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Testovani potencialniho kryo- a lyoprotektivniho ucinku
vybranych, ve vodé rozpustnych forem disacharidi
a polysacharidi s probiotickym potencialem u potencialné
probiotickych kment laktobacili a bifidobakterii

Souhrn

Bakterie s probiotickym t¢inkem maji ptiznivy vliv na zdravi svého hostitele. M¢ly by
byt soucasti kazdodenni stravy ¢lovéka. Zdrojem probiotickych bakterii mohou byt potraviny
(fermentované mlécné vyrobky, kysané zeli, tempeh, miso atd.), napoje (kombucha) a dopliky
stravy (kapsle, tablety, prasek). Béhem procesu konzervace téchto bakterii je mozné
zvysit jejich  Zivotaschopnost pfidanim kryo(lyo)protektiv. Nové latky s potencialnim
kryo- a lyoprotektivnim ucinkem jsou pifedmétem védeckého zkoumani. Pii dlouhodobé
konzervaci potencidln¢ probiotickych kmeni laktobacili a bifidobakterii by takovy ucinek
mohly mit 1 pro tento ucel neprozkoumané, rozpustné disacharidy a polysacharidy.

Cilem navrhované prace byl prizkum potencialniho kryo(lyo)protektivniho ucinku
uréitych, ve vod¢€ rozpustnych disacharidd (napf. laktuldézy) a polysacharidi (napf.
betaglukantl) s viceméné prokazanou prebiotickou aktivitou na vybranych kmenech (izolatech)
bifidobakterii a laktobacilti. Pro Géely této studie bylo vybrano 12 kment, z nichz 6 zastupctu
bylo rodu Lactobacillus a 6 zastupct bylo rodu Bifidobacterium.

Z vysledkl kryokonzervace a lyofilizace byla zjiSténa moznd nové vyuziti konkrétnich
latek nejen pro potfeby uchovavani testovanych kment bifidobakterii a laktobacill, ale i pro
navrzeni novych synbiotickych preparatl. V ptipadé€ kryokonzervace byl prokazan vyznamny
kryoprotektivni efekt betaglukanového i laktuldozového roztoku pro Bifidobacterium longum
subsp. infantis a BB-12. Samotny f-glukanovy roztok pusobil kryoprotektivné u B.
adolescensis, Lactobacillus gasseri a Lactobacillus johnsonii a roztok obsahujici laktulézu mél
kryoprotektivni potencial u B. longum subsp. longum, B. bifidum MG4 a vSech testovanych
laktobacili  (Lactobacillus gasseri, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus fermentum). Bé&hem
lyofilizace mél kryo(lyo)protektivni potencial f-glukanovy roztok piedevsim u Lactobacillus
rhamnosus a Bifidobacterium longum subsp. infantis.

Klicova slova: Bifidobacterium, Lactobacillus, konzervace, lyofilizace, zmrazeni,
kryoprotektivum, lyoprotektivum, probiotika, synbiotika



Testing the potential cryoprotective and lyoprotective effects of
selected, water-soluble forms of disaccharides
and polysaccharides with prebiotic potential in lactobacilli
and bifidobacteria

Summary

Bacteria with a probiotic effect are beneficial for the health of a host. They should be
a part of the daily human diet. Probiotic bacteria are present in food (fermented dairy products,
sauerkraut, tempeh, miso etc.), beverages (kombucha) and food supplements (capsules, tablets,
powder). During the preservation process of these bacteria, it is possible to increase
their viability by adding cryo(lyo)protectants. Novel substances with a possible
cryo- and lyoprotective effect are the subject of the scientific research. In the long-term
preservation of potentially probiotic strains of lactobacilli and bifidobacteria, it may be useful
to have soluble disaccharides and polysaccharides for this purpose as well.

We focused on potential cryo(lyo)protective effects, water-soluble disaccharides
(e.g. Lactuloses) and polysaccharides (e.g. Betaglucans) with multiple prebiotic activity
detected on selected stem (isolated) bifidobacteria and lactobacilli. We selected 12 strains,
6 types of the genus Lactobacillus and 6 types of the genus Bifidobacterium for this study.

The results of cryopreservation and lyophilization revealed possible new uses of specific
substances for storage of tested strains (bifidobacteria and lactobacilli) as well as
in design/proposition of new synbiotic preparations. In the case of cryopreservation, a suitable
cryoprotective effect of betaglucan and lactulose was discovered for Bifidobacterium longum
subsp. infantis and BB-12. A cryoprotective potential of the S-glucan solution was observed
in B. adolescensis, Lactobacillus gasseri and Lactobacillus johnsonii. The potential
cryo(lyo)protective effectiveness in the lactulose solution was found in B. longum subsp.
longum, B. bifidum MG4 and Lactobacillus gasseri, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus fermentum.
The cryo(lyo)protective potential of p-glucan solution was observed in Lactobacillus
rhamnosus and Bifidobacterium longum subsp. infantis during lyophilization.

Keywords: Bifidobacterium, Lactobacillus, preservation, freeze-drying,
cryopreservation, cryoprotectants, lyoprotectants, probiotics, synbiotics
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1 Uvod

Bakterie jsou jednobunééné prokaryotické mikroorganismy rtznych tvart a velikosti.
Jejich velikost se pohybuje v fadu mikrometrii. Jsou to nejrozSifenéjsi organismy na svéte,
osidlily rizné ekologické niky, mezi které patii i vn€jsi a vnitini prostfedi zivych organismii.
Mikrobiom je soubor v§ech mikroorganismii, které osidluji lidské télo. Uvadi se, Ze télo ¢lovéka
obsahuje v praiméru 1,3 bakterialni buniky na 1 buriku lidskou (Sender et al. 2016). Bakterie
osidluji lidské t€lo v mnoha jeho Castech, primarn€ se vyskytuji na vnéjSich a vnitfnich
povrsich. Jednd se predevsim o povrchy gastrointestindlniho traktu, kiize, dutiny Ustni atd.
Pocet bakterii stfevniho mikrobiomu je odhadovan na 10* bunék (Savage 1977). A pravé
ve stievech nalezneme probiotické kmeny bakterii zahrnujici rody Bifidobacterium
a Lactobacillus, které maji pfiznivy vliv na zdravi svého hostitele. Probiotické bakterie
pomahaji udrzovat zdravé prostiedi gastrointestinalniho traktu, pusobi proti premnozeni
patogennich bakterii a chrani tak svého hostitele pfed rozvojem infekce. Jejich piisobeni vSak
pfesahuje hranice gastrointestinalniho traktu, protoze maji spoustu dalSich funkci. Moduluji
a stimuluji imunitni systém, ovliviiuji neurologickou soustavu, stav kiize, endokrinni systém
zazivaciho traktu, energeticky metabolismus, biosyntézu vitamind a hormonil, metabolizaci
xenobiotik atd. (Lynch a Pedersen 2016). Lidem se v prubéhu zivota méni sloZeni stfevni
mikrobioty (Mitsuoka 1990), stile je ale nutné, aby byla zachovana jeji rovnovaha
a nedochazelo k vykyvam, pfi kterych se zvysuje riziko infekce a kolorektalniho karcinomu
(Haenel et al.1975; Salminen et al. 1998b; Lynch a Pedersen 2016).

Probiotické bakterie jsou pro své ucinky zahrnovany do bézn€ dostupnych potravin
a dopliiki stravy. Nejen pro tyto ucely je nutné bakteridlni buiiky konzervovat a uchovat tak,
aby byl zaji§tén co mozna nejvyssi pocet piezivsich bunék pti rekonstituci kultur. Pred prvnimi
pokusy o konzervaci bakterii bylo nutné péstovat kultury v Zivném médiu nepietrzité. V prvni
poloving 20. stoleti doslo k rozvoji vyuziti kryokonzervacnich a susicich technik pro bakterie
(Swift 1920). Tim byla prodlouzena doba zivotaschopnosti bakterii a snizily se naklady
vydavané na nepfetrzitou péci o kultury v zivném médiu. Konzervace bakterii (naptiklad
kryokonzervace) dosahovala vétSich uspéchi, kdyz ke kulturdm zacaly byt aplikovany
kryoprotektivni latky, které byly empiricky testovany (Elliott et al. 2017). Kryo(lyo)protektivni
latky tedy minimalizuji riziko poskozeni bunék pii jejich konzervaci, redukuji mnozstvi
vznikajicich krystalki ledu a chrani bunky pied prudkymi zménami osmotického tlaku
napiiklad pfi procesu kryokonzervace nebo lyofilizace. Jednim z tkoll této diplomové prace
je odhaleni latek, které jsou v tomto sméru neprobadané, maji vlastnosti kryo(lyo)protektiv
U konkrétnich typovych kment a které by mohly vést k navrzeni novych typt synbiotickych
preparata.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotézou této diplomové prace je, Ze neprozkoumané di- a polysacharidy maji lyo- ¢i
kryoprotektivni €inek pii konzervaci bifidobakterii a laktobacili metodou lyofilizace
a kryoprezervace.

Ruazné typy disacharidii, oligosacharidli a polysacharidii jsou znadmy pro sviij prebioticky
ucinek. Takové latky poskytuji substrat pro probiotické bakterie, jejichz rist a/nebo
metabolickou aktivitu stimuluji. Tato stimulace je selektivni a znevyhodiiuje patogenni
mikroorganismy. Ne¢které, pro dané tcely dosud neprozkoumané, rozpustné disacharidy
a polysacharidy mohou navic také pisobit jako kryo(lyo)protektivni substance pii dlouhodobé
konzervaci potencialné probiotickych kmenti laktobacili a bifidobakterii. Kryokonzervace
(zmrazeni) a lyofilizace (suSeni mrazem) jsou konzervacni procesy, které umoznuji uchovani
kultur bakterii v Case. Modernizace konzerva¢nich technik piinasi snadnéjSi manipulaci
s konzervovanymi vzorky, ale také jejich delsi zivotnost. Snizeni rizika poskozeni bakterialnich
bun€k béhem konzervaénich procest je zajistovano piidanim kryo(lyo)protektiv. Inkorporace
kryo(lyo)protektiv redukuje mnozstvi vznikajicich krystalki ledu v pribéhu procesu
zmrazovani. Volba kryo(lyo)protektiva nezévisi pouze na ném samotném, ale také
na vlastnostech bakterialni kultury, ke které protektivni latku inkorporujeme.

Vlastnim cilem diplomové prace je prizkum potencidlniho kryo(lyo)protektivniho G¢inku
uréitych, ve vod¢ rozpustnych disacharidi (napf. laktulézy) a polysacharidi (napf.
betaglukantl) s viceméné prokazanou prebiotickou aktivitou na vybranych kmenech (izolatech)
bifidobakterii a laktobacilti. Vysledky by mohly odhalit nové vyuziti konkrétnich latek nejen
pro potieby dlouhodobého uchovavani téchto vyznamnych skupin bakterii, ale také vyuziti
téchto latek pii navrzeni novych typt synbiotickych preparati.
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3 Literarni reSerse
3.1 Probiotické bakterie

Vsechny organismy na Zemi podléhaji evolu¢nim zménam. Tyto zmény mohou probihat
nezavisle na sobé. Pokud se vSak organismy vyvijeji v tésné blizkosti, mohou na evoluc¢ni
zmény jedné populace reagovat vramci své fylogeneze 1 jedinci Zzjiné populace.
Prostiednictvim tohoto procesu, ktery nazyvame koevoluce (Janzen 1980), se mohou
organismy vzajemné pfizpusobovat. Bakterie osidlily nejriznéjsi typy ekologickych nik
a prostfednictvim koevoluce s organismy i zazivaci Ustroji zivych druht.

Probiotické bakterie jsou zivotaschopné mikroorganismy, které maji pfiznivy vliv na
zdravi svého hostitele (Donohue et al. 1996). K dosazeni vétsiho pozitivniho G¢inku téchto
bakterii jsou pomoci technologickych postupli vyrdbény probiotické dopliiky stravy, které
zlepsuji rovnovahu zadoucich mikroorganismil v gastrointestindlnim traktu clovéka, ale i
zvitat. Jedna se nejCastéji o tablety, jemny prasek nebo kapsle s lyofilizovanymi
mikroorganismy (Saarela et al. 2000; Rada 2010). V ramci potravin je také nalezneme ve
fermentovanych mléénych vyrobcich, kysaném zeli, misu, syrech, fermentovanych masnych
vyrobcich, oplatkach atd. Potraviny vyrobené z prirozen¢ se vyskytujicich slozek a obsahujici
probiotické bakterie nazyvame funkéni potraviny. Funkénost probiotik operuje s vyslednymi
vlastnostmi vyjadiujici pouzitelnost a efektivni U¢inky konkrétniho probiotického vyrobku
(Salminen et al. 1998a; Rada 2010).

12, Bacteroides, Eubacterium, Peptococcaceae
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Obrdzek 1. Zmény v zastoupeni mikrobioty s rostoucim vékem ¢lovéka (Mitsuoka 1990).

Béhem zivota Clovéka se méni slozeni jeho stievni mikrobioty (viz Obrazek 1).
U novorozenct a kojencti je oproti adolescentiim a dospélym jedinclim zastoupeni jednotlivych
kmeni odli$né. S rostoucim ve€kem klesd pocet bifidobakterii a narlsta pocet clostridii,
laktobacildl, streptokokt atd. (Mitsuoka 1990). Mezi druhy bifidobakterii, které byly izolovany
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z gastrointestinalniho traktu kojencii nejvice, patii Bifidobacterium breve (Kitajima et al. 1997),
Bifidobacterium infantis (He et al. 2001) a Bifidobacterium bifidum (Mitsuoka 1990; Barret
et al. 2015). Jiné druhy bifidobakterii se vyskytuji spise u dospélych jedinct nezli u kojenct.
Mezi takové bakterie patii napiiklad Bifidobacterium longum (Del Re et al. 2000)
a Bifidobacterium adolescensis (Khedkar et al. 1994).

3.1.1 Vyuziti a vyznam pro ¢lovéka

Vzhledem kjiz znamym benefitim na lidské zdravi jsou probiotika zahrnovana
do jogurtd a fermentovanych mléénych napoji ve zvysené mife od 80. let 20. stoleti (Daly et al.
1996). Vyuziti potravin a doplikl stravy s probiotickymi bakteridlnimi kulturami pomaha
udrzovat zdravou stfevni mikrobiotu. Takto ustanovena rovnovaha poté poskytuje obranu pred
nemocemi gastrointestinalniho traktu, pfemnozenim patogennich bakterii, rozvojem infekce,
a dokonce i pied vznikem kolorektalniho karcinomu (Haenel et al.1975; Salminen et al. 1998b;
Lynch a Pedersen 2016). U novorozencti pusobi probiotika jako prevence proti zavazné
nekrotizujici enterokolitidé a u déti také jako prevence proti kolikdm, syndromu drazdivého
traéniku (IBS z angl. Irritable bowel syndrome) a infekci Helicobacter pylori (Szajewska et al.
2016). Probiotické bakterie maji také pfiznivy vliv na stravitelnost laktozy, alergie rizného
puvodu, zmiriiuji zacpu a pusobi jako podpurna terapie pii prijmu (Rada 2010).

Stfevni mikrobiota ma spoustu funkei a jeji vliv piesahuje i bariéry gastrointestinalniho
traktu. Ovliviiuje imunitni systém, proliferaci hostitelskych buné¢k, zdravi ktize, vaskularizaci
stiev, neurologickou soustavu, endokrinni systém zazivaciho traktu, metabolizaci xenobiotik,
energeticky metabolismus, biosyntézu vitaminl, hormond a neurotransmiterti atd. (Lynch
a Pedersen 2016). Je tedy Zadouci, aby byla mikrobiota stfev v rovnovaze, na jejimz udrZeni
a stabilizaci se velmi piizniveé podileji prave probiotické bakterie, které maji velky potencial
v 1é€bé chorob spojenych s vySe vyjmenovanymi funkcemi stfevni mikrobioty clovéka
(Salminen et al. 1998b).

Navzdory rozsahlému pozitivnimu U¢inku probiotickych kmenl bakterii a kvasinek
na lidské zdravi Evropsky tfad pro bezpe¢nost potravin (EFSA z angl. European Food Safety
Authority) doposud neschvalil Zadné zdravotni tvrzeni tykajici se probiotik. Nékteré zemé vSak
maji regulacni systémy, prostfednictvim kterych piisuzuji probiotikiim tvrzeni o pfiznivém
uc¢inku na lidské zdravi (Szajewska et al. 2016).

3.1.2 Probiotika

Puvod slova probiotika pochazi z roku 1965, kdy Lilly a Stillwell tak oznacili latku
vytvofenou prvokem, jez stimulovala rlst jiného prvoka. ,,Pro bios®, tedy ,,pro Zivot®, je
jakymsi opakem slova antibiotikum (Rada 2010). Probiotika sestavaji z zivych mikroorganismi
a poskytuji zdravotni benefity svému hostiteli (Salminen et al. 1998a).

Pro maximalni ucinnost humannich probiotik je vhodné, aby byly izolované
mikroorganismy lidského piivodu a podavany v dostatecném mnozstvi. Probiotika musi totiz
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prekonat kyselé prostiedi zaludku a odolat piisobeni zlu€ovych soli aj. moznych inhibujicich
latek (Salminen et al. 1996). Kmeny bakterii jsou voleny na zaklad¢ jejich bezpecnosti
a funk¢nich vlastnosti. Mimo jiné je zapotiebi, aby mohly byt kultivovany ve velkém mnozstvi
a do potravin zapracovany v ramci prumyslové vyroby produktti. Kromé probiotickych bakterii
se vyuzivaji i probiotické kvasinky jako napi. Saccharomyces cerevisiae a Saccharomyces
boulardii (Szajewska et al. 2016). Pti skladovani si musi zachovat svou Zivotaschopnost
a funk¢ni vlastnosti, pficemz je dilezité, aby svymi metabolickymi produkty nezasahovaly
do senzorickych vlastnosti koneéného produktu, pokud to neni Zadouci. Zivotaschopnost
probiotickych bakterii v potravindch zévisi na mnoha faktorech, jakymi jsou napf. pH,
skladovaci teplota vyrobku, pfitomnost kompetitivnich mikroorganismi, inhibitorti (NaCl) atd.
(Saarela et al. 2000; Lynch a Pedersen 2016). Vyroba probiotik se fidi pfedpisy pro potraviny,
nemaji totiz status léCiva. Jiz od objeveni probiotik patii mezi nejcastéji vyuzivané kmeny roda
Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus a Enterococcus. Duvodem je dlouhodoba zkusenost
s témito mikroorganismy pii vyrob¢ silaze, kysané zeleniny a zpracovani mléka. Dale se s nimi
manipuluje snadnéji nez se ,striktné anaerobnimi‘ bifidobakteriemi a jsou ve vétSing piipadech
nepatogenni. Jako dal§i probiotické bakterie se vyuzivaji také rody Bacillus, Clostridium,
Propionibacterium a ptedevsim jiz zminovany rod Bifidobacterium (Rada 2010; Hill et al.
2017).

