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Rostlinné a bakterialni polysacharidy jako moZné
kryo — a lyo-protektivni latky pro dlouhodobou konzervaci
a vyvoj novych probiotik €i synbiotik

Souhrn

V dnesni dobé¢, kdy je vice nezli jasné, jak vyznamnou roli hraje mikrobiom ve zdravi
Cloveka, stoupa zajem o probiotické preparaty. Tyto dopliiky stravy se nejCastéji podavaji ve
formé kapsli a tablet. Efektivné&jsim zptsobem, tedy kromé kazdodenni konzumace
fermentovanych potravin ¢i napojd, je podani tzv. synbiotik, které kromé probiotickych
mikroorganismua obsahuji také ziviny pro tyto bakterie. Béhem procesu konzervace je vhodné
vyuziti latek, které zvySuji jejich zivotaschopnost — kryoprotektiv respektive lyoprotektiv.

Nové latky s potencidlnim kryo — a lyoprotektivnim tuc¢inkem jsou pfedmétem
védeckého zkoumani. Pii dlouhodobé konzervaci potencialné probiotickych kmena by takovy
ucinek mohly mit 1 rostlinné, resp. bakterialni polysacharidy.

Cilem této diplomové prace byl prizkum potencialniho kryo(lyo)protektivniho Gcinku
rostlinnych a bakteridlnich polysacharida, konkrétn€ guarové a xanthanové gumy. Tyto dvé
slouCeniny se jiz bézné€ wvyuzivaji v potravinaiském primyslu jako zahustovadla
a stabilizatory. Kromé toho vykazuji 1 prebioticky ucinek. Pro ucely tohoto vyzkumu bylo
vybrano  né€kolik  probiotickych  bakterii:  Bifidobacterium  bifidum,  Bacteroides
thetaiotamicron, Ruminococcus gnavus, Blautia luti, Blautia provensis a Bifidobacterium
longum. U uvedenych kmenl byla sledovana vitalita bunék a nasledné byla porovnavana
s pozitivni (25% glycerol v piipadé mrazeni, 5% rekonstituované susené mléko v pripade
lyofilizace) a negativni kontrolou (kultura bez pfidanych latek).

Ackoliv v pripadé lyofilizovanych vzorka Bifidobacterium bifidum a Bacteroides
thetaiotamicron se zivotaschopnost bun€k po celou dobu experimentu (180 dni) vyznamné
nemeénila, pfevazna vétSina nami testovanych kment vSak nevykazovala vys$si pocty vitalnich
bunék v pritomnosti guarové ¢i xanthanové gumy.

S ohledem na dostupné informace z odborné literatury, a predevs§im z vysledki
praktické casti této priace nelze potvrdit, ze by nami vybrané polysacharidy mély
kryo(lyo)protektivni ucinek. Ziskané poznatky by vSak mohly byt napomocné v budoucnu piti
dalSich vyzkumech v této oblasti.

Klicova slova: probiotika, kryoprotektiva, lyoprotektiva, dlouhodobad konzervace bakterii,
lyofilizace, mrazeni, fyziologicka intestindlni mikrobiota



Plant and bacterial polysaccharides as possible cryo —
and lyo-protective substances for long-term conservation and
development of new probiotics or synbiotics

Summary

Nowadays, when it is more than clear how the microbiome plays a role in human
health, interest in probiotic preparations is increasing. These dietary supplements are most
often given in the form of capsules and tablets. A more effective way, in addition to the daily
consumption of fermented foods or drinks, is the consumption of so-called synbiotics, which,
in addition to probiotic microorganisms, also contain nutrition for these bacteria. During the
process of using substances, which preservation of their viability is appropriate —
cryoprotectant or lyoprotectant.

New substances with a potential cryo — and lyoprotective effect are the subject of the
scientific research. In the long-term preservation of potentially probiotic strains, plant or
bacterial polysaccharides.

We focused on potential cryo(lyo)protective effects of plant and bacterial
polysaccharides, specifically guar and xanthan gum. These two compounds are already
commonly used in the food industry as thickeners and stabilizers. In addition, they also have a
prebiotic effect. Several probiotic strains were selected for the purposes of this research:
Bifidobacterium bifidum, Bacteroides thetaiotamicron, Ruminococcus gnavus, Blautia luti,
Blautia provensis and Bifidobacterium longum. Cell vitality was monitored for the mentioned
strains and subsequently compared with a positive (25% glycerol in the case of freezing, 5%
reconstituted skimmed milk in the case of lyophilization) and a negative control (culture
without added substances).

Although in the case of lyophilized samples of Bifidobacterium bifidum and
Bacteroides thetaiotamicron, cell viability did not change significantly throughout the
experiment (180 days), the vast majority of the strains that we tested did not show higher
numbers of vital cells in the presence of guar or xanthan gum.

From the point of view of the available thesis and researches, and above all from the
results of our experiment, it cannot be confirmed that the polysaccharides we selected had
a cryo(lyo)protective effect. Therefore, these assumptions can be applied in future research.

Keywords: probiotics, cryoprotectants, lyoprotectants, long-term preservation of bacteria,
lyophilization, freeze-drying, physiological intestinal microbiota
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1 Uvod

Role fyziologické mikrobioty intestinalniho traktu cloveka ve zdravi a nemoci je
intenzivné studovana od druhé poloviny minulého stoleti. Stovky relevantnich studii potvrzuji
¢i naznaCuji podstatny vliv nenaruSené mikrobioty intestinalniho traktu s dominanci
grampozitivnich rod  Bifidobacterium, Faecalibacterium, Roseburia, Eubacterium,
Ruminococcus, Blautia na lidské zdravi. Pfi raznych, nejen intestinalnich, onemocnénich
dochéazi témétf vzdy ktzv. dysbidze, resp. ke kvantitativnimu a kvalitativnimu naruSeni
fyziologické intestinalni mikrobioty doprovéazené Casto prevalenci né€kterych gramnegativnich
(Escherichia, Salmonella, Enterobacter, Shigella, Pasteurella, Klebsiella ¢i Fusobacterium)
a grampozitivnich rodu (Streptococcus) bakterii.

Jiz od zaCatku vyzkuma byly tudiz tendence nastolit rovnovahu intestinalni
mikrobioty. Jako nad€jné se zdalo a zda byt vyuZziti nepatogennich zastupctu fyziologické
mikrobioty (pfedevsim zastupci rodu Bifidobacterium a Celedi Lactobacillaceae), kteti kromé
prokazatelnych pozitivnich zdravotnich pfinosti vykazuji rovnéz piihodné technologické
vlastnosti (dobry rist v kultivaénich médiich, rezistence vuc¢i nepfiznivym podminkam
vyroby: aerotolerance, geneticka stabilita apod.). Ty jsou souhrnné oznacCovany jako tzv.
probiotika: , zivé mikroorganismy schopné, pokud jsou aplikovany v dostatecném mnozstvi
zivych bunek, zajistit zdravotni pfinos hostiteli“. Pomineme-li specificka probiotika (ustni ¢i
kozni), definici mohou spliiovat pouze ty rody (druhy) nepatogennich mikroorganismu
(hlavné bakterii) vyskytujici se ve zdravi pfirozené v intestinalnim traktu ve vysokém poctu.
Z nejhojnéji distribuovanych probiotik uvedené pozadavky spliiuji pouze nékteré taxony
bifidobakterii. Laktobacily, tfebaze jsou soucasti vétSiny dostupnych probiotik a jsou hojné
diskutovany, dana kritéria nespliiuji. Jde o tzv. allochtonni bakterie intestinalniho traktu
Cloveéka, které predstavuji minoritni zastoupeni fyziologické mikrobioty s neschopnosti
trvalého osidleni intestinalniho traktu.

To je jeden z divodu, pro¢ se badatelé po celém svété snazi hledat alternativni
probiotika zahrnujici jiné zastupce fyziologické mikrobioty intestindlniho traktu. Za mnohem
vhodnéj§i formu podani probiotik jsou povazovana tzv. synbiotika, resp. soucasné podani
probiotik a prebiotik vykazujici v dasledku synergicky efekt. Prebiotika jsou nejCastéji
vybrané oligosacharidy ¢i polysacharidy prochézejici v nezménéné podobé travicim traktem
do stfev, kde selektivné podporuji rist a/nebo aktivitu nekterych zastupct fyziologické
mikrobioty. NejcCastéj§i formou podani probiotik a synbiotik, kromé kysanych mlécnych
produktt, jsou kapsle, tablety a pilulky obsahujici lyofilizované (zjednoduSené , vysusené
mrazem*) bifidobakterie a/nebo laktobacily. Vyzkum zaméfeny na moznou aplikaci
zmrazenych probiotik €i synbiotik aktualné probiha. Je znamo ¢i se piedpoklada, ze néktera
prebiotika mohou rovnéz zlepsit technologické vlastnosti probiotik zahrnujici napt. zvySeni
poctu zivych bunék v prubéhu lyofilizace ¢i mrazeni. Predmétem této prace je snaha zjistit,
zda v potravinafstvi hojné pouzivané vybrané rostlinné a bakteriadlni polysacharidy mohou
zvysit poCet zivotaschopnych bunék zastupct fyziologické mikrobioty (Bifidobacterium sp.,
Blautia sp., Bacteroides sp., Ruminococcus sp.) v prubéhu lyofilizace, mrazeni a nasledném
skladovani, coz v disledku muize vést k vyvinu novych forem probiotik ¢i synbiotik.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Na typovych a cerstvych izolatech bifidobakterii a jinych zastupctu fyziologické
mikrobioty intestindlniho traktu testovat mozny kryoprotektivni a/nebo lyoprotektivni efekt
guarové gumy a xanthanu, v potravinafstvi hojné pouzivany rostlinny, resp. bakterialni
polysacharid jakozto zahu§tovadlo, plnidlo a stabilizator. Vysledky poctu vitalnich bunék
(jako KTJ — kolonie tvorici jednotky) nasledné porovnat s pozitivni (25% glycerol v piipade
mrazeni, 5% rekonstituované suSené mléko v pfipadé lyofilizace) a negativni kontrolou
(kultury bez ptidavnych latek).

Hypotéza: V potravinaistvi Casto pouzivané rostlinné a bakterialni polysacharidy
v podobé guarové gumy a xanthanu pusobi jako kryoprotektivni a/nebo lyoprotektivni latky
a zvySuji vitalitu bun€k pouzivanych probiotik a jinych potencialn€ probiotickych roda
intestindlnich bakterii v pribéhu a po kryokonzervaci a/nebo lyofilizaci. Nové vyvinuté
metody by mohly byt vyuzity jako nastroj pro vyvoj novych forem probiotik ¢i synbiotik.



3 Literarni reSerse

3.1 Probiotika

Slovo probiotické pochdzi z feckého ,,pro bios* - v prekladu pro zivot. Tento pojem
poprvé pouzil védec Werner Kollath jiz v roce 1953 (McFarland, 2015). Definice tohoto slova
se postupem Casu vyvijela a ménila. AvSak i1 pfed samotnym pojmenovanim probiotik byly
tyto mikroorganismy hojné vyuzivany a konzumovany ve formé fermentovanych potravin, at
uz v pivu, vinu nebo v mlécnych vyrobcich jako jsou nejrizné€jsi syry, kefir ¢i kumys.
Nejaktualngjsi definici vydaly Organizace pro vyzivu a zemédélstvi a Svétova zdravotnickd
organizace (FAO/WHO):

,, Probiotika jsou definovdna jako Zivé mikroorganismy, které pri poddvdani
v dostatecném mnoZzstvi poskytuji zdravotni prinos pro hostitele.

Jedna se o mono, Cast€ji vSak o smésné kultury mikroorganismu, které v lidském téle
zlepsuji slozeni stfevni mikrobioty (Gaucher et al., 2019). Probiotika jsou dostupnd nejen
v kazdodenné konzumovanych potravinach, ale také ve formé pilulek, praski, nebo jsou
obsazena v kojenecké vyzivé (Sanders 2003). Existuje 1 fada tzv. funkcnich potravin, které
jsou zamérné obohacovany o probiotické bakterie (Saeed et al., 2022). Mikrobidlni dysbiéza
ve stifevech je pak spojovana sfadou stfevnich onemocnéni Mize mit i nemaly vliv na
duSevni pohodu a hraje roli pii vyskytu obezity a dal§ich onemocnéni (Gaucher et al., 2019).
Tomuto tématu se vSak bude vénovat samostatna kapitola.

Lidsky intestinalni systém je kolonizovan vice nez 500 druhy mikroorganismi,
obsahuje tém&F 10" bakterialnich bungk, dale je kolonizovan viry, kvasinkami i protozoa
(Govender et al., 2014).

Samotna probiotika by mély byt izolované mikroorganismy lidského ptivodu. Velice
podstatné je mnozstvi, které je podavané, nebot’ bakterie musi piekonat kyselé prostredi
zaludku a odolat ptisobeni zlu¢ovych soli a jinych moznych inhibujicich latek (Salminen
et al., 1996).

Probiotika jsou tedy presné definované mikroorganismy, které se mohou piidavat do
potravin ¢i potravinovych doplikl (Binda et al. 2020).

Pro patrny terapeuticky nebo fyziologicky ucinek uvadi Sarowska et al. (2013)
doporugeny piijem miniméalné v rozmezi 10°~10° KTJ (kolonii tvoficich jednotek) na den.

3.1.1 Utinky probiotik

Dukazi o vyznamné roli probiotik v lidské vyzive, at uz pfi jejich preventivnim
pouziti nebo cileném pii nejraznéjSich potizich, neustale ptibyva (Sanders, 2003). Bylo
Usnadruji také funkci stfevniho prostiedi (Pandey et al., 2015). Bakterie, které sidli v naSem
téle a tvori nas stfevni mikrobiom, vykazuji fadu aktivit a maji nemaly podil na nasem zdravi.
Vysledky tady studii ukazuji, ze jsou dulezité nejen pro nase spravné traveni, ale také snizuji



vyskyt zénétlivych onemocnéni stfev, potlacuji patogenni mikroorganismy a napomdhaji
vstiebavani zivin (Saeed et al., 2022). Marttinen et al. (2020) pak také uvadi, ze slozeni
mikrobiomu muze mit pozitivni vliv na fyzicky vykon, zejména u sportovcu.

Velice vyznamné jsou jejich imunomodulacni vlastnosti, avSak konkrétni imunitni
mechanismy zuastavaji do znacné miry nedefinované. To hlavné ztoho diavodu, ze tyto
mechanismy mohou byt vlidském téle jen omezené sledovany, vétSina studii je tedy
provadéna na zvifatech (Oleskin & Shenderov 2019). Thomas (2016) vSak poukazuje na
skuteCnost, ze tyto imunomodula¢ni mechanismy, které se ukazaly naptiklad u Lactobacillus
casei Shirota se lisi podle toho, jaké dalsi bakterie nebo bunécné slozky jsou ve stfevu
pfitomny.

Probiotika mohou modulovat metabolismus ve stfevé tak, Ze snizuji hladiny
toxigennich nebo karcinogennich metabolitt (Thomas 2016).

Nekteré studie uvadéji, ze mohou napomahat v prevenci vyskytu alergii. Také mohou
redukovat intoleranci laktézy (D’Silva, 2011). Probiotika byla popsdna jako terapeuticka
alternativa ke snizeni nekterych neurologickych a psychiatrickych onemocnéni (Gomaa,
2020). Mohajeri et al. (2018) uvadéji, ze probiotika obsahujici Lactobacillus helveticus
a Bifidobacterium longum prokazala piiznivé psychologické ucinky u zdravych lidskych
dobrovolnikti s vyznamnymi zlepSenimi v nékolika globalnich testech, vcetn€ snizeni
psychologickych symptomu, deprese a tizkosti.

Prestoze jsou probiotika pro lidsky organismus velmi pfinosna, jejich podavani mize
nést 1 nékteré nezadouci ucinky. Jak uvadéji Newman & Arshad (2020), ty se vSak ve vétsine
piipadu tykaji pacientd, ktefi maji n€jakym zpusobem poskozenou stievni bariéru, akutni
kolitidu nebo je jim dlouhodobé zaveden katetr. V téchto pfipadech mohou i bakterie, které
nejsou virulentni, zpusobit infekci. Zawistowska-Rojek & Tyski (2018) zduraziuji, Ze mozna
neznalost urcité aktivity probiotickych mikroorganisma by také mohla vést k nezadoucim
ucinkim. Proto je nezbytné vyuzivat takové kmeny, které jsou dostateCné probadané. Je
nezbytné, aby pouzivana probiotika spliiovala fadu kritérii, tomu bude vénovana cela kapitola.
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3.2 Prebiotika

Prebiotika jsou skupinou zivin, které jsou degradovany stievni mikrobiotou. Slouzi
jako substrat pro probiotika (Davani-Davari et al., 2019). Nejaktualn€;si definice prebiotik
tedy zni:

,, Prebiotika jsou definovdna jako selektivné fermentované slozky, které umoziuji
specifické zmény ve slozeni a/nebo aktivité gastrointestinalni mikroflory, coz prindsi pro
organismus zdravomni prinos.

(Davani-Davari et al., 2019).

Nestravitelné sacharidy, jako je vlaknina a rezistentni Skrob, nejsou enzymaticky
degradovany v tenkém stfevé. SpiSe putuji do tlustého stfeva, kde podléhaji fermentaci
rezidentnimi mikroorganismy. Vlaknina je tedy dobrym zdrojem sacharidi dostupnych pro
mikrobiom, kterou mohou vyuzit k tomu, aby hostiteli poskytla energii a zdroj uhliku. Pokud
jde o jejich ucinky na specifické bakterialni rody, mnoho studii naznacuje, Ze strava bohata na
nestravitelné sacharidy nejkonzistentn&ji zvysuje stievni bifidobakterie a bakterie mlécného
kvaseni (Singh et al., 2017).

Kromé jejich ucCinki na slozeni mikrobioty, a pravdépodobné cCastecné
zprosttedkovanych témito Uucinky, prebiotika také produkuji pozoruhodné posuny
v metabolickych a imunitnich markerech. Nékolik skupin naptiklad pozorovalo snizeni
prozanétlivého cytokinu IL-6 (Singh et al., 2017).

Koren ¢ekanky
BABobOCternam
gro ZVYSENA PODPORUJE Artycoky
PRODUKCE Sesevecocons flate Compylodocter  IMUNITU A
PROSPESNYCH SNIZUJE RIZIKO
METABOLITU ’ " VYSKYTU ALERGIE
" . X
Chia
seminka
PODPORUJE Mandle
RUST
PORSPESNYCH
Clostridum dgpcte | BAKTERIL
Cibule
Eschericho col

Obrazek ¢. 1. Schématické znazornéni zdroji a funkci prebiotik (Pfevzato dle Kaur
et al., 2021).

Lnéna
seminka

ZLEPSUJE
VSTREBAVANI
VAPNIKU VE
STREVE

3.2.1 Druhy prebiotik

Od doby, kdy byla pochopena role stfevni mikrobioty v metabolismu, roste den ode
dne vyznam slozek potravy, jako je vlaknina a prebiotika, kterd ovliviiuji modulaci
mikrobioty. Zatimco vSechny prebiotické slozky jsou povazovany za vlakninu, ne kazda
vldknina je povazovana za prebiotikum. Zatimco fruktooligosacharidy (FOS),
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galaktooligosacharidy (GOS), inulin a galaktany jsou povazovany za prebiotika, ostatni
fermentovatelné sacharidy mohou byt povazovany za kandidatni prebiotické slozky na
zakladé in vitro a preklinickych studif (Tekin & Dincer 2023).

