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Analyza oligosacharidi mléka savci

Souhrn
Matetské mléko obsahuje vSechny ziviny, které jsou nezbytné pro rist a spravny vyvoj

novorozence Vv priab¢hu prvnich 4 — 6 mésict zivota. Oligosacharidy mateiského mléka (OMM)
jsou treti nejvétsi slozkou matefského mléka. Jedna se o velmi tézko stravitelné nebo
nestravitelné latky, které zastdvaji mnoho dulezitych funkci, napiiklad prebiotickou,
imunomodulacni, ¢i zabranuji adhezi patogent na bunky stievniho epitelu.

MIéko ostatnich savcl se od matetského mléka v mnohych znacich odliSuje. Rizna
mléka obsahuji odlisny pomér zivin, ktery je uzpisoben zivinovym potiebam mladéte daného
druhu. Mléka mohou mit také odliSnou chut’, barvu ¢i vini.

Obsah oligosacharidi v mléce ostatnich savcil je znatelné nizs§i nez v mléce mateiském.
Kozi mléko obsahuje nejveétsi mnozstvi oligosacharidi ze vSech prezvykavcl a tyto
oligosacharidy jsou OMM nejpodobné&jsi. Obsah oligosacharidi v kravském mléce je velmi
maly a fukosylované oligosacharidy se objevuji ve velice nizkych koncentracich v porovnani
s mlékem matefskym, kde fukosylované oligosacharidy tvoti az 70 %.

Cilem této prace bylo vyizolovat oligosacharidy z kozi a kravské syrovatky pomoci
gelové permeacéni chromatografie, porovnat je s oligosacharidy matefského mléka a nasledné
otestovat schopnost riistu vybranych lidskych a kravskych bifidobakterii a laktobacilii na téchto
oligosacharidech.

Z4dny z kment bifidobakterii ani laktobacilti nebyl schopen kravské oligosacharidy
vyuzivat jako zdroj energie, coZ naznaCuje, ze oligosacharidy kravského mléka maji

pravdépodobné rozdilnou strukturu i funkci nez oligosacharidy matefského mléka.

Klic¢ova slova: oligosacharidy, mléko, savci, prebiotika, stfevni mikrobiota



Analysis of Animal Milk Oligosaccharides

Summary

Human milk contains all nutrients necessary for proper development and growth of the
newborn during the first 4 — 6 months of life. Human milk oligosaccharides (HMOs) are the
third largest component of breast milk. HMOs are hardly digestible or indigestible substances
and they can act as prebiotics, or provide immunomodulatory and anti—pathogenic effect.

There is a big difference between human milk and milk of other mammals. Various
milks contain different levels of nutrients according to the nutritional requirements of the
offspring and also the color, smell or taste of the milk may be different between mammalian
species.

Oligosaccharide content in milk of other mammals is significantly lower than in human
milk. Caprine milk contains the greatest amount of oligosaccharides in comparison with other
ruminants and these are the most similar to HMO. Oligosaccharide content in cow’s milk is
very low and fucosylated oligosaccharides occur in very low concentrations whereas human
milk contains up to 70 % of fucosylated oligosaccharides.

The aim of this study is to isolate oligosaccharides from goat and cow whey by gel
permeation chromatography, compare obtained oligosaccharides with HMOs and then test the
ability of the growth of selected human and animal bifidobacteria and lactobacilli on these
oligosaccharides.

None of the strains of bifidobacteria or lactobacilli were able to utilize cow
oligosaccharides, which means cow’s milk oligosaccharides have probably different structure

and function than breast milk oligosaccharides.

Keywords: oligosaccharides, milk, mammals, prebiotics, intestinal microbiota
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1 Uvod

Matetské mléko je nejvhodnéjsi a nejpiirozenéjsi stravou pro novorozence. Obsahuje
mnoho dulezitych zivin, které zajist'uji spravny vyvin a rist ditéte. V zavislosti na fazi laktace
se méni 1 slozeni mléka. Kolostrum, tedy mléko produkované asi pét dni po porodu, je bohaté
na proteiny a jeho funkeci je zajistit rozvoj imunity kojence. NejvyznamnéjSimi slozkami zralého
mateiského mléka jsou proteiny, lipidy a sacharidy, které vykonavaji v téle ditéte rozlicné
funkce.

Oligosacharidy matefského mléka (OMM) jsou komplexni nestravitelné sacharidy, jejichz
stavebnimi jednotkami je pét monosacharidi. Oligosacharidy mizeme rozdélit na
fukosylované, které tvoii az 70 %, zbytek je tvofen oligosacharidy sialovanymi. VéEtSina
oligosacharidii je schopna odolat travicim enzymim a dostava se tak do tlustého stfeva, kde
slouzi jakozto zdroj uhliku pro nékteré bakteridlni kmeny. Oligosacharidy také hraji vyznamnou
roli pti ochrané hostitele pied patogeny, napomahaji formovani imunity a diky obsahu kyseliny
sialové zajist'uji spravny vyvoj mozku.

MIléko ostatnich savct se lisi v zastoupeni jednotlivych zivin, coz je zptisobeno rozdilnymi
zivinovymi potfebami mlad’é¢te daného druhu. Obsah proteinti je v mléce piezvykavcl vyrazné
vy$§i nez v mléce matetském a to pravdépodobné z ditvodu rychlejsiho ristu zvifecich mladat.
Lidské mléko zase disponuje vyssim obsahem laktosy.

Mnozstvi oligosacharidii v mlécich ostatnich savctl je n€kolikandsobné nizsi nez v mléce
matetském a odlisuji se v mnoha dalSich vlastnostech. Mléko ptezvykavcl na rozdil od
matefského mléka obsahuje jen velmi malé mnoZstvi fukosylovanych oligosacharidd, takze
pfevladaji oligosacharidy sialované. Kozi oligosacharidy jsou OMM podobné&jsi nez

oligosacharidy ov¢i a kravske.



2 Cil prace

Cilem prace je analyzovat slozeni oligosacharidi mléka vybranych savca a porovnat je
s oligosacharidy matei'ského mléka a otestovat jejich vliv na stfevni mikrobiotu.
2.1 Hypotéza

Oligosacharidy mléka savct se budou ve slozeni liSit od oligosacharidii matetského

mléka a budou rovnéz podporovat rist jinych druhti bakterii.



3 Prehled literatury

3.1 Materské mléko

Matetské mléko produkované zdravymi a dobfe Zivenymi matkami je schopno pokryt vS§echny
zivinové potieby nemluvnéte v pribéhu prvniho pilroku Zivota (Kunz et al., 1999). VSeobecné
je kojeni doporucovano jakozto nejlepsi metoda vyzivy déti v kojeneckém véku. Tato
doporuceni jsou zalozena na skute¢nosti, ze déti kojené dobfe Se stravujicimi matkami piijimaji
dostatek energie a zZivin, jez zajisti spravny rist a vyvoj V prubehu prvnich 4 — 6 mésica Zivota

(Picciano, 2001).

3.1.1 SloZeni materského mléka

Laktace je rozdélena do tfi obdobi v zévislosti na slozeni mléka: kolostrum produkované 5 dni
po porodu, pfechodné matetské mléko produkované dalSich pét dni po porodu a mléko zralé
(Kulski et Hartmann, 1981). Vzhled, objem a sloZeni kolostra se mize odliSovat. Kolostrum je
bohaté na imunitni slozky, jako je naptiklad sekrecni imunoglobulin IgA, laktoferin, leukocyty
a rustové faktory, naptiklad epidermalni ristovy faktor (EGF). Koncentrace laktosy je pomérné
nizka ptedevsim proto, ze kolostrum ma spise funkci imunostimulaéni, nez vyzivovaci (Ballard,
2013).

Mateiské mléko je tvofeno smési vyzivnych komponentti a dalSich bioaktivnich faktor
s vyznamnymi fyziologickymi u¢inky na novorozené dit¢ (Kunz et al., 1999). Andreas et al.
(2015) predpokladaji, ze slozeni matefského mléka je tvofeno kazdou matkou tak, aby se
odrazely zZivinové pozadavky kojence. Hambraeus (1984) uvadi, Ze diky odliSnym potifebam
riznych druhti saveli se mnozstvi zivin obsazenych v jejich mlécich napadné odlisuje. Z tabulky
1 je zfejmé, ze surové matefské mléko mé v porovnani s mléky ostatnich savcii velmi vysoky
obsah laktosy a relativné nizky obsah proteinti. Tabulka 2 se zamétuje na kvalitativni rozdily
sloZeni proteinil kravského a matetského mléka.

Tabulka 1: SloZeni mlék ziskanych od raznych druhu saved (Hambraeus, 1984)

Proteiny (g/100 g mléka) Tuky (g/100 g mléka) Laktosa (g/100 g mléka)

Mateiské mléko 0,9 3,8 7

Kravské mléko 3,4 3,7 48
Ov¢i mléko 55 7,4 4,8
Buvoli mléko 3,8 7,4 48
Kozi mléko 2,9 45 41
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Tabulka 2: SloZeni proteinii matei'ského a kravského mléka (Hambraeus, 1984)

Materské mléko % Kravské mléko %
Celkovy protein 100 100
Kaseiny 35 79
Syrovatkové bilkoviny 65 21
a-Laktalbumin 17 3,5
a-Laktoglobulin - 9
Laktoferin 17 -
Sérové albuminy 6 1
Lysozym 6 -
Imunoglobuliny 11 3
Ostatni 8 45

3.1.1.1 Proteiny

Mateiské mléko obsahuje ptes 400 riznych druhi proteind, které vykonavaji rozliéné funkce;
zajist'uji ziviny, ptsobi antimikrobialné a imunostimula¢né a taktéz stimuluji absorpci zivin
(Andreas et al., 2015). Obsah proteini v matefském mléce prudce klesa v prubéhu prvniho
mésice laktace. VétSina proteind je syntetizovana v mlécné Zlaze, az na par vyjimek, jako je
napiiklad sérovy albumin, ktery vstupuje zkrevniho ob&hu matky (Lonnerdal, 2003).
Koncentrace proteinti vylu¢ovanych mlécnou zlazou matky v prubéhu laktace klesa, zatimco
obsah proteint z krve matky ztstava pomérné konstantni (Sousa et al., 2014). Mlé¢né bilkoviny
jsou rozdéleny do tii skupin: muciny, kasein a syrovatkové bilkoviny. Muciny, zndmé jako
membranové proteiny globuli mlééného tuku, obklopuji tukové kapénky a tvoii malé procento
celkového obsahu mléénych proteinti (Lonnerdal, 2003). Syrovatkové bilkoviny a kasein jsou
rozdéleny na zaklad¢ jejich rozpustnosti; syrovatkové bilkoviny jsou rozpustné, zatimco kasein
je pfitomen v kaseinovych miceldch v roztoku. Kaseinové micely obsahuji vapnik a
anorganicky fosfat, ¢imz se fadi mezi par piirozené se vyskytujicich fosfoproteini (Hambraeus,
1984). V lidském mléce jsou piitomny tfi druhy kaseinu: o-, - a k-kasein. k-kasein stabilizuje
nerozpustnost a o- a B-kaseiny tvoii koloidni suspenzi. Kaseiny netvofi disulfidické mustky,
coz zpusobuje, ze se micely formuji do spletité sitovité struktury (Andreas et al., 2015).
Primérni funkci kaseinu je vyZiva novorozence, je totiz zdrojem aminokyselin, vépniku a
anorganického fosforu. SrdZzeni kaseinu je rovnéz dilezité pro funkci zaZivaciho traktu a pro
umoznéni traveni proteint zalude¢nimi enzymy novorozence (Hambraeus, 1984). Lonnerdal a
Forsum (1985) stanovili pfiblizny pomér mezi syrovatkovymi bilkovinami a kaseinem na 80

v

studovanych Zivocisnych druhii, coz odpovid4d pomalému tempu ristu lidskych kojenct.
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Mezi nejhojnéji zastoupené syrovatkové bilkoviny patii o-laktaloumin, laktoferin a
imunoglobuliny (Sousa et al., 2014). o-Laktalbumin se ucastni syntézy laktosy, coz
pravdépodobné souvisi s vysokym obsahem téchto dvou latek v lidském mléce (Welsh et May,
1979). Laktoferin je glykoprotein vazajici Zelezo specificky pro mléko (Forsum et Lonnerdal,
1980). Hambraeus (1984) piedpoklada, ze laktoferin hraje dulezitou roli pfi vstifebavani Zeleza
ve stievech. Nejhojnéji zastoupenym imunoglobulinem v matefském mléce je sekrecni
imunoglobulin IgA. Imunoglobuliny zajistuji ochranu novorozence, zatimco jeho vlastni

imunitni systém se teprve vyviji (Andreas et al., 2015).

3.1.1.2 Nebilkovinny dusik

Mateiské mléko ma v porovnani smléky ostatnich savch relativné vysoky obsah
nebilkovinného dusiku (NPN). NPN tvofi ptiblizn€ 20 — 25 % celkového dusiku a jeho funkeci
je zajistit dostatecny piisun dusiku kojenci (Rudloff et Kunz, 1997). NPN vstupuje do mléka
z krve matky, proto se jeho obsah neméni v zavislosti na fazi laktace (Sousa et al., 2014).
Hlavnimi slozkami nebilkovinného dusiku je mocovina, kreatinin, nukleotidy, volné

aminokyseliny a peptidy (Andreas et al., 2015).

3.1.1.3 Lipidy

Tuk lidského mléka je hlavnim zdrojem energie kojence, ptredstavuje okolo 40 — 55 %
z celkového energetického ptijmu (Koletzko et al., 2001). Obsah tuku ve zralém matefském
mléce je 3,8 %, v kolostru je obsah o néco nizsi, piiblizné 1,9 % (Hambraeus, 1984). Lipidy se
v mléce vyskytuji ve formé globuli, které tvofi emulzi s vodni fazi mléka. V jejich jadie jsou
obsazeny piedev§im nepolarni triacylglyceroly, zatimco povrch je kryty bipolarnimi latkami,
jako jsou napftiklad fosfolipidy, proteiny, cholesterol, enzymy a dal$i. Tato vrstva zabranuje
koagulaci globuli a ptisobi jako stabilizator mlécné emulze. Povrch globuli tvofi plochu pro
lipolytické enzymy pfti prichodu zaZivacim traktem, kde usnadiiuji lipolyzu triacylglycerolt a
absorpci produktt $té€peni. (Jensen, 1995)

Hlavni slozkou mlé¢ného tuku jsou mastné kyseliny. Tyto kyseliny jsou esterifikovany hlavné
ve form¢ triacylglycerolll, mensi ¢ast mastnych kyselin je esterifikovana ve formé fosfolipida
(Sala-Vila et al., 2005). V lidském mléce je obsazeno vice nez 200 riznych mastnych kyselin,
nicméné mnoho z nich je pfitomno ve velmi nizkych koncentracich (Andreas et al., 2015).
SloZeni triacylglyceroli je ureno druhem, mnozstvim a tercialni strukturou piitomnych
mastnych kyselin. Casto jsou oznatovany zkracenym vzorcem, ktery udava podet ptitomnych

atomu uhliku ku poctu dvojnych vazeb a jejich umisténi vzhledem ke koncovému atomu uhliku
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(omega) (Koletzko et al., 2001). Matei'ské mléko obsahuje zna¢né mnozstvi nenasycenych
mastnych kyselin, jako jsou naptiklad kyselina olejova nebo kyselina linolenova a obsah
nasycenych mastnych kyselin je niz§i (Hambraeus, 1984). Fosfolipidy slouzi jako dodavatelé
dalSich mastnych kyselin, a to konkrétné¢ polyenovych mastnych kyselin s dlouhym fetézcem
(PUFA). Mezi nejvyznamnéj$i PUFA fadime kyselinu arachidonovou C20:4 -6 a kyselinu
dokosahexaenovou C22:6 w-3, které se zaclenuji do fosfolipidovych membran a mozku béhem
tietiho trimestru téhotenstvi a dale se zde hromadi béhem prvnich dvou let Zivota (Sala-Vila et
al., 2005).

Nejvyznamnéj$Sim mlé€nym sterolem je cholesterol, tvofici pfiblizné 90,1 % z celkového
obsahu sterolil, nasledovany desmosterolem, jehoz obsah je podstatné nizsi, asi 8,6%. Dale jsou
pfitomny jesteé fytosteroly, jejichz mnozstvi obsazené v lidském mléce je zanedbatelné
(Koletzko et al., 2001). Vétsina cholesterolu se nachazi v membrané tukovych globuli a jeho

mnozstvi neni ovlivnéno dietou ¢i hladinou cholesterolu v plasmé matky (Jensen, 1996).

3.1.1.4 Sacharidy

Sacharidy matefského mléka zahrnuji monosacharidy glukosu a galaktosu, disacharidy laktosu
a laktulosu, oligosacharidy, komplexni uhlovodiky a glykoproteiny. Sacharidy tvofi asi 40 %
celkového energetického obsahu matetského mléka (Hambraeus, 1984). Koncentrace sacharida
je ptiblizn¢ stejna v mlezivu, pfechodném i zralém mléce (Sousa et al., 2014).

Nejhojnéji zastoupenym uhlovodikem v lidském mléce je laktosa skladajici se z glukosy a
galaktosy (Andreas et al., 2015). Ackoliv je koncentrace laktosy v lidském mléce relativné
stabilni, mirné vyss§i koncentrace se nachazeji v mléce matek, které produkuji zvySené mnozstvi
mléka (Ballard, 2013). Laktosa neni povazovana za nezbytnou zivinu, nicméné bylo dokazano,
Ze ma pfiznivy G¢inek na opétovné vstiebavani mineralli, pfedev§im vapniku, v disledku
premény stfevni mikrobiotou na kyselinu mlé¢nou, kterd zvySuje rozpustnost vapenatych soli
snizovanim hodnoty pH (Hambraeus, 1984). U novorozenct laktosa neni zcela hydrolyzovana
Vv tenkém stfeveé a malé mnozstvi se dostava az do tlustého stieva, kde je rozlozeno bakteriemi.
To ma za nasledek preferen¢ni rist napiiklad bifidobakterii a laktobacila (Coppa et al., 2006).
Dal§imi vyznamnymi sacharidy matetského mléka jsou oligosacharidy, jejichZ koncentrace je
asi 10 g/l mléka (Ballard, 2013). Oligosacharidy jsou tvofeny 3 — 22 sacharidovymi jednotkami
a skladaji z péti riznych cukr posklddanych v rizné posloupnosti a orientaci. Zakladnimi
stavebnimi prvky téchto oligosacharidi jsou L-fukosa, D-glukosa, D-galaktosa, N-
acetylglukosamin a N-acetylsialova kyselina (German et al., 2008). Oligosacharidy snizuji

pfilnavost bakterii k povrchu epiteld, a proto hraji dilezitou roli pfi prevenci infekénich
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onemocnéni u novorozené¢ho ditéte. Oligosacharidy rovnéz podporuji rozvoj takzvaného
bifidus faktoru (Kunz et al., 1999). Podrobné&ji je o téchto latkach pojednano v samostatné
kapitole 3.3.

3.2 Mléko dalSich savcu

3.2.1 Kravské mléko

Kravské mléko tvoti asi 83 % celosvétové produkce mléka (FAO, 2013). Ve srovnani
s matefskym mlékem je mléko kravské bohat$i na bilkoviny a mineralni latky, predevsim
vapnik a fosfor, a to z divodu rychlejsiho ristu telat a tedy i vysSich vyzivovych narok
(Walker, 1990). Kravské mléko ma také vyznamnou roli ve vyzivé ¢lovéka. Pomér fosforu a

snadno vstiebatelného vapniku v mléce je idealni pro tvorbu kosti (Chawre et al., 2014).
3.2.1.1 Proteiny

Kravské mléko obsahuje piiblizné¢ 34 g/l bilkovin. Proteiny kravského a matetského mléka se
napadné odliSuji v poméru mezi kaseiny a syrovatkovymi bilkovinami. Bilkoviny kravského
mléka jsou pifiblizné z80 % tvofeny kaseinem a 20 % zaujimaji syrovatkové bilkoviny
(Potocnik et al., 2011), zatimco v lidském mléce klesa obsah kaseint az pod 40 % (El-Agamy,
2007). Dalsi rozdily existuji ve slozeni syrovatkovych bilkovin, jejichz dominantni slozkou je
u kravského mléka B-laktoglobulin, ktery v matefském mléce neni pfitomen vibec (lyengar,
1982).

3.2.1.2 Lipidy

Lipidy tvoti 3 — 5 % kravského mléka (Jensen et Newberg, 1995). Vétsina tukovych kapének
v kravském mléce ma velikost 1 —4 um (Jensen, 2002). El-Zeini (2006) se domniva, ze velikost
tukové kapénky v ném obsazené. Triacylglyceroly v kravském mléce tvoii 97 — 98 % mlééného
tuku, podobné jako u mléka lidského, koziho i ovéiho. Tento podil je nizsi u kobyliho a osliho
mléka, a to piiblizn¢ 80 — 85 % (Claeys et al., 2014). Kravské mléko obsahuje vyssi podil
nasycenych mastnych kyselin, nez mléko matetské. Mezi nejvice zastoupené mastné kyseliny
Vv kravském mléce patii kyselina laurova, palmitova, stearovd a monoenova kyselina olejova

(Elgersma et al., 2006).
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3.2.1.3 Sacharidy

Obsah laktosy v kravském mléce je vyrazné nizsi nez v mléce matetském, a to zhruba 45 — 52
g/l mléka (Guetouache et al., 2014). Laktosa také slouzi jako substrat béhem fermentace mléka
bakteriemi mlécného kvaseni pfi vyrobé jogurtl a syra (Filion, 2006).

Také obsah oligosacharidi byva u ptezvykavcl zpravidla nizsi nez u matetského mléka nebo

mléka primata (Oliveira et al., 2015).

3.2.2 Kozi mléko

Kozi mléko se odliSuje od kravského nebo lidského mléka lepsi stravitelnosti, zasaditosti nebo
pufraéni schopnosti (Park, 2007). Kozi mléko ma kiidové bilou barvu v porovnani s mlékem
kravskym, které je nazloutlé v disledku piitomnosti karotenti (Saini et Gill, 1991). Kozi mléko
ma vyraznéjsi chut’, coz mize byt zptisobeno uvolnénim mastnych kyselin s kratkym fetézcem
pii neSetrném zachazeni, které dava vzniknout specifickému ,,kozimu®“ zapachu (Haenlein,
1993). Na rozdil od kravského mléka je kozi mléko zasadité, ziejmé diky vys$simu obsahu

bilkovin a jinému uspoiadani fosfata (Saini et Gill, 1991).

3.2.2.1 Proteiny

Obsah celkového proteinu v kozim mléce je asi 28 — 32 g/l (Greppi, 2008). Ceballos et al.
(2009) vyzkoumali, ze kozi mléko obsahuje o néco niz$i mnozstvi kaseinu nez mléko ov¢i nebo
kravské. V porovnani s kravskym mlékem jsou kaseinové micely koziho mléka mensi, obsahuji
vice vapniku, anorganického fosforu a jsou méné tepelné stabilni (Haenlein, 2004). Diky
vysokému obsahu vapniku a nizké solvataci micel vykazuje kozi mléko nizkou stabilitu pfi
zahtevu (Remeuf, 1992). V kozim mléce je velmi mala nebo nulova koncentrace a-s1-kaseinu,
ktery je vyznamny pii tvorbé syfeniny. Namisto néj je pfitomen o-s2-kasein, a proto ma kozi
mléko nizsi vytéZnost tvarohu, del§i dobu srazeni syfidlem a menSi pevnost tvarohu, diky
¢emuz je Iépe stravitelny v zazivacim traktu (Ambrosoli et al., 1988). Rutherfurd et al. (2008)
uvadi, ze kozi mléko obsahuje podobné spektrum aminokyselin jako mléko kravské nebo

matefské. Jedinou vyjimkou je cystein, jehoz koncentrace je v kozim mléce niZsi.

3.2.2.2 Lipidy

Lipidy jsou ptitomny ve formé tukovych kapének o velikosti pfiblizné 3,5 um nebo méng, tedy
mensi nez tukové kapénky v kravském mléku, ale vétsi nez kapénky ovciho mléka (Mens,
1985). Slozeni lipidi koziho mléka je velmi podobné ovéim lipidim. Nejvétsim rozdilem je

pfitomnost mastnych kyselin s kratkym fetézcem v kozim mléce. Mezi tyto kyseliny fadime
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napiiklad kyselinu kapronovou, kaprylovou nebo kaprinovou (Jandal, 1996). Tyto kyseliny
maji pozitivni vliv na fadu klinickych chorob, jako je naptiklad malabsorp¢ni syndrom, cysticka
fibrosa nebo tvorba zlucovych kament. Dalsi unikatni schopnosti téchto kyselin je poskytovani
piimé energie namisto ukladani se v tukové tkani, diky ¢emuz dochazi k potlaceni a omezeni
ukladani cholesterolu (Haenlein, 2004). Ve srovnani s kravskym mlékem ma kozi mléko vyssi
obsah monoenovych i polyenovych mastnych kyselin a triglyceridii se sttednim fetézcem, coz
jsou latky velmi prospés$né pro lidské zdravi, zejména pro kardiovaskularni systém (Posati et
Orr, 1976). Tyto nenasycené mastné kyseliny jsou totiz schopny sniZzovat hladinu krevniho LDL
(low density lipoprotein) cholesterolu a tim zamezit vzniku a rozvoji aterosklerosy (Adamkova,
2010). Na rozdil od kravského mléka se v kozim mléce nenachazi imunoglobulin aglutinin,
ktery zpusobuje shlukovani tukovych kuli¢ek v mléce a rychlejsi oddéleni smetany (Jennes et
Parkash, 1971). Scolozzi et al. (2003) uvadéji, ze struktura i sloZzeni membrany tukovych
kulicek je u ovci, koz 1 krav téméf stejna a tvofi asi 1 % celkového tuku. Podobné je to i se

slozenim fosfolipidu, které zaujimaji pouze 0,8 % tukové slozky.

3.2.2.3 Sacharidy

Stejné jako u mléka matei'ského, ovéiho i kravského je v kozim mléce nejhojnéji zastoupenym
sacharidem laktosa (Larson et Smith, 1974), jejiz obsah je lehce nizsi nez v kravském mléce
(Jandal, 1996). Dalsi sacharidy, které jsou k nalezeni v kozim mléce, jsou oligosacharidy,
glykopeptidy, glykoproteiny a nukleotidové cukry (Larson et Smith, 1974). Nukleotidy pisobi
jako prekurzory glykoproteinti, glykolipidt a oligosacharidu pii biosyntéze mléka a jejich obsah
vV kozim mléce je znatelné€ vyssi, nez napiiklad v mléce kravském nebo ov¢im (Johke, 1978).
Kozi mléko ma niZsi koncentraci oligosacharidi nez mléko lidské, ale jejich struktura je velmi
podobna. V porovnani s mléky ovci a krav je kozi mléko na oligosacharidy bohatsi (Zenebe et
al., 2014).

3.2.3 Ovéi mléko

Na rozdil od kravského ¢i koziho mléka se ovéi mléko, diky svému specifickému sloZeni,
pouziva téméf vyhradné na vyrobu syra (Calvo, 2002). Ovéi mléko ma vyssi viskozitu, vySsi
titra¢ni kyselost a niz§i bod mrazu nez kravské mléko (Park, 2007) a obsahuje vétsi mnozstvi
tuku, bilkovin, vapniku a drasliku (Kanwal et al., 2004). Vzhledem k vyssimu obsahu kaseinu
ma ov¢i mléko kratsi dobu srazeni syfidlem a ov¢i tvaroh ma pevnéjsi strukturu (Grandison,

1986).
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3.2.3.1 Proteiny

Primérny obsah bilkovin v ovéim mléce se pohybuje kolem 5,8 %, tedy vice nez u mléka
kravského nebo koziho. Proteiny zaujimaji 95 % z celkového obsahu dusiku a zbylych 5 %
tvofi nebilkovinny dusik (Park, 2007). Ov¢éi mléko patii mezi mléka kaseinova, stejné jako
mléka ostatnich ptezvykavcl, coz znamena, Ze nejvetsi podil z celkového dusiku je tvoren
prave kaseinem. Mléko ovci je bohaté na k — kasein, jehoZ obsah je piiblizné 20 % (Molik et
al., 2012). V porovnani s kravskym mlékem jsou syrovatkové bilkoviny ov¢iho mléka mnohem
citlivéjsi na teplo. Pfi pasteraci ov¢iho mléka po dobu 30 minut pii teploté 65 °C zdenaturuje
asi 15 % proteinti, zatimco u kravského mléka zdenaturuje za stejnych podminek pouze 2,3 %

(Recio et Visser, 2000).

3.2.3.2 Lipidy

Tukova slozka ov¢ciho mléka zaujima pies 6,4 g/l mléka, podobné je tomu u mléka buvoliho, u
ostatnich savcl vyuzivanych v mlééné produkci je obsah tuku nizsi (Park, 2007). Stejné jako
v kozim mléce, ani v mléce ovci se nevyskytuje imunoglobulin aglutinin (Jandal, 1996). Podle
Mense (1985) jsou tukové kapénky ovéiho mléka mensi nez u mléka kravského nebo koziho a
nabyvaji velikosti okolo 3,30 um. Profil mastnych kyselin v ovéim mléce je velmi podobny
jako u mléka koziho. Az 75 % mlécného tuku je tvofeno kyselinami palmitovou, stearovou,

olejovou, myristovou a kaprinovou (Kalyankar et al., 2016).

3.2.3.3 Sacharidy

Laktosa tvoii asi 49 % uhlovodikové slozky ovéiho mléka (Raynal-Ljutovac et al., 2008).
Obsah laktosy je tedy téméf stejny jako u mléka kravského (Ramos et Juarez, 2003).

Koncentrace oligosacharidi u ov¢iho mléka jsou 100 — 1000krat niz§i nez v matefském mléce

(Oliveira et al., 2015).

3.3 Oligosacharidy materského mléka

Oligosacharidy jsou po vodé a proteinech tieti nejvice zastoupenou slozkou matefského mléka.
Tyto komplexni sacharidy mohou tvofit rozli¢né struktury, které se 1i8i u kazdé matky a jsou to
latky velmi tézko stravitelné ¢i uplné nestravitelné lidskymi travicimi enzymy. (Zivkovic et al.,
2011). Oligosacharidy maji nékolik funkci. Jednou z nich je regulace stievni mikrobioty
kojence pomoci komenzalnich bakterii (Coppa et al., 2011; Sela et Mills, 2010). U kojenych

déti jsou dominantnimi stfevnimi bakteriemi bifidobakterie a Bacteroidetes, a to diky jejich

17



schopnosti §tépit a vyuzivat oligosacharidy prostrednictvim specifickych glykosidaz, zatimco
vétSina patogennich enterobakterii tyto enzymy postrada, tudiz nemtze vyuzivat oligosacharidy
jakozto zdroj uhliku (Yu et al., 2013). N¢které oligosacharidy jsou absorbovany do vaskulatury
a poté vylu¢ovany do moci (De Leoz et al., 2013; Ruhaak et al., 2014), kde se mohou vazat na
invazivni bakterie zptuisobujici sepsi nebo infekci mocovych cest, a tim snizovat jejich vyskyt
(Linetal., 2013). Dalsi vyhodou nékterych oligosacharidu je ptitomnost kyseliny sialové, ktera

je dulezita pro vyvoj nervové soustavy kojence (Wang, 2012).

3.3.1 Struktura

Mateiské mléko obsahuje vétsi mnozstvi oligosacharidi se slozitéj§imi strukturami nez mléka
jakychkoliv jinych savci (Smilowitz et al., 2014). Oligosacharidy jsou obsazeny v koncentraci
5 — 14 g/l mléka a jsou definovany jakozto sacharidy, které obsahuji 3 az 10 monosacharidu
kovalentné spojenych glykosidickymi vazbami (Coppa et al., 1999; Mehra et Kelly, 2006).
Stavebnimi jednotkami mlécnych oligosacharidi je pét monosacharidi: D-glukosa, D-
galaktosa, L-fukosa, N-acetylglukosamin a kyselina sialova. Laktosa tvoii redukujici konec,
ktery muze byt prodlouzen az patnacti opakujicimi se N-acetyllaktosaminovymi jednotkami.
Oligosacharidy vznikaji vyhradné v prsnich zldzach a jejich zékladni strukturu tvofi laktosa
pozménéna piidanim N-acetylglukosaminu a galaktosy, fukosy ¢i kyseliny sialové (Kunz et
al., 2000). Laktosa mtze byt fukosylovana bud’to na terminalnim konci galaktosou v a.1-2 vazbé
za vzniku 2°-fukosyllaktosy, nebo na redukujicim konci glukosou v misté al-3 vazby, ¢imz
dochéazi ke vzniku 3-fukosyllaktosy. V dalsim piipadé muze byt laktosa sialovana na
terminalnim konci galaktosou v misté¢ a2-3 nebo a2-6 vazby, v disledku ¢ehoz vznika 3°-
sialyllaktosa, ¢i 6°-sialyllaktosa (obr. 1) (Bode et Jantscher-Krenn, 2012). Ve zralém mateiském
mléce je az 70 % oligosacharidi fukosylovanych (neutralnich), zbytek tvoti oligosacharidy, na

které jsou napojeny zbytky kyseliny sialové (Jeong et al., 2012).
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Obr. 1.: Stavba OMM a mozné strukturalni modifikace (Kunz, 1958; upraveno)

3.3.2 OMM a stievni mikroflora

Oligosacharidy matefského mléka jsou schopny odolat nizkému pH ve stievé a jsou rezistentni
vici degradaci enzymy slinivky a kartacového lemu (Engfer et al., 2000; Gnoth et al., 2000).
Studie provedené v minulém desetileti prokazaly, ze konkrétni druhy rodt Bacteroides a
Bifidobacterium, které jsou béznou soucasti sttevni mikrobioty kojenych déti, jsou schopny
efektivné vyuzivat oligosacharidy jakoZzto zdroj uhliku. To plati pfedevs§im pro B. longum
subsp. infantis, ktera pfevlada ve stfevni mikrobioté vétSiny kojenych déti (Underwood et al.,
2014).

Oligosacharidy poskytuji kojenym détem ochranu pted potencidlnimi patogeny. Vyznamnou
ochranu pro kojence predstavuji zejména al-2-fukosylované oligosacharidy (Morrow et al.,
2005). Tyto oligosacharidy chrani kojence pfedevS§im proti prijmovym onemocnénim
zpusobenym bakteriemi rodu Campylobacter, kalciviry a toxiny bakterie Escherichia coli
(Morrow et al., 2005). Nékteré patogeny vyuzivaji lektiny (proteiny vazajici cukry) k vazbé na
specifické sacharidy na povrchu stievniho epitelu a tim vyvolavaji infekci. OMM se podobayji
nékterym z téchto sacharidd, slouzi jako ndvnada a blokuji pfipojeni patogenu, ¢imz snizuji
riziko infekce (Bode et Jantscher-Krenn, 2012). Piikladem je inhibice vazby bakterie C. jejuni
na lidskou stfevni sténu za pomoci fukosylovanych OMM. Vyskyt bakterii rodu Campylobacter
je nepiimo umérny mnozstvi 2°-fukosyllaktosy v mateiském mléce (Morrow et al., 2004; Ruiz-
Palacios et al., 2003).
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3.3.3 Traveni a vstfebavani OMM v gastrointestinalnim traktu

Oligosacharidy nepodléhaji enzymatické hydrolyze stievni laktazou (Engfer et al., 2000).
Tenké stfevo neobsahuje sialidasu, fukosidasu, ani N-acetylhexosaminidasu, tudiz nemohou
byt odstranény zbytky kyseliny sialové, fukosy nebo N-acetylglukosamint z laktosového jadra.
Mala ¢ast OMM je absorbovana neporusena endocytosou prostiednictvim receptord (Gnoth et
al., 2001). Vétsina oligosacharidd tedy prochazi tenkym stievem aniz by byla degradovana a
vstupuje do tlustého stfeva, kde je fermentovana stievnimi bakteriemi (Brand-Miller et al.,
1998; Newburg, 2000). V tlustém stfevé se oligosacharidy stavaji hlavnim zdrojem uhliku pro
stifevni mikrobiotu a oligosacharidy obsahujici N-acetylglukosamin, které nazyvame ,,bifidus

faktor®, jsou nezbytné pro rust B. bifidum (Yoshioka et al., 1983).

3.3.4 Prebioticka funkce

,Prebiotika jsou nestravitelné slozky potravy, které ptiznivé plsobi na hostitele tim, ze
selektivné stimuluji rast, a/nebo aktivitu jedné nebo urcitého poctu bakterii v tlustém stieve,
tudiz zlepsuji zdravi hostitele* (Gibson et Roberfroid, 1995). Palframan et al. (2003) definovali
prebiotika jako sacharidy, které vedou ke zménam v poctu kliCovych bakteridlnich rodu
Vv tlustém streve, naptiklad bifidobakterii. Vysledky in vitro studii prokazaly, ze prebiotika
mohou regulovat gastrointestindlni mikrobiotu zvySenim poctu bifidobakterii a laktobacild,
diky ¢emuz dochézi ke zlepSeni zdravotniho stavu stieva a posileni nespecifick¢ imunity
(Rhoades et al., 2008; Wang et Gibson, 1993). Nejcastéji se vyskytujicim druhem bifidobakterii
Vv zazivacim traktu kojenych déti je Bifidobacterium longum a B. breve. Mezi méné ¢asté druhy
pak patii B. bifidum, B. pseudocatenulatum a B. catenulatum (Turroni et al., 2011). Gyorgy et
al. (1954) poprvé dokazali, ze B. bifidum (tehdy Lactobacillus bifidus) je schopna ristu na
oligosacharidovych frakcich matefského mléka. Ward et al. (2006) poprvé demonstrovali
selektivni rist bifidobakterii na intaktnich OMM in vitro. Diky naslednym studiim bylo
zjisténo, ze pouze nékteré druhy bifidobakterii jsou schopny intenzivné konzumovat OMM,
napiiklad B. longum subsp. infantis a B. breve, které upfednostiiuji mensi fukosylované a
sialované OMM (Smilowitz et al., 2014). B. infantis spotiebovava OMM uplng, véetné
produktt degradace mono- a disacharidu, zatimco naptiklad B. bifidum roste na OMM pomaleji
a zanechava nékteré z degrada¢nich produkti nespotiebované (Asakuma et al., 2011).
Oligosacharidy matetského mléka rovnéz zvySuji perzistenci bifidobakterii ve stfevech tim, Ze
podporuji jejich vazbu na stievni builky a zéaroven zlepSuji celistvost stfevni bariéry

(Chichlowski et al., 2012).
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3.3.5 OMM a antiadhezni ochrana

Aby nékteré bakterialni, virové nebo protozoalni patogeny mohly kolonizovat hostitele a
vyvolat onemocnéni, potiebuji ptilnout ke slizniénim povrchim (Bode et Jantscher-Krenn,
2012). Nejcasteji dochazi k pfipevnéni patogent na glykany ptitomné na povrchu epitelu, které
nazyvame glykokalyx. OMM jsou podobné nékterym z téchto glykant a slouZzi jako rozpustné
fale$né receptory, které patogen blokuji (obr. 2) (Bode, 2015). M1é¢né glykany vazi viry, jako
je HIV (Hong et al., 2009) ¢i rotaviry (Huang et al., 2012), patogeny jako naptiklad Vibrio
cholerae, Salmonella fyris, enteropatogenni i enterotoxigenni Escherichia coli (Coppa et al.,
2006) a Streptococcus pneumoniae (Andersson et al., 1986). Bylo prokazano, ze rizné frakce
OMM maji odlisné funkce. Napiiklad fukosylované OMM blokuji vazbu Campylobacter jejuni
na sttevni bunky, zatimco sialované OMM zabranuji adhezi E. coli na lidské erytrocyty

(Smilowitz et al., 2014).

Volné oligosacharidy
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Obr.2.: Oligosacharidy pusobici jako rozpustné receptory zabranujici adhezi patogenti (Newburg, 1999;

upraveno)

3.3.6 Imunomodulaéni a¢inky OMM

Jak jiz bylo feCeno, OMM jsou zodpovédné za zmény ve slozeni stievni mikrobioty
novorozence, cozZ mize mit vliv na imunitni systém kojence. Vysledky nékterych in vitro studii
naznacuji, z¢ OMM jsou schopné piimo ovliviiovat imunitni odpovédi (Gnoth et al., 2001,
Rudloff et al., 1996). OMM mohou pisobit lokalné jakoZzto soucast takzvaného slizni¢niho

imunitniho systému a piiblizné 1 % oligosacharidi je absorbovano do obehového systému, kde
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mohou mit potencidlni systémové ucinky (Obermeier et al., 1999; Rudloff et al., 2012). Kunz
et al. (1999) uvadi, ze mnohé sialované a fukosylované OMM mohou mit vyznamny vliv na
progresi zanétlivé odpovédi. Sialované OMM také snizuji produkci interleukinu 4 (IL-4)
V leukocytech dospélych pacientt s alergii na arasidy, coz poukazuje na skute¢nost, ze nékteré

sialované OMM mohou pomahat pii prevenci alergii (Eiwegger et al., 2010).

3.3.7 Vliv OMM na epitelové bunky

Angeloni et al. (2005) potvrdili, z2¢ OMM jsou schopné piimo modulovat bunééné imunitni
odpovédi epitelialnich bun€k stfev, snizuji rast bunék a indukuji diferenciaci a apoptdzu
Vv kultivovanych bunkach stievniho epitelu skrze pozménovani genii spojenych s ristovym
cyklem bunky. Dalsi studie uvadéji, ze OMM mohou pulsobit na buiilky stfevniho epitelu
novorozence, ovlivilovat genovou expresi a pozménovat pribéh bunééného cyklu, stejné tak
jako glyskosylaci na povrchu bunék (Kuntz et al., 2008). OMM jsou absorbovany a nasledné
vylucovany moci. Bylo zjisténo, ze OMM snizuji invazi uropatogenni E. coli, a to
prostiednictvim interakce s buiikami mocovych cest a zvySenim jejich odolnosti proti napadeni

touto bakterii. Tyto G¢inky maji pouze nékteré oligosacharidy, napiiklad 3’sialyllaktosa (Lin et
al., 2014).

3.3.8 Role OMM pfri vyvoji mozku

Studie na zvitatech potvrdily, Ze kyselina sialova je dileZitou Zivinou v pre- i postnatalni fazi
vyvoje mozku (Carlson, 1985; Wang, 2012). Lidské mléko je dulezitym zdrojem kyseliny
sialové a posmrtné vyzkumy na lidskych novorozencich ukazaly, ze koncentrace kyseliny
sialové vazané na gangliosidy ¢i proteiny jsou vyrazné vy$$i v mozcich kojenych déti ve
srovnani s détmi krmenymi umélou vyzivou (Wang et al., 2003). Vedle sialovanych OMM
obsahuji kyselinu sialovanou i glykoproteiny a glykolipidy, ale ty pfedstavuji pouze 1 %
z celkového mnozstvi této kyseliny v lidském mléce (Wang et al., 2001).

3.3.9 Zpiisoby izolace OMM

Pro analyzu struktury oligosacharidi matetského mléka mlize byt vyuzito vicero technik. Mezi
né patii naptiklad vysoce G€inna kapalinova chromatografie (HPLC), aniontova chromatografie
S pulzni amperometrickou detekci (HPAEC-PAD), kapilarni elektroforéza (CE) uzivana pro
separaci vzorku a nuklearni magneticka rezonance (NMR) ¢i hmotnostni spektrometrie (MS)
pro charakterizaci struktury (Wu et al., 2010). Metodu aniontové chromatografie s pulzni

amperometrickou detekci popsali Kunz et al. (1996). Frakce neutralnich a kyselych
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oligosacharidl byly odd€leny pomoci chromatografie s iontovou vymeénou a tyto frakce byly
nasledné identifikovany za pouziti rozmérové vylucovaci chromatografie. Kapilarni
elektroforéza byla specialn¢ vyvinuta pro studium kolisani poctu kyselych oligosacharidii u

riznych jedinct v prabéhu laktace (Shen et al., 2000).

3.4 Oligosacharidy mléka dalSich savci

3.4.1 Oligosacharidy kravského mléka

Mnozstvi oligosacharidii pfitomnych v kravském mléce je vyrazné niz$i nez v mléce
mateiském (Zivkovic et Barile, 2011), coz je znazornéno v tabulce 3.

Tabulka 3: Primérny obsah oligosacharidi v lidském, kravském, kozim a ovéim
mléce (Diana L Oliveira et al., 2015)

Lidské Kravské Ovéi Kozi

Oligosacharidy

8  0,03-0,06 0,02-0,04 0,25-0,30
(9/h)

Koncentrace oligosacharidt v kravském mléce se v prubéhu laktace zna¢né snizuje, zatimco u
matetského mléka je mnozstvi produkovanych oligosacharidi pomémé stabilni. Matetské
mléko obsahuje znaéné mnozstvi fukosylovanych oligosacharidt, kdezto kravské mléko tyto
oligosacharidy obsahuje velmi ziidka. (Aldredge et al., 2013). Stavba mateiskych a kravskych
oligosacharidii je znazornéna na obr. 3. Pti analyze, kterou provedli Barile et al. (2009), bylo
zjisténo, Ze z patndcti kyselych oligosacharidovych struktur identifikovanych v kravském
syrovatkovém permedtu jsou tii oligosacharidy shodné¢ s OMM a zosmi neutrdlnich

oligosacharidii jsou 4 rovnéz pfitomné v matefském mléce.

Galactose
Glucose
GIcNACc

NeuAc
Fucose
Fructose

LA R N N Ne

n <10

Obr. 3.: Stavba oligosacharidii matetského (HMO) a kravského (BMO) mléka (Zivkovic et
Barile, 2011)
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Zatimco lidské OMM obsahuji pfiblizné 20% podil sialovanych oligosacharidi, u mléka
kravského sialované oligosacharidy zaujimaji vice nez 50 % celkového mnozstvi
oligosacharidi (Aldredge et al., 2013). Nékteré ze sialovanych oligosacharidi kravského mléka
obsahuji galaktosyllaktosu, ktera se nevyskytuje v zadnych oligosacharidech matetského mléka
(Urashima et al., 2011). Funkce OMM a kravskych oligosacharidit miize byt podobna, co se
ty¢e ochrany pied patogeny. Volny trisacharid Galal-3Galpf1-4Glc, ktery se nachazi
Vv kravském kolostru, inhibuje vazbu patogennich organismii, napiiklad Clostridium difficile,
na stfevni sténu novorozenych telat (Urashima et al., 1991).

Nedavné studie ukazaly, Ze oligosacharidy kravského mléka by mohly modulovat stfevni
mikrobioty vzhledem ktomu, Ze mohou disponovat schopnosti napodobovat slozitéjsi

oligosacharidy matef'ského mléka (Hakkarainen et al., 2005; Zivkovic et Barile, 2011).

3.4.2 Oligoscharidy koziho mléka

Kozi mléko obsahuje Siroké spektrum sialovanych a neutralnich oligosacharidi, které se
podobaji OMM vice nez oligosacharidy skotu ¢i ovei (Martinez-Ferez et al., 2006). Obsah
fukosylovanych oligosacharidii je v matefském mléce pomérné vysoky, zatimco u mléka
koziho se vyskytuji ve velmi malém mnozstvi (Albrecht et al., 2014). Dvé hlavni neutralni
sacharidové struktury pfitomné v kozim mléce jsou 3-galaktosyllaktosa, podobné jako u
lidského ¢i sloniho mléka a N-acetylglukosaminyllaktosa, pficemz obé tyto struktury jsou
Vv kozim mléce zastoupeny hojnéji nez v mléce kravském a ov¢im (Martinez-Ferez et al., 2006).
Sialované OMM obsahuji pouze kyselinu N-acetylsialovou (NeuSAc), kdezto kozi
oligosacharidy obsahuji jak kyselinu N-acetylsialovou, tak kyselinu N-glycolylsialovou
(Neu5Gc), ato v poméru 36 ku 64 (Thum et al., 2016). Celkovy obsah oligosacharidii v kozim
mléce se pohybuje v rozmezi 0,25 — 0,3 g/l, coz je zhruba pétkrat vice nez v mléce ovci a
desetkrat vice nez v mléce skotu (Martinez-Ferez et al., 2006). Martinez-Ferez et al. (2004)
zkoumali protizanétlivy ucinek oligosacharidii koziho mléka. Jejich vyzkum byl zaméteny na

inhibici adheze monocytd v lidské pupecnikové Zile a vysledky ukézaly, ze oligosacharidy

w1t

vvvvv

skrze inhibici adheze bakterii na epitelové membrané, snizenim translokace bakterii
v bunéénych modelech a podporou selektivniho rustu laktobacilii a bifidobakterii. Diky témto
skute¢nostem jsou kozi oligosacharidy relativné vhodnou ndhradou za matet'ské oligosacharidy

napiiklad v umélé kojenecké vyzive (Oliveira et al., 2012).
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3.4.3 Obsah oligosacharidu v dalSich sav¢ich mlécich

Dokonce ani mléko primath neobsahuje vyssi koncentrace oligosacharidi nez mléko lidské.
Urashima et al. (1999) stanovili obsah oligosacharidia v kolostru malpy hnédé 4 g/1, pficemz
oligosacharidy mateiského kolostra zaujimaji pfiblizn¢ 20 g/I. Pét oligosacharidt z kolostra
malpy bylo strukturné podobnych oligosacharidim matefského mléka.

Prekvapivé vysoky obsah oligosacharidii byl nalezen ve slonim mléce, a to v rozmezi 11,8 —
15,2 g/l (Uemuraetal., 2006), a v porovnani s OMM jsou nékteré oligosacharidy sloniho mléka
dokonce vice sialované ¢i fukosylované (Kunz et al., 1999)

Prasec¢i mléko obsahuje, stejn¢ jako mléko kravské, predevsim oligosacharidy sialované a obsah

fukosylovanych oligosacharidu je velmi nizky ¢i nulovy (Tao et al., 2010)
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4 Material a metody

4.1 Izolace oligosacharidii z mléka

4.1.1 Priprava vzorku

Oligosacharidy byly izolovany z kravské a kozi syrovatky za pouziti metody podle Warda et
al. (2006), upraveno podle Rockové a kol. (2011). Vzorek syrovatky byl centrifugovan 1800 g
pfi teploté 4 °C po dobu 30 minut. Odloucend svrchni vrstva tuku byla ihned po centrifugaci
odebrana. Nasledné byl ke vzorku ptidan ¢isty 96% etanol v poméru 2:1 (v/v) za Géelem
precipitace proteinti. Smés byla ponechana po dobu 24 hodin pii 4 °C, nasledné znovu sto¢ena
1800 g po dobu 30 minut pii 4 °C a poté odpaiena pod vakuem na objem zhruba 10 ml.
Nasledovalo piidani 96 % etanolu v poméru 2:1 (v/v) a cely precipitacni proces byl zopakovan.
Smés byla nadale vysraZena za pouziti etanolu, dichlormethanu a destilované vody v pomé&ru 7
: 14 : 10 ml a 15 minut ponechédna v mrazdku. Poslednim krokem bylo odebrani zbylého
proteinu, odpafeni vzorku na vakuové odparce do sucha a nasledné rozpusténi v destilované

vodé. Takto pfipraveny vzorek byl aplikovan na kolonu gelové permeacni chromatografie.

4.1.2 Aplikace vzorku na kolonu gelové permeac¢ni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie je separacni metoda, ktera umoziuje rozdélit molekuly na
zaklad¢ jejich velikosti pfi pruchodu porézni strukturou stacionarni faze v koloné (Holding,
2000). Molekuly s primérem mensim nez je velikost port, difunduji do vnitini struktury gelu

a jsou zde zadrzovany déle nez molekuly s vétSim primérem, které jsou z kolony vymyvany
rychleji (Hagel, 1993)
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Obr. 4.: Schéma prichodu molekul riizné velikosti kolonou

(https://drgpinstitute.wordpress.com/tag/chromatography/; upraveno).

Vzorek byl aplikovan na sklenénou kolonu o rozmérech 1,6 X 180 cm s pritokem 0,1 ml/min a
stacionarni fazi Toyopearl HW-40F (Tosoh Bioscience, GmbH). Mobilni fazi byla 1% kyselina
octova. Frakce byly jimany sbéracem frakci Gilson FC 204 Fraction Collector (Gilson, Inc.) do

10 ml zkumavek po padesati kapkach.
4.1.3 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Jednotlivé frakce a standardy glukosy a laktosy byly naneseny na hlinikovou desticku
potazenou silikagelem (stacionarni faze) Alugram SIL G/UV2s4 (Macherley-Nagel GmbH &
Co. KG). Jako mobilni faze poslouzil roztok isopropanolu, amoniaku a vody v poméru 5 : 1 : 2
(v/V). Nasledné byly desti¢ky ponotfeny do 15% (v/v) smési koncentrované kyseliny sirové a

96% etanolu a poté zahtaty pomoci horkovzdusné pistole, ¢imZ doslo k vizualizaci frakei.

4.1.4 Test na pritomnost proteinii podle Bradforda

Na zakladé tenkovrstvé chromatografie byly vybrany frakce obsahujici oligosacharidy a
nasledovalo stanoveni koncentrace proteinti podle Bradforda (Bradford, 1976). Byly pouzity
standardy lidského sérového albuminu. Tato metoda je zalozena na interakci proteinti s brilantni
modii G-250 v kyselém prostiedi, ¢imz dochazi ke zméné barvy roztoku z ¢ervené na modrou.

v

Cim je obsah proteinii vy3si, tim intenzivngjsi je modré zbarveni. Absorbance jednotlivych
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vzorkl byla zmé&fena pomoci spektrofotometru Tecan (Tecan Group Ltd.) pii 595 nm a frakce

S potvrzenym obsahem cistych oligosacharidii byly nasledné smiseny a lyofilizovany.

4.2 Kaultivace bakterii na oligosacharidech

Byly pouzity vybrané kmeny bifidobakterii a laktobacilu, které jsou uvedeny v nasledujicich
tabulkach 3 a 4. VSechny kmeny pochazeji ze sbirky Katedry mikrobiologie, vyzivy a
dietetiky.

Tabulka 3: PouzZité kmeny bifidobakterii

Kmen

Puvod

Bifidobacterium longum
Bifidobacterium longum subsp. infantis
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium breve

Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium longum subsp. longum
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium breve

Bifidobacterium longum subsp. infantis
Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium breve

Bifidobacterium pseudolongum
Bifidobacterium longum

kojenec, stolice
kojenec, stolice
kojenec, stolice
kojenec, stolice
kojenec, stolice
kojenec, stolice
kojenec, stolice
kojenec, stolice
dospélec, stolice
kojenec, stolice
kojenec, stolice
kojenec, stolice
kojenec, stolice
dospélec, stolice
kojenec, stolice
kojenec, stolice
kojenec, stolice
kojenec, stolice

Bifidobacterium longum subsp. suis tele, vykal
Bifidobacterium longum subsp. suis tele, vykal
Bifidobacterium animalis subsp. lactis kysany mlé¢ny vyrobek
Bifidobacterium animalis subsp. animalis tele, vykal
Bifidobacterium longum tele, vykal

Tabulka 4: Pouzité kmeny laktobacili

Kmen Pivod
Lactobacillus casei ¢loveék, stolice
Lactobacillus gasseri ¢lovek, stolice
Lactobacillus gasseri ¢lovek, stolice
Lactobacillus fermentum ¢loveék, stolice
Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei kysany mlécny vyrobek
Lactobacillus ruminis skot, bachor
Lactobacillus brevis ¢loveék, stolice
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Jako nosné médium pro bakterie bylo pouzito médium se slozenim uvedenym v tabulce 5, do
kterého byly oligosacharidy piidany v 1% (w/v) mnozstvi. Dale bylo jako kontrolni pouzito
médium Wilkins-Chalgren broth obsahujici glukosu jako zdroj uhliku. Bakterie i médium byly
naockovany do mikrotitrac¢ni desticky a inkubovany v anaerostatu pii 37 °C po dobu 24 hodin
V anaerobni atmosféie s 5% obsahem CO,. Nasledné byly kultiva¢né stanoveny pocCty bakterii
na zaatku pokusu (inokulum) a po 24 hodinach. Dale byl pomoci pfistroje Reflectoquant
(Merck) zméten obsah laktatu a hodnota pH. Vysledky byly statisticky vyhodnoceny
statistickym programem Statgraphics Centurion Plus v. 5.1. za pouziti jednorozmérné analyzy
rozptylu s pomoci Duncanova testu.

Tabulka 5: SloZeni média pro oligosacharidy

MnoZstvi g/l Slozka
10 trypton
5 kvasni¢ny extrakt
1 pyruvat sodny
1 Tween 80
0,5 cystein
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5 Vysledky

5.1 Izolace oligosacharidi z kravské a kozi syrovatky

Izolace oligosacharidi byla provedena na kolon¢ gelové permeacni chromatografie a potvrzena
pomoci tenkovrstvé chromatografie (obr. 5.). Vybrané frakce s oligosacharidy byly podrobeny
Bradfordovu testu na pfitomnost proteind (obr. 6.). Detekénim limitem tohoto testu je obsah
proteinu mensi nez 1 pg/mL. Frakce spliiujici toto kritérium byly uznany jako obsahujici

vyluéné oligosacharidy, byly smiseny a nasledné zlyofilizovany.

Obr. 5.: Ukazka TLC oligosacharidi ziskanych z kravské syrovatky. Cervené oznac¢ené frakce pravdépodobné
obsahuji oligosacharidy (foto autor, 2016).

Obr. 6.: Vysledek Bradfordova testu na pfitomnost proteind. V prvnim fadku jsou umistény standardy.
Cim je modré zbarveni intenzivné&jsi, tim vyssi je obsah proteind (foto autor, 2016).

30



5.2 Kultivace stievnich bakterii na oligosacharidech

5.2.1 Bifidobakterie

V tabulce 6 jsou uvedeny kmeny testovanych bifidobakterii. Dale jsou zde uvedeny pocty
bakterii na zac¢atku pokusu a po 24 h kultivace na kravskych oligosacharidech (krava A, krava
B, krava C), neselektivnim médiu s glukosou (kontrola) a na vzorku, ktery oligosacharidy
neobsahoval viibec (bez sacharidli). Kravské bifidobakterie jsou vyznacCeny Sedou barvou,
zbyvajici jsou pavodu lidského. V tabulce 7 jsou pak stejnym zpusobem zaneseny hodnoty pro
kultivaci lidského kmene Bifidobacterium breve na kozich oligosacharidech (koza A,B).

Tabulka 6: Rist bifidobakterii na kravskych oligosacharidech

Log CFU
Kmen Oh Krava A KravaB KravaC Kon- Bez. .
trola sacharida

Bifidobacterium longum 4,52 7,10 7,31 7,11 8,59 7,08
Blfldo_bacterlum longum subsp. 5,49 4,86 5,81 5,81 772 558
infantis

Bifidobacterium longum 6,14 5,81 7,01 7,31 8,19 7,19
Bifidobacterium longum 5,84 7,27 7,41 7,40 8,52 7,01
Bifidobacterium bifidum 5,63 6,72 6,69 6,68 8,28 6,49
Bifidobacterium bifidum 5,50 6,25 6,70 6,56 7,85 6,41
Bifidobacterium breve 6,20 6,78 6,65 6,30 8,29 5,59
Bifidobacterium bifidum 5,54 6,95 6,80 6,58 7,34 5,36
Bifidobacterium longum subsp. 6.31 6,70 6,86 6.78 6.60 6.26
longum

Bifidobacterium longum 6,12 6,68 6,82 6,80 8,76 6,59
Bifidobacterium longum 6,07 6,72 6,88 6,97 9,47 6,39
Bifidobacterium breve 5,68 7,79 7,41 7,41 9,19 7,12
Blfldo_bacterlum longum subsp. 5,12 4.80 6.35 6.42 741 6.31
infantis

Bifidobacterium adolescentis 6,20 4,41 6,88 7,14 8,39 7,10
Bifidobacterium longum 6,08 6,90 7,30 7,04 9,01 6,66
Bifidobacterium breve 5,45 7,58 7,86 7,53 8,89 7,00
Bifidobacterium pseudolongum 5,89 7,21 7,35 7,21 8,85 6,82
Bifidobacterium longum 5,46 7,00 7,11 6,99 9,23 6,65
Bifidobacterium longum 5,75 7,36 8,63 8,79 9,45 8,87

Bifidobacterium animalis subsp.
animalis

Bifidobacterium animalis subsp.
lactis

Bifidobacterium longum subsp.
suis

Bifidobacterium longum subsp.
suis

5,54 6,06 6,56 6,65 7,38 6,53
6,18 4,98 7,29 7,30 9,24 7,04
4,53 7,01 7,36 6,93 8,82 7,02

448 7,35 731 715 883 710
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Tabulka 7: Riist Bifidobacterium breve na kozich oligosacharidech

Log CFU
Kmen Oh Koza A KozaB Kontrola Bez' .
sacharida
Bifidobacterium breve 557 6,53 6,91 8,76 6,38

Z4dny z kment bifidobakterii nebyl schopen vyuZivat kravské oligosacharidy jako zdroj
energie. Podle statistického vyhodnoceni v programu Statgraphics Plus v. 5. 1. se vyznamné
lisil nartst pouze v kontrolnim médiu s glukosou (P < 0,01 pro bifidobakterie lidského ptivodu;
P < 0,05 pro bifidobakterie zvifeciho ptvodu), coz je znazornéno v grafu 1. Bakterie

Bifidobacterium breve rovnéZ nebyla schopna kozi oligosacharidy vyuzivat.

12,00
10,00 .
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a 2 3 1 8
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a 3 -[ ?l_ g -[
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2 00
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Primeér lidské  m Primér zvifed

Graf 1.: Porovnani ristu lidskych a kravskych bifidobakterii na neselektivnim médiu s glukosou (kontrola),
substratu s kravskymi oligosacharidy (krava A, B, C) a bez oligosacharidt (bez sacharidi) véetné tidaji ze
statistického vyhodnoceni (a, b). Na ose Y jsou zaneseny hodnoty log CFU.

V nasledujicich tabulkach jsou piehledy naméfeného mnozstvi kyseliny mlécné produkované
bifidobakteriemi po 24 hodinach kultivace na kravskych (tabulka 8) a kozich (tabulka 9)
oligosacharidech, neselektivnim médiu s glukosou (kontrola) a na substratu bez oligosacharidi
(bez sacharidtl). Kyselina mléc¢na vznika jako vedlejsi produkt pii fermentaci oligosacharidu.
Sedé vyznadené bakterie jsou kravského ptivodu, ostatni jsou pivodu lidského.

V tabulce 10 (kravské oligosacharidy) a 11 (kozi oligosacharidy) jsou naméfené hodnoty pH

po 24 hodinach kultivace. Snizené pH znaci aktivitu bakterii. V grafech 2 a 3 jsou zaneseny

32



vysledky statistického vyhodnoceni pro produkci laktatu bakteriemi a hodnotu pH na konci
kultivace.

Tabulka 8: Produkce laktatu bifidobakteriemi na kravskych oligosacharidech

Laktat (mg/l)
Kmen Krava Krava Krava Kontrola Bez
A B C sacharidi
Bifidobacterium bifidum 58 50 3,3 600,0 13,0
Bifidobacterium bifidum 12,1 6,4 15,7 730,0 9,2
Bifidobacterium breve 5,7 8,1 4,5 2990,0 8,4
Bifidobacterium bifidum 7,5 6,9 53 2080,0 7,7
Bifidobacterium longum subsp. longum 12,4 10,5 9,5 1910,0 16,5
Bifidobacterium longum 11,4 10,0 6,5 1670,0 9,8
Bifidobacterium longum 7,2 13,1 91 1620,0 8,0
Bifidobacterium longum subsp. infantis 8,9 21,4 21,2 1460,0 15,0
Bifidobacterium adolescentis 22,8 18,3 17,0 910,0 16,2
Bifidobacterium longum 13,1 9,3 114  1730,0 8,5
Bifidobacterium breve 14,2 5,0 7,6 970,0 8,8
Bifidobacterium pseudolongum 5,0 13,9 13,8 840,0 12,6
Bifidobacterium longum 59 7,7 7,8 480,0 9,9
Bifidobacterium animalis subsp.
orimaic P 147 106 89  750,0 13,6
Bifidobacterium longum 128  326,0 417,0 1650,0 135,0
Bifidobacterium longum subsp. suis 8,9 10,9 9,9 356,0 7,5
Bifidobacterium longum subsp. suis 10,6 8,3 10,8 870,0 8,6
Bifidobacterium animalis subsp. lactis 8,3 9,0 8,1 663,0 6,5
Tabulka 9: Produkce laktatu bifidobakteriemi na kozich oligosacharidech
Laktat (mg/l)
Kmen Koza A KozaB  Kontrola Bez sacharida

Bifidobacterium breve 58,0 57,0 1280,0 66,0

33



Tabulka 10: Naméiené hodnoty pH po 24 h kultivace na kravskych oligosacharidech

Hodnota pH
Kmen Krava Krava Krava Kontrola Bez
A B C sacharidil

Bifidobacterium bifidum 6,6 6,7 6,6 5,7 6,5
Bifidobacterium bifidum 6,8 6,9 6,6 5,6 7,0
Bifidobacterium breve 6,7 6,6 6,8 6,1 7,0
Bifidobacterium bifidum 6,6 6,5 6,6 5,6 6,8
Bifidobacterium longum subsp. longum 7,0 6,6 6,5 5,2 6,4
Bifidobacterium longum 7,1 6,9 6,4 5,4 6,4
Bifidobacterium longum 6,8 6,6 6,4 51 6,3
Bifidobacterium longum subsp. infantis 6,9 6,7 6,6 5,6 7,0
Bifidobacterium adolescentis 6,6 6,8 6,4 5,0 6,5
Bifidobacterium longum 6,6 6,9 6,4 5,3 6,5
Bifidobacterium breve 6,9 6,4 6,3 5,2 6,2
Bifidobacterium pseudolongum 6,9 6,5 6,4 51 6,1
Bifidobacterium longum 6,6 6,9 6,2 5,3 6,3
Bifidobacterium animalis subsp. animalis 71 6,8 6,9 6,0 6,8
Bifidobacterium longum 6,6 7,0 7,2 5,0 7,2
Bifidobacterium longum subsp. suis 6,9 71 6,6 55 6,7
Bifidobacterium longum subsp. suis 6,7 6,6 6,4 5,3 6,5
Bifidobacterium animalis subsp. lactis 6,4 6,2 6,2 4,9 6,4

Tabulka 11: Naméiené hodnoty pH po kultivaci na kozich oligosacharidech

Hodnota pH
Kmen Bez
Koza A Koza B Kontrola o
sacharidu
Bifidobacterium breve 7,0 6,9 50 6,5
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Graf 2.: Produkce kyseliny mlé¢né bifidobakteriemi na kravskych oligosacharidech (krava A, B, C), kontrolnim
médiu s glukosou (kontrola) a substratu bez sacharidii. Déle jsou zde zanesené udaje ze statistického
vyhodnoceni (a, b). Na ose Y je obsah kyseliny mlé¢né v g/l.
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Graf 3.: Hodnota pH na konci kultivace bifidobakterii na kravskych oligosacharidech (krava A, B, C),

kontrolnim médiu s glukosou (kontrola) a substratu bez sacharidti véetné hodnot ze statistického vyhodnoceni (a,
b, bc, ¢). Na ose Y jsou zaneseny hodnoty pH.
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Z4dny z bakterialnich kment nesnizoval v médiu s oligosacharidy pH ani neprodukoval vysoké
mnozstvi kyseliny mlécné, coz potvrzuje, ze tyto bakterie nebyly schopné kravské, ani kozi
oligosacharidy vyuzivat, coz bylo také potvrzeno statistickym vyhodnocenim, které prokazalo,
ze jak bifidobakterie lidského, tak bifidobakterie zvifeciho pH v médiu s oligosacharidy

nesnizovaly (P < 0,01), tedy Ze oligosacharidy nerozkladaly.

5.2.2 Laktobacily

V tabulce 12 jsou uvedeny kmeny testovanych laktobacild. Dale jsou zde uvedeny pocty
bakterii pfi 0 h a po 24 h kultivace na kravskych oligosacharidech (krava A, krava B, krava C),
neselektivnim médiu s glukosou (kontrola) a na vzorku, ktery oligosacharidy neobsahoval
vilbec (bez sacharidil). Sedé jsou opét oznadeny laktobacily kravského ptivodu, ostatni
laktobacily jsou ptivodu lidského.

Tabulka 12: Riist laktobacili na kravskych oligosacharidech

Log CFU
Kmen oh Krava Krava Krava Kontrola Bez
A B C sacharidu

Lactobacillus casei 6,29 7,81 8,24 8,20 8,89 8,97
Lactobacillus gasseri 6,23 7,72 787 7,90 8,89 7,72
Lactobacillus gasseri 6,65 792 8,02 814 8,18 7,77
Lactobacillus fermentum 6,90 736 7,63 7,76 8,78 7,53
Lactobacillus brevis 6,20 8,04 814 8,19 8,23 7,76
Lactobac_lllus paracasei subsp. 4,97 762 818 825 8.96 8.18
paracasei
Lactobacillus ruminis 5,92 518 6,34 6,55 7,90 5,98

Ani kmeny laktobacilti nebyly schopné rust na kravskych oligosacharidech. Ze statistického
vyhodnoceni provedeného u lidskych laktobacilt vyplyva, ze odlisné hodnoty byly naméfeny
pouze u kontrolniho média s glukosou (P < 0,05; graf 4). Pro statistické vyhodnoceni ristu

kravskych laktobacilli nebyl nasbiran dostatecny pocet dat.
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Graf 4.: Porovnani ristu laktobacill lidského a zviteciho ptivodu na kravskych oligosacharidech (krava A, B, C),
médiu bez oligosacharidt (bez sacharidit) a neselektivnim médiu s glukosou (kontrola). Dale jsou v grafu
zaneseny vysledky statistického Setfeni pro lidské laktobacily (a, b). Na ose Y jsou zaneseny hodnoty log CFU

V tabulce 13 je ptehled naméfeného obsahu kyseliny mlééné produkované laktobacily po 24
hodinach kultivace na kravskych oligosacharidech. Z tabulky je zfejmé, ze bakterie
neprodukovaly vysoké mnozstvi laktatu Vv porovnani s kontrolnim médiem, coz znaci, ze
nebyly schopné kravské oligosacharidy vyuzivat s pfihlédnutim na skutecnost, ze mnozstvi
laktatu bylo statisticky srovnatelné i v médiu bez sacharidi (graf 5). V tabulce 14 jsou pak
zaneseny hodnoty pH naméfené po 24 hodinach kultivace na kravskych oligosacharidech.
Vysoké hodnoty pH potvrzuji, Ze laktobacily nebyly schopné pH snizovat, tedy vyuzivat
kravské oligosacharidy jako zdroj energie. Statistické vyhodnoceni pH na konci kultivace je

znazornéno v grafu 6.
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Tabulka 13: Produkce laktatu laktobacily na kravskych oligosacharidech

Laktat (mg/l)
Kmen Krz\va Kr;va Kréva Kontrola Bez sacharidu

Lactobacillus brevis 600,0 4920 570,0 2960,0 4920
Lactobacillus casei 518,0 446,0 393,0 600,0 391,0
Lactobacillus gasseri 3740 3810 317,0 28700 303,0
Lactobacillus gasseri 449,0 422,0 3970 3760,0 419,0
Lactobacillus fermentum 258,0 307,0 293,0 1250,0 2450
Lactobac_lllus paracasei subsp. 3440 4250 3540 4640,0 4430
paracasei

Lactobacillus ruminis 21,2 19,7 27,9  2540,0 18,7

Tabulka 14: Naméiené hodnoty pH po 24 h kultivace na kravskych oligosacharidech

Hodnota pH
Kmen Krava Krava Krava Kontrola Bez
A B C sacharida
Lactobacillus brevis 7,2 7,2 7,2 6,6 71
Lactobacillus casei 6,9 6,6 6,5 6,1 7,2
Lactobacillus gasseri 6,5 6,3 6,3 4,8 6,5
Lactobacillus gasseri 6,5 6,3 6,6 4,9 6,7
Lactobacillus fermentum 7,2 7,2 7,2 6,6 7,2
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 6,5 6,7 6,4 51 6,3
Lactobacillus ruminis 6,9 7,0 7,0 47 6,9
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Graf 5.: Produkce kyseliny mlééné laktobacily na kravskych oligosacharidech (krava A, B, C), substratu bez
oligosacharidii (bez sacharidi) a kontrolnim médiu s glukosou (kontrola). Dale jsou v grafu zaneseny vysledky
statistického vyhodnoceni pro produkci laktatu lidskymi laktobacily (a, b). Na 0se Y je obsah kyseliny mlécné

v g/l.
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Graf 6.: Hodnota pH na konci kultivace laktobacild na kravskych oligosacharidech (krava A, B, C), kontrolnim
médiu s glukosou (kontrola) a substratu bez sacharidi véetné vysledku statistického vyhodnoceni pH pro lidské
laktobacily (a, ab, b). Na ose Y jsou zaneseny hodnoty pH.

Statistickd vyhodnoceni pro hodnoty pH a laktat znovu prokazaly, Ze se vyznamné liSi pouze
hodnoty pro rist lidskych laktobacilti na neselektivnim médiu s glukosou (P < 0,01). Statistické

Setfeni pro laktobacily koziho ptivodu nebylo provedeno z divodu nedostateéného poctu dat.
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6 Diskuse

6.1 Izolace oligosacharidi ze syrovatky

Oligosacharidy byly, a¢ v malém mnozstvi, Gspé$né vyizolovany z kravské a kozi syrovatky.
Z Bradfordova testu na proteiny (Bradford, 1976) je ziejmé, Ze téméf vSechny frakce byly
proteinii zbaveny pomérné dobfe. Frakci obsahujicich oligosacharidy bylo vSak v porovnani
s matefskym mlékem velmi malo, coz koresponduje s poznatky odborné literatury (Oliveira et
al., 2015; Zivkovic et Barile, 2011), ze obsah oligosacharidi v kravském i kozim mléce je

vyrazn¢ nizsi nez v mléce mateiském.

6.2 Kultivace stievnich bakterii na oligosacharidech

6.2.1 Bifidobakterie

Pouzité kmeny bifidobakterii lidského i kravského piivodu neprokazaly rustovou aktivitu na
oligosacharidech kravského mléka. Hodnoty log CFU pro rist na kravskych oligosacharidech
jsou témeét totozné s hodnotami pro rdst bakterii na substratu, ktery neobsahoval zadné
sacharidy, coz potvrzuje neschopnost bifidobakterii kravské oligosacharidy vyuzivat jako zdroj
energie. Navic bakterie takika neprodukovaly ani kyselinu mlécnou a nedochazelo ani
k poklesu pH, ktery by byl pravé disledkem tvorby laktatu. Kmen Bifidobacterium longum
subsp. suis kravského ptvodu narostl primérné o vice nez 3 log CFU, tedy na 7,1 log CFU.
Podobna hodnota vSak byla naméfena i pro rist na substratu bez oligosacharidii, coz naznacuje,
ze dany kmen oligosacharidy nevyuzival. Velmi podobné je tomu i u ostatnich kment
kravskych bifidobakterii Bifidobacterium animalis subsp. lactis, Bifidobacterium animalis
subsp. animalis a Bifidobacterium longum, které sice za 24 hodin mirn¢ zvysily své pocty, ale
hodnoty riistu na samotném médiu bez sacharidii jsou dokonce vyssi nez pro prumérny rast na
kravskych oligosacharidech.

Bifidobacterium longum lidského pivodu narostl z po¢atecnich 5,7 log CFU na 7 log CFU,
nicméné¢ hodnota pro rust na substratu, ve kterém oligosacharidy nejsou, 6,8 log CFU znaci, ze
ani tento kmen nebyl schopen kravské oligosacharidy utilizovat. Bifidobacterium longum
subsp. infantis nezvysil své pocty vibec. Kmen Bifidobacterium bifidum lidského ptivodu své
pocty za 24 hodin navysil o ptiblizné 1 log CFU, ale podle namétenych hodnot riistu na médiu
bez oligosacharida taktéZ nebyl schopen oligosacharidy kravského ptivodu vyuzivat. Ristova
aktivita na médiu s oligosacharidy nebyla zaznamenana ani u kmenu Bifidobacterium

adolescentis a Bifidobacterium breve, jelikoz jejich pocty jsou v médiu s oligosacharidy i bez
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nich téméf stejné. U bakterialniho kmene Bifidobacterium pseudolongum je Sice primérna
hodnota pro rist na substratu s oligosacharidy o 0,5 log CFU vyssi, nez pro rast na médiu bez
oligosacharidi, nicmén¢ Statistickd nevyznamnost, vysoké pH a nizké mnozstvi naméteného
laktatu naznacuji, ze tento kmen taktéz kravské oligosacharidy nevyuzival.

Ani kozi oligosacharidy nebyly vyuzity bakterii Bifidobacterium breve, ktera je lidského
puvodu, jelikoz hodnoty log CFU pro rist na kozich oligosacharidech a médiu bez
oligosacharidi jsou témér stejné. Bifidobacterium breve ani neprodukovala velké mnozstvi
laktatu a nesnizovala hodnotu pH. Nicméné potiebujeme ziskat vice vysledki z kultivaci na

oligosacharidech koziho mléka, abychom komplexné ovéfili jejich pfipadny prebioticky efekt.

6.2.2 Laktobacily

Ani laktobacily nebyly schopné vyuzivat kravské oligosacharidy jakozto zdroj uhliku.
Lactobaccillus ruminis kravského pivodu nikterak nezvysil hodnotu log CFU po 24 hodinach
na kravskych oligosacharidech a Lactobacillus paracasei subsp. paracasei sice narostl
Vv pruméru o 3 tady, ale mezi log CFU na kravskych oligosacharidech a na médiu bez
oligosacharidd neni Zadny znatelny rozdil.

U lidskych kment Lactobacillus gasseri a Lactobacillus fermentum je, stejné jako u laktobacild
zviteciho puvodu, primérna hodnota log CFU pro rist na substratu bez oligosacharidi a
substratu s kravskymi oligosacharidy téméf stejna. Lactobacillus brevis sice vyrostl na
kravskych oligosacharidech o n¢kolik desetin log CFU vice nez na médiu, které oligosacharidy
neobsahovalo, ale naméfené pH 7,2 a nepfili§ vysoky obsah kyseliny mlééné napovidaji, ze
tento kmen taktéz nebyl schopny vyuzivat oligosacharidy kravského mléka. Poslednim
testovanym bakterialnim kmenem byl Lactobacillus casei, ktery rovnéz nebyl schopny kravské
oligosacharidy utilizovat.

Skutec¢nost, Ze z&dny kmen bifidobakterii ani laktobacili nebyl schopny utilizovat
oligosacharidy, je v souladu s vyzkumem, ktery provedl Gyorgy (1953) a zjistil, Ze takzvany
,bifidus faktor®, ktery slouzi jako substrat pro probiotické bakterie, se v mléce piezvykavci
nachazi velmi ziidka ¢i vibec. Dal§im aspektem ovliviiujicim vyuZivani oligosacharidl
bifidobakteriemi a laktobacily miize byt samotna struktura oligosacharidu, K jejimuz roz§tépeni
je potieba velmi specifickych metabolickych drah a ktera se v matefském a kravském mléce
vyrazné 1isi (Albrecht et al., 2014; Gronberg et al., 1992;). Sialované oligosacharidy v kravském
mléce napiiklad obsahuji galaktosyllaktosu, ktera se v matefském mléce nevyskytuje (McGuire
et al., 2017). Je tedy pravdépodobné, Ze stievni bakterie tyto kravské oligosacharidy vyuzivat

neumi. Vzhledem k tomu, Ze bakterie zvifeciho, ani lidského plvodu nevyuZzivaly
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oligosacharidy kravského mléka by se dalo ptfedpokladat, Zze tyto oligosacharidy nemaji

prebioticky Gc¢inek a tudiz nelze doporucit jejich ptidavani do kojeneckych vyziv.
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[ Zavér

Oligosacharidy byly vyizolovany z kravské i1 kozi syrovatky na kolon¢ gelové permeacni
chromatografie.

Po kultivaci bylo zjisténo, ze bifidobakteie ani laktobacily jak lidského, tak kravského ptivodu
nebyly schopné vyuzivat oligosacharidy kravského mléka jako zdroj uhliku.

Pfedem stanovend hypotéza byla zcasti potvrzena, jelikoz zvifeci oligosacharidy
nepodporovaly rust stejnych bakterii jako oligosacharidy matefského mléka. Zaroven ale
nebyla nalezena zadna bakterie, ktera by byla schopna kravské oligosacharidy utilizovat.

Ze ziskanych vysledka usuzuji, ze oligosacharidy kravského mléka nemaji prebioticky tcinek
ani pro lidské, ani pro kravské sttevni bakterie a jejich funkce tak musi byt podrobena dalSimu

vyzkumu.
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