(dolnost wiél kyselimam
a Huéi

Lidsky pivod

Adherence na hdske
stievnd buily

Flinicka prikaznost
zdravotnich benefiti

Vlastnosti
probiotického kinene

Bezpeinost v ramel
potravin a klinického
vyt

Perzstence v GI traktn

Antagonisious viifi
kariogennim a patogennirn|
hakterzim

Produlice
antimikrobialnich latek

Obrdzek 2. Teoreticky zdaklad pro vybér probiotickych mikroorganismii (Saarela et al. 2000). Zahrnuje bezpecnost,
vhodné funkcni vlastnosti (Zivotaschopnost, adherence, kolonizace, antimikrobialni aktivita, imunologicka
stimulace, antigenotoxicka aktivita a prevence patogenii) a technologické aspekty (viist v mlécnych vyrobcich,
senzorické viastnosti, stabilita, rezistence viici bakteriofagum, Zivotaschopnost behem technologického postupu).
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Pro studium probiotickych kmenli v gastrointestindlnim traktu se vyuziva technik
molekularni biologie, pomoci kterych lze rozlisit sledovany kmen od tisicti dal$ich bakterit,
které tvoii stievni mikrobiotu. Kromé toho, Ze je napfic¢ studiemi prokazovan ptiznivy ucinek
pusobeni probiotickych bakterii na zdravi hostitele, je nutné sledovat i ptipadné skodlivé ucinky
(Mattila-Sandholm et al. 1999). Nejnovéjsi studie se zabyvaji testovanim pusobeni probiotik
na novorozencich za u¢elem snizeni rizika vzniku autoimunitnich onemocnéni, jako je napf.
diabetes mellitus 1. typu (Uusitalo et al. 2016). Predpoklada se, ze mikrobiota
gastrointestindlniho traktu zdravého Cclovéka dokaze ovlivnit imunologickou odpoveéd
organismu na vlivy ptichazejici z vnéjsiho prostiedi.

3.1.3 Prebiotika

Pojem ,,prebiotika“ zavedli vroce 1995 Gibson a Roberfroid a definovali je jako
nestravitelnou slozku potravy, ktera piiznivé ovliviiuje zdravi hostitele prostiednictvim
stimulace ristu a/nebo aktivity jednoho i1 vice druhl (resp. kmenl) zdravi prospéSnych
mikroorganismi. Cilovymi organismy jsou pro prebiotika pfedevsim bifidobakterie, méné jiz
laktobacily. Populace patogennich nebo potencialné patogennich bakterii (napf. rod
Bacteroides, Clostridium, Fusobacterium, Salmonella) naopak snizuji, ¢imz modifikuji sloZeni
sttevni mikrobioty. Prebiotika se ziskavaji extrakci zrostlin a naslednou hydrolyzou
extrahovanych molekul nebo syntézou z disacharidu prostfednictvim transferazové aktivity
(Gibson a Roberfroid 1995; Rada 2010). Poskytuji substrat, ktery selektivné stimuluje rast
a/nebo metabolickou aktivitu probiotickych bakterii. VétSina prebiotik zahrnuje zkvasitelné
a nestravitelné oligosacharidy ¢i polysacharidy, napt. GOS (galaktooligosacharidy), (FOS)
fruktooligosacharidy, inulin a dale napt. laktulézu (Saarela et al. 2000).

Prebiotika musi pro svou funk¢nost spliiovat v organismu tfi kritéria. Zaprvé je nutné,
aby byly tyto latky rezistentni vii¢i prostiedi traviciho traktu, ve kterém se vyskytuji
hydrolytické enzymy a ZluCové kyseliny. Na druhou stranu je zapotiebi, aby tyto latky byly
fermentovatelné cilenymi stievnimi bakteriemi. A zatieti musi efektivné stimulovat rist a/nebo
aktivitu zadoucich a nepatogennich bakterii, které¢ ptiznivé ovlivituji zdravi hostitele.
S ohledem na tato kritéria jsou prebiotika pfidavana do rtznych druhti potravin, napft.
do mlé¢nych kysanych vyrobki, rostlinnych tukt, suSenek, zmrzlin atd. (Roberfroid 2007,
Rada 2010).

Savci se s prvnim prebiotikem setkavaji ithned po narozeni, je jim totiz matefské mléko.
Prebiotika v matefském mléce maji bifidogenni G¢inek, protoze je znamo, Ze se u plné kojenych
déti vyskytuji bifidobakterie ve vétsi mife oproti détem, které jsou krmeny umélou vyzivou
nabazi kravského mléka. Prebiotické oligosacharidy galaktooligosacharidové tady
vV matefském mléce maji kromé bifidogenniho u€inku 1 antimikrobialni vlastnosti a inhibuji tak
adhezi nezadoucich bakterii na sténu stieva (Vlkova et al. 2011).
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3.1.4 Synbiotika

Synbiotika jsou funkéni potraviny, kterd obsahuji probiotika i prebiotika. Mezi obéma
slozkami je ocekavan synergicky ucinek, kterym zvySuji Zivotaschopnost probiotickych
bakterii a napomahaji jejich usidleni v gastrointestinalnim traktu clovéka. Tyto procesy
probihaji prostfednictvim selektivni stimulace ristu a/nebo aktivace metabolismu zadoucich
bakterii. Interakce in vivo je ovlivnéna adaptaci probiotik na prebiotika. Probiotikum pfizptisobi
svij metabolismus substratu, ktery mu poskytne prebiotikum (Gibson a Roberfroid 1995;
Saarela et al. 2000; Rada 2010). Dalsi vyhodou synbiotik je lepsi ptezivani probiotickych kultur
pii prichodu horni ¢asti traviciho traktu, kde je kyselé prostredi zaludku. Ptikladem potraviny,
ktera je synbiotikem, je jogurt, jez obsahuje jak probiotické bakterie, tak i prebiotickou
oligofruktdzu (Gibson a Roberfroid 1995; Vlkova et al. 2011).

3.2 Laktobacily

Laktobacily patii do skupiny typickych bakterii mlé€ného kvaseni (BMK). Jsou tedy
grampozitivni a kataldza-negativni, avSak nékteré kmeny mohou vykazovat katalazovou
pseudoaktivitu. Konecnym produktem fermentace cukrii téchto bakterii je predev§im kyselina
mlécna v pipad¢ obligatn¢ homofermentativnich druhti, obligatné heterofermentativni druhy
navic produkuji etanol, CO2, kyselinu octovou aj. organické kyseliny. Netvofi spory a vykazuji
Vv zasadé€ pravidelny, ty¢inkovity tvar.

Obrdzek 3. Adherence Lactobacillus acidophilus k mikroklkiim stiev ¢lovéka. Zaznam z elektronového
mikroskopu (Gopal et al. 2001).

Laktobacily jsou mikroaerofilni, chemoorganotrofni a sacharolytické mikroorganismy.
Ty, co obyvaji intestindlni trakt vykazuji lepSi rlst za anaerobnich podminek. Jsou témét
vSudypfitomné, miZzeme je nalézt v prostiedi, které je svou skladbou bohaté na dostupné cukry,
napt. vjidle (mlé¢né vyrobky, fermentované masné produkty, kvaskové pecivo, ovoce,
zelenina, napoje atd.), v dychaci soustave, v gastrointestinalnim traktu, v pohlavnim ustroji lidi
i zvitat, v odpadnich vodach a rostlinném materialu (Gopal et al. 2001; Felis et al. 2005).
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3.3 Bifidobakterie

Bifidobakterie poprvé izoloval Tissier ze stiev kojence (1900), kdy je pojmenoval jako
Bacillus bifidus. Jsou to grampozitivni, ty¢inkovité bakterie nejc¢astéji nepravidelného tvaru
(realné v prostiedi a rovnéz v kultiva¢nich podminkach in vitro vytvareji tvary napodobujici
pismena Y, X, Casto také vykazuji kyjovity tvar). Tvoii ty¢inky, které¢ se v médiu mohou
vyskytovat jednotlivé nebo mohou vytvaret shluky a fetizky. Netvoti spory a vlakna. Jsou to
anaerobni a chemoorganotrofni bakterie. Bifidobakterie jsou katalaza-negativni mimo nékolika
vyjimek (Bifidobacterium indicum, Bifidobacterium asteroides) (Felis et al. 2005; Quigley
2017)

Rod Bifidobacterium je nikoli odborné spravné fazen mezi bakteric mlé¢ného kvasSeni
(hlavnim findlnim produktem jejich specifického, fermentativniho metabolismu je kyselina
octova a mlécna v priblizném molarnim poméru 3:2), fylogeneticky, metabolicky, fenotypovée
a zpohledu ekologie (pfedevsim mistem vyskytu) se od nich vSak podstatné lisi. Typ
metabolismu cukrii bifidobakterii je heterofermentativni. Findlnimi produkty fermentace,
jak jiz bylo zminéno, jsou acetat a laktat v poméru 3:2. Klicovymi enzymy pro degradaci
glukézy jsou dvé fosfoketolazy — jedna specifickd pro fruktdza-6-fosfat a druha specificka
pro xyloza-5-fosfat. Fruktoza-6-fosfat fosfoketolaza rozdeli fruktozu-6-fosfat na acetylfosfat
a erytroza-4-fostat, pti¢emz mluvime o tzv. ,,bifidové draze®.

Obrdzek 4. Adherence Bifidobacterium animalis subsp. lactis k mikroklkiim stirev clovéka. Zaznam
Z elektronového mikroskopu (Gopal et al. 2001).

Pfirozené se vyskytuji v organismech zviteciho i lidského piivodu. Bifidobakterie byvaji
nejcastéji izolovany z vykali, bachoru skotu, odpadnich vod, zubnich kazti a zazivaciho traktu
opylovact — v¢el a ¢melakt (Gottschalk 1986; Felis et al. 2005; Killer et al. 2010).

V roce 1994 bylo revidovano rozd¢€leni laktobacilli na zakladé typu jejich fermentace. Pot
et al. stanovil terminy: ,homofermentativni, ,heterofermentativni®, ,obligatné
homofermentativni®, ,,fakultativné heterofermentativni“ a ,,obligatn¢ heterofermentativni®.
Potovy definice byly mnohymi autory kritizovany jako nepiehledné, a tak Hammes a Vogel
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(1995) tyto terminy predefinovali, ¢imz vzniklo i jejich dne$ni moderni pojeti (Felis et al. 2005).
Obligatné homofermentativni laktobacily fermentuji hex6zy téméf vyhradné na kyselinu
mlécénou pomoci EMP drahy (Embden-Meyerhof-Parnas pathway), zatimco pentdzy a kyselina
glukanova nejsou fermentovany pii nedostatku fosfoketolaz. Fakultativné heterofermentativni
laktobacily fermentuji hexdzy na kyselinu mléénou pomoci EMP drahy a také degraduji
pentdézy a cCasto i kyselinu glukanovou za pfitomnosti aldolaz a fosfoketolaz. Obligatné
heterofermentativni degraduji hex6zy a pentdzy prostfednictvim pentozofosfatového cyklu
za vzniku laktatu, ethanolu, kyseliny octové a oxidu uhli¢itého (Hammes a Vogel 1995).

3.4 Charakteristika vybranych druhii bakterii

3.4.1 Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus je pievladajici zdravi prospésnd bakterie s probiotickym
potencidlem v gastrointestinalnim traktu dospélého c¢lovéka (Mitsuoka 1990). Spolu
s Bifidobacterium longum se pro své probiotické u¢inky vyuziva ke sniZzeni abdominalniho
diskomfortu a negativnich nésledkti po antibiotické terapii (Reuter 1963). Mtzeme ji nalézt
v komercné znamych probiotickych dopliicich stravy (naptiklad Biopron Forte) a v mléénych
produktech, K jejichz vyrob¢ se pouziva acidofilni kultura (naptiklad acidofilni mléko, zakysy
atd.). Dale napomaha ke zmirnéni symptomii IBS (Preston et al. 2018).

Nevyhodou této bakterie je, ze se bcéhem manipulace velmi rychle snizuje
Zivotaschopnost kolonii. Na druhou stranu bylo pomoci in vitro a in vivo modelt prokazano,
Zze ma Lactobacillus acidophilus imunostimulaéni u¢inky, které zahrnuji indukci produkce
cytokinil, zvySenou fagocytarni aktivitu, stimulaci humordlni (latkové) slozky imunitniho
systému, funkci T-lymfocyti a NK bunék (NK z angl. angl. natural killer cells). L. acidophilus
ovliviiyje také produkci mukozniho sekretu, ktery mechanicky chrani sténu stiev a zaroven
tvofi podjednotku imunitniho systému jako slizni¢ni imunitni systém (z angl. MALT-mucosa-
associated lymphoid tissue), Zmifiované imunostimula¢ni ucinky mohou zmirnit piiznaky
jiz indukovaného zanétu tlustého stieva (Hamilton-Miller 2004; Mohamadzadeh et al. 2011;
Lightfoot et al. 2015).

3.4.2 Lactobacillus fermentum

Lactobacillus fermentum je jedna z predominantnich bakterii pro gastrointestinalni trakt
¢lovéka. Pfi priichodu travicim traktem dokéZe odolavat plisobeni zaludecnich $tav a zluci,
proto miize naplnit svlij probioticky potencial ve stfevech, kde se podili na udrzeni
rovnovazného stavu mikrobioty. Mimo to se také vyskytuje v lidském urogenitalnim traktu
a vyuziva se k prevenci a 1é¢b€ urogenitalnich infekci zplisobenych patogennimi bakteriemi
(Reid et al. 1993; Gardiner et al. 2002; Bao et al. 2010). Metabolity produkované Lactobacillus
fermentum pusobi antimikrobialné také proti bakterii Streptococcus mutans, ktera vylucuje
v ustni duting kyseliny, které naleptavaji zubni sklovinu, spolupodili Se na tvorb¢ zubniho plaku
a pripadn¢ i zubniho kazu (Rodrigues et al. 2020).
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Byla provedena studie (Olivares et al. 2007), pti které byl zkouman vliv L. fermentum
jako adjuvantu (substance aplikovdna s antigenem za Ucelem vyssi stimulace adaptivniho
imunitniho systému) pii imunologické odpovédi na o€kovani proti chiipce. Poloving ucastnikl
studie byly oralné podavany tablety s lyofilizovanou bakterii Lactobacillus fermentum a druhé
polovin¢ ucastniki byly podavany tablety s methylcelulézou (placebo). Po dvou tydnech
od vakcinace méla skupina, ktera uzivala tablety s bakterii, oproti ,,placebo® skupiné vyssi
pomér NK bunék. Vakcina indukovala narist poctu T-lymfocyth typu 1 u obou skupin
zucastnénych, ale u skupiny, kterd uzivala tablety s bakterii, byl tento pocet znovu vyssi.
U ,,placebo* skupiny nebyla detekovana protilatkova odpovéd’, oproti tomu byla u druhé
skupiny zaznamenéna imunologickd odpovéd’ protilatkou Imunoglobulin A. V kone¢ném
vysledku méla skupina ucastnikl (ti, ktefi uzivali tablety s bakterii) ve sledovaném obdobi

[ RA4

Lactobacillus fermentum vykazuje jak antimikrobialni, tak i antioxida¢ni aktivitu.
To bylo prokazano naptiklad eradikaci patogenni bakterie Salmonella enterica (sérovar
Typhimurium) a redukci granulomatédzniho zanétu v jatrech a sleziné u mysi. Lécba se skladala
z kombinace ofloxacinu a L. fermentum kmene ME-3. L. fermentum zvySuje antioxidacni
aktivitu séra a ma antiaterogenni ucinky, protoze snizuje zastoupeni LDL ¢astic v Krvi
(Mikelsaar a Zilmer 2009).

3.4.3 Lactobacillus gasseri

Lactobacillus gasseri se vyskytuje Vv gastrointestinalnim traktu c¢lovéka a je
predominantni bakterii vaginalni mikrobioty Zen v reprodukénim véku (Fujiwara et al. 2001;
Witkin a Linhares 2016). Tato bakteric pusobi antimikrobialn¢ diky produktim svého
metabolismu (napt. kyselina mlééna, peroxid vodiku) (Atassi a Servin 2010). Byla provedena
studie zabyvajici se piisobenim L. gasseri na piitomnost bakterie Helicobacter pylori v zaludku
infikovanych jedinct. Pfitomnost Helicobacter pylori nemusi zpisobovat vazné problémy,
ovSem pii oslabeni imunitni systému muze vyvolat akutni gastritidu. Ukdzalo se, Ze 1écba
pomoci probiotickych ucinka Lactobacillus gasseri je pacienty velmi dobfe snasena. Oproti
jinym zpusobim 1éEby nevykazuje zadné vedlejsi ucinky (Sakamoto et al. 2001). Ve studii
(Garcia-Gutierrez et al. 2020) byl objeven novy bakteriocin gassericin M produkovany
Lactobacillus gasseri. Tento bakteriocin byl vysoce u¢inny proti patogenni bakterii Clostridium
perfringens.

Pti vakcinaci proti chiipce byla u poziti tablet s Lactobacillus gasseri stejné¢ jako
u Lactobacillus fermentum detekovana imunologicka odpovéd’ protilatkou Imunoglobulin A.
Znamena to tedy, ze Lactobacillus gasseri ovliviiuje funkci imunitniho systému hostitele
(v tomto piipadé mysi) a ma protektivni charakter proti viru chiipky. U experimentu na lidech
byla pozorovana také vyssi aktivita NK bunék (Kadooka et al. 2019).
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3.4.4 Lactobacillus johnsonii

Bakterie Lactobacillus johnsonii dokéaze kolonizovat lidsky a zvifeci gastrointestinalni
trakt (Granato et al. 2004). Produkuje exopolysacharidy, které ovliviiuji sloZzeni mikrobioty
hostitele. Exopolysacharidy ptisobi proti naruseni rovnovahy mikrobioty tak, Ze ji chrani pred
osidlenim patogeny (Gorska et al. 2010; Dertli et al. 2013). Také produkuje peroxid vodiku,
ktery spolu s kyselinou mlécnou plisobi proti patogentim napiiklad v urogenitalnim traktu zeny
(Atassi a Servin 2010). Dalsim probiotickym efektem je antimikrobidlni aktivita proti
Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium a Escherichia coli (Ahmed et al. 2019).

V in situ studii (Dertli et al. 2013) byla rozliSena struktura dvou riznych polysacharida
produkovanych Lactobacillus johnsonii FI9785. Predpoklada se, ze to je vysledkem delece
epsE genu (kdédujici enzym zodpovédny za biosyntézu exopolysacharidil), spontanni mutaci
epsC genu, ktery se podili na regulaci biosyntézy polysacharidii, a mutaci, pii které byl
odstranén cely cluster eps genu. Zjisténi o produkci dvou riznych exopolysacharidi (EPS1
a EPS2) Lactobacillus johnsonii FI9785 bylo pieclomové, protoze je to v bakterialni #isi velmi
ojedin¢lé (Dertli et al. 2013).

