dal§imi slozkami
S pozitivnim benefitem na lidské zdravi (napf. f. INGREDIA s.r.o., s kterou je podepsana

smlouva o uplatnéni predkladané metodiky).

6 Ekonomické aspekty

Tab 2. - Kalkulace provedena pro 1 vzorek na jednotliva stanoveni

Stanoveni Cena materialu v K& na | Uletni cena v K& (materil,

1 stanoveni (1 vzorek) odbér vzorki, prace,
vyhodnoceni)

Stanoveni poctu bifidobakterii 200,- 1000,-

Stanoveni po¢tu BMK 100,- 300,-

ITP 250,- 1500,-

Testovani ristu v pritomnosti 30,- 200,-

mikrofasy




Senzorické hodnoceni 100,- 250,-

Stanoveni toxicity 250,- 1800,-
Test adherence 650,- 2750,-
cena Vv K¢ na 1 vzorek 1580,- 7800,-

Tab. 3 - Kalkulace provedena pro 15 vzorku

materialni naklady | naklady naklady zisk v K¢ ekonomicky prinos
uZivatele uZivatele celkem v K¢
na praci -
23 700,- 15 000,- 38 700,- 117 000,- 78 300,-

* uvazujeme o potiebé 50 hod. prace celkové (tj. odbéry, primokultivace, testovani, apod.)
a kalkulujeme 300,- K¢&/hod.

Produkéni cena jedné mikrofasy 3 000 Ké/kg veetné medii, energii kultivace, sklizeni a suSeni
a prace. Tvorba extrakti horkovodnich a tvorba smési biomasy s potravinovymi masly, cena
na potravinova masla 2000 K¢, prace na optimalizace kultivace tiech kmenu fasy chlorela a
spiruliny optimalizace teploty, doby extrakce, suSeni, testovani mnozstvi piidavku
potravinovych masel a ochutnavani produktd v kombinaci s jogurtem, cena Casu prace

formulace jednoho vzorku jedné fasy 1500 K¢.
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10 Dedikace

Metodika je vysledkem feSeni vyzkumného projektu MZe, NAZV ¢. QK1910300 s nazvem
»Vyuziti odpadli z mlékaren pro produkci novych mlécnych vyrobkii a doplika stravy
s piidavkem mikrofas nebo jejich komponent a instituciondlni podpory MZE-R01419
(DKRVO).

Metodika je zdarma k dispozici vSem zajemctim ne webové strance:

http://www.vumlekarensky.cz/upload/soubory/metodiky/mrasy 2019.pdf
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