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Vybér a testovani novych prebiotickych substrati
pro bifidobakterie

Abstrakt

Bifidobakterie jsou béZnym probiotickym rodem bakterii, ktery se vyskytuje
v gastointestinalnim traktu lidi i zvifat. Genomové analyzy prokdzaly, ze existuje adaptace
kment na prostiedi, ve kterém ziji, a schopnost vyuzit substraty vyskytujici se ve stravé
hostitele. V diplomové préaci jsem navédzala na svou praci bakalaiskou (Degradace
komplexnich karbohydrati bifidobakteriemi; 2016) a pokracovala s testovanim dalSich
substratli, potencialné vhodnych pro rod Bifidobacterium. Cilem diplomové prace bylo
ovétit vyuziti téchto substrati vybranymi kmeny bifidobakterii. Bylo pouzito celkem
117 kmenid (60 druhi) bifidobakterii, které pochazely z riznych ekologickych nik a na
zakladé pivodu (diety hostitele) byly predpokladany réizné substratové preference. Cisté
kultury byly naoCkovany do média obohacené¢ho vzdy o jeden ze 13 riznych substrat
(bramborovy Skrob, celuldzu, lignin, xylan, jable¢ny a citrusovy pektin, arabinogalaktan,
gumu z rohovniku, guarovou gumu, tragantovou gumu, arabskou gumu, xanthanovou gumu
a karayaovou gumu) v koncentraci 2 g.I*. Jako pozitivni kontrola bylo pouzito médium
s glukdzou a jako negativni kontrola ¢isté médium bez zdroje uhliku. Média obsahovala
bromkresolovou cerven jako pH indikator. Pozitivni vzorek kultury, ktery dokéazal dany
substrat vyuzit, se projevil zménou barvy, jelikoz zde doslo ke tvorbé metaboliti a snizeni
pH. Vyhodnocenim testl bylo zjiSténo, Ze schopnost vyuzit pfirodni gumy a dalsi testované
substraty je druhové a kmenové specificka, a je astéjsi u izolata pochazejicich z traviciho
traktu hostitele s dietou bohatou na rostlinny material. Velmi dobrou schopnost vyuzit gumu
Z rohovniku, guarovou gumu a ¢aste¢né arabskou gumu mély izolaty z trdviciho traktu
mlad’at prezvykavci (telat a jehnat) a dale nékterych primatti. Kmeny lidského ptivodu
vykazovaly nizkou schopnost metabolizovat dané substraty. Zajimavé vysledky byly
zaznamenany u nékterych kment pochazejicich ze stolice africkych kojenct, které prokazaly
schopnost vyuzit arabinogalaktan a/nebo arabskou gumu. Na zakladé¢ této prace a vzhledem
k anaerobnim potifebam rodu Bifidobacterium by mohly byt nékteré ze substrati vyuzity

jako prebiotické obalové materidly do lidskych nebo zvifecich synbiotik.

Klic¢ova slova: Bifidobakterie, hostitel, komplexni sacharid, prebiotika, in vitro testovani.



The selection and testing of new prebiotic substrates

for bifidobacteria

Abstract

Bifidobacteria are a common probiotic genus of bacteria that occurs in the gastrointestinal
tract of humans and animals. Genomic analyzes have shown that there is a strain adaptation
to the environment in which they live and the ability to utilize substrates found in the host's
diet. In my diploma thesis | followed up on my bachelor thesis (Degradation of Complex
Carbohydrates by Bifidobacteria, 2016) and tested other substrates, potentially suitable for
bifidobacteria. The aim of the diploma thesis was to verify the use of these substrates by
selected bifidobacteria strains. A total of 117 strains (60 species) of bifidobacteria, which
were derived from different ecological niches, were tested and different substrate
preferences were assumed based on their origin (host diets). Pure cultures were inoculated
into the medium enriched with one of 13 different substrates (potato starch, cellulose, lignin,
xylan, apple and citrus pectin, arabinogalactan, locust bean gum, guar gum, tragacanth gum,
gum arabic, xanthan gum and karaya gum) at a concentration of 2 g.I". As a positive control,
glucose medium was used and as a negative control, carbon-free medium was used. The
media contained bromocresol red as a pH indicator. A positive culture sample that has been
able to use the substrate has manifested in a color change because of the formation of
metabolites and a decrease in pH. The evaluation of the tests revealed that the ability to use
natural gums and other substrates is species-specific and strain-specific, and it is more
common in isolates from the host’s with a diet rich in plant material. A very good ability to
use locust bean gum, guar gum and arabic gum had isolates from the digestive tract of
ruminant youngsters (calves and lambs) and some primates. Strains of human origin showed
a low ability to metabolize the substrates. Interestingly, some strains of African infants
demonstrated the ability to use arabinogalactan and/or gum arabic. Based on this work and
the anaerobic needs of the Bifidobacterium genus, some substrates could be used in synbiotic

products for human or animal nutrition, serving as prebiotic packaging materials.

Keywords: Bifidobacteria, host, complex carbohydrate, prebiotics, in vitro testing.
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1 Uvod

Mikrobiota gastrointestinalniho traktu (GIT) pfedstavuje dulezitou slozku organismu,
kterd se podili na jeho spravné funkci. V poslednich letech se zvySuje zajem o tuto
problematiku a zkouma se vliv probiotik dokonce i na psychiku ¢lovéka. Stfevni mikrobiota
hraje dulezitou roli v prevenci a léébé mnoha chorob, zejména v travicim traktu. Ma
nezastupitelnou roli v traveni potravy, produkci prospéS$nych latek (napf. vitamint
amastnych kyselin s kratkym Fetézcem) a chrani slizni¢ni povrch pfed napadenim patogeny.
Rod Bifidobacterium se fadi mezi nejvyznamnéjsi pozitivni bakterialni rody. Svou
ptitomnosti v GIT snizuje pH traveniny, ¢imz likviduje usazené cizorodé¢ latky a zvySuje
vstiebatelnost zivin z potravy. Pro tyto a mnoho dalSich vlastnosti jsou bifidobakterie cenény
a stale castéji se objevuji Vv potravinach a doplicich stravy. Prekazkou pro kolonizaci
tlustého stfeva mize byt pii priachodu travicim traktem naptiklad kyselé prostiedi zaludku,
sekrece zluci nebo ptitomnost dal$ich bakterii. K tomu, aby bifidobakterie tuto cestu piezily
a k jejich nasledné podpofe pii usidleni ve stfevé mohou slouzit prebiotické obalové
materialy, které neptiznivym vliviim odolaji. Pfedpokladaji se urcité substratové preference
bifidobakterii, které souvisi s dietou hostitele. Riazna aditiva, jako jsou napiiklad
arabinogalaktan, arabska a guarovd guma, se nachazi v dietich hostiteld a zaroven
se Vpotravinach a doplicich stravy jiz hojné vyuzivaji diky svym technologickym
vlastnostem. Tyto substraty by v ptipadé dobrého vyuziti bifidobakteriemi mohly byt
potencialné vhodnym prebiotickym obalovym materialem a ve spojeni s probiotickymi

organismy by daly vzniknout novym synbiotikiim.



2 Cil prace a metodika

2.1 Cil préace

Bifidobakterie jsou vyznamnou slozkou mikrobioty Cloveka i zvitat, véetné hmyzu
se socidlnim zplisobem Zivota. V soucasnosti je popsdno okolo Sedesati druhti a poddruhta
tohoto rodu. Genom bifidobakterii obsahuje celou fadu genti zapojenych do vyuzivani Siroké
Skaly komplexnich sacharidl a dalSich latek. Fruktooligosacharidy, galaktooligosacharidy
a jiné sacharidy jsou hojné vyuzivany jako prebiotika pro bifidobakterie. Nicméné,
schopnost bifidobakterii vyuzit tyto substraty je druhové ¢&i kmenové specificka.
Ptedpokladame, Ze jako prebiotika pro bifidobakterie by se mohly uplatnit substraty ziskané
ze slozek rostlinnych materiald vyskytujicich se v ptirozené potravé hostitele, ze kterého
dany bifidobakterialni izolat pochéazi.

Cilem teoretické Casti prace bylo shrnout dosavadni poznatky o bifidobakteriich
se zaméfenim na jejich substratové preference, a také zakladni informace o vybranych
substratech, které byly voleny diky svym technologickym vlastnostem a vyskytu v dietach
hostitelt. Cilem praktické ¢asti bylo najit nové vhodné prebiotické substraty pro vyvoj

potencialnich synbiotik ve formé prebiotickych obalovych materialt.

2.2 Metodika

Kmeny bifidobakterii pochazejici z riznych ekologickych nik a typové shirkové
kmeny byly testovany pro jejich schopnost vyuzit substraty jako jsou arabska guma, guarova
guma, pektin, xylan, arabinogalaktan, a dalsi — celkem bylo pfipraveno 13 druht tekutych
APl 50 CHL médii, ve kterych byl testovany substrat jedinym uhlikatym zdrojem. Jako
pozitivni kontrola bylo pouzito médium s gluk6zou a jako negativni kontrola ¢isté medium
bez zdroje uhliku. Testovani probihalo in vitro v mikrotitraénich destickach. Vyuziti
testovaného substratu danym kmenem se projevilo zménou barvy, jelikoz zde doSlo ke
tvorb&é metabolitd a snizeni pH. Metabolity (pfedevsim laktat a acetat) byly dale méfeny
v aniontové formé& po 48 hodindch anaerobni kultivace v APl 50 CHL médiu pomoci

iontoménicové chromatografie (IC) s potlacenou vodivosti.



3 Teoreticka vychodiska

3.1 Bifidobakterie

3.1.1 Taxonomie

Bifidobakterie patii do rodu Bifidobacterium a téidy Actinobacteria, ktera je jednou
z nejvétsich a nejvice zastoupenych taxonomickych jednotek. Na Obr. 1 se nachazi

taxonomické zatrazeni rodu Bifidobacterium (upraveno podle Ventury et al., 2014).

- Bacteria
- Bifidobacterium
- Actinobacteria
- Actinobacteridae
- Bifidobacteriales
- Bifidobacteriaceae
- Bifidobacterium

Obrazek 1: Taxonomické zarazeni rodu Bifidobacterium

3.1.2 Historie a vyskyt

Objev rodu Bifidobacterium byl pfipsan Henri Tissierovi, ktery v roce 1899 izoloval
bakterie s podivnym a charakteristickym tvarem ,,Y* ze stolice kojence a nazval je Bacillus
bifidus. V roce 1924 rozpoznal Orla-Jensen existenci rodu Bifidobacterium jako
samostatného taxonu, ale piesto byly bifidobakterie po vétSinu 20. stoleti nespravné fazeny
k rodu Lactobacillus. Od roku 1900 do roku 1957 bylo v jejich znalosti provedeno malo
pokrokt a teprve v roce 1957 Denhart poprvé uvédomil existenci vice biotypu bifidobakterii
a navrhl schéma pro diferenciaci téchto bakterii na zaklad¢ jejich struktury sacharidové

fermentace. Reuter vroce 1963 rozpoznal a pojmenoval 7 druhti bifidobakterii.
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Charakteristickd metabolicka dréha bifidobakterii byla objasnéna Scardoviim a Trovatellim
(1965) a de Vriesem et al. (1967), ktefi urcili, ze kliCovym enzymem je frukt6za-6-fosfat
fosfoketolaza. Od roku 1970 se zacala vice sledovat také DNA bifidobakterii (Biavati et al.,
2000; Bottacini et al., 2014).

3.1.3 Morfologie a fyziologie

Bifidobakterie maji tvar nepravidelnych ty¢inek, jsou nepohyblive, nesporulujici,
sacharolytické, kataldza negativni a grampozitivni. Neprodukuji plyny a ve vztahu ke
kysliku jsou prevazné anaerobni (kromé nckolika druhli schopnych tolerovat kyslik).
Optimalni teplota pro rust lidskych kment bifidobakterii je kolem 36-38 °C, zatimco
u zvifecich kment je tato hodnota vyssi (ptiblizn€ 41-43 °C) a miize dosahnout dokonce az
49,5 °C, coz bylo dokazano u B. thermacidophilum. Optimalni pH pro rast bakterii je 6,5-7.
Rust ptestava pii pH 4,5-5 a niz§im a pii 8-8,5 a vy$Sim (Bottacini et al., 2014). Tolerance
Zlu¢i je u jednotlivych kment rozmanita. To lze vysvétlit zjisténim Zavaglia et al. (2002),
kteti popsali, ze v kulturach vystavenych zluc¢i dochazi ke zménam v bunééné membrang,
coz zpusobuje autoagregaci.

Bunécna sténa bifidobakterii je tvoiena silnou vrstvou peptidoglykanu obsahujici
polysacharidy, proteiny a teichoové kyseliny. Diferenciaci druhti a/nebo kmenti umoziuje
odlisné aminokyselinové slozeni zakladnich tetrapeptidd mureinu (Biavati et al. 2000).
Obvykle tetrapeptidy tvoii L-alanin, D-glutamova kyselina, L-ornitin a D-alanin, ale
v nékterych kmenech mize byt ornitin substituovan lysinem. Dalsi rozdily mezi kmeny
mohou byt dany rozsahem zkiizené vazby mezi sousednimi tetrapeptidy, tj. spojenim mezi
jednou nebo vice aminokyselinami. Bunécné stény bifidobakterii ¢asto obsahuji krome
glukozy a galaktozy také ramndzu, s kvalitativnimi a kvantitativnimi rozdily mezi druhy,
kmeny a jejich ristovymi podminkami (Nagaoka et al., 1995, 1996).

Pro adhezi bunck na sténu stfeva jsou dilezité lipoteichoové kyseliny, které tvoii
vazby s polysacharidovymi fetézci. Nékolik druhti bifidobakterii obsahuje lipoglykany
riznych struktur, substituované L-alaninem misto obvyklého D-izomeru (lwasaki
etal., 1990). Imunologické studie ukazaly, ze lipoteichoové kyseliny jsou béZnym antigenem
rodu Bifidobacterium. Proteiny a lipoteichoové kyseliny navic urcuji hydrofobni charakter
povrchu bifidobakterii (Op Den Camp et al., 1985).
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3.1.4 Metabolismus a substratové preference

Biavati et al. (1991) rozsahle studovali n¢kolik vyzivovych aspektt bifidobakterii,
jako jsou komplexni pozadavky na dusik, vitaminy, rastové faktory a kovy.
N-acetylglukosamin a N-acetyllaktosamin jsou mlééné slozky, které rast bifidobakterii
stimuluji. Kdyz jsou subkultivovany v médiu s prebytkem N-acetylglukosaminu, maji
bifidobakterialni bunky pravidelnéj$i formu, coz souvisi s tim, ze N-acetylglukosamin je
dilezitym prekurzorem biosyntézy peptidoglykanu. Dilezitou roli bifidogennich faktord
ptezkoumal také Modler (1994). Bylo zjisténo, Ze proliferace bifidobakterii v dolnim GIT
kojenct kratce po narozeni je stimulovana glykoproteinovymi slozkami kappa-kaseinu
ptitomnymi v lidském kolostru a v mensi mife i v matefském mléce. Druh a pocet
bifidobakterii obyvajicich stievni trakt se méni s vékem c¢lovéka a také s piijmem
bifidogennich slozek stravy. Je znamo, ze laktuléza je ucinnym faktorem pro rist
bifidobakterii. Proto je aplikovana v Sirokém spektru potravin jako funkéni slozka pro
intestinalni regulaci.

Analyza aktualn¢ dostupnych sekvenci bifidobakteridlnich genomt ukazuje, Ze
obsahuji geny pro syntézu alespont 19 aminokyselin a také koduji vSechny piedpokladané
enzymy potiebné pro biosyntézu pyrimidinovych a purinovych nukleotidd, stejné jako ty,
které jsou nutné pro syntézu nékterych vitamini B. Kmeny bifidobakterii mohou produkovat
fadu vitamini B — thiamin (Bi), pyridoxin (Bs), kyselinu listovou (B11) a kyselinu
nikotinovou (niacin, Bs). Nékteré kmeny navic obsahuji gen pro biosyntézu riboflavinu (B2).
Schopnost produkce vitaminti byla zkoumana jako mozny probioticky znak. Naptiklad
76 kmenti rodu Bifidobacterium, patticich do 9 riznych druhti, bylo testovano na produkci
folatu a schopnost poskytovat proliferujici kolonocyty s kyselinou listovou. Poziti
identifikovanych bifidobakterialnich kmend produkujicich folat by mohlo byt pouzito
k prevenci nebo potlaceni lokalizovaného deficitu folatu, které je spojeno s premalignimi
zménami v epitelu tlustého stfeva (Cronin et al., 2011).

Bifidobakterie maji obecné schopnost fermentovat glukézu, galaktozu a fruktozu.
Ve fermentaci jinych sacharidi a alkoholli existuji rozdily mezi riznymi kmeny.
Bifidobakteridlni genomy koduji také velky arzendl proteinti, schopnych katabolizovat
slozité sacharidy. Tato rozsahla schopnost svéd¢i o specifickych genetickych adaptacich
v konkurenénim prostiedi bohatém na komplexni sacharidy. Mnoho bifidobakterialnich

glykosylhydrolaz vSak ziistdva neznamych. Cilené studie zaméfené na druhy bifidobakterii
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specifikovaly enzymy, jako je apuB v Bifidobacterium breve (UCC2003), u kterého bylo
prokazano, ze je zodpovédny za rozklad velkych molekul Skrobti a Skrobovych
polysacharida (Cronin et al., 2011). Vernazza et al. (2006) testovali substratové preference
péti bifidobakterialnich kmenu a zjistili, Ze mezi bifidobakteriemi existuji pfednostni
prebiotické oligosacharidy. Vysledky korespondovaly s dalsimi studiemi (Hopkins et al.,
1998; Schell et al., 2002). Kmeny byly porovnavany na zaklad¢ rychlosti rustu pii daném
zdroji uhliku. Xylooligosacharidy (XOS) zde nebyly dobfe vyuzity Zadnym z testovanych
druhti. Sekvenovani Bifidobacterium longum (NCC2705) sice ukézalo dva xylanazove
homology, ale ty mohou byt pouze kmenové specifické. Galaktooligosacharidy (GOS)
vykazovaly vyss$i rychlost rstu a byly fermentovany vSemi testovanymi bakteriemi. Ve
vétSiné piipadd byl pouzity GOS dokonce fermentovan Iépe nez glukoza.
Isomaltooligosacharidy (IMO) také vedly k rtstu vSech testovanych bakterii. Nejrozsifenéji
zkoumanymi prebiotiky jsou fruktooligosacharidy (FOS) a inulin. Pouzivaji se v mnoha
ptipravcich a je v8eobecné znamo, Ze maji bifidogenni G¢inky. Jejich molekuly jsou Uzce
ptibuzné a lze ocekavat, ze i1 jako riistové substraty budou fungovat podobné. Vernazza
et al. (2006) vsak zjistili, ze tomu tak neni, a i zde se preference jednotlivych kment lisi.
Jako kontrolu mimo jiné vyuzili maltodextrin, ktery také prokazal selektivni vlastnosti
a nebyl vyuzit vSemi testovanymi kmeny. Proto by nemél byt v dalSich experimentech
pouzivan jako neselektivni kontrola.

Mezi selektivni prebiotika patii naptiklad oligosacharidy nachazejici se v lidském
mléce (human milk oligosaccharides — HMO). Miizeme je nalézt jako volné oligosacharidy
nebo v konjugované formé s proteiny nebo lipidy. Schopnosti vyuzivat HMO je znamy
predevsim kmen B. longum subsp. infantis (Mills et al., 2015; Kyle et Mills, 2017; Tomson
et al., 2017). Bylo prokazano, ze zvySuje svuj relativni podil ve stfevnim mikrobiomu
u kojenct na urovné aZz desetkrat vy$si (aZ na 90% podil celkové mikrobidlni populace
distalniho tlustého stfeva), nez byl pfi narozeni (pied zapocetim kojeni a konzumaci HMO)
nebo u kojenct vyhradné krmenych nahradni vyzivou. Pfi pfechodu na bé&Znou pevnou
stravu B. longum subsp. infantis nemtize nadale konkurovat jinym stfevnim bakteriim
a populace klesa i na méné nez 1 % z celkoveho mikrobiomu. Ptekvapivé bylo také
prokazano, ze B. longum subsp. infantis roste na oligosacharidech z hovéziho mléka (bovine
milk oligosaccharides — BMO). Koncentrace selektivnich oligosacharidi podporujicich rist

B. longum subsp. infantis je v§ak u BMO nizsi v porovnani s HMO a celkové se strukturni
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slozeni téchto dvou druhi oligosacharidu lisi (Kyle et Mills, 2017). HMO dokéaze kromé
B. longum subsp. infantis vyuzit také B. bifidum a B. breve (Mills et al., 2015; Kyle et Mills,
2017; Tomson et al., 2017). Dalsim rozdilnym typem mlé¢nych oligosacharidu jsou ty, které
se nachazeji v hovézim kolostru (bovine colostrum oligosaccharides — BCO). I tyto dokazi
B. longum subsp. infantis a také B. breve vyuzit (Kyle et Mills, 2017).

B. bifidum je jediny bifidobakterialni kmen, ktery je schopny degradovat mucin
a uvolnovat monosacharidy, které mohou byt vyuzity jinymi stfevnimi mikroby.
Eubacterium hallii je ¢etné se vyskytujici komenzal, ktery produkuje butyrat a propionat
z fermenta¢nich metabolit, ale nemuZe sam degradovat oligo— a polysacharidy. Trofické
interakce bifidobakterii a E. hallii vedou k tvorbé acetatu, butyratu, propionatu a formiatu,
potencidlné prispivajicich ke tvorbé stievnich SCFA s pfinosem pro hostitele a pro
mikrobialni kolonizaci stfeva. Poméry vznikajicich SCFA se 1i§i v zavislosti na
mikrobialnich druzich (Bunesova et al., 2018).

Pro bifidobakterie je specificky tzv. hexdzovy metabolismus. Jednd se o
katabolismus a jeho klicovym enzymem je fosfoketoldza fruktdzy-6-fosfatu, kterd Stépi
hexdzovy fosfat na 4-fosfat erythrozu a acetylfosfat (Scardovi a Trovatelli, 1965; De Vries
et al., 1967). Z tetr6zovych a hex6zovych fosfatii se postupnym pusobenim transaldelazy
a transketolazy vytvareji pentézové fosfaty, které prostfednictvim obvyklého S$tépeni
2-3 zpisobuji vznik kyseliny mlé¢né a kyseliny octové v teoretickém kone¢ném poméru
1,0:1,5. Fermenta¢ni rovnovahu mize zménit tvorba kyseliny mravenci a etanolu. Rzné
druhy bifidobakterii produkuji za stejnych podminek rtizné mnoZstvi octanu, mlééného
etanolu a formiatu (Biavati et al., 2000). Zjednodusené schéma frukt6za-6-fosfatové cesty je
znazornéno na Obr. 2 (Amaretti et al., 2007). Mezi pomérné nové poznatky patii schopnost
riznych druhi bifidobakterii vyuzit L-fukdzu za vzniku 1,2-propandiolu. Protoze je
1,2-propandiol prekurzorem tvorby intestindlnich propionath, vyuziti fukozy
bifidobakteriemi miiZze ovlivnit vyvézenost mastnych kyselin s kratkym fetézcem (BuneSova

etal., 2016).
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Obrazek 2: Fruktoza-6-fosfatova cesta (upraveno podle Amarettiho et al., 2007)

3.1.5 Vyznam

Lidsky gastrointestinalni trakt (GIT) pfedstavuje prostiedi, které je husté osidlené
mikroorganismy. Pfi narozeni je GIT ¢lovéka v podstaté sterilni a je rychle kolonizovan
mikroorganismy, které pochazeji z matky a okolniho prosttedi. V kratkém casovém
horizontu vznikd v GIT kojence mikrobiota, kde jsou bifidobakterie dominantnimi ¢leny.
Jejich dominance vSak mizi po odstavu kojence od matetského mléka. Mnoho zdravotnich
ptinosu spojenych s bifidobakteriemi a vysledny komer¢ni vyznam vyplyvajici z jejich
zaClenéni do tzv. funk¢nich potravin vedly K intenzivnéjSimu vyzkumu zaméfenému
na molekularni porozuméni prokazanych probiotickych vlastnosti tohoto rodu (Bottacini
etal., 2014).

Bifidobakterie jsou vhodné organismy ke studiu genetické hranice mezi bakteriemi
podporujicimi zdravi (probiotiky) a patogennimi bakteriemi. Na bifidobakterie jsou
Vv poslednich letech aplikovany tzv. ,,omics* technologie, jako je sekvenovani mikrobialnich
genomu a analyza genomu. Tyto technologie jsou povazovany za branu do nové éry
biologickych vyzkumii, které osvétli interaktivni genetiku a zadklad vSech mikrobialnich
vlastnosti (Schell et al., 2002). Sledovani genomu mutize poskytnout nové poznatky o tom,
jak se naptiklad probiotika vyrovnavaji s environmentalnim stresem. Kmeny bifidobakterii

musi prokdzat odolnost vi¢i nepfiznivym podminkam, kterym jsou vystaveny
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v pramyslovych vyrobnich procesech (lyofilizace aj.). Kmeny jsou vystaveny potencialné
stresovym podminkam nejen pii primyslovém zpracovani, ale také v ptirozeném prostiedi,

kde je jejich schopnost rychle reagovat nezbytna pro preziti (Lindner et al., 2007).

3.1.6 Probiotika

Pojem ,,probiotikum® je zndmy od pocatku 20. stoleti (Metchnikoff, 1907). Fuller
(1989) jej popisuje jako zivou mikrobidlni slozku stravy, ktera pozitivné ovliviiuje hostitele
tim, Ze zlepSuje jeho mikrobialni rovnovahu. Soucasnd definice probiotik zni: ,,Probiotika
jsou zivé mikroorganismy, které, pokud jsou podavany v dostate¢cném mnozstvi, poskytuji
hostiteli zdravotni ptinos* (Hill et al., 2014). Vzhledem k obecné domnénce, Ze jsou
bifidobakterie uzite¢né pii udrzovani rovnovahy v lidské stfevni mikrobioté, byly tyto
organismy zafazeny do skupiny probiotik. Pro ¢loveéka se jako probiotika pouzivaji
pfedevsim druhy z roda Bifidobacterium a Lactobacillus. Aby byl kmen zafazen mezi

probiotika, musi spliiovat nasledujici kritéria viz Obr. 3 (Biavati et al., 2000).

Obrézek 3: Definice probiotického kmene (upraveno podle Biavatiho et al., 2000)

Vsechna probiotika maji kratkou Zivotnost v lidském stfevé a potiebuji opakované
davkovani, aby udrzely konstantni hladinu. Méfeni probiotik ve stolici vykazuje vyrazny
pokles uz tyden po ukonéeni peroralniho podavani (Alander et al., 1999). Alternativni
strategii pro zménu stfevni mikrobioty jsou prebiotika. Ta mohou byt snadno
metabolizovana specifickymi Zadoucimi bakteriemi a tim podporuji jejich rast. Kombinace

prebiotik a probiotik se nazyva ,,synbiotika“ (Spiller, 2008).
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3.1.7 Psychobiotika

Obijevily se studie zkoumajici spojitosti mezi stievni mikrobiotou a funkcemi mozku.
V téchto studiich se objevuje pojem ,,psychobiotikum®, ktery je definovan jako zivy
organismus (probiotikum), ktery pfi ptijimani v odpovidajicim mnoZzstvi pfindsi zdravotni
pfinos pacientiim trpicim psychiatrickymi onemocnénimi. Jako tfida probiotik jsou tyto
bakterie schopné produkovat a dodavat neuroaktivni latky, jako jsou Kkyselina gama-
aminoméselnd (GABA) a serotonin, které ptsobi na komunika¢ni osu mezi mozkem
a sttevy. Predklinickd hodnoceni u hlodavcll naznacuji, Ze nékterd psychobiotika maji
antidepresivni nebo anxiolytickou aktivitu. Dosud byla psychobiotika nej€astéji studovana
Vv psychiatrickém prostiedi u pacientli se syndromem drazdivého stteva, kde byly hlaSeny
pozitivni ptinosy pro fadu organismu, véetné Bifidobacterium longum subsp. infantis (Dinan
etal., 2013). Sarkar et al. (2016) navrhuji, rozsitit definici psychobiotik, jako zivych bakterii
(probiotik), tak, aby zahrnovala také prebiotika, kterd zvySuji rlst prospéSnych stfevnich
bakterii a dale nad ramec probiotik a prebiotik na jakykoliv exogenni vliv, jehoz G¢inek na
mozek je zprosttedkovan bakterialng.

Podle Dinana et al. (2015) evolu¢ni tvorba komplexni stfevni mikrobioty u savct
hrala duleZitou roli pfi umoznéni vyvoje mozku a mozna i sofistikované socialni interakce.
Geny lidské stfevni mikrobioty vyznamné prevysuji lidské geny v téle a jsou schopné
produkovat nescetné mnozstvi neuroaktivnich slouc¢enin. Nedavné vyzkumy podle nich
naznacuji, Ze tito mikrobi ovliviluji pfedevsim kognitivni funkce a z&kladni vzorce chovani,
jako je socialni interakce a fizeni stresu. Pfi nepiitomnosti mikrobli nastane podstatna zména
neurochemie v pozadi. Studie stfevnich mikrobu tedy mohou hrat dilezitou roli v posileni
porozuméni poruch kognitivniho fungovani a spole¢enské interakce, jako je autismus. Byla
popsana obousmérna komunikacni sit, jejimz prostfednictvim mohou signaly z mozku
ovlivitovat motorické, senzorické a sekre¢ni modality stfev, a naopak visceralni zpravy ze
stteva mohou ovliviiovat funkci mozku. Patfi sem vagusovy nerv, osa hypotalamus-
hypofyza-nadledviny (HPA), cytokiny produkované imunitnim systémem, metabolismus
tryptofanu a produkce mastnych kyselin s kratkym fetézcem (Obr. 4). Také Schmidt et al.
(2015) uvédi, ze ptijem probiotik (a prebiotik) moduluje zpracovani informaci, které jsou
siln¢ spojené s uzkosti a depresi a ovliviiuji neuroendokrinni stresovou odezvu.

Evans et al. (2017) zjistovali rozdily v mikrobialnim slozeni stolice jedincti

s bipolarni poruchou a kontrolni skupinou. Jejich studie poskytuje prvni podrobnou analyzu
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intestinalniho mikrobiomu s vicenasobnymi doménami z bipolarni populace. Data podporuji

hypotézu, Ze cileni na stfevni mikrobiotu mize byt i€¢innym paradigmatem lécby bipolarni

poruchy.
Neurotransmitery:
GABA
norepinefrin
dopamin SCFAs
serotonin _
stfevni
epitel
lumen

Obrazek 4: Obousmérné komunika¢ni cesty mezi mozkem a stfevni mikrobiotou
(Dinan et al., 2015)

3.2 Prebiotika

Pivodné byla prebiotika popisovéana jako nestravitelnd slozka potravy, kterd ovliviiuje
hostitele stimulaénim rastem a/nebo aktivitou jednoho nebo omezeného poctu bakterii

Vv tlustém stievé a tim zlepSuje zdravi hostitele. Tato definice zlstala nezménéna vice nez
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15 let od jejiho prvniho zavedeni v roce 1995 Gibsonem a Roberfroidem. Na 6. zasedani
Mezinarodni védecké asociace probiotik a prebiotik (ISAPP) v roce 2008 byla definice
»dietnich prebiotik* aktualizovana jako nestravitelna sloucenina, ktera vede ke specifickym
zdravi hostitele. Autofi podporovali také rozsifeni zéakladniho seznamu prebiotik
o slouceniny, jako jsou rezistentni Skroby, pektin, arabinoxylan, ale také nesacharidové
slouéeniny, jako jsou polyfenoly. Zda bude prebiotickd koncepce prochazet revolu¢nim
vyvojem, ktery pfijme koncepci vicenasobnych interakci mezi hostitelskou fyziologii,
imunologii, funkci stfevni mikrobioty a potravou, je zalezitosti konsenzu mezi védci
a regula¢nimi agenturami (Valcheva et. Dieleman, 2016).

Prebiotikum musi spliiovat nasledujici pozadavky — nesmi byt hydrolyzovano nebo
absorbovano v horni ¢asti gastrointestinalniho traktu (GIT), musi podporovat rozvoj
prospéSnych bakterii, jako jsou bifidobakterie a laktobacily a musi vyvolavat pifiznivé
fyziologické ti€inky na zdravi hostitele. GIT ¢lovéka zahrnuje vice nez 1000 druhii a kolem
10 mikroorganismil, pievazné anaerobnich (>99 %). Vé&decké prace ztéto oblasti
naznacuji, Zze sttevni mikrobiota neni jen prostou sbirkou mikroorganismt, ale odrazi také
vzajemné vztahy mezi riznymi skupinami, které by mohly spolupracovat ve prospéch
hostitele. Mikrobiota vytvaii izkou symbidzu s hostitelem, ktery poskytuje ziviny a vhodné
podminky pro vyvoj mikroorganismt. EXistuje dlouhy seznam patologickych stavi
spojenych se zménou stfevni mikrobioty, vcetné jaterni encefalopatie, prijmu, diabetu,
obezity, rakoviny tlustého stieva, IBS (syndrom drazdivého stieva — irritable bowel
syndrom), IBD (zanétlivé onemocnéni stiev — inflammatory bowel disease),
gastrointestinalnich infekci a nekrotizujici enterokolitidy (Spiller, 2008; Miguez et al.,
2016). Slozeni stievni mikrobioty je ovlivnéno fadou faktor®, které zahrnuji mikrobialni
druhy ziskané pii narozeni, genetiku hostitele, vék, onemocnéni a uzivani antibiotik, stres
studii se zaméfuje na modulaci sttevni mikrobioty uzivanim funk¢nich potravin, jako jsou
prebiotika (Miguez et al., 2016).

NejcCastéji prijimana prebiotika jsou inulin, laktuldza, fruktooligosacharidy (FOS),
galaktooligosachardiy (GOS) a oligosacharidy lidského mléka (HMO — human milk
oligosaccharides). Existuje stale rostouci seznam potencialnich prebiotik, ackoli dikazy

0 nich, zejména u lidi, nejsou zatim tak dobte znamy jako u FOS a GOS. N¢ktera prebiotika
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jsou jiz komeréné dostupna, ale dalsi jsou stdle v pocate¢nim stadiu vyvoje (Belorkar
et Gupta, 2016; Miguez et al., 2016).

Hlavnimi odvozenymi produkty intestinalni bakterialni fermentace prebiotickych
substrati jsou mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA — acetat, propionat, butyrat).
SCFA vykazuji ngkolik ptiznivych u¢inkd. Maji kliCovou roli pti prevenci a 1é¢bé
metabolického syndromu, poruch stiev a rakoviny, ochrané pied obezitou indukovanou
dietou a regulaci stfevnich hormonti nebo pozitivni ucinek na lé¢bu ulcerdzni kolitidy,
Crohnovy choroby a prujmu souvisejiciho s antibiotiky a obezitou. Hlavnim zdrojem pro
kolonocyty je butyrat, propionat ma ulohu v procesech glukoneogeneze a acetat je vyuzit
pro lipogenezi (Miguez et al., 2016).

Na tvorb¢ polysacharidii se podili pouze nékolik monosacharidi a jejich derivata (D-
glukoza, D-galaktéza, D-mandza a dalsi), pfesto se vSak vyznacuji odliSnymi vlastnostmi.
Mimo jiné maji $iroké vyuziti také v potravinaistvi a farmacii. Celuloza a $krob, pektin
a razné druhy gum se pouzivaji kvili svym zahuStovacim, emulga¢nim a Zzelirovacim

schopnostem (Copikova et al., 2005).

3.2.1 Oligosacharidy

Oligosacharidy jsou cukry slozené z nékolika monosacharidovych jednotek (2—10).
V ptirod¢ jsou bézné¢ dostupné a jedna se predevsim o slozky rostlin, ale i zivociSnych
produkti (med a mléko). V poslednich letech se u oligosacharidi diskutuje jejich syntéza
zprostiedkovana mikrobialnimi enzymy a také fyziologické ucinky na zdravi ¢lovéka,
protoze nékteré ziskavaji Siroké uplatnéni jako prebiotika (Belorkar et Gupta, 2016).
Ptedevsim galaktooligosacharidy (GOS) a fruktooligosacharidy (FOS) byvaji zkouméany pro
své schopnosti stimulovat rst prospésné mikrobioty. Fanaro et al. (2005) ve studii na
nedonosenych détech prokézali, ze prebiotickd smés GOS s kratkym fetézcem a FOS
S dlouhym fetézcem moduluje stfevni mikrobiotu a imunitni systém stejn¢ dobie, jako
matetské mléko. Oligosacharidy, které se v soucasnosti piidavaji do kojenecké vyzivy jsou
vsak strukturalné odlisné od oligosacharidt piirozené se vyskytujicich v matefském mléce,
a proto podle Musilové et al. (2014) nemusi napodobovat nékteré strukturné specifické
ucinky. Singh et al. (2015) zase zjistili, ze fermentace xylooligosacharidi (XOS; produkt
hydrolyzy xylanu) a produkce mastnych kyselin s kratkym ftetézcem zlepSuje zdravi

stievniho epitelu a reguluje metabolicky proces.

20



Tabulka 1: Rozdéleni nejéastéjSich piirozené se vyskytujicich oligosacharidi

(upraveno podle Belorkar et Gupta, 2016).

Druh oligosacharidii
FOS

Fruktooligosacharidy

GOS

Galaktooligosacharidy
LDGOS
Galaktooligosacharidy odvozené od lakt6zy
XOS

Xylooligosacharidy

AQOS

Arabinooligosacharidy

ADMO

Oligosacharidy odvozené od mofskych fas

pAOS
Kyselé oligosacharidy odvozené od pektinu

CD
Cyklodextriny

HMO
Oligosacharidy lidského mléka

Popis

Frukt6zové jednotky spojené pomoci -2,1 vazby.
Pouziti jako alternativni sladidla, inhibi¢ni uc¢inek
na patogeny a stimulaéni pro rod Bifidobacterium —
potencial synbiotik.

Galaktozové jednotky spojené pomoci riznych
vazeb (B-1,1; 1,2; 1,3; 1,4; 1,6). Metabolismus
absorpce cholesterolu a triglyceridd, minerald,
zlepSeni vyprazdiovani, prevence rakoviny.

Galakt6zové jednotky spojené pomoci riznych
vazeb (-1,1; 1,2; 1,3; 1,4; 1,6). Metabolismus
absorpce cholesterolu a triglyceridi, minerald,
zlepSeni vyprazdiovani, prevence rakoviny.

Xylézové jednotky spojené pomoci -1,4 vazby.
Ptinos pro 1écbu diabetu II. typu, snizuje celkovy
cholesterol a LDL cholesterol, 1é¢ba aterosklerozy,
vysoce bifidogenni.

Slozené z jednotek arabindzy. Snizeni zanétlivych
stavil u ulcerdzni kolitidy,
stimulace rodd.

Podle chemické struktury: chitosan-, laminarin-,
alginat-, fukoidan-, karagenan-,
ulva-oligosacharidy. Prebiotika, stimulace imunity,
pozitivni vliv na rakovinu.

Pouziti napt. v kojenecké vyzivé k potlaceni
priymu a zvySeni absorpce mineralti a iontd, antiox.
ucinky, pomoc pii plicnich infekcich.

Stabilizatory a latky upravujici chut’ v potravinach,
antioxidanty.

Stimulace roda Bifidobacterium a Lactobacillus
u kojencti krmenych matefskym mlékem.

Dals§imi vyznamnymi skupinami pfirozené se vyskytujicich oligosacharidii jsou také
mannooligosacharidy, oligosacharidy odvozené od soji, chitanooligosacharidy aj. Mezi
syntetickymi oligosacharidy pak isomaltooligosacharidy, glukooligosacharidy a laktuldza.

D¢leni se u riiznych autort 1isi (Macfarlane et al., 2007; Belorkar et Gupta, 2016).
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3.2.2 Polysacharidy

Polysacharidy jsou v pfirodé velmi rozsitené. Tvofi je monosacharidové jednotky
vazané glykosidovou vazbou. Mezi nejznaméjsi zastupce patii napiiklad Skrob, glykogen,
celuléza nebo chitin. Nyni jsou stale cast€ji nékteré polysacharidy zkoumany jako
prebiotika, pro své antioxidacni a protirakovinné G¢inky, vliv na podporu imunity apod.
Nové polysacharidy z rtiznych zdroju vyzaduji dalsi testovani a vyzkum. Jednim z nejvice
zkoumanych polysacharidi ve vztahu k bifidobakteriim je Skrob. Bylo zjisténo, ze skrob
a Skrobové hydrolyzaty jsou nejobecnéjSim a pfiznivym zdrojem uhliku pro bifidobakterie
(Cronin et al., 2011; Sanchez-Zapata et al., 2011; Liu et al., 2015). Kvuli vyssi odolnosti
a schopnosti dosdhnout tlustého stfeva je v tomto ohledu zkouman tzv. rezistentni $krob
(Raigond et al.,, 2015). Potencialnimi prebiotiky vSak mize byt spousta dalSich
polysacharidd, He et al. (2016) dale napiiklad zkoumali ve vod¢ rozpustné polysacharidy
Z bambusovych vyhonkli a prokazali jejich prebiotické u¢inky na nékteré zastupce rodu
Bifidobacterium.

3.3 Pouzité substraty

3.3.1 Glukébza

D-glukéza je nejvyznamnéjsi piirozené se vyskytujici monosacharid. Jedna se o
hex6zu a aldozu. Velkou roli hraje pfedevsim v energetickém metabolismu. Mezi hlavni
metabolické drahy, kterych se glukéza a jeji derivaty Wcastni, patii glykolyza,
glukoneogeneze, syntéza a degradace glykogenu a pentézovy cyklus. Glukéza je stavebnim
kamenem dulezitych polysacharidi, jako je glykogen (Obr. 6), skrob (Obr. 7a a 7b)
a celuléza (Obr. 9). Volna glukdza se vyskytuje v ovoci (tzv. hroznovy cukr) a medu.

Je vazéna v glykolipidech a nachazi se v krvi vétsiny zivocichu (Matous et al., 2010).

HO—CH, HO—CH,

HO 6 on 2 on O
5—0 Y RS
Q.
HO 3 OHOH © OH ° OH 0 OH .
Obrazek 5: D-glukéza Obrazek 6: Glykogen
(www.wikipedia.org) (www.wikiskripta.cz)
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3.3.2 Bramborovy $krob

Skrob je zasobni polysacharid rostlin, ulozeny ve formé granuli v buiikach listd,
semen a hliz. V piipad¢ potieby je z n¢j odstépovana glukdza. Pro ¢loveka piedstavuje Skrob
nutriéné nejdtlezitdjsi sacharid. Skrob je smési dvou typt polymert — amyldzy (20 %)
a amylopektinu (80 %), které predstavuji piiblizn¢ 98—-99 % suché hmotnosti. Pomér obou
polysacharidi se méni podle botanického ptivodu Skrobu (Tester et al., 2004). Amyldza je
tvofena nerozvétvenym fetézcem, ktery se sklada z molekul glukozy spojenych
O-glykosidovou vazbou a-1,4. Diky a-konfiguraci na 1. uhliku vytvaii amyl6za Sroubovici
se stabilizovanou strukturou. Amyléza je rozpustnd ve vodé€. Oproti tomu amylopektin ma
rozvétveny fetézec a je ve vod¢ nerozpustny. Zakladni fetézec amylopektinu ma stejnou
strukturu jako amyl6za, ale po 20-30 glukézovych jednotkach je vétven vazbou o-1,6
(struktura pfipomina strom; Matous et al., 2010).

Bramborovy Skrob ma granule cockovitého tvaru o velikosti 5-100 pm,
s charakteristickou vrstvenou strukturou (Tester et al., 2014). Obsah skrobu v hlize stoupa
behem rastu hlizy. ZvySeni je zptusobeno jak nartstem poctu granuli, tak zvétSenim jejich
velikosti. Ptirodni bramborovy $krob se hojné vyuziva v potravinaiském, papirenském
a textilnim pramyslu (Grommers et van der Krogt, 2009).

Novy potencial jako prebioticka slozka potravy nabizi tzv. rezistentni $krob (resistant
starch — RS). Je uznanym zdrojem vlakniny, klasifikovanym jako komponenta vlakniny
S ¢asteCnou nebo uplnou fermentaci v tlustém stfevé mikrobiotou a poskytujici rizné
pozitivni G¢inky na zdravi hostitele. Obsah RS v potravinach je velmi ovlivnén zptisobem
ptipravy jidla a technikami zpracovani. RS Vv potravé je také ménén fyzikalnim nebo
chemickym osetfenim (Raigond et al., 2015). O RS v potravinach je velky zajem diky jeho
fyziologickym uc¢inktim (zvyseni defekace, snizeni rizika rakoviny traviciho traktu, snizeni
postprandidlni reakce glukézy a hladiny lipida v krvi, kontrola hladiny triglycerida
a cholesterolu v plazmé, absorpce minerali a slibny vliv v prevenci vzniku zlu¢ovych
kament). RS lze diky jeho pozitivnim uc¢inkim na zdravi konzumenta vyuzit jako
prebiotickou slozku potravy. Prebiotické UCinky je mozné jesté zvysSit kombinaci

s fruktooligosacharidy s kratkym fetézcem (Evangélica et al., 2011; Raigond et al. 2015).
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Struktura skrobu je zobrazena na Obr. 8: A — zakladni fetézec amylopektinu; B — organizace
amorfnich a krystalickych oblasti (struktur, které ptispivaji k vytvareni ,,rastovych kruhti‘;
C — orientace molekul amylopektinu v prafezu granule; D — struktura dvojité Sroubovice ze
sousednich fetézct. Typy Fetézce — (1.) vytvaii hustsi krystaly (vétSina obilovin), (2.)
vytvaii otevienéjSi hydratované hexagonalni krystaly (banany a nékteré hlizy vcetné

brambor), (3.) kombinace typt 1 a 2 (hrach a fazole).
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Obrazek 8: Struktura $krobu (upraveno z http://www1.Isbu.ac.uk)
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3.3.3 Celul6za

Celuléza je polysacharid skladajici se z jednotek beta-D-glukdzy spojenych
glykosidovou vazbou B-1,4. Tvoii dlouhé nerozvétvené fetézce, které jsou zcela nerozpustné
ve vod¢. Celuldza je hlavni stavebni latkou rostlinnych primarnich bunécnych stén a spolu
s ligninem a hemicelulézami se podili na stavbé stén sekundarnich. Kromé vyssich rostlin je
syntetizovana také vétsinou skupin fas, fadou bakterialnich druht a plasténci. Je obecné
znamo, ze celuléza je velmi dulezity biopolymer a téméf nevycCerpatelnd a obnovitelna
surovina, kterd se vyuziva v fad€ produktli. Termin celul6za byva nespravné pouzivan pro
oznaceni polotovaru v papirenském prumyslu. Jde o smés celuldzy, hemiceluldz a zbytka
ligninu a spravny termin je ,bunifina®“. VétSina celuléozovych materidld se sklada
z krystalickych a amorfnich ¢asti (v riznych pomérech) v zavislosti na zdroji. Fyzikalni
vlastnosti, chemicka povaha a reaktivita celulozy jsou ovlivnény usporadanim molekul viici
sob& navzajem i vuéi ose vlakna. Interakce mezi pevnymi celul6zovymi materialy s vodou,
enzymy nebo jinymi reaktivnimi a adsorpénimi latkami se objevuji diive v nekrystalickych
oblastech a/nebo na povrchu krystaliti celulozy (Matous et al., 2010; Ciolacu et al., 2011).

Vétsina save ma omezenou schopnost travit vlakninu, jako je celul6za. Pfi¢inou je
chybéjici enzym hydrolaza, ktery je schopny Stépit B-1,4 glykosidové vazby (Matous et al.,
2010). Nekteti piezvykavei (napf. kravy a ovee) vSak maji v GIT symbiotické bakterie, které
produkuji enzym celuldzu. Ta mikroorganismim pomaha celulézu travit a rozkladné
produkty jsou bakteriemi vyuZzivany k proliferaci. Celuldéza je bakteriemi hydrolyticky

St€pena na mensi polysacharidy (celldextriny) az po glukozu (Fosses et al., 2017).
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Obrazek 9: Strukturni vzorec celulézy (www.wikipedia.org)
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3.3.4 Lignin

Lignin, odvozeny od latinského vyrazu ,,lignum*, znamena dievo a tvoii velkou ¢ast
rostlinné biomasy. Je druhym nejbohat§im obnovitelnym ptirodnim zdrojem vedle celulozy.
Jedna se o vysoce heterogenni biopolymer s rozvétvenou 3D strukturou, ktera obsahuje
rizné funk¢ni skupiny — hydroxylové, methoxylové, karbonylové a karboxylové (Naseem
etal., 2016). Zakladni stavebni jednotkou jsou derivaty fenylpropanu, které jsou oznacovany
jako prekurzory ligninu (kumarylalkohol, koniferylalkohol a sinapylalkohol). Tyto
prekurzory jsou vazany do trojrozmérnych struktur etherovymi vazbami nebo vazbami mezi
dvéma uhliky (Wengenmayer et al., 1976). Lignin je dalezitou soucasti vSech cévnatych
rostlin, poskytuje jim pevnost a tuhost a je pomérné odolny vi¢i degradaci (Naseem et al.,
2016). Lignin lze ziskat z riznych obnovitelnych surovin, napiiklad z cukrové titiny,
bagasy, borovice nebo cedrového dieva. Tvrdé dievo (naptiklad javor) obsahuje mensi
mnozstvi ligninu, nez mékké (naptiklad borovice). Pfirodni lignin je bezbarvy nebo svétle
Zluty, ale pti oSetfeni kyselinou nebo zasadou zméni barvu na tmavé hnédou. Lignin ma
vysokou tepelnou stabilitu, antioxidacni vlastnosti, je biologicky odbouratelny, ma
antimikrobialni povahu a adhezivni vlastnosti. Kromé ¢&etného vyuziti v technickém
pramyslu (vyroba plastd, pryskyiic, obalové materialy aj.) nachazi vyuziti také v primyslu
potravinafském, jako zdroj nerozpustné vladkniny. Je obzvlaste odolny vici travicim
enzymim. Chemicky modifikovany lignin je pouzivan jako dispergac¢ni cinidlo,
zahustovadlo a dalsi (Naseem et al., 2016). Ptiroda nasla zpisob, jak upIné degradovat lignin
pomoci ligninolytickych enzymovych systému, které maji nékteré houby. V poslednich
letech se zintenzivnil vyzkum bakterialnich enzymi schopnych modifikace ligninu
a odhalilo se n€kolik z nich, které na lignin piisobi. Dvé hlavni tfidy jsou peroxidazy typu

DyP a lakéazy (de Gonzalo et al., 2016).
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Obrazek 10: Prekurzory ligninu (www.wikipedia.org)
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Obrazek 11: Jedna z moznosti struktury ligninu (www.wikipedia.org)

3.3.5 Xylan

Xylany jsou spolu s ligniny hlavni sou¢asti druhotnych bunéénych stén dievnatych
¢asti rostlin a jsou potiebné pro jejich normalni rist a vyvoj. Xylan je jednou z nejvice
zastoupenych slozek hemicelul6z, které se spolu s pektiny a a-celulézou fadi mezi
rozpustnou vlakninu. Suroviny bohaté na xylan, jako jsou ryZové otruby, proso a dalsi,
mohou byt enzymaticky prevedeny na bioaktivni slouc¢eniny (oligosacharidy, alkoholy
a fenolové kyseliny). Xylandzovou hydrolyzou xylanu extrahovaného z rostlin vznikaji
xylooligosacharidy (XOS), tfida nestravitelnych funkénich slozek potravin, které maji nizsi
stupent polymerace (Ayyappan et al., 2017). Protoze je vétSina xylant rozvétvena a obvykle
mivaji zbytky kyselin, mnoho fragmenti XOS ma také boéni zbytky. Ty mohou zablokovat
xylanazové a xylosidazové reakce kolem rozvétvené oblasti a zptisobit pomalé a netplné
traveni. U¢inna a uplna degradace XOS vyzaduje spolupraci riznych enzymi, véetnd
B-xylosidazy, a-glukuronidazy, o-L-arabinosiddzy nebo  acetyl-xylan-esterazy.
Bifidobakterie mohou metabolizovat Xxylooligosacharidy, ale tato schopnost zavisi na

uc¢innosti jejich xylanolytickych enzymovych systému (Zeng et al., 2007).
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XOS na sebe mohou mit navdzané fenoly (véetné kyseliny ferulové a kyseliny
kumarové), coz jim pfidava na antioxida¢nim uc¢inku a imunomodula¢ni aktivité (Singh
et al., 2015). Maji vyznamny prebioticky potencial, pfestoze jsou ve srovnani
s fruktooligosacharidy (FOS) a galaktooligosacharidy (GOS) pouzivany méné. V soucasné
dobé¢ je hlavnim zdrojem pro produkci XOS kukufice a jako alternativni zdroje xylanu je
tieba prozkoumat ryZzové otruby a proso, protoze vzhledem k omezené dostupnosti xylanu
vV komerénim métitku je vhodné najit zdroj ze zemédé€lskych odpadi (Ayyappan et al.,
2017).
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Obrazek 12: Jedna z moznosti struktury xylanu (www.wikipedia.org)

3.3.6 Pektiny

Pektiny jsou vSudypfitomné rostlinné polysacharidy. Nachazi se v bunéénych
sténach ve stfedni vrstveé (mezi primarni a sekundarni bunéénou sténou). Pektinové struktury
pfedstavuji obrovskou strukturalni rozmanitost, mohou mit ruzné fyzikalné-chemické
a biologické vlastnosti, které jsou uzite¢né v Sirokém spektru aplikaci. Chemické struktura
pektinu je heterogenni, v zavislosti na pivodu, umisténi v rostliné a extrakéni metodé.
Hlavni struktura je tvofena zbytky uronové Kyseliny spojenymi  pomoci
a-1-4-glykosidickych vazeb (Miller-Maatsch et al., 2016). Tato frakce je zndma jako tzv.
»hladka oblast a obcas je pferuSena tzv. ,,vlasovou oblasti®, kde se nachazeji postranni
fetézce tvorené fadou neutralnich cukri (Miguez et al., 2016).

Podle definic FAO (Food and Agriculture organization) a WHO (World Health
Organization) pro potravinaiské ptidatné latky a Evropské komise musi pektin obsahovat
nejméné 65 % kyseliny galakturonové. Pektiny jsou Siroce pouzivany jako technologické
pomocné latky v potravinaiském pramyslu a je vyuzivana jejich strukturalni rozmanitost.

Rozdilna struktura vede k riznym gelovacim vlastnostem, emulznim aktivitam, stabilité
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emulze a u¢inkim uvoliiovani v komplexnich matricich potravin. Mimo jiné se pektin
pouziva ve farmaceutickych ptipravcich jako funkéni slozka pro kontrolu uvoliovani
oligomerti vykazujicich prebiotickou aktivitu (Muller-Maatsch et al., 2016). V soucasné
dobé jsou hlavnimi zdroji pektinu jable¢né vylisky a citrusova buni¢ina (Miguez et al.,
2016).

Caste¢nou hydrolyzou pektintl Ize ziskat oligosacharidy (pectic oligosaccharides,
POS), které maji velmi slozitou strukturu. POS byly navrzeny jako nova téida prebiotik, ktera
je schopna vyvinout fadu zdravotné prospé$nych uc¢inki, jako jsou stimulace apoptdzy
u bun¢k adenokarcinomu tlustého stfeva, potencial kardiovaskularni ochrany in vivo, snizeni
poSkozeni tézkymi kovy, antiobezni ucinky, antitoxické, antiinfekéni, antibakterialni

a antioxidacni vlastnosti. (Miguez et al., 2016).
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Obrazek 13: Strukturni vzorec pektinu (www.researchgate.net)

3.3.7 Arabinogalaktan

Arabinogalaktany patfi do skupiny sacharidi znamych jako hemicelulozy, které
se hojné¢ vyskytuji Vvbunéénych sténach rostlinnych bunék. Ve vEétSiné rostlin
se arabinogalaktany vyskytuji v kovalentni vazbé s proteinem (jako proteoglykany nebo
jako glykoproteiny). Proteinova ¢ast bilkovin asociovanych s arabinogalaktanem je typicky
bohata na hydroxyprolin, serin, alanin, treonin a glycin a je rezistentni na proteolyzu ve svém
pfirozeném stavu. Arabinogalaktany jsou jiz tisice let soucasti lidské stravy. Byly zjiStény
v semenech, listech, kofenech, ovoci a xylému vSech vysSich rostlin. Hlavnimi zdroji
v lidské stravé je ovoce a zelenina (porek, mrkev, hrusky, kukutice a dalsi), ale i 1é¢ivé
bylinky (Echinacea, Curcuma longa a dalsi). Hlavnimi komerénimi zdroji arabinogalaktanu
jsou severomaerické modfiny, které jsou geneticky odli$né od evropskych druhti (Kim et al.,

2002; Dion et al., 2016).
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Arabinogalaktan se skladd ze dvou monomerd, D-galaktézy a L-arabindzy,
se stopami uronove kyseliny. Spole¢ny vybor odborniki FAO a WHO pro potravinaiské
ptidatné latky (JEFCA) zahrnul arabinogalaktan do oddilu ,,Zelirovaci ¢inidla, zahutovaci
¢inidla, stabilizatory rostlinného ptivodu‘ a zaregistroval jej pod ¢islem E 409 (Grube et al.,

2012).
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Obrazek 14: Strukturni vzorec arabinogalaktanu (www.wikipedia.org)

Arabinogalaktan je klasifikovan jako vlaknina, protoze odolava traveni enzymy ve
slinach i vtenkém stievé a do tlustého stieva vstupuje v neporuseném stavu, kde je
fermentovan rezidentni mikrobiotou (Grube et al., 2012). Vlastnosti arabinogalaktani zavisi
na jejich pivodu a mohou zahrnovat ochranu stfevni sliznice a funkce tlustého stfeva,
podporu traveni a zlepSeni stfevni mikrobioty, zlepSeni stresem indukovanych
gastrointestinalnich dysfunkci, G¢inek na vaskularni permeabilitu, Gi¢inek na metastatické

onemocnéni a posileni imunitni funkce (Dion et al., 2016).

3.3.8 Guma z rohovniku

Rohovnik obecny (Ceratonia siliqua) je rostlina z ¢eledi bobovitych. Plodim
se prezdiva svatojansky chléb nebo karob (Obr. 16). Z plodd se izoluje guma, ktera je
povolenym potravinaiskym aditivem pod ¢islem E 410. Obsahuje hlavné hydrokoloidni
polysacharid s vysokou molekulovou hmotnosti, slozeny =z jednotek galaktopyranozy

a mannopyranozy, které jsou vazané prostrednictvim glykosidickych vazeb a mohou byt
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chemicky nazvany jako galaktomanan (Mortensen et al., 2017). Struktura se podoba guarove
gumé, rozdil je v uUrovni D-galaktozového postranniho fet€zce (ma mensi pocet
galaktozovych jednotek). Guma z rohovniku je ¢aste¢né rozpustna ve vodé a pouziva se jako
zahust'ovadlo. Kombinace s karagenanem, agarem, xanthanovou a guarovou gumou ma
synergicky efekt. Podobné¢ jako u guarové gumy je viskozita a stabilita velmi ovlivnéna
zménami pH (Sheweta et Deepak, 2014; Saha et al., 2017).

Guma z rohovniku je povazovana za prvni galaktomanan, pouzivany jako aditivum
v prumyslovych odvétvich (papirensky, textilni, farmaceuticky, kosmeticky a potravinaisky
pramysl). Diky své schopnosti vytvaiet velmi viskézni vodny roztok v pomérné nizké
koncentraci se pouziva jako stabilizator a ndhrada tukd v mnoha potravinaiskych produktech
(Sheweta et Deepak, 2014). Radi se do rozpustné vlakniny a diky vlivu na viskozitu
a strukturu potravin miize ménit rychlost rozkladu sacharidii béhem traveni. To miize mit
ptiznivé ucinky na regulaci postprandialni hladiny cukru a hladiny inzulinu v krvi, a také
muzZe pusobit preventivné pii 1€cb¢ obezity a diabetu. Viskdzni rozpustna vldknina, jako je
svatojansky chléb, zpomaluje postprandialni glykémii dislednéji nez pSeni¢né otruby a jina
nerozpustna vlaknina (Anderson et al., 2001). Zafazeni této gumy do jidelni¢ku mize byt
pfinosem 1 pii snizovani z&nétu a zanétlivych onemocnéni stiev, Crohnovy choroby
a ulcer6zni kolitidy. Fyziologicky ucinek a viskozitni vlastnosti gumy ze svatojanského

chleba jsou srovnatelné s guarovou gumou a (-glukanem (Sheweta et Deepak, 2014).
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Obrazek 15: Strukturni vzorec gumy z rohovniku (Sheweta et Deepak, 2014)

Obrazek 16: Svatojansky chléb (www.lbg.it)
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3.3.9 Guarova guma

Guarova guma (E 412) je endosperm semen lusténiny Cyamopsis tetragonolobus, ve
formé prasku. Endosperm obsahuje komplexni polysacharid nazyvany galaktomanan, coz je
polymer d-galaktdzy a d-mandzy. Tento polymer je bohaty na hydroxylové skupiny, ve vodé
vytvaii vodikové vazby, roztok zahuStuje a zvySuje jeho viskozitu. Diky svym
zahu$tovacim, emulgaénim, vdzacim a gelovacim vlastnostem, rychlé rozpustnosti ve
studené vodé, Siroké stabilit¢ vrizném pH, schopnosti vytvaret film a biologické
odbouratelnosti naléza uplatnéni ve velkém poctu pramyslovych odvétvi. V poslednich
nékolika desetiletich bylo provedeno hodné vyzkumi guarové gumy, kterd se hodi do
konkrétnich aplikaci (Thombare et al., 2016).

Guarovou gumu je mozné vyuzit jako zdroj rozpustné vldkniny, mize snizit
glykemickou odpovéd’ organismu, zanéty a zadnétlivd onemocnéni stfev. Je bezpecna také
pro zvitata a je Siroce vyuzivana v krmivech. Mnozstvi konzumované guarové gumy je vSak
omezeno (v potravindch na 2 % obsahu) vzhledem k tomu, Ze nadmérna koncentrace gumy
V potravinach muiize zpusobit travici obstrukci a jiné souvisejici problémy (Thombare et al,
2016). Témto problémiim se Ize vyhnout pouzitim ¢aste¢né hydrolyzované guarové gumy.
V adekvatnim mnozstvi guarovd guma sniZzuje zacpu a souvisejici chronicka stfevni
onemocnéni, jako je divertikuloza, Crohnova choroba a syndrom drazdivého stieva
(Takahashi et al., 2009). Diky svym vlastnostem tvorby gelu vykazuje u¢inky na sniZzeni
cholesterolu a glukézy. Snizuje hlad a touhu po jidle, coz pomaha piti ubytku hmotnosti
a prevenci obezity. Pomaha také proti prijmu, cholefe a snizuje hladinu cholesterolu v Krvi

(Rideout et al., 2008).
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Obrézek 17: Strukturni vzorec Obréazek 18: Lusk Cyamopsis tetragonolobus

guarové gumy (www.wikipedia.org) a guma quar (www.jayrajinternational.com)
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3.3.10 Tragantova guma

Tragantova guma pochazi ze stonkt nékterych asijskych druht Astragalus (kozinec).
Rostliny vytvaii gumu ve stfedu kofene a stonku. Po roztiznuti se vylucuje ve formé ,,stuzek*
nebo ,,vlocek®, které pii suSeni kiechnou (Gavlighi, 2013). Tragantova guma se sklada ze
dvou hlavnich frakci — kyselé (rozvétvené a ve vodé rozpustné ¢asti s vysokou molekulovou
hmotnosti, nazyvané tragacanthin) a bobtnajici (ve vodé nerozpustné &asti, nazyvané
bassorin; Gavlighi, 2013; Moradi et al., 2017).

Tragantova guma je schvalena jako potravinaiska ptidatna latka s ozna¢enim E 413.
Rychle bobtna v chladné i horké vod¢, v potravinafském primyslu je komeréné vyuzivana
jako piirodni emulgator (Saha et al., 2017). Ve srovnani s ostatnimi gumami je tragantova
guma pomérné stabilni v $irokém rozmezi pH, az po extrémné kyselé podminky pii pH 2
(Gavlighi, 2013). Kromé vysoké stability v Sirokém rozmezi teplot a pH vykazuje vysokou

odolnost vii¢i mikrobidlnimu napadeni (Saha et al., 2017).
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Obréazek 19: Frakce tragantové gumy (upraveno podle Gavlighiho, 2013)
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Obréazek 20: Astragalus — kofen (www.selfhacked.com)
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3.3.11 Arabska guma

Arabska guma je pryskyftice ziskdvana z nékterych druht akacii (akacie senegalska
— Acacia senegal, akacie arabska — Acacia seyal). Hlavni a postranni fetézec arabské gumy
se sklada z B-D-galaktopyranosylovych jednotek spojenych 1,3 vazbou a pfipojenych
k hlavnimu fetézci pomoci 1,6 vazeb. Jednd se o dobie stravitelnou smés sacharidi
a glykoproteinti, kterd se pouziva v potravinafstvi jako aditivum s oznafenim E 414.
Uplatnéni nachazi ptedevsim jako stabilizator, emulgator a zahustovadlo, ale i v podob¢
povlaku k prodlouzeni skladovatelnosti ovoce a zeleniny. Dale se hojné vyuziva v 1ékafstvi,
Vv malifstvi (soucast klovatiny a fixativu) nebo jako lepidlo na poStovnich zndmkach
a papircich k baleni tabaku. Arabska guma nema vlastni vyraznou vini, ale snadno piebira
vonné vlastnosti jinych latek, a proto se vyuziva jako soucast bylinnych vonnych smési
(Sahaetal., 2017).

Arabska guma se fadi mezi dietni vlakninu, protoze neni travena v tenkém stieve, ale
dosahne stieva tlustého, kde je fermentovana za vzniku mastnych kyselin s kratkym
feté¢zcem. Vzhledem ke svym fyzikalnim vlastnostem arabska guma zpomaluje vstiebavani
glukozy, zvySuje hmotnost stolice a odstrafiuje zlu¢ové kyseliny. Je schopna selektivné
zvysit pocet bakterii mlé¢ného kvaSeni a bifidobakterii u zdravych jedinci. VSechny tyto
vlastnosti podporuji potencialni ulohu arabské gumy jako prebiotického doplinku stravy
(Khalid et al., 2014).

Obrazek 21: Arabska guma (www.britannica.com)

3.3.12 Xantanova guma

Xantanova guma byla objevena v padesatych letech minulého stoleti (Garcia-Ochoa
et al., 2000). Je to mikrobialni exopolysacharid vyrobeny primyslové z uhlikovych zdroju
fermentaci za pouziti gramnegativnich bakterii Xanthomonas spp. Mezi mikrobialnimi

gumami zaujima xanthan vyznamné misto na trhu diky tomu, Ze ma relativné odlisné
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reologické vlastnosti, jako je vysoky stupen pseudoplasticity, vysoka viskozita i pii nizkych
koncentracich, kompatibilita s vétsSinou soli, vynikajici rozpustnost a stabilita v kyselych
a alkalickych roztocich a odolnost proti degradaci pfi riznych hodnotach pH a vysokych
teplotach (Kang et Pettitt 1993; Habibi et al., 2017). Hlavni fetézec sestava z jednotek
B-d-glukdzy spojenych v polohach 1 a 4 a chemické struktura hlavniho fetézce je shodna
se strukturou celulézy (Garcia-Ochoa et al., 2000; Sotiropoulos et al., 2017). Postranni
fetézce trisacharidi obsahuji skupiny kyseliny glukuronové, manozové jednotky
a pyruvatove zbytky (Sotiropoulos et al., 2017).

Bezpecnost a aplikace xanthanové gumy v potravinaiském a farmaceutickém
primyslu byla rozsahle zkoumana. Na zéklad¢ toho byl xanthan schvalen FDA pro pouZiti
jako aditiva bez jakychkoli konkrétnich mnozstevnich omezeni, s oznacenim E 415. Pfidani
gumy z rohovniku nebo guarové gumy ke xanthanové gumé ma synergické ucinky (Garcia-
Ochoa et al., 2000). Vytézek a vlastnosti produkce xanthanové gumy jsou ovliviiovany
pouzitym mikrobidlnim kmenem, pH, teplotou, michdnim a provzduSiiovanim. Odli§nost od
ostatnich gum a pfednosti xanthanové gumy z ni ¢ini vhodnou slozku mnoha potravin

(Habibi et al., 2017).
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Obrazek 22: Strukturni vzorec xanthanove gumy (www.wikipedia.org)
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3.3.13 Karayaova guma

Karayaova guma je exsudat rostliny sterkulie neboli lejnice palivé (Sterculia urens),
dieviny z ¢eledi slézovité. Kompozice gumy zavisi na druhu, ze kterého je odvozena.
Chemicky se jedna o kysely polysacharid slozeny z galaktdézy, ramnozy a kyseliny
galakturonové (Mirhosseini et al., 2012; Saha et al., 2017). Ma& podobné vlastnosti jako
tragantova guma. Ve vode¢ je pfirodni karayaova guma nerozpustnd a pouze bobtna, vytvari
gel (Postulkova et al., 2017; Saha et al., 2017). Je také rezistentni vici hydrolyze mirnou
kyselinou a ¢astecné rezistentni vli€i bakteridlni a enzymatické degradaci (Postulkova et al.,
2017). Karayaovd guma Se pouziva V potravinaistvi jako stabilizator, emulgator
a zahust'ovadlo pod oznacenim E 416, a to pfedevS§im v mléénych vyrobcich a pekarenském

prumyslu. Ve farmaceutickém primyslu se vyuziva jako projimadlo (Saha et al., 2017).

Obréazek 23: Plod lejnice (Sterculia urens)
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4 Vlastni prace

4.1 Material a metody

Bylo vybrano celkem 117 kmena bifidobakterii na testovani schopnosti rastu
a vyuziti 13 ruznych substratd. Jednalo se o 60 druhti a poddruhi bifidobakterii,
pochézejicich z riznych ekologickych nik (lidské, zvifeci, potravinové a odpadni zdroje).
Kromé oficidlnich sbirkovych typovych kmena byly testovany dal$i ,,netypové™ oficidlni
sbirkové kmeny, a dile kmeny izolované na katedfe Mikrobiologie, vyZivy a dietetiky na
CZU a jinde. Viechny testované kmeny byly identifikovany na druhovou a poddruhovou
uroven. Cely a podrobny seznam a informace ke kmeniim jsou uvedeny v Tab. 1 (pfilohy).
Kmeny byly testovany pro jejich schopnost vyuzit substraty jako jsou arabska guma, guarova
guma, pektin, xylan, arabinogalaktan, a dalsi — celkem bylo pfipraveno 13 druhu tekutych
API1 50 CHL médii, ve kterych byl testovany substrat jedinym zdrojem uhliku. Jako pozitivni
kontrola bylo pouzito médium s gluk6zou a jako negativni kontrola ¢isté médium bez zdroje
uhliku. Testovani probihalo in vitro v mikrotitra¢nich desti¢kach. Vyuziti testovanéhoo
substratu danym kmenem se projevilo zménou barvy, jelikoz zde doslo ke tvorbé metabolitti
a snizeni pH. Metabolity (pfedevsim laktat a acetat) byly dale méteny v aniontové formé po
48 hodinach anaerobni kultivace v API 50 CHL médiu pomoci iontoménicové

chromatografie (IC) s potlacenou vodivosti.

4.2 Priprava bakterialnich kultur pro test

Dva dny pted pokusem byly testované kultury pieo¢kovany do Wilkins-Chalgrenova
Zivného bujonu, médium bylo ,,probublano* oxidem uhli¢itym a zbaveno kysliku a nasledné
uzavieno vzduchotésnym uzavérem. Nasledovala kultivace po dobu 48 hodin pii teploté
37 °C. Kazdy vzorek byl pfeockovan dvakrat, pro moznost vybéru 1épe narostlé kultury.
Spravné narostla kultura byla vybrana podle vétSiho zékalu. Poté probéhla kontrola Cistoty
kultury pod svételnym mikroskopem. Kapka vzorku byla aplikovana injekéni stiikackou na
podlozni sklicko, piikryta krycim a sledovana na zakladé mikroskopie s fazovym
kontrastem. Cista kultura se vyznacuje vyskytem nepravidelnych ty¢inek bifidobakterii, bez

kokd, laktobacild apod. Pouze Cista kultura je pouzitelna pro dal$i testovani.
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4.3 Priprava substrati pro test

Bylo piipraveno celkem 13 druht tekutych APl 50 CHL medii, ve kterych byl
testovany substrat v 0,2% koncentraci jedinym zdrojem uhliku. Jako pozitivni kontrola bylo
pouzito médium s glukdzou a jako negativni kontrola ¢isté médium bez zdroje uhliku. Byly
pouzity suroviny od firem Sigma a Oxoid.

VSechny suroviny (Obr. 24) byly smichany v 1,5 | destilované vody. Bylo
odpipetovano 15 x 100 ml média do laboratornich lahviéek. Poté bylo do 14 lahvi¢ek ptidano
po 0,2 g daného substratu a rozmichano (Tab. 2). U jable¢ného a citrusového pektinu bylo
upraveno pH z hodnot 5,8-5,9 na 6,8-6,9.

Polypepton 10¢g
Kvasinkovy extrakt 59
Tween 80 1ml
Hydrogenuhlicitan draselny 29
Octan sodny 59
Diamonium-citrat 29
Siran hotecnaty 0,29
Bromkresolova Cerven 0,17 g
Demineralizovana voda 1000 ml

-> Testovany substrat (Tab. 2) 0,2 g/100 ml

Obrazek 24: Slozeni API 50 CHL média

Tabulka 2: Seznam testovanych substrati

Testovany substrat Oznadeni vychozi pH
Kontrola A 6,87
Glukoza B 7,30
Bramborovy skrob C 7,18
Celuloza D 7,20
Lignin E 6,89
Xylan F 7,05
Jable¢ny pektin G 5,88
Citrusovy pektin H 5,86
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Arabinogalaktan I 7,10
Guma z rohovniku J 7,30
Guarova guma K 7,33
Tragantova guma L 7,17
Arabska guma M 7,11
Xanthanova guma N 7,16
Karayaova guma @) 6,70

4.4 Vyuziti substratu kulturou

Pied zalozenim testu byl pfipraven potfebny pocet mikrotitra¢nich desti¢ek a nadepsan
pfedem zvolenymi Cisly (pro testované kmeny) a pismeny A-O (pro testované substraty).
V jedné desticce 0 12x8 jamkéach bylo testovano 6 kmend a 8 substrata (Obr. 25).
Substratova media byla po jednom asepticky injek¢ni stiikaGkou pievadéna do sterilnich
Petriho misek a pipetovana v objemu 180 ul do kazdé jamky ptislusného fadku. Kazdé
substratové médium bylo pro dany kmen napipetovadno ve dvou kopiich, pro piesngjsi
vyhodnoceni testu. Desti¢ka byla vzdy po naplnéni médii uzaviena.

Bakterialni kmeny bylo potieba pied zaloZzenim testu stoCit v centrifuze. Mnozstvi
1 ml substratu bylo injekéni stiikac¢kou pievedeno do 1,5 ml Eppendorf zkumavky, ta byla
ihned uzaviena a vSechny zkumavky pak umistény do centrifugy nastavené na nejvyssi
vykon, na dobu 3 minut. Supernatant byl slit a sediment nejprve oplachnut 0,5 ml bifipufru
a poté v 1 ml bifipufru rozpustén. Kazdy kmen byl pipetovan ve dvou sloupcich do kazdého
substratu v objemu 20 ul. Bylo potieba postupovat asepticky a rychle (kvtili anaerobnim
potfebam bifidobakterii). Kazda desticka byla po dokoneni ihned uzaviena, vloZena do
sacku s vyvijeCem anaerobniho prostfedi (Thermo Scientific), umisténa do anaerostatu
a anaerobné kultivovana po dobu 48 hodin.

Po 48 hodinach prob¢hla kontrola barevného zbarveni. Pozitivni vzorek kultury, ktery
dokézal dany substrat vyuzit, se projevil zménou barvy, jelikoz doslo ke tvorbé metaboliti,
predevSim kyseliny octové a mlécné, a snizeni pH. Plvodni barva substratu byla tmavé
fialova, pii vyuziti substratu kulturou se zménila na svétle Zlutou (Obr. 26). Po senzorickém

vyhodnoceni zrakem doslo u nékterych vzorki k jejich zpracovani na analyzu metabolitu.
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Obrazek 25: Nadepsana desti¢ka se substraty pripravena k aplikaci kmeni
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Obrazek 26: Vyuziti substratu kulturou a zména barvy

4.5

v API 50 CHL médiu, pomocé iontomeni¢ové chromatografie (IC) s potlacenou vodivosti.
Pro méteni byl pouzit iontovy chromatograf ICS 1600 (Dionex, USA) vybaveny IonPac
AS11-HC (Dionex, USA) a pro analyzu byly pouzity ochranna a analytickd kolona. Eluent
byl slozen z 1-32,5 mM KOH, s gradientem 1-65 min a priitok byl nastaven na 1 min™,
K potlaceni vodivosti eluentu byl pouzit odrusova¢ ASRS 300 (4 mm; Dionex, USA).
Vzorek k méfeni byl 100x natedén, proto bylo vysledky potieba vynasobit 100x.

Méreni metabolitu bifidobakterii

Laktat a acetat byly méfeny v aniontové formé po 24 hodinach anaerobni Kultivace
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S Vysledky a diskuse

5.1 Vysledky

Celkem bylo testovano 117 kmend (60 ruznych druht) pochézejicich ze 4
ekologickych nik — zvifecich hostitelti, lidskych hostiteld, potravinovych vyrobka
(zahrnujicich i probiotické dopliiky stravy) a odpadnich vod. Nekteré rozdilné kmeny
stejného druhu byly izolovany z vice zdroju (napi. B. breve ATCC 15700 ze stieva ditéte
a B. breve BR03 z probiotického produktu ve formé kapek). V Tab. 3 (str. 43) se nachazi
seznam a pocet v8ech testovanych druhti s vysledky vyuziti jednotlivych substrati. Obrazky
27-29 znéazornuji procentualni vyuziti danych substratli druhy testovanych bifidobakterii.
Seznam vSech testovanych kmenti i s vysledky je podrobné rozepsan v Tab. 1 (pfilohy).

Bramborovy $krob dokazalo vyuzit celkem 22 lidskych kment (11 raznych druhti), 66
zvitecich kment (40 riznych druhd), 7 kmenti izolovanych z potravin (6 riznych druhi)
a 3 kmeny (3 rizné druhy) z odpadnich vod. Dal§imi nej¢astéji vyuzivanymi zdroji byla
guma z rohovniku a guarovd guma, které dokazalo vyuzit celkem 13 zvifecich kment
a 8 riznych druhii (guarovou gumu pouze 12 kment a 7 druhd, bez typového oficialniho
kmene B. tissieri), 2 lidské druhy (B. dentium a B. scardovii) a gumu z rohovniku pak jesté
jeden typovy oficialni kmen izolovany z odpadnich vod (B. thermacidophilum subsp.
thermacidophilum).  Arabinogalaktan vyuzilo 5 lidskych druhti bifidobakterii
(B. adolescentis, B. bifidum, B. longum, B. longum subsp. longum a B. longum subsp.
globosum), 2 zviteci (typové oficialni kmeny B. aesculapii a B. bohemicum),
2 z potravinovych zdroji (typovy oficialni kmen B. crudilactis ze syrového mléka a syrd
a B. longum subsp. longum izolovany z probiotického produktu NUTRA BONA). Celul6zu
dokazal vyuzit pouze typovy oficialni kmen B. minimum, izolovany z odpadnich vod.
Jable¢ny a citrusovy pektin dokazaly vyuzit celkem 3 zvifeci kmeny (vSechny typové,
oficialni), a to B. bohemicum z traviciho traktu ¢melaka, B. eulemuris z vykalti lemura
a B. tissieri z vykal mladéte ko¢kodana. Tragantovou gumu dokazal vyuzit pouze jeden
lidsky kmen (typovy oficialni kmen B. longum subsp. longum ze stieva dospélého ¢lovéka),
jeden zviteci (typovy oficialni kmen B. aesculapii z vykalti kosmana b&louchého) a jeden
potravinovy (typovy oficialni kmen B. crudilactis). Arabskou gumu vyuzZily 2 lidské kmeny
(typovy oficialni kmen B. catenulatum z lidské stolice a B. longum subsp. longum ze stolice

afrického kojence) a 5 zvitecich kment (pouze 2 druht, B. aesculapii a B. animalis subsp.
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animalis z telecich vykali). Karayovou gumu vyuzily celkem 3 zvifeci kmeny (typové
oficialni kmeny B. tissieri a B. bohemicum a neoficidlni B. pseudocatenulatum)
a xanthanovou gumu pouze jeden zvifeci kmen (B. pseudocatenulatum). Lignin a xylan
nedokazal vyuzit ani jeden z testovanych kmend.

Dale jsme u nékolika vybranych kmenti a substrati zméfili produkované metabolity.
V Tab. 4 (str. 49) se nachazi naméfené hodnoty u oficialnich sbirkovych kmena B. dentium
(20436), B. moukalabense (27321), B. stellenboschense (23968) a B. longum subsp. infantis,
(20088) v médiich s glukézou, Skrobem, gumou z rohovniku a guarovou gumou. Jsou zde
uvedeny hodnoty pro laktat, acetat a formiat, jakozto hlavni metabolity, které byly naméfeny
Vv nejvysSich koncentracich. Dale je uveden pfiblizny (zaokrouhleny) pomér téchto
metabolitl. VSechny kmeny na vSech substratech produkovaly nejvétsi mnozstvi acetatu,
nasledoval laktat a formiat. Jako kontrola bylo pouzito ¢isté médium bez zdroje uhliku,
u kterého byly naméfeny velice nizké hodnoty laktatu a acetatu, odpovidajici hodnotam
u vzorkil nevykazujicich rist. Na obrazku 30 (str. 49) je grafické zndzornéni mnozstvi

namétenych metabolitt.
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Tabulka 3: Testované druhy a vysledky vyuZiti daného substratu

c c §’ © < ©

= 8 = X 3% g £ v £ g 38 = %

5 = 5 8§ g S 5 & = E

= 5 8 3 = g £

B. actinocoloniiforme 1

B. adolescentis 3 2
B. aesculapii 1 1
B. angulatum 1 1
B. animalis subsp. animalis 9 9
B. animalis subsp. lactis 9 9
B. asteroides 1 1
B. avesanii 1 1
B. biavati 1 1
B. bifidum 6 4
B. bohemicum 1 1
B. bombi 1 1
B. boum 3 2
B. breve 3 2
B. callitrichos 1 1
B. catenulatum 3 1
B. coryneforme 1 1
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Druh

Pocet
kmeni

. crudilactis

. cuniculi

bramborovy
Skrob
celuldza

. dentium

. eulemuris

. gallicum

. gallinarum

. hapali

. choerinum

. indicum

. kashiwanohense

. longum

. longum subsp. infantis

. longum subsp. longum

. longum subsp. suillum

. longum subsp. suis

. magnum

. merycicum
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. minimum
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. mongoliense

P R R R WR WDRWWR OR R R R R PR

lignin

xylan

jable¢ny pektin

citrusovy pektin

arabinogalaktan

-

guma z rohovniku

guarova guma

tragantova guma

arabska guma

xanthanova guma

karayaova guma




Druh

Pocet
kmeni

bramborovy
Skrob

B. moukalabense

B. myosotis

B. pseudocatenulatum

B. pseudolongum

B. pseudolongum subsp.
globosum

A O W -

B. pseudolongum subsp.
longum

[N

B. pseudolongum subsp.
pseudolongum

B. psychraerophilum

. pullorum

. ramosum

. reuteri

. ruminantium

. saeculare

. saguini

. scardovii

. stellenboschense

W Wm W W W W wmw

. stercoris

N = N S N N = T

celuléza

lignin

xylan

jable¢ny pektin

citrusovy pektin

arabinogalaktan

guma z rohovniku

guarova guma

tragantova guma

arabska guma

xanthanova guma

karayaova guma
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2 § g ¢ 2 &8 = g8 3 § 3 ¢ I
Pocet o'e © = © = . © S - '8 S > g
Druh . 9= S S = :‘ =S =1 b > o X = Q
kmenu £ z% S = < 9 2 c N s I= a S g
© o 2 3 3 © P < = < =
- = o Qo 8] S @ S E
- G = o S = © < c G
= 5 8 3 5 g £
B. subtile 1
B. thermacidophilum 1
B. thermacidophilum
subsp. porcinum
B. thermacidophilum 1
subsp. thermacidophilum
B. thermophilum 3
B. tissieri 1
B. tsurumiense 1

Vysvétlivky k tabulce:
Pocet kmentl : pocet testovanych kmenii dané¢ho druhu (v pfipadé 1 testovaného druhu se jednalo o typovy oficidlni kmen)
Znameénko® : ani jeden z testovanych druhti nedokézal dany substrat vyuzit

Cislo 1-X : po&et druhti daného kmene, které dokazaly dany substrat vyuzi
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Obrazek 27: Procentualni vyjadieni vyuZiti jednotlivych substrati 60 testovanymi
druhy bifidobakterii bez ohledu na jejich puvod
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Obrézek 28: Procentualni vyjadieni vyuZiti jednotlivych substrata 44 testovanymi
zvifecimi druhy bifidobakterii
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Obrazek 29: Procentualni vyjadfeni vyuZiti jednotlivych substrati 15 testovanymi
lidskymi druhy bifidobakterii
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Tabulka 4: Namérené metabolity u vybranych kment a substratia

. Laktat Acetat Formiadt Pomér

Substrat Kmen (mglY)  (mg.ld) (mgld) L:AF
glukoza B. dentium 360,23  2562,51 60,45 1:7:0,2
Skrob B. dentium 613,27 2611,32 150,51 1:4:0,3
guma z rohovniku  B. dentium 699,77  3256,65 165,99 = 1:5:0,3
guarova guma B. dentium 558,02 3121,12 203,65  1:5:0,3
glukdza B. moukalabense 732,67 3167,84 128,76 @ 1:4:0,2
skrob B. moukalabense 746,86  2738,17 94,72 1:4:0,1
guma z rohovniku  B. moukalabense 1037,2 321326 61,42 1:3:0,1
guarova guma B. moukalabense 848,19 3119,83 108,46 = 1:4:.0,1
glukdza B. stellenboschense 795,14 3061,59 149,47 = 1:4:.02
B. stellenboschense 233,27 2741,92 7482  1:12:0,3

guma z rohovniku  B. stellenboschense 791,51  3467,84 190,73 = 1:5.0,3
guarova guma B. stellenboschense 380,44 3178,79 124,85 = 1:8:0,3
glukdza B. longum subsp. infantis 580,80  2575,60 136,04  1:5:0,3
SSkrobE B Jongum subsp. infantis 192,35 177028 18,63  1:10:0,1
‘gumazrohovniku = B. longum subsp. infantis 204,85 240381 24,36  1:12:0,1
— B. longum subsp. infantis 198,15 = 2439,04 26,47  1:13:.0,1
kontrola - 149,9 2392,08 24,95 1:16:0,2

Vysvétlivky k tabulce:

Zluty substrat — byl vyuZit testovanym kmenem, _ — nebyl vyuzit.
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Obriazek 30: Naméiené metabolity u vybranych kment a substrata

Vysvétlivky k obrazku:
1: B. dentium, 2: B. moukalabense, 3: B. stellenboschense, 4: B. longum subsp. infantis

Barvy: laktat, acetat, formiét, kmen nedokazal substrét vyuzit.
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5.2 Diskuze

Cilem diplomové prace bylo stanovit schopnost riiznych kment bifidobakterii
pochazejicich z rozdilnych ekologickych nik vyuzit vybrané substraty. Bylo testovano
celkem 117 kment (60 druhti) rodu Bifidobacterium a 13 substratt, které byly v médiu
jedinym zdrojem uhliku. Dale pak byly méfeny metabolity u vybranych bifidobakterii
a substratu.

U bifidobakterii obecné byla prokazana schopnost fermentovat glukoézu, galaktozu
a fruktézu, nicméné mezi jednotlivymi kmeny a druhy bifidobakterii existuji rozdily ve
fermentaci dalSich komplexnich sacharidii a alkoholi. Fyziologické udaje potvrzuji, ze
nékteré bifidobakterie dokazi vyuzit Sirokou Skalu sacharidu, jako jsou xylooligosacharidy,
pektin, fruktooligosacharidy, rostlinné oligosacharidy a mucin. U nekterych bifidobakterii
se zda, Zze ziskaly své metabolické schopnosti, aby dokédzaly vyuzit energii z glykant
hostitele (jako je mucin) — tato schopnost se prokazala napiiklad u B. bifidum (Cronin et al.,
2011; Bottacini et al., 2014). Cilené druhovée specifické studie identifikovaly enzymy, jako
je naptiklad apuB v B. breve, ktery je odpovédny za §tépeni $krobu a jeho derivati. Skrob
dokaze vyuzit mnoho kmenti bifidobakterii, jak ukazuji nékteré studie (Cronin et al., 2011;
Duranti et al., 2014; Liu et al., 2015). V testovani $krobu jsem navazala na bakalaiskou praci
(Degradace komplexnich karbohydratti bifidobakteriemi; 2016), ve které jsme zjistovali
vyuziti n€kolika jeho typa bifidobakteriemi. V diplomové préci jsme zvolili pro ovéfeni
vysledkt pouze bramborovy $krob, protoze se ukazalo, ze schopnost daného kmenu $krob
degradovat nezavisi na typu pouzitého Skrobu. Potvrdili jsme, Ze Skrob opravdu dokaze
vyuzit mnoho kment rodu Bifidobacterium. Diky tomu by se dalo o §krobu a jeho derivatech
uvazovat jako o mozném a dobfe dostupném prebiotiku, které prospiva hostiteli tim, ze
stimuluje riist nebo aktivitu prospésnych bakterii v tlustém stfeve. Rezistentni Skrob musi
spliiovat tfi charakteristiky, aby mohl byt klasifikovan jako prebiotikum — odolnost viici
prostiedi horni ¢asti traviciho traktu, fermentace stfevni mikrobiotou a selektivni stimulace
rustu a/nebo aktivity prospésnych bakterii (Zaman et al., 2015). U skrobu je obecné zndmo,
ze kromé¢ prospésnych bakterii podporuje 1 rast klostridii. Proto by vhodnym substratem na
bazi skrobu mohla byt Nutriosa, kterd v testech pii konzumaci 8 g Nutriosy denné¢ po dobu
14 dnu vyrazné snizila pocet Clostridium perfringens (Berard et al., 2009).

Skrob ale neni jedinym potencialnd vhodnym prebiotickym substratem pro

bifidobakterie. UZ v roce 1994 Crociani et al. testovali 290 kmenti bifidobakterii (29 riznych
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druhit) lidského i zvifeciho pivodu na schopnost vyuzit rizné komplexni sacharidy, které
se bézné vyskytuji ve stravé zvifecich i lidskych hostitelti. Zjistili, ze B. dentium dokaze
fermentovat guarovou gumu a gumu z rohovniku. Kmeny B. longum dokazaly vyuzit
napiiklad arabinogalaktan a arabskou gumu. Tyto pozitivni vysledky mohou vychazet
z diety hostitele, protoze arabinogalaktany jsou jiz tisice let soucasti lidské stravy. Byly
zjistény v semenech, listech, kofenech, ovoci a xylému vSech vyssich rostlin. Jejich hlavnimi
zdroji v lidské strave je ovoce a zelenina, ale i 1éCivé bylinky (Dion et al., 2016). Calame et
al. (2008) zkoumali prebiotické u¢inky arabské gumy (EmulGold®) na zdravé dobrovolniky
konzumujici rizné davky po dobu az 4 tydnl. Prokazali narist rodt Bifidobacterium,
Lactobacillus a Bacteroides. Béhem studie nebyla zjiSténa zadna vyznamna nevyhoda
a doslo se k zavéru, ze arabskd guma muiize mit prebiotickou ucinnost alespon stejné dobrou
jako inulin. Optimalni denni davka byla stanovena na 10 g. Pozitivni vliv arabinogalaktanu
a arabské gumy na n€které druhy bifidobakterii se ukazaly i v naSich testech. Muzeme
potvrdit vysledky Crocianiho et al. (1994). Arabinogalaktan i arabskou gumu dokézaly ve
vétsi mife vyuzit lidské kmeny bifidobakterii.

Geigerova et al. (2017) testovali in vitro vybrané fruktooligosacharidy,
galaktooligosacharidy a inulin na bifidogenni u¢inky. Nejvétsi nartst pozorovali u pFipravki
Vivinal® (galaktooligosacharidy) a Raftilosa P85 (fruktooligosacharidy); proto tato
prebiotika dale pouzili pro in vivo testy na telatech po dobu né€kolika tydnd. Prvni skupiné
telat (PROB) podavali pouze probiotika (smés 5 kmeni bifidobakterii), druhé skupiné
(SYNB) probiotika a zarovenl prebiotika a tfeti skupina (bez léCeni) byla pouzita jako
kontrolni. Skupina SYNB vykazovala vys§i pocet bifidobakterii (108 CFU/g) nez skupina
PROB (107 CFU/g). V obou skupinach pietrvavaly probiotické kmeny miniméalné po dobu
dalsich 49 dnii bez vyznamnych rozdilt. V nasi studii jsme zjistili, Ze kmeny testované
Geigerovou et al. (2017) jsou navic schopny vyuzit substraty, jako je Skrob a rostlinné gumy.
Jednalo se napiiklad o poddruh B. animalis subsp. animalis, ktery byl schopen vyuzit $krob,
gumu z rohovniku, guarovou gumu a ¢aste¢n¢ arabskou gumu. Stejné substratové preference
vykazoval i kmen stejného poddruhu pochazejici z traviciho traktu jehnat. Zde je
prokazatelny vliv diety hostitele na substratovou preferenci bifidobakterii. Typové kmeny
z vykali mysi tuto schopnost naopak nemély. Stejné tak kmeny poddruhu B. animalis subsp.
lactis izolované z ovce a paovce nedokézaly piirodni gumy vyuzit, ale zde se jedna o jiny

poddruh, tudiZ nelze porovnévat jako kmenovou specifitu.
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Tuohy et al. (2007) podavali dobrovolnikiim susenky s ¢aste¢né hydrolyzovanou
guarovou pryskyfici a fruktooligosacharidy a zjistili, ze pocet bifidobakterii po konzumaci
vzrostl v porovnani se skupinou, které podavali placebo. Béhem studie nezaznamenali nartst
rodu Bacteroides ani rodu Clostridium. Z nami testovanych kmeni dokazaly guarovou gumu
vyuZzit pouze B. dentium a B. scardovii, coz mohlo byt zpusobeno rozdilnou strukturou
guarove pryskyftice zpisobenou hydrolyzaci ve studii Tuohyho et al. (2007).

Gavlighi (2013) testoval in vitro tii rizné frakce tragantové gumy (HAG1 <2 kDa;
2 kDa <HAG2 <10 kDa; HAG3> 10 kDa) na rtst n¢kolika vybranych kmeni bifidobakterii
(B. longum subs. longum, B. longum subsp. infantis a B. longum subsp. lactis) a Clostridium
perfringens. Vsechny frakce (HAGl a HAG2 vice nez HAG3) podporovaly rust
probiotickych kment, piedevs§im B. longum subsp. infantis. Jedna z frakci (HAG3) dokazala
zcela inhibovat Clostridium perfringens. V nasich testech dokazalo tragantovou gumu
vyuzit nékolik kmend, ptevazné z lidskych zdrojii, mezi nimi i jeden kmen B. longum subsp.
infantis. Modrackova et al. (2018) testovali 290 kment bifidobakterii a zjistili pozitivni
vysledky ve fermentaci tragantové gumy u 6 z 20 kmenu B. longum. Kromé¢ tragantové gumy
testovali také arabskou gumu, guarovou gumu a gumu z rohovniku. VétSina vysledki
koresponduje s nasi praci. Tato studie zatim nebyla publikovana, kompletni vysledky jsou
uvedeny v piiloze v Tab. 3.

Pfestoze ani jeden z ndmi testovanych kmenti nedokdzal vyuzit celulozu, existuji
studie, které tuto schopnost bifidobakterii naznacuji. Morishita et al. (1994) podavali
potkanim po dobu 7 tydni krmiva s riznym obsahem celulézy a zjistili pozoruhodné
zvySeni koncentraci bifidobakterii. Srovnani pH mezi obsahem slepého stieva a stolici
naznacovalo, Ze nejvetsi fermentace celuldzy probihala v distalni ¢asti tenkého stieva. Mezi
nejbéznéji pouzivané derivaty celuldézy v potravinaiském prumyslu patii mikrokrystalicka
celuléza (MCC). Prokazalo se, ze MCC podporuje rast prospé$né mikrobioty (véetné
bifidobakterii) a poskytuje pozitivni G¢inky na gastrointestindlni  fyziologii
a hypolipidemické uCinky ovlivitujici expresi enzymu, které se podileji na metabolismu
lipidi (Nsor-Atindana et al., 2017).

Negativni vysledky jsme ziskali také u xylanu, ale existuji studie, které potvrzuji
schopnost bifidobakterii vyuzit xylooligosacharidy (XOS). Rajagopalan et al. (2017)
testovali vybrané probiotické kmeny bifidobakterii (B. animalis a B. adolescentis)

a laktobacilt (L. acidophilus a L. brevis) a zjistili, Zze u¢inné vyuzivaji XOS produkované

52



Z mahagonového a mangového xylanu. Rychlejsi riist bifidobakterii probéhl pii doplnéni
média o komer¢ni xylobidzu nebo glukézu. Pastell et al. (2009) testovali B. adolescentis
(ATCC 15703), B. breve (ATCC 15700) a B. longum (ATCC 15707) a zjistili rozdilné
substratové preference téchto druhi. B. adolescentis upfednostiioval XOS, na D-xyl6ze rostl
pomalu a na L-arabindze viibec. Naproti tomu B. longum preferoval L-arabin6zu a nerostl
na ¢isté D-xyloze ani XOS. Oba kmeny byly schopny vyuzit arabinoxylo-oligosacharidy
(AXOS), ale riznymi strategiemi, protoze po $tépeni L-arabindzy kmen B. adolescentis
vyuzival vzniklé XOS a kmen B. longum vyuzival uvolnénou L-arabin6zu. B. breve rostl
Spatné na vSech téchto substratech. Stejné tak v nasich testech kmeny B. breve kromé skrobu
nedokézal vyuzit zadny jiny substrat, zatimco nékteré kmeny B. adolescentis a B. longum
degradovaly kromé Skrobu také arabinogalaktan. Ze studie (Pastell et al., 2009) vyplyva, ze
AXOS by mohly byt potencidln¢ vhodnym prebiotikem, ale jejich prebiotické ii¢inky mohou
zaviset na typu substituce arabindzy a na pfitomnosti jinych sacharidi.

Bylo prokazano, Ze purifikovany lignin Alcell vykazuje prebiotické U€inky u kufat
tim, Ze podporuje rist uzite¢nych bakterii a zlep$uje morfologickou strukturu stiev. Ci§téné
ligniny jsou monofenolové fragmenty s nizkou molekulovou hmotnosti, které maji odlisné
biologické vlastnosti nez klasicky lignin. Na rozdil od nativniho ligninu, vycistény lignin
nepiedstavuje bariéru pro traveni monogastrickych nebo prezvykavych zvitrat. Tato zjiSténi
naznacuji, Ze purifikovany lignin mize mit ptiznivy vliv na zdravi u monogastrickych zvirat
a mohl by byt potencialné povazovan za ptirodni dopliikovou latku. Na zakladé nékolika
malo studii se zd4, Ze odezvy zvifat na €iStény lignin jsou zavislé na davce, druhu zvitete
a druhu a zdroji ligninového produktu (Baurhoo et al., 2008). V nasich testech nedokazal ani
jeden kmen bifidobakterii lignin vyuZzit. Pfed stanovenim ptesvéd¢ivych pfinosi ligninu pro
zdravi zvifat je zapotiebi dalSiho vyzkumu.

Pektiny v nasi studii dokazaly vyuZit jen 3 zvifeci kmeny. Gomez et al. (2016) vSak
testovali spole¢né populace bifidobakterii a laktobacilt na rast v médiu s pektickymi
oligosacharidy a zjistili, ze tyto oligosacharidy maji lepsi prebiotické vlastnosti nez samotné
pektiny, a to podobné nebo dokonce lepsi nez fruktooligosacharidy. Li et al. (2016) testovali
nékolik frakei pektickych oligosacharidu a zaznamenali prebioticky potencial. Olano-Martin
etal. (2002) také potvrdili, ze pektické oligosacharidy jsou lepsimi prebiotickymi kandidaty
nez pektiny, i kdyZ jejich bifidogenni G¢inek je v porovnani s oligofruktézou nizky. Déle
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dokazali, ze ve fermentaCnich vlastnostech pektinli hraje dilezitou roli stupeit methylace
a jejich bifidogenni vlastnosti se daji zlepsit ¢aste¢nou hydrolyzou.

Kromé schopnosti vyuzit testované substraty, jsme u 4 vybranych oficidlnich
sbirkovych kment (B. dentium, B. moukalabense, B. stellenboschense a B. longum subsp.
infantis) métili mnozstvi produkovanych metabolitti ve 4 riznych substratech (glukoza,
Skrob, guma z rohovniku a guarova guma). V nejvyssim mnozstvi vznikal u vSech kment
a substratli acetat, nasledoval laktat a formiat. Kromé téchto tii hlavnich metabolitl jsme
naméfili i dalsi, ty vSak byly produkovany v malém, az zanedbatelném mnoZstvi.
Bifidobakterie, které nedokazaly dany substrat vyuzit, produkovaly podstatné méné
metaboliti Vv porovnani s ostatnimi kmeny. Pomér produkovaného laktatu a acetatu
se vV naSem méfeni pohybuje od 1:3 do 1:13.

Je prokazano, ze pomér metaboliti bifidobakterii se méni v zavislosti na vyuzitém
substratu. Obecné byva dosazena vys$i produkce laktatu v souvislosti s nizkou produkci
formiatu a naopak. To je dané zménou metabolickych drah bifidobakterii na zakladé
sacharidu, které maji k dispozici. (Miller et Wolin, 1996; Palframan et al., 2003; McLaughlin
et al. 2015). Enzymy metabolickych drah nejsou u vSech druht bifidobakterii stejné, to je
jednim z duvodi rozdilnych substratovych preferenci v rodu. Porovnavani poméru produkce
mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA) umoziuje spekulaci o riznych cestach
pouzivanych pii fermentaci jednotlivych sacharidlii. Teoreticky by mély bifidobakterie
fermentovat hexozové cukry tak, aby byl ziskan pomér laktatu a acetatu 1:1,5, ale téchto
pomeéri dosahuji ziidkakdy (Palframan et al., 2003). To je znat i na naSich vysledcich, kde
se tento pomér u glukoézy pohybuje od 1:4 do 1:7 nebo ve studii McLaughlina et al. (2015),
kde bylo dosazeno velmi podobnych pomérii.

Palframan et al. (2003) uvadi, ze soucasny vycet prebiotickych oligosacharidu je
charakterizovan na rovni rodu, nicméné ne vSechny bifidobakterie maji stejné zdravotni
vyhody. Naptiklad Gibson et Wang (1994) prokazali, ze protipatogenni aktivita fady druht
bifidobakterii se 1isi. Proto je velmi zadouci charakterizovat druhovou specificnost
prebiotickych oligosacharidi. Znalost fermentacnich cest takovych oligosacharida
specifickymi bifidobakteriemi miiZze umoznit racionalni navrh sacharidi zamétenych na
konkrétni druhy probiotickych mikroorganismd.

Déle je jisté, Ze probiotika vyzaduji specifické Gpravy k tomu, aby dokazaly projit

V neporuseném stavu travicim traktem a dosahly tlustého stfeva. Existuje nékolik technik,
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jako je naptiklad lyofilizace, suseni rozprasSovanim nebo fluidni suseni pro preménu kultur
na praskovou formu. Takto zapouzdiené bakterie jsou vSak nasledné v potravinovém
produktu zcela uvolnény a nejsou chranény pted prostiedim produktu nebo pii prichodu
travicim traktem hostitele. Nabizi se technika zapouzdieni do hydrokoloidnich kulic¢ek, ktera
buiiky zachyti v matrici a poskytne jim ochranu pied okolnim prostfedim i technologickymi
upravami jako je mrazeni. Takto mohou byt probiotické bakterie pouzity v mnoha
fermentovanych mléénych vyrobcich a pro vyrobu biomasy, jelikoz maji v této formé

konstantni vlastnosti, vyssi stabilitu béhem skladovani a vyssi produktivitu (Krasaekoopt et
al., 2003).
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6 Zavér

Mikrobiota gastrointestinalniho traktu (GIT) hraje v organismu duleZitou roli a podili
se na mnoha procesech Uzce souvisejicich se zdravim hostitele. Diky tomu zdjem o tuto
problematiku stale stoupa. Rod Bifidobacterium se fadi mezi nejvyznamnéjsi bakterialni
rody a kvili mnoha svym pozitivnim vlastnostem se bifidobakterie ¢im dal tim Castéji
objevuji v potravinach a doplicich stravy. K tomu, aby bifidobakterie piezily cestu travicim
traktem hostitele a prob&hlo Gspésné usidleni v tlustém stievé mohou slouzit prebiotické
obalové materidly, diky nimz mikroorganismy nepiiznivym vlivim odolaji. Jednotlivé
kmeny bifidobakterii maji urCité substratové preference, které, zda se, souvisi s dietou
hostitele a enzymy metabolickych drah, které dany kmen k vyuziti substratu vyuziva. Velky
prebioticky potencial pro bifidobakterie maji napiiklad nékteré gumy, které se nachazi
Vv dietach hostitelli a zaroven se bézn¢ vyuzivaji v potravinach a doplncich stravy diky svym
technologickym vlastnostem. Podafi-li se najit vhodné kombinace bifidobakterii a prebiotik,
mohou vzniknout nova synbiotika pro lidskou i zvifeci vyzivu, ktera budou odolngjsi
a ucinnost probiotickych kmenti se tak mnohandsobné zvysi. V nasi praci se ukéazalo, ze
takovou kombinaci by mohl byt naptiklad lidsky kmen B. dentium s gumou z rohovniku
nebo guarovou gumou. Dale pak mnoho zvifecich kment, predev§im izolaty pochazejici
z traviciho traktu prezvykavci, bylo schopno riistu na substratech, jako je guma z rohovniku,
guarova a arabskd guma. Bifidogenni G¢inky nékterych substratl lze zvysit hydrolyzou
a vybérem spravné frakce, ktera riist daného kmene 1épe podpofi. Pro jeSté veétsi ucinnost
a ochranu se nabizi naptiklad technika zapouzdfeni bakterii do hydrokoloidnich kulicek,
které zachyti buiiky ve své matrici a poskytnou jim ochranu pied okolnim prostiedim
1 nékterymi technologickymi procesy. Vyvoj novych synbiotik v§ak vyzaduje dal$i vyzkum,

ptedevs§im v in vivo podminkach.
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Dostupné z: <https://en.wikipedia.org/wiki/Xanthan_gum#/media/File:Xanthan.svg>.

Obr. 23: Plod lejnice (Sterculia urens)

Wikipedia, the free encyclopedia. S. setigera — dry capsules and seeds.jpg [online]. Cit:
[12-12-2017]. Dostupné z:
<https://en.wikipedia.org/wiki/Sterculia#/media/File:Sterculia_setigera. MHNT.BOT.2004
.0.226.jpg>
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8 Prilohy

Obrazek 1: Fotografie vyuZiti substratu kulturou
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Tabulka 1: Uplny seznam vysledkii vyuZiti testovanych substrati kmeny bifidobakterii

Kmen Izolovan z Oznaceni
kmene
B. actinocoloniiforme* tvraV|c’| trakt DSM 227662
¢melaka
B. adolescentis bachor skotu DSM 200872
B. adolescentis Is;?)hce muze (27 DSM 248492
B. adolescentis dOSpelyVCI,OV.ekvna 1M Bif®
konvenéni dieté
. stolice kosmana a
B. aesculapii belouchého DSM 26737
B. angulatum* lidska stolice DSM 200982
B. animalis subsp. animalis = stolice jehnéte Jall
B. animalis subsp. animalis = stolice jehnéte J5 1A
B. animalis subsp. animalis = stolice jehnéte Jol1
B. animalis subsp. animalis C57BL/§‘.] divoky DSM 260742
druh mysi
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xylan
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ktin
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guma z rohovniku

guarova guma

tragantova guma

arabska guma

xanthanova guma

karayaova guma




Kmen Izolovan z Oznaceni
kmene

. animalis subsp. animalis krysi stolice DSM 201042

. animalis subsp. animalis = stolice telete 023 IIb

. animalis subsp. animalis = stolice telete 813 P2P

. animalis subsp. animalis = stolice telete 805 I112°

. animalis subsp. animalis  stolice telete 805 P4°

. animalis subsp. lactis stolice ovee ZDK 1
kamerunske

. animalis subsp. lactis Stf?hce paovce ZDK 4
hivnaté

. animalis subsp. lactis stolice okapi ZDK 7

. animalis subsp. lactis stolice muflona MUF1

. animalis subsp. lactis stolice psa 10/6CP

. animalis subsp. lactis stolice psa 11/6A°
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arabska guma
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véely

Kmen Izolovan z Oznaceni
kmene
. animalis subsp. lactis stolice §téndte P2 N1P
L . probioticky b
. animalis subsp. lactis orodukt (kapky) BB 12
. animalis subsp. lactis*  jogurt DSM 101402
. asteroides* zadni travici trakt gy g 950898

. avesanii* stolice tamarina DSM 1006852
. biavati* stolice tamarina DSM 239692
e NUTRA BONA
- bifidum probiot. produkt NB
. stolice kojence a
. bifidum (matefské mléko) DSM 20239
. bifidum stfevo dospélého  Hep s onpgoe
¢loveéka
. bifidum kojenec 3 mésice  V33NP
. bifidum kojenec 2 tydny  MA1P
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Kmen Izolovan z Olfrl;?neem
bifidum* stfevo dospélého ey 4 564564
' a stolice kojence
. bohemicum* travici trakt DSM 227672
¢meldka
. bombi* travici trakt DSM 19703°
¢meldka
. boum stolice slona 18 2/3 AP
. boum stolice prasete P1-3b
. boum* bachor skotu DSM 204322
probiotika ve
. breve formé kapek BRO03
. breve kojenec 10 tydni  TA1P
. breve* stievo ditéte ATCC 157002
. callitrichos* stolice kosmana 4 934732
bélouchého
. catenulatum kojenec (2 tydny) MA7P
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arabska guma
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Kmen Izolovan z Olfnacem
mene
. catenulatum kojenec 20To Bif NP
. catenulatum* lidska stolice DSM 169922
. coryneforme* Zzildm travici trakt DSM 202162
véely
. crudilactis* syrove miékoa | 1 536002
Syry z n€j
. cuniculi* stolice kralika DSM 204352
. dentium kojenec (3 més.)  J36°
. eulemuris* stolice lemura DSM 1002162
_ gallicum* strevo dospeleho g\ g 900932
¢lovéka
. x slepé stfevo a
. gallinarum Kufete DSM 20670
. stolice mladéte a
. hapali Kotkodana DSM 100202
. choerinum stolice telete 023 12°
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Kmen Izolovan z Olfnacem
mene
. choerinum stolice telete 02312
. choerinum stolice jehnéte JI3VA
. choerinum stolice jehnéte J10 VI
. choerinum stolice jehnéte J2 VI
. choerinum* stolice selete DSM 204342
indicum* zadni travici trakt DSM 202142
' véely
. kashiwanohense stolice ditéte (2 ey g 11
Afriky)
. stolice kojence b
. kashiwanohense (Afrika) PV 20-2
. kashiwanohense* detSIfa stolice DSM 218542
(muz 1,5 roku)
. longum stolice telete T49°
. longum kojenec 2 tydny  MA2P
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Kmen Izolovan z Oznaceni
kmene
. longum kojenec 10 tydnii  OL5P
. . détska vyziva
. longum subsp. infantis Nestlé DV
. . stolice ditéte (z
. longum subsp. infantis Afriky) ETH 13W
. . stolice kojence b
. longum subsp. infantis (Afrika) ETH 13Y
. longum subsp. infantis* = stfevo ditéte DSM 200882
NUTRA BONA
. longum subsp. longum orobiot. produkt NB
stolice kojence b
. longum subsp. longum (Afrika) ETH 47
. longum subsp. longum* ztli)ev\;lgosl’ €lého DSM 202192
. longum subsp. suillum*  stolice prasete DSM 285972
. longum subsp. suis stolice telete 02211
. longum subsp. suis stolice telete 5/9
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slepce (Spalax)

Kmen Izolovan z Oznaceni
kmene

. longum subsp. suis* stolice prasete DSM 202112
. magnum* stolice krélika DSM 202222
. merycicum* bachor skotu DSM 64922
. minimum* odpadni vody DSM 201022
. mongoliense* airag (kumys) DSM 213952
. moukalabense* f]tigliirfﬁégorily DSM 273212
. myosotis* ifé{foedgﬁdéte DSM 1001962
. pseudocatenulatum stolice jehnéte J9VIA
. pseudocatenulatum stolice telete T63P
. pseudocatenulatum* détska stolice DSM 204382
. pseudolongum stolice hlodavee JU4/3C
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Kmen Izolovan z Olfrl:::neem

B. pseudolongum stolice psa W11b

stolice hlodavce b
B. pseudolongum slepce (Spalax) JU 4/4E
B. pseudolongum stolice telete T71°

stolice hlodavce b
B. pseudolongum slepce (Spalax) JV 4/3B
B. pseudolongum stolice psa 15/4DP
B. pseudolongum subsp. ke iehngte 37 VIA
globosum
B. pseudolongum subsp. stolice kojence b
globosum (Afrika) ETH 43
B. pseudolongum subsp. stolice telete T19b
globosum
B. pseudolongum subsp. bachor skotu DSM 200922
globosum*
B. pseudolongum subsp. . b
longum stolice psa 17/4W
B. pseudolongum subsp. stolice prasete DSM 200992

pseudolongum*
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lignin
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Kmen Izolovan z Olfnacem
mene
. psychraerophilum slep¢ stfevo DSM 223662
prasete
. pullorum* stolice kufete DSM 204332
* stolice dosp¢lého a
. ramosum tamarina DSM 100688
e stolice kosmana a
. reuteri bilouchého DSM 23975
. ruminantium* bachor skotu DSM 64892
. saeculare* stolice kralika DSM 65312
. saguini* stolice tamarina ~ DSM 239672
. scardovii* lidska krev DSM 137342
. stellenboschense* stolice tamarina DSM 239682
. stercoris* lidska stolice DSM 195552
. subtile* odpadni vody DSM 200962
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xylan

jableény pektin

citrusovy pektin
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tragantova guma

arabska guma
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Kmen Izolovan z Olfnacem
mene

B. thermacidophilum stolice telete T15°
B. thermacidophilum . a
subsp. porcinum* stolice selete DSM 17755
B. thermacidophilum odpadni vody (z a
subsp. thermacidophilum*  vyroby tofu) DSM 15837
B. thermophilum bachor skotu DSM 202122
B. thermophilum stolice telete D25 11
B. thermophilum* stolice prasete DSM 202102

B. tissieri*

stolice mladéte
koc¢kodana

DSM 1002012

B. tsurumiense*

zubni plak kiecka

DSM 177772

Vysvétlivky k tabulce:

Bifidobakterie oznaéené * - typové oficialni kmeny

kontrola

bramborovy $krob

celuléza

lignin

xylan

jableény pektin

citrusovy pektin

arabinogalaktan

guma z rohovniku

guarova guma

tragantova guma

arabska guma

xanthanova guma

karayaova guma

, a v , , . . o oy . .
Kmeny oznac¢ené : DSM — némecka sbirka mikroorganismu a bunéénych kultur (Deutsche Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen
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GmbH, Braunschweig, Germany), LMG — belgicka sbirka bakterii laboratoie mikrobiologie, Univerzita Gent (Bacterium Collection Laboratorium
Microbiologie, Universiteit Gent, Belgium), ATCC — americka typova sbhirka kultur (American Type Culture Collection)

b
Kmeny oznadené : sbirka Katedry mikrobiologie, vyZivy a dietetiky

Kmeny oznaéené . shirka v piiprave

Znaménko +: pozitivni reakce (utilizuje testovany substrat)

Znaménko -: negativni reakce (neutilizuje testovany substrat)

Kombinace znamének (napi. +/-): jedna ze dvou kopii pozitivni, druha negativni

Tabulka 2: Vyhodnoceni — §kala barev
Vyhodnoceni Barevné oznaceni v Tab. 1
negativni (nedokaze vyuzit substrat)
pozitivni (dokaze vyborné vyuzit substrat)

¢astecné pozitivni (dokaze ¢aste¢né vyuzit substrat)

+
prevazné pozitivni (dokaze vyuzit substrat) +
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Tabulka 3: Vyuziti gum bifidobakteriemi (upraveno podle Modrackove et al., 2018)

>
N X
c £
e >
5 2
O =5

S

Kmen Pocet kmeni

Guarova
guma
Tragantova
guma
Arabska
guma

B. adolescentis 17 D 1

B. angulatum 4 T -
B. animalis 12 3 1 -
B. asteroides 6 - - -
B. bifidum 25 T .
B. boum 6 [ -
o brv 1
B. catenulatum 13 D -
B. choerinum 6 2 2 -
B. coryneforme 6 - - -
B. cuniculi 5 . .
B. dentium 28 27 27 -
B. gallicum 1 . -
B. gallinarum 2 . .
B. globosum 27 - - -
B. indicum 6 - -2 -
2 infanis o
B. longum 20 2 = 6 12

e megum o
e meryccum o | —
o minimum — T
B. pseudocatenulatum 27 T
B. pseudolongum 4 - -1 -
e pulorum s
B. ruminantium 4 - - e
o socuar s I —
o sl -
o i D e
B. thermophilum 12 2 2 e
Celkem 29 druhu 290 kmena 1241% 1138% 3,79% 4,48%

8

o
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