Nejcasteji pifijimana prebiotika jsou inulin, laktuléza, FOS, GOS a oligosacharidy
matetfského mléka (HMO — human milk oligosaccharides). Existuje stdle rostouci seznam
potencialnich prebiotik, ackoli dikazy o nich, zejména u lidi, nejsou zatim tak dobfe znamy
jako u FOS a GOS (Miguez et al. 2016).

Travenim prebiotik komenzalnimi organismy vznikaji metabolické vedlejsi produkty,
jako jsou mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA) butyrat, propionat a acetat. SCFA
slouzi ke zlepSeni bariérové funkce stfeva prostfednictvim mnoha mechanismd, vcetné
poskytovani energie pro enterocyty (Newman & Arshad 2020). V Evropé se nejcastéji jako
prebiotika konzumuji fruktooligosacharidy (FOS) piirozené se vyskytujici v nejriznéjsich
druzich zeleniny jako jsou Cesnek, cibule, porek nebo chiest (Govender et al., 2014). Jednd se
o linearni fetézce fruktdzy.

Oligosacharidy jsou cukry slozené z nékolika monosacharidovych jednotek (2-10).
V pfirodé jsou bézné dostupné a jedna se predevsim o slozky rostlin, ale 1 zivociSnych
produktii (Belorkar & Gupta, 2016). Jsou dulezité pro podporu ristu bifidobakterii ve
stievech kojencti, pomahaji predchazet prijmum a také napomahaji vyvoji nervové soustavy.
To je davod, pro¢ se prebiotické oligosacharidové slozky bézné piidavaji do kojenecké
vyzivy, obvykle v mnozstvi mezi 0,3 a 0,8 g na porci (Thomas, 2016). Oligosacharidy, které
se vSak v soucasnosti pfidavaji do kojenecké wvyzivy jsou strukturalné odlisné od
oligosacharidii pfirozené se vyskytujicich v matefském mléce (Musilova et al., 2014).

Mezi selektivni prebiotika patfi naptiklad oligosacharidy nachézejici se v HMO.
Muzeme je nalézt jako volné oligosacharidy nebo v konjugované formé s proteiny piipadné
lipidy. Schopnosti vyuzivat HMO je znamy predev§im kmen B. longum subsp. infantis
(Thomson et al., 2017).

Psyllium

Vldknina ziskand z osemeni jitrocele vejCitého se hojn€ vyuziva v potravinarstvi jako
zahustovadlo ¢i stabilizator. Skladd se z vysoce rozvétveného a gelotvorného arabinoxylanu,
polymeru bohatého na arabinézu a xylézu, ktery je omezené stravitelny. Vytvaii slizy, které
vazi asi 40x vice vodu ve stfevé a tim zvySuje objem stolice — intestindlni peristaltika je
stimulovdna — dochazi ke zrychlenému stfevnimu priichodu. Konzumace psyllia nevede ke
vzniku stfevnich plynt. Studie ukazuji, ze jeho pozitivni vliv na mikrobiom spociva
predevsim ve zvySeni hladiny SCFA v tlustém stfevé (Jalanka et al. 2019).
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Fruktooligosacharidy

Lze je rozdélit na pfirodni a syntetické. Zastupcem piirodnich FOS je inulin, naproti
tomu nejcast€ji vyuzivanym syntetickym FOS je laktuléza.

* Jnulin

Inulin je zasobni polysacharid rostlin patfici do skupiny fruktanli. Pfirozené se
vyskytuje v tisicich rostlinnych druzich, véetné pSenice, cibule, banand, Cesneku a Cekanky.
Jeho chemicka struktura je charakteristicka dlouhymi fetézci uhlovodiki. Inulin vyuzivaji
zejména bifidobakterie, avSak i mnoho dalSich mikroorganismi je schopno metabolizace
tohoto substratd. Jsou jimi napiiklad Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Bacteroides vulgatus, Lactobacillus acidophilus a Clostridium
butyricum. Prebiotika spolu s témito prospéSnymi mikroorganismy potlacuji potencialné
Skodlivé a patogenni mikroorganismy ve stfevé, ¢imz ovliviluyji skladbu mikrobioty ve
prospéch bifidobakterii, stimuluji imunitni systém, moduluji endokrinni funkce, chrani pred
sttevni infekci, snizuji pH ve stfevé a pomahaji pfi absorpci vapniku, hoiciku a tvorbé
vitamina skupiny B. Obecné fruktany inulinového typu vyznamné zvysuji absorpci Ca a Mg.
Tim padem chrani pfed rozvojem symptomd spojenych s deficitem nékteré z téchto
mineralnich latek a pomahaji pfekonat pfiznaky osteopenie.

Dalsi vlastnosti inulinu je schopnost nahradit tuk naptiklad v néplnich, mlécnych
vyrobcich, mrazenych dezertech a dresincich (Carlson et al., 2017; Kaur & Gupta, 2002).

» Laktuloza

Tento nevstrebatelny cukr, ktery je kromé své prebiotické vlastnosti vyuzivan k 1écbe
zacpy. Povétsinou se vyrabi metodou chemické izomerace, ktera mize byt provedena dvéma
zpusoby: prvnim z nich je katalyticka izomerace. Pfeména laktozy v laktulozu muiize byt
provedena za pouziti kyselin (kyselina citronova a sirova), zasad (triethylamin, hydroxid
sodny) nebo amfoternich katalyzatori (hydroxyly, sulfaty). Druhym zptusobem je
elektrochemicka izomerace. Tato metoda Setfi energii a cCinidla, jelikoz sama dokaze
vygenerovat vysokou zasaditost v reakénim médiu (Sitanggang et al., 2016).

Jako prebiotikum laktul6za podporuje rast bakterii prospéSnych hostiteli predevsim,
je-li poddvana v sublaxativnich davkach (tzn. v davkach, kterymi neni dosazeno laxativniho
ucinku) hraje svou roli jako bifidogenni faktor, pfiznivé pusobi predev§im na rist
bifidobakterii a také laktobacilti (Bouhnik et al., 2004).

Galaktooligosacharidy

Galaktooligosacharidy (GOS) jsou nestravitelné oligosacharidy s vyzna¢nymi
prebiotickymi vlastnostmi. Jsou obvykle definovany jako smés latek ziskanych z laktozy,
které obsahuji 3 az 10 monosacharidovych jednotek. Jedna z téchto jednotek je obvykle
termindlni gluk6za a zbyvajici jednotky tvoti galaktoza. Kromeé prebiotické funkce stimulyji
absorpci vapniku a dal§ich mineralnich latek. Vyuzivaji se jako prevence zacpy nebo rakoviny
tlustého stfeva (Curda et al., 2020).
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Primyslova vyroba GOS obvykle vychazi z koncentrovaného roztoku laktézy nebo
permeatu syrovatky, nasleduje enzymova reakce. Po reakci vSak smés obsahuje znacné
mnozstvi monosacharidii a nezreagované laktozy, proto obvykle nasleduje purifikacni krok.
Ten muze byt zalozeny na oSetfeni aktivnim uhlim, vyluCovaci nebo kation vymeénné
chromatografii, dile nanofiltraci ¢i fermentaci. Ve velkovyrobé se vyuziva kontinualni
chromatografie s pohyblivym lozem (SMB). Purifikace mize zahrnovat odbarveni
a demineralizaci. Komercni produkty jsou ve formé sirupu nebo prasku a obsahuji obvykle
30 az 70 % GOS v susing (Curda et al. 2020).

Rezistentni Skrob

Skrob se sklada z amylozy, ktera ma linearni strukturu vazby ol-4 a typicky tvoii 15—
20 % skrobu, a amylopektinu, vétsi rozvétvené molekuly s vazbami al-4 a al-6. Byly
definovany dvé zakladni struktury krystalického skrobu jako typy A a B obsahujici
amylopektin v raznych pomérech. Zatimco Skroby typu A se nachazeji v zrnech, skroby typu
B se nachazeji v hlizach a potravinach bohatych na amylozu. Existuje také tieti typ, nazyvany
,typ C*, ktery se vyskytuje v lusténinach.

Podle nutri¢nich vlastnosti se Skrob déli do tfi hlavnich tfid: rychle stravitelny Skrob,
pomalu stravitelny skrob a rezistentni Skrob. Zatimco rychle stravitelny Skrob je a-amyldzou
hydrolyzovdan na dextriny do 20 minut po konzumaci, pomalu stravitelny Skrob je
hydrolyzovan do 20-120 minut po konzumaci. Rezistentni Skrob neni po 120 minutach
hydrolyzovan v tenkém stfevé zdravych jedinct, ale miuze byt fermentovan v tlustém stieve.
Podle podrobné analyzy existujicich studii se vSak vysledky li§i od jedné studie k druhé
a neexistuje jednoznaCny konsenzus o pouziti rezistentnich odrid Skrobu jako prebiotik
(Tekin & Dincer 2023).

Xylooligosacharidy

XOS jsou nove vznikajici prebiotika s dobfe viditelnymi a konzistentnimi zdravotnimi
piinosy a skladaji se z oligomert cukru slozenych z jednotek xylozy, které se pfirozené
vyskytuji v ovoci, zelening, mléce, medu a bambusovych vyhoncich. XOS se bézn¢ vyrabi
z lignocelul6zovych materiali obsahujicich xylan riznymi chemickymi metodami, pifimou
enzymatickou hydrolyzou nebo kombinaci obou uprav (Carlson et al., 2017). Carlson et al.
(2017) zjistili, ze fermentace XOS ma za nasledek mensi produkci plynu nez u inulinovych
produktt a vice plynu nez u  -glukanovych produktu.

p — glukany

Jednd se o polysacharidy, které jsou tvofeny molekulami glukézy spojenymi B —
glykosidickou vazbou. Jedna se o heterogenni latky.

B — glukany patii k jedné z dietnich vlakninovych frakci, kterym je pfipisovana fada
zdravi prospeéSnych vlastnosti, vCetné prevence a 1écby nékterych travicich onemocnéni
a podpory imunitniho systému. Snizuji koncentraci cholesterolu a glukozy v krvi, coz
redukuje riziko kardiovaskularnich onemocnéni a cukrovky. Kromé svych acinki na hladiny
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lipidd a metabolismus glukézy vykazuje B — glukan také antioxidacni vlastnosti tim, ze
zachycuje reaktivni formy kysliku. Timto snizuje riziko onemocnéni, vCetné aterosklerozy
a zminovanych kardiovaskularnich onemocnéni (Ciecierska et al., 2019). Jednd se
o polysacharid slozeny z D-glukézy s B — glykosidickymi vazbami, pfitomné bud’ v linearnich
fetézcich v zrnech, jako je oves a jeCmen (az 7 %), nebo v buikach pekarskych kvasnic,
bunécnych sténach hub a nekterych mikroorganismech (Carlson et al., 2017). Navic ve studii
Da Silva Guedes et al. z roku 2019 bylo prokazéano, ze je mozné vyuzit B-glukany také jako
kryoprotektivum pro probiotické laktobacily.

Guarovd guma

Jedna se o rozpustnou vldkninu ziskdvanou z endospermu bobu Cyamopsis
tetragonolobus L. Tato bobovita rostlina se péstuje predevsim ve stfedni Asii. Guarova guma
je slozena hlavné z galaktézy a mandzy v piiblizném poméru 1:2. Kostrou slouceniny je
linearni fetézec P - 1,4 vazanych manozovych zbytkd, ke kterym jsou galaktozové zbytky
ptipojeny pii kazdé druhé manoze (obr. €. 2). Jeji nejvyznamnéj$i vlastnosti je schopnost
rychlé hydratace, tvorba vodikovych vazeb, za vzniku viskézniho roztoku. Diky tomu je
vyuzivana jako jeden z nejcastéjSich zahus§t'ovadel (v potravinafstvi oznacovana kodem E412)
a stabilizatord v potravinarstvi, kosmetickém a farmaceutickém prumyslu. Jeji vyuziti
v potravinach je velmi Siroké. Napftiklad v napojich odolava kyselému pH, pifidanim do mléka
pfi vyrobé syri zvySuje vytéznost syfeniny a zlepSuje vyslednou konzistenci syri,
v pekatskych vyrobcich zvétSuje objem tésta a jeho naslednou viskozitu. Najdeme jej v rfade
zélivek, omacek a podobnych vyrobcich. Do potravin se pridava také pro své prebiotické
ucinky (Mudgil et al., 2014). Predpoklada se, ze Caste¢né hydrolyzovanad guarova guma
(PHGG) prospiva zdravi hostitell zménou stfevni mikroflory a stimulaci produkce mastnych
kyselin s kratkym fetézcem (SCFA). Zustava vsak nejasné, které bakterie fermentuji PHGG
v lidském téle stieva. Také se udava, ze PHGG zvySuje vstiebavani neékterych minerdlnich
latek a snizuje hladinu cholesterolu v krvi (Ohashi et al., 2015).

Vykazuje ucinky nejen prebiotické, ale také ma pozitivni vliv na hladinu glykémie
a lipidemie. Navozuje pocit sytosti a ma pozitivni G€inek pfi prevenci zicpy (Yasukawa
et al., 2019). Ve studii Wei et al. (2020) guarova guma vykazovala pozitivni vliv na rast
bifidobakterii a Clostridium Butyricum.

[° v AL o
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Obrazek ¢. 2. Chemicka struktura guarové gumy (pievzato od Mudgll et al. 2014).
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Xanthanovd guma

Xanthanovd guma (v potravinafstvi oznacovana kodem E415) je komplexni
polysacharid s jedineCnymi reologickymi vlastnostmi, které prokazaly jeji pouziti jako
rozsiteny stabilizator a zahustovadlo.

Vyrabi se fermentaci sacharidi za pomoci bakterie Xanthamonas campestris. Tyto
bakterie se pfirozené nachéazeji na listech zeleniny. Komercné se vyrabi z Cisté kultury
bakterii aerobnim ,kvaSenim®“. Je tvofen dvéma glukézovymi jednotkami, dvéma
mandzovymi jednotkami a jednou jednotkou kyseliny glukuronové (Sworn, 2009). Vysledny
produkt se vycisti pomoci alkoholu, vysusi a rozemele na prasek (Ostrowski et al., 2022). Jak
xanhtan, tak guarova guma se vyuzivaji jako nahradni pojivo do bezlepkovych potravin
(Mudgil et al., 2014).

Malo je vSak znamo o pfimé interakci xanthanu se stfevni mikroflorou, ktera hraje
ustiedni roli pfi traveni jinych, chemicky odli§nych polysacharidi (Ostrowski et al., 2022).
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Obrazek ¢. 3. Chemicka struktura xanthanové gumy (pfevzato od Sworn, 2009).
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3.2.2 Synbiotika

Synbiotika jsou preparaty, které jsou tvoreny probiotiky i prebiotiky. Jejich kombinace
pak mize poskytovat mnohem vice zdravotnich benefitd nezli samotna probiotika/prebiotika.
Ocekavame od nich synergicky ucinek, od toho je také odvozen jejich nazev. Jejich vyhoda
spociva v tom, ze poskytuji probiotikiim snazsi prichod horni ¢asti traviciho traktu, nasledné
podporuji jejich implementaci ve stievech a to tak, ze stimuluji rast a/nebo aktivuji
metabolismus zadoucich bakterii (Zhang et al., 2010). Kromé toho prebioticka slozka
podporuje i mikroorganismy, které se jiz ve stfevech nachazeji (Pandey et al., 2015).

3.2.3 Parabiotika

Na slozeni mikrobioty se mohou podilet i nezivotaschopné mikrobialni buiky zvané
parabiotika. Jako u jiz zminénych skupin vSak ucinek zavisi na dostatecném mnozstvi
(Cuevas-Gonzalez et al., 2020).

3.2.4 Postbiotika

Postbiotika obsahuji kromé& nezivych mikrobialnich bunék také jejich fragmenty
a metabolity, proto se nektefi autofi piiklané€ji spiSe k ndzvu metabiotika (Cuevas-Gonzalez
et al., 2020). Jejich vyhoda spociva v del§i dobé skladovatelnosti, nezli tomu je u probiotik
(Oleskin & Shenderov, 2019; Vinderola et al., 2022).

3.2.5 Psychobiotika

Jako psychobiotika se oznacuji probiotika i néktera prebiotika jako napfiklad inulin,
kterd jsou schopnd produkovat neuroaktivni latky, které maji pozitivni vliv na centrdlni
nervovou soustavu. Rada studii se zabyva komunikatnim systémem mikrobiom — hostitel,
ktery by mohl fungovat oboustranné — tedy moznost produkce neuroaktivnich latek obéma
sméry, nicméné prozatim nebyla prokazana (Oleskin & Shenderov, 2019). Obousmérna
signalizace mezi stfevni mikrobiotou (stfevem) a mozkem probiha prostfednictvim
neuronalnich drah, které kromé ob&hového systému zahrnuji jak centralni, tak stfevni nervovy
systém. Ten zahrnuje zapojeni osy hypotalamus—hypofyza—nadledviny, reguldtory imunitniho
systému, hormony, bakteridlni metabolity, jako jsou SCFA a neurotransmitery (Mohajeri et
al., 2018).
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3.3 Legislativa

Definice pojmu probiotikum dle pravnich predpisi Ceské republiky prozatim

neexistuje, ¢ehoz byva &asto zneuzivano. Castym piikladem je uvadéni na vyrobcich
privlastek  probioticky” i pfestoze neni jejich probioticky ucinek dolozen nebo védecky
prokazan. Dalsim Castym nedostatkem je chybné uvadéni mnozstvi zivych mikroorganismu,
predevsim pied koncem minimalni trvanlivosti (Binda et al., 2020).

Probiotické potraviny spadaji pod nutraceutika a upravuje je tedy zakon ¢. 110/1997

Sb., o potravinach a tabakovych vyrobcich a o zméné nékterych souvisejicich zakond. Jsou
definovany jako potraviny, jejimz ucelem je dopliiovat béznou stravu.

Vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi 57/2018 Sb. stanovuje pozadavek na slozeni

a zpusob oznaCovani a uziti dopliikd stravy. Co se tyka oznaCovani takovych doplikda,
na obalu je nutné uvést:

oznaceni ,, doplnék stravy*

kategorie zivin/latek charakterizujici vyrobek

udaj o mnozstvi vitamin(i, mineralnich latek nebo jinych latek s vyzivovym nebo
fyziologickym ucinkem

doporucena denni davka (DDD)

nezadouci ucinky pii pfekroceni DDD

skladovani mimo dosah déti

nejednd se o ndhradu pestré stravy

upozornéni na nevhodnost pro déti, mladez, téhotné a kojici Zeny, pro osoby uzivajici
hypolipidemika a osoby s onemocnénim ledvin, jater

Od roku 2002 jsou stanoveny i pokyny pro oznacovani probiotickych dopliku stravy:

oznaceni rodu, druhu a kmene nesmi spotiebitele uvadét v omyl

minimalni pocet zivotaschopnych probiotickych mikroorganismu na konci doby
spotieby

mnozstvi denni davky, kterd zaruci ucinnost probiotického vyrobku

pravdivost a védecka podlozenost zdravotnich tvrzeni
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3.4 Kritéria

Aby mohly byt probiotické kmeny bakterii vyuzity v potravinafstvi, at uz pridavany
ptimo do potravin nebo vyuzivany jako probiotické/synbiotické prepardty, je nezbytné, aby
splnily fadu podminek. Mezinarodni védecka asociace probiotik (ISAPP) vydala roku 2018
prohlaseni dle kterého musi probiotika:

* byt charakterizovany na kmenovou uroven

* byt bezpecnd pro pouziti, pro které jsou zamysleny

* bezpeCnost musi byt ovérena alespor jednou pozitivni klinickou zkouskou na lidech
provedenou podle obecné uznavanych védeckych standardu

» ve vyrobku zastat ziva po celou dobu jeho trvanlivosti.

Kmeny bakterii jsou voleny na zaklad€ jejich funkcnich vlastnosti, a predev§im
zminované bezpeCnosti. Dulezitou podminkou pro jejich uziti je, aby bylo mozné je
kultivovat ve velkém mnozstvi a nasledné€ zapracovat do vyrobkt v ramci jejich pramyslové
vyroby (Szajewska et al., 2016). Mezi kli€ova kritéria, ktera kvalifikuji mikroorganismy jako
probiotické patii pozadavek, aby kmeny byly zivé a plné charakterizované. To je divod, pro¢
fermentované potraviny s nedefinovanymi mikrobidlnimi konsorcii a fekdlni transplantace
nejsou povazovany za probiotické (Thomas, 2016).

Dalsim neméné dulezitym kritériem pro to, aby byl kmen/rod oznacen za probioticky
je, aby spliioval nésledujici vlastnosti:

* odolnost vici zaludecni kyselosti

* odolnost vici zluCovym kyselinam

* adherence k hlenu a/nebo lidskym epitelialnim burikdm a bunécnym liniim

* antimikrobialni aktivita proti potencialné patogennim bakteriim nebo houbam
» schopnost redukovat adhezi patogenu k povrchiim

» aktivita hydrolazy zlucovych soli

»  dobry rast v kultivacnich médiich

* genomovd stabilita (Gupta & Garg, 2009; Fijan 2014).

D’Silva (2011) uvadi, ze pii vybéru novych probiotickych bakterii je nutné krome
vySe uvedenych kritérii také zohlednit, ze nékteré mikroorganismy nejsou pro potravinaisky
prumysl piili§ vhodné, a to ztoho divodu, Ze mohou pozménovat senzorické vlastnosti
vyrobku — tedy pfinést mu nevhodnou strukturu, ptipadné zapach.

Kliovou soucasti spravné charakterizace probiotik je spravna identifikace
a pojmenovani kment. Probioticky kmen by mél byt pojmenovan podle aktualné platné
bakteridlni nomenklatury (Parker et al., 2018). Aktualizovany seznam prokaryotickych jmen
s postavenim ve fylogenezi je k dispozici na http://www.bacterio.net/ (Parte, 2018).

Identifikace probiotickych mikroorganismi znamena urcit, zda kmen patii do
zavedeného, pojmenovaného rodu a druhu, pfipadné poddruhu. Protoze nékteré probiotické
aktivity mohou byt specifické pro dany kmen, déle je vyzadovana spravna typizace kmene.
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Spravné oznaceni kmene se proto sklada ze dvou hlavnich ¢asti: oficidlni rodovd, druhova
(a poddruhovd) jména podle nomenklaturnich a taxonomickych pravidel, za nimiz nasleduje
oznaCeni kmene, které je Casto katalogové Cislo mezindrodné uzndvané sbirky
mikroorganismu a/nebo komercni oznaceni kmene (McFarland, 2015).

Idedlni probiotikum by nemélo byt ovlivnéno soucasné podavanymi léky nebo
antibiotiky. Napfiklad Saccharomyces boulardii je kvasinka, kterou lze uzivat soucasné jako
peroralni antibiotika, protoze na né pusobi pouze antimykotické 1éky a ne antibiotika
(McFarland, 2015).

Kandidatni probioticky kmen

v

Charakterizace kmene

v
Nezavadny pro zamyslené pouZiti
v

Alespoii 1 relevantni studie na lidské populaci Neprokézén Ginck na Eloveka

v

Zivotaschopnost bakterii do konce dané
minimalni trvanlivosti

i ‘,

Probioticky status Nespliiuje pozadavky

Obrazek ¢.4. Rozhodovaci strom kurceni, zda kandidatni probiotikum spliuje kritéria
(pfevzato dle Binda et al. 2020).
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3.5 Mikroorganismy pouzivané jako probiotické

Jako probiotické kultury jsou obvykle pouzivany bakterie, které ptirozené obyvaji
lidsky travici trakt. Nejpouzivangjsi jsou bakterie rodu Lactobacillus a Bifidobacterium a to
z toho davodu, Ze maji dlouhou historii bezpecného pouzivani v potravinarském primyslu
(Thomas, 2016; Rada, 2010).

Zdravotni piinosy byly prokazany piredevsim u specifickych probiotickych kment
nasledujicich roda: Lactobacillus, Bifidobacterium, Saccharomyces, Enterococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc (Fijan, 2014). Probioticky pasobi i nékteré kmeny
E. coli, ze sporulyjicich bakterii pak kmeny z rodd Bacillus, z kvasinek je to napfiklad
Saccharomyces boullardi (Salminen et al., 2016).

3.5.1 Charakteristika vybranych mikroorganismu s probiotickym potencialem

Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus zahrnuje razné grampozitivni fakultativn€é anaerobni nebo
mikroaerofilni tyCinkovité bakterie. Jsou hlavni Casti skupiny bakterii mlééného kvasSeni
(v€etné mnoha roda diive klasifikovanych do rodu Lactobacillus, dale zastupci roda
Lactococcus, Enterococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus a Leuconostoc), kteti
dokazou preménit hexozové, pentézové a jiné cukry na kyselinu mlécnou, a tim vytvofit
kyselé prostiedi, které inhibuje rast potencialné patogennich gramnegativnich bakterii.

Rod Lactobacillus patii do kmene Firmicutes, tfidy Bacilli, fadu Lactobacillales
a Celedi Lactobacillaceae. Jednd se o nepohyblivé grampozitivni nesporotvorné bakterie
mlécného kvaseni. Jsou schopny fermentovat laktozu a glukézu za vzniku kyseliny mlééné,
kyseliny octové, etanolu a oxidu uhli¢itého. Vzhledem k hlavnimu metabolickému produktu,
kyseliné mlécné, davaji prednost kyselejSimu prostiedi (pH pod 4). Teplota, pii které dosahuji
optimalniho ristu, se pohybuje v rozmezi 15 az 45 °C (Hill et al., 2018).

Nékteré laktobacily se pouzivaji k vyrobé jogurtt, syri, kysaného zeli, nakladané
zeleniny, zakysu, vina a dalSich fermentovanych produkti. Ve vSech pfipadech jsou cukry
metabolizovany na kyselinu mléénou; tim vytvari neptatelské prostiedi pro mikroorganismy,
které mohou potencialné potravinu zkazit a umoziiuje tak konzervaci potravin.

Studie ukazaly, ze nékteré kmeny laktobacili jsou uCinné v prevenci prijmu
souvisejictho s uzivanim antibiotik. Laktobacily jsou bézné vybirany jako probiotika, protoze
vykazuji mnoho zdsadnich vlastnosti, jako je vysokd tolerance vuéi kyselinam a Zzludi,
schopnost prilnout ke stfevnimu povrchu, odolnost vici nizkému pH, zaludecni S$tava,
inhibice potencialné patogennich druhti — antimikrobidlni aktivita a mnoho dalSich (Fijan,
2014).

Ovliviji také tvorbu zanétlivych cytokint, ¢imz ovliviiuji atopickou senzitivitu. Tato
imunomodulace je vSak kmenové specificka. Tyto ucinky vykazuji bakterie rodu
L. acidophillus (Govender et al., 2014).
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Je nutné také pfipomenout, ze v nedavné dobé probihala zména nomenklatury rodu
Lactobacillus, ze kterého bylo vytvoreno 23 novych rodi, mezi které byly rovnéz prefazeny
jiz zavedené probiotické druhy (Zheng et al., 2020).

Enterococcus

Spolu s laktobacily jsou odolnéjsi vici zaludeCnim kyselinam oproti bifidobakteriim.
Aviak jejich probioticka aktivita neni tak vyrazna jako u porovnavanych druht. Casto se
vyuzivaji pti 1écbé infekce salmonelou, pfipadné pfi gastroenteritidé (Govender et al., 2014).

E. faecium se bézné vyskytuje v GIT cCloveéka 1 zvifat. Je obsazen v fadé mlécnych
vyrobkd. Pasobi antibakterialné predevsim vici listerii a klostridiim (Yerlikaya, & Akbulut
2019). Muze se vSak jednat o bakterii oportunitné patogenni. Rizikem je z divodu vyvinuté
rezistence na antibiotika. Vyzkum, ktery sledoval rozvoj antibiotické rezistence na jednotkach
intenzivni péce zaznamenal, ze prevazna vétSina infekci, kterd se vyskytla ve spojeni se
zavedenim pfistroje (napiiklad ventilatory, mocové katetry atd.) byly zplsobeny praveé
rezistenci E. faecium na vankomycin a ampicilin (Gilmore et al., 2014).

E. durans je rovnéz obsazena v mléCnych vyrobcich. Rovnéz vykazuje antimikrobialni
aktivitu, a navic také aktivitu antioxida¢ni. Podle Pieniz et al. (2014) je tento druh schopny
bioakumulace selenu. Casto se vyuziva jako doplnék krmiva zvitat. Nékteré studie uvadgji, ze
mohou produkovat protizanétlivé latky (Carasi et al., 2017).

Rod Bifidobacterium

Bifidobakterie jsou klasifikovany do kmene Firmicutes a fadu Lactobacillales. Nalezi
pak do kmene Actinobacteria a fadu Bifidobacteriales.

Poprvé byly popsany roku 1900, kdy jej Tissiere izoloval ze vzorku stolice kojeného
ditéte. Tento rod je charakterizovan jako grampozitivni, nepohyblivy a nesporulujici. Jsou
typické pro svij tvar pismene ,,X“. Vétsina bifidobakterii je obligatné anaerobni — pfitomnost
kysliku je pro né€ letalnim faktorem. Je béznou soucasti lidského mikrobiomu, naléza se také
v odpadnich vodach, ustni duting, je soucasti vaginalni mikrobioty nebo GIT ptakd a hmyzu
(Alessandri et al. 2019). Vyslednym produktem metabolismu sacharida bifidobakterii jsou
kyselina mlécna a octova. Tim dochazi ke snizeni pH ve stievé. Kyselé pH pak potlacuje rist
bakterii, které jsou patogenni ptfipadné hnilobné (O'Callaghan & van Sinderen 2016).

Pritomnost riznych druht bifidobakterii se s vékem jedince vyviji. Zatimco v détstvi
ptevladaji druhy Bifidobacterium (B.) breve, B. bifidum a B. longum v pozd€jSim véku se
jedna predev§im o B. catenulatum, B. adolescentis a také B. longum (Arboleya et al. 2016).
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3.5.2 Dostupné probiotické preparaty

Vytlacilova (2022) se ve své diplomové praci zabyvala, zda probiotické preparaty
spliuji deklarované mnozstvi mikroorganismii a zda ma expirace vliv na slozeni téchto
preparati. Vypracovala prehled dostupnych vyrobku, které 1ze zakoupit na Ceském trhu.

V diplomové praci (Vytlacilova 2022) bylo zjisténo, ze probiotické preparaty, ac byly
skladovany podle pokynii vyrobce, v poloviné pfipadd nespliovaly deklarované mnozstvi
mikroorganismi. Nevyhovujici vyrobky se v deklarovaném a zjist€éném mnozstvi liSily o 1 az
2 tady. Pocet vitalnich bakterii po skonceni miniméalni trvanlivosti rychle klesal.

Nasledna tabulka ptedstavuje testovanych 17 vzorkd. Samoziejmé preparati existuje
vicero, toto jsou vsak ty, které 1ze zakoupit v kamennych 1ékarnach.
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Tabulka ¢. 1. Prehled probiotickych preparati (prevzato dle Vytlacilova 2022).

Nazev produktu Deklarované druhy mikroorganismi

Bifidobacterium bifidum Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum,
Biopron Premium Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus rhamnosus, Lactococcus lactis ssp. lactis, Streptococcus thermophilus

. . . " . Bifi . L . idophilus,
Swiss NatureVia Laktobacilky Lactobacillus r a‘m‘nosus ‘zfzdob‘a‘ctezum longum ‘ actobacz{lus acidophilus.
Bifidobacteium bifidum, Lactobacillus reuteri

Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus,
] L . Bifi . L . . s,
APO-Lactobacillus actobacillus plantaruﬁ zfzd‘o‘bacterzun? breve actoc‘o‘ccus lactz; SSp. ‘lz‘lctzs
Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium bifidum,

Lactobacillus fermentum

Edenpharma Probiotika plus

Bifi . L . dohi
Kolostrum ifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei,
ProbioFlora Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium lactis,
Streptococcus thermophilus

GYNIMUN dual protect Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus

Medpharma Lactobacillus

acidophilus +2 Lactobacillus acidophillus, Bifidobacterium bifidum, Enterocccus faecum

Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum,
Lactoseven Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei, Lactobacillus reuteri, Streptococcus
thermophilus

. . . Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus rhamnosus,
Generica Probicus Premium . . . . .
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus helveticus
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei,

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Bacillus coagulans,

NeoZen Probian
Streptococus thermophilus, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium breve
Pediococcus acidolactici, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus plantarum,
GS Laktobacily Antibio 40 Bzfzdo‘bacterzum longum, Lactol?aczlluf fhamnos»fs, L(‘lclob(?Clllb‘lS‘ casei ssp‘
paracasei, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium
bifidum
Walmark Biopron " . . . . .
LAKTOBACILKY Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus
Linex Forte Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium animalis subsp. lactis
Laktobacily SWISS I ¢ Lactobaczllbfs‘r amnos?ts ifidobacterium bfﬂum @cta?aczllus casei
Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus
ProbioLact Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus sporogenes, Bifidobacterium bifidum,

Bifidobacterium breve, Lactobacillus acidophilus biofilm
Pediococcus acidolactici, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus plantarum,
Cemio Laktobacily 7+ Bifidobacterium longum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei ssp.

paracasei, Bifidobacterium bifidum
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium infantis,
Walmark Laktobacily Complex Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Bifidobacterium longum,
Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium breve
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3.6 Hledani novych probiotickych kmenu

Rada vyuzivanych probiotickych kmen® nevykazuje schopnost perzistovat po delsi
dobu v GIT, nebo se vném u nékterych lidskych jedinci vibec nenachazi — v piipadé
suplementace tedy pouze organismem projde. Nejcastéji tomu tak je u laktobacilt, laktokokd,
leukonostoku ¢i enterokokd, tedy typickych bakterii mlécného kvaseni, které nenalezi do
skupiny autochtonnich mikroorganismti intestinalniho traktu cloveéka. Jejich genom,
metabolismus a fenotypové vlastnosti zkritka nejsou adaptovany primarné€ na lidsky
intestinaln{ trakt. Tyto divody vedou k hledani novych probiotickych kment spliiujici veskera
kritéria probiotik (Marcial-Coba et al., 2018).

Je dulezité poukazat na skuteCnost, ze pfiznivy ucinek probiotik 1ze prokdzat pouze
studiemi in vivo. Prestoze studie in vitro nebo zvifeci modely nemohou prokazat probioticky
ucinek, lze je pouzit k charakterizaci mozného mechanismu pisobeni probiotik, stanoveni
bezpeCnosti probiotickych mikroorganismi nebo zprostfedkovani dalSich znalosti
o probiotickych kmenech. Studie in vitro tedy poskytuji prvni krok pti hodnoceni probiotik
pro pouziti v potravinach a mély by po nich nasledovat dvojité zaslepené, randomizované,
placebem kontrolované studie na lidech (Fijan, 2014).

Identifikaci druhl 1ze provést technikami hybridizace DNA-DNA. Identifikaci kmene
lze dale provadét raznymi reprodukovatelnymi molekularnimi metodami nebo pomoci
jedine¢nych fenotypovych znakd.

Ptiklady molekularnich metod jsou:

= gelova elektroforéza s pulznim polem
* nahodné amplifikovana polymorfni DNA

Mezi fenotypové znaky pro identifikaci kmene patfi:

» schopnost fermentace fady cukrt
* detekce finalnich fermentacnich produkti ziskanych z vyuzité glukézy (Fijan, 2014).

Standardni metodou pfi zjiStovani fylogeneze prokaryot je jiz po dlouhou dobu
analyza sekvenace genu pro ribozomélni rRNA malé podjednotky ribozomu 16S rRNA. Jednd
se totiz o evoluné konzervativni usek, ktery ale obsahuje i variabilni ¢asti, diky kterym od
sebe lze odlisit bakterie az na druhovou uroven. A to za pfedpokladu, ze pouzivame
spolehlivé referencni sekvence. Sekvenci ziskanou pak porovname s dostupnymi knihovnami,
které pokryvaji téméf celou znamou bakterialni diverzitu. Konecna validace druhu je vSak
provedena az dle kuratorské databaze Dalsi metodou pii identifikaci bifidobakterii je
sekvenace jinych fylogenetickych markerd, jako je napfiklad gen kodujici threonin-tRNA
ligdzu, ktery je distribuovan v bifidobakteridlnich genomech (Killer et al. 2018a). DalSim
identifikacnim a fylogenetickym markerem cCeledi Bifidobacteriaceae je gen pyrG, jenz ma
vyS$§i rozliSovaci schopnost mezi kmeny a druhy nez gen 16S rRNA (Binda et al., 2020; Killer
et al. 2018b).

Sekvenovani amplikonu 16S rRNA vSak primarné poskytuje informace o mikrobialni
identité¢ a nikoli funkci jako samotného probiotika. Aby bylo mozné prozkoumat funkce
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mikrobiomu, mnoho vyzkumnikli se obratilo na metagenomicky piistup (Shotgun
sequencing), ve kterém je sekvenovan cely bakteridlni genom. Pres vysSi naklady
a komplikovanéj§i pozadavky na bioinformatiku poskytuje metagenomika informace jak
o mikrobialni identité, tak o slozeni genti. Védét, které geny jsou kodovany bakteriemi
pfitomnymi ve vzorku, umoziiuje vyzkumnikiim lépe porozumét jejich roli v lidském zdravi.
Diky snizeni nakladi na sekvenovani nové generace, vylepSenym protokolim pfiipravy
vzorkll a vétSimu mnozstvi bioinformatickych nastrojii dostupnych pro metagenomickou
analyzu bude tato technika uCinnym nastrojem pro studium funkcnosti mikrobiot (Singh
et al., 2017).

»Zlatym standardem® pro identifikaci kmene je sekvenovani celého genomu (WGS)
veetné jakychkoli extrachromozomalnich elementi. Plné sekvenovany genom umoziiuje
identifikaci mikrobd na uroven druhu a kmene. Mit kompletni genomovou sekvenci ma
mnoho vyhod, protoze umoziuje robustni a piesné specifické vysledky. Také usnadiuje
vyhledavani pfitomnosti nebo nepfitomnosti rizikovych faktori. Kromé toho pomize
identifikovat mozné plazmidy, Casté u neékterych bakterii mlééného kvaseni, které by mohly
byt dilezité pro probiotickou aktivitu (Binda et al., 2020).

Zatimco WGS je preferovand metoda, jiné typizacni metody mohou umoznit srovnani
jednotlivych kment. Multi-locus sekvenéni typizace nebo jiz zminéna gelova elektroforéza
s pulznim polem umoziiuji srovnani kment, ale ne de novo identifikaci druhu nebo rodu.
Identifikaci by meély prednostné provadét specializované akreditované laboratore, které
mohou prfistupovat k pozadovanym referencnim databazim a pouzivat aktualni ovéfené
a kalibrované metody a zafizeni. Je tfeba také zduraznit, ze u probiotickych smési je dilezité,
aby kazdy jednotlivy kmen ve smési byl spravné identifikovan, zvlasté kdyz kazdy (ne)muze
byt zpusobily pro status probiotika (Binda et al., 2020; McFarland, 2015).

Dal§i rozpoznavaci metodou je geneticka daktyloskopie (genomic fingerprints)
umoziujici rozpoznani bakterii na trovni druhu, nebo dokonce i kmene. Tato metoda se uziva
zejména u bifidobakterii. Mezi fingerprintové metody patfi napiiklad RAPD (random
amplified polymorphic DNA), neboli testy s ndhodnou zesilenou polymorfni DNA. Tato
technika je zaloZena na pouziti primert o délce sekvence 9-10 bazi, které hybridizuji na
komplementarni nebo Castecné komplementarni sekvence v cilovych sekvencich
chromozomalni DNA pfi nizkych teplotach, které mohou byt pouzity k zahajeni amplifikace

bakterialniho genomu. RAPD umoziiuje diferenciaci mezi kmeny v rdmci stejného druhu
(Fanedl et al., 1998; Ventura et al., 2004).

Zatimco klinické vysledky jsou pro tvrzeni o faktické probiotické funkEnosti nezbytné,
testovani vlastnosti povazovanych za dulezité pro probiotickou t¢innost by mohla naznacovat
mozné mechanismy, které jsou zakladem pozorovanych klinickych nalezti. Takovymi
charakteristikami mohou byt pfeziti na pfisluSnych mistech téla, produkce kyseliny mlécné
nebo jinych mastnych kyselin s kratkym fetézcem, adheze ke sténam stfevniho epitelu,
interakce s imunitnimi bunikami ¢lovéka, dale pak odolnost vici travicim enzymim, Zzluci
nebo kyselindm (Binda et al., 2020).
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Jiz Sanders (2003) uvadi, ze tyto charakteristiky nejsou dilezitym kritériem pro
probiotickou ucinnost.

Je dulezité, ze pro potvrzeni probiotického statusu neni dostatecnym dikazem
fenotypova charakterizace bun€k. Takové testy sice mohou poskytnout indikaci funkcnosti
nebo byt uziteCné pii pocateCnich screeningovych strategiich, ale nejsou ovéfenymi
biomarkery probiotické funk¢nosti (Binda et al., 2020).

S pfichodem novéjSich nastroja k detekci nekultivovatelnych mikrobu (75 %-95 %
mikrobti v tlustém stfevé nelze péstovat ve standardnich kultivacnich médiich) je lepsi
porozumét dynamice mikrobiomu, jeho vyvoji. The Human Microbiome Project, vyuzivajici
metagenomickou analyzu (sekvenovani DNA bakterif), identifikoval vice jak 40 000 druha
bakterii v tlustém stfeveé, které se nachdzeji v mikrobiomu zdravych jedinci. Tyto noveéjsi
nastroje umoziuji vyzkumnikiim sousttedit se na to, jak je mikrobiota ménéna rusivymi
faktory, jako je napf. expozice antibiotik nebo vyskyt chronického onemocnéni a také na
zpusoby ruznych probiotickych kment, které mohou tuto rovnovdhu napravit nebo obnovit
(McFarland, 2015).

3.6.1 Probiotika nové generace

Jako probiotika nové generace jsou oznacovany mikroorganismy, které byly izolovany
z traviciho traktu, maji tedy zvySenou schopnost travici trakt kolonizovat, a svym ptisobenim
specificky ovliviiovat konkrétni patologicky jev nebo fyziologicky stav. Jejich vyhoda
spociva v tom, ze na rozdil od bézné pouzivanych probiotik se nezamétuji na podporu zdravé
sttevni mikrobioty, ale pfimo ovliviiuji konkrétni fyziologické funkce (Satokari, 2019).
Nékteré obligatné anaerobni bakterie, které se hojné vyskytuji v GIT zdravych jedinca, 1ze
povazovat za potencialni probiotika nové generace. Tato skupina novych, domnéle
prospésnych mikrobti zahrnuje druhy jako Akkermansia muciniphila, Faecalibacterium

prausnitzii, Eubacterium halii anebo Bacteroides thetaiotaomicron (Marcial-Coba
et al., 2018).

Blautia je rod anaerobnich bakterii s probiotickymi vlastnostmi, které se hojné
vyskytuji ve vykalech a stfevech savcu. Na zakladé fenotypovych a fylogenetickych analyz
byly nékteré druhy rodi Clostridium a Ruminococcus pieklasifikovany do rodu Blautia, takze
do tohoto rodu nyni spada pfiblizné 20 novych druha s platnymi publikovanymi nazvy.
Rozsahly soubor vyzkuma se v posledni dobé zaméfuje na probiotické acinky tohoto rodu,
jako je biologickd transformace a jeji schopnost regulovat zdravi hostitele a zmirfiovat
metabolicky syndrom. Konkrétné u Blautia luti byl zaznamenan protizanétlivy ucinek,
obzvlasté u jedincu trpicich obezitou (Liu et al., 2021).

Bacteroides thetaiotamicron, b&zné se vyskytujici v mikrobiomu c¢lovéka, je
vyznamny pro svoji schopnost degradovat nestravitelné polysacharidy a predpoklada se, ze
hydrolyzuje glykosidy. Neékteré studie uvadély jeho zvysené mnozstvi do spojitosti
s obezitou, nicméné se ukazalo, ze naopak napoméhd rozkladu tukii a urychluje oxidaci
mastnych kyselin v tukovych burikach, a tim ma vliv na snizené hromadéni tuku, oddaluje
rychlost pfibirani na vaze a snizuje stupen obezity. Nicméné€ tato bakterie muze byt
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i oportunitnim patogenem — byla izolovana ve vzorcich odebranym pacientim
s cholesteatomem a meningitidou (Wang et al.,2021).

Ruminococcus gnavus je taktéz stievni bakterie, kterd je schopna degradovat mucin
a hraje klicovou roli v ¢asné kolonizaci stfeva. Ma také vliv na vyvoj imunity. ZvySuje
hladinu butyratu ve stfevé (Ahn et al., 2022).

Déle sem patii Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia intestinalis a Eubacterium
hallii, které metabolizuji dietdrni vldkninu a jako hlavni producenti SCFA poskytuji
energetické zdroje pro enterocyty (buriky tlustého stfeva) a ve stfevé maji protizanétlivé
ucinky (Hiippala et al., 2018).

F. prausnitzii patfi do kmene Firmicutes. Casto je popisovana jako grampozitivni
bakterie ve tvaru dlouhé tyCinky, ktera je pfitomna ve stfevnim traktu zdravych dospélych
atvori piiblizné 5 % celkové fekalni mikrobioty. Jeji absence znaci dysbiozu se sklonem
k zanétlivym onemocnénim a obezité. Jeji (ne)pfitomnost se vyuziva jako biomarker pro
identifikaci adolescentti s obezitou a ulcerdzni kolitidou (Zhang et al., 2022).

Nedavno byly objeveny ucinky druhti Bacteroides, které by mély produkovat
imunomodulacni molekuly. Konkrétné druh Bacteroides fragilis vykazuje protinddorové
a protizanétlivé ucinky. B. fragilis jsou dlouhé, tyCinkovité, gramnegativni bakterie, které jsou
Casto prenasSeny z matky na dité¢ béhem vaginalniho porodu (Zhang et al., 2022).

Bacteroides thetaiotaomicron spolu s Prevotella copri, Christensenella minuta
a Parabacteroides goldsteinii ovliviiyji inzulinovou rezistenci a mohou tak plsobit proti
obezité (Hiippala et al., 2018).

Eubacterium hallii je grampozitivni bakterie, ktera patii do kmene Firmicutes a ma
u dospélého cloveka zastoupeni piiblizné 3 %. Vykazuje pozitivni G€inek na metabolismus
specifickych sloucenin, rozklada toxické latky a chrani tlusté stfevo (Zhang et al., 2022).

Akkermansia muciniphila, jako zastupce kmene Verrucomicrobia, muze byt
nejprestiznéjsi bakterii mezi probiotiky nové generace. Pfiznivé pusobi pii metabolickych
onemocnénich a posiluje bariérovou funkci GIT (Hiippala et al., 2018). Snizeni
A. muciniphila ve stfevé byla pozorovana u hostitell s obezitou, u hostiteld se zanétlivym
onemocnénim stiev (hlavné ulcerozni kolitidou) a jedinci s metabolickou poruchou (Fu et
al., 2019).

Roseburia sp. je grampozitivni, obligatni anaerob s mirn¢€ zakfivenou tyc¢inkovitou
strukturou. Patfi do fadu Clostridiales a ve stfevnim traktu zdravého Clovéka je pfiblizné
zastoupena v rozmezi 3-15 %. Mikrobiota jedinci s kardiovaskularnim onemocnénim
obsahuje méné této bakterie (Zhang et al., 2022).

Probiotika nové generace zahrnuji mnoho kment, které maji rizné specifické ucinky
a mohou pomoci 1é¢it fadu vySe zminénych onemocnéni. Nicméné je zapotrebi dalSich studii,
které objasni presné mechanismy ucinku probiotik nové generace. Nezbytné je rovnéz
provedeni klinickych testd a splnéni legislativnich pozadavkd, aby bylo mozné probiotika
nové generace pouzivat jako 1éciva Ci terapeutika.
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V souvislosti s tématem této diplomové prace je nutné poznamenat, ze je znamo velmi
malo o technologickych charakteristikach vySe zminénych potencialnich probiotik nové
generace. Ty v zasadé zahrnuji fenotypové vlastnosti ovliviyjici prezivani bunek béhem
procestt vedoucich k findlnim produktim, resp. lyofilizace, mrazeni a suseni. Tudiz predmét

vyzkumu zahrnuty v této préci je vysoce aktudlni a zadouci (Yadav et al., 2022; Zhang et al.,
2022).
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3.7 Vliv mikrobiomu na zdravi ¢lovéka

Lidsky gastrointestinalni mikrobiom je nezbytny pro udrzeni lidského zdravi.
Je dynamicky a méni se prostoroveé a ¢asove a ve vztahu ke zdravotnimu stavu jedince. (Ruan
et al., 2020). Stfevni mikrobiota méa v lidském téle mnoho vyznamnych funkci, vcetné
podpory ochrany pifed patogeny kolonizaci sliznic a tvorbou ruznych
antimikrobidlnich latek, posiluje imunitni systém, hraje zasadni roli pii traveni a spradvném
fungovéni metabolismu (Gomaa 2020).

povrcht

Mikrobialni kolonizace zacina ihned po narozeni, a to fakultativnimi anaeroby, jako
jsou napiiklad laktobacily, enterokoky a enterobakterie. Poté nasleduji anaerobni
mikroorganismy, véetné Bifidobacterium, Bacteroides a Clostridium, coz ma za nasledek
postupné snizovani poméru fakultativnich anaerobt k pfisnym anaerobum (Vlasova
etal., 2016). Zda se, ze kojeni hraje vyznamnou roli pfi tvorbé raného mikrobiomu
s prevahou druht Bifidobacterium a Bacteroides. Kojeni ma dlouhodobé pozitivni G€inky na
fyziologickou mikrobiotu a jeji t€inky (Ruan et al. 2020).

Jen stfevni mikrobiota zahrnuje 10" mikroorganismd, vcetné bakterii, virt, hub
a prvoka. Bakterie mezi nimi pfedstavuji nejlépe prostudovanou skupinu. Dva celkové
prevladajici kmeny bakterii v GIT clovéka jsou grampozitivni Firmicutes a gramnegativni
Bacteroidetes. Zastoupeni jednotlivych kment v ¢astech GIT je zobrazeno na obr. ¢.5.

500-1000 Microbial Species

Obrazek. ¢. 5. Zastoupeni mikroorganismi v GIT Clovéka (pfevzato od Govender et al.,

2014).
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Nedavno se ukazalo, ze mikrobiotu lze efektivné rozdélit do riznych enterotypu,
z nichz kazdy je obohacen o urcité bakterialni rody, ale zda se, ze vSechny sdileji vysokou
funk¢ni uniformitu. Tato uniformita existuje bez ohledu na nékolik vlastnosti hostitele, jako je
veék, pohlavi, index télesné hmotnosti a narodnost. VétSina mikroorganisma sidli
v distalngjsich &astech traviciho traktu, kde jejich biomasa presahuje 10'' bun&k. na gram
obsahu. Mikroorganismy v distalnim stfevé pfispivaji ke zdravi hostitele prostfednictvim
biosyntézy vitamint a esencialnich aminokyselin a také vytvarenim dulezitych metabolickych
vedlejSich produkti ze slozek potravy, které zustaly nestravené tenkym stfevem. Vedlejsi
produkty SCFA, jako je butyrat, propionat a acetat, pusobi jako hlavni zdroj energie pro
bunky stfevniho epitelu, a proto mohou posilit slizni¢ni bariéru. Také maji ve stfevé pifimy
protizanétlivy ucinek.

Akutni zména diety — napfiklad diety, ktera je vyhradné zZivoci§ného nebo rostlinného
ptivodu — zmeéni mikrobialni slozeni béhem pouhych 24 hodin od zahdjeni, s navratem na
vychozi hodnoty do 48 hodin po preruSeni diety. Nékolik studii naznaluje, ze strava
s vysokym obsahem tukti zvysuje celkovou anaerobni mikrofloru a pocet bakterii Bacteroides
(Singh et al., 2017). Pfi konzumaci vyhradné rostlinné stravy, respektive rostlinnych proteint
doslo k nartustu bakterii rodu Bifidobacterium a Lactobacillus a snizilo se zastoupeni rodu
Bacteroides a Clostridium perfingens. U stravy zivo¢i§né naopak doslo k nartstu bakterii
rodu Bacteroides, ale také Ruminococcus, Bilophila a Alistipes a k poklesu bakterii rodu
Bifidobacterium (Singh et al., 2017).

Strevni mikrobiom zvifat krmenych stravou s vysokym obsahem tuka nebo cukra je
navic nachylnéjsi k naruSeni cirkadianniho rytmu. (Singh et al., 2017).

Studie také naznacuji, ze ohromujici systémovy stres a zanét — jako jsou napriklad ty
vyvolané t€zkym popaleninovym poranénim — mohou také zplsobit charakteristické akutni
zmeny ve stievni mikrobioté beéhem jediného dne od trvalého poskozeni (Singh et al., 2017).

Studie INFANTMET zkoumajici kojené déti odhalila rozdily na urovni kmene u déti
narozenych cisafskym fezem ve srovnani s pfirozenym porodem, které mizi do 24. tydne véku
(Rodriguezet et al., 2015). Ve stafi se mikrobiota opét méni, Casto se zvySenim hladin
Fusobacterium, Clostridium, Eubacteria a fakultativnich anaerobti a snizenymi hladinami
Bacteroides, Bifidobacterium a SCFA (Thomas, 2016).

Hlavnim rozdilem mezi tenkym a tlustym stfevem je struktura hlenové vrstvy. Vnitini
vrstva hlenu fyzicky vyluCuje bakterie a obsahuje imunitni efektory, které se zaméfuji na
mikrobiotu. Naproti tomu vnéj§i vrstva hlenu tzv. mucinovd, je volna a slouzi jako
koloniza¢ni misto pro ¢etné mikroby. Mikrobi, ktefi upfednostiiuji dietni Skroby a ziviny, sidli
v lumen tlustého stfeva. Organismy, které mohou vyuzivat mucin, jako je Akkermansia,
Ruminococcus a nékteré druhy Bacteroides, sidli ve vnéj§i vrstvé stfevniho hlenu. Napftiklad
proteobakterie a aktinobakterie se nachazeji blize konecniku (Singh et al., 2017).

Tyto bakterie se vSak nenachazi pouze ve stfevech. Napiiklad v dutiné ustni bylo
nalezeno vice nez 1000 taxond. Sest hlavnich kment Firmicutes, Bacteroidetes,

Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes a Fusobacteria, tvoii 96 % taxonu
(Ruan et al., 2020).
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3.8 Dysbioza stirevniho mikrobiomu

Slozeni stfevni mikrobioty je ovlivnhéno mnoha faktory, pfedev§im stravou, vékem,
genetika hostitele, uzivani nékterych 1éka anebo naptiklad i zivotni styl. Zmeény ve slozeni
a funkci stfevni mikrobioty maji pfimy vliv na lidské zdravi a hraji dilezitou roli ve vyskytu
nékolika nemoci (Gomaa, 2020). Zatimco definici zdravé gastrointestindlni mikrobioty nelze
presné¢ identifikovat, jeho rysy ano. Zahrnuji relativné vétsi biologickou rozmanitost
arelativné velké mnozstvi specifickych kmend a rodd (Ruan et al. 2020). Zdrava lidska
mikrobiota se sklada z vice nez 30 bilioni mikroorganismi, zahrnujici kromé bakterii také
viry (bakteriofdgy a lidské viry) a kvasinky (Ruan et al., 2020). Nejvice probddanou skupinou
jsou vsak bakterie (Singh et al., 2017). Jak vime, uzivani antibiotik ma na mikrobiom velmi
negativni vliv. Dokonce i kratké cykly antibiotik nebo antibiotika v lidskych zdrojich potravy
mohou zpusobit dlouhodobé zmény mikrobialnich kolonii v naSem stfevé (Newman
& Arshad 2020).

Co se tyka faktoru typu stravovani, Singh et al. (2017) uvadéji tfadu pripada
pozménéné mikrobioty vlivem zvoleného dietniho opatfeni ¢i vyzivového smeéru. Napiiklad
ptijem zivociSnych bilkovin pozitivné koreluje s celkovou mikrobialni diverzitou, zvySuje
Cetnost mikrooorganismu tolerantnich ke zluci, jako jsou Bacteroides, Alistipes a Bilophila,
a snizuje zastoupeni Roseburia. Zda se, ze dieta s vysokym obsahem nasycenych tukt zvysuje
pocty celkové anaerobni mikroflory a relativni mnozstvi bakterii Bacteroides a Bilophila.
V literature se bézné uvadi, zZe jak stravitelné, tak nestravitelné sacharidy obohacuji zastupce
rodu Bifidobacterium a potlacuji klostridie, zatimco pouze nestravitelné sacharidy jsou
uvadény jako prospéSné pro obohaceni o bakterie rodu Lactobacillus, Ruminococcus,
Eubacterium a Roseburia.

Mezi lidskym té€lem a jeho mikrobiomem existuje komplexni symbidza, jejiz naruseni
muze mit na oba systémy neblahé dopady. Vysledna dysbioza mize byt nepfizniva a maze
byt spojena s rozvojem nejrizné€jSich onemocnéni. Existuje dlouhy seznam patologickych
stavl spojenych se zménou stifevni mikrobioty vCetné:

* syndrom drazdivého tracniku

»  zanétlivé onemocnéni stfev

* onemocnéni jater

* metabolické choroby: obezita, diabetes mellitus IL. typu

» kardiovaskularni onemocnéni

* choroby souvisejici s naruSenim imunity

* onkologickd onemocnéni

* neurologické a psychiatrické onemocnéni — izkostné stavy, deprese
= poruchy autistického spektra.

Studie zkoumajici sloZeni a roli stfevniho mikrobiomu u riznych chorobnych stavi
odhalily souvislosti se zanétlivymi stfevnimi onemocnénimi (IBD), zanétlivymi koznimi
onemocnénimi, jako je lupénka a atopicka dermatitida, revmatoidni artritida, diabetes mellitus
IL. typu, obezita a aterosklerdza. Napftiklad pacienti s IBD maji tendenci mit mensi bakterialni
diverzitu a také niz§i poCet Bacteroides a Firmicutes — coz muze spoleCné pfispivat ke
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snizenym koncentracim butyratu pochazejiciho z mikroorganismii (Gomaa 2020). Stale vSak
neni jasné, zda jsou tyto zmény ve slozeni mikrobiomu pfi¢inou nebo diusledkem zmény
funkce epitelu a vyskytu vyse uvedenych onemocnéni (Ruan et al., 2020).

Rada nemoci je spojovana s naruSenou nebo aberantni stievni mikrobiotou
(tj. takovou, ktera se lisi od mikrobioty zdravych lidi), coz se projevuje:

* nizkou diverzitou

»  odliSnymi poméry hlavnich kment ve stievé (Firmicutes: Bacteroidetes)
» vy$§i hladinou gramnegativnich stfevnich bakterii

* nizs§i hladinou laktobacili a/nebo bifidobakterii.

Strevni mikrobiota pacienti s diabetem typu II. byla funkcéné charakterizovana
markery spojenymi s diabetem, které vykazovaly obohaceny membranovy transport cukri
a aminokyselin s rozvétvenym fetézcem. Obezita byla charakterizovana zménénym pomérem
Bacteroides: Firmicutes s vétsim relativnim vyskytem Firmicutes. Kromé toho studie
zahrnujici transplantaci mikrobioty z obéznich do GIT mysi ukéazaly, ze obézni fenotyp je
pfenosny a mize byt podporovan mikrobiotou, ktera ma zvySenou schopnost ziskavat energii
z hostitelské stravy (Singh et al., 2017).

Srovnani rozmanitosti mikrobiomu mezi riznymi jedinci vedlo k identifikaci jejich
asociace s ruznymi patologickymi stavy. Mnoho takovych studii popisuje souvislosti mezi
pfitomnosti/nepfitomnosti fady mikrobialnich druhi a onemocnéni, a navic pomaha vytvaret
hypotézy spojujici dysbidzu a etiologii riznych patologickych stavii (Gomaa, 2020).

Variabilita mikrobiomu muze byt ovlivnéna nejen stravou a uzivanim antibiotik, ale
také socioekonomickym statusem a geografii. Dysbioza muze byt také nasledkem rozristajici
se westernizaci stravy (Gaucher et al., 2019).

Porod cisaiskym fezem také negativné ovliviiuje proces kolonizace ve stieve.
A konecné, stievni bakterie mohou byt naruseny fadou faktord, které se bézné vyskytuji
béhem zivota:

= stresem
= pevhodnou dietou
®» infekci

" procesem starnuti
(Gomaa, 2020).

K nastoleni rovnovahy mikrobiomu se kromé zminénych synbiotik, psychobiotik
apod. (viz kapitola 3.2.), vyuziva transplantace fekalni mikroflory, ktera spociva v prenosu
fekalni mikrobioty zdravého jedince do GIT pacienta. Pfipadné se vyuziva fagové terapie, kdy
se za pomoci bakteriofagu, které vpravi svoji DNA (¢i RNA) do nezadoucich bakterii, a tak ji
postupné usmrti (Gomaa, 2020).

Podavani specifickych bakterialnich kmenti by mohlo fesit zfetelné rozdily v profilech
mikrobioty tlustého stfeva souvisejici s onemocnénimi stiev. V posledni dobé se zijem
o probioticky  vyzkum rozsifil z klasickych probiotickych druhlt  Lactobacillus
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a Bifidobacterium na cilenéj§i manipulaci s hostitelskou stfevni mikrobiotou pomoci
personalizovanych probiotickych terapii vyuzivajicich funkcné dualezité piisné anaerobni
sttevni mikroby (Bircher et al., 2018).

3.9 Metody dlouhodobé konzervace mikroorganismu

Metody dlouhodobé konzervace mikroorganismii jsou pouzivany v mezinarodnich
sbirkach  mikroorganismti, ale hojné rovnéz v internich sbirkich vyzkumnych,
potravinafskych ¢i pramyslovych laboratofi ¢i obecné vSude tam, kde je tfeba uchovat ve
vitalnim stavu mikroorganismy po delsi Cas. Existuji v zasad¢ tii hlavni kategorie téchto
metod: zmrazovani, suSeni a kombinace obou predchozich, resp. lyofilizace. Tyto metody
umoziuji uchovavat za danych podminek mikrobidlni buriky ve viceméné neménném
fyziologickém, metabolickém, fenotypovém a genotypovém stavu. Lze se Casto setkat
s pojmy anabidza ¢i kryptobidza, resp. s metabolickym stavem, ktery je dosazen v odezvé na
nezéadouci environmentalni podminky.

3.9.1 SuSeni

Desikace neboli suSeni se vyuziva predevS§im pro dlouhodobé skladovani hlavné
termotolerantnich bakterii mlécného kvaseni. Vyhodou této metody jsou nizké investini
a udrzbové naklady, Casova nenarocnost a moznost nepietrzité prace. Mezi nevyhody patfi
drasticka dehydratace bunék, protoze pfi ni muze dochézet k tranzici-transformaci fosfolipida.
Béhem suseni je dulezité predchazet prudkym zménam osmotického tlaku, proto je nezbytné
vyuZiti tzv. osmoprotektantd, které mohou zapficinit uplnou dehydrataci buné€k (Iaconelli et
al., 2015).

3.9.2 Sprejové suseni

Sprejové suSeni se sklada hlavné ze tii fazi: objemova kapalina je atomizovana
(pfeménéna na drobné kapicky), tyto kapky jsou pak vystaveny horkému vzduchu o teploté
radoveé 200 °C, kdy dochdzi k disperzi Castic suSiciho plynu a splynuti s atomizovanou casti.
V posledni fazi se oddéli suSici plyn pomoci centrifugy (Huang et al., 2017; Sollohub & Cal
2010).

V soucCasnosti se tato metoda vyuziva napiiklad pfi pripravé doplikt stravy
s probiotickymi bakteriemi, vyrobé susenych potravin (suSené mléko, instantni kdva), ke
stabilizaci a vyrobé farmaceutik (1éky s inhala¢ni aplikaci apod.) (Sollohub & Cal 2010).
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Ve srovnani s lyofilizaci predstavuje suSeni rozprasovanim nizsi specifické naklady na
energii a vyS§i produktivitu. Pfetrvavaji vSak problémy spojené s pouzivanim suSeni
rozpraSovanim za ucelem produkce zivotaschopnych kultur, zejména s citlivymi
probiotickymi kmeny (Huang et al., 2017).

Privod materidlu

Suéici komora

Piivod horkého vzduchu

Odvod vzduchu
N—
|
| — | Cyclone
| |
Shér produktu

Obrazek ¢.6. Schéma sprejového suSeni (prevzato dle Munin & Edwards-Lévy 2011).

3.9.3 Lyofilizace

Lyofilizované probiotické bakterie jsou §iroce pouzivany jako idealni forma aplikace
probiotik do gastrointestinalniho traktu ¢lovéka. Davodem, proc se tato forma stala hojné
vyuzivanou je, ze 1 pfes nékteré negativni UCinky procesu lyofilizace si bakteridlni buriky
zachovavaji svou zivotaschopnost, a to hlavné diky nizkému obsahu vody diky ¢emuz jsou
takové bunky vyrazné stabiln€jsi (Govender et al., 2014; Saeed et al., 2022). U vétSiny
bakterialnich kmend muze fadné lyofilizovana bakterialni kultura v plynotésné ampulce ve
vakuu stale odhalit zivotaschopnou kulturu po 30 a vice letech skladovani (Peiren
et al., 2016). Také se ukazalo, ze lyofilizace neovliviiuje schopnost probiotickych bakterif
chranit stfevni systém pired patogennimi bakteriemi (Govender et al., 2014). Konzervace
bakterii mlééného kvaSeni lyofilizaci se dlouhodobé pouziva pro skladovani funkénich
doplnku stravy ¢i startérti (Bodzen et al., 2021).

Lyofilizace spociva v odstranéni vody z bakterialnich bun¢k sublimaci pod hodnotami
trojného bodu vody (obr €. 7) Proces lyofilizace odstrani z bakterialni buriky intracelularni
vodu, dokud se nedosdhne aktivity vody ay, < 0,2, ¢imz se snizi nebo prerusi jejich
metabolickd aktivita (Bodzen et al., 2021). Proti ostatnim metodam suSeni, které spocivaji
v odstrafiovani vlhkosti odpafenim, tj. pfechodem vody z faze kapalné do plynné, je
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lyofilizace charakteristicka odstranénim vody sublimaci, tj. pfechodem z pevného skupenstvi
ptimo do plynného. K tomuto piechodu je nutné piipravit vhodné fyzikalni podminky.

Samotny proces se sklada ze tii krokli: mrazeni, které je hlavnim kritickym krokem
pro udrzeni zivotaschopnosti bakterii béhem lyofilizace, sublimace (prvni krok suseni) a krok
sekundarniho suSeni. Béhem zmrazovani se v extracelularnim médiu tvoii led. VySsi
koncentrace rozpusténé latky je v bunkach nez v extracelularnim médiu. Tento rozdil
v osmotickém tlaku zpisobuje odtok vody z bunky a jeji dehydrataci. BEhem mrazeni se tvori
ledové krystaly v zavislosti na rychlosti zchlazovani, kterd zpusobuji mechanicka
kryoporanéni na bunéénych strukturach. Osmoticky stres je generovan zvysSenou koncentraci
elektrolyti v nezmrzlé frakci vody, dochazi k poskozeni buné€k. Navic zvySeni poméru
povrch/objem bunky v duasledku rychlé rychlosti ochlazovani zpusobuje deformace
membrany, jako je jeji smrstovani (Bodzen et al., 2021; Marcial-Coba et al., 2018).

K vysuseni dochazi prostrednictvim sublimace ledu ve vakuu. Pevny materidl — tedy
led se oddéli a je odpafen. U prvni faze suSeni je nezbytné, aby probihala pomalu, pokud by
tomu tak nebylo, do$lo by k zmifiovanému poskozeni bunék. Béhem zmrazovaci faze se voda
pfemeéni na led, obvykle zachyceny v amorfni matrici lyoprotektantu, litky, kterd chrani
buiky béhem zmrazovani, suseni a skladovani. Amorfni lyoprotektant by mél zmrznout pod
svou teplotou skelného prechodu (Tg'), aby byl zajistén pevny produkt ve stabilnim sklovitém
stavu (Peiren et al., 2016).
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Obrazek ¢. 7.Fazovy diagram vody (pfevzato dle Magda Kralova).
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Kromé toho musi byt sublimace dokonc¢ena dfive, nez teplota produktu dosdhne bodu
tani ledu (0 °C). Proto musi byt nartst teploty na policich fizen, aby se zabranilo kolapsu nebo
roztaveni produktu. Po sublimaci je vazana voda z produktu odstranéna béhem sekundarniho
suSeni, které zahrnuje mirné zvySeni teploty. Sekundarni suSeni je dokonceno pfi dosazeni
nizkych hodnot ay, produktu (obvykle pod 0,2) (Bodzen et al., 2021).

Tato metoda vSak neni pfili§ vhodnd pro kryolabilni bakterie, jako je napiiklad
L. delbrueckii. Takové bakterie maji odliSnou membranovou strukturu, ktera ovliviiuje
odolnost bunék vici nizkym teplotam. Vhodnou alternativou je v tomto pfipad€ tzv.
nizkoteplotni vakuové suseni (LTVD) u kterého je pouzivan nizsi rozsah teplot (Bircher et al.,
2018).

Alternativou ke kryo(lyo)ochrané je pouziti mikroenkapsulace, ktera se také pouziva
k ochrané probiotickych bakterii béhem lyofilizace. Mikroenkapsulace pomoci polysacharida
nebo systému na bazi proteinu se ukazala byt mnohem ucinnéjsi pii ochrané bakterii béhem
lyofilizace a skladovani ve srovnani s tradi¢ni kryo(lyo)ochranou. Pfi enkapsulaci jsou butiky
zabaleny do mikroenkapsulacni membrany, ktera je tvotfena rliznymi polysacharidy a slouzi
jako ochrana pred neptiznivymi vlivy okolniho prostfedi. Zarover je propustna pro metabolity
a ziviny. Je velice efektivni ochranou probiotickych bakterii pfi samotné lyofilizaci, jejich
skladovani i proti prostiedi traviciho traktu (Bircher et al., 2018). Zachyceni mikroorganismu
v obalu (enkapsulace) resp. v jakychsi mikrokulickach je u¢inna metoda, kterd potencialné
zvysuje jejich zivotaschopnost a stabilitu (Afzaal et al., 2020).
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Obrazek ¢. 8. Schéma lyofilizace (prevzato od Kawasaki et al., 2019).
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Lyoprotektanty

Ukazalo se, ze probiotika prezivaji ve vétsSim mnozstvi, kdyz jsou pfed procesem
lyofilizace zmrazena na teploty nizsi jak — 70 °C a poté uchovavana v chladniéce pii teploté
7 °C. To je docileno pouzitim pravé lyo(kryo)protektiv. Tyto latky brani intracelularni tvorbé
ledu v buiikéach bakterii a tim zabrafiuji snizeni jejich zivotaschopnosti pii vystaveni nizkym
teplotim (Bircher et al., 2018). Hlavni ulohou Ilyoprotektanti je stabilizace lipidové
dvojvrstvy za podminek absence vody (Fenster et al., 2019).

Dle studie Bodzna et al. (2021) je jednim z lyoprotektiv umoziujicich zachovat
zivotaschopnost bakterii beéhem lyofilizace, sachardza. Obecné disacharidy poskytuji dobrou
odolnost proti mrznuti. Vyuziva se také zminovanych prebiotik jako jsou FOS, konkrétné
inulin nebo odstfedéné mléko (Schwab et al., 2007).

Pouziti lyoprotektivni smési s vysokym obsahem vazané vody je tak pro potravinarsky
prumysl slibnou strategii pro zlepSeni preziti bakterii mlécného kvaseni pii dlouhodobém
skladovani (Fenster et al., 2019).

Hlavnim rozdilem mezi lyoprotektantem a kryoprotektantem spociva v tom, ze
lyoprotektanty chrani butiky pfed negativnimi vlivy zmrazovani (tak jako kryoprotektivum)
a souCasn¢é suSeni. Lyoprotektanty musi tedy vykazovat rovnéz osmoprotektivni funkci
(Marcial-Coba et al., 2018).

Proces suSeni zvySuje kontakt bunéénych povrchi se vzdusnym kyslikem. Muze
vyvolat tvorbu intracelularnich reaktivnich forem kysliku, coz zplsobi poskozeni bunéénych
proteint, lipidd a nukleovych kyselin. Tento GCinek muze byt zvlasté skodlivy pro kmeny
obligdtné anaerobnich probiotik nové generace, které jsou velmi citlivé na kyslik, neb
vykazuji fermentativni zptsob metabolismu. U téchto bakterii se jako lyoprotektivni latky
Casto vyuzivaji cukerné alkoholy, jako napf. sorbitol a mannitol, disacharidy sachardza,
trehaloza a laktoza nebo mlécné proteiny. Nicméné lyoprotektivni u€inek se mezi kmeny lisi
v zévislosti na povaze pouzitych slouCenin. Proto je stile zdjem o identifikaci novych
alternativnich lyoprotektiv (Marcial-Coba et al., 2018).

3.9.4 Kryokonzervace

Kryokonzervace neboli jednodu§e zmrazeni, za ucelem uchovani zivotaschopnosti po
delsi cas, je metoda zalozena na bazi snizujici se teploty, pii které se zpomali a zablokuji
zivotni funkce. Pfitom ovSem zaroven nedochazi k usmrceni bunék. Jedna se v podstaté
o historicky nejstar§i zpusob biologické konzervace. Tento proces, podobné jako jiné
konzervacni procesy bakterialnich bunék, reverzibilné zabrani projevim Zivotaschopného
stavu. Voda se procesem zmrazeni stane pro bakterie nevyuzitelnou. Tato metoda zajistuje
dlouhovekost bunék po urcité Casové obdobi, pfiCemz zustavaji zachovany genotypové
a fenotypové charakteristiky.

Kryokonzervaci 1ze provadét n€kolika zptuisoby. Nejefektivnéjsi je pomoci kapalného
dusiku. Ze vSech metod umoziuje nejnizsi teplotu (-196 °C), ktera spolehlivé zachovava
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zivotaschopnost bakterii. Prestoze uchovani bakterii v tekutém dusiku zajisti zivotaschopnost
bunék fadové na desitky let, zna¢nou nevyhodou této metody jsou jeji relativné vysoké
ndklady.

Kriticka teplota je zavisla na fadé faktort, nicméné zda se, Ze teplota — 70 °C je
dostate¢na, aby zachovala vitalitu vétSiny bakterii po del§i Cas (roky, mozna desitky let).
Zmrazeni na teplotu -20 °C se vyuziva nejCastéji na Casové obdobi do 2 let. VétSinou
vykazuje horsi miru preziti, a to hlavneé kvili tomu, ze se zacnou tvorit ledové krystalky, které
narusuji mikrobidlni sténu a cytoplazmatickou membérnu. Je nezbytné, aby zmrazovaci
zafizeni byly vybaveny poplasnym zafizenim, které striktn€ zaznamenava zvyseni teploty —
pokud dojde k rozmrazeni, velice pravdépodobné dojde ke snizeni zivotaschopnosti (Tedeschi
& De Paoli 2011). To, v jaké fazi rastu bakterii je vhodné je konzervovat, se li§i napfic¢ druhy.
Tedeschi & De Paoli (2011) uvad¢ji, ze buriky ve stacionarni fazi jsou rezistentni vaci
poskozeni zmrazenim a rozmrazenim.

Miyamoto-Shinohara et al. (2008) ve své studii zkoumali miru pfeziti
kryokonzervovanych bakterii. Po 20 letech ovéfovali jejich aktivitu. Celkové vykazovaly
niz§i miru preziti gramnegativni bakterie, pravdépodobné z divodu tenci peptidoglykanové
vrstvy. Cim tendi tato vrstva peptidoglykanu je, tim pravdépodobnéji dojde k jejimu prasknuti
béhem procesu suSeni. DalSim faktorem, ktery snizoval miru preziti, byla pohyblivost
bakterii. Ty, které maji biciky, mély také snizenou miru preziti.

Bircher et al. (2018) uvadeji, ze co se tyCe striktné anaerobnich bakterii, metoda
kryokonzervace je daleko Setrnéjsi nezli lyofilizace.

Mechanismy poskozeni bunék zmrazovanim lze jednoduse rozdélit do dvou skupin
podle prabéhu teplot, za nichz vznikaji, na ty zpusobené tzv. chladovym Sokem a ty
zpusobené mrazem. Aby se témto poskozenim zamezilo (pfipadné se minimalizovaly), ke
kulturdm bakterii se pfidavaji protektivni latky, které buriky chrani pfed témito jevy
(Fu et al., 2019).

Kryoprotektivni ldtky

Kryoprotektivni latky, casto pfidavané do bunécéné suspenze, slouzi k ochrané
mikroorganismi pfed poSkozenim béhem mrazeni, skladovani a rozmrazovani.
Kryoprotektanty jednoduSe zvySenim celkové koncentrace vSech rozpusSténych latek
v systému snizuji mnozstvi ledu vytvoreného pii jakékoli dané teploté, ale aby byly
biologicky pfijatelné, musi byt schopny proniknout do bun€k a mit nizkou toxicitu. Mnoho
sloucenin ma takové vlastnosti, v€etné glycerolu, dimethylsulfoxidu, ethandiolu a propandiolu
(Pegg, 2007). Nutno ovsem podotknout, ze vySe zminéné penetrujici kryoprotektanty mohou
pii zvySené koncentraci a pii vystaveni bakterialnich kultur jejich pisobeni po delsi Cas
pusobit toxicky. Je tedy nutné u téchto kryoprotektantti dodrzovat doporucena technologicka
pravidla a postupy. Kryoprotektivni latky jsou tfidény bud podle molekulové hmotnosti ¢i
podle (ne)schopnosti proniknout skrz bunécnou sténu ¢i rovnéz cytoplazmatickou membranu
(Marcantonini et al.,, 2022). Existuji dva typy kryoprotektivnich latek: penetracni
a extraceluldrni.
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Penetrac¢ni kryoprotektanty vstupuji do bunék, zpomaluji intracelularni zmrazeni,
minimalizuji G€inky roztoku, méni vlastnosti kapalin a zvySuji teplotu tzv. membranového
skelného prechodu, coz ma za nasledek snizenou tvorbu intracelularniho ledu. V zasadé nalezi
mezi nizkomolekularni latky. NejvyznamnéjSimi penetracnimi protektanty jsou glycerol
a DMSO, tj. dimethylsulfoxid. DMSO se vSak nedoporucuje pro podavani in vivo, jelikoz
muze byt pro bunky toxicky jiz pfi nizkych koncentracich. Glycerol zabrainuje vodikové
vazbé mezi molekulami vody a tim zabrafuje vzniku intracelularni krystaly ledu pii
zmrazovani. V literatufe je za ucCelem skladovani bakteridlnich kultur doporucovéano
zmrazovat je v rozmezi 15-25 % glycerolu (Bircher et al., 2018)

Mezi nepenetrujici kryoprotektanty se vétsinou fadi latky s vysokou molekulovou
hmotnosti jako dextran, polyglykol, inulin, s6jovy pepton, albumin, suSené mléko a dalsi
(Tedeschi & De Paoli 2011). Tyto latky pfilnutim k mikrobidlnimu povrchu butiku zpevni
prostfednictvim interakce s membranovymi lipidy, ¢imz napomaha zmirnit stres zplisobeny
nahlou zmeénou prostiedi a chrani pfed zvySenym povrchovym tlakem (Bircher et al., 2018),
(Fu et al., 2019).

Wang et al. (2021) pouzili jako kryoprotektivum smés sdjovych polysacharida,
arabské gumy a trehalézy. U L. plantarum tak bylo dosazeno 90,52 % miry preziti. S6jové
polysacharidy mohou slouzit jako zdroj dietni vlakniny a lze je tedy pouzit 1 jako funkéni
slozka v potravinatskych aplikacich. Kromé toho pochazeji z bezpecného zdroje a maji
vhodné fyzikalni vlastnosti, vCetné vysoké rozpustnosti a stability. Jejich vysledky také
ukazuji, ze ucinnost kombinace 2 kryoprotektantt byla dostatecna a mnohem efektivnéjsi nez
pii uziti kombinaci 3 az 4 kryoprotektantd.

Smichéni bakterii s kryoprotektivni latkou by mélo probihat pfi pokojové teploté —
snadnéji tak pronikne do buné€k. Po 15 minutach uz nésleduje samotné zmrazeni. Pokud by
takto smichany vzorek zistal pii pokojové teploté déle nez 60 minut, mohla by protektivni
latka pisobit na bunky toxicky. Dal§im dualezitym parametrem je rychlost zchlazeni. Ta
ovliviiyje rychlost tvorby a velikosti krystalka. Efektivni rovnomérna rychlost zmrazovani je
1 °C/min. V moment¢, kdy zmrazovani dosahne teploty pfiblizné -30 °C, pak uz mize byt
samotny proces rychlejsi. Pfi rozmrazovani je vhodné zvolit rychlejsi zpasob, naptiklad vodni
lazen o teploté 37 °C nezli samovolné rozmrazeni. Zlepsi se tim rychlost regenerace bunék
(Tedeschi & De Paoli 2011). Kryoprotektanty je dle Fu et al. (2019) vhodné vyuzit i pfi
sprejovém susen.
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4 Material a metody

4.1 Zvolené bakterialni kmeny

Pro ucely této diplomové prace byly pouzity kultury uvedené v tab. €. 2. VSechny jsou
soudasti interni sbirky mikroorganisma Laboratofe anaerobni mikrobiologie UZFG AV CR,
v.v.i., kde byla tato diplomovd prace zhotovena. Nize uvedené kmeny byly izolovany ze
2 zdravych jedincti obou pohlavi ve veéku 38, resp. 32 let. K tomuto Gcelu byla vyuzita Cerstva
biopticka tkan vystelky tlustého stieva. Ta byly okamzité¢ po vyjmuti vlozena do zkumavky
obsahujici anaerobni modifikované BHI médium (slozeni nize). Anaerobni atmosféra byla
zajisténa vytésnénim kysliku pomoci smési plyni (N.: 75%, CO,: 20% a H. 5%). Po
dekadickém nafedéni byly bakterialni kmeny izolovany za anerobnich podminek (Anaerogen;
Oxoid, Anglie) v anaerostatu (Oxoid, Anglie) z modifikovaného TPY (Killer et al., 2018b)
agaru (kmeny B, 23K, 2K), krevniho (Carl Roth GmbH, Némecko) agaru (kmeny K2 a K4)
a MRS agaru (Oxoid, Anglie). Pro ucely identifikace byla zvolena komparativni 16S rDNA
genova analyza. Témér celé sekvence 16S rDNA gent byly amplifikovany pomoci dvojice
primerd fP1 (5" — 3 CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG) - P2
(5 — 3° CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT) (Forster
et al. 1996). Vlastni analyza, resp. vypoCet similarity (%) 16S rDNA genl s nejbliz§imi
pfibuznymi taxony, byla provedena pomoci aplikace a databaze EzBioCloud (Yoon et al.
2017). Nize uvedené druhy byly klasifikovany na zaklad€ similarity > 99.7% s ptisluSnymi
typovymi kmeny. Délka porovndvanych 16S rDNA sekvenci byla v rozmezi 1385-1438
nukleotidi.

Tabulka €. 2. Pouzité kmeny se sbirkovymi Cisly pouzity pro tcely diplomové prace

Pouzité kmeny Sbirkova Cisla Oznaceni kmene
Bifidobacterium bifidum EVAV2 B

Bacteroides thetaiotaomicron (2/K/IMTPY4) 23K
Ruminococcus gnavus (1/K/TPY3) 2K

Blautia luti (UC1/3/KA4) K2

Blautia provensensis (UC1/1/KA3) K4
Bifidobacterium longum (UC1/1/MRS5) K3
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4.2 Priprava a sloZeni ristového média

V nize uvedené tabulce €. 3 je uvedeno slozeni upraveného BHI média, které bylo novée
navrzeno pro tuto praci.

Tabulka €. 3.Slozeni BHI média
Slozky mnozstvi (g/L)

BHI (brain heart infusion) 37
Glukéza

Beef extract
Kvasnicny extrakt
Séjovy pepton
KH,PO43 g
MgCl, x 6H,0
Cystein x HC1

S = W W W N o

5

Vsechny slozky byly smichany a rozpustény v destilované vodé. Poté bylo médium
vlozeno do vrouci vodni l4zn€ na 20 minut. Médium bylo davkovano po 9 ml do penicilinek,
které byly nasledné probublany smési plyna N, CO, a H, v poméru 70:25:5. Tim se zajistila
anaerobni atmosféra. Nasledné byly lahvicky uzavieny gumovou a hlinikovou zatkou.
Ampulky s pfipravenym ristovym mediem byly sterilovany v autoklavu pii 107 °C po dobu
50 minut.

4.3 Rekonstituce kultur

Zmrazené kultury byly rekonstituovany do upraveného BHI média.

Pred samotnou rekonstituci bylo kontrolovana hodnota pH, kterd se pohybovala
vrozmezi 6,7 — 7,2. Anaerobni podminky byly zajistény vytésnénim atmosférického O,
pomoci smési plyni N, CO, a H, v poméru 70:25:5. Toto médium bylo vyuzito nejen pro
rekonstituci, ale také pro kultivaci zvolenych kment. V pifipadé pouziti pro kultivaci bylo
k upravenému BHI piidano 14 g/L agaru.
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4.4 Stanoveni puvodnich poctia bakterii

Pred zalozenim samotného pokusu jsme zjistovali ptivodni pocty mikroorganismi pro
ureni poctu zivotaschopnych bunék. Kultury kment byly kultivovany v upraveném BHI
médiu po dobu 36 hodin pfi 37 °C, coz odpovida pozdni logaritmické fazi rustové kiivky pfi
vsadkové kultivaci.

Médium bylo pouzito stejné jako je uvedeno v tabulce ¢.3. Pouze byl pfidan agar (14
g/mL). Do sterilnich lahvi¢ek s 9 mL upraveného BHI média (opét hermeticky uzaviené) byl
aplikovan 1 ml rekonstituované bakterialni kultury. Nasledné byla vytvofena fedici fada
(celkem fedéni 10™). Poté jsme aplikovali 0,5 mL na dno Petriho misek a zalili upravenym
BHI médiem. Kazdy vzorek byl z divodu stanoveni co mozna nejpiesnéjSiho mnozstvi
vitalnich bunék zaoCkovan ve 3 kopiich. Misky bylo vlozeny do anaerostatu spolu
s vyvijeCem anaerobni atmosféry (AnaeroGen; Oxoid, Anglie) a ponechdny 48-72 hodin pfi
37°C. Po kultivaci byly spocitany na prislusnych fedénich kolonie narostlé ze
zivotaschopnych bunék a prevedeny na hodnoty dekadického logaritmu. Hodnoty ze 3 kopii
byly zprimérovany.

4.5 Priprava potencialnich lyo(kryo) protektivnich roztoku

Vzhledem k silné viskozitd guarové gumy (Organis, Cesko) a xanthanu (Wolfberry, Cesko) a
mozné aplikaci pro vyrobu novych forem probiotik (synbiotik) byly pouzity roztoky o nizké
koncentraci (v obou ptipadech 0,5%; w/v). Po dikladném promichani v destilované vodé bylo
u roztokd upraveno pH (6,5) pomoci koncentrovaného roztoku NaOH (5M). Anaerobni
atmosféra byla vytvofena smési plynd, jak je uvedeno vyse. Tyto sterilni roztoky byly
smichany s Cerstvymi kulturami do polovi¢ni koncentrace.
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4.6 Priprava smési bakterialnich kultur a roztoki potencialné lyo(kryo)
protektivnich latek pired konzervaci

U kazdého uvedeného kmene v tabulce ¢.4 byla provedena lyofilizace i mrazeni. Pro
lyofilizaci se vSechny experimentalni varianty (tedy G, X, C+, C-) pfipravily ve 2 kopiich.
U mrazeni jsme pfipravili kopii pouze jednu. V pfipravenych hermeticky uzavienych
penicilinkach (pomoci gumové zatky a hlinikového uzévéru) bylo injekéni stiikackou
aplikovdno po 1 ml potencialné kry(lyo)protektivni latky. Jako pozitivni kontrola bylo
u lyofilizace pouzito 5 % rekonstituované suSené mléko a u mrazeni 25% glycerol, opét
v mnozstvi 1 ml. Pro pfehlednost jsou vSechny varianty zaznamenany i do nésledujici

Tabulky ¢. 4.

Tabulka ¢. 4 Seznam vzorka pii zakladani pokusu

K+ (5 % suSené mi¢ko)

. ZPUSOB KONZERVACE
KMEN OZNACENI -
LYOFILIAZCE MRAZENI
G (guarova guma; 0,5 % w/v) G (guarova guma; 0,5 % w/v)
Bifidobacterium EVAV2 X (xanthanova guma; 0,5 w/v) X (xanthanova guma; 0,5 w/v)
bifidum K+ (5 % susené mléko) K+ (25 % glycerol)
K- (samostatna kultura) K- (samostatna kultura)
G (guarova guma; 0,5 % w/v) G (guarova guma; 0,5 % w/v)
Bacteroides 23K X (xanthanova guma; 0,5 w/v) X (xanthanova guma; 0,5 w/v)
thetaiotapmicron K+ (5 % susené mléko) K+ (25 % glycerol)
K- (samostatna kultura) K- (samostatna kultura)
G (guarova guma; 0,5 % w/v) G (guarova guma; 0,5 % w/v)
. X (xanthanova guma; 0,5 w/v) X (xanthanova guma; 0,5 w/v)
[Ruminococcus gnavus 2K
K+ (5 % suSené micko) K+ (25 % glycerol)
K- (samostatna kultura) K- (samostatna kultura)
G (guarova guma; 0,5 % w/v) G (guarova guma; 0,5 % w/v)
L X (xanthanova guma; 0,5 w/v) X (xanthanova guma; 0,5 w/v)
Blautia luti K2
K+ (5 % suSené micko) K+ (25 % glycerol)
K- (samostatna kultura) K- (samostatna kultura)
G (guarova guma; 0,5 % w/v) G (guarova guma; 0,5 % w/v)
. . X (xanthanova guma; 0,5 w/v) X (xanthanova guma; 0,5 w/v)
Blautia provensensis K4
K+ (5 % suSené micko) K+ (25 % glycerol)
K- (samostatna kultura) K- (samostatna kultura)
G (guarova guma; 0,5 % w/v) G (guarova guma; 0,5 % w/v)
Bifidobacterium K3 X (xanthanova guma; 0,5 w/v) X (xanthanova guma; 0,5 w/v)
longum

K+ (25 % glycerol)

K- (samostatnd kultura)

K- (samostatnd kultura)
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Vzorky urCené pro sledovani mozného kryoprotektivniho efektu byly vlozeny do
mrazni¢ky s nastavenou teplotou — 20 °C.

Co se tykd sledovani lyoprotektivniho efektu, postup byl ndsledujici: po rychlém
zmrazeni byla v co mozna nejkrat$im casovém obdobi u kopii vzorkt bakterialnich kultur
odstranéna gumova zatka s hlinikovym uzavérem a nahrazena specialni lyofilizacni zatkou,
jenz byla ihned zakryta (kvili minimalizaci kontaminace zvenci) sterilnim, dvojvrstvym,
aluminiovym obalem. Po vyméné zatky byly vzorky bezprostfedné ulozeny do mrazaku.
Nejdiive pii teploté -65 °C a po kratké aklimatizaci na nizkou teplotu byly pfendany do
mrazaku o teploté -80 °C, kde byly pted samotnou lyofilizaci ponechany minimalné 2 hodiny.

Byl pouzit lyofilizator , Freeze Dryer LYO GT2%. Poté byly vzorky v co nejkratSim
Case (minimalizace priniku vzduchu, respektive vzdu$né vlhkosti) hermeticky uzavieny
hlinikovym uzéavérem a uskladnény v chladnicce.

4.7 Pocty vitalnich bunék v ¢asovych intervalech

Po lyofilizaci a kryokonzervaci byly méfeny pocty vitalnich bunék s ndslednym
casovym odstupem: 24 hodin, 30, 90, 150 a 180 dni.

K lyofilizatim jsme vzdy pridali 2 mL média a rozmichali. Nasledné jsme odebrali
I mL do sterilni lahvicky s 9 mL média (tak jako je uvedeno v kapitola pfiprava médii).
V fedéni jsme pokracovali odebranim 2 mL do dalsi sterilni lahvicky. Vzorek se vzdy fadné
promichal a nasledovalo fedéni opét po 1 mL. Mrazené vzorky jsme nechali rozmrznout pfi
pokojové teploté a fadné je promichali. Postup fedéni je stejny jako u lyofilizati — s vyjimkou
negativni kontroly, kdy byl z mrazeného vzorku odebrdn pouze 0,5 mL a z prvniho fedéni se
nasledné odebraly 2 mL. Dalsi stupné fedéni se opét odebiraly po 1 mL. Pii pfipravé fedicich
fad byly pouzity kalibrované, sterilni 1ml stfikacky s jehlou.

Z tedicich fad bylo aplikovano 0,5 ml suspenze na dno sterilnich Petriho misek, prelito
anaerobnim, sterilnim BHI agarem a kultivovano po dobu 48 hodin pfii 37 °C v anaerostatu
s ptidavkem vyvijeCe anaerobni atmosféry. Po kultivaci byla hodnocena typickd morfologie
bunék prislusnych bakterialnich kment.

Vzdy byly zvoleny 3 nezéavislé kopie Petriho misek, u nichz byly detekovany pocty a
stanoveny smérodatné odchylky. Vyhodnoceni bylo provedeno graficky s porovnanim
negativnich a pozitivnich kontrolnich vzorki.
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5 Vysledky

5.1 Pocty vitalnich bunék u zmrazenych kultur vybranych

mikroorganismu

V tabulce ¢. 5 nize jsou uvedeny vysledné pocty nami testovanych kultur, které byly
zmrazeny za pritomnosti 2 potencialnich kryoprotektivnich roztoki. Tabulka rovnéz obsahuje
vysledné pocCty u pozitivnich a negativnich kontrol.

Tabulka €. 5. Pocty vitalnich buné€k (* — smeérodatnd odchylka) u zmrazenych kultur
v danych Casovych intervalech

Kmen Experimentlni. | Podet (log KTV/mL)[ Pofetpo24h | b 30 oon | potet 90. den | Poet 150. den | Potet 180. den
varianta puvodni kultury od mrazeni

Bifidobacterium | G (guarovi guma) 7,26£0,02 7.21£0,03 7,15£0,03 6,9240,05 6.210,02 6.110,01

bifidum X (xanthanovi guma) 7.23+0,04 7.1£0,01 6,99+0,02 6.6£0,04 6.32+0,05

K+ 7,2240,06 7,16£0,04 7,0920,05 6.94+0,03 6,2+0,04

K- 7,22+0,03 7,16£0,02 6,69+0,04 6,6+0,1 5,9940,03
Bacteroides G (guarovi guma) 8.84:£0,03 8.67+0,01 8,110,02 7,930,04 7.83+0 <1
thetaiotaomicron [y .\ opon oo suma) 8,74+0,11 8,26:+0,02 7,64+0,01 7,18+0,12 <1
23K Ke 8.74£0,02 8.01£0.08 742501 <1 <1
K- 8.67£0,03 8,25+0,01 7,7120,03 7.15£0,13 <1
Ruminococcus G (guarovi guma) 6,69+0,03 <1 <1 <1 <1 <1
gnavus 2K | ¥ vanthanovi guma) <1 <1 <1 <1 <1
K+ 5.13+0,14 5,1940,04 <1 <1 <1
K <1 <1 <1 <1 <1
Blautia luti K2 | G (guarovi guma) 6.8£0,08 5,16£0,13 <1 <1 <1 <1
X (xanthanovi guma) 4,78+0,13 <1 <1 <1 <1
K+ 5,86+0,13 <1 <1 <1 <1
K <1 <1 <1 <1 <1
Blautia G (guarovi guma) 7.41£0,02 7.01£0,08 5,870,01 4,1740,55 <1 <1
provensensis K4 | v «\nthanovi guma) 6,9+0,06 5,77+0,31 6,260 4,180,1 <1
K+ 7,16£0,01 6.030,03 6,060, 1 53101 <1
K- 6,18+0,03 <1 <1 <1 <1
Bifidobacterium | G (guarovi guma) 6,4240,02 <1 <1 <1 <1 <1
longum K3 | ¥ xanthanovi guma) <1 <1 <1 <1 <1
K+ 5,540,227 <1 <1 <1 <1
K <1 <1 <1 <1 <1

Ztabulky ¢€.5 je patmé, ze kryoprotektivni ucinek zvolenych rostlinnych,

resp.

bakterialnich polysacharidi nebyl potvrzen. Vitalita bunék Bifidobacterium bifidum jako
jedind byla zachovana az do posledniho dne pokusu. U Bacteroides thetaiotaomicron sice
doslo k prodlouzeni vitality, aviak podty s asem pomé&mé rychle klesaly. Zivotnost zbylych
bakterialnich kment klesala velmi rychle. V nasledujici kapitole budou data zaznamendna

v grafech.
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5.1.1 Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium bifidum

Plvodni potet Pocet po 24 h od Potet 30. den Pocet 90. den Podet 150. den Pocet 180. den
mrazeni

Guarova guma ==xanthanova guma Kt o

Graf ¢ 1. Graf logaritmii Zivotaschopnych bakterii bunék Bifidobacterium bifidum
v casovych odstupech po kryokonzervaci

Z uvedeného grafu nevyplyva kryoprotektivni ucinek ani jednoho z pouzitych roztoku.
Vitalita sice byla pfinejmensim zachovana, nicméné zivotnost mikroorganisma vyrazné
poklesla a v porovndni s kontrolami zde neni vyrazny rozdil.
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5.1.2 Bacteroides thetaiotaomicron

Bacteroides thetaiotaomicron
9,00

8,50
8,00
7,50
7,00
6,50
6,00

Plvodni pocet Pocet po24 hod Pocet30.den Pocet 90.den Pocet 150. den Pocet 180. den
mrazeni

Guarova guma e==xanthanova guma Kt -

Graf ¢. 2. Graf logaritnii Zivotaschopnych bakterii bunék Bacteroides thetaiotaomicron
v casovych odstupech po kryokonzervaci

Co se tykd kmene Bacteroides thetaiotaomicron, rovnéz zde nebyl prokazan
kryoprotektivni G€inek. Guarovda guma meéla vtomto piipadé nejvyssi hodnoty
zivotaschopnosti. Pokud ale pozitivni kontrola vykazovala nizsi vitalitu nezli kontrola
negativni, je ziejmé, Ze zde mohla nastat chyba v pfiprave vzorkd.
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5.1.3 Ruminococcus gnavus

Ruminococcus gnavus
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5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

Plvodni pocet Pocet po24h Pocet30.den Pocet 90.den Pocet 150. den Pocet 180. den
od mrazeni

Guarova guma e xanthanova guma Kt oo

Graf ¢. 3. Graf logaritmu Zivotaschopnych bakterii bunék Ruminococcus gnavus v casovych
odstupech po kryokonzervaci

U Ruminococcus gnavus zivotaschopnost vykazovaly pouze buriky vzorku pozitivni
kontroly. Pravdépodobné, obzvlasté v pfipadé této bakterie, nebyly vhodné zvolené
podminky. Dal§im faktorem, ktery mohl zkreslit vysledky je fakt, ze R. gnavus je pomérné
citlivy, co se tyCe samotného procesu konzervace.
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5.1.4 Blautia luti

Blautia luti

8,00
7,00
6,00
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4,00
3,00
2,00
1,00

0,00
PUvodni pocet PocCetpo24h Pocet30.den Pocet90.den Pocet 150.den Pocet 180. den
od mrazeni

Guarova guma e==xanthanova guma Kt oo -

Graf ¢. 4. Graf logaritmu Zivotaschopnych bakterii bunék Blautia luti v casovych odstupech
po kryokonzervaci

U kmene Blautia luti, obdobné jako u vétsiny kryokonzervovanych vzorkt, nedoslo
k potvrzeni kryoprotektivniho ucinku zvolenych polysacharidi. Zde doslo k poméme
velkému poklesu vitality jiz po 24 hodinach od konzervacniho procesu. 30. den pak nebyly
kultivovany zadné vitalni buiky.
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5.1.5 Blautia provensensis

Blautia provensensis
8,00
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6,00 = =
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4,00
3,00
2,00
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0,00
Plvodni poCet PocCet po24h Pocet30.den Pocet90.den Pocet 150.den Pocet 180. den
od mrazeni

Guarova guma e xanthanova guma Kt e -

Graf &. 5. Graf logaritmi Zivotaschopnych bakterii bunék Blautia provensensis v casovych
odstupech po kryokonzervaci

Rovnéz zde nelze hovofit o prokazani kryoprotektivniho u€inku. Nicméné u kmene

Blautia provensensis by se dalo hovofit o pozitivni U¢inku na mikroorganismy — kiivka
guarové gumy ma podobné hodnoty jako pozitivni kontrola.
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5.1.6 Bifidobacterium longum

Bifidobacterium longum

7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00

1,00

0,00
Plvodni potet Pacet po 24 h od Pocet 30. den Pocet 90. den Pacet 150. den Pocet 180. den
mrazeni

Guarova guma =smyanthanova guma Kt o K-

Graf ¢ 6. Graf logaritmii Zivotaschopnych bakterii bunék Bifidobacterium longum
v casovych odstupech po kryokonzervaci

Zivotaschopnost Bifidobacterium longum je obdobnd jako u kmene R. gnavus —
vitalita byla zaznamenana pouze u kontrolni kontroly.
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5.2 Pocty vitalnich bunék u lyofilizovanych kultur vybranych
mikroorganismu

V tabulce €. 6 nize jsou uvedeny vysledné poCty nami testovanych kultur, které byly
lyofilizovany za pfitomnosti 2 potencialnich kryoprotektivnich roztokt. Tabulka rovnéz

obsahuje vysledné pocty u pozitivnich a negativnich kontrol.

Tabulka €. 6. Pocty vitalnich bunék (£ — smérodatnd odchylka) u lyofilizovanych kultur

v danych ¢asovych intervalech

Kmen Experimentalni Pocet (log KTJ/mL) |Pocet po 24| Pocet 30. | Pocet 90. | Pocet 150. | Pocet 180.
varianta puvodni kultury h od den den den den
lyofilizace
G (guarovi guma) 7,26+0,02 7.27£0,02 7.25+0,02 7,58+0.49 7,25+0,01 7.22+0.03
Bifidobacterium |X (xanthanovi guma) 7.21£0,01 7.19£0,02 7,1+0,04 7,03+0,04 7.01+0,04
bifidum K+ 7.14+0,02 7144002 7,12£0,02 7,04+0,01 6.98+0,03
K- 7,2+0,03 17,14+0,01 7,1£0,02 7,04+0,04 7,01+0,01
G (guarovi guma) 8,84+0,03 8,35+0,06 8,21+0,04 7,37+049 7.31+0,04 7,14+0,02
thei‘;xzr:';l’d;smn X (xanthanovi guma) 8,38+0,07 82+0,06 7.79+0,02 7,7+0,02 7.49+0,09
23K K+ 8,08+0,07 597049 541+0,37 4,28+031 <1
K- 8.33+0,09 7.84+0,05 7.35+0,23 7,14+0,01 <1
G (guarovd guma) 6.69+0,03 6,51+0,04 5,92+0,11 <1 <1 <1
Ruminococcus | X (xanthanova guma) 6,62+0,05 6,08+0,13 <1 <1 <1
gnavus 2K K+ 6,39+0,07 5,74+0,14 <1 <1 <1
K- 6.,25+0,16 5,8+0,09 <1 <1 <1
G (guarovi guma) 6,8+0,08 6.51£0,15 6.47+0,02 6,44+0,14 6,39+0,13 <1
Blautia i k2| X (anthanovi guma) 6,69+£0,.1 6,51+0,05 6,24+0,17 5,77+0,15 <1
K+ 6,53+0,13 5,15+0,18 6,01+0,06 5,91+0,02 <1
K- 6.42+0,08 6,16+0,13 6,04+0,29 5,79+0,08 <1
G (guarovi guma) 7.41+0,02 7.14+£0,01 5.78+0,05 5,24+0,03 5,18+0,13 <1
Blautia X (xanthanovd guma) 7.09£0,04 642+0,1 6,01£0,05 5,79+0,03 <1
prev e o 6732004 6.16£003 602005 564£004 <1
K- 6,66£0,07 5,344+0,09] 5.19+0.1 |4,97+0,03 <1
G (guarovi guma) 6,42+0,02 4,98+0,04 4,45+0,06 <1 <1 <1
Bifidobacterium |X (xanthanovi guma) 4.75+0,05 4.42+0,11 <1 <1 <1
longum K3 K+ 4,18+0,03 4,02+0,08 <1 <1 <1
K- 4,22+0,05 3,87+0,11 <1 <1 <1

Z tabulky je patrné, ze u procesu lyofilizace, je mozny potencial lyoprotekéniho
ucinku vyuzitych polysacharidi, pouze vSak u dvou zvolenych kmend. Z celkového poctu 6
testovanych bakterii nestaci kjasnému prikazu lyoprotektivnich wcinkd. V nasledujicih

kapitolach budou data opét vynesena do grafické podoby.
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5.2.1 Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium bifidum
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puvodni pofet Podetpo24h Poéet30.den Poéet90.den Pocet 150. den Podet 180. den
od lyofilizace

G (guarova guma) ==X (xanthanovadguma) Kt ommm—

Graf ¢ 7. Graf logaritmii Zivotaschopnych bakterii bunék Bifidobacterium bifidum
v casovych odstupech po lyofilizaci

U B. bifidum zistala Zivotaschopnost bunék oSetfenych guarovou gumou téméf
nezmeénéna. Nicméné xanthanova guma vykazuje pomémné stejné vysledky jako negativni
kontrola. Pravdépodobné samotny zpusob konzervace — lyofilizace je vyznamnym faktorem
vysledné vitality.
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5.2.2 Bacteroides thetaiotaomicron

Bacteroides thetaiotaomicron
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Graf ¢. 8. Graf logaritmiu Zivotaschopnych bakterii bunék Bacteroides thetaiotaomicron
v casovych odstupech po lyofilizaci

U kmene Bacteroides thetaiotaomicron vykazovaly nejlepsi vitalitu buniky prave
s pfidavkem potencialnich lyoprotektiv. Sice doslo k poklesu oproti pocatecnimu poctu
(ptiblizné o cely jeden tad), ale i tak byly vysledky pfiznivéjsi nezli u pozitivni kontroly.
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5.2.3 Ruminococcus gnavus

Ruminococcus gnavus
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Graf ¢. 9. Graf logaritmu Zivotaschopnych bakterii bunék Ruminococcus gnavus v casovych
odstupech po lyofilizaci

Kmen R. gnavus vSechny varianty vzorki vykazovaly vitalitu pouze do 30. dne
testovani. Mezi jednotlivymi variantami nebyly vyznamné rozdily. Ani tady nebyl
lyoprotekéni efekt znatelny.
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5.2.4 Blautia luti

Blautia luti
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Graf ¢&. 10. Graf logaritmii Zivotaschopnych bakterii bunék Blautia luti v casovych odstupech
po lyofilizaci

Blautia luti vykazovala pomérmné¢ slibné vysledky. Piestoze zivotaschopnost postupné
klesala, prodlouzena vitalita je viditelna do 150. dne experimentu. Nicméng¢ je tfeba poukazat
na fakt, ze vitalita u negativni kontroly neni pfili§ odlisna, tudiz je vice pravdépodobné, ze
samotna metoda lyofilizace je zde hlavnim faktorem delsi zivotaschopnosti.
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5.2.5 Blautia provensensis

Blautia provensensis
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Graf ¢&. 11. Graf logaritmii Zivotaschopnych bakterii bunék Blautia provensensis v casovych
odstupech po lyofilizaci

U Blautia provensensis sice doslo k vyraznéjsim poklesim vitality, pfesto poCty bunek
u xanthanové gumy jsou podobné jako u pozitivni kontroly. Stejné jako u predchozich
lyofilizat, negativni kontrola se pfili§ nelis§i od ostatnich variant, tudiz nebyl prokazan
lyoprotektivni Gcinek.
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5.2.6 Bifidobacterium longum

Bifidobacterium longum
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Graf ¢ 12. Graf logaritmii Zivotaschopnych bakterii bunék Bifidobacterium longum v
casovych odstupech po lyofilizaci

V tomto pfipadé€, vzhledem k rapidnimu poklesu bunék jiz po 24 hod od lyofilizace, je

velice pravdépodobné, ze doslo k naruseni anaerobni atmosféry v pribéhu pfipravy vzorku
nebo k poskozeni béhem lyofilizace.
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5.3 Statistické porovnani zvolenych konzervacnich technik

V této kapitole nasleduje statistické vyhodnoceni vlivu zvolené konzervacni techniky
na ucinnost potencionalnich kryo(lyo)protektantd. V tabulky ¢. 7 jsou uvedené hodnoty
koeficientu r, ktery udavd, miru korelace mezi dvéma velicinami. Jelikoz se vétSina hodnot
pohybuje mezi 0,5 a 0,8 (az na vyjimky jako B. bifidum — G, kde je hodnota velmi nizk4 nebo
naopak negativni kontrola Bacteroides thetaitomicron, kde se hodnota blizi 1) Vysledkem je
mirné korelace mezi lyofilizaci a mrazenim.

Tabulka €. 7. Hodnoty korelace

Kmen Expe rlfne ntalni Korelace
varianta
§ < G (guarova guma) | 0222717
X 3 X (xanthanova
§ ‘E guma) 0,951039
é ~§ K+ 0,80173
2 K- 0,877737
- 2 G (guarovi guma) | 0,606634
< 5 R X (xanthanova
’§ § e cuma) 0,690697
S o
S§ S K+ 0849909
Q)
RS K- 0,999009

G (guarovi guma) | 0,490552
X (xanthanova 047782

Ruminococcus
gnavus 2K

guma)
K+ 0,993021
K- 0,509133

G (guarova guma) | 0,715151

§ X (xanthanova
S o . 0.710054
3 K+ 0.81006
= K- 0493549
2 G (guarova guma) | 0,84579
S = X (xanthanova
Siz p— 0,638824
2 3 K+ 0,643527
~
= K- 0,818613
2 G (guarovi guma) | 0,624308
% E X (xanthanova 0,64014
g bao guma)
é § K+ 0,81533
Q 8 K- 0,70334
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6 Diskuze

Dlouhodoba konzervace (nejen) probiotickych mikroorganisma je dilezita nejen pro
skladovani probiotickych preparati jako takovych, ale také v biomedicinskych,
biotechnologickych odvétvich a vyzkumnych laboratotich. Efektivni skladovani predstavuje
prodlouzeni zivotaschopnosti mikroorganismii bez jakékoliv kontaminace a genetického
driftu. Zaroven je nesmirné dulezité, aby pfi obnové bunek nedochéazelo ke genotypovym
a fenotypovym zménam. Za timto ucCelem byla popsana tada technik, jak mikroorganismy
skladovat pfi nizké teploté. Tyto techniky jsou sice osvédcené a hojné se vyuzivaji, nicméné
nadale je dulezité zlepSovat podminky pro mikroorganismy, aby bylo dosazeno co mozna
nejkvalitnéjSiho postupu (Tedeschi & De Paoli 2010).

Moderni metody konzervace vyuzivaji protektivni latky, diky kterym jsou ztraty
vitality bun€k snizovany. V prabéhu procesu zmrazovani kryo(lyo)protektiva redukuji
mnozstvi krystalkt ledu, které mohou bunky nenavratné€ poskodit a znicit. Lyoprotektiva pak
také chrani pred prudkymi zménami osmotického tlaku, které mohou zapficinit Gplnou
dehydrataci bunék. V pfipadé¢ lyofilizace tedy tyto latky chrani butiky nejen pfi postupném
klesani teplot, ale také pfi sublimacni fazi, kde dochéazi k prudkym zméndm osmotického
tlaku. Kromé toho se kryo(lyo)protektiva vyuzivaji pro svoji schopnost ménit sekundarni
strukturu proteintl, inaktivovat proteiny a enzymy.

Pro ucely této diplomové prace byly testovany potencialni kryo(lyo)protektivni ucinky
polysacharida — konkrétné guarové a xanthanové gumy. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o latky
bézné vyuzivané v potravinafstvi, v kombinaci s jejich prebiotickymi vlastnostmi by
predstavovaly ucinny prostfedek aplikace probiotik/synbiotik.

Testovany byly na celkem 6 kmenech, konkrétné 2 bifidobakterii (B. longum a B.
Bifidum) a zbylé 4 kmeny jsou v literatufe Casto nazyvany probiotiky nové generace. To jsou
takové bakterie, které byly izolovany z traviciho traktu cloveéka a svym ptsobenim specificky
ovliviiuji konkrétni patologicky jev nebo fyziologicky stav. Jejich vyhoda spociva v tom, ze
na rozdil od bézné pouzivanych probiotik se nezaméfuji na podporu zdravé stievni
mikrobioty, ale pfimo ovliviiyji konkrétni fyziologické funkce. V této praci byly vyuzity
konkrétn€ Bacteroides thetaiotamicron, Ruminococcus gnavus a 2 taxony rodu Blautia (B.
luti a B provensensis). Ugnnost — tedy vliv pouZitych latek na vitalitu bunék byl sledovan po
dobu 180. dni. Bohuzel sohledem na vySe uvedené vysledky, nebyl prokazan jejich
kryoprotektivni uc¢inek. U lyofiliza¢ni techniky, sice nékteré z bakterii vykazovaly vyssi
zivotaschopnost v pokrocilé fazi experimentu, nicméné vitalita bunék do konce trvani pokusu
se podarila prokazat pouze u Bifidobacterium bifidum a Bacteroides thetaiotamicron. Co se
tykd B. bifidum, zivotaschopnost bunék v pfitomnosti guarové gumy se témeér nezmeénila.
Nutno ale podotknout, ze u negativni kontroly, také nedoslo k rapidnimu poklesu poctu
bunék, tudiz neni mozné prokazat pozitivni lyoprotektivni ucinek guarové gumy, ale dlouhd
zivotaschopnost mohla byt zapfi¢inéna vybranou konzervacni metodou jako takovou.

Existuje tfada vyzkumu, tykajicich se nejrazngSich latek a  jejich
potencialnich protektivnich acinkd. AvSak v dostupné literatuie nebyl dohledan experiment
podobny provedenému v této praci. Ani jeden z nami testovanych polysacharidi doposud
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nebyl zkouman za ucelem testovani kryoprotektivniho ucinku. Doposud byly tyto latky
zkoumany jako mozny prostiedek pfi technice mikroenkapsulace. Jedna se o ucinny zpusob,
jak zvysit zivotaschopnost probiotickych bakterii. Buiiky jsou zabaleny do mikroenkapsulacni
membrany, ktera je tvorena ruznymi polysacharidy a slouzi jako ochrana pred nepfiznivymi
vlivy okolniho prostfedi. Bylo potvrzeno, ze zapouzdiené bakterie mohou prezit I1épe nez
volné buriky béhem zalude¢niho tranzitu a drsnych podminek prostifedi. Pfimo xanthanova
guma byla ve vyzkumech pouzita jako potahovy materidl téchto kapsli. Konkrétné
v kombinaci s alginatem (mikroenkapsulacni Cinidlo) vykazovaly nejvyssi odolnost. Navic
jeji schopnost udrzet mikrocastice v suspenzi bez vyrazného zvysSeni viskozity, tolerance
k degradaci enzymy a odolnost vic¢i kyselinam jsou idealnimi vlastnostmi i pro samotné
zapouzdieni probiotik (Oberoi et al., 2021; Pandey et al., 2016). Tento proces se zdad byt
velmi ucinny, nicméné priprava takto upravenych bunék je z technologického i1 finan¢niho
hlediska pomérné€ naro€na.

Xanthan vS8ak muaze dle nekterych studii interagovat se stfevni mikrobiotou tak, ze
napomaha traveni polysacharidi. Je také potieba zminit, ze piestoZe se jedna o piidatnou
latku, jeji traveni je pomérné jednoduché a zdvislé na jednom konkrétnim rodu. Tim je
Ruminococcus (Ostrowski et al., 2022). Ruminococcus gnavus byl v této praci vyuzit jako
jeden ztestovanych kment. Toto tvrzeni by mohlo znamenat, ze pifi smichani kultury
s xanthanem mohlo dojit k urcité interakci, kterd mohla znehodnotit vyslednou vitalitu tohoto
vzorku.

Wang et al. (2021) zkoumali G€innost makromolekuldrnich kryoprotektiv a jejich
riznych kombinaci pro wudrzeni bakterialni aktivity. Mira preziti testovaného
Lactiplantibacillus plantarum AR113 po lyofilizaci byla o 19 % vyssi v pfitomnosti sojovych
polysacharida nezli u trehalozy, nejlépe ucinného mikromolekularniho kryoprotektiva. Kromé
toho bylo dosazeno 90,52% miry pteziti L. plantarum WCFS1 s pouzitim kombinovaného
kryoprotektantu obsahujictho sdjovy polysacharid a trehalézu. Tyto vysledky ukazuji, ze
makromolekularni a mikromolekuldrni kryoprotektiva maji podobné pusobeni a Ze jejich
kombinace muze mit lepsi ochranné ucinky. Bircher et al. (2018) testovali kryoprotektivn{
ucinek sachardzy, inulinu v kombinaci s glycerolem. Pfidani sachardzy a inulinu zvysilo
zivotaschopnost a podil intaktnich bunék béhem lyofilizace v§ech kment. Z téchto diivodu by
proto mohlo byt vhodné, pfisti experiment s polysacharidy, které jsme vyuzili zkombinovat
s jinymi oveéfenymi kryo(lyo)protektivy.

V nasledujici ¢asti budou diskutovany faktory, které mohly ovlivnit ¢i zkreslit nase
vysledky.

U lyofilizovanych kultur Ruminococcus gnavus a B. longum do§lo béhem prvnich dni
experimentu k pomérné znacnému ubytku vitalnich bunék. Poskozeni bakterii zpisobené
procesem lyofilizace lze pfipsat dvéma hlavnim pfi¢inam: zménam fyzikalnich podminek
membranovych lipidi, které maji za nasledek ztritu integrity bakteridlni membrany
a inaktivaci citlivych proteind, coz vede ke ztraté kliCovych enzymovych aktivit.

Dalsi faktor, ktery mohl mit za nasledek zkresleni vysledki je, ze néktera pouzita
média byla na misto zminéné smeési plyni probubldna pouze CO,. Nedostatek smési N, CO,
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a Hy byl zptsobem soucasnou situaci v Evropé. Nicméné tento faktor by nemél byt zasadni,
jelikoz predeslé diplomové prace, které se taktéz zabyvaly ovéfovanim kryoprotektivnich
ucinkd, vyuzivaly k zajisténi anaerobniho prostiedi pouze CO, a ovéfované latky byly
uspesné prohlaseny za kryoprotektivni.

Nami pouzité¢ BHI médium, které bylo mirn€ poupraveno, jak je zminéno v kapitole
(4.2) je pomémné univerzalni — jeho uziti je vhodné ke kultivaci narocnych 1 zcela
nenarocnych mikroorganismi, v¢etné aerobnich a anaerobnich bakterii z mnoha klinickych
i neklinickych materialti. Otazkou je, zda nami vybrané, pomémn¢ malo prozkoumané kmeny
(kromé Bifidobakterii) nevyzaduji specifictéjs§i podminky pro rust. Vitalita testovanych
mikroorganismi byla monitorovana v priibéhu ¢asu pomoci fedicich fad a nasledné kultivace.
Pouzit¢ médium v hermeticky uzavienych penicilinkach bylo sterilovdano v autokldvu.
Nicméné v né€kolika pfipadech, z divodu vytizenosti pfistroje, byl pouzit autokldv noveéjsiho
typu. Prestoze byla vzdy nastavena stejna teplota a ¢as, po sterilaci v novéj§im pfistroji méla
média mirn€ tmavsi barvu, nezli bylo ofekavano. Je dosti mozné, ze parametry pfistroje a
odlisna doba poklesu teploty po skonceni programu mohla zapfiCinit mirnou karamelizaci
cukri v médiu, které pak nebyly vyuzitelné pro mikroorganismy.

Je mozné, ze po smichani latek s kulturami byla doba spoluptsobeni piili§ kratka.
V tom piipadé nemuselo dojit ke kryo(lyo)protektivnimu ucinku. Dal§im ovliviiyjicim
faktorem mohla byt faze rastové kiivky, v niz se kultury nachazely pred vlastnim
lyofilizaénim procesem (Schwab et al., 2007). Stejn€ jako doba pusobeni, tak faze rastové
kiivky nebyly v naSem pfipadé monitorovany. Je tedy tézké fici, jak vyznamné€ mohly tyto
faktory ucinek ovlivnit.

Prabéh lyofilizace mize byt ovlivnén uz v pocatku ptipravy kultury, kdy je dualezity
napt. vybér vhodné kultury, typ ristového média, mnozstvi a rustova faze kultur. Podle
Tedeschi & De Paoli (2011) bylo prokazano, ze pfi stacionarni fazi kultury je zachovana vyssi
zivotaschopnost B. bifidum po procesu lyofilizace.

Vzhledem k povaze nami testovanych kultur, bylo nezbytné nutné zajistit anaerobni
prostfedi, pokud mozno ve vSech fazich experimentu, tedy od pfipravy vzorkll po finalni
kontrolu zivotaschopnosti. Nicméné zvolend metodika vyzadovala kroky, kdy byla anaerobni
atmosféra na kratkou dobu narusena. Pfi ptipravé vzorkl na lyofiliza¢ni proces byla nezbytna
vymeéna tzv. lyofilizacni zatky. Po rychlém zmrazeni jiz smichanych vzorka se vzdy sklenéné
hermeticky uzaviené lahvicky na okamzik vyjmuly z mraziciho zafizeni. Vyména probihala
pouze po nezbytné nutnou dobu, kdy nebylo zaddouci, aby vzorky rozmrzly. Pfi kontrolnich
kultivacich se vzdy nanesl 0,5 ml média s nafedénou kulturou na Petritho misku a neprodlené
byl zalit BHI médiem o teploté max 50 °C. Poté byly vzorky, v co mozna nejrychlejsi dobé,
vlozeny do anaerostatu spolu s vyvijeCem anaerobni atmosféry. Piesto je dosti mozné, zZe i
takto kratka doba vystaveni aerobnimu prostfedi bakteriim, které jsou striktné anaerobni,
mohla neodvratné buiky poskodit. Pfed samotnou lyofilizaci byly vzorky zmrazeny
minimalné po dobu 2 hodin v hlubokomrazicim boxu na - 80 °C.

Lyofilizace je nejSetrn€jsi zpusob konzervace fadove az na desitky let, protoze si pfi
ném lyofilizované mikroorganismy zachovavaji nejvyssi mozné mnozstvi puvodnich latek,
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biochemické vlastnosti a zaroverti jsou potlaeny negativni chemické zmény vcéetné oxidace.
Ovsem za predpokladu nalezit€¢ dodrzeného procesu lyofilizace.

Na kvalitu procesu muze mit vliv i samotny zvoleny lyofilizator. Kazdy pfistroj maze
mit mirn€ odlisné usporadani a teplotu chladicich polic, ¢idel, odlisny suSici vykon apod.
Cistota piistroje byla v naem piipadé zajisténa otfenim polic a vika lyofilizatoru ethanolem, a
to pred kazdym pouzitim. Tim se pfedchazelo pfipadné kontaminaci lyofilizatd, jelikoz mély
v této fazi zatku, ktera je pouze CasteCné nasazena na penicilinku (kvali sublimacnimu
suSeni), kterd byla prekrytd vrstvou aluminiové folie. Pro ucely diplomové prace byl pouzit
laboratorni ptistroj Freeze Dryer LYO GT2, u kterého je mozné nastavit jednotlivé parametry.
Zhotovené lyofilizaty byly skladovany po dobu 180 dni v chladni¢ce o teplote cca 4 °C. Tato
teplota je osvédCena, co se tyka zpusobu skladovani lyofilizata (Bircher et al., 2018; Zhang et
al. 2020).

Prevazna vétsina vzorki nevydrzela Zzivotaschopna do konce experimentu. Tuto
mortalitu Ize vysvétlit skuteCnosti, ze buiiky, které byly poskozeny lyofilizaci, také podléhaji
poskozeni beéhem skladovani. To znamena, ze postupné dochazi k oxidaci lipidi nebo také
agregaci proteint (Bodzen et al., 2021).

Zivotaschopnost mrazenych kultur byla v porovnani s lyofilizaci podstatng horsi.
Nékteré kmeny, konkrétné Blautia luti a Bifidobacterium longum nevykazovaly zndmky
vitality jiz 30. den pokusu. Vzorky obsahujici Ruminococcus gnavus nebyly vitalni jiz 24 hod
po zmrazeni. Divodem je pravdépodobné jejich vysoka citlivost na prubéh konzervace jako
takové.

Samotné mrazeni je velmi Casto uzivany zpusob konzervace, nicméné u néj plati, ze
¢im nizsi teplota je pouzita, tim del§i prodlouzeni Zivotaschopnosti mizeme ocCekavat.
Nejkvalitn€jsim zpasobem uchovavani pomoci zmrazeni je vyuziti tekutého dusiku. Jeho
cenova narocnost je vsSak rozhodujici ukazatel. Jeho wvyuziti je sice Casto mozné ve
zmifiovanych biomedicinskych odvétvich ¢i ve vyzkumnych laboratofi, nicméné pro bézné
kazdodenni skladovani synbiotickych preparati zcela nerealnou moznosti. A to ztoho
divodu, ze vyzaduje poméme znacnou investici nejen do samotnych mrazicich boxu, ale také
do vybaveni nouzovych zaloznich mrazakd, nouzového zalozniho napajeni a potfebné udrzby
(Smith et al., 2014). Stejné tak vyuziti mrazicich boxt o teplot¢ — 80°C. Proto byly naSe
kryokonzervované vzorky skladovany v mrazaku o teploté — 20 °C. Pfi testovani vitality
v ¢asovych usecich pak byly vzdy vyjmuty a ponechany pii pokojové teploté rozmrznout.
V nékterych studiich je doporuCovano jak zmrazovani, tak rozmrazeni ucinit co mozna
nejrychleji. Jak jiz bylo diskutovano, kratka doba spoluplisobeni komponent vzorku muze
ovlivnit vysledky, nicméné studie ukazuji, ze pusobeni del$i nezli 60 minut maze na bunky
naopak pusobit toxicky (Tedeschi & De Paoli 2011).

Této metodice predchazelo zalozeni pokusu s vysSimi koncentracemi xanthanové
a guarové gumy. Pivodni metodika vSak nebyla piili§ vhodné zvolena, ze dvou hlavnich
divodi. Prvni nesrovnalosti bylo mnozstvi vzorku ve sklenéné lahviéce — pouhy 1 ml.
Vzhledem k vyuzitému desitkovému fedéni (1 dil vzorku a 9 dilt fediciho roztoku) nebylo
mozné vzdy odebrat pfesné mnozstvi. V injekeni stiikacce se hojné€ tvofily bubliny, a navic
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viskozita roztokd byla pfili§ vysoka, a proto bylo obtizné pfi nabirani vzorku zarucit presné
mnozstvi. Samotna koncentrace vyuzitych roztokti mohla byt rozhodujici pro vysledny efekt.

Domnivam se, ze vybér testovanych kmeni mohl mit také znaCny vliv na konecné
vysledky. Konkrétn€é Ruminococcus gnavus, Bacteroides thetaiotamicron a do jisté miry
i Blautia provensis jsou pomérn¢ malo probadané mikroorganismy. Vyskytuje se pomérné
malé mnozstvi studii, které by vyuzivaly tyto kmeny, natoz vyzkumy zabyvajici se
kryoprotektivnimi latkami. U Bacteroides thetiotamicron byla zkoumano, zda pfitomnost
potencidlnich kryoprotektiv (inulinu a sachar6zy v kombinaci s glycerinem) zlep§i dobu
preziti. Pfestoze u fady bakterii je vyhodné vyuziti kombinace vice lyoprotekitv, B.
thetiotamicron v tomto piipadé nejlepsi vysledky vykazoval se samotnou sachardézu nezli
v kombinaci s glycerolem. (Bircher et al., 2018).

Prestoze naSe hypotéza nebyla potvrzena, cil prace pokladam za splnény. V dalSim
zkoumani ucinku xanthanové a guarové gumy by bylo zahodno otestovani ucinku na
stabilngjsich kmenech, u kterych je znama odolnéjsi povaha ke konzervacnim procestm.
Vysledky by také mohly byt patrné&j$i v kombinaci s ovéfenym lyoprotektivem.
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7 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit, zda nami testované rostlinné a bakterialni
polysacharidy maji kryo(lyo)protektivni ucinek. Konkrétn¢€ byl testovan kryo(lyo) potencial
u xanthanové a guarové gumy. Tyto dva polysacharidy se jiz bézné vyuzivaji v potravinarstvi,
a to jako zahus§tovadla a stabilizatory. Vzhledem k tomu, ze vykazuji 1 prebiotické ucinky,
jejich vyuziti pro potencialni kryo(lyo)protektivni vlastnosti by mohlo byt velmi uzitecné pti
vyrobé obzvlasté synbiotickych preparata.

Tato hypotéza byla testovdna na nasledujicich bakteriich: Bifidobacterium bifidum,
Bacteroides thetaiotamicron, Ruminococcus gnavus, Blautia luti, Blautia provensis
a Bifidobacterium longum. Testovani probihalo prostfednictvim zjistovani poctu vitalnich
bunék v riznych ¢asovych intervalech v pribéhu 180 dni, jak v pfipadé kryokonzervace, tak
rovnéz i u lyofilizace. Tyto vysledky jsme porovnavali s pozitivni (25% glycerol v piipadée
mrazeni, 5 % rekonstituované susené mléko v pripadé lyofilizace) a negativni kontrolou.

S ohledem na ndmi ziskané vysledky byla hypotéza zamitnuta. Rostlinné, resp.
bakterialni polysacharidy nemély prokazatelné kryo(lyo)protektivni u€inky. Existuje cela rada
faktorti, které mohly vést ke zkresleni vysledkd. Nejpravdépodobnéjsi je, Ze testované
bakterie byly pfili§ citlivé k vybrané metodé konzervace, a tak mortalita byla zifejmé
zptsobena jiz samotnym procesem. Zivotaschopnost bun&k byla obecné horsi u zmrazenych
vzorkt nezli u lyofilizovanych. Nekteré z nich nevykazovaly vitalitu jiz 30. den experimentu.

Rada vyzkumt se zabyva hledanim novych kryo(lyo)protektivnich latek. V dostupné
literature vSak nebyla dohleddna studie s podobnou metodikou. Ani jeden z ndmi testovanych
polysacharidi doposud nebyl zkouman za ucelem testovani kryoprotektivniho ucinku.
Doposud byly tyto litky spiSe zkoumany jako mozny prostiedek pii technice
mikroenkapsulace, ve které maji slibny potencial.
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11 Seznam pouzitych zkratek a symboli
16S rRNA — ribozomélni rRNA malé podjednotky ribozomu
ay — aktivita vody
DDD - doporucena denni davka
DMSO - dimethylsulfoxid
DNA — deoxyribonukleova kyselina

FAO — Food and Agriculture Organization of the United Nations; Organizace pro
vyzivu a zemeédélstvi

FOS — fruktooligosacharidy

GIT — gastrointestindlni trakt

GOS - galaktooligosacharidy

HMO - human milk oligosaccharides; oligosacharidy matefského mléka
IBD — inflammatory bowel disease; idiopatické stfevni zanéty

In vitro - ,ve zkumavce* — termin pro pokusy provadéné mimo télo

In vivo — v zivém* — termin pro pokusy provadéné v zivém organismu

ISAPP - International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics;
Mezindrodni védecka asociace probiotik

KTJ - kolonie tvoftici jednotku

LTVD - low temperature vacuum drying; nizkoteplotni vakuové suseni

PHGG - partially hydrolysed guar gum; ¢astecné hydrolyzovana guarovd guma
RAPD - random amplified polymorphic DNA; ndhodna amplifikace polymorfni DNA
RNA - ribonukleova kyselina

SCFA — short chain fatty acids; mastné kyseliny s kratkym fetézcem

Tg' - teplota skelného prechodu

WGS - whole genome sequencing; sekvenovani celého genomu

WHO — World Health Organization; Svétova zdravotnické organizace

XOS - Xylooligosacharidy
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