Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji

Katedra mikrobiologie, vyZivy a dietetiky

CESKA ,
ZEMEDELSKA
UNIVERZITA V PRAZE

Rust stievnich bakterii na oligosacharidech z lupiny

Diplomova prace

Bc. Tereza Kodesova

VyZiva a potraviny

Vedouci prace: prof. Ing. Eva Vlkova, Ph.D.
Konzultant prace: Ing. Roman Svejstil

© 2019 CZU v Praze






r

Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze svou diplomovou praci "Rist stfevnich bakterii na oligosacharidech z
lupiny™ jsem vypracovala samostatné pod vedenim vedouciho diplomové prace a s pouzitim
odborné literatury a dalSich informacnich zdroju, které jsou citovany v praci a uvedeny v
seznamu literatury na konci prace. Jako autorka uvedené diplomové prace dale prohlasuji, ze

jsem v souvislosti s jejim vytvofenim neporusil autorska prava tretich osob.

V Praze dne 10. dubna 2019




Podékovani

Rada bych touto cestou podékovala prof. Ing. Evé Vlkové, Ph.D. za peclivé a trpélivé
vedeni mé diplomové prace, a Ing. Romanovi Svejstilovi za pomoc vV laboratoii a pfi

vyhodnocovani vysledk.



Rust stirevnich bakterii na oligosacharidech z lupiny

Souhrn

Diky nov¢ vyslechténym ,,sladkym® odriiddm lupiny, které neobsahuji tolik antinutri¢nich
latek jako bézné odridy, ale zaroven obsahuji vysoké procento bilkovin, se v soucasné dob¢
lupina zac¢ina péstovat a vyuzivat k vyzivé hospodarskych zvitat a lidi. Vzhledem k vysokému
obsahu oligosacharidii rafinosové fady (RSO) by mohla lupina slouzit jako vhodny zdroj
prebiotik. Hypotézou byl tedy piedpoklad, Zze semena lupiny obsahuji RSO, které budou
podporovat rist probiotickych bakterii. Cilem prace proto bylo stanoveni oligosacharida
rafindozové fady v lupiné atestovani rastu stievnich bakterii v pfitomnosti téchto
oligosacharidi. V prvni fazy bylo stanovovdno mnoZstvi RSO ve vybranych plodinach pomoci
biochemického testu od Megazyme®. Ve druhé probihala extrakce a izolace RSO ze ti odrid
lupiny bilé (Amiga, Dieta a Zulika). Ve tieti fazy byly na vyizolovanych RSO z lupin testovan
rast Cistych kultur bifidobakterii. Ve ¢tvrté fazy byl provadén krmny pokus na nosnicich, kdy
bylo sledovano ovlivnéni mikrobioty slepych stiev. Pokusna zvitata byla rozdélena do 5 skupin
a krmena riznymi krmnymi smésmi, kdy byl nahrazovan s6jovy extrahovany Srot v rizném
poméru a ruzné podob¢ Srotem z lupiny. Nasledné¢ byly pomoci plotnové metody zjisStovany
rozdily ve sloZeni mikrobioty ve slepych stfevech nosnic. Stanovovany byly celkové pocty
anaerobnich bakterii, bifidobakterie, laktobacily, enterokoky a Eschericha coli. Vysledky
ukazaly, Ze lupina RSO opravdu obsahuje, a to v nejvétsim mnozstvi (8,26 + 0,14 g RSO/100
g lupinové mouky) v porovnanim s ostatnimi testovanymi plodinami (s6ja: 6,96 = 0,21 g
RSO/100 g §rotu, fepka: 7,79 + 0,14 g RSO/100 g Srotu, sluneénice: 1,73 + 0,26 g RSO/100 g
Srotu). RSO se podafilo z odrtid lupin vyizolovat v dostatecném mnoZstvi pro provedeni pokusu
s Cistymi kulturami bifidobakterii, kdy bylo zjiSténo, ze RSO z lupiny stimuluji rist nékterych
kment bifidobakterii (hlavné B. longum ATCC15707). U krmného pokusu s nosnicemi nebyl
prokazan statisticky vyznamny rozdil (P <0,05) ve slozeni stfevni mikrobioty v zavislosti na
krmné davce. Nedoslo tedy k pozitivnimu, ale ani negativnimu ovlivnéni slozeni stfevni
mikrobioty. Jelikoz pokusné krmné smési mély stejny prebioticky efekt jako komeréni krmna
smés N1 a zaroven byl u pokusu s ¢istymi kulturami bifidobakterii potvrzen bifidogenni ucinek,
Ize zavérem fici, ze soju vV krmnych smésich mtizeme nahradit lupinou. Lupina by také mohla

slouzit jako vhodny zdroj prebiotik pro clovéka.

Klicova slova: Lupina; prebiotika; oligosacharidy rafindzové fady; bifidobakterie; vyziva



Growth of intestinal bacteria on lupine oligosaccharides

Summary

Lupina become more popular now days, because there are new sweet varieties of lupin,
which haven’t such high level of antinutrients and have similar content of protein compared to
traditional variets. Thanks to high content of soybean oligosaccharides (SOS), can lupine be
used as a source of prebiotics. The hypothesis was that lupine seeds contain SOS with prebiotic
efect. The aim of the study was to evaluate the presence of SOS in lupine and testing the growth
of intestinal bacteria on these oligosaccharides. First, SOS were determined in selected crops
using enzymatic test Megazyme®. SOS were extracted and isolated from three varieties of white
lupin (Amiga, Dieta and Zulika). The growth of pure bifidobacterial strains was testing on SOS.
Finaly, hens were fed with lupin and the composition of the caecal microbiota was evaluated
by culturing. Animals were separated into 5 groups and fed with differents feed mixtures. In
mixtures soybean extracted was replaced with different amount and different form of a lupine
scrap. Total anaerobic bacteria, bifidobacteria, lactobacilli, enterococci and Escherichia coli
were enumerated by selective agars. It demonstrated that lupin contains SOS in higher level
(8,26 £ 0,14 g RSO/100 g lupin seeds) than other testing crops (soy: 6,96 + 0,21 g RSO/100 g
scrap, rape seeds: 1,79 £ 0,14 g RSO/100 g scrap, sunflower seeds: 1,73 + 0,26 g RSO/100 ¢
scrap). SOS from lupin were isolated in sufficient amount for further experiment with pure
bifidobacteria. SOS from lupine stimulated the growth of some bifidobacteria (mainly B.
longum ATCC15707). There were no significant differences (P <0.05) in the composition of
the intestinal microbiota depending on the feed mixtures in the hens feeding experiment. No
negative impact was observed in the composition of the intestinal microbiota after the
consumption of lupin. Lupin had the same prebiotic effect as soya. The bifidogenic effect was
also confirmed in the experiment with pure bifidobacteria cultures. We can conclude, that soy
in feed mixtures for hens could be replased with lupin. Lupin can be also used as good source

of prebiotics for human.

Keywords: lupin, prebiotic, soybean oligosaccharides, bifidobacteria, nutrition
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1 Uvod

Zdravi a dobra fyzicka kondice je v dnesni dob€ velmi diskutovanym tématem. Obzvlasté
dnes, kdy lidstvo ve vyspélych statech trpi cetnymi civilizaénimi nemocemi jako je obezita,
vysokd hladina cholesterolu, vysoky krevni tlak, cukrovka, zacpa nebo karcinom tlustého
stteva. Ke zdravé a vitalni kondici Clovéka a obecné zivoCichi neodmyslitelné patii zdravy
zazivaci trakt, ktery umoziluje pfijimat potiebné ziviny a vylucovat z téla skodlivé latky.

Vétsina lidi vi o podstaté probiotik jako takovych, ale uz méné lidi je obeznameno
s dulezitosti prebiotik, ktera probiotika vyzivuji a napomahaji tak k udrzeni rovnovahy strevni
mikrobioty.

Zdrojem prebiotik jsou rizné oligosacharidy a neSkrobné polysacharidy, které mizeme
nalézt napt. v kofenech ¢ekanky (inulin), semenech hrachu, sdji nebo lupiny. Problém u hrachu
¢1 s0ji je vysoké procento antinutri¢nich latek, které se v dneSnich odridach lupiny vyskytuji v
mensi mife nebo se nevyskytuji vibec. Lupina by tudiZz mohla byt vhodngj§im zdrojem

prebiotik.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Pro Gpravu rovnovahy intestinalni mikrobioty a podporu rozvoje bifidobakterii
Vv travicim traktu je doporu¢ovana konzumace prebiotik. Jako prebiotika jsou casto pouzivany
oligosacharidy. Bylo prokazano, ze vyrazny bifidogenni efekt maji oligosacharidy rafin6zové
fady, které jsou obsazeny zejména v lusténindch. Predpoklddame, ze lupina obsahuje
oligosacharidy rafindzové fady (RSO), které budou podporovat rist probiotickych bakterii.

Cile prace: Cilem diplomové prace bylo stanoveni oligosacharidii rafindzové fady v luping,
izolace RSO atestovani rastu stievnich bakterii v pfitomnosti téchto oligosacharida
v podminach in vitro. Dal§im cilem bylo zhodnotit vlivu ndhrady so6ji v krmné davce lupinou

na slozeni mikrobioty slepych stfev nosnic.
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3 Literarni reSerse

3.1 Travici trakt

Tréavici trakt zajiStuje pfijem a zpracovani potravy tak, aby mohla byt co nejlépe a
nejefektivnéji vyuzivana. Proto je dulezité, aby byl travici trakt zdravy a spravné fungoval.
Kazdy organismus ma stavbu a fyziologii traviciho traktu odliSnou. Divodem jsou odlisné

stravovaci navyky a zpusob Zivota organismu (Solai 2010).

3.1.1 Travici trakt ¢lovéka

Travici trakt ¢loveka (Obr. 1.) za¢ina dutinou ustni (cavitas oris), pokracuje jicnem
(oesophygus), zaludkem (gaster), tenkym stfevem (intestinum tenue), tlustym stfevem
(intestinum crassum) a kon¢i koneénikem (rectum intestinum). Vsechny tyto casti slouzi
K traveni, vstfebavani zivin a vyluCovani nestravenych zbytkl. Soucasti traviciho traktu jsou i
slinné zlazy (glandula salivaria), jatra (hepar), zlu¢nik (venisa fallea) a slinivka bfi$ni
(pankreas), které vytvareji enzymy a zlu¢ové kyseliny napomahajici k traveni potravy (Marieb
& Mallat 2005).
chuti a smichani potravy se slinami, které vylucuji slinné Zlazy. Diky pfitomnosti traviciho
enzymu a-amylaze ve slinach (ptyalin) slouzi sliny kK primarnimu §tépeni sacharidd a zaroven
se diky mucinu jidlo obali a sousto se tak stava kompaktné&jsi. Sousto se poté dostava pies hltan
(fauces), hrtan (pharynx) a jicen do zaludku. V Zaludku se sousto smicha s Zalude¢nim §t'avami
obsahujicimi kyselinu chlorovodikovou a pepsin, ktery slouzi k traveni bilkovin. Tradvenina
dale putuje do tenkého stieva, které se rozd€luje na 3 ¢asti: dvanactnik (duodenum), la¢nik
(jejunum), kycelnik (ileum). Ve dvanactniku se travenina misi s enzymy slinivky bfi$ni a zlu¢i.
Slinivka bfis$ni tvofi travici enzymy trypsin, chymotrypsin, lipazy a a-amylazu, které slouzi
k traveni bilkovin, tuktl a sacharidi. Jatra vytvaii Zlug, ktera se hromadi ve Zluéniku. Zlug slouzi
k rozdéleni kapek tuku na malé kapénky, aby byl tuk 1épe dostupny pro lipazy. Kycelnik tsti
do tlustého stieva. Tlusté stfevo je déleno na 5 cCasti: slepé stfevo (intestinum caecum),
vzestupny (colon ascencens), piicny (colon transversum), sestupny tra¢nik (colon descendens)
a esovita klicka (colon sigmoideum). Tlusté stfevo slouzi na rozdil od stfeva tenkého, které
vstfebava ziviny, hlavné ke vstiebani prebytecné vody ve stolici zpét do téla. Pres sténu tlustého
stteva se dokazi vstfebat i mineralni latky a nckteré metabolity vzniklé ¢innosti stfevni

mikrobioty. V tlustém stievé také dochazi vlivem stfevni mikrobioty ke $tépeni nékterych
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nestravenych zbytkli napf. rozpustné vlakniny. Tlusté stfevo je u clovéka misto

s nejintenzivnéjsi mikrobidlni ¢innosti (Marieb & Mallat 2005; Solat 2010).

Obrazek 1: Travici soustava ¢loveka: 1 tUsta, 2 jicen, 3 jatra, 4 zlucnik, 5 zaludek, 6
slinivka bfisni, 7 tenké stievo, 8 tlusté stfevo, 9 konecnik (http://www.materialy-do-

skoly.cz/maturitni-otazky/biologie/travici-soustava-cloveka/)

3.1.2 Travici trakt slepic

Stavba traviciho traktu slepic (Obr. 2) se velmi podoba travicimu traktu ¢lovéka, ale
nalezneme zde nékolik odliSnosti. Travici trakt slepic na rozdil od ¢lovéka zacind zobakem
(rostrum), ktery slouzi pouze k pfijmu potravy. Jazyk dribeze obsahuje pouze maly pocet
chutovych poharki, tudiz si potravu vybiraji pouze podle vzhledu (velikost, tvar, tvrdost a
barva krmiva). Slepici trakt se od lidského traviciho traktu také 1isi tim, Ze navic obsahuje vole,
vychlipeninu jicnu, které slouzi k uchovani a zvlh¢eni piijaté potravy, kde se potrava misi se
slinami a ¢astecné se travi. Ve voleti slepic dochézi také k mikrobidlnimu Stépeni Zivin vlivem
bakterii, pfedevsim laktobacilt a bifidobakterii, které se zde nachazeji (Smith 1965). Zaludek
se rozdéluje na dve casti. Ve zlaznatém zaludku (proventriculus, pars glandularis) se potrava
michd s travicimi enzymy (pepsinem) a kyselinou chlorovodikovou, a ve svalnaté casti
(ventriculus, pars muscularis) se potrava mélni. Svalnaty zaludek tak zastava funkci zubd.
K lepsimu rozmélnéni potravy je proto nutné, aby slepice polykaly drobné kaménky ve forme
gritu, které pomahaji potravu rozmélnit. Travici trakt dale pokracuje stfevem tenkym. Vyvody

slinivky bfiSni a Zlu¢niku se na rozdil od savcii, u kterych vyvody usti témét na zacatku
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dvanactniku, napojuji az ve vzdalengjsi ¢asti tenkého stfeva. Tlusté stfevo je v porovnani
s tlustym stfevem Cloveéka kratsi a obsahuje klky, diky kterym je schopné vstiebavat ziviny.
Vstiebavani zivin je zde ovSem polovi¢ni nez u stieva tenkého. Slepice ma také navic dvé
dlouha slepa stfeva, které jsou obsazena specifickou mikrobiotou. Zde probihd mikrobialni
traveni napt. vldkniny, pfi kterém vznikaji t€kavé mastné kyseliny (kyseliny octové, maselna,
propionova a nékteré vitaminy). Travici trakt kon¢i kloakou (cloaka), coz je spoleény vyvod

travici, vylucovaci a pohlavni soustavy (Estermann 2013; Zelenka 2015).

Obrazek 2: Travici soustava slepic: 1 jicen, 2 vole, 3 Zlaznaty zaludek, 4 svalnaty

zaludek, 5 tenké stievo, 8 kloaka, 9 jatra, 10 slinivka bfisni (Estermann 2013).

3.2 Mikrobiota traviciho traktu

Mikrobiota je pro travici trakt velmi dulezita. Slouzi jako bariera proti patogentim,
obsazuje potencialni vazebna mista na stfevni vystelce, a tim zabrafniuje k uchyceni nezadoucich
bakterii. Zaroven fermentuje zbytky nestravené potravy a vytvari tak latky dilezité pro
organismus, které plsobi na prokrveni stfevni mukoézy, stimuluje imunitni stfevni systém,
redukuje pruchod bakterii z traviciho traktu do téla a produkuje vitaminy (Zbofil et al. 2005).

Z mikrobiologického hlediska je tlusté stievo obecné nejosidlengjsi ¢ast traviciho traktu
(Macfarlane & Cummings 1991), viz Tabulka 1. Mikrobiota v tlustém stievé je velmi rozmanita
a muzeme zde nalézt vice nez 1000 druhti mikroorganismu. Skladba se méni dle stravovacich
navyku hostitele. Jeji sloZeni je tudiz hostitelsky specifické a méni se béhem zivota jedince

(Ventura et al. 2009).
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Tabulka 1: Priblizné pocty bakterii (log KTJ*/g) v riznych ¢astech traviciho traktu riznych
zivocisnych druht (Hill 1995; Torok et al. 2011; Zelenka 2015).

' Clovék Potkan Prase Mys Krilik  DriibeZ
Ustni dutina 7-8 7-8 7-8 7-8 7-8 -
Zaludek <3 7 6-7 7 4 -
Laénik <3 7 8 7 4 9
Kycelnik 5 8 10 8 8 -
Tlusté stievo 11 11 11 11 11 11

* KTJ = kolonie tvofici jednotky

Bakterie vyskytujici se ve stievech se rozdéluji na patogenni, podminéné patogenni a

zdravi prospésné bakterie (Obr. 3) (Gibson & Roberfroid 1995).

Skodlivé/patogenni bakterie Zdravi prospésné bakterie

2

Patogenni bakterie
produkujici toxiny Staphylococci
Clostridia
4
Veilloneliae

Inhibice rastu
exogennich a
Skodlivych bakterii

Produkce karcinogent
Stimulace funkce

Bakterie zplsobujici £} Lactobacilli ,:’,' imunitniho systému
stfevni zahnivani . N/ /
""" S - -------"//\)  Pomoc pFi traveni Zivin
Eubacteria /) 2 ‘.'Sﬁe,bé,v é"i,
/ mineralnich latek
Bifidobacteria o Syntéza vitamint

1

pocet bakterii
log 10/g stolice

Obrazek 3: Prehled skodlivych/patogennich bakterii a zdravi prospéSnych bakterit,
jejich poctu v tavicim traktu ¢lovéka a zdravotnich ucinkt jednotlivych roda bakterii

(upraveno podle: Gibson & Roberfroid 1995).

3.2.1 Strfevni mikrobiota ¢lovéka

V dnesni dobé je mikrobiota pokladana za samostatny ,,organ®, ktery je soucasti téla

zivodichli a ovlivituje dokonce i chovani jedince. Lidské télo obsahuje cca 10% bunégk a 10*
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mikroorganismi. Celkova hmotnost téchto organismua je pfiblizné 1,4 kg. SloZeni stievni
mikrobioty zdravého ¢loveka je velmi specifické (Blaser 2015).

mikroorganismy a ze ke kolonizaci dochazi az v momenté porodu, kdy jsou mikroorganismy
z matky pfeneseny na novorozené (Solai 2010). Posledni studie vSak ukazuji, ze travici trakt
plodu maze byt kolonizovan uz v déloze prostfednictvim plodové vody a placenty, které
obsahuji bakterie z kmene Proteobacteria (Collado et al. 2016; Perez-Munoz et al. 2017).
K masivni kolonizaci traviciho traktu dochdzi béhem porodu. Slozeni stievni mikrobioty pak
zavisi zejména na zpusobu porodu. Déti porozené vaginalné mivaji slozeni stfevni mikrobioty
jednodussi a dominuji bifidobakterie, u déti rozenych cisatskym fezem je mikrobiota mnohem
pestiejsi. O dal$im sloZeni rozhoduje zptsob vyzivy. Diky velké konzumaci matetského mléka,
které obsahuje vysoké mnozstvi specifickych oligosacharidii, maji kojenci ve stfevech jako
dominantni skupinu bifidobakterie, které jsou témito oligosacharidy podporovany
(Woodsmansey 2007). Nékteré studie také uvadi, ze mateiské mléko samotné obsahuje bakterie
mlé¢ného kvaseni hlavné Lactobacillus gasseri a Enterococcus faecium. Otazkou je, zdali tyto
bakterie nemaji endogenni piivod a do mléka se nedostdvani jako kontaminanty z okoli kiize
prsu (Martin et al. 2003; Collado et al. 2016). Pokud nejsou déti kojeny a jsou vyzivovany
mlécnymi nahradami, slozeni stfevni mikrobioty je oproti plné¢ kojenym détem daleko
rozmanit&j$i. Kolem druhého roku zivota se za¢ina slozeni mikrobioty podobat mikrobioté
dospélého jedince (Frithauf 2011). Dospéli maji na rozdil od kojencii vice bakterii patticich do
kment Bacteriodetes, Firmicutes a Proteobacteria (Ventura et al. 2009). SloZeni stfevni
mikrobioty se béhem zivota ¢lovéka méni. Diverzita mikrobioty se za¢ina v seniorském véku
¢lovéka zmenSovat (Woodsmansey 2007). Seniofi maji v travicim traktu méné bakterii pattici
do kmene Bacteriodetes a Proteobacteria, a vice bakterii Firmicutes (Obr. 4) (Ottman et al.
2012).
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Obrazek 4: Zména slozeni sttevni mikrobioty u ¢lovéka béhem zivota (upraveno podle:

Ottman et al. 2012).

SloZeni mikrobioty je také zavislé na stravovani jedince. Do lidského tlustého stfeva se
denné dostane cca 20 az 60 g sacharidii ve formé vlakniny nebo poly a oligosacharida, 5 az 20
g proteinti (Macfarlane & Cummings 1991) a 3,5 g tuku (Priebe et al. 2002). Jelikoz je
sacharolytické Stépeni pro bakterie energeticky vyhodnéjsi, jsou v prvni ¢asti tlustého stieva
nejprve Stépeny nestravené sacharidy (Van Loo 2004). V dal§i casti prevazuji spiSe
proteolytické bakterie (Macfarlane & Cummings 1991). Pii §tépeni sacharidi, vznikaji mastné
kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA), jako jsou napf. kyselina octova, maselna ¢i propionova,
coz vede ke sniZzeni pH v tlustém stfevu a ke zlepSeni absorpce mineralnich latek (Geigerova et
al. 2014).

Slozeni lidské a dribezi mikrobioty se diky odlisné stavbé travicimu traktu, ale i

rozdilnym stravovacim navykm, 1isi.

3.2.2 Strevni mikrobiota slepic

Pocet bakterii mikrobioty u slepic v travicim traktu piesahuje téZ desetindsobek poctu
bunck v téle. Mikrobidlni osidleni stfev nastdva po vylihnuti jedince. Prvni den po vylihnuti

pocet mikroorganismil v laéniku kutat &ita 108 a ve slepych stievech 10 bakterii v 1 g
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traveniny. Pocet mikroorganismu v travicim traktu kufat se béhem prvnich dni Zivota zvysuje.
Uz po tiech dnech dosahuje podet bakterii v la¢niku 10° a slepych stievech piesahuje hodnotu
10! bakterii na 1 g traveniny. Mikrobiota se také béhem Zivota dribeze méni. V la¢niku se
slozeni mikrobioty ustaluje béhem prvnich 14 dnt a ve slepych stfevech po 30 dnech Zivota
(Zelenka 2015).

Kurata maji na rozdil od déti v travicim traktu vice laktobacilti. Dominantnimi druhy
bakterii u dospélych slepic jsou kmeny rodu Clostridium, Ruminococcus, Lactobacillus a
Bacteroides (Torok et al. 2011). Nejvice bakterii se vyskytuje ve slepych stievech a vykalech
driibeze, kde dominuji nesporulujici anaerobni bakterie a anaerobni streptokoky. Nejméné
osidlena ¢ast traviciho traktu je z divodu velmi nizkého pH (pH 1-2) v oblasti zaludku (Tab.
2). Mezi patogenni mikroorganismy u kufat patii zejména salmonely, koliformni bakterie
(zejména rody Citrobacter, Enterobacter, Hafnia, Klebsiella a Escherichia), kampylobaktery,
Clostridium perfingens, mykobakterie a Listeria. Tyto mikroorganismy zptisobuji nemoci a
mortalitu zvifat. Dokazi se také z traviciho traktu dostat do svaloviny ¢i jinych organd a
zpusobit tak kontaminaci masa a vnitinosti ur¢enych ke konzumaci ¢lovékem (Skiivanova &

Cermak 2017).
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Tabulka 2: Pocty nejcastéjSich mikroorganismi v travicim traktu kufat (upraveno podle:

Smith 1965).
Bakterialni
kmeny Pocet mikroorganismu (Log10)
Vole Svalnaty Tenké sti‘evo Slepa Vykaly
Zaludek 1. cast — 2.¢ast— 3.Cast— 4.cast— stieva
dvanéactnik  dvanactnik lacnik  kycelnik
pred po
vyusténim  vyusténim
slinivky slinivky
bfisni a bfisni a
Zluéniku zluéniku
E. coli 1,7 - 2 1,7 1,7 2,7 5,6 6,1
Clostridium - - - - - - 9 2
Enterokoky 4 3,7 4 4 3,7 4,2 6,7 6,5
Laktobacily 8,7 7,3 8 8,2 8,2 8,6 8,7 8,5
Kvasinky 2,7 - 1,7 - 1,7 - 2 1,7
Nesporulujici
anaerobni - - - - - - 10 9
bakterie
Anaerobni
streptokoky ) ) ) ) ) 10 &7

Produkty vznikajici bakteriadlni fermentaci sacharidi a dusikatych latek ve slepych
stievech zajist'uji kutatiim 3-5 % a u dospélych jedinct 11 % celkové potieby energie. Dllezité
je pro zdravy travici trakt dribeze slozeni krmné davky, jelikoz osidleni mikrobioty stiev je
velmi snadno a relativné rychle ovlivnitelné (Zelenka 2015).

SloZeni sttevni mikrobioty 1ze ovlivnit pomoci probiotik a prebiotik.

3.3 Probiotika

Slovo probiotikum pochazi z feckého slova ,,pro bios* v ptekladu ,,pro zivot* (Gismondo
et al. 1999) a bylo poprvé pouzito Lilly a Stillwellem (1965).

Dle Svétové zdravotnické organizace (World Health Organization — WHQO) a Organizace
pro vyzivu a zemé&délstvi (Food and Agriculture Organization — FAO) jsou probiotika

nepatogenni mikroorganismy, pfirozen¢ se vyskytujici v tlustém strevu, které diky své ¢innosti
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napomahaji ke stabilit¢ sttevni mikroflory, maji blahodarné ucinky na zdravi a napomahaji pfi
prevenci a 1é¢bé raznych chorobnych stavi (WHO 2001).

Fuller (1992) stanovil podminky, které musi bakterie spliovat, aby mohly byt jako
probiotika vyuzitelna. Musi byt schopna rist ve velkém métitku, mély by byt ptfi skladovani
zivotaschopné a stabilni, zit pfirozené ve stievnim ekosystému a musi byt prospesny pro zdravi
hostitele.

Jako ptiklad probiotik si miZeme uvést bakterie rodu Lactobacillus, Bifidobakterium,
Bacillus nebo Pediococcus, které spole¢né chrani organismus hostitele proti patogennim
organismim a posiluji jeho imunitu (Soccol et al. 2010). V tabulce 3 jsou uvedeny

mikroorganismy, které jsou v této dob¢ za probiotika povazovana.

Tabulka 3: Mikroorganismy povazované za probiotika (Frithauf 2011).

Lactobacilus Bifidobacterium Ostatni

Acidophillus Adolescentis Bacillus cereus
Amylovarus Bifidum Enterococcus fecalis
Casie Breve Enterococcum faecium
Crispatus Infantis Escherichia coli
Delbruckii Lactis Lactococcus lacti
Gallinarum Longum Leuconostoc mesenterioides
Gasseri Pediococcus acidilactici
Johnsonii Propionibacterium freudenraichii
Paracasei Sacharomyces boulardi
Plantarum Sacharomyces cerevisiae
Reuteri Sporolactibacillus inulinus
Rhamnousus Streptococcus thermophillus

Za nejcastéjSimi lidska probiotika jsou povazovany biffidobakterie (Bifidobacterium
longum, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve a Bifidobacterium adolescenti) a
laktobacily (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei a
Lactobacillus rhamnosus) (VIkova et al. 2004; Gibson et al. 2004).

Vztah mezi zdravi prospésnymi mikroorganismy v tlustém stfev2 a patogeny je velmi
uzky. Pokud se tato rovnovdha narusi, spéje to rychle k rozmnoZeni patogenu a dale

k naslednym problémum (Sarkar 2013).
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Probiotika mizeme nalézt jak v mléénych vyrobcich, jako jsou fermentované mléko,
kefir nebo jogurt (Hosono 1992; Metchnikoff 2004), tak i ve vyrobcich bezmléénych. Prodavaji
se také jako dopliky stravy v podob¢ kapsli a Casto jsou piidavana do kojeneckych vyziv
(Soccol et al. 2010).

Probiotika jsou pro zdravi organizmu velmi dualezitd diky jejich schopnosti vytvaret
antimikrobidlni latky, které dokazi v tlustém stievé omezovat rozvoj patogennich organizmi a
zabranuji k jejimu uchyceni na sténu tlustého stieva. Mezi dalsi funkce probiotik patii ovlivnéni
hodnoty pH v tlustém stievé tak, aby mély samy vhodné podminky pro mnozeni a rast, ¢imz
ovliviuji a redukuji sloZeni kolonizace stievni mikrobioty. Stimuluji také fagocytézni déje a
tvorbu imunitnich protilatek. Souhrnem vsech téchto vlastnosti tedy napomahaji proti zacpe¢,
prijmim, zanétim a karcinomim tlustého stieva a posiluji imunitu hostitele (Rada 2010).

Diky jejich schopnosti omezovat rist patogenti v travicim traktu organismu se
v poslednich letech u hospodaiskych zvifat hledaji probiotika jako nahrada za krmna
antibiotika. Antibiotika v chovu hospodatskych zvifat zaji§tovala men$i tmrtnost, veEtsi
konverzi krmiva a rychlejsi riist zvifat. Nevyhodou pouzivani antibiotik ve vykrmu zvitat je
zvySujici se rezistence bakterii a rezidua antibiotik v mase (Rada & Marounek 2005). U drubeze
se jako probiotika nejcastéji vyuzivaji mikroorganismy rodu Lactobacillus, Streptococcus,
Bacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Aspergillus, Candida, a Saccharomyces (Lutful Kabir
eliminuje rust patogenu Clostridium perfingens zpusobujici nekrotickou enteritidu. Tato
bakterie ve stievech vytvaii toxiny, které poSkozuji stfevni sliznici a dribeZz tak nésledné
nepiibyva na véze. Pokud je takto napadena driibeZz konzumovand clovékem mize dojit 1
k intoxikaci konzumenta (Bezpe&nostpotravin 2004). Rada & Svejstil (2016) zjistili, Ze jako
probiotické bakterie 1ze potencialné vyuzit i netradi¢ni bakterii Clostridium butyricum CBM
588, ktera pozitivné ovliviluje prostfedni v travicim traktu driibeZze a zvySuje tak jejich
uzitkovost.

Na internetovych strankdch lze nalézt nékolik firem, které proddvaji probiotické
ptipravky pro zvitata. Pfikladem muze byt ptipravek BioPlus uréeny pro prasata a dritbez, ktery
je slozen ze smési sporotvornych Bacillus subtilis a Bacillus licheniformis (Jezkova 2012) nebo
Biovitax-pro, ktery kombinuje probiotické bakterie Lactobacillus plantarum a Lactobacillus

rhamnosus spole¢né s prebiotiky (inulin) (Hradsky 2019).
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3.4 Prebiotika

Prebiotika jsou nestravitelné latky, které jsou selektivné metabolizovany stfevnimi
bakteriemi a tim prospivaji ke zdravi hostitele (Gibson et al. 2004). Jsou to vétSinou neskrobové
polysacharidy (inulin) nebo oligosacharidy (Roberfroid et al. 2010).

Poprvé prebiotika popsali Gibson & Roberfroid (1995) jako oligosacharidy, které jsou
rezistentni proti kyselosti zaludku, enzymtm traviciho traktu a nejsou absorbovatelné v tenkém
stteve. Tudiz jsou pro Cloveka nestravitelné. Tyto oligosacharidy jsou fermentovany v tlustém
sttevé pomoci stfevnich bakterii (i probiotickych) na mastné kyseliny s kratkym fetézcem
(SCFA — short-chainfatty acid) a plyny (Van Loo et al. 1999).

Idealné by prebiotika méla byt fermentovana selektivng, tzn. ze riizné prebiotika by méla
byt §tépena specifickymi probiotiky (Roberfroid 2007).

V tabulce 4 jsou uvedeny podminky, které musi sacharidy dodrZet, aby mohly byt
Vv dnesni dobé povazovany za prebiotika. Maji byt pro clovéka nestravitelné, selektivné
fermentovatelné a mit pozitivni uc¢inky na zdravi ¢lovéka. Selektivni fermentace musi byt
pozorovana jak v in vitro, tak v in vivo prostiedi (zvifeci travici trakt, lidsky travici trakt) (Preter
& Verbeke 2015).

Prebiotika miizeme nalézt v ovoci, zelening, lusténinach ¢i ceredliich. V dnesni dobé jsou

jiz vyrébény 1 primyslové (Blaha & Visek 2011).

Tabulka 4: Prebioticky efekt oligosacharidi (upraveno podle: Preter & Verbeke 2015)
Nestravitelny  Selektivni fermentace  Prebiotika
invitro  zvirata lidé
Laktuléza + + +/- + Ano

Fruktooligosacharidy (FOS) + + + + Ano
Galaktooligosacharidy

(GOS) + + + + AnNo
Xylooligosacharidy (XOS) + + + + Ano
Isomaltooligosacharidy i i

(IMOS) * * + Ne
Arabinoxylanoligosacharidy

(AXOS) + + + + Ano
Inulin + + + + Ano

(+) efekt byl prokazan v n€kolika studiich, (+/-) k dispozici jsou jen omezena data, (-)

nepotvrzena data

Prebiotika maji pfiznivé G¢inky na organismus. Hlavni funkci prebiotik je to, ze slouzi

jako zdroj uhliku a energie pro probiotika. Uvolné€nou energii probiotika nasledné vyuzivaji
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ke stimulaci svého rustu a mnozeni. Prebiotika maji také imunologické Gc¢inky, kdy dochazi k
aktivaci leukocytl v tlustém stfevu, zvySuje se pocet bunék v Peyerovych platech, dochazi k
podpofe produkce bakteriocinii probiotickymi bakteriemi proti patogennim bakteriim a
v tenkém stievu se zvySuje hladina IgA. Mezi dalsi funkce patfi posileni bariery stfeva,
acidifikace v tlustém stievu, podpora absorpce vody a sodiku a zlepSeni dostupnosti vapniku a
hoi¢iku (Bladha & Visek 2011).

Vysledky studie Silk et al. (2009) ukazuji, ze prebiotika jako jsou galaktooligosacharidy
mohou  pomoci pii  zmirnéni  symptoml  syndromu  drazdivého  tracniku
(Irritable Bowel Syndrome — IBS).

Pomoci prebiotik je mozné zvysit pocet prirozené se vyskytujicich a pozitivné pusobicich
sttevnich bakterii. Prebiotika se daji tedy vyuZit stejn¢ jako probiotika ve vykrmu zvifat na
posileni imunity misto antibiotik. Poznatky o prebioticich jsou podstatné mladsi nez o
probioticich. Prebiotika jsou vSak v posledni dob¢ vice zkoumana. Diivodem zvyseného zajmu
0 prebiotika je, Ze se jedna o chemické latky, a ne Zivé organizmy, tudiz jsou vice odolna vaci
vnéj§im vliviim, jsou pfirozenou soucdsti potravy a jsou levngj$i. Probiotika jsou Zivé
organismy citlivé na jakékoli fyzikalné-chemické zmény. Prebiotika jsou odolné&jsi a jejich
chemicka struktura se za spravného skladovani neméni (Preter & Verbeke 2015). Rada &
Marounek (2005) uvadi, ze piikladem prebiotickych sacharidii, které muzou slouzit jako
nahrada urcitych antibiotik, jsou mannanoligosacharidy. Pozitivni vysledky byly také
narlst zdravy prospéSnych bakterii a sniZili tak pocet patogennich bakterii v travicim traktu
dribeze (Shang et al. 2018). Bifidogenni tc¢inek byl pozorovan i u galaktooligosacharidi a
oligosacharidi rafinosové fady (Touhy et al. 2005; Mitsuoka 1992). Sevim et al. (2019)
pozorovali vétsi rast kment pFitomnych v jogurt Lactobacillus plantarum ATCC10697,
Bifidobacterium animalis ATCC27672 a Bifidobacterium bifidum ATCC35914 po pfidani
inulinu. Morgan et al. (2019) zjistili, Ze arabinoxylooligosacharidy (AXOS) maji potencial byt
ucinnym prebiotikem ve stteve brojlert kurat.

Rizikem pii podavani samotnych prebiotik je nedostateCny pocet probiotickych
mikroorganismii a nasledna flatulence a prijmy. Dal§i nevyhodou podavéani samotnych
prebiotik do krmnych dévek zvifat, je to, ze nemusi selektivn€ plsobit jen na pozitivné plisobici
bakterie, ale Ze mohou vyZzivovat i nezadouci bakterie ve stievech. Proto je dobré podavat

prebiotika spole¢né s probiotiky tzv. synbiotika (Preter & Verbeke 2015).
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3.5 Synbiotika

Synbiotika je kombinace probiotik a prebiotik (Tuohy et al. 2005). Prebiotika podporuji
funkci probiotik a spole¢né tak napomahaji k udrzeni rovnovahy mikrobioty
Vv gastrointestinalnim traktu (GIT). Zaroven prebiotika probiotika vyzivuji (Kolida & Gibson
2011).

Vyhodou synbiotik je zejména to, ze prebiotika v kombinaci s probiotiky spole¢né
vytvaii zmény V metabolismu a stfevni mikrobioté hostitele. Snizuji pocet Skodlivych bakterii
a metabolitli proteinu a zvySuji SCFA a bakterie prospésné pro hostitele. Tim se stimuluje
funkce stfevni lymfatické tkan¢ a podporuje imunitni systém jedince. Snizuje se pH ve stievech,
coz podporuje inhibici patogent a zvysuje absorpci mineralnich latek pomoci tlustého stfeva.
Vedlejsimi produkty jsou plyny, které vznikaji pfi St€peni zbytkd proteinu a oligosacharidii
(Obr. 5).

Rios de Souza et al. (2015) uvadi, ze synbiotika napomahaji proti sttevni infekci, posiluji

imunitu, pisobi pozitivné proti obezit¢ a snizuji riziko rakoviny tlustého stfeva.

Prebiotika

Fermentace pomoci probiotik

Y 5

Zmény ve stievni mikrobioté Zmény v hostitelském metabolismu

| skodlivych bakteni T prosp&inych bakteri T 8CFA | metabolity proteint

y

L]

lpH - .

stimulace stfevni lymfaticke thkang /\ efelt v GIT priochodu

vytvofeni imunity inhibice patogent 1 absorbee mineralh
karcinom thistého SHev  m—— iinek na zdrayi — zinéthveé stfevni nemoce
metabolické nemoci /7 \-\syndrom drazdivého traéniku
obezita ledvinoveé nemoce

zdrava usta

Obrazek 5: Prehled ucinkt synbiotik na lidsky organismus (Preter & Verbeke 2015).
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3.6 Prebiotické oligosacharidy

Oligosachacharidy jsou sacharidy, které se skladaji z dvou az deseti molekul
monosacharidu. Mezi prebiotické oligosacharidy fadime fruktooligosacharidy (FOS),
galaktooligosacharidy (GOS), xylooligosacharidy (XOS), isomaltooligosacharidy (IMO),
oligosacharidy rafin6zové fady (RSO), laktulozu a oligosacharidy matefského mléka (OMM)
(Charalampopoulos & Rastall 2012; Musilova & Rada 2015).

3.6.1 Fruktooligosacharidy (FOS)

Fruktooligosacharidy jsou kratké fetézce fruktozy (3 - 7 molekul), které jsou diky PB-
glykosidické vazbe¢, B(1, 2), pro ¢lovéka nestravitelné. V nékterych rostlinach se vyskytuji
ptirozené. Vyrabi se enzymatickou hydrolyzou inulinu (Roberfroid et al. 2010) nebo syntézou
ze sacharézy pomoci fruktosylfuranosidazy (Rudolfova & Curda 2005).

Fruktooligosacharidy se déli na GFn typ a Fn typ (G = glukosa, F = fruktosa a n = pocet
jednotek fruktosy). GFn typ tedy predstavuje fruktooligosacharidy skladajici se z molekul
fruktozy zakonéeny molekulou galaktozy. Fn typ jsou fruktooligosacharidy slozené pouze
z molekul fruktozy (Bohacenko & Pinkrova 2014).

Pozitivni u€inky na ¢lovéka jsou pozorovany pii davce 2 az 10 g fruktooligosacharida
na den (Rudolfova & Curda 2005).

Fruktooligosacharidy ptsobi proti prijmim a daji se koupit jako dopliky stravy pti
uzivani antibiotik, kdy je stfevni mikroflora oslabena, napt. Laktobacily COMPLEX a
fruktooligosacharidy (Walmark a.s.).

3.6.2 Galaktooligosacharidy (GOS)

Galaktooligosacharidy (o-D-glukosa-(1-4)-p-D-galaktosa-(1-6)n) se skladaji z molekul
glukozy a galaktozy. V fetézci byva 2-5 jednotek galaktozy. Vyrabi se enzymatickou pifeménou
z laktozy nebo laktulozy. Jsou zivocisné povahy a mizeme je nalézt v lidském ¢i kravském
mléce (Tuohy et al. 2005).

Pokud jsou pouzity v potravinafstvi, jsou galaktooligosacharidy schopny zvysit viskozitu
a ovlivnit bod tuhnuti vyrobku. Dale také zadrzuji vlhkost a snizuji tak aktivitu vody, ¢imz
vyrazn¢ omezuji prubéh nezadoucich mikrobialnich dé&ja, které mohou ve vyrobku nastat

(Rudolfovéa & Curda 2005).
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Galaktooligosacharidy se prodéavaji také jako dopliiky stravy ve formé bilého prasku ¢i

tobolek napt. GOS (rozpustna vlaknina), GOS kapsle (nutri-exact.cz).
3.6.3 Xylooligosacharidy (XOS)

Xylooligosacharidy se skladaji nejcastéji z 3 — 9 molekul xylozy spojené B(1-4)
glykosidickou vazbou (Broekaert et al. 2011) (Obr. 6). Vyskytuji se v ovoci, zelenin€, mléku ¢i
medu. Nejvyuzivanéj§im xylooligosacharidem je xylobiéza, coz je disacharid pouzivany
Vv potravinafrstvi (Vazquez et al. 2000). Dle Rycroft et al. (2001) napomahaji xylooligosacharidy
k rast bifidobakterii.

OH

Obrazek 6: Strukturni vzorec xylobidzy

(https://chem.nIm.nih.gov/chemidplus/name/xylobiose).
3.6.4 Oligosacharidy rafinézové rady (RSO) - Séjové oligosacharidy (SOS)

Nejvice oligosacharidi rafindzové fady obsahuji sojové boby, ve kterych muze byt az
150 g téchto oligosacharidl na 1 kg bobl (De Reu et al. 1997), ale jsou obsaZeny i v dalSich
lusténinach. Nejcastéjsimi oligosacharidy rafindzové ftady jsou rafinoza, stachyoza a
verbaskoza (Mitsouka 1992). Hara et al. (1997) uvadi, ze pro podporu ristu probiotickych
bakterii sta¢i denn¢ snist 1 az 2 g téchto oligosacharidti.

Rafinoza (Obr. 7) je trisacharid tvofeny galaktozou, glukozou a fruktézou (a-D-
galaktosa-(1-6)-a-D-glukosa-(1-2)-B-D-fruktosa) (Mitsouka 1992).

Obrazek 7: Strukturni vzorec rafinézy

(https://chem.nlm.nih.gov/chemidplus/name/raffinose).
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Stachyoza (Obr. 8) je tetrachacharid tvoteny dvémi galaktozami, glukézou a fruktézou

(a-D-galaktosa-(1-6)-a-D-galaktosa-(1-6)-a- D-glukosa-(1-2)- B -D-fruktosa) (Mitsouka,
1992).

Obrazek 8: Strukturni vzorec stachydzy

(https://chem.nIm.nih.gov/chemidplus/name/stachyose).

Verbaskoza (Obr. 9) je pentasacharid tvofeny tfemi galaktozami, glukézou a fruktozou

(a-D-galaktosa-(1-6)-a-D-galaktosa-(1-6)-a-D-galaktosa-(1-6)-a-D-glukosa-(1-2)-3-D-
fruktosa) (Mitsouka 1992).

il ¢

Obrazek 9: Strukturni vzorec verbaskozy

(https://chem.nlm.nih.gov/chemidplus/name/verbascose).
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Dle vysledkt Rios de Souza et al. (2015) byl po ptidani oligosacharidu rafin6zové rady
v prostiedi in vitro pozorovan narist bakterii rodu Lactobacilus a Bifidobacterium, a pokles

poctu bakterii Escherichia coli a rodu Streptococcus.

3.6.5 Isomaltooligosacharidy (IMO)

Isomaltooligosacharidy jsou sacharidy skladajici se z 3 —9 molekul glukozy, spojené a(1,
6) vazbou. V piirodé se vyskytuji v s6jovych bobech ¢i cukrové titiné. Maji bifidogenni a¢inky,
ale n¢které studie je mezi prebiotika nezatazuji, jelikoz jsou castecné traveny v tenkém streve,

viz Tabulka ¢. 2 (Goffin et al. 2001).

3.6.6 Laktuloza

Laktuloza (4-O-B-D-galaktopyranosyl-D-fruktosa) je disacharid (Obr. 10). Vznika
enzymatickou syntézou z laktézy a sklada se z molekul galaktozy a fruktozy (Panesar & Kumari
2011).

"“"""\\7

Obrazek 10: Strukturni vzorec laktulozy

(https://chem.nIm.nih.gov/chemidplus/name/lactulose).

Laktuloza se ptidava do 1é¢ivych piipravki proti zacpé, kde pisobi jako projimadlo napt.
Laktuléza Sandoz 670 mg/ml ve formé roztoku, ktery obsahuje 670 mg laktulézy na 1 ml

roztoku. Tento ptipravek se da vyuzit i pii jaternich onemocnéni (lekarna.cz).

3.6.7 Oligosacharidy matefského mléka (OMM)

Oligosacharidy matetského mléka jsou velmi specifické, riznorodé¢ a diilezité prebiotické
oligosacharidy nachazejici se mléce. Nejzndméj$im a nejvice zastoupenym oligosacharidem v
mléce je laktoza (40-60 g/1) skladajici se z D-glukozy a D-galaktozy. JelikoZ jsme vSak schopni
laktozu sami travit, neni mezi OMM fazena. Ostatni oligosacharidy uz nejsou zastoupeny
Vv takovém mnozstvi jako laktéza. V kolostru nejdeme OMM v rozmezi od 20 do 25 g/1, pozdé¢;ji
vSak toto mnozstvi klesa az na 5-20 g/l. Zakladnimi slozkami OMM jsou D-glukéza, D-

galaktoza, L-fruktdza, N-acetylglukosamin, a kyselina sialova. Tyto oligosacharidy mtzou
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obsahovat az 15 monosacharidovych jednotek. OMM Ize rozdélit na zdsadité¢ a kyselé
(Musilova & Rada 2015). Skupina téchto oligosacharidi je velmi pocetna. V mléce mizeme
nalézt az 58 rtiznych OMM a vice jak 200 izomert téchto oligosacharidi (Wu et al. 2010).
Prikladem si mizeme uvést lacto-N-tetraozu (D-glucose, O-f-D-galactopyranosyl-(1-4)-O-2-
(acetylamino)-2-deoxy-pB-D-glucopyranosyl-(1-3)-O-p-D-galactopyranosyl-(1-4)-) (Obr. 11)
nebo lacto-N-fucopentaozu | (D-Glucose, O-6-deoxy-a-L-galactopyranosyl-(1-2)-O-p-D-
galactopyranosyl-(1-3)-O-2-(acetylamino)-2-deoxy-p-D-glucopyranosyl-(1-3)-O-p-D-
galactopyranosyl-(1-4)-) (TOXNET 2017).

Obrazek 11: Strukturni vzorec lacto-N-tetraozy

(https://chem.nIm.nih.gov/chemidplus/name/lacto-n-tetraose).

3.7 Prebiotické polysacharidy — inulin

Polysacharidy jsou sacharidy skladajici se z vice nez 10 molekul monosacharidu. Mezi
prebiotické polysacharidy fadime inulin (Novakova 2012).

Inulin (Obr. 12) je neskrobovy polysacharid, strukturou podobny fruktooligosacharidim.
Sklada se z 10 — 60 molekul fruktozy (polyfruktézan) spojeny vazbou (1, 2) (Stewart et al.
2008). Ve vysuseném stavu to je bily prasek, ktery nemd zadnou chut’ ani viini (Silvia 1996).
Inulin patii mezi rezervni polysacharidy, tzn. Ze se pfi jeho odbouravani v rostliné uvoliiuje
potiebna energie (Novakova 2012). Lze ho tedy nalézt v kofenech ¢ekanky (15-20 %), cibuli
(1-5 %), ¢esneku (4-12 %) nebo bananu (0,2 %). V dne$ni dobé ho lze i nasyntetizovat ze

sacharézy (Niness, 1999). Jeho sumarni vzorec je CenH1ont20sn+1 (Novakova 2012).
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Obrazek 12: Strukturni vzorec inulinu

(https://chem.nIm.nih.gov/chemidplus/structure/inulin).

V soucasné dobé¢ se vyrab¢ji smési na peceni chleba, které v sobé obsahuji inulin napf.
Vital PREBIO. To slouzi ke zvySeni obsahu prebiotické vlakniny ve stravé ¢lovéka (Novakova
2012). Aby mohl byt produkt oznacen jako produkt inulinovy, musi obsahovat vice jak 3-6 g
inulinu na 100 g vyrobku (European Parliament 2006).

Inulin 1ze koupit ve form¢ sypkého ptipravku v mnoha internetovych obchodech (napf.

myprotein.cz).

3.8 Zdroje prebiotickych oligosacharidii

V Ceské republice se v posledni dobé fesi otazka péstovani rostlinnych proteinovych
krmiv pro hospodarska zvitata. Jako proteinové krmivo rostlinného piivodu ozna¢ujeme obecné
luskoviny (Suchy et al. 2016). Tyto plodiny maji nejen vysoky obsah proteinu, ale i vysoké
procento prebiotickych oligosacharidt (Homolka & Kudrna 2007).

Suchy et al. (2016) zkoumal rozdily mezi mnozstvim proteinu obsazenych v
luskovinach, a to konkrétné u hrachu, séji, fepky, lupiny a bobu. Dle vysledkl bylo nejvice

proteind obsazeno v s6ji a luping.

38.1 Séja

Soja (Glycine) se fadi do ¢eledi bobovitych a stejné jako u lupiny je znamo mnoho odrud
napt. Bohemians, Brunensis ¢i Korus. Rostliny byvaji 20 az 150 cm vysoké (Obr.13). Kvéty
jsou bilé az fialové, motylkovitého tvaru, utvarejici kvétenstvi ve tvaru hroznu (Minkevi¢ &
Borkovskij 1953). Semena jsou kulata, ulozena v lusku (Obr. 14). Barva je zluta, zelena, hnéda

az ¢ernd. Mivaji nahotklou chut’ (Poldk 1955). S¢jovy extrahovany Srot a s6jova moucka byva
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pouzivana ke krmnym ucelim u driibeze a prasat, diky vysokému obsahu dusikatych latek
(36,6-50,4 %), zejména lysinu, tryptofanu, isoleucinu, valinu a treoninu. Sdjova semena
obsahuji ale také mnoho antinutri¢nich latek, jako je napf. antitrypsin, ktery zabranuje $tépeni

bilkovin v tenkém stievé (Larbier & Leclercq 1994).

Obrazek 13: S¢ja lustinata (celd rostlina)

(https://www.shutterstock.com/cs/search/soybean+flower).

Obrazek 14: Semena s6ji lustinaté

(https://cit.vfu.cz/vegetabilie/plodiny/czech/soja.htm).

Semena sdji obsahuji mimo jiné i pomémé vysoké procento tuku (13.4-26,4 %) a
prebiotickych oligosacharidu, jako je stachyoza (1,7-3,7 %) nebo rafinoza (0,5-1,8 %) (Honig
& Rackis 1979; Lee & Choung 2011).

Dle Garcia-Ruiz et. al. (2006) byl pozorovan negativni vliv na zdravotni stav kralikia pii

zkrmu extrahovaného s6jového Srotu.
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3.8.2 Lupina

Lupina (Lupinus) neboli vI¢i bob se fadi do Celedi bobovitych a patii k rostlinam
pochézejicich od Sttedozemniho mote (Stranc et al. 2008). Je znamo pies 300 druhd lupiny
(Kohajdova et al. 2011). Mezi nejvyznamné&;jsi druhy v Evropé patii lupina bila (Lupinus albus),
lupina zluta (Lupinus luteus), lupina uzkolista (Lupinus angustifolius) a lupina proménliva,
zvana téz andska (Lupinus mutabilis Sweet) (Hybl et al. 2011).

Semena lupiny obsahuji vysoky obsah dusikatych latek, lipidi, neSkrobovych
polysacharidi a oligosacharidi, zejména oligosacharidi rafinosové fady (Volek 2009). Diive
se lupina z dtiivodu jeji nahotklé chuti péstovala pouze pro krmné ucely hospodatskych zvirat
(Arnoldi et al. 2011). V dnes$ni dob¢ jsou péstovany ,,sladké* odriady, které maji obsah hoikych
a antinutri¢nich latek nizky. Tudiz jsou vhodné i pro spotiebu clovékem (Aniszewski et al.
2001).

Volek (2009) pozoroval rozdily mezi brojlerovymi kraliky krmenymi s6éjovym Srotem,
slune¢nicovym Srotem a semeny lupiny bilé odriidou Amiga. Bylo zjisténo, ze u kralikt
krmenymi lupinou, se nevyskytovaly travici potize tak ¢asto jako u ostatnich. To mohlo byt
zpusobeno vysokym obsahem prebiotickych oligosacharidli v semenech lupiny, které podporuji
rust bakterii mlééného kvaseni a tim zvySuji i koncentraci kyseliny mlécné ve stievech.

Suchy et al. (2016) zjistil, ze se lupiny odliSného druhu, ale i odridy, ve vyzivovych
hodnotéch lisi. Ukéazalo se, Ze z pohledu mnoZstvi a kvality proteinu obsaZeného v rostliné je
K péstovani a ke zkrmu nejvhodnéjsi lupina bila. Konkrétné to byla odruda Zulika, ktera méla

narozdil od dalSich zkoumanych odrtid (Amiga, Dieta) velice dobry vynos i vyzivovou hodnotu.

3.8.2.1 Lupina bil a jeji odridy

Lupina bila (Lupinus albus) je 75 az 100 cm vysoka rostlina s vegeta¢ni dobou trvajici
130 az 180 dni. Obvykle kvete bile nebo modrobile (Obr. 15). Semena jsou velka, zplostéla a
hranata, ulozena v lusku (Obr. 16). Barva je Zlutobila. Semena byvaji pouzivany pii vyrobé
mouky, ze které se pak mohou vyrabét Spagety nebo pecivo (Hybl et al. 2011). Semena obecné
obsahuji vysoké procento dusikatych latek (40 %), lipidhd (12 %), hlavné nenasycenych
mastnych kyselin, a vlakniny, ktera zlepSuje stfevni peristaltiku a sniZzuje hodnotu cholesterolu
v krvi. Mouka ze semen lupiny ma nizky obsah $krobu a zpomaluje starnuti peciva (Homolka
& Kudrna 2007).

Mimo jiné se da lupina vyuzit k obohacovani ptidy, diky jeji schopnosti vazat do pady

vzdusny dusik, pomoci hlizkovych bakterii (Hybl et al. 2011).
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V Ceské republice se péstuje mnoho druhii Lupiny bilé, jako piiklad si mizeme uvést

odridy Amiga, Butan, Dieta, Olezka a Wat (Homolka & Kudrna 2007).

> LN SN ] v
>,

Obrazek 15: Lupina bila (cel4 rostlina)
(http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/files/68/5202.jpQg).
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Obrazek 16: Semena lupiny bilé

(http://www.freegluten.cz/lupina-lustenina-na-vzestupu).

Amiga se fadi mezi sladké odridy lupiny. Je to tedy stfedné rana odrida s nizkym

obsahem antinutri¢nich a alkaloidnich latek. Rostliny jsou vysoce odolné proti poléhani. Kvéty

jsou modrobilé. Semenna zralost se pohybuje okolo 136 dni. Obsah dusikatych latek v susiné

semen je 37,5 %. Obsah lipidii je 14 %. V Ceské republice byla tato odriida registrovana v roce

2004. Udrzovatelem této odrudy je Florimond Desprez z Francie (Vrabec 2008).

Zulika je polorana odruda fadici se také mezi sladké odrudy. Kvéty jsou modrobilé.

V Ceské republice byla tato odriida registrovana v roce 2007. Udrzovatelem této odridy je

OSEVA PRO s.r.o. (Mezlik 2008).

32



Odolnost rostlin odridy Dieta proti poléhani je primérna. Obsah dusikatych latek
Vv susin¢ semene je 39,6 % a lipidu je 12,5 % (Vrabec 2008). Dieta je vysoka, velkolista a

velkozrnna rostlina. Udrzovatelem této odridy je Lyle Morrison & Partners z Velké Britanie.

3.8.2.2 Vyuziti lupiny

Lupina ma mnoho moznosti vyuziti. Lupina se d4 péstovat jako okrasna rostlina, kdy se
na internetu daji koupit jednotliva semena rtiznych odrtad lupiny (osiva-semena.cz). Lupina se
da vyuzit v rybarstvi jako navnada, kdy se prodavaji semena lupiny nalozené ve sladkém nalevu
(arybarstvi.cz). Semena lupiny se nakladaji do oleje a poté se konzumuji. Tento vyrobek je
voln¢ dostupny na internetu pod nazvem Tremocos do olival (portugalshop.cz). Na trhu lze
sehnat i vyzivovy dopln€k ve formé proteinu extrahovaného z lupiny napi. Bio Vegan Lupina
protein 200 g PURYA! (elixir.cz) ¢i lupinové kavy (bioobchod.cz). Lupina se da také vyuzit
v kosmetice napi. Sampon podporujici rist vlast (yves-rocher.cz). V posledni dobé se semena
hojné pouzivaji k vyrobé mouky, kterd se nasledn¢ ptidavd do primyslové vyradbénych
produktt, a to jak do peciva, Spaget, suSenek, cukrovi, chlebti ¢i masnych vyrobkii (Homolka
& Kudrna 2007). Smith et al. (2006) provade¢li studii zabyvajici se vlivem konzumace vlakniny
ze semen lupiny bilé (Lupinus albus) na stfevni mikrobiotu ¢lovéka. Experimentu se zucastnilo
18 muzi ve véku od 24 do 64 let. Prvni polovina respondentli konzumovala po dobu 28 dni
dopliky stravy z vlakniny semene lupiny tzkolisté (Lupinus angustifolius) a druha slouZila jako
skupina kontrolni. Hodnoceni sttevni mikrobioty bylo provadéno pomoci metody fluorescencni
in situ hybridizace (FISH) ze stolice respondentii. U jedinct konzumujici potravni doplnék
Z lupiny byl pozorovan nartst bifidobakterii a pokles klostridii coZ bylo vyhodnoceno jako
pozitivni vliv na sloZeni sttevni mikrobioty. Na celkové pocty anaerobnich bakterii, laktobacily,
kmeny rodu Eubacterium, Bacteroides a Prevotella neméla konzumace vlakniny z lupiny vliv.

V poslednich letech se také uvazuje o vyuziti lupiny ve vykrmu zvifat jako ndhrada za
soju. Je to zejména z toho ditvodu, Ze se jedna o plodinu bohatou na proteiny a prebiotické
oligosacharidy, kterou Ize v naSich podminkach velmi dobfe péstovat a nebylo by pak nutné
vyuzivat soju, ktera pochazi z velké ¢asti z dovozu. Hodnotit vliv lupiny na chov a vykrm zvifat
1ze dvéma zplsoby. V prvnim piipadé se posuzuje vliv lupiny na pfirtstky, konverzi krmiva a
celkového slozeni jatecné upraveného téla zvifat. Gugotek et al. (2018) zkoumali zmény
vykrmnosti u kralikti mezi skupiny krmené krmnou davkou s piimési sdjového Srotu nebo
krmnou davkou s ptimési fepkového Srotu, lupiny bilé a hrachu. Vysledky ukézaly, ze zména
krmné davky nema na rist kraliku vliv. Zavérem bylo, Ze jelikoZ nema lupina na vykrmnost

kralikti negativni vliv, mtize se Srot ze s6ji v ptipadé kraliku nahradit smési Srotu z fepky, lupiny
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a hrachu. Pfi porovnavani jatecnych tél kralika, ktery provadeli Volek et al. (2018), bylo
zjisténo, ze skupina krmena lupinou vykazovala lepsi konverzi krmiva nez skupina krmena
sojou. Ke stejnym zaveéram dosel 1 Tefera et al. (2017), ktery uvadi, ze ptidavanim lupiny bilé
(Lupinus albus) do krmiva ovci plemene Washera, 1ze vynosnost jateénych tél prezvykavci
zvysit. Green et al. (2016) naopak popisuje defekty narozenych telat (napt. rozstépy patete
mlad’at) samic HolStynského skotu, které byly krmené krmnou dévkou s pifimési lupiny
(Lupinus leucophyllus). Divodem udéava v lupiné piitomné alkaloidy. Plemena skotu Angus,
byly vii¢i témto alkaloidiim odolnéjsi. Proto je nutné vzdy uvazit, jakou odriidou lupiny je
vhodné krmnou davku nastavovat a jakym zvifatim a v jakém mnoZzstvi bude lupina zvifatim
podavana. Olkowski (2018) provadel pokus na zjisténi ovlivnéni riistu a slozeni jatecného téla
brojlerti kutat krmenych semeny lupiny Zluté ndhradou za séjovou moucku. Jedinci krmeni
lupinou v prvnich tfech tydnech zivota vykazovali sniZzeny piijem potravy a zpomaleny rust.
Brojleti krmeni lupinou Zlutou obecné vykazovali vétsi droby a vetsi podil intramuskularniho
tuku. Profil mastnych kyselin byl lepsi nez u kufat krmenych sdjovou mouