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ABSTRAKT

Probiotika jsou zivé mikroorganismy, které maji pozitivni zdravotni G¢inky na konzumenta,
pokud jsou pfiddna v adekvatnim mnozstvi do potraviny. NejznamnéjSi probiotika jsou
bakterie mlécného kvaSeni a kvasinka Saccharomyces cerevisiae var. boulardii. Teoreticka
cast bakalafské prace byla zaméfena na vyuziti probiotickych mikroorganisma
V potravinafstvi. V experimentalni cCasti bakaldiské prace byly pfipraveny hrubé lyzaty ze
tiech potravinarskych vyrobkii a metodou PCR byla dokazana ptitomnost bakterialni DNA.

ABSTRACT

Probiotics are living microorganisms with a positive effect on the consumer when they are
added to food in adequate amount. The best known probiotic are lactic acid bacteria and yeast
Saccaromyces cerevisiae var. boulardii. The theoretical part of the thesis is focused on using
probiotics microorganisms in food. In the experimental part of the thesis were prepared crude
lysates from three food products and the presence of bacterial DNA was proved by PCR
method.

KLICOVA SLOVA

probiotika, probiotické potraviny, polymerazova fetézova reakce (PCR), doména Bacteria,
izolace DNA
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1. UVOD

Probiotické mikroorganismy jsou zivé mikroorganismy ptfiddvané do potravinarskych
vyrobku a dopliiku stravy podporujicich zdravi spotiebitele. Je obecné znamo, Ze stav stievni
mikrofléry mé vliv na celkovou pohodu a zdravi ¢lovéka. V poslednich letech se lidé vic
zajimaji o zdravy zivotni styl a o stravu a proto neustdle roste oblibenost probiotickych
vyrobktll. Nejvice zndmé jsou kysané mlécné vyrobky obsahujici bakterie mlééného kvaSeni,
které zkvasuji laktosu na kyselinu mléénou, coz ovlivituje vyslednou chut’, vini i strukturu
vysledného produktu. Probiotika udrzuji zdravou stievni mikofléru nahrazovanim skodlivych
mikrobll za prospésné bakterie. Pfiznivé zdravotni G¢inky probiotickych mikroorganismii jsou
zavislé na kmenu daného mikroorganismu. Rizné kmeny toho samého druhu jsou vzdycky
jedine¢né a miizou mit odliSnou pfilnavost na povrch stfevni stény, specifické imunologické
a zdravotni efekty.

Nejcastéji se jako probiotika pouzivaji bakterie mlécného kvaseni s rody Lactobacillus
a Bifidobacterium. Jedind znama probiotickda kvasinka Saccharomyces cerevisiae var.
boulardii je vyznamna v prevenci cestovatelského prijmu. O ucincich probiotik na 1é¢bu
nékterych nemoci se stale vedou dohady a provadi vyzkumy.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Historie probiotik

Fermentované vyrobky obsahujici probiotika byly vyobrazeny na egyptkych hieroglyfech
dlouho piedtim, nez byly vibec objeveny mikroorganismy. Tibetsti nomadi pouzivali
fermentované jaci mléko, protoze se nekazilo pfi koCovani z mista na misto. Ve starém
Recku a Rimé také znali fermentované mléko a syry a doporudovali tyto vyrobky konzumovat
lidem v rekonvalescenci a maly détem. Prospé$né zdravotni uinky pii konzumaci
fermentovanych mléénych vyrobka byly védci zaznamenany uz kolem roku 1800, avSak
nebyla znama pficina. Elie Metchnikoff v roce 1905 ptedpokladal, ze dlouhovékost narodu
konzumujicich kysané mlééné vyrobky je zptisobena piitomnosti laktobacili pouzivanych pro
fermentaci jogurti a naslednou piitomnosti téchto laktobacilti v jejich tlustém stfevé. V roce
1922 pti jedné z prvnich studii na ¢lovéku, bylo prokazano, ze Lactobacillus acidophilus
zlepsil zdravotni stav 30 pacient trpicich chronickou zacpou, prijmem nebo ekzémem.
Termin probioticky byl poprvé pouzit vroce 1965, kdyz byly u probiotik akceptovany
pozitivni u¢inky na lidské zdravi. [1]

2.2 Definice probiotik

Slovo probioticky pochazi z feckého ‘pro bios‘ a znamend ‘pro Zivot‘. Jednd se o pomérné
nové slovo. Definice probiotik se béhem let ménily. Definice Organizace pro vyzivu
a zem&délstvi/Svétové zdravotnické organizace (Food and agriculture organization of the
United Nations/World Health Organization, FAO/WHO) doporu¢ovana Mezinarodni
védeckou asociaci pro probiotika a prebiotika (International scientific association for
probiotics and prebiotics) nejlépe vystihuje vlastnosti probiotik a pouziva se dodnes:
probiotika jsou ZzZivé mikroorganismy, které kdyz se pfidaji v pfiméfeném mnozstvi do
potravin, maji pozitivni zdravotni G¢inky na hostitele. Tato definice uchovava historické
prvky uzivani zivych mikroorganismii pro zdravotni ucely, ale zaroven umoziuje aplikaci
tohoto terminu nejen pro oralni probiotika s u¢inky na stievni mikrofloru. [4] Dalsi definice
uvadi, Ze probiotika jsou produkty, které obsahuji Zivotaschopné nepatogenni
mikroorganismy schopné udélit zdravotni ptinos hostiteli. Probiotickd smés obsahujici zivé
I mrtvé bunky zpisobuje prospésné biologické reakce. Pfislo se na to, ze zivé buiky jsou
predev§im zodpovédné za imunitni odpovéd organismu a maji aktivni vliv na stavajici

-----

2.3Zdravotni efekty probiotik

Zdravotni ucinek probiotickych mikroorganismt se miize rozd¢€lit na dva druhy. Prvni je
uzivani probiotik ve zdravi, pro udrZeni vnitini homeostazy organismu, ochrana pied
Skodlivymi mikroorganismy, posilovani hostitelského imunitniho systému a posileni stfevni
bariéry. Pro tyto tcely je vhodné konzumovat mlé¢né vyrobky nebo jiné potraviny obsahujici
probiotické mikroorganismy. Druhd moZnost je uzivani probiotik v nemoci, kdy se primarné
jedna o lécbu gastrointestinalnich chorob (nejcastéji prijem). Dalsi aplikace probiotik je
V prevenci urogenitalnich chorob, zmirnéni zacpy, jako ochrana proti cestovatelskému
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prijmu, rakovin€ tlustého stfeva a rakoviné mocového meéchyte, prevence osteopordzy
a prevence proti potravinovym alergiim. [4] Pfi nemoci se konzumuji farmaceutické vyrobky
obsahujici probiotické mikroorganismy. Bylo prokazano, ze probiotika muizou snizovat
ptiznaky laktosové intolerance. Preventivné pusobi proti atopickému ekzému u kojenct.
ZlepSeni nalady bylo prokazano u dospélych pacientti s mirnymi symptomy deprese, kteti
pozivali fermentovany napoj. Uzkostlivé stavy se zlepsily u pacienttl, ktefi pozivali po dobu
osmi tydnti fermentovany napoj. [14]

2.4 Probiotické mikroorganismy

Termin probiotika je ¢asto spojovan s bakteriemi, nejvic s bakteriemi mlécného kvaseni, ale
jsou 1 jiné mikroorganismy, které vykazuji probiotické vlastnosti. Jako probiotické
mikroorganismy jsou nejvice znamé bakterie mlééného kvaseni, zvlasté rody Lactobacillus
a dale bakterie rodu Bifidobacterium a dalsi. Pfiklad mikroorganismii, které se pouzivaji jako
probiotika, je uveden v Tabulce 1. Je vyhodou, kdyz jsou probiotické bakterie lidského
pivodu. Je dulezité, aby probiotické kmeny piezivaly v mistech, kde se predpoklada, ze
budou plnit svoji funkci. Casto to byva ve stfevech (gastrointestinilni trakt). Musi byt
tolerantni k nizkému pH, které je v zaludku, a vysoké koncentraci zlu¢ovych kyselin, které
jsou v tenkém stfev€. Pro maximalni ucinnost by mély byt probiotické kmeny schopny
rozmnozovani a kolonizace ve specifickych mistech gastrointestinalniho traktu (tlusté stfevo).
Nesmi byt patogenni, alergenni a karcinogenni. [3, 15] Dalsi funkéni vlastnosti uzivané pro
charakterizaci probiotik jsou produkce antimikrobiélnich sloucenin, adheze ke stfevni sliznici,
neschopnost produkce enzymu nezbytnych pro vznik biogennich aminti, posuzuje se citlivost
k antibiotikiim a schopnost tolerance K pfitomnosti enzymi slinivky bfisni. [26]

Tabulka 1: Mikroorganismy obvykle pouzivané jako probiotika [upraveno podle 19, 20]

Rod Lactobacillus | Rod Bifidobacterium DalSi probiotické druhy

L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faecalis
L. brevis B. bifidum Lactococcus lactis
L. delbrueckii B. infantis Leuconostoc mesenteroides
L. gasseri B. lactis Pediococcus acidilactici
. Saccharomyces cerevisiae
L. paracasel B. longum ..
var. boulardii
L. rhamnosus B. thermophilum Streptococcus cremoris

2.4.1 Rod Bifidobacterium

Bifidobakterie jsou jedny z prvnich mikroorganismt, které zacinaji kolonizovat stievo
novorozencu a rychle se stavaji pievladajici mikroflorou. [20] Bakterie rodu Bidifobacterium
jsou Gram pozitivni, anareobni, nesporulujici, heterofermentativni a nepohyblivé
mikroorganismy. Vyskytuji se v mnoha tvarech, mohou byt kratké, zakiivené, zakulacené
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nebo rozdvojené ypsilonové ty¢inky. Bifidobakterie jsou slozky zdravé sttevni mikroflory, ale
1ze je nalézt i v pochvé a Vv Gstni duting. [4]

Nejznaméjsi zastupci rodu Bifidobacterium jsou: B. bifidum, B. breve, B. longum
a B. animalis ssp. lactis. Morfologie dvou druhi je uvedena na Obrazku 1.

Obrazek 1: Bifidobacterium bifidum a Bifidobacterium animalis ssp. lactis [22, 23]

2.4.2 Rod Lactobacillus

Bakterie rodu Lactobacillus jsou Gram pozitivni, nesporogenni, bezbicikaté ty¢inky nebo
koky. Jsou striktné fermentativni a anaerobni. Lactobacily jsou schopny homofermentativniho
a heterofermentativniho mlé¢ného kvaseni. V prvnim ptipadé je glukosa zkvasovana pouze na
kyselinu mlécnou, ve druhém piipadé vznikaji i vedlejsi produkty, jako je oxid uhliéity,
ethanol a nékdy i kyselina octova. Laktobacily se pfirozené vyskytuji v zazivacim traktu
u zdravych jedinct a ve vaginalnim sekretu u zdravych zen. [4]

Nejznaméjsi zastupci rodu Lactobacillus jsou: L. acidophilus, L. rhamnosus, L. casei,
L. fermentum, L. debrueckii. Morfologie bun¢k dvou druhii je uvedena na Obrazku 2.

Obrazek 2: Lactobacillus casei a Lactobacillus acidophilus [22, 25]

2.4.3 Dalsi probiotické mikroorganismy

Jako probiotické bakterie jsou znamy zastupci rodu Pediococcus a dale rody Bacillus
a jejich spory. Vyhodou bakterialnich spor je jejich rezistence vici vysokym teplotam, takze
se muzou skladovat pii pokojové teploté v susené formé. Spory jsou schopny dostat se do
tenkého stfeva, aniz by byly zniCeny silnymi kyselinami obsazenymi v zaludku. [4]
Probioticka bakterie Streptococcus thermophilus je mimo jiné pouzivana pro zlepSeni
stravitelnosti laktosy u lidi trpicich laktosou intoleranci. [19]

Znama kvasinka s prokazanymi probiotickymi vlastnostmi je Saccharomyces cerevisiae
var. boulardii. Tato kvasinka se pouziva jako lék proti gastrointestinalnim chorobam,
stimuluje imunitni systém, zabranuje tvorbé karcinogennich latek ve stievé a redukuje
laktosovou intoleranci. Pro zpracovani do potravin a pro gastrointestinalni systém neni
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dostateén¢ stabilni, takze se pouziva mikroenkapsulace kvasinkovych bunék napi. do
syrovatkového proteinového koncentratu nebo do arabské gumy. [4, 16, 17] Priklad
morfologie bunék Saccharomyces cerevisiae var. boulardii a Streptococcus thermophilus je
uveden na Obrazku 3.

Sy KW H. 280

Obrazek 3: Saccharomyces cerevisiae var. boulardii a Streptococcus thermophilus [24, 25]

2.5 Probiotické potraviny

Potraviny obsahujici probiotika se fadi mezi tzv. funk¢ni potraviny. Funkéni potravina je
konvenc¢ni potravina upravena tak, aby méla pozitivni zdravotni vliv na spotiebitele. Kromée
obvyklych nutricnych hodnot musi mit ur¢itou zdravotni hodnotu navic. Zdravotni efekt musi
byt prokazany v nezavislych klinickych studiich. [6] Potraviny, které obsahuji probiotika
musi zachovavat typické senzorické vlastnosti pro danou potravinu. [15]

Probiotické vyrobky mohou obsahovat jeden druh probiotik nebo obsahuji vice druht.
Nejvic se vyskytuji v mléénych vyrobceich, ale na trhu jsou k dostani i probiotické vyrobky,
které neobsahuji zddné mlécné slozky. Spotieba probiotickych vyrobki roste po celém svété.
Duvodem jsou piiznivé zdravotni vlastnosti probiotik.

2.5.1 Mlécné probiotické vyrobky

MIlééné vyrobky a jejich konzumace jsou idealnim prostiedkem pro ptenos probiotickych
bakterii do lidského gastrointestinalniho traktu. Nejznaméjsi mlééné probiotické vyrobky jsou
rizné syry, jogurty nebo zmrzliny. Pouzivaji se i v détské vyziveé napi. do détskych susenych
mlék. [4]
Nejcastéjsi  zplsoby vyroby probiotickych fermentovanych mléénych vyrobkil jsou
nasledujici:
1) ptidavek probiotik spolu se startovaci kulturou,
2) produkce dvou odd¢€lenych varek, prvni obsahuje probiotické mikroorganismy v mléce pro

dosazeni vysoké koncentrace zivotaschopnych bunék, druhd se startovaci kulturou; po
dokonceni fermentacni faze se ob¢€ varky smichaji,

3) pouziti probiotickych mikroorganismti jako startovaci kultury.
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Pii vyrobé fermentovanych probiotickych vyrobki musi byt dodrzena vhodnéa inkubacni
teplota, pifipadné musi byt dopliiovana startovaci kultura tak, aby metabolity tvofené
probiotiky nezacaly vytvafet nezadouci aroma. Probiotika pouzitd pro vyrobu musi byt
kompatibilni se startovaci kulturou, aby nedochéazelo k produkci inhibitort, které¢ by znicCily
probiotika. [4]

2.5.1.1 Jogurty

Jogurty jsou nejoblibenéjsi probiotické fermentované vyrobky. Na trhu jsou k dostani
Vv riznych variacich, napft. pfirodni bily jogurt, michany jogurt, nebo rizné jogurtové napoje.
Vyrabi se frementaci mléka pii 42-45 °C za pouziti Cistych mlékaiskych kultur Lactobacillus
delbrueckii subs. bulgaricus a Streptococcus salivarius subs. thermophilus. Béhem
fermentace se pomér mezi témito dvéma druhy kultur neustale méni. Neékdy se v pribehu
kultivace nebo po kultivaci ptidavaji dalsi laktobacily nebo bifidobakterie. Takto vyrobené
jogurty se nazyvaji "bio-jogurty”. Nejéast&jsi probiotické mikroorganismy pouzivané do
jogurtil jsou uvedeny v Tabulce 2. Zivotaschopnost probiotickych bakterii v jogurtech zavisi
na pH, teploté skladovani, zbytku kysliku, na antagonistickych aktivitaich mezi jednotlivymi
probiotickymi kmeny, nebo na ptidavku ovocnych piichuti. [12, 13]

Tabulka 2: Probiotické kmeny pridavané do jogurtii a jejich ucinky na zdravi [20]

Probioticky mikroorganismus Zdravotni u¢inek

_ Prevence proti prijmu zpusobeného antibiotiky,
Lactobacillus rhamnosus GG lécba a prevence prijmu zplsobeného rotaviry,
imunomodulac¢ni reakce.

Regulace stfevni mikroflory, zmirfiovani alergii,
Bifidobacterium animalis Bb-12 zlepseni  zacpy.  Prevence  cestovatelského
a virového prijmu

Lactobacillus reuterii ATCC 55730 Kolroniz’aceostfevnih?' traktu,o 1écba ?kutniho prﬁjmu,
zkraceni pribéhu priijmu zplisobeného rotaviry.

Saccharomyces cerevisiae var. Prevence cestovatelského priijmu, prevence prijmu
boulardii zpusobeného antibiotiky.
25.1.2 Syry

Syry jsou rozmanita skupina mléénych vyrobku, které se vyrabi z mléka, které se vysrazi.
Ze srazeniny se postupné sbird vznikajici syrovatka a syfenina se dale upravuje. Poté se syry
tvaruji, nasoluji a nakonec se nechavaji riznou dobu zrat. [11] Syry se daji rozdélit podle
obsahu vlhkosti na mékké, polotvrdé a tvrdé syry. Syry jsou vhodné pro dodani probiotickych
bakterii do gastrointestinalniho traktu. Maji mnoho vyhod ve srovnani s jogurty
a fermentovanymi mléky. Patii mezi né vyssi pH, vysokad vyzivova a energeticka hodnota,
vyS$$i obsah tuku a vyS$i trvanlivost. Husté prostfedi a relativné vysoky obsah tuku v syru
poskytuji ochranu probiotickym bakteriim pfi priuchodu zaludkem. V porovnani s jogurty se
Probiotika nesmi negativné ovliviiovat senzorické a nutri¢ni vlastnosti béhem zrani
a skladovani syra. [12, 13]

16



2.5.1.3 Zmrzlina

Zmrzlina je mrazeny mléény vyrobek, ktery se vyznacuje svoji nadychanosti. Je vyrobena
z mléka, aromatickych latek, sladidel, stabilizatorti, dalSich cinidel (vitaminy, mineraly)
a emulgatord. Na trhu je dostupnych mnoho zmrzlinovych produkti, napi. se snizenym
obsahem tuku, ovocné zmrzliny, ovocné pohary, nebo mrazené jogurty. V poslednich letech
se zacinaji na trh dostavat zmrzlinové vyrobky s pfidanymi probiotickymi kulturami.
Pfidanim probiotickych kultur se z takto upravené zmrzliny stava funkéni potravina s vVysokou
vyzivovou hodnotou obsahujici mlééné slozky, vitaminy a mineraly. Zivotaschopnost
probiotik ptidanych do zmrzlin se snizuje v disledku mrazeni, tani a mechaniského namahani
béhem vyroby. To mé& za nasledek niz§i Ucinnost probiotickych mikroorganismi ve
zmrazenych produktech po poziti. Pfidavkem inulinu se naopak zvySuje mnozeni nékterych
probiotik. Na pteziti probiotik ma vliv i mnozsvi cukru ve zmrzlin€. Hlavnim cilem ve vyvoji
probiotickych zmrzlin je udrzeni a zlepSeni ptfezivani probiotickych mikroorganismi. [12]

2.5.1.4 Kefir

Kefir je tradi¢ni napoj konzumovany po tisice let v centralni Asii a v zemich Stfedniho
vychodu. Je povazovan za ptirodni probiotické¢ fermentované mléko. Vyrabi se fermentaci
mléka kefirovymi zrny, coz jsou malé shluky mikroorganismi, které pohromadé drzi
polysacharidem  kefiranem. Kefirovd zrna obsahuji smés bakterii mlééného
kvaSeni rodu Lactobacillus, Lactococcus a Leuconostoc, bakterie octového kvaSeni
a kvasinky. Nejvic je v kefiru zastoupena bakterie druhu Lactobacillus kefiri. Kefir obsahuje
kvasinky, které zkvasuji laktosu, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, ale i ty,
které laktosu nezkvasuji, Saccharomyces cerevisiae. [12] Kvasinky jsou pii vyrobé kefiru
dilezitou soucasti, protoze produkuji ethanol a oxid uhli¢ity a obohacuji napoj o vitaminy
skupiny B. [11]

2.5.2 Nemlécné probiotické vyrobky

I pfesto, Ze idealni nosice pro probiotika jsou mlé€né vyrobky, kvili trendu vegetaridnstvi,
veganstvi a pro laktosovou intoleranci nebo nutnost chlazeni je stale vétsi poptavka po
probiotickych nemléénych vyrobcich. Nejcastéjsi nemlécné probiotické vyrobky z ovoce
a zeleniny jsou ovocné §tavy, dale se jedna 0 cokoladové a masné vyrobky.

2.5.2.1 Ovocné a zeleninové probiotické vyrobky

Ovoce a zelenina jsou zdravé potraviny, které obsahuji mnoho prospé&snych latek, naptiklad
vitaminy, antioxidanty, mineralni latky a vlakninu. Technologické postupy se zaméiuji na
upravy jako je modifikace pH nebo obohacovani kultivacniho media pfi zpracovani vyrobku
z ovoce a zeleniny tak, aby se z nich stal idealni nosi¢ probiotickych bakterii. Uz nyni jsou
vyvinuté a na trhu dostupné né€které ovocné a zeleninové probiotické vyrobky jako jsou
ovocné a zeleninové $tavy, suSené ovoce, fermentovand zelenina a vegetarianské dezerty.
Mezi spotiebiteli jsou nejoblibenéjsi probiotické stavy jableéné, pomerancové, rajcatoveé,
zelné nebo mrkvové. Pro jejich vyrobu se nejvic pouzivaji bakterie rodu Lactobacillus
a Bifidobacterium, napt. druhy L. acidophilus, L. casei, L. plantarum a B. bifidum. P#i vyrobé
jsou probiotické bakterie ptidavany do vyrobku aseptickymi ddvkovaci tésné pied plnénim do
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obalii. Zivotaschopnost probiotik v riiznych druzich napoji se lidi. Zavisi na pouZitych
kmenech probiotik, pouzitém substratu, obsahu kysliku a kyselosti kone¢ného vyrobku. [12]

2.5.2.2 Obilné a sojové probiotické vyrobky

Obiloviny maji v porovnani s mlékem a masem nizsi nutricni hodnotu. Maji nizsi obsah
bilkovin, nedostatek nekterych esencialnich aminokyselin, zrna maji hruby povrch a obsahuji
nevyzivujici latky (kyselinu fytovou, polyfenoly). I pifesto jsou povazovany za jednu
sacharidli, vitamini a minerald. Obilna zrna jsou zdrojem nestravitelnych polysacharidd,
prebiotik, ktera selektivné stimuluji rtust laktobacilii a bifidobakterii v tlustém stfeve.

Na trhu se daji zakoupit fermentované vyrobky z obilovin nejcastéji napojového typu.
Fermentované obiloviny jsou vhodné médium pro rlst probiotickych bakterii, maji
dostupnégj$i ziviny a vétSsi mnozstvi lysinu. Maji optimdlni pH pro enzymatickou degradaci
fytditu a uvoliiovani minerdlnich latek jako je mangan nebo vépnik. Nejzndméjsi je
fermentovany probioticky vyrobek Yosa, ktery je vyrobeny z ovesnych otrub a obsahuje
bakteriec mlééného kvaSeni a bifidobakterie. Prodava se piedev§im ve Finsku a jinych
skandinavskych zemich. Konzistenci a chuti je podobny jogurtu, ale neobsahuje Zadné mlécné
nebo jiné zivocisné produkty, takze je vhodny pro vegetariany. Yosa je povazovan za zdravou
potravinu, protoze obsahuje ovesnou vldkninu a probiotické bakterie mlééného kvaSeni
(BMK), které kombinuji u¢inek beta-glukanu pro snizeni hladiny cholesterolu a u¢inek BMK
pro udrzeni a zlep$eni stfevni rovnovahy organismu konzumenta.

vvvvvv

jogurty jsou vyrabény zjogurtové kultury a z probiotickych bakterii L. johnsonii,
L. rhamnosus nebo z lidskych bifidobakterii. V probiotickych soéjovych vyrobcich ma
fermentace vyznam pro redukci sacharidd, které jsou zodpovédné za produkci plynu ve
sttevech nebo zvySeni mmnoZstvi volnych isoflavonli. Obohacovani so6jového mléka
0 prebiotika jako jsou fruktooligosacharidy a pektin vede ke zvyseni zivotaschopnosti
probiotickych bakterii. [12, 13]

2.5.2.3 Probioticka cokoldada

Cokolada je cukrovinka oblibena mezi viemi vékovymi skupinami diky své lahodné chuti,
vysoké vyzivoveé energetické hodnoté a dobré stravitelnosti. Dokaze zlepSit naladu, zlepSuje
dusevni zdravi a zdravi srdce diky obsahu polyfenolovych antioxidanti a flavonoidd.
Kakaové maslo, mléko a cukr obsazené v ¢okoladé zajiStuji pfijem bilkovin, sacharidd, tuk,
mineraldl a vitamini v pfiméfenych davkach. Na druhou stranu vysoky obsah cukru
u nekterych Cokoldd miize ptispivat k obezité¢ a diabetu. Proto se vyrabi funk¢ni probiotické
cokolady. Pro jejich vyrobu je nutné vhodné vybrat probiotické kmeny i vyrobni proces.
Probiotické bakterie musi piezit vyrobu a celou dobu trvanlivosti produktu, ptechod pftes
kyselé prosttedi v zaludku a pfes enzymy a Zlucové soli v tenkém stfev€é. Musi vyhovovat
i senzorickym aspektim. [12] Probiotickia Gokolada Biopron Méda se vyrabi v Ceské
republice v Brné a obsahuje probioticky kmen Bifidobacterium lactis BI-04.
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2.5.2.4 Masné probiotické vyrobky

Aplikace probiotickych bakterii do masnych vyrobkii je omezena na fermentované suché
saldmy. Suché salamy se vyrab¢ji ze smési veprového a hovéziho masa, z vepifového sadla
s pridanim cukru, soli, dusitanti, dusi¢nana, askorbatii, kofeni a startovacich kultur. Startovaci
kultury obsahuji zivé mikroorganismy, které vykazuji pozadovanou metabolickou aktivitu
v mase. Nejcastéji se pro vyrobu pouzivaji BMK, které produkuji kyselinu mlécnou z glukosy
nebo laktosy. Bakterie mlé¢ného kvaSeni pouzivané Vv kulturdch pro masnou vyrobu jsou
L. casei, L. curvatus, Pediococcus acidilactici a Pediococcus pentosaceus. Protoze se suché
salamy pii vyrobé nezahiivaji, nehrozi zni¢eni probiotickych bakterii ohfevem. I ptesto, ze se
zda, ze by masné vyrobky mohly byt idealnimi nosici pro probiotické bakterie, musi jesté
probéhnout klinické vyzkumy, které by dokazaly pfiznivé ucinky na zdravi spotiebiteld. [12,
13] Prikladem probiotického masného vyrobku je Ovcacka klobasa a salam Orlik vyrabéné
v Ceské republice.

2.5.3 Dopliiky stravy

Dopliiky stravy jsou preparaty urcené pro piimou spotiebu, které obsahuji koncentrované
mnozstvi latek dilezitych pro nase té€lo. Jedna se napiiklad o probiotika, vitaminy, mineraly,
antioxidanty nebo rostlinné extrakty. Dopliiky stravy jsou uzivany v rekonvalescenci po
nemoci, pii zvySeném psychickém a fyzickém vypéti nebo pii hubnuti. Dopliky stravy
nenahrazuji vyvaznou a pestrou stravu. [5] V preparatu se vyskytuje jeden, nebo vice druhi
probiotickych bakterii ve vysokém poctu. Dopliiky stravy se fadi mezi potraviny, nikoli mezi
1éciva. [31]

Dopliiky stravy jsou dostupné v n¢kolika podobach. Podle struktury vyrobku se daji rozdélit
na pevné a tekuté latky. Rozdéleni dopliiki podle formy je uvedeno v Tabulce 3.

Tabulka 3: Formy doplnki stravy [upraveno podle 5]

Pevna forma Tekuta forma

Drazé (obalované, potahované, retardované) | Aerosol

Granulét (peroralni, rozpustny, s postupnym Kapky (rostlinné extrakty)

uvoliovanim)
Prasek (peroralni, rozpustny) Kapsle (tobolka) (tvrda, meékka, retardovana)
Pastilka Roztok

Tableta (potahovana, obalovana, zvykaci, ) ., .,
. (P o y Olej (olejovy rostlinny extrakt)
Sumiva, pro pfipravu roztoku)

2.6 Probiotika u déti

Kolonizace stfev bakteriemi se zacina vyvijet t€sn€ po narozeni do prvniho roku Zivota.
Obecné plati, ze bakterie se za¢nou objevovat ve stfevech uz nekolik hodin po narozeni.
Nicméné i1 ve tiech az péti letech Zivota zdravého ditéte jsou znatelné zmény ve sloZeni
a Skale bakterii ve stfev€é V porovnani s dospélym clovékem. Ve stfevé kojenct pievazuji
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bakterie z rodu Bifidobacterium. Vliv genetické vybavy na mikrobialni osidleni stfev je nizky.
[3,21]

Strava ovliviiuje stievni kolonizaci a to znamend, ze matefské mléko jako prvni zdroj
potravy je dulezity pro zajisténi prospésnych bakterii. Dfive bylo matetské mléko povazovano
za sterilni, ale dnes je povazovano za zdroj potencialnich probiotickych bakterii, zahrnujicich
bakterie mlé¢ného kvasSeni a bifidobakterie. Nékteré slozky mateiského mléka (nevstiebatelné
oligosacharidy, lysozym, laktoferin a protilatky) méni stfevni prostiedi stimulaci zvySeného
poctu bakterii rodu Bifidobacterium a Lactobacillus. Tyto bakterie maji specifické u¢inky na
novorozenecky imunitni systém. Byly vypracovany postupy pro vyuziti bakterii izolovanych
Z matefského mléka pro vyrobu détské vyzivy, kde je cilem co nejvice napodobit mateiské
mléko. [21]

2.7 Prebiotika

Prebiotika jsou definovana jako nestravitelné slozky potravin, které selektivné stimuluji
rozmnozovani nebo aktivitu probiotickych bakterii v tlustém stievé a tim pifinasi zdravotni
benefity konzumentovi. Prebiotika pfidana do potraviny reguluji rozmnozovani piiznivych
stfevnich bakterii a naopak tlumi ty nezadouci. [10] Prebiotické oligosacharidy jsou v hojném
mnozstvi obsazeny v matefském mléce, ale v kravském mléce se prakticky nevyskytuji. [21]

Prebiotika s nebo bez probiotik se Casto ptidavaji do kojenecké vyzivy. Mezi prebiotika,
Ktera jsou tam nejcastéji pouzivana, patii galaktooligosacharidy (GOS), fruktooligosacharidy
(FOS) a polydextrosa (PDX). Prebiotika jsou do kojenecké vyzivy pfiddvana s imyslem
vyrovnani osidleni gastrointestindlniho traktu u déti, které jsou ziveny umélou vyZivou, na
stejnou uroven jakou ma kojené dité. Méni stfevni metabolickou aktivitu, maji bifidogenni
efekt a méni konzistenci stolice a frekvenci vyprazdiovani, ktera se blizi kojenciim. Klinicky
pfinos pro imunitni systém a dlouhodobé zdravotni G€inky uZivani prebiotickych doplika
stravy zatim nejsou znamy. [21]

Mezi piedni prebiotika se fadi inulin, coz je oligosacharid, ktery je slozeny z fruktozovych
podjednotek spojenych B (1,2)glykosidickou vazbou. Inulin je rozpustna a fermentovatelna
vldknina, kterd neni rozklddana enzymy lidského traviciho traktu a nepodili se tedy na
zvySovani kalorii ve straveé. Travicim traktem prochdzi téméf nezménénd. Inulin stimuluje
rast prospésSnych bakterii (probiotik) v tlustém stievé, které potlacuji aktivitu a rozmnozovani
nezadoucich bakterii. Inulin byl studovan i pro dalsi pozitivni efekty na lidské zdravi jako je
zvySovani absorpce vapniku kostmi, zvySovani odolnosti vii¢i gastrointestindlnim chorobam,
pfi prevenci proti arterialni hypertenzi a jako prevence proti rakoving tlustého stieva. Mize se
také pouzit jako ndhrazka tuku pro snizeny obsah energie za soucasného zlepSeni
senzorickych aspektli vyrobku. Inulin se vyskytuje v mnoha rostlinich. Nejvice je ho
Vv kofenu ¢ekanky nebo pampelisky. Zdrojem mutize byt i ¢esnek, cibule nebo porek. [8].

2.8 Symbiotika

Symbiotika se skladaji z zivych mikroorganismu, probiotik, s jednim nebo vice prebiotiky.
Kdyz jsou podavdna v dostateéném mnozstvi, tak maji pozitivni vliv na zdravotni stav

20



hostitele. Prebiotika jsou dopliikova a synergicka k probiotikiim, takze tato kombinace
umoziuje lepsi preziti probiotickych bakterii v potravinach a v kyselém prostiedi zaludku.

Pouziti symbiotik kladné ovlivituje stfevni mikrofloru. Ve stievech je nizsi vyskyt
infek¢énich mikroorganismt diky probiotikim. Probiotika uvoliuji vysoké mnozstvi kyseliny
mlécné a tim snizuji pH ve stfevech. K modulaci sttevni mikroflory dochdzi mechanismem,
ktery se nazyva konkure¢ni vyluovani. [10] Druhy, které funguji na tomto mechanismu, jSou
naptiklad Bifidobacterium bifidum nebo Lactobacillus rhamnosus. Mezi dal§i pozitivni
vlastnosti symbotik patii snizovani cholesterolu v krvi nebo zlepSeni stfevni propustnosti.

Mikroorganismy, zejména bifidobakterie V zazivacim traktu, pfiznivé ovliviiuji mnoZzstvi,
biologickou dostupnost a stravitelnost nékterych zivin ve strave. K tomu dochazi snizenim pH
ve stievé diky rozmnozeni bakterii mlééného kvaSeni. Ruzné enzymy v lumenu maji
synergické ucinky na traveni, takze eliminuji piiznaky nedostateéného vstiebavani zivin, mezi
které patii vapnik, hot¢ik a zelezo. [10]

2.9 dentifikace probiotickych mikroorganismu

Nejcastéjsi metoda pro identifikaci probiotickych bakterii je polymerazova fetézova reakce
(PCR). Polymerazova fetézova reakce je metoda pouzivana k amplifikaci specifického DNA
fragmentu in vitro. Pro syntézu DNA metodou PCR sta¢i pouze stopova mnozstvi DNA
matrice kK vytvofeni dostate¢ného mnozstvi kopii fetézce, ktery ma byt dale analyzovan. Proto
je PCR velmi citliva metoda.

Pro provedeni amplifikace DNA pomoci PCR je zapotiebi templatovd DNA izolovana
z vyrobku, DNA-polymerasa, coz je enzym, ktery spojuje jednotlivé nukleotidy do jednoho
fetézce. Nukleotidy obsahuji Ctyfi baze (adenin, thymin, cytosin a guanin), které vyuziva
DNA polymeraza k vytvofeni PCR produktu. Dale jsou zapotiebi dva primery, coz jsou
syntetické oligonukleotidy s definovanou sekvenci komplementarni k DNA, ktera ma byt
namnoZena. Primery také vymezuji usek DNA, ktery ma byt amplifikovan.

Princip PCR spoc¢iva v opakovani teplotnich cykld (25-35 opakovani) v pfistroji zvaném
termocycler. Jeden cyklus ma tfi faze, denaturaci, pfipojeni primerd a syntézu DNA. Kazda
zZ nich probiha pfi jiné teploté. Do reakce patii jeSté pocate¢ni denaturace (94 -95 °C, 2-5 min)
a kone¢na syntéza (72 °C, 5 min).

Nejprve se reakéni smés zahtiva na vysokou teplotu (94-95°C, 20-45s), aby se
dvouvlaknovy fetézec zdenaturoval na dva jednovldknové tetézce DNA. Potom dochazi ke
snizeni teploty (50-60 °C, 30-90s), pfi které dochazi k pfipojeni primerti na cilové DNA
sekvence podle komplementarity dusikatych bazi. Poté se teplota opét zvysi (72 °C, 45-90 s)
a dochazi k syntéze nového DNA fetézce pomoci DNA-polymerasy. Po kazdém opakovani
téchto tii krokl se pocet kopirovanych molekul DNA zdvojnasobi. Pocet cykli a pfesna
teplota jednotlivych prubéhtt PCR se lisi podle amplifikované DNA.
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Vyhodnoceni produktu PCR (amplikonu) se nejcastéji provadi agarosovou gelovou
elektroforézou, kdy DNA, ktera ma zaporny naboj, putuje smérem ke katodé. Produkt PCR se
rozdéluje podle velikosti. Velikost DNA je porovnana se standardem s fragmenty o znamé
velikosti. [7, 27]
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3. CIL PRACE
Cilem teoretické ¢asti bakalaiské prace bylo pojednat 0 probiotickych bakteriich a jejich
vyuziti V potravinafskych vyrobcich.

Cilem experimentalni casti bakalaiské prace byla izolace DNA ze tfech potravinovych
vyrobkl, amplifikace DNA pomoci PCR a diikaz pfitomnosti bakterii metodou polymerazové
fetézové reakce.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

4.1.1 Poutzité potravinové vyrobky
Vzorek 1: Walmark Laktobacily FORTE s fruktooligosacharidy
Doplngk stravy
Vyrobce: Walmark, a.s., Oldfichovice 44, 739 61 Ttinec, CR
Datum spotieby: 09/2015
SloZeni 1 tobolky: ———

Lactobacillus acidophilus 3,48 mid. KTJ,
Lactobacillus rhamnosus 0,52 mid. KTJ,
Bifidobacterium infantis 0,52 mld. KTJ,
Lactobacillus plantarum 0,31 mld. KTJ,
Lactobacillus casei 0,26 mld. KTJ,
Bifidobacterium longum 0,05 mld. KTJ,
Streptococcus thermophilus 0,04 mld. KTJ,
Bifidobacterium breve 0,01 mld. KTJ,
Fruktooligosacharidy 100,0 mg, maltodextrin, fruktooligosacharidy, Zelatina, probiotika
(obsahuje: mlécné a sojové slozky), latka protispékava: stearat hofecnaty, antioxidant:
kyselina askorbova.
http://www.lekarna.cz/walmark-laktobacily-forte-s-fruktooligosach-60-60/

Laktobacily Forre

s fruktooligosacharidy

1+1ZDARMA

Vzorek 2: Bifolac FORTE ITeLAC

FORTE

Tobolky / Kapsuly

Doplnék stravy.

Vyrobce:  Bifodan  A/S, DK-3390  Hundested, = Daénsko.
www.bifodan.com

Distributor: OBRA, s.r.0., V Chotejné 7, 102 00 Praha 10 — Hostivat.
www.obra.cz

Datum spotieby: 31. 8. 2015

1 tobolka obsahuje: minimalng 5-10% Zivych mléénych bakterii
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium
lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus casei, Lactobacillus bulgaricus, Lactococcus lactis,
Streptococcus thermophilus.

Dalsi slozky: kukufiény Skrob, pfedzelatinovy kukufi¢ny Skrob, hypromelosa, oligofruktosa,
lestici latka, Selak, lubrikant, stearan hofecnaty, potahovaci latka, kyselina alginova, trietyl-
citrat, karubin, olivovy olej, barvivo: oxid titani€ity, antioxidant: kyselina askorbova.

http://www.bifolac.cz/produkty/forte
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http://www.bifolac.cz/produkty/forte

Vzorek 2.: NUTRICIA Nutrilon (1 porce) 18,3 g
Pocate¢ni mlécna kojenecka vyziva v prasku.
Vyrobeno v Némecku.
Prodavajici NUTRICIA a.s., Na Hiebenech 11 1718/10, 140 00 Praha 4.
Datum spotieby: 21. 7. 2012

Slozeni: suSena demineralizovana syrovatka (z mléka), rostlinné oleje,
laktoza (z mléka), susené odtu¢néné mléko, galaktooligosacharidy (z mléka)
8%, koncentrat syrovatkové bilkoviny (z mléka), fruktooligosacharidy
0,6%, uhli¢itan vapenaty, citran tridraselny, chlorid draselny, rybi olej,

chlorid hotecnaty, fosfore¢nan vapenaty, kyselina L-askorbova, sojovy
lecitin, chlorid cholinu, taurin, L-askorban sodny, siran zeleznaty, DL-a-tokoferyl acetat, siran
zine¢naty, sodnd sil uridin 5°-monofosfatu, cytidin 5‘-monofosfat, inositol, adenosin
5‘-monofosfat, sodnd sal inosin 5°‘-monofosfatu, nikotinamid, L-tryptofan, sodna dul
guanosin 5‘-monofosfatu, L-kamitin, D-pantothenat vapenaty, kyselina
pteroylmonoglutamova (kyselina listova), siran m&d’naty, retinyl palmitat, DL-a-tokoferol,
D-biotin, kyanokobalamin, thiamin hydrochlorid, cholekalciferol, pyridoxin hydrochlorid,
siran manganaty, jodid draselny, fytomenadion, selenicitan sodny.

Slozeni se vztahuje k suSenému stavu potraviny. GOS/FOS =0,8 g/100 ml kojeneckého
mléka.

http://www.zdravapotravina.cz/sunar/nutrilon-1-nutricia

4.1.2 Pomiicky a pFistroje

e Centrifuga MINI Spin 13 400 min (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e Laboratorni vahy (Kern & Sohn, Némecko)

e Magneticky separator Invitrogen Dynal AS (Dynal Biotech, Oslo, Norsko)

e Mikropipety Discovery HTL (Discovery HTL, Varsava, Polsko)

e MikrovInna trouba SMW 5020 (Sencor, CR)

e Mobilni telefon s fotoaparatem Lenovo VIBE P1

e NanoPhotometer (Implen, Mnichov, Némecko)

e Termocycler PTC-200 (BIO-RAD Lab., USA)

e Termostat-Mini incubator (Labnet, USA)

e Transilumindtor TVR 3121 (Spectroline, USA)

e Zatizeni pro elektroforézu Easy-Cast, model B1 (Owl Scientific, USA)

e Zdroj elektrického mnapéti Lighting volt Power Supply, model OSP-300
(Owl Scientific, USA)

e Bé&zné laboratorni sklo a laboratorni pomiicky z umélé hmoty
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4.1.3 Chemikalie

e Agarosa pro elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)

e DNA standard (100 bp) (Malamité, Moravské Prusy, CR). Obsahuje fragmenty
0 délce: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1500 bp.

e Destilovana voda (FCH VUT Brno, CR)

e Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e dNTP (Top-Bio, Praha, CR)

e Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, CR)

e Ethilidium bromid (Sigma, St. Louis, USA)

e Ethylendiamintetraotova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)

e Fenol pH 7,8 (Sigma, St. Louis, USA)

e GoldView (Ecoli, Bratislava, Slovensko)

e Hydroxid sodny (Lachema, Brno, CR)

e Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)

e Chloroform (Lachema, Brno, CR)

e Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN)

e Nanaseci pufr Yellow load (Top-Bio, Praha, CR)

e Oligonukleotidy (Generi-Biotech, Hradec Kralové, CR)

e PCR pufr kompletni (Top-Bio, Praha, CR)

e PEG 40 % (Sigma, St. Louis, USA)

e Pozitivni kontrola: DNA L. acidophilus 10 ng/ul (doc. RNDr. Alena Spanova, CSc.)

e Proteinasa K (100 pg/ml) (Sigma, St. Louis, USA)

e RNAsa A (100 pg/ml) (Reanal, Budapest’, Mad’arsko)

e Tag 1.1 DNA polymerasa (Top-Bio, Praha, CR)

e Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris base) (Ampresco, Solon, USA)

4.1.4 Roztoky
e Roztok obsahujici magnetické mikrocastice 2 mg/ml vody (Tabulka 4)

Tabulka 4: Viastnosti magnetickych mikrocastic F kol B100 ox

Polymer Fe (% hm.) | Pramér nosice (um) PDI -COOH (mM/qg)

P(HEMA-co-GMA) 6,6 1,0 1,05 2,61

P(HEMA-co-GMA) - poly(2-hydroxyethyl methakrylat-co.glycidyl methakrylat), PDI - index
polydisperzity (pomér hmotnosti a po¢tu nosic¢i o prumérné velikosti).

Vsechny roztoky byly pfipraveny podle skript Spanové a Ritticha. [18]
e Lyzacni pufr A

Roztok byl ptipraven ze zasobnich roztoka 1 M Tris-HCI (pH 7,8) a 0,5 M EDTA (pH 8,0).
Bylo smichano 10 ml 0,1M Tris-HCl a 1 ml 0,5 M EDTA. Roztok byl doplnén destilovanou
vodou na 100 ml.

e Lyzacni pufr B
K lyza¢nimu pufru A byl pfidan lysozym na vyslednou koncentraci 3 mg/ml.
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e Magnetické mikroc¢astice (2 mg/ml vody)
e PEG 6000 (40 %)
e Proteinasa K

10 mg proteinasy K bylo rozpusténo v 1 ml destilované vody. Pied pouzitim se roztok
ziedil na koncentraci 100 ug/ml.

e 10% SDS
10 g dodecyl sulfatu sodného bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody.
e TE pufr (pH 7,8)

Roztok byl ptipraven ze zasobniho roztoku 1 M Tris-HCI (pH 7,8) a0,5 M EDTA (pH 8,0).
Byl smichan z1ml 1M Tris-HCI a 0,2 ml 0,5 M EDTA a doplnén destilovanou vodou do
100 ml. Vysledny roztok obsahoval 10 mM Tris-HCI (pH 7,8) a1 mM EDTA (pH 8,0).

e Voda pro PCR

e Reakeni pufr pro PCR (10x koncentrovany)

e Smés dNTP (10 mM)

e Tag 1.1 DNA- pomylerasa

e Nanaseci pufr Yellow load (6x koncentrovany) (Top-Bio, Praha, CR)
e TBE pufr (5x koncentrovany)

54 g Tris-baze, 27,5 g kyseliny borit¢é a 20 ml 0,5M EDTA (pH 8,0) bylo rozpusténo
v 600 ml destilované vody. Roztok byl doplnén na objem mensi nez 1 litr. pH bylo upraveno
1 M NaOH na hodnotu 8,0 a kone¢ny objem byl doplnén na 1 litr. Ped pouzitim byl TBE pufr
10x zfedén destilovanou vodou.

e Primery Feub a Reub (10 pmol/ul). Sekvence primert je uvedena v Tabulce 5.

Tabulka 5: Primery pro doménu Bacteria

Primer Sekvence primeru PCR produkt (bp)
Feub 5 TCC TAC GGG AGG CAG CAG T 3¢ 66
4
Reub 5 GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATC CTG TT 3¢

4.2 Metody
4.2.1 Priprava vzorku pro analyzu

4.2.1.1 Doplnék stravy Walmark Laktobacily a Bifolac FORTE

Z vyrobku Walmark Laktobacily a Bifolac FORTE byly sterilné odebrany ¢tyfi tobolky.
Tobolky byly opatrn¢ rozebrany a jejich obsah byl zvazen. Ke stanoveni bylo pouZzito celkem
1,2 g prasku z tobolek Walmark Laktobacily a 1,4 g prasku z tobolek Bifolac FORTE. Vzorky
byly rozpustény v 5 ml lyza¢niho pufru A. 4,5 ml bylo zcentrifugovano pii 14 500 ot./min po
dobu 3 minut. Supernatant se slil a bunky v sedimentu byly pouzity pro lyzi.
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4.2.1.2 Kojenecka strava v prasku NUTRICIA Nutrilon

Z vyrobku NUTRICIA Nutrilon bylo sterilni 1zi¢kou odvazeno 1,5 g pro dalsi stanoveni.
Sacek s vyrobkem byl otevieny po dobu nékolika mésict a byl uchovavan v lednici. VVzorky
byly rozpustény v 5 ml lyzac¢niho pufru A. 4,5 ml bylo zcentrifugovano pii 14 500 ot./min po
dobu 3 minut. Supernatant se slil a buriky v sedimentu byly pouzity pro lyzi.

4.2.2 Lyze bakterialnich bunék

K sedimentu bun¢k bylo ptidano 500 pl lyza¢niho pufru B. Vzorky se inkubovaly 1 hodinu
pti laboratorni teploté za obCasného promichani. K suspenzi bylo ptidano 25 pl 10 % SDS
a5 ul proteinasy K (100 pg/ml). Po promichani se vzorky inkubovaly pii 55 °C do druhého
dne. Hrubé lyzaty bun¢k byly uchovavany pii —20 °C.

4.2.3 1zolace DNA z hrubych lyzati bunék magnetickymi mikro¢asticemi

Kizolaci DNA byly pouzity hrubé lyzaty bunék a magnetické mikrocastice. Slozeni
separacni smési je uvedeno v Tabulce 6.

Tabulka 6: Slozeni separacni smési a poradi pridavani jednotlivych slozek

Poradi Slozka Piidany objem (ul)
1 NaCl (5 M) 200
2 Hruby lyzat bunék 150
3 PEG 40 % 100
4 Mairzle;g;r}; Ir;os1c 50
Celkem 500

Po smichéani uvedenych komponent se smés inkubovala 15 minut pti pokojové teplote. Poté
se smes umistila do magnetického separatoru na 10 minut. Po této dobé se supernatant
opatrné odpipetoval. Bylo ptidano 500 pl 70 % ethanolu. Vzorek byl promichan, do
separatoru byl zasunut magneticky pds a po 2 minutach se ethanol opatrné odebral.
Mikrozkumavky byly vyjmuty ze separatoru a bylo pfidano 250 pl ethanolu. Po 2 minutovém
odseparovani se ethanol opatrné odlil. Zbytek ethanolu se nechal odpafit pfi laboratorni
teploté. Ke vzorku bylo ptidano 100 ul TE pufru (pH 7,8) a DNA se eluovala 30 minut. Poté
byly castice odseparovany pomoci magnetického separatoru a eluat obsahujici DNA byl
odebran do €istych mikrozkumavek a fadn€ oznacen.

4.2.4 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty bakterialni DNA

6 ul roztoku DNA v TE pufru bylo umisténo na spektrofotometrickou kyvetu. Byla
zmétfena absorbance v rozmezi vinovych délek 230-320 nm proti TE pufru. Pouzity
spektrofotometr vypocital i koncentraci DNA a pomér absorbanci A260/A280.
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4.2.5 Priprava smési pro PCR

Komponenty pro PCR byly steriln¢ namichany do vysterilizovanych Eppendorfovych
zkumavek podle Tabulky 7.

Tabulka 7: Mnozstvi komponent pro pripravu smési pro PCR

Komponenta Objem (ul)
Voda pro PCR 19
Reakéni pufr kompletni ,
5

(10x koncentrovany)

Smés dNTP (10 mM) 0,5
Primer 1 (F eub) (10pmol/ul) 0,5
Primer 2 (R eub) (10pmol/ul) 0,5

Taqg 1.1 DNA-polymerasa (1 U/ul) 1,0
Matrice DNA 1,0
Celkem 25,0

Po kazdém ptidani dalsi slozky byla smés promichana. Byly ptipraveny ¢tyti Eppendorfové
zkumavky se smési pro PCR. T#i vzorky s DNA izolovanou z vyrobktt Walmark Laktobacily,
NUTRICIA Nutrilon a Bifolac FORTE, pozitivni kontrola, s DNA Lactobacillus acidophilus
CCDM 476 (10 pg/ul) a negativni kontrola, kde misto matrice DNA byla voda pro PCR.

4.2.6 Amplifikace DNA

Pted vlozenim do termocycleru byly vSechny mikrozkumavky kréatce centrifugovany. Na
termocycleru byl nastaveny program pro doménu Bacteria. Postup programu je uveden
v Tabulce 8.

Tabulka 8: Program PCR pro doménu Bacteria

Krok ¢. Teplota | Doba
1 95 °C 5 min

2 (denaturace DNA) | 95°C 30s

3 (pfipojeni primert) | 55 °C 30s

4 (syntéza DNA) 72 °C 30s

5 72 °C 5 min

Kroky 2-4 se 30x opakovaly.

4.2.7 Prikaz produkti PCR pomoci agarosové gelové elektroforézy

Byl ptipraven 1,2 % agarosovy gel pro elektroforézu (0,6 g agarosy/50 ml 0,5x TBE pufru).
Suspenze byla rozvarena v mikrovinné troub¢ a po vychlazeni na asi 60 °C K ni bylo pfidano
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0,5 ul Goldview. Potom byla opatrné nalita do elektroforetické vanicky s hiebinkem a nechala
se pul hodiny tuhnout. Pfed nanasenim vzorku byl hiebinek vyjmut.

K 25 pl amplikont bylo pfiddno 5 pl nanasSeciho pufru. Po rozmichani byly tyto vzorky
naneseny do komirek gelu. Na gel bylo naneseno 5 ul standardu DNA (viz 4.1.3).

Gel byl vlozen do elektroforetické vanicky tak, aby zaporn€ nabitda DNA putovala k anodé.
Vanicka s gelem byla prevrstvena 0,5x TBE pufrem do vysky zhruba 0,3 mm nad gel (asi
0,4 1). Byl zapojen a zapnut zdroj elektrického napéti (60 VV/2 hod). Separace byla ukoncena
v okamziku doputovani nanéaseciho pufru do 2/3 agarosového gelu.

Po odpojeni zdroje napéti byl gel vyjmut z elektroforetické vani¢ky a dobarven ethilidium
bromidem. Druhy den byl vlozen na transiluminator, vyhodnocen a vyfotografovan pod UV
svétlem pii vinové délce 305 nm.
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5. VYSLEDKY

5.1Ptiprava hrubych lyzati bunék z vyrobki

Vzorky vyrobka byly pfipraveny pro analyzu podle postupu 4.2.1. Po rozpusténi
a odstfedéni vyrobku NUTRICIA Nutrilon vznikla na hladiné eppendorfky bila vrstva,
narozdil od tablet Walmark Laktobacily a Bifolac FORTE. Jednalo se o tuk obsazeny v tomto
mlééném vyrobku. Tato tukova vrstva ztizila odstranéni supernatantu. Tukova vrstva je
zobrazena na Obrazku 4. Na obrazku jsou vyznaCeny isedimenty vyrobku NUTRICIA
Nutrilon a Walmark Laktobacily pouzité pro ptipravu hrubych lyzati bunc¢k. Hrubé lyzaty
bunék byly pfipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.2.

Vyrobek Vyrobek
NUTRICIA Nutrilon Walmark Laktobacily
. F ,;"', ;4?‘::‘?‘_.-’ ’ »’ o= .
?\; £ oy 4 | Weg o

223 -
r; '-v\-\! ' [T
= & 7 =, . -

Tukova vrstva

Sediment ] — Sediment

Obrazek 4: Vzorek NUTRICIA Nutrilon s tukem a sedimentem. Vzorek Walmark Laktobacily se
sedimentem.

- Hrubé lyzaty bunék byly pouZity pro izolaci DNA. Byly uchovavany pii -20 °C.

5.21zolace DNA magnetickymi mikrocasticemi F kol B100 ox

Izolace DNA z hrubych lyzati bunék byla provedena magnetickymi mikro¢asticemi podle
kapitoly 4.2.3.

-> Vzorky izolované DNA byly uchovany v lednici.

5.3 Spektrofotometrické stanoveni Cistoty a koncentrace izolované DNA

U DNA izolované z vyrobkt Walmark Laktobacily, NUTRICIA Nutrilon a Bifolac FORTE
byla zméfena absorbance pii 230, 260, 280 a 320 nm. Hodnoty absorbanci a koncentraci
DNA jsou uvedeny v Tabulce 9.
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Tabulka 9: Spektrofotomerické stanoveni DNA izolované z vyrobkii

Virobek | A230 | A260 | A280 | A320 | A260/280 | A260/A230 | ¢ (ng/ul)
Walmark | o b | 9059 | 0049 | 0021 | 1357 0,644 9.5
Lactobacily
Bifolac

0,024 | 0,023 | 0,023 | 0005 | 1,000 0,947 45
Forte
—
Utr.l cla Nezméritelné.
Nutrilon

- Koncentrace DNA izolovana z vyrobku Walmark Laktobacily byla 9,5 ng/ul, koncentrace
DNA izolovana z vyrobku Bifolac FORTE byla 4,5 ng/ul. Koncentrace DNA izolovana

z vyrobku NUTRICIA Nutrilon nebyla méfitelna.

5.4 Polymerazova retézova reakce s primery Feub a Reub

Po zméteni koncentrace DNA byla provedena amplifikace DNA metodou polymerazové
fetézové reakce podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.6. Spolu s DNA izolovanymi
z vyrobki byla amplifikovana i DNA pozitivni kontroly Lactobacillus acidophilus CCDM
476 (10 ng/pl).

5.5 Detekce produkti PCR specifickych pro doménu Bacteria

Detekce produktii PCR byla provedena gelovou elektroforézou na agarose (4.2.7).

Vysledky PCR jsou uvedené na Obrazku 5.
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Obrazek 5. Agarosova gelova elektroforéza produktii PCR (466 bp) specifickych pro doménu

Bacteria. DNA ze tiech vyrobkii byla amplifikovand pomoci primerii Feub a Reub.

=—13500bp
=—1200bp
=_—1000bp

—===500bp

Béh DNA vyrobku Mng:s;‘gl;) ?ﬁégng) Detekce produktu PCR
1 Walmark Laktobacily 9,5 ++
2 Bifolac FORTE 4,5 ++
3 NUTRICIA Nutrilon * +
4 Standard 100 bp 9,5 100 bp zZebticek
5 Pozitivni kontrola 10 +
6 Negatini kontrola - -

Detekce produktu PCR: ++ silna, + zietelna,— nedetekovana.

* Mnozstvi DNA nezméfitelné.

- V doplicich stravy byl detekovan produkt PCR (466 bp) specificky pro doménu Bacteria.
Byla prokazana ptitomnost bakterialni DNA.
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6. DIZKUZE

6.1 Pfiprava hrubych lyzati bunék a izolace DNA z vyrobki

Z vyrobkt Walmark Lactobacily, Bifolac FORTE a NUTRICIA Nutrilon byly pfipraveny
hrubé lyzaty bunék. Izolace DNA z hrubych lyzati bunék byla provedena magnetickymi
mikroc¢asticemi.

DNA byla izolovana magnetickymi mikro¢asticemi P(HEMA-co-GMA), které jsou pokryté
karboxylovymi skupinami. DNA z bun¢k se na ¢astice adsorbuje v prostiedi 2 M chloridu
sodného a 9,1 % hm. polyethylen glykolu (PEG 6000). [33]

Cistota a koncentrace izolované DNA byla zméfena na NanoPhotometru pii riznych
vlnovych délkach. Koncentrace DNA izolovana z vyrobku Walmark Lactobacily byla
9,5 ng/ul a pomér absorbanci Azeo/Azs0 byl 1,357. Koncentrace DNA izolovana z vyrobku
Bifolac FORTE byla 4,5 ng/ul a pomér absorbanci Azeo/Azg0 byl 1,000. Pomér absorbanci
A260/A280<1,7 znamena, Ze izolovana DNA je kontaminovana bilkovinami. [29] Pomér
absorbanci ovliviiuji nizké hodnoty absorbanci. [Spanova, tstni sdéleni] Koncentrace DNA
izolovana zvyrobku NUTRICIA Nutrilon byla pod mezi zméfitelnosti pouzitym
NanoPhotometrem. Nizka koncentrace byla zptusobena nizkym mnozstvim bunék ve vyrobku
zpuisobenych kontaminaci.

6.2 Polymerazova ietézova reakce pro doménu Bacteria

Polymerazova fetézova reakce byla provedena v TermoCycleru podle programu Bacteria se
specifickymi primery Feub a Reub. Pro doménu Bacteria je specificky produkt PCR dlouhy
466 bp. [28] Tento produkt PCR byl detekovan po amplifikaci DNA z vyrobkd.

V susené kojenecké stravé NUTRICIA Nutrilon nebyla DNA izolovana v souladu s Gdaji
danymi vyrobcem. Vyrobce do suSené kojenecké stravy pifidava klinicky ovéfenou
prebiotickou smés oligosacharidi GOS/FOS. Probiotické bakterie do vyrobku nejsou
ptidavany. [30] Prokézana byla zfejm¢ DNA bakterii, které otevieny vyrobek kontaminovaly.
PCR pro doménu Bacteria umoziuje amplifikovat velmi malé mnozstvi DNA (pg) a proto
byla prokazana DNA bakterii, které kontaminovaly otevieny vzorek [Spanova, tstni sdéleni
a Lastovi¢kova, Nutricia a.s., soukromy e-mail].

Polymerazova fetézova reakce je velmi citlivd metoda. I stopové mnozstvi DNA muze vést
Kk nespravnym vysledkiim. Pfi pfipravé smési pro PCR se musi pracovat sterilné. Pro spravné
provedeni PCR se pfipravuje pozitivni a negativni kontrola. Pozitivni kontrolou se sleduje
amplifikovatelnost DNA, zatimco negativni kontrola je nutna pro detekci piipadné
kontaminace amplifikované DNA. [32] Do negativni kontroly se misto matrice DNA ptidava
voda pro PCR. Do pozitivni kontroly se jako matrice DNA pouzivd DNA z typového nebo
sbirkového kmene o koncentraci 10 ng/ul, o které je znamo, ze se amplifikuje. [18]

Detekce produktt PCR byla provedena gelovou elektroforézou na 1,2 % agarosovém gelu.
Elektroforéza na agarosovém nebo polyakrylamidovém gelu se pouzivd pro separaci
a identifikaci DNA fragmentl. Polyakrylamidovy gel mé vyssi rozliSovaci schopnost pro
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kratké fragmenty DNA nez agarosovy gel, ale hif se pfipravuje a hif se s nim pracuje.
Agasosovy gel ma vétsi rozsah déleni delSich fragmentt (od 50 bp vys). Plati, Ze ¢im vétsi
jsou pory v gelu, tim vétsi fragmenty se muzou rozdélit. Jednotlivé sekvence jsou
rozdélovany podle své velikosti a riznou rychlosti prostupuji gelem. [32] Porovnanim s DNA
zebiickem se pfimo uréuje velikost amplifikovaného fragmentu DNA. [35] Na agarosovy gel
se spolu s amplikony a negativni a pozitivni kontrolou nanasi i porovnavaci DNA standard.
Porovnavaci DNA standard obsahuje fragmenty DNA o znamych velikostech. [32]

Vyhodnoceni gelu s produkty PCR bylo provedeno na transiluminatoru pod UV svétlem.
Pti pfipravé gelu bylo pouzito 0,5 pul roztoku GoldView a gel byl dobarvovan ethilidium
bromidem. GoldView je barvivo, které se pouziva jako nekarcinogenni nahrada ethilidium
bromidu. DNA barvi zelenou barvou. [34] Ethilidium bromid barvi DNA ¢ervengé.

Detekce na agarosovém gelu je kvalitativnim stanovenim produktu PCR. Rozdilna intenzita
produktu PCR na gelu byla zptisobena riznou koncentraci izolované DNA piidavané do PCR
smesi. [7]

Byla prokazana pritomnost bakteridlni DNA v analyzovanych doplncich stravy.
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7. ZAVER

Byly pfipraveny hrubé lyzaty bunék z doplikt stravy Walmark Lactobacily, Bifolac
FORTE a z mlécné kojenecké vyzivy v prasku NUTRICIA Nutrilon. Z hrubych lyzata bun¢k
byla izolovana DNA v kvalit¢ pro PCR pomoci magnetickych mikrocéastic. DNA se
amplifikovala v PCR specifické pro doménu Bacteria. Ve dvou vyrobcich (Walmark
Laktobacily a Bifolac FORTE) byla prokdzana piitomnost bakterii domény Bacteria
v souladu s tdaji deklarovanymi vyrobci. Vyrobek NUTRICIA Nutrilon byl kontaminovan
bakteriemi z vn&jsiho prostiedi, které se do vyrobku dostaly po jeho otevieni v pribéhu
skladovani.
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