Neeser et al. se zabyvali specifickymi vazebnymi misty na povrchu bakteridlnich bunék
Lactobacillus johnsonii. Identifikovali dvé specificka vazebna mista, ktera na sebe vazi
karbohydratovy substrat. Mnohé stievni patogenni bakterie maji na svém povrchu stejna
vazebna mista, pomoci kterych se vazi na mukozni sténu stiev hostitele a ulpivaji tak v jeho
gastrointestinalnim traktu. Lactobacillus johnsonii obsazuje vazebna mista a soupefi o né
s patogennimi bakteriemi, pted kterymi tak chrani svého hostitele (Neeser et al. 2000).

Dale byl studovan vliv Lactobacillus johnsonii na chronické stievni zanéty (IBD z angl.
Inflammatory bowel disease). Exopolysacharidy, které tato bakterie produkuje, ptiznivé
ovlivituji mukozni sténu stfev. Na mukdzni sténé sttev mohou ulpivat patogenni bakterie, jak
bylo popsano vyse (Neeser et al. 2000). Ve stievech pacientd s IBD se vyskytuje vEtsi mnozstvi
bakterii, které mohou napadat mukézni sténu, nezZ je tomu u zdravych pacientd. Lactobacillus
johnsonii pusobi antagonisticky proti témto patogennim bakteriim a dal$i vyzkum téchto
mechanismu pusobeni by mohl objasnit patofyziologii IBD (Gorska et al. 2010; Ruas-Madiedo
et al. 2006).

3.45 Lactobacillus rhamnosus

Tato bakterie s probiotickym potencidlem kolonizuje lidskou tstni dutinu, urogenitalni
a gastrointestinalni trakt (Gardiner et al. 2002). Lactobacillus rhamnosus se pro své probiotické
ucinky uziva spolu s Lactobacillus fermentum jako lécba nebo prevence urogenitalnich infekci
u zen (Reid et al. 1993), ale ptlisobi také proti gastrointestindlnim patogentim (Inturri et al.
2019). L. rhamnosus stimuluje imunitni systém a iniciuje tvorbu cytokinii nejen u savcd,
ale i u ryb. Pfestoze u ryb nekolonizuje gastrointestinalni trakt, pfi experimentalnim podavani
této bakterie pstruhu duhovému Oncorhynchus mykiss do vody, byly potvrzeny probiotické
ucinky (Nikoskelainen et al. 2003), jakymi jsou naptiklad modulace stfevni mikrobioty tak,
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aby podporovala tvorbu butyratu, ¢imz se moduluje pH ve stfevé a vytvari se prostiedi
vhodnéjsi pro probiotické bakterie oproti patogennim bakteriim (Lin et al. 2020).

Lactobacillus rhamnosus zlepsuje stav obéznich déti, které trpi hypertransaminasemii
(onemocnéni vyznacujici se zvySenymi hodnotami jaternich enzymi zvanych transamindzy).
Ve studii (Vajro et al. 2011) jedna polovina pacientii uzivala tablety s Lactobacillus rhamnosus,
pficemz druha polovina pacientll uzivala tablety s placebo ucinkem po dobu 8 tydnii. Pfi
vyhodnocovani vysledku se ukazalo, ze u pacientd, ktefi uzivali probiotickou bakterii, poklesl
enzym alaninaminotransferaza. Dale byl zaznamenan pokles specifickych protisacharidovych
antigenl v jatrech.

Vzhledem k nedostatku metod, které by spolehlivé 1é€ily gastrointestinalni onemocnéni
provazené bolestmi bficha, vznikaji studie zabyvajici se moznymi novymi zptsoby 1écby.
Je zZadouci, aby byla 1écba pro organismus co nejSetrnéj$i, ale maximalné G¢inna. Mezi nové
probadané terapie v této oblasti patfi i terapie pomoci L. rhamnosus. Co se tyce ulevy od bolesti
a zmirnéni symptomu, ma L. rhamnosus efekt zejména na pacienty s IBS (Horvath et al.2011,
Preston et al. 2018).

3.4.6 Lactobacillus reuteri

Lactobacillus reuteri se mize nachazet v lidském urogenitdlnim a gastrointestinalnim
traktu, ale také napf. ve stievech jinych savci a ptakd. Tato bakterie je modelovym
mikroorganismem pro studium evolu¢nich mechanismti mezi hostitelem a jeho symbiontem
Vv zazivacim traktu, protoze je rozsifena mezi velky pocet riiznych druhi obratlovca Vertebrate
(Walter et al. 2011). V lidské populaci je rozsifena minoritn€. Studie Molin et al. (1993) uvadi,
7e pouze 4 % pacientll ze 75 testovanych, méli ve své stievni mukoze tuto bakterii. Z matky
na dité se pfenasi pii porodu, kdy dité prochazi porodnimi cestami, a pfi kojeni stejné jako jiné
druhy laktobacili (Méandar a Mikelsaar 1996).

Co se tyCe probotickych ucinki bylo prokazano, Ze Lactobacillus reuteri ma
protizanétliveé tcinky a zlepSuje klinicky pozorovatelné symptomy kolitidy (Savino et al. 2010).
Vzhledem k bezpecnosti probiotik je Lactobacillus reuteri jakozto probioticka bakterie
vhodnym terapeutickym prostfedkem k 1é€b¢ stfevnich onemocnéni zejména u novorozenct
a kojencu (Coccorullo et al. 2010). Také byla prostiednictvim animalnich modelti potvrzena
protinadorova aktivita této bakterie. Ve studii (Luo et al. 2020) byla zjiSténa produkce cytokin,
které inhibuji migraci a kolonizaci bunééné linie melanocytl, ¢imz plsobi preventivné proti
melanomu.

3.4.7 Bifidobacterium adolescensis

Bakterie Bifidobacterium adolescensis nebyla nikdy izolovana u novorozencu a déti, l1ze
ji nalézt ve stolici dospélého ¢loveka, v lumen stiev krav nebo v odpadnich vodach. Co se tyce
vyskytu u ¢loveéka jakozto hostitele, B. adolescensis se nachazi v tlustém stfevé a dale také
v Zenském reproduk¢énim traktu (Reuter 1963).

20



Vyzkum probiotickych ucinkd Bifidobacterium adolescensis prokazal, ze ma tato
bakterie schopnost ptisobit prostfednictvim modulace imunitniho systému proti projeviim
atopické dermatitidy (Fang et al. 2019). Také byly provedeny in vitro studie, které potvrzuji
antagonistickou aktivitu B. adolescensis vic¢i patogennim bakteriim zahrnujici Escherichia coli
(Fujiwara et al. 1997), Shigella dysenteriae (Misra a Kuila 1995) a Yersinia enterocolitica
(Ozbas a Aytac 1995). Dale také in vivo studie zaméfena na antagonistickou aktivitu
B. adolescensis potvrdila inhibici koliformnich bakterii v lidském gastrointestinalnim traktu
(Khedkar et al. 1994). Dale bylo prokazano, ze B. adolescensis ma protivirovy ac¢inek. Ve studii
Kim et al. (2014) byl demonstrovan ucinek B. adolescensis proti viru CVB3 prostiednictvim
ovlivnéni genové exprese a bylo navrzeno uzivani této bakterie s jidlem nebo Iéky.
Tato bakterie by mohla byt vyuzita pii alternativni 1écbé infekce virem Coxsackie (lidsky
RNA-virus patiici mezi ¢eled’ Picornaviridae), ktery zpusobuje syndrom ruka-noha-usta
(HFMD z angl. Hand-foot-and-mouth disease). Tento syndrom je velmi ohrozujici pro détskou
populaci, kterou postihuje nejcastéji. Pii komplikacich mize vyustit az v meningitidu, plicni
edém a myokarditidu (Rosenbach et al. 2018).

3.4.8 Bifidobacterium animalis subsp. lactis

Bifidobacterium animalis subsp. lactis je bakterie, ktera je hojné komeréné vyuzivana
Vv probiotickych vyrobcich. Pavodné byla izolovana z gastrointestindlniho traktu savce
a muzeme ji tedy nalézt ve vykalech krys, kurat, kralikd, prasat, telat, morcat, psit a v odpadnich
vodach (Scardovi a Trovatelli 1974; Bunesova et al. 2017). Vysledky studie (Bunesova et al.
2017) potvrdily, ze bakterie B. animalis subsp. lactis je hostitelsky nespecificka a jeji rizné
poddruhy se vyskytuji mezi riznymi druhy zvifat.

Jsou prokazany ptiznivé probiotické ucinky B. animalis subsp. lactis na imunitni systém
¢lovéka, kde prispiva k imunitni odpovédi pro specifické antigeny. Takovym antigenem miiZe
byt naptiklad virus chiipky (Rizzardini et al. 2011). Dalsi studie se zamétfovala na vyskyt
respiratornich onemocnéni u kojencii, kdy jim ve véku od 1 do 8 mésicti byla podavana bakterie
Bifidobacterium animalis subsp. lactis ve form¢ tablet a prokazalo se, ze déti uzivajici tyto
tablety méely nizsi vyskyt respiratornich onemocnéni nez déti, které tablety neuzivaly (Taipale
et al. 2010). Jina studie se zaméfovala na dospélé jedince s nizkou frekvenci defekace,
bolestivosti a diskomfortem Vv oblasti gastrointestinalniho traktu. Suplementace timto
probiotickym kmenem po dobu ¢tyf tydnl u testovanych jedinct vedla k navyseni frekvence
defekace, ¢imZ byly 1 zmirnény projevy diskomfortu v oblasti bficha (Eskesen et al. 2015).
B. animalis subsp. lactis ma prokazatelné pozitivni u¢inky na gastrointestinalni systém ¢lovéka.
Mezi dal$i probiotické ucinky této bakterie na lidské zdravi patii také plsobeni proti
patogennim bakteriim (napt. Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium)
a prevence vzniku infekei (Zacarias et al. 2014).

3.4.9 Bifidobacterium bifidum

Az v 50. letech minulého stoleti byla bakterie, ktera byla do té doby znama jako Bacillus
bifidus (Tissier 1900), znovu izolovana ze stfev kojence a oznacena jako rod Bifidobacterium.

21



V roce 1963 bylo kategorizovano sedm druhti tohoto rodu, z nichZ jeden byl B. bifidum (Reuter
1963) ustanoveny jako typovy pro rod Bifidobacterium. Tato bakterie se spolu
s Bifidobacterium longum a Bifidobacterium breve bézné vyskytuje piedevs§im v tlustém stieveé
déti kojeneckého veéku, které jsou kojeny matefskym mlékem. Tvofi tak dominantni podil
celkové mikrobioty téchto déti (Barret et al. 2015). U dospélych jedinct se vyskytuji také
Vv tlustém stievé (Mitsuoka 1990). Dale je bakterie B. bifidum obsazena v matefském mléce
avagin¢ Zeny, a tak dochazi prostfednictvim pfirozeného porodu a kojeni ke kolonizaci
gastrointestinalniho traktu novorozence (Mandar a Mikelsaar 1996; Biavati et al. 2000).

Psychologicky stres a jeho zatéz se na lidském téle projevuje také diskomfortem v oblasti
gastrointestinalniho traktu (Mitsuoka 1990). Studie (Culpepper et al. 2016) prokazala, ze druh
B. bifidum svymi probiotickymi u¢inky prokazateln¢ snizuje tento diskomfort a zazivaci potize,
jakymi jsou naptiklad akutni prijem a bolesti bficha, ¢imz ma zpétn¢ i1 pozitivni vliv
na psychiku ¢cloveéka. Dale napoméha obnovovani epitelidlnich bunék ve stfevech, konkrétnim
ptikladem muze byt studie Hsieh et al. (2015) zaméfena na vliv B. bifidum na ,,tésné spoje*
bunék (TJ z angl. Tight junctions) neboli Zonula occludens v epitelu stfev. Obnovovani téchto
spojii posiluje bariéru stiev a sniZzuje se tak propustnost pro patogeny do krevniho feciste.

Propionova kyselina je jednou z produkovanych organickych kyselin Bifidobacterium
bifidum (Han et al. 2005), tfebaze v minoritni mife. Pomoci propionatu se jidlo v lidském téle
lépe travi, snizuje hladinu cholesterolu v krvi a piiznivé ovliviiuje metabolismus sacharidd.
Dale se u této bakterie diskutuji protirakovinné ucinky, protoze se piimym i nepifimym
zpisobem (pomoci vlastnich enzymi) podili na supresi prokarcinogennich latek (Hosono et al.
1990), aktivuje imunitni systém svého hostitele a ovliviiuje pH ve stievech (Abd El-Gawad
et al. 2004; Hamilton-Miller 2004).

3.4.10 Bifidobacterium breve

Bifidobacterium breve se vyskytuje ve vykalech kojenych déti a telat, dale
vV reprodukénim traktu Zen a v odpadnich vodach (Reuter 1963). Nachazi se
Vv gastrointestinalnim traktu c¢lovéka a je jednou =z hlavnich slozek mikrobioty déti
v kojeneckém véku, u kterych pfiznivé plisobi na mikrobidlni rovnovdhu jejich stiev.
U novorozenci ma B. Dbreve vétsi afinitu ke sténam tlustého stfeva nez napiiklad
Bifidobacterium longum (Kitajima et al. 1997).

Z probiotickych ucinku je u Bifidobacterium breve znam vliv bakterie na imunitni systém
hostitele. Stimuluje humoralni (latkovou) slozku imunitniho systému tak, ze dokaze indukovat
produkci cytokinl (signalni peptidy, které zprostfedkovavaji komunikaci mezi bunikami
imunitniho systému) a ptisobi proti patogentim (Marin et al. 1996). Ve studii Yasui et al. (1999),
ktera byla provadéna na mysich, bylo prokazano, ze Bifidobacterium breve ovliviiuje produkci
IgA a IgG protilatek, ¢imZ mysi chrani naptiklad pfed infekci viru chiipky a rotavirusovou
infekci. Mimo jiné tato studie predklada navrh vyuzit B. breve jako prostifedek k transportu
antigentl v oraln€ uzivanych vakcinach (Yasui et al. 1999).
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3.4.11 Bifidobacterium infantis

Bakterie Bifidobacterium infantis je svym vyskytem stejné jako Bifidobacterium breve
typicka pro gastrointestinalni trakt kojenct, kteti jsou krmeny matetskym mlékem nebo umélou
kojeneckou vyzivou. Vyskytuje se tedy ve vykalech novorozencii, ale miizeme je nalézt
i ve vykalech mlad’at jinych savci, napiiklad telat (Reuter 1963).

Tato bakterie ma priznivé G¢inky na zdravi Clovéka a jeji vyuziti v 1é¢bé zatim
neprokazalo zadné negativni vedlejsi uCinky. Bylo prokéazéano, ze slozeny probioticky preparat
s Bifidobacterium infantis je vhodnou terapeutickou volbou pro zmirnéni ptiznakii syndromu
drazdivého tra¢niku, jehoZz etiologie neni doposud objasnéna. Nicméné do budoucna jsou
zapotiebi dalsi a rozsahlejsi studie (Yuan et al. 2017). V in vitro a in vivo modelech pusobi
biologicka aktivita Bifidobacterium infantis na optimalni latkovou propustnost stievni stény,
¢im posiluje bariéru stieva a chrani svého hostitele pied patogeny. U mysi napomaha pti 1écbe
zanétu tlustého stieva tak, ze ovliviluje genovou expresi proteinti t€snych spojl v epitelu stieva.
Dale ovliviiuje aktivaci MAP kinaz (enzymy tcastnici se pochodu v bunice) (Ewaschuk et al.
2008). Ve studii (Xiao et al. 2014) byla porovnavana 1é¢ba nadoru ledvin u mysi pomoci
Bifidobacterium infantis s dalsimi 3 zpusoby 1é¢by. LéEba pomoci této bakterie v kombinaci
s protivirovou medikaci vykazovala signifikantné nejefektivnéjsi protinddorovou aktivitu
a oproti ostatnim zptsobim 1éCby iniciovala apoptéozu (typ programované bunééné smrti)
nadorovych buné¢k nejvice.

3.4.12 Bifidobacterium longum

Bakterie Bifidobacterium longum se vyskytuje v Gstni duting a gastrointestinalnich traktu
¢lovéka, a to jak déti, tak i dospélych jedincti. Déle ji miizeme nalézt ve vykalech mlad’at savci,
Vv reprodukénim traktu Zeny nebo v odpadnich vodach (Reuter 1963). Perzistence B. longum
ve stievech hostitele je vysledkem koevolu¢niho vyvoje, prostfednictvim které¢ho se bakterie
ptizptsobila k vyuziti substratu, ktery mize byt hostitelem nebo ostatnimi bakteriemi jeho
sttevni mikrobioty obtizn& katabolizovan. Spatné stravitelné slozené cukry se ¢asto rozkladaji
az v tlustém stfeveé, kde byly detekovany cCetné transportéry oligosacharidii typu MalEFG
typické pro Bifidobacterium longum a pouze jeden transportér cukru typu PTS, ktery je bézny
napiiklad pro Enterococcus faecium a Escherichia coli (Schell et al. 2002).

Co se tyée vyzkumu probiotickych u¢inki B. longum, byla popsana produkce
extracelularnich polysacharidi bakterie B. longum kultivované v odstfedéném mléce.
Tyto polymery se skladaji z podjednotek glukozy, galaktézy a malého mnoZstvi uronovych
kyselin. Spojeni takto vznikajicich polymeri s kyselinou teichoovou je diilezité pro ptilnavost
bakterii ke sténé gastrointestinalniho traktu (Abbad Andaloussi et al. 1995). Kyselina teichoova
je jednou z hlavnich slozek bunééné stény grampozitivnich bakterii, tedy i probiotickych
bakterii. Bifidobacterium longum se spolu s dalsimi probiotickymi bakteriemi vyuziva ve formé
dopliiki stravy pro normalizaci sttevni mikroflory po uzivani antibiotik. Pisobi antimikrobialné
(Inturri et al. 2019). Dopliky stravy mohou takto pfedchazet velkym ztratdm v poctu zdravi
prospésnych bakterii mikrobioty stfev (Orrhage et al. 1994; Ferrer et al. 2017). Dale mtize mit
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Bifidobacterium longum anxiolyticky efekt (tlumi tzkostné projevy hostitele) Vv piipadé
chronické kolitidy. Tento ucinek byl v in vivo studii na mySich popsan tak, ze bakterie
B. longum snizuje drazdivost enterickych neurontl, které se nachazeji v gastrointestindlnim
traktu hostitele a pfenaseji signaly do jeho centralni nervové soustavy (Bercik et al. 2011).

3.5 Vybrané metody konzervace

3.5.1 Historie a souéasnost

Konzerva¢ni metody slouzi k uchovani kultur bakterii v ¢ase. Moderni techniky umoziuji
snadn&js$i manipulaci s konzervovanymi vzorky, ale také jejich delsi zivotnost. Pied prvnimi
pokusy o konzervaci bakterii byli badatelé odkazani na neptetrzité péstovani kultur v zivném
médiu. V prvni poloving 20. stoleti se zaCaly objevovat konzervac¢ni techniky, které zahrnovaly
mrazeni a suSeni bakterii (Swift 1920). Tyto techniky poskytovaly oproti ptivodnim postupiim
prodlouZenou dobu zivotaschopnosti bakterii a minimalizovaly ukony spojené s manipulaci
se vzorky. Bakterie byly pfi kultivaci po provedené konzervacéni technice identifikovatelné jako
ty stejné izolaty pied samotnym procesem konzervace. Zachovaly si totozné vlastnosti,
Vv pripad¢ patogennich bakterii 1 virulenci. Macfadyen et al. (1900) demonstrovali, Ze prakticky
vSechny bakterie a kvasinky je mozné zmrazit superchladnym tekutym vodikem, ktery ma
teplotu -252 °C, aniz by to po rozmrazeni ovlivnilo Zivotaschopnost téchto bun€k a jejich
metabolickou aktivitu. To znamenalo velky prilom ve vyzkumu bakterii, protoze prevazeni
takovych vzorki z mista na misto bylo mnohem odolngj§i vi¢i kontaminaci a destrukci
bakteridlnich bunék, nez tomu bylo v ptipadé¢ nekonzervovanych izolat. Princip zmrazovani
bakterii byl na po¢atku 20. stoleti zfejmy, Shackell (1909) byl vSak jeden z prvnich badateld,
ktery tato fakta verifikoval a poukazal na vyhody stavu dormance bakterii po zmraZeni.
Demonstroval, Ze 1 substance jako tkan¢ mohou byt uniformné zbaveny vody, aniz by po dobu
nekolika tydni ztratily schopnost znovuobnovit svou aktivitu. Konkrétné u viru vztekliny
prokézal, ze vir 1 pfes konzervaci zmrazenim po dobu nékolika tydnli neztratil schopnost
virulence.

Kryokonzervace a lyofilizace jsou velmi ¢asto vyuzivané metody konzervace. Obé tyto
techniky jsou U¢inné napfi¢ rliznymi bakteridlnimi druhy, které jsou po rozmrazeni znovu
Zivotaschopné (Perry 1995). Vyslednd zivotaschopnost bakterii neni vSak zavisld pouze
na metod¢ konzervace, ale také na mnoha dalSich faktorech. Jednim z nich je vhodné zvolena
metoda rehydratace. Pocty Zivotaschopnych bakterii jsou vySsi pti pomalé rehydrataci nez pti
rychlé rehydrataci, coz souvisi s reakci proteinil na teplotni Sok. Rehydratace mize probihat
napiiklad protfepanim lyofilizatu s deionizovanou vodou o teploté 20 °C. Pfipadnd destrukce
buiiky souvisi nejcastéji s poskozenim bunécné stény, plazmatické membrany, proteinli nebo
samotné DNA bakteridlni buiiky. Mezi ostatni faktory ovlivilujici Zivotaschopnost bakterii
po probehlé konzervaci miizeme dale zatadit ristové médium, susici médium ¢i podminky riistu
bakterii (Teixeira et al. 1995).

V dne$ni dobé ma konzervace bakterii Siroké uplatnéni v primyslu, potravinarstvi,
biotechnologiich, zdravotnictvi ¢i védeckém vyzkumu a vzdélavani. Kultury bakterii jsou spolu
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s dalsimi mikroorganismy uchovavéany ve sbirkach mikroorganismii. V ramci Ceské republiky
mizeme jmenovat Ceskou sbirku mikroorganismii Pfirodovédecké fakulty Masarykovy
univerzity, ktera chrani biodiverzitu mikroorganismii ex Situ tim, ze pribézné dopliuje svoje
fondy (Ustav experimentalni biologie PiF MU, 2019). Sbirky pii jednotlivych institucich jsou
sdruzovany do federaci a organizaci evropskych i svétovych méftitek.

Co se tyCe potravinafstvi, je uchovavani kultur klicovym parametrem pro vyrobu
nekterych potravin. Napiiklad vyroba jogurtli je provazena ockovanim zahuSténého mléka
jogurtovou kulturou (Streptococcus thermophilus a Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus). Pro vyrobu zakysané smetany a kysanych mlé¢nych napoji se vyuziva smetanova
kultura (Lactococcus lactis subsp. lactis a cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar
diacetalactis, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris a dextranicum) atd. (Vlkova et al.
2010).

3.5.2 Kryokonzervace

Metoda kryokonzervace spocivd ve zmrazeni kultur bakterii, aniz by dochazelo
K destrukci bunék. Voda se procesem zmrazeni stane pro bakterie nevyuzitelnou. Bunéény
metabolismus je zpomaleny nebo se Uplné zastavi. To, v jaké fazi rlstu bakterii je vhodné je
konzervovat, se li§i napti¢ druhy. Dle Perry (1995) je obecné vzato pro konzervaci bakterii
nejvice vhodna pozdni logaritmickd faze (znama také jako log faze, exponencidlni faze; viz
Obrazek 5).

LOG POCTU BAKTERII

Stacionarni faze

Faze odumirani

Log fize

Lag faze

CAS

Obrdzek 5. Riistova kifivka bakterii (Wang et al. 2015).

Dehydratované buiiky jsou skladovany pfi nizkych teplotach. Pii teplotach od -20 °C
do -30 °C se material skladuje v bézné dostupnych laboratornich mrazacich, vysledky jsou ale

doprovazeny velkymi ztratami, co se tyCe zachované zivotaschopnosti bakterii. Pfi teplote
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kolem -70 °C se pro dlouhodobéjsi skladovani vyuzivaji specialni mrazaky. Dale je mozné
bakterie uchovavat pii teplotdch od -140 °C do -196 °C pomoci tekutého dusiku. Pfi teploté
- 140 °C se vyuziva plynné faze dusiku a pfi teploté -196 °C kapalné faze dusiku (WU et al.
2008). V takto extrémné nizkych teplotach, jaké jsou dosazeny prostfednictvim tekutého
dusiku, je dle Heckly (1978) mozné bakterie skladovat neomezené¢ dlouhou dobu.
Zivotaschopnost bunék je pii takovych skladovacich podminkach nezavisla na dobé uchovani
a jejich geneticky zaklad ziistava stabilni. Dochazi k vitrifikaci vody (Fahy et al. 1984), pti které
se méni jeji viskozita. To mé za nésledek, ze voda pred uplnym zmrznutim ziska podobné
vlastnosti jako sklo — nekrystalickd amorfni latka. Tvofi se malé rozptylené krystalky, které
buiku neposkodi tak, jak by tomu bylo u velkych ptirozené vznikajicich krystali vody.

V praxi se vSak pro konzervaci bakterii velmi ¢asto vyuzivaji teploty od -60 °C do -80 °C,
protoze zachovana zivotaschopnost vykazuje nizké ztraty, anavic tyto ztrdty mizeme
maximalné snizit pomoci kryo(lyo)protektiv (Perry 1995), kterymi se budu dale zabyvat
v kapitole 3.6.

3.5.3 Lyofilizace

Lyofilizace neboli suseni mrazem (anglicky freeze-drying) je proces, pii kterém dochazi
K vysuSeni zmrazenych bakteridlnich bunék prostiednictvim sublimace ledu ve vakuu
(Macfadyen et al. 1900). Neboli zmrazeni bun¢k zpisobuje oddé€leni vody od pevného
materialu ve formé ledu, ktery je odstranén odpafenim — sublimaci (prvni suseni). Prvni suseni
musi byt pomalé, aby nedoslo k poskozeni bakterialnich bunék. Vznikla energie se vylouci jako
teplo. Energie vloZzena do vyparu musi byt kontrolovana a fizena, aby nedoslo ke kolapsu
bunécnych struktur. Vytvofenou paru je nutné odstranit od kultur bakterii. VEtSina bun€k neni
strukturdln¢€ a chemicky stabilni, dokud se vazand voda neodstrani pomoci desorpce (druhé
suSeni) (Perry 1995).

K procesu lyofilizace se vyuziva pfistroj lyofilizator. Existuje vice druht tohoto
pristroje. Dva komponenty jsou vSak pro vSechny stejné. Jednim z nich je vakuova pumpa,
ktera snizuje obsah plynli obklopujici vzorek v obalovém materidlu (nejcastéji hermeticky
uzaviené sklenéné vialky). Druhym z nich je kondenzator k odstranéni vlhkosti, ktera vznika
ochlazenim. Pfistroje se mohou liSit ve zpisobu, jakym kondenzétor interferuje se vzorky.
Uspésné dokonéeny proces lyofilizace je také zavisly na materialu, ze kterého lyofilizator
sestava. Dulezitou vlastnosti pro tento material je tepelna vodivost a odolavani tepelnym
vykyvam (Nireesha et al. 2013).
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Obrdzek 6. Demonstracni design Ilyofilizatoru (Nireesha et al. 2013). Komora obsahuje policky s vialkami.
Kondenzator vychytava rozpoustédlo, kterym je napr. voda. Externé orientovany kondenzdator miize byt napojen
ke komore riznymi zpiisoby, bézné byva umisten takto za komorou. Kapalina zahrivajici ulozné desky koluje o
uzavieném obvodu. Mrazeni vzorkii miiZe probihat pred viozenim do lyofilizatoru nebo v lyofilizacni komore.
Suseni probiha za nizkého tlaku a ve vakuu.

Preparaty pfipravené lyofilizaci pfinasi oproti jinym metodam konzervace fadu vyhod
(Carvalho et al. 2004). Jsou nenaro¢né na manipulaci, uskladnéni a praktické vyuziti, coz je
velkym plusem pro riizné primyslova odvétvi. Pokud se jedné o probiotické preparaty, je tato
metoda ekonomicky a technologicky nejefektivnéj$i. Mimo jiné je tato metoda Setrna
pro bunééné proteiny, které mohou byt citlivé na teplotni Sok, béhem kterého mohou
zdenaturovat, a tak se nenavratné a funkéné poskodit.

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.5.1, velmi dilezitym faktorem pro vyslednou
zivotaschopnost bakterii po lyofilizaci je i susici medium. V prubéhu lyofilizace susici médium
chrani bakteridlni bunky pfed poSkozenim a také usnadnuje rehydrataci. V potravinarském
pramyslu je pro vétSinu komeréné vyuzivanych bakterii mlécného kvaseni jako susici médium
vyuzivano suSené odsttedéné mléko. Takové mléko navic poskytuje proteiny, které
na bakterialnich bunkach vytvofi film, ¢imZ je chrani a zvySuji tak jejich Zivotaschopnost
(Carvalho et al. 2004).

3.5.4 SuSeni

Metoda konzervace suSenim je zaloZena na pisobenti tepla, pfi kterém se snizi obsah vody
Vv bunikach a nedochazi k naruseni chemické podstaty bun¢k (Misra a Kuila 1995).

Vyhodou této metody jsou nizké investi¢ni a udrzbové naklady, ¢asova nenaroc¢nost
a moznost nepretrzité prace. Mezi nevyhody patii drasticka dehydratace buné¢k, protoze pii ni
muze dochazet k tranzici-transformaci fosfolipidt (soucast bunééné membrany) a ke zménam
objemu bakteridlni bunky. Z toho diivodu se pfi suSeni stejné jako u mrazeni a lyofilizace
vyuzivaji protektiva, kterd buniku v rdmci tohoto procesu chrani. Béhem suSeni je dualezité
pfedchazet prudkym zméndm osmotického tlaku, a tak se vyuziva pfidani rGznych
karbohydrata (Linders et al. 1997) nebo glycerolu do tekutého média (Misra a Kuila 1995).
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Mille et al. (2004) se ve své studii zabyvali optimalizaci procesu suseni. Predmétem
zkoumani byla bakterie Lactobacillus plantarum a Lactobacillus bulgaricus. Optimalizace
zahrnovala dvé faze. V prvni fazi byly bakterie mlééného kvaseni namixovany s kaseinovym
praskem. Bakteriim je tak poskytnuto médium a pfed zahdjenim susSeni je zajiSténa stala
hodnota vodni aktivity aw. Vysledky studie prokazaly, ze dana hodnota aw pied zaCatkem suSeni
ovlivituje Zivotaschopnost bakterii na konci celého procesu. Druha faze optimalizace
zahrnovala samotné suseni suSickou s fluidnim lozem. Kolem granul s bakteriemi je prohanén
horky vzduch, vlhkost je odvadéna z ptistroje smérem ven a na konci pfistroje jsou ziskdvana
granula svysusenymi bakteriemi. V této fazi se vSak zivotaschopnost jednotlivych
bakteridlnich kment li$i v z&vislosti na pouzitém médiu a susicim plynu (Castro et al. 1995).
Nemén¢ dulezitym faktorem pro vyslednou zZivotaschopnost bakterii je 1 vliv osmotického tlaku
v prubéhu procesu suseni (Poirier et al. 1998), coz bylo potvrzeno i v koneéném vysledku studie
(Mille et al. 2004).

3.5.5 Sprejové suseni

Béhem sprejového suseni dochéazi k velmi rychlému odpateni rozpoustédla, ¢imz dochazi
k pifeméné tekuté hmoty v suché a pevné Castice. Prvni zminka o sprejovém suSeni pochazi
zroku 1860 (Cal a Sollohub 2010a). V dne$ni dobé je tato metoda vyuzivana napiiklad
pii ptipravé doplnkl stravy s probiotickymi bakteriemi, vyrobé susenych potravin (suSené
mléko), ke stabilizaci a vyrobé farmaceutik (Iéky s inhala¢ni aplikaci apod.) (Sollohub a Cal
2010Db). Pti sprejovém suseni bakterii miize dochazet k poskozeni bunécnych struktur rychlym
odparenim rozpoustédla (vody) a vlivem prudkych zmén teploty. Témto komplikacim je mozné
piedchazet upravenim slozeni susici smési a dalSich podminek v pribéhu procesu v zavislosti
na konkrétnim bakteridlnim kmenu a jeho vlastnostech (Gardiner et al. 2000).

Sprejové suseni sestdva z tii hlavnich fazi. Prvni fazi je atomizace ¢astic tekuté hmoty
vhodnym atomizérem. Takto upravené Castice hmoty v tekutém skupenstvi jsou pfipravené
na druhou fazi, ktera spociva v jejich reakci s dostate¢nym mnozstvim susiciho plynu. Susici
plyn ma obvykle vyssi teplotu neZ samotna sprejovanad tekutd hmota. Dochdzi k disperzi €astic
suSiciho plynu a k jejich splynuti s atomizovanymi ¢asticemi tekuté hmoty. Prostfednictvim
pusobeni susiciho plynu dochéazi k odpateni rozpoustédla, coz vede k tvorbé meziproduktu,
ktery jiz ziskava podobu pevnych ¢astic, aglomerath ¢astic, sypkého prasku apod. Ve treti fazi
je zapotiebi oddélit vysuSené castice od suSicitho plynu vhodnym separacnim zatfizenim,
jakym je naptiklad centrifuga. Po centrifugaci ziskavame finalni produkt (Cal a Sollohub
2010a).

3.6 Kryo(lyo)protektiva

Kryo(lyo)protektiva snizuji riziko poSkozeni bakteridlnich bun¢k béhem konzervacnich
procest. Inkorporace kryo(lyo)protektiv k bakteridlnim kulturdm redukuje mnozstvi
vznikajicich krystalkll ledu v prib¢hu procesu zmrazovani, a to pii riznych teplotach. Vznik
takovych krystalti miZe byt pro buriku ni¢ivy (Perry 1995). Protektivni substance se vyuZzivaji
1 pfu suSeni nebo sprejovém suseni. Pfidani t€chto substanci k bakteridlnim buiikdm nemusi byt
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vyuzivano pouze pro svij protektivni charakter. Mezi dal$i moznosti vyuziti patii naptiklad
jejich schopnost ménit sekundarni strukturu proteinti, inaktivace proteinti a enzymut apod.
(Sollohub a Cal 2010b). Latky, které jsou vyuzivany jako kryo(lyo)protektiva vykazuji riznou
miru pusobeni protektivniho uc¢inku. Volba kryo(lyo)protektiva nezavisi pouze na ném
samotném, ale také na vlastnostech bakteridlni kultury, pro kterou je vyuzit protektivni
charakter latky.

Mezi vyuzivana kryo(lyo)protektiva patii glycerol (vhodny pro pozitivni kontrolu)
(Reddy et al. 2009; Kanmani et al. 2011), dimethylsulfoxid (Ashwood-Smith 1967),
rekonstituované suSené mléko, krevni sérum apod. Tato diplomova prace se bude dale v ramci
kryo(lyo)protektiv zamétovat prevazné na disacharidy a polysacharidy s prebiotickym
potencialem.

Protektivni vlastnosti polysacharidi na biomolekuly b&éhem konzervace jsou
vysvétlovany nékolika faktory (Tymczyszyn et al. 2011). Prvnim z nich je vodikova vazba mezi
¢asti polysacharidu a polarnimi zbytky makromolekul ve vysuseném stavu. To mé za nasledek,
Ze 1 pies ztraty vody neni narusena fyzikalni podstata makromolekuly. Makromolekula se
pomoci vazby s polysacharidy udrzuje v podobném stavu jako za ptitomnosti vody. Druhym
faktorem je formovani polysacharidii do konformace, kdy ziskavaji skelnou podobu (tzv. ,,sugar
glass®). Vlastnosti ,,sugar glass® matrice zlepSuji stabilitu makromolekul béhem jejich
skladovani (Santivarangkna et al. 2008). Tietim faktorem je odstranéni navazané vody
a polysacharidii z povrchu makromolekul za pfitomnosti vody, ¢imz si makromolekula
Castené zachovava své nativni uspofadani a jiné ptivodni vlastnosti (Arakawa a Timasheff
1982).

3.6.1 Glycerol

Vyuziti glycerolu jako latky s protektivnim potencidlem u rliznych typl biomolekul je
celkem probadané a empiricky ovéfené¢ (Howard 1956). Glycerol je organicka slou€enina.
Vyuziva se pfedevSim v kosmetickém odvétvi, potravinarském pramyslu, lékarstvi a také
napiiklad pro vyrobu nemrznoucich smési. Jednd se o bezbarvou viskozni kapalinu
bez zapachu. Ma hygroskopické vlastnosti, tzn., ze dokaze pohlcovat a udrzovat vzdusnou
vihkost.

Glycerol je v dnesni dobé v ramci mikrobiologickych experimentl bézné vyuzivana
latka s kryo(lyo)protektivnim charakterem. Jeho protektivni ucinky maji u probiotickych
bakterii stabilni Gspé$nost (Reddy et al. 2009; Kanmani et al.2011), a tak se Casto jedna
0 pozitivni kontrolu pfi testovani méné probadanych alternativ.

3.6.2 Fruktooligosacharidy (FOS)

Fruktooligosacharidy jsou slozené sacharidy zmonomernich jednotek fruktozy
avyskytuji se pfirozen¢ v mnoha rostlinach, zkterych se ziskdvaji derivaty
fruktooligosacharidl pro vyuZiti v potravinafstvi a lékarstvi.
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Fruktéza se vdze na bunéfnou sténu probiotickych bakterii, ¢imz chrani bakterialni
bunku pted poskozenim nebo odumienim beéhem vysuSeni napiiklad pfi konzervaci sprejovym
suSenim (Rajam a Anandharamakrishnan 2015). Startovaci kultura konzervovanych bakterii je
pii vyuziti fruktooligosacharidii obohacena také o jejich prebioticky ucinek, coz podporuje
preziti probiotickych bakterii pii prichodu gastrointestinalnim traktem c¢lovéka. Ve studii
zabyvajici se Ginky fruktooligosacharidi ziskanych z ryzového proteinu na Lactobacillus
plantarum béhem lyofilizace bylo prokazano, ze lyofilizované bunky této probiotické bakterie
nevykazovaly v inhibici patogent oproti nelyofilizovanym bakteriim odlisné vysledky. Dalsim
dalezitym poznatkem studie bylo, ze fruktooligosacharidy navédzané na bunécnou sténu
L. plantarum béhem lyofilizace zajistily na povrchu bakterialnich bun¢k vysoky stupen
hydrofobicity, coz je pro udrzeni co nejpivodnéjsi fyzikalni podstaty buniky velmi vyhodné.
Je tak chranéna pted poskozenim zplisobenym ztratou vody (Savedboworn et al. 2018).

3.6.3 Galaktooligosacharidy (GOS)

Galaktooligosacharidy se skladaji z monosacharidovych jednotek galaktozy. Vyskytuji
se ptirozen¢ napiiklad v matefském a kravském mléce. Byly vyhodnoceny jako velmi vhodné
protektivni slozky pti kryokonzervaci Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Probiotické
dopliiky stravy obohacené o galaktooligosacharidy maji vcetné protektivnich vlastnosti
na probiotické bakterie 1 prebioticky ucinek (Tymczyszyn et al. 2011, 2012).
Galaktooligosacharidy jsou produktem enzymatického Stépeni laktézy plisobenim enzymu
laktazy (p-galaktosidazy) (Splechtna et al. 2006). Vzhledem k tomu, ze se laktoza ziskava
ze syrovatky, ktera je hlavnim odpadnim produktem pii vyrobé syrd, je vyuziti
galaktooligosacharidii jako kryo(lyo)protektiva jednim z vhodnych zplisobii recyklace této
odpadni hmoty (Playne a Crittenden 2009).

3.6.4 p-glukany

p-glukany jsou polysacharidy, které jsou tvoreny molekulami glukézy spojenymi
glykosidickou vazbou. Jedna se o heterogenni latky. Ve studii Da Silva Guedes et al. z roku
2019 bylo prokazano, ze je mozné vyuzit f-glukany jako kryoprotektivum pro probiotické
laktobacily (L. acidophilus LA-05, L. plantarum 49, a L. plantarum 201). g-glukany jsou
diskutovéany jako vhodna slozka funkénich potravin, protoze maji blahodarné G¢inky na lidsky
organismus (Daou a Zhang 2012). Mimo to je jejich primyslova vyroba levna a nema negativni
dopad na Zivotni prostiedi, protozZe je mozné je vyextrahovat bez promyvani alkalickymi nebo
kyselymi rozpoustédly a nevytvaii se tak polutanty, které by Zivotni prostiedi zatézovaly
(Da Silva Guedes et al. 2019).
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4 Material a metody
4.1 Bakterialni kmeny

Pro ucely diplomové prace byly zvoleny kmeny druhii bifidobakterii a laktobacild,
unichz byl prokazan probioticky efekt a které jsou hojné pfitomny v probiotickych
a synbiotickych preparatech nejen na tuzemském trhu (Tabulka 1).

Tabulka 1. Kmeny bifidobakterii a laktobacilli se sbirkovymi ¢isly pouzité pro splnéni cilt
diplomov¢ prace

Laktobacily Bifidobakterie
L. gasseri DSM 20243T (typovy) B. longum subsp. infantis ATCC 17930
L. reuteri DSM 200167 B. adolescentis DSM 200837
L. acidophilus ATCC 43567 B. breve ATCC 157007

L. rhamnosus ATCC 9595 B. longum subsp. longum ATCC 157077

: . T B. animalis subsp. lactis BB-12 Ch.
L. johnsonii DSM 10533 Hansen

L. fermentum ATCC 149317 B. bifidum MG4

Za nazvy jednotlivych kment jsou vypsany zkratky, které udavaji nazev a ¢islo sbirky,
odkud pouzité kultury pochdzi. Zkratka ,,DSM“ znamena Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen neboli Némecka sbirka mikroorganismii, zkratka ,,ATCC* znamena American
Type Culture Collection neboli Americka sbirka typovych kultur.

Zvolené kmeny jsou soudasti interni sbirky mikroorganismét LAM UZFG AV CR, v. v.
i., kde byla experimentalni prace provedena. V tabulce je zahrnut kmen Bifidobacterium
bifidum MG4, jakoZto nesbirkovy, z davodu potvrzeni ¢i vyvraceni hypotéz, ze nejen sbirkové
kmeny budou chranény vaci nizkym teplotdm a lyofilizaénimu procesu za piitomnosti
potencialnich kryo(lyo)protektiv. Tento kmen byl izolovan ze stolice p&timési¢niho kojence
(chlapce) prostiednictvim modifikovaného TPY (Rada a Petr 2000) a klasifikovan na zakladé
komparativni analyzy 16S rRNA (ribozomalni RNA malé podjednotky ribozomu) genu. Gen
byl amplifikovan prostfednictvim PCR (polymerazova tetézova reakce) a ,,primerového® paru
616V (5'- AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3") — 630R (5'- CAKAAAGGAGGTGATCC-
37) (Loy et al. 2002). PCR reakce v objemu 25 uL sestavaly z 1x PPP Master Mix (75 mM
Tris-HCI, pH 8.8, 20 mM (NH4)2SOs, 0.01% Tween 20, 2.5 mM MgClz, 200 uM of each
deoxynucleoside triphosphate, 1.25 U Taq - purple DNA polymerase; Top-Bio, CR), 0.5 uM
obou primerti a 20 — 50 ng templatové DNA. Uspésna amplifikace byla potvrzena na zakladé
1.5 % agarozové elektroforézy za téchto podminek: 110 V, 40 min, ethidium bromid
pro obarveni DNA v koncentraci 50 ng / 100 ml. Ziskané amplikony byly purifikovany kitem
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Némecko) podle instrukci vyrobce a sekvenovany
zZ obou stran, tj. pomoci obou primert, ve spoleénosti SEQme company (CR). Kompletni
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sekvence byly rutinng sestaveny v programu Geneious version 7.1.7 software (Biomatters Ltd.,
Novy Zéland). Vysledné sekvence byly vlozeny do databaze EzBioCloud voln¢ ptistupné na
webové strance: https://www.ezbiocloud.net/identify (Yoon et al. 2017) porovnavajici
vloZenou sekvenci se vSemi kompletnimi (v nejvyssi mife vyextrahované z kompletnich
genomi) sekvencemi piislusného genu typovych kmen prokaryot. Vysledkem jsou
procentudlni podobnosti s nejbliz§imi taxony. V pfipadé izolatu MG4 to bylo 99,85 %
s typovym kmenem B. bifidum.

4.2 Rekonstituce a kultivace kultur

Zmrazené kultury bifidobakterii a laktobacilli (kryoprotektivum glycerol: 20% v/v) byly
rekonstituovany (,,0ziveny*) preockovanim do modifikovaného M.R.S. bujonu (mMRS)
0 nasledném slozeni (g / L): 12 trypton, 20 glukoza, 5 g kvasni¢ny extrakt, 5 g s6jovy pepton,
5 octan sodny, 5 NaCl, 1 MgCI2 x 6 H20; 0,2 cystein x HCI, 1 ml Tween 80, pii¢emz pH
pted sterilaci bylo upraveno na 7,3 pomoci SM NaOH. Anaerobni podminky byly zajiStény
vytésnénim atmosférického Oz pomoci CO: z tlakové lahve (Cistota plynu > 99,99 %).
Toto médium, v pripade nutnosti zjisténi poctu zivotaschopnych bun¢k v podobé KTJ — kolonii
tvotici jednotky s ptidavkem 13,5 g bakteriologického agaru (Oxoid, Anglie), bylo pouzito
nejen pro rekonstituci zmrazenych kultur, ale také pro kultivaci — fizené pomnozovani
bifidobakterii i laktobacili. Empiricky jsme v poc¢atku pokust zjistili, ze toto médium je vhodné
pro kultivaci obou skupin probiotickych bakterii.

4.3 Priprava potencialnich kryoprezervacnich a lyoprotektivnich roztoki

V  nize situované tabulce jsou uvedena slozeni dvou potencialnich
kryo- a lyoprotektivnich roztokti na bazi 3 — glukanii a laktulozy. Dale tabulka zahrnuje slozeni
negativni a pozitivni kontroly (jen v pfipadé kryoprezervace).

Tabulka 2. Slozeni potencialnich kryo- a lyoprotektivnich roztokt (g / 100 ml deionizované
vody, pokud neni uvedeno jinak)

) , L, K - (negativni K+ (pozitivni kontrola,
p -glukanovy roztok Laktulozovy roztok kontrola) Kryoprezervace)
B -glukany kvasnicné Laktuléza (ALIUD® Narostla kultura na N?OStiésk uliu_'r-aslsa(f oncit Lko J
(Apotex, CR) 3 | PHARMA GmbH, Némecko) | konci Log fize 1,5ml | =€~ o rozto
10 glycerolu 1,5 ml
Lecithin s@ovy Lecithin s()vjovy (SunPharm,
(SunPharm, CR) 2,5 CR)25
Kvasni¢ny extrakt Kvasni¢ny extrakt (Oxoid,
(Oxoid, UK) 2,5 Anglie) 2,5
K2HPO4 2 K2HPO4 2
MgCl> x 6 H0 0,5 MgCl> x 6 H20 0,5

Jednotlivé komponenty byly fadné resuspendovany ve vodé¢ a roztok lehce povaren
ve vodni lazni (10 minut). Po apravé pH pomoci 5M NaOH na hodnotu 7,1 - 7,3 u nich byla
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vytvofena anaerobni atmosféra vytésnénim kysliku prostfednictvim COz, stejné€ jako v ptipadé
kultiva¢niho modifikovaného M.R.S. média. Toto ristové médium i pfipravené roztoky byly
sterilovany pfi 107 °C po dobu 55 minut. V piipad¢ ptipravy roztoku s laktulézou byl
samostatné pfipraveny, anaerobni a sterilni roztok této latky pfidan do roztoku zbylych
sloucenin v ptislusné koncentraci az po jeho sterilaci, aby nedoslo k nezadoucim Maillardovym
reakcim (reakce redukujicich sacharidii s aminokyselinami). U pozitivni kontroly
kryoprotektivni roztok sestaval z 50 % glycerolu (v/v) a 50% roztoku v deionizované vodé
o0 tomto slozeni (g / L): 1,2 KoHPOg4; 0,33 g KH2PO4 a 0,5 cystein-HCI. Rovnéz u tohoto
sterilizovaného roztoku (121 °C / 20 minut) byla vytvofena anaerobni atmosféra pomoci COs.

4.4 Priprava smési bakterialnich kultur a roztoki potencialnich kryo- a
lyoprotektiv pred kryoprezervaci a lyofilizaci

U rekonstituovanych kultur vybranych kmeni bifidobakterii a laktobacilli byl ukoncen
rast pii 37 °C na konci Log faze ristové kiivky po 18-24 h kultivaci v mMRS bujonu. Ristové
ktivky, nezbytné k uréeni doby kultivace na konci Log faze, byly u kazdé¢ kulury v daném médiu
provedeny pomoci spektrofotometrického (Jenway 6100 Spectrophotometer, Anglie) méfeni
zakalu (resp. miry koncentrace bun¢k) v urcitych Casovych intervalech. V této dobé byl
U kazdého z vybranych kmeni zjistén kultivaéné pocet bunék v 1 ml narostlé kultury (pocatecni
hodnota pted procesy zmrazovani a lyofilizace). Zaroven v 7 kopiich bylo 1,5 ml kultury
smichano s 1,5 ml potencialnich kryo- a lyoprotektivnich roztokd, pficemz vysledna
koncentrace aktivnich latek byla v takto pfipravenych vzorcich tato: laktuloza (2,5 %, v/v),
3 - glukany (0,75 % w/v), lecithin a kvasni¢ny extrakt 0,625 % (w/v). Pro pfipravu vzorkl byly
vyuzity sklenéné 15 ml penicilinky obsahujici 2 ml anaerobniho ,,udrzovaciho* roztoku
oslozeni (g / L): 5 trypton; 2,5 kvasni¢ny autolyzat (oba Oxoid, Anglie); 2,5 NaCl; 1,2
KH2PO4; 0,2 cystein-HCl a 0,5 ml Tween 80 (Sigma-Aldrich, USA). Po tpravé pH 5M NaOH
na hodnotu 7,2 - 7,5 byly lahvicky naplnény roztokem kalibrovanou davkovaci pipetou,
pfi¢emz byla vytvofena anaerobni atmosféra pomoci CO2. Lahvicky byly hermeticky uzavieny
gumovou zatkou a hlinikovym uzavérem. Tento postup byl zvolen pro stabilizaci prostiedi
a udrzeni co nejvyssi vitality (Zivotaschopnosti) bun€k. Pted aplikaci kultur a roztokl byl cely
objem udrzovaciho roztoku odstranén sterilni, kalibrovanou a jednorazovou stiikackou s jehlou
(Braun, Némecko).

V piipadé kryoprezervace i lyofilizace, kopie pfipravené suspenze bunék a roztoki
(f-glukanovy, laktulézovy, kontrolni s glycerolem — K+ a kontrolni obsahujici pouze narostlou
kulturu — K -) v daném poméru byly ponechany 2 hodiny pfi teploté 15 °C pro ucely
homogenizace. Vzorky uréené pro sledovani mozného kryoprotektivniho efektu byly vlozeny
do mrazni¢ky s nastavenou teplotou — 20 °C. Jako dal$i kontrolni vzorek byla pouzita kultura
v objemu 3 ml a uskladnéna pfi teploté — 80 °C (Ultra-low Temperature Freezer, MDF-U73V,
SANYO Electric Co., Ltd., Japonsko).

Vzorky uréené pro stanoveni mozného lyoprotektivniho t€¢inku shodnych roztokt byly
pfipraveny stejnym zptisobem a poté vlozeny po dobu 4 hodin do mraziciho zatizeni s teplotou
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— 80 °C. Jako negativni kontrola byly pouzity lahvic¢ky s 1,5 ml kulturou bez ptidavku roztok.
Po rychlém zmrazeni byla v co mozna nejkrat§im ¢asovém obdobi u kopii vzorki bakterialnich
kultur odstranéna gumova zéatka s hlinikovym uzdvérem a nahrazena specialni lyofilizacni
zatkou, jenz byla ihned zakryta (kvili minimalizaci kontaminace zvenci) sterilnim,
dvojvrstvym, aluminiovym obalem. Po této piipravé byly vzorky bezprostfedné vlozeny
do lyofilizatoru (Lyovac GT 2, Leybold-Heracus, Némecko) a lyofilizovany po dobu 24 hodin.
Poté byly vzorky v co nejkrat§im Case (minimalizace pruniku vzduchu, respektive vzdusné
vlhkosti) hermeticky uzavieny hlinikovym uzavérem a uskladnény pfi teploté 25 °C.

4.5 Stanoveni poctu vitalnich bunék v ¢asovych intervalech

Pro dané ucely byla pouzita klasickd metoda anaerobni kultivace v mMRS agaru.
Pro zhodnoceni mozného kryo- a lyoprotektivniho uc¢inku roztokti byly vzorky natedény
desitkovym systémem v penicilinkach, které obsahovaly 4,5 ml ,,udrzovaciho® roztoku (slozeni
uvedeno vyse). Pii piipravé fedicich fad byly pouzity kalibrované, sterilni 1ml stiikacky s
jehlou (Omnifix-F, Braun, Némecko). Z fedicich tad bylo aplikovano 0,5 ml suspenze na dno
sterilnich Petriho misek, pfelito anaerobnim, sterilnim mMMRS agarem a kultivovano po dobu
24 (nejcastéji) — 48 hodin pii 37 °C v anaerostatu (Anaerobic jar 3,5L; Oxoid, Anglie) s
pridavkem vyvijec¢e anaerobni atmosféry (AnaeroGenTM 3.5L, Oxoid, Anglie).

Pocty narostlych kolonii byly v ptipadé kryoprezervace pocitany (a ihned ptepocitdvany
na hodnoty logio KTJ — kolonie tvofici jednotky) na 1 ml pivodni kultury nachazejici se
na konci Log faze ristové kiivky ptfed procesem mrazeni a dale v intervalech 24 hodin, 30.,
120. a 210. den po vloZeni do mraziciho zatizeni. VZdy byly zvoleny 3 nezévislé kopie,
Unichz byly detekovany poCty a stanoveny smeérodatné odchylky. Vyhodnoceni bylo
provedeno graficky s porovnanim negativnich a pozitivnich kontrolnich vzorkii. Kontrola
kontaminace byla provadéna u nahodné zvolenych kolonii, pficemz byla hodnocena typicka
morfologie bun¢k piislusnych bakterialnich kmend.

U lyofilizath byl stanovovan pocet vitalnich bunék stejnym zplsobem, jen v kratSich
¢asovych intervalech a bez zahrnuti pozitivni kontroly. Po¢ty (logio KTJ / ml kultury na konci
Log faze rlstové kiivky) byly stanovovany pred lyofilizaci, ihned po lyofilizacnim procesu,
a dale 20., 40. a 60. den po lyofilizaci. Rovnéz bylo provadéno stanoveni u 3 nezavislych kopii
s vypoctem smérodatné odchylky.
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5 Vysledky

5.1 Poéty vitalnich bunék u zmrazenych kultur bifidobakterii

Nize jsou uvedeny vysledné pocty kultur bifidobakterii zmrazenych za piitomnosti
2 moznych kryoprotektivnich roztokil, a rovnéz vysledné pocty u pozitivnich a negativnich
kontrolnich vzorkii.

Tabulka 3. Pocty vitalnich bun¢k (= SO — smérodatnd odchylka) u zmrazenych kultur
bifidobakterii v urcitych ¢asovych intervalech

Pocty pred Poéty po Pocty 210.den
Kmeny bifidobakterii Kryoprotektivum kryoprezervaci | kryoprezervaci (24 Pocty 30.den Pocty 120.den | Potty 210.den
(10930 KTJ /' ml) hodin) (-80 °C)
B. longum subsp. infantis K+ 8,79 + 0,07 8,77+0,11 8,69+ 0,03 8,72+ 0,01
K- 8,75+ 0,04 8,68 + 0,02 8,65+0,15 8,48 £ 0,09
— 8,72+0,22 8,55+ 0,09
B- glukany + Lecitin 8,56 + 0,21 8,58+ 0,14 8,67+ 0,26 8,72 0,07
Laktuléza + Lecitin 8,66+ 0,11 8,62+0,2 8,59+ 0,34 8,68 0,12
K+ 791 0,03 792 £ 0,05 7,77 0,02 7,79 + 0,08
. K- 7,75 £ 0,06 7,68 0,19 7,13+ 0,03 6,22+ 0,11
B. adolescentis — 7,88 £ 0,07 793 +£021
B- glukany + Lecitin 7,83 £ 0,02 7,78 £0,12 7,83 £ 0,05 7,88 £ 0,04
Laktuléza + Lecitin 7,69 £ 0,05 7,73 £ 0,01 781 +£0,17 701
K+ 9,15+0,19 9,09 £ 0,07 9,11 £0,13 8,94+ 0,08
K- 6,09 £ 0,16 438 +0,35 <1 <1
B. breve — 9,12+0,17 92 +0,08
B- glukany + Lecitin 8,02+041 791+0,18 738+0,1 7,55+0.29
Laktuléza + Lecitin 8,11 +0,02 7,06+ 0,11 7,1 +£024 7,15 + 0,05
B. longum subsp. longum K+ 925+0,14 9,31+ 0,06 9,14+ 0,11 8,88+ 0,26
K- 8,51+0,14 448 + 0,29 <1 <1
— 941+ 0,03 945+ 0,07
B- glukany + Lecitin 9,08 + 035 8,76 £ 0,1 7,65 +022 7,29 + 0,06
Laktul6za + Lecitin 9,19 + 0,09 9,14 + 0,05 9,17 + 0,07 9,07 £0,16
B. animalis subsp. lactis K+ 9,38 021 9,31+0,13 9,32 +0,02 9,28 + 0,09
K- 9,41 0,08 9,31 0,02 8,65+ 0,23 7,53+0,18
— 934 +0,15 9,17+ 024
B- glukany + Lecitin 937 +0,07 939 + 0,23 939 + 0,05 9,47 + 0,05
BB-12 Ch. Hansen Laktul6za + Lecitin 9,37+0,11 941 £ 0,03 9,38 £ 0,03 9,39 +0,12
K+ 791 £ 0,08 795+0,11 7,83 £ 0,02 729+0,19
. K- 7,92 + 0,06 7,27 022 5,69+ 031 3,75+ 0,06
B. bifidum MG4 — 8,04 £ 0,04 7.89+0,18
B- glukany + Lecitin 7,53 +0,17 735+ 0,03 6,86 + 0,19 6,51 0,09
Laktul6za + Lecitin 7,68 + 0,04 7,59 0,15 7AL£0,18 7,56 £0,12

Z Tabulky 3 je patrné, ze kryoprotektivni u¢inek roztokt byl mezi jednotlivymi kmeny
bifidobakterii odlisny. U typového kmene B. longum subsp. infantis a BB-12 byl prokazan
kryoprotektivni efekt obou navrzenych roztokti, nebot’ poc¢ty na konci pokusu dosahovaly téméet
shodnych hodnot jako u puvodni rekonstituované kultury. p-glukanovy roztok pisobil
kryoprotektivné u B. adolescensis a roztok obsahujici laktulézu mél kryoprotektivni potencial
u B. longum subsp. longum a B. bifidum MG4. V nasledujicich kapitolach budou obsazeny grafy
zaznamenavajici rozdil kryoprotektivniho uc¢inku mezi jednotlivymi kryoprotektivy, pozitivni
a negativni kontrolou.
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5.1.1 Bifidobacterium longum subsp. infantis

Bifidobacterium longum subsp. infantis
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Graf 1. Graf logaritmii poctu Zivotaschopnych bunék Bifidobacterium longum subsp. infantis v casovych
odstupech po kryoprezervaci

Vysledky ptsobeni kryoprotektiv na Bifidobacterium longum subsp. infantis jsou si velmi
podobné. Ob¢ testovana kryoprotektiva (S-glukanovy roztok, laktulozovy roztok) byla
srovnatelné¢ ucinnd jako kontrolni glycerol (K+). Konecné pocty bakteridlnich bunék
dosahovaly témé&f shodnych hodnot jako ptfed kryoprezervaci. Oproti tomu negativni kontrola
(K-) bez pouziti ochrannych latek znac¢i pokles poctu prezivsich bungk.

5.1.2 Bifidobacterium adolescentis

Bifidobacterium adolescentis
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Graf 2. Graf logaritmii poctu Zivotaschopnych bunék Bifidobacterium adolescentis v casovych odstupech po
kryoprezervaci
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Pii pouziti p-glukanového roztoku byly pocty bunck Bifidobacterium adolescentis
v rozmezi hodnot jako na zacatku pokusu. Jeho kryoprezervaéni u¢inek byl na konci pokusu
vys$si nez u roztoku s glycerolem (K+). Laktulozovy roztok vykazoval pii kontrole 120. den
pokusu vysledky jako ostatni kryoprotektiva a pii kontrole 210. den pokusu m¢l jiz G¢innost
nizs$i. Presto je v grafu znazornény kryoprotektivni potencial laktulozy oproti negativni
kontrole.

5.1.3 Bifidobacterium breve

Bifidobacterium breve
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Graf 3. Graf logaritmii poctu Zivotaschopnych bunék Bifidobacterium breve v casovych odstupech po
kryoprezervaci

V Grafu 3 je znazornény urcity kryoprotektivni efekt obou testovanych roztoka. 30. den
byly pocty zivotaschopnych bunék Bifidobacterium breve rozdilné o jednu jednotku logio KTJ
/ ml, kdy vyssiho kryoprotektivniho efektu dosahoval roztok s p-glukany oproti roztoku
s laktul6zou. 120. den byly pocty piezivsich bunék s pouzitim testovanych kryoprotektiv téméf
shodné a az do konce pokusu konstantni. Roztok s glycerolem (K+) vykazoval nejvyssi
kryoprotektivni efekt a kiivka negativni kontroly (K-) klesala po dobu trvani pokusu k hodnoté
0.
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5.1.4 Bifidobacterium longum subsp. longum

Bifidobacterium longum subsp. longum
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Graf 4. Graf logaritmii poctu Zivotaschopnych bunék Bifidobacterium longum subsp. longum v éasovych
odstupech po kryoprezervaci

Pocty ptezivSich bakteridlnich bunék na konci pokusu dosahovaly pii pouziti
p-glukanového a glycerolového (K+) roztoku téméf shodnych hodnot jako u ptvodni
rekonstituované kultury. Byl tedy zjistén vyrazny kryoprotektivni efekt S-glukantt pro
Bifidobacterium longum subsp. longum. Kryoprotektivni potencial byl zaznamenan
I U laktulozového roztoku. Kiivka negativni kontroly (K-) klesala jiz od 120. dne k hodnot¢
nizsi nez 1.

5.1.5 Bifidobacterium animalis subsp. lactis

Bifidobacterium animalis subsp. lactis
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Graf 5. Graf logaritmii poctu zivotaschopnych bunék Bifidobacterium animalis subsp. lactis v ¢asovych
odstupech po kryoprezervaci
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Z uvedeného grafu je patrné, Zze oba testované roztoky maji kryoprotektivni ucinek.
Ve srovnani s poctem bunék, jaky byl na zacatku pokusu, je tento kryoprotektivni efekt velmi
ptiznivy. Pocty ptezivSich bakterii u S-glukanového a laktul6zového roztoku byly dokonce
vy$$i nez u roztoku s glycerolem (K+). U vzorku, ktery neobsahoval zadné kryoprotektivum
(K-), byla kiivka poctu ptezivsich bun¢k do 30. dne pokusu srovnatelna se vzorky s piidavkem
kryoprotektiv, od 30. dne az ke konci pokusu vsak strmé klesala.

5.1.6 Bifidobacterium bifidum MG4

Bifidobacterium bifidum MG4
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Graf 6. Graf logaritmii poctu Zivotaschopnych bunék Bifidobacterium bifidum MG4 v ¢asovych odstupech po
kryoprezervaci

Vsechna kryoprotektiva prokazala u Bifidobacterium bifidum MG4 kryoprotektivni efekt.
Nejvyssich hodnot piezivSich bunék na konci pokusu dosahoval vzorek s ptidavkem
laktul6zového roztoku. Stim mél srovnatelny UGéinek roztok s glycerolem (K+). Roztok
s f-glukany mél ucinek nejnizsi, presto je jeho kryoprotektivni efekt také piiznivy. Do 30. dne
pokusu mél vzorek bez kryoprotektiv (K-) podobné pocty piezivsich bun€k jako vzorky
s kryoprotektivy, od 30. dne tyto poCty vSak klesaji.

5.2 Poéty vitalnich bunék u zmrazenych kultur laktobacila
NiZe jsou uvedeny vysledné pocty kultur laktobacilli zmrazenych za ptitomnosti 2

moznych kryoprotektivnich roztokli, a rovnéz vysledné pocty u pozitivnich a negativnich
kontrolnich vzork.
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Tabulka 4. Pocty vitalnich bun¢k (= SO — smérodatnd odchylka) u zmrazenych kultur
laktobacilt v urcitych ¢asovych intervalech

Pocty pied Pocty po Pocty 210.den
Kmeny laktobacili Kryoprotektivum kryoprezervaci | kryoprezervaci (24 | Poéty 30.den | Poéty 120.den | Po&ty 210.den
(1093, KTJ / ml) hodin) (-80 °C)
K+ 8,53+0,14 8,51 +0,05 8,24 + 0,09 7,72£0,17
) K- 8,37+ 0,09 831+0,11 5,16+ 0,05 <1
L. gasseri — 8,56 + 0,08 848 +0,11
B- glukany + Lecitin 837+0,18 841+007 8,01+0,16 7,74 £ 0,09
Laktul6za + Lecitin 8,51+ 0,02 8,55+ 0,07 8,13 +0,11 8,02 + 0,03
K+ 8,94 + 0,01 8,96 = 0,03 7,68 +£0,12 6,43 +022
. K- 7,68 + 0,04 7,53+0,14 3,53 0,07 <1
L. reuteri — 8,99+ 0,14 9,05 + 0,04
B- glukany + Lecitin 8,78 £ 0,09 8,78 £ 023 6,17+0,16 6,13+0,19
Laktul6za + Lecitin 9,03 £ 0,06 8,68 + 0,02 7,72+0,12 7,67 £0,11
K+ 6,05+0,16 5,75+ 0,08 521+028 4,58 + 0,14
. . K- 5,73+ 0,02 393+0,13 2,62+ 0,04 <1
L. acidophilus — 6,04 +032 595 £0,19
B- glukany + Lecitin 591 +0,08 5,18 + 0,01 421402 346+0,11
Laktul6za + Lecitin 5,89+ 0,05 527+ 0,04 4,78 0,11 4,75 £ 0,06
K+ 924+ 0,11 92+ 0,03 9,18 + 0,07 9,09 +0,13
K- 9,16 £ 0,01 7,68 0,18 4,51 +0,03 3,63+0,12
L. rhamnosus — 921 + 0,06 9,23 +0,08
B- glukany + Lecitin 9,2 + 0,09 9,08 £ 0,22 88+0,13 8,08 £ 0,32
Laktuléza + Lecitin 924 +0,12 9,23 + 0,05 8,82+0,11 8,83 0,21
K+ 941+0,13 8,99 + 0,02 791 +0,16 7,52+ 0,09
. .. K- 943 + 0,05 8,09+0,19 5,76 = 0,36 <1
L. johnsonii — 939+0,11 9,29 + 0,04
B- glukany + Lecitin 944+ 023 926 +0,18 8,94 + 0,06 8,44 £ 0,14
Laktuloza + Lecitin 9,38 + 0,04 937+0,12 9,03 +0,19 9,11 £ 0,08
K+ 9,12£0,12 9,05+ 0,03 9,08 £0,1 9,01 £0,11
K- 897 + 0,26 8,05+ 0,19 6,11+ 0,05 431+023
L. fermentum — 9,11 + 0,09 9,15+ 0,15
B- glukany + Lecitin 9,13+0,11 8,98 + 0,05 831+0,18 7,76 0,12
Laktuléza + Lecitin 9,16 + 0,03 9,15+ 0,04 8,86+ 0,11 8,86 + 0,08

Tabulka 4 zaznamenava pocty piezivSich bakterii u testovanych kultur laktobacill
Vv ase trvani pokusu. Pro vSechny kmeny rodu Lactobacillus byl nejvyssi kryoprotektivni efekt
dosazen pfii pouziti laktulozového roztoku. Pro L. gasseri, L. reuteri, L. acidophilus
a L. johnsonii byl laktul6zovy roztok G¢innéj$i nez roztok s glycerolem, ktery slouzil jako
pozitivni kontrola. Pro L. gasseri a L. johnsonii byla vyssi ptezitelnost bunék zjisténa také pii
pouziti roztoku s S-glukany. U laktobacilovych kultur bylo oproti kulturam s bifidobakteriemi
(viz Tabulka 3) dosazeno lepsich vysledku, u kterych byl potvrzen kryoprotektivni efekt
testovanych roztokll. V nésledujicich kapitolach bude pomoci grafli znazornéno, jakou

prezitelnost bun€k mély testované kryoprotektivni roztoky pro jednotlivé kmeny laktobacili.
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5.2.1 Lactobacillus gasseri

Lactobacillus gasseri
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Graf 7. Graf logaritmii poctu Zivotaschopnych bunék Lactobacillus gasseri v casovych odstupech po
kryoprezervaci

U vzorkd s Lactobacillus gasseri byl prokazan velmi vyznamny kryoprotektivni u¢inek
pS-glukanového a laktulozového roztoku. Kiivka roztoku s f-glukany se v grafu piekryva
s kiivkou roztoku s glycerolem (K+), oba nami testované roztoky vSak dosahovaly vyssiho
kryoprotektivniho u¢inku nez samotna pozitivni kontrola. Vzorky bez piidavku kryoprotektiv
byly od 30. dne v poctu piezivsich bakterii v pridkém poklesu k hodnoté 0.

5.2.2 Lactobacillus reuteri

Lactobacillus reuteri
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Graf 8. Graf logaritmii poctu Zivotaschopnych bunék Lactobacillus reuteri v casovych odstupech po
kryoprezervaci
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Priznivy kryoprotektivni potencial byl u vzorku s Lactobacillus reuteri prokazan
u roztoku s laktulézou. S-glukanovy roztok prokazal také urcity kryoprotektivni efekt, ktery byl
podobny efektu roztoku s glycerolem (K+). Stejné jako u pfedchozich grafii, pocéty piezivsich
bakterii u vzorku bez ptidatnych kryoprotektiv (K-) klesaly od 30 dne pokusu.

5.2.3 Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus
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Graf 9. Graf logaritmii poctu Zivotaschopnych bunék Lactobacillus acidophilus v ¢asovych odstupech po
kryoprezervaci

Podobné¢ jako u prechoziho grafu s Lactobacillus reuteri mé¢l na konci pokusu (210. den)
u vzorku s Lactobacillus acidophilus nejpiiznivéjsi kryoprotektivni efekt roztok s laktulozou.
30. den pokusu si byly oba testované vzorky ve své ucinnosti podobné, nicméné od toho dne
zaCaly poCty piezivSich bakterii u roztoky s p-glukany pomérné strmé klesat. U vzorku

bez kryoprotektiv byl pokles piezivsich bunék zaznamenan jiz od 1. dne od zahajeni pokusu.
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5.2.4 Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus rhamnosus
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Graf 10. Graf logaritmii poctu Zivotaschopnych bunék Lactobacillus rhamnosus v casovych odstupech po
kryoprezervaci

V grafu jsou znazornény vysoké pocty piezivsich bunc¢k Lactobacillus rhamnosus
ve vzorku s pridavkem laktulozového roztoku. Roztok s laktulozou mél piiznivy
kryoprotektivni efekt po celou dobu trvani pokusu. Pouzitim roztoku na bazi f-glukant byl
kryoprotektivni efekt nizsi, pfesto také velmi ptiznivy, protoze az do 120. dne pokusu byly
pocty piezivsich bakterii pii pouziti obou testovanych roztok téméf shodné. U vzorku bez
kryoprotektiv byl zaznamenan vyznamny pokles piezivsich bungk.

5.2.5 Lactobacillus johnsonii

Lactobacillus johnsonii
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Graf 11. Graf logaritmii poctu zZivotaschopnych bunék Lactobacillus johnsonii v casovych odstupech po
kryoprezervaci
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Pro Lactobacillus johnsonii byl kryoprotektivni efekt obou testovnych roztokt velmi
vyznamny. Nejvyssiho kryoprotektivniho efektu dosahl opét roztok s laktuldézou. p-glukanovy
roztok mél az do 120. dne trvani pokusu téméi shodné vysledky poctu piezivsich bakterii jako
laktul6zovy roztok, od 120. dne vSak jeho UCinnost zacala az do konce trvani pokusu mirn¢

ey e

pokusu.

5.2.6 Lactobacillus fermentum

Lactobacillus fermentum
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Graf 12. Graf logaritmii poctu Zivotaschopnych bunék Lactobacillus johnsonii v casovych odstupech po
kryoprezervaci

Podobné¢ jako u Lactobacillus rhamnosus je pro Lactobacillus fermentum nejucingjsim
testovanym kryoprotektivem roztok s laktulézou, jehoz Uc€innost je srovnatelnd s ucinnosti
glycerolového roztoku (K+). U roztoku s f-glukany byl také zjistén piiznivy kryoprotektivni
potencidl. Negativni kontrola ztraci na poctu piezivsich bakteridlnich bunék jiz od samotného
zahajeni pokusu.
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5.3 Pocty vitalnich bunék u lyofilizovanych kultur laktobacili a
bifidobakterii

Vysledné pocty v urcitych ¢asovych intervalech za pouziti shodnych roztokii s moznym
lyoprotektivnim t¢inkem jako v ptipad¢ kultur zmrazenych jsou zobrazeny nize (Tabulka 5).

Tabulka 5. Pocty vitalnich bunék (+ SO — smérodatna odchylka) u lyofilizovanych kultur
laktobacilt a bifidobakterii v urcitych casovych intervalech

Poéty (log,o KTJ/

Pocty ihned po

Lyoprotektivum Poéty 20.den Pocty 40.den | Pocty 60.den
ml) pred lyofilizaci| lyofilizaci 0.den
K- 5,99 £ 0,09 <1 <1 <1
B- glukany + Lecitin 8,56 + 0,34 749 £ 0,41 4,88 +0,28 4,07+0,13 <1
Laktuléza + Lecitin 7,67+0,12 <1 <1 <1
K- 7,03+ 0,33 <1 <1 <1
B- glukany + Lecitin 8,99 + 0,06 829 + 047 4,74+ 0,07 <1 <1
Laktuloza + Lecitin 7,18 £ 0,13 2,48 +£0,36 <1 <1
K- <1 <1 <1 <1
B- glukany + Lecitin 6,04 £ 021 5,51+ 0,05 3,1£032 <1 <1
Laktuléza + Lecitin 551+025 344 +0,16 <1 <1
K- 8,81 £0,04 <1 <1 <1
B- glukany + Lecitin 9,21 +0,.25 921 +0,15 83+03 724 + 0,28 572+02
Laktul6za + Lecitin 9,22+ 0,09 7,5+0,12 6,62 + 0,04 <1
K- 6,82+ 0,43 1,32+ 0,37 <1 <1
B- glukany + Lecitin 9,39 +0,12 9,05 £ 0,02 8,74 + 0,14 744 £ 0,35 <1
Laktuléza + Lecitin 9,03 +0,22 535+033 <1 <1
K- 7,05 + 0,04 <1 <1 <1
B- glukany + Lecitin 9,11+0,15 8,74+ 0,07 8,11 5,54 <1
Laktuléza + Lecitin 8,99 + 0,16 7,71 1,93 <1
Poéty (log,o KTJ / Pocéty ihned po

Lyoprotektivum Poéty 20.den Poéty 40.den | Poéty 60.den
ml) pred lyofilizaci [ _lyofilizaci 0.den
K- 8,71 + 0,06 1,69 £ 0,41 <1 <1
B- glukany + Lecitin 8,72+ 026 8,75+ 0,09 7,6+0.22 7,64 +£ 024 2,68 + 0,36
Laktuléza + Lecitin 8,73+ 0,16 7,36 + 0,06 <1 <1
K - 7,66 + 028 6,02 + 0,48 <1 <1
B- glukany + Lecitin 7,87+ 0,34 7,86 0,16 6,66 £ 0,24 <1 <1
Laktuléza + Lecitin 796 0,1 6,64 + 0,07 5,68 0,26 <1
K- 6,92 + 0,05 <1 <1 <1
B- glukany + Lecitin 9,12+ 0,27 8,67+0,12 5,83 +0.21 <1 <1
Laktuléza + Lecitin 8,68 £ 0,08 <1 <1 <1
K- 851 +0,28 <1 <1 <1
B- glukany + Lecitin 941 +0,12 9,03 + 0,02 7,77 +0,11 2,78 £ 0,53 <1
Laktuléza + Lecitin 9,31 £ 0,06 4,12+ 0,07 <1 <1
K- 9,36 0,17 <1 <1 <1
B- glukany + Lecitin 9,34 + 0,07 942 +0,12 8,85+ 0,08 222 +045 <1
Laktuléza + Lecitin 9,34 + 0,09 5,09+ 024 <1 <1
K- 7,833 £ 0,03 <1 <1 <1
B- glukany + Lecitin 8,04 0,18 7,81 +0,07 3,08 +0,22 <1 <1
Laktuléza + Lecitin 8,03 + 0,07 6,06 + 0,05 <1 <1
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Vzhledem k tomu, Ze dochazelo béhem kratkého ¢asového useku ke zna¢nému ubytku
vitalnich bun¢k jak u lyofilizovanych kultur laktobacild, tak i u lyofilizovanych kultur
bifidobakterii, byly vysledky shrnuty do jedné tabulky (Tabulka 5). Bylo zjisténo,
ze f-glukanovy roztok mél nejvyssi lyoprotektivni potencial, protoZze u vzorka Lactobacillus
rhamnosus a Bifidobacterium longum subsp. infantis s ptidavkem f-glukanového roztoku byly
zjistény vyssi pocty vitalnich bunék i na konci pokusu neboli 60. den. U vSech ostatnich vzorkt
byly na konci pokusu zjistény hodnoty poctu vitalnich bunék niz$i nez 1 logio KTJ / ml.
V nasledujicich odstavcich budou reflektovany vysledky nejprve vSech testovanych druhti
laktobacill a poté vSech testovanych druhi bifidobakterii.

Ihned po lyofilizaci mél roztok s laktulézou pro vzorek kultury Lactobacillus gasseri
lyoprotektivni efekt srovnatelny s f-glukanovym roztokem. U vzorku, ktery byl urceny jako
negativni kontrola, byl zaznamenan pokles prezivsich bun¢k ihned po lyofilizaci. U vzorku
s roztokem laktuldzy a u vzorku bez lyoprotektiv (K-) nebyly napocitany téméf zadné vitalni
buriky jiz od 20. dne pokusu. Pro Lactobacillus gasseri mél nejvyssi lyoprotektivni efekt roztok
s f-glukany, nebot’ bylo 40. den zjisténo, Ze pocet vitalnich bunék klesl oproti ptivodni
rekonstituované kultufe na polovinu. Na konci pokusu nebyly zjiStény témét zadné prezivsi
buniky ve vSech vzorcich. V piipadé Lactobacillus reuteri nebyl zaznamenan vyznamny
lyoprotektivni efekt testovanych protektivnich latek. Oproti negativni kontrole byly 20. den
pokusu pii pouziti f-glukanového roztoku zjistény prezivsi buriky, o néco méné poté u roztoku
s laktulozou. Od 40. dne pokusu nebyly detokovany témét zadné vitalni bunky ve vSech
vzorcich az do konce trvani pokusu. VVzorek Lactobacillus acidophilus bez protektivnich latek
nemél zadné prezivsi buiiky jiz 0. den pokusu. Caste¢ny lyoprotektivni efekt byl zaznamenan
u obou testovanych lyoprotektiv, kdy az do 20. dne pokusu, byly u vzorku s S-glukany
a laktuloézou napoditany piezivsi buiky. Vzorky Lactobacillus rhamnosus mély vyznamnou
prezivatelnost bunék. Thned po lyofilizaci poklesly ptezivsi buiiky u vzorku bez lyoprotektiv
a20. den u ného nebyly zjiStény téméi zZadné vitdlni buiiky. Oproti tomu nebyl u vzorku
s laktul6zou a s S-glukany zjistén zadny pokles bunék po provedené lyofilizaci. 20. a 40. den
pokusu byl zaznamenan mirny pokles poctu vitalnich bunék. 60. den pokusu jiz nebyly zjistény
témef zadné bunky u vzorku s laktulozou. Roztok s f-glukany mél vsak pro kulturu s
Lactobacillus rhamnosus stale velmi piiznivy lyoprotektivni efekt i na konci pokusu. Pro
Lactobacillus johnsonii byl ihned po lyofilizaci zaznamenan pokles vitalnich bunék u negativni
kontroly a velmi mirny pokles vitalnich bun¢k u vzorku s testovanymi lyoprotektivy. 20. den
pokusu byl zaznamenan vyznamny lyoprotektivni efekt obou testovanych roztokd, u vzorku
bez lyoprotektiv nebyly napocitany témet Zadné prezivsi bunky. 40. den byl jako jediny stéle
ucinny roztok s S-glukany. 60. den nebyly zjistény pocty vitalnich buné€k u Zadného ze vzorku
vys$ich nez 1 logio KTJ / ml. U Lactobacillus fermentum byl az do 40. dne trvani pokusu
prokézéan lyoprotektivni efekt obou testovanych lyoprotektiv, pticemz dle vysledki byl vice
ucinny roztok s f-glukany. Ve vzorku oznaceném jako negativni kontrola nebyly témét zadné
ptrezivsi buiiky od 20. dne trvani pokusu. 60. den neptesahly pocty vitalnich bun¢k u vSech
vzorkl hodnotu vysi nez 1 logio KTJ / ml.
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Vzorky Bifidobacterium longum subsp. infantis mély podobné jako Lactobacillus
rhamnosus vyznamnou piezivatelnost bunék. Thned po lyofilizaci (0. den) se pocty vitalnich
bunck téméf nezmenily u vSech vzorkd. 20. den byl u vzorku bez lyoprotektiv zaznamenan
prudky pokles prezivsich bun€k, ktery pokracoval az do 40. dne, odkdy uz ve vzorku nebyly
témet zadné vitalni bunky. Oproti tomu mély oba testované roztoky 20. den ptiznivy vliv
na prezivatelnost kultury. Od 40. dne nebyly u vzorku s laktul6zou detekovany témét zadné
vitalni buniky, ale u vzorku s f-glukany trval ptiznivy lyoprotektivni efekt az do konce pokusu,
tedy az do 60. dne. Pocty prezivsich bun¢k Bifidobacterium adolescentis udrzovaly mirny
pokles az do 20. dne pokusu u vSech 3. vzorkd vcetné¢ negativni kontroly. 40. den pokusu
nepiesahly pocty vitalnich bunék u negativni kontroly a vzorku s f-glukanovym roztokem
hodnotu vysi nez 1 logio KTJ / ml. Laktulézovy roztok mél pro Bifidobaterium adolescentis
vyznamny lyoprotektivni efekt az do 40. dne pokusu. U Bifidobacterium breve nebyl
zaznamenan piiznivy vliv lyoprotektiv. U vzorku s f-glukanovym roztokem bylo 20. den
napocitano piiblizn¢ polovicni mnozstvi vitalnich bunék oproti ptivodni kultufe, nicméné
od 40. dne se vzorky s lyoprotektivy v poétech pieziv§ich bunék nelisily od negativni kontroly
a jejich pocty nepiesahly hodnotu 1 logio KTJ / ml. Podobné jako i u pfedchozi kultury
s Bifidobacterium breve nebyl pro bakterie Bifidobacterium longum subsp. longum
a Bifidobacterium animalis subsp. lactis zaznamenan vyznamny lyoprotektivni efekt
testovanych protektivnich latek. Pro oba bakterialni kmeny byl u vzorkia s f-glukanovym
roztokem vyssi pocet prezivSich bun€k nez 1 logio KTJ / ml az do 40. dne a u vzorku
s laktulézovym roztokem do 20. dne. Na konci pokusu byly vysledky vzorkl oSetfenych
lyoprotektivy shodné s negativni kontrolou, tzn. pocet vitalnich bunék byl mensi nez 1 logio
KTJ / ml. Ani u Bifidobacterium bifidum neprokazaly testované latky svij lyoprotektivni
potencial. Oba testované roztoky mély az do 20. dne pokusu vyssi pocet vitalnich bun¢k oproti
negativni kontrole, nicméné¢ od 40. dne pokusu i u vzorku s lyoprotektivy klesla hodnota
piezivsich bunék pod 1 logio KTJ / ml.
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6 Diskuze

Prostfednictvim konzervacnich technik je mozné uchovavat bakteridlni kultury v Case.
Moderni metody konzervace vyuzivaji také pridatné protektivni latky, pomoci kterych jsou
snizovany ztraty vitalnich bunék. Konzervace bun¢k pomoci zmrazeni nebo lyofilizace je
velmi U¢innd napii¢ raznymi bakterialnimi druhy (Perry 1995). Kryokonzervace spociva
ve zmrazeni bakteridlnich kultur, ¢imz se voda obsazena v téchto bunkach stdva nevyuzitelnou.
Metabolismus buniky se tak zpomali nebo tplné zastavi. Takto dehydratované burky je nutné
skladovat pfi nizkych teplotach. Pfi lyofilizaci v pfistroji zvaném lyofilizator dochéazi také
k dehydrataci bunék, kdy po jejich zmrazeni nasleduje proces sublimace ledu ve vakuu
(Macfadyen et al. 1900). Vzhledem k tomu, Zze ob& tyto metody konzervace maji Siroké
uplatnéni v primyslu, potravinafstvi, biotechnologiich, zdravotnictvi, védeckém vyzkumu,
vzdélavani atd., jsou zkoumany nové protektivni latky, které by se mohly podilet
na minimalizaci ztrat vitdlnich bakteridlnich bunék. Kryo(lyo)protektiva snizuji riziko,
ze budou jednotlivé bakteridlni bunky poSkozeny. V pribéhu procesu zmrazovani
kryo(lyo)protektiva redukuji mnozstvi krystalkl ledu, které mohou buniky nenévratné poskodit
a zni€it. Vedle toho chrani také pfed prudkymi zménami osmotického tlaku, které mohou
zapficinit Gplnou dehydrataci bunék. Kryo(lyo)protektiva maji i dal§i moznosti vyuziti, mezi
které patii naptiklad jejich schopnost ménit sekundarni strukturu proteinti, inaktivace proteint
a enzymu apod. (Sollohub a Cal 2010b).

Na vitalit¢ bunék rekonstituovanych kultur bakterii se podili mnoho faktort.
Ztoho vychazi i aktualn¢ dostupné studie, ve kterych jsou zkoumany ucinky
kryo(lyo)protektiv. Zpravidla se nejednd pouze o jedinecny uc€inek zkoumaného
kryo(lyo)protektiva, které by vykazovalo jednoznacné protektivni Uc¢inky. Nicméné jsou
objevovany nové potencialni kryo(lyo)protektivni latky, jejichz G¢inky jsou rtizné vysoké.
V diplomové praci byl pro pozitivni kontrolu pii zkoumani kryo(lyo)protektiv pouzit glycerol,
protoze je pro své kryo(lyo)protektivni Uc€inky bézné pouzivan naptiiklad pravé
pti kryokonzervaci (Felthram et al. 1978; Reddy et al. 2009; Kanmani et al. 2011). V nékterych
studiich je uCinek nové testované latky s kryo(lyo)protektivnim potencidlem u daného
bakteridlniho kmene oproti glycerolu vysSi. Jednd se naptiklad o studii zabyvajici
se kryoprotektivy pro Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (Panoff et al. 2000), ve které je
signifikantné vyssi kryo(lyo)protektivni i€inek zptisoben dimethylsulfoxidem, ktery nyni patti
mezi dalsi jiZz vyuZivana kryo(lyo)protektiva. V této diplomové praci se tento fenomén vyskytl
u Lactobacillus gasseri, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus acidphilus, Lactobacillus
johnsonii, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium longum subsp. longum,
Bifidobacterium animalis subsp. lactis a Bifidobacterium bifidum. Neboli dokonce pro osm
bakteridlnich kmenl z dvanacti testovanych byla ne¢kterd nova kryo(lyo)protektiva G€inné;si
nez bézné pouzivany glycerol. V ramci polysacharidii jsou pro sviij kryo(lyo)protektivni
potencial a prebioticky ucinek pouzivany rizné typy fruktooligosacharidi (Rajam
a Anandharamakrishnan 2015; Savedboworn et al. 2018), galaktooligosacharida (Splechtna
et al. 2006; Playne a Crittenden 2009; Tymczyszyn et al. 2011, 2012) a 3 — glukany (Da Silva
Guedes et al. 2019).
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Pro testovani kryo(lyo)protektivniho ti€¢inku zkoumanych latek byly zvoleny bakteridlni
kmeny, u nichz byl prokézan probioticky efekt a které jsou pouzivany pro vyrobu probiotickych
a synbiotickych preparatli. Jednalo se o Sest druhd bifidobakterii a Sest druhi laktobacila.
Jednotlivé kmeny pochazi z interni sbirky mikroorganismi LAM UZFG AV CR, v. v. i.
Vyjimkou je kmen Bifidobacterium bifidum MG4, ktery nebyl soucasti sbirky. Byl izolovan
ze stolice kojence (pétimési¢ni chlapec) prostifednictvim modifikovaného TPY (Rada a Petr
2000). Duvodem zahrnuti tohoto kmene do vyzkumu bylo, aby byl do prace zahrnut
I nesbirkovy kmen kvili potvrzeni ¢i vyvraceni hypotéz, ze ochrana bakteridlnich bunék
pti kryokonzervaci a lyofilizaci prostiednictvim kryo(lyo)protektiv bude zahrnovat i jiné
nez sbirkové kmeny. Potencialni ochranny ucinek testovanych kryo(lyo)protektiv byl zkoumén
jejich slouc¢enim s jednotlivymi bakterialnimi kmeny, u nichz byl zjistén kultivacné pocet bunék
v 1 ml narostlé kultury (pocate¢ni hodnota pied procesy zmrazovani a lyofilizace). Testované
sacharidové latky byly laktuldza a ff — glukany spolu s lecithinem a kvasnicnym extraktem.
Slouc¢enim bakterii s probiotickym potencialem a sacharidovymi latkami, které maji prebioticky
ucinek, je ocekavan synergismus, pii némz je zesilen lé¢ebny ucinek téchto slozek. Prebiotika
zvySuji vitalitu probiotickych bakterii a usnadiiuji jejich kolonizaci v gastrointestindlnim traktu
¢lovéka (Gibson a Roberfroid 1995; Saarela et al. 2000; Rada 2010). U obou testovanych
kryo(lyo)protektiv, laktulozy i 3 — glukant, byl prokazany prebioticky ucinek (Tuohy et al.
2002; Rosburg et al. 2010; De Souza Oliveira et al. 2011; Carlson et al. 2017; Da Silva Guedes
et al. 2019). Nicmén¢é pusobeni laktulozy a f3— glukanti nebylo v zasadé vibec podrobné
zkoumédno v kombinaci s lecithinem a kvasniénym extraktem v piipad¢ jejich mozného
kryo- a lyoprotektivniho efektu, jako je tomu v této diplomové praci. 5 — glukany jsou pro
lidské zdravi prospésné i z dalSich divodt (Daou a Zhang 2012). Snizuji hladinu LDL
cholesterolu v krvi a riziko kardiovaskularniho onemocnéni (Saltzman et al. 2001; Maki et al.
2003). Pusobi preventivné proti rakoving a diabetes mellitus 2. typu (Di Luzio et al. 1979;
Hong et al. 2004; Charles 2005). Stimuluji imunitni systém a zaroven pusobi i jako
imunomodulant (Hong et al. 2004; Yang et al. 2008). Lecithin m& mnohostranné vyuziti
V potravinafském pramyslu, jeho uCinky jsou vSak vyznamné 1 pro vyuZiti v lékarstvi
a dietetice. Lecithin ma své neopomenutelné zastoupeni ve fyziologickych pochodech
organismu. Je vyznamnym podpirnym prosttedkem v psychiatrii a geriatrii. Je totiz
prekurzorem syntézy acetylcholinu, a tak se pouziva jako podplrny prostfedek pro 1écbu
pacientli s demenci nebo Alzheimerovou chorobou (Koukolik a Jirak 1998). Vzhledem
K vysokému mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin s vysokym podilem kyseliny linolové
funguje jako antagonista LDL cholesterolu v krvi, ¢imz napomaha ke spravnému pomeéru mezi
HDL a LDL cholesterolem. Také podporuje spravnou ¢innost srdce a funkci jater (Morrison
1958; Higgins a Flicker 2000). U laktuldzy je také znam prebioticky ucinek (Saarela et al. 2000)
a mimo n¢j se bézn¢ vyuziva k lécbé zacpy pifi nespravné funkci stfev. Kvasni¢ny extrakt
vykazuje mozné protektivni i€inky pfi procesu lyofilizace (Winkelhausen et al. 2010), nicmén¢
pro kryokonzervaci tomu zadné studie nenaznacuji. Kvasni¢ny extrakt ma vyzivovou hodnotu
pro lidsky organismus. Je zdrojem proteind, esencidlnich mastnych kyselin, vitamind skupiny
B. Do vitaminti skupiny B patii i kyselina listova, jejiz dostatecny piijem je dlezity pro spravny
vyvoj plodu v téhotenstvi a vitamin B12, ktery je zapotfebi uméle suplementovat napiiklad
Vv ptipad¢ alternativniho stravovani (vegetarianstvi, veganstvi). Kvasni¢ny extrakt je navic
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mozné obohatit o vitamin B12 uméle, jako je tomu napfiklad u nékterych druhli bézné
prodavaného lahtidkového drozdi.

Vysledky, kterych bylo v této diplomové praci dosazeno, vypovidaji o potencialnim
kryo- a lyoprotektivnim ucinku zkoumanych latek (S-glukany + lecithin; laktuldza + lecithin)
U jednotlivych sbirkovych kmenii Lactobacillus gasseri (DSM 20243T (typevy) [ actobacillus
reuteri (DSM 20016"), Lactobacillus acidophilus (ATCC 4356"), Lactobacillus rhamnosus
(ATCC 9595), Lactobacillus johnsonii (DSM 10533T), Lactobacillus fermentum (ATCC
149317), Bifidobacterium longum subsp. infantis (ATCC 17930), Bifidobacterium adolescentis
(DSM 200837, Bifidobacterium breve (ATCC 157007T), Bifidobacterium longum subsp.
longum (ATCC 157077), Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 Ch. Hansen a jednoho
nesbirkového kmene Bifidobacterium bifidum MG4. Posuzovani ucinku testovanych latek
probihalo na zaklad¢ zjiSténi poctu zivotaschopnych bunék v kultufe jednotlivych kmeni
Vv ¢asovych intervalech. Nejprve byly zjiStény pocty vitalnich bunék pted zahdjenim pokusu.
Pro kryokonzervaci byly poté zjistovany pocéty bun€k po 24 hodinach, 30. den, 120. den a 210.
den pokusu, pficemz byl vytvofen kontrolni vzorek, ktery byl uskladnény pii teploté — 80 °C
a210. den probéhlo zjisténi zivotaschopnych bunék téchto kultur. Pro lyofilizaci byly
zjistovany pocty zivotaschopnych bunék ihned po lyofilizaci, poté 20. den, 40. den a 60. den
pokusu.

Co se tyCe vysledkl ptisobeni protektivnich latek pii kryokonzervaci bifidobakterii,
tak pozitivni vysledky vykazovala obé¢ testovana kryo(lyo)protektiva. U Bifidobacterium
longum subsp. infantis se neobjevily nahlé zmény poctu vitalnich bun€k v priabéhu celého
pokusu. Ob¢ testované latky v kombinaci s lecithinem vykazovaly vysledky ekvivalentni
pozitivni kontrole. Ve studii (Rosburg et al. 2010) nevykazoval roztok s f — glukany zadné
kryoprotektivni vlastnosti béhem skladovani pii 4 °C, v piipadé této diplomové prace byly
vzorky skladovéany pii— 20 °C a u vzorku s betaglukanovym roztokem byly zaznamenany vyssi
pocty prezivSich bakterialnich bunék. Na tomto faktu se mohla podilet i kombinace
kryoprotektiv s lecithinem. U Bifidobacterium adolescentis vykazoval vzorek v kombinaci
S 5 — glukany a lecithinem nejvysSi pocet Zivotaschopnych bunék oproti vSem ostatnim
vzorkiim Bifidobacterium adolescentis. Ren et al. (2018) demonstrovali pouziti betaglukand
jako vhodného prebiotika, které prospiva lidské stfevni mikrobioté pravé na piikladu
B. adolescentis. Nase vysledky prokazaly i kryoprotektivni vlastnosti betaglukant
pro B. adolescentis. Vysledky vzorkt Bifidobacterium breve byly rozdilné. Pocty
zivotaschopnych bakterii u negativni kontroly klesaly prudce k hodnoté 0. Nejvyssi ti€innost
vykazoval glycerol (pozitivni kontrola). Oproti negativni kontrole byl patrny kryoprotektivni
potencial testovanych roztokl a pocty vitalnich bunék v roztoku s 5 — glukany byly vyssi oproti
vzorku s laktulozou. Ve studii (Rosburg et al. 2010) vsak nebyl prokazan kryoprotektivni vliv
3 — glukanti pro B. breve podobné jako u B. longum subsp. infantis. Kultura Bifidobacterium
longum subsp. longum vykazovala stejné prudky pokles vitalnich bun¢k v negativni kontrole
stejné jako predchozi kultura B. breve. V pisobeni kryoprotektivnich latek byly vysledky
odlisné. V ptipad¢ Bifidobacterium longum subsp. longum mél nejvyssi kryoprotektivni
potencial roztok s laktuléozou v kombinaci s lecithinem. Oproti negativni kontrole byly
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zaznamenatelné i u¢inky roztoku s # — glukany a lecithinem. Challa (1997) uvadi, ze kombinace
Bifidobacterium longum a laktuldozy pisobi v tlustém stfevé protinadorové. Divodem je
pozménéna metabolicka aktivita stfevni mikrobioty zptisobena suplementaci Bifidobacterium
longum a snizeni hodnoty pH ve stievech pusobenim bifidogenniho G¢inku laktulozy.
To potvrzuje i Bouhnik et al. (2004), ktery navazuje na Challa (1997), a zminuje prebioticky
potencial laktulozy pro bifidobakterie a laktobacily v lidském gastrointestinalnim systému.
V této diplomové praci byl navic zaznamendn vyznamny kryoprotektivni efekt laktuldzy
pro Bifidobacterium longum subsp. longum. Pro Bifidobacterium animalis subsp. lactis byl
podobné jako u Bifidobacterium longum subsp. infantis zaznamenan kryoprotektivni potencial
obou testovanych roztokd. Pisobeni f— glukanl a laktulézy na vyS$i prezivatelnost bunck
Bifidobacterium animalis subsp. lactis bylo potvrzeno jiz diive (Vasiljevic et al. 2007; Altieri
et al. 2013), pozdg&ji bylo zkoumano spole¢né pusobeni Bifidobacterium animalis subsp. lactis
a 3 — glukanu v souvislosti se snizovanim hladiny LDL cholestrolu v krvi krys (Shirzad 2016)
a prokazalo se, ze probioticky jogurt obohaceny o S —glukany muze vyrovnat hladiny
cholesterolu v krvi, ¢imz se 3 — glukany nepiimo podili na snizeni rizika kardiovaskularniho
onemocnéni. Co se tyc¢e posledniho nesbirkového kmene Bifidobacterium bifidum MG4, byla
nejvyssi prezivatelnost bunék pti kryokonzervaci u vzorku s laktulézou a lecithinem stejné jako
u Bifidobacterium longum subsp. longum, coz vyvraci hypotézu, ze pouze sbirkové kmeny jsou
chranény vici nizkym teplotim za pfitomnosti potencialnich kryoprotektiv. U vzorku
S betaglukanovym roztokem a lecithinem nebyl zaznamenén vyznamny kryoprotektivni efekt.

U Lactobacillus gasseri byl zaznamenan prudky pokles vitalnich bunék u vzorku
s negativni kontrolou. Oproti tomu testované roztoky dosahovaly dokonce vyssiho
kryoprotektivniho efektu nez vzorek s roztokem glycerolu (pozitivni kontrola). Lactobacillus
reuteri vykazuje nizkou piezivatelnost bunék béhem zmrazovani a nasledném uskladnéni pti
nizkych teplotach (Tsen et al. 2007). Vysledky jednotlivych vzorka s Lactobacillus reuteri
V této praci toto tvrzeni potvrzuji. U vzorku s kulturou bez kryoprotektiv (negativni kontrola)
byl zaznamenan prudky pokles poétu vitalnich bundk v ase. Uginek kryoprotektiv rovnéz
nebyl tak silny jako u jinych kment, avSak v ptipadé laktulozy a lecithinu byl kryoprotektivni
ucinek vyznamny. PouZiti vhodné kombinace kryoprotektivnich latek by tak mohlo umoznit
vyuziti Lactobacillus reuteri naptiklad v potravinatském primyslu, kde se pro svou nizkou
prezivatelnost bun¢k pouziva velmi malo, pfestoze ma prostiednictvim svého probiotického
potencidlu prospésny ucinek na lidské zdravi. Dalsi vhodnou alternativou kryoprotektiva by
pro Lactobacillus reuteri mohla byt imobilizace pfi pouziti alginatu vapenatého (Tsen et al.
2007). Kryoprotektivni potencial testovanych latek byl pro Lactobacillus acidophilus obdobny
jako pro Lactobacillus reuteri. Nejvyssi pocet prezivsich bunék byl na konci pokusu
zaznamenan pro vzorek S laktul6zou a lecithinem. Murga et al. (2000) uvadi, ze na rezistenci
vici Skodlivym efektim zmrazeni se podili také teplota, pti které byly kultury Lactobacillus
acidophilus kultivovany. Muze za to rozdilné slozeni zastoupeni lipidi v membrané
bakteridlnich bun¢k, které je ovlivnéno teplotou, ve které jsou kolonie ulozeny pfi svém
nartstani. VSechny kultury bifidobakterii i laktobacilii byly v této diplomové préci kultivovany
pfi teploté 37 °C. Dle vysledku studie (Murga et al. 2000) by adaptace na zmrazeni byla vyssi
pfi nizs§i teplot¢ (25 °C) kultivace termofilni bakterie Lactobacillus acidophilus.
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Pokud by takova kultura byla navic oSetfena uUCinnym kryoprotektivem (napfiklad nami
testovanou laktul6zou a lecithinem) bylo by teoreticky mozné zajistit jeSté vyssi piezivatelnost
bunék Lactobacillus acidophilus. U Lactobacillus rhamnosus byl potvrzen kryoprotektivni
efekt u vSech testovanych latek. Nejvice ucinny byl roztok s glycerolem (pozitivni kontrola),
poté laktuldza + lecithin a 5 — glukany + lecithin. Efekt laktulozy na Lactobacillus rhamnosus
ma navic jiz znamy prebioticky potencial (De Souza Oliveira et al. 2011). U Lactobacillus
johnosonii byl zaznamenan vyssi ucinek testovanych kryoprotektiv, nez jaky byl zaznamenan
u pozitivni kontroly. Nejvyssiho efektu dosahoval roztok laktulézy a lecithinu. Kmen
Lactobacillus johnsonii je vysoce odolny viici riznym stresovym podminkam — tzn. také vuci
poskozeni bun€k nasledkem zmrazeni. Alamprese et al. (2002) zkoumali mimo jiné
I pfezivatelnost Lactobacillus johnosonii ve zmrzlinovych smésich, ve kterych nedoslo
I po 8 mésicich skladovani pii mrazirenskych teplotach k zadnému tbytku vitalnich bungk.
Prebioticky potencial nami testovanych kryoprotektiv uc¢innych pro Lactobacillus johnosonii
by tak byt dal$im benefitem pro mrazené potraviny obohacené o tuto probiotickou bakterii.

Pocty vitalnich bun€k Lactobacillus fermentum Klesly vramci negativni kontroly
0 polovinu z puvodni hodnoty. Oproti tomu vzorky osetfené kryoprotektivnimi latkami mély
vyssi pocty prezivsich bunék, u laktuldzy s lecithinem se jednalo témét o shodnou hodnotu
se vzorkem oSetienym glycerolovym roztokem (pozitivni kontrola), ktera byla téméf totozna
s poctem bunék v ptivodni rekonstituované kultufe.

U lyofilizovanych kultur laktobacild, tak i u lyofilizovanych kultur bifidobakterii
dochazelo béhem kratkého casového useku ke znaénému ubytku vitalnich bun¢k. Lyofilizaty
byly deponovany pii teplot¢ 25 °C, vyssi pfezivatelnosti bun¢k byva vSak dosahovano
uskladnénim lyofilizatd piinizSich teplotaich (Castro et al. 1995; Killer 2005; Smith
a Berkheimer 2014). Oproti kryokonzervaci byly pocty vitalnich bunék u lyofilizatt
stanovovany v kratSich c¢asovych intervalech a bez zahrnuti pozitivni kontroly.
Pro Lactobacillus gasseri m¢l ucinny lyoprotektivni efekt betaglukanovy roztok s lecithinem.
Dalsimi vhodnymi lyoprotektivy pro L. gasseri, ktera byla testovana s pozitivnim efektem, jsou
odtu¢néné mléko, laktdza a sachardza ve vodném roztoku / v odtuénéném mléce (Otero et al.
2007; Juarez Tomas et al. 2009). Pro Lactobacillus reuteri a Lactobacillus acidophilus jsme
nezaznamenali vyznamny lyoprotektivni efekt nami testovanych latek. U téchto kment
je ucinnou ochranou pii lyofilizaci naptiklad pifidani trehalézy nebo metoda enkapsulace
(zapouzdieni) do alginatovych, xanthanovych, gellanovych (polysacharidovych) castic
(Conrad et al. 2000; Capela et al. 2006; De Prisco et al. 2015). Kmen Lactobacillus rhamnosus
mél ze vSech nami testovanych laktobacill nejvy$$i preZivatelnost bunck. OSetieni
betaglukanovym roztokem s lecithinem mélo nejvétsi lyoprotektivni G€inek, ovSem u roztoku
laktulézy s lecithinem se jednalo také o vyznamnou lyoprotektivni aktivitu, coZ bylo potvrzeno
i ve studii Kordowska-Wiater et al. (2011). U Lactobacillus johnsonii a Lactobacillus
fermentum byl potvrzen lyoprotektivni efekt betaglukanového roztoku s lecithinem. Podobna
metodika nebyla v ramci lyofilizace pro tyto kmeny testovana, ¢asto je pro né vyuzivana
metoda enkapsulace alginatovymi ¢asticemi (Martin et al. 2013). Pro Bifidobacterium longum
subsp. infantis byla nejacinngj§i ochrana prostiednictvim betaglukanového roztoku
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s lecithinem. Ze vsSech bifidobakterialnich kmend byl pro tento kmen zaznamenan nejvyssi
lyoprotektivni ucinek. Testovanim lyoprotektivniho charakteru latek pro Bifidobacterium
longum subsp. infantis bylo zjisténo, ze je pro tuto bakterii vhodnym lyoprotektivem také
odtuénéné mléko v kombinaci s prebiotiky (Shamekhi Fatemeh 2011). U Bifidobacterium
adolescentis byl zaznamenan lyoprotektivni potencial roztoku s laktulézou a lecithinem.
Bifidobacterium adolescentis a dal$i nami testované kmeny Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium longum subsp. longum, Bifidobacterium animalis subsp. lactis,
Bifidobacterium bifidum MG4, pro které neprojevily nami testované latky svij lyoprotektivni
charakter, byvaji hodné diskutovany ve spojitosti s enkapsulaci bun¢k za tcelem ochrany bunék
pti lyofilizaci (Lopez-Rubio et al. 2012; Shamekhi et al. 2012; Khan et al. 2013)

Vysledky této diplomové prace by mohly vést k vyvoji novych probiotik a synbiotik
ve zmrazeném stavu, kterd jsme pojmenovali jako tzv. ,zmrazend nutribiotika®. Jedna
se 0 ,,specifickou formu probiotik a synbiotik s aditivnim nutri¢nim (vyzivovym) efektem®.
Zmrazena nutribiotika maji vyzivovou hodnotu v podobé€ lecithinu a kvasni¢né¢ho extraktu
(,,nutri-*) a rovnéz si zachovavaji po dlouhou dobu expirace vysoky pocet vitalnich bun¢k
probiotickych bakterii (,,-bios*) s jejich vSemi pozitivnimi efekty. Vyzivova hodnota téchto
latek by mohla pomoci pfedchazet deficitu vitaminu B12 u lidi, ktefi se stravuji alternativné
a tento vitamin musi svému télu dodavat v tabletdch. Konkrétnim produktem, ktery by mohl
byt navrzen na zakladé¢ téchto vysledki, je zmrzlina. Tato zmrzlina by byla inovativni v tom,
7ze by obsahovala probiotika ¢i synbiotika, ¢imz by poskytovala benefity jako bakterie
S probiotickym potencidlem v potravinovych dopliicich. Dale by se mohlo jednat o dalsi
lahtidkarské produkty, jakymi jsou napiiklad mrazené dezerty obsahujici krém, naplné
V mrazeném pecivu, nanuky atd.
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[ Zavér

Cilem této diplomové prace byl prizkum potencialniho kryo(lyo)protektivniho Gc¢inku
uréitych, ve vod¢ rozpustnych disacharidi (laktulézy) a polysacharidii (betaglukanti)
s vicemén¢ prokazanou prebiotickou aktivitou na vybranych kmenech bifidobakterii
a laktobacili. Hypotézou bylo, Ze neprozkoumané disacharidy a polysacharidy
maji lyo- ¢i kryoprotektivni G¢inek pii konzervaci bifidobakterii a laktobacili metodou
lyofilizace a kryoprezervace. Kryo(lyo)protektivni ucinek byl testovan na 6 kmenech
bifidobakterii a 6 kmenech laktobacili prostfednictvim zjisStovani poctu vitdlnich bunék
Vv riznych Casovych intervalech v prubéhu 7 mésici v ptipad¢ kryokonzervace a 2 mésictu
Vv ptipadé lyoflizace.

Pomoci vysledku této prace byla odhalena nova vyuziti konkrétnich latek nejen pro
potieby dlouhodobého uchovavani téchto vyznamnych skupin bakterii, ale také vyuziti téchto
latek pfi navrZzeni novych typi synbiotickych preparati. Hypotéza byla potvrzena pouze
caste¢né, protoze kryo(lyo)protektivni potencial nebyl prokdzan u vSech testovanych kment.
Nicméné u Bifidobacterium longum subsp. infantis a BB-12 byl v piipad¢ kryokonzervace
prokdzan vyznamny kryoprotektivni efekt obou navrZzenych roztokd. Samotny f-glukanovy
roztok pusobil kryoprotektivné u B. adolescensis, Lactobacillus gasseri a Lactobacillus
johnsonii a roztok obsahujici laktulozu mél kryoprotektivni potencial u B. longum subsp.
longum, B. bifidum MG4 a vSech testovanych laktobacilt (Lactobacillus gasseri, Lactobacillus
reuteri, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus fermentum). V piipad¢ lyofilizace mél kryo(lyo)protektivni potencial
p-glukanovy roztok piedevsim u Lactobacillus rhamnosus a Bifidobacterium longum subsp.
infantis.

Otestovani, pro jaké typové kmeny bifidobakterii a laktobacilii maji testované latky
kryo(lyo)protektivni charakter, nas vedlo k navrhu ,,zmrazenych nutribiotik*. Zjistili jsme, jaké
bifidobakterie a jaké laktobacily maji potencial pro pouziti do slozeni inovativnich mrazenych
produktt, kterym je naptiklad probiotickd/synbiotickd zmrzlina s aditivnim nutri¢cnim efektem.
Produkt by poskytoval zdravotni benefity probiotik/synbiotik, jakymi jsou napiiklad ptiznivy
vliv na ustanoveni rovnovahy mikrobioty ve stfevech ¢lov€ka a na stravitelnost lakt6zy, obrana
pted patogeny, rozvojem infekce a alergii rizného puvodu, obrana pied vznikem rakoviny
tlustého stieva atd. Nutricnim efektem je vyZivovy potencial latek, které jsme testovali. Jedna
se 0 zdroj proteind, esencialnich mastnych kyselin, vitamint skupiny B. Mezi vitaminy skupiny
B tadime i kyselinu listovou neboli vitamin B9 (podpora spravného vyvoje plodu v t€hotenstvi)
a vitamin B12, jehoz pfijem je problémovy v ptipad¢ alternativnich vyzivovych sméri
(vegetarianstvi, veganstvi) a o ktery muizeme kvasniény extrakt navic obohatit uméle,
jako je tomu naptiklad u nékterych druht bézné prodavaného lahidkového drozdi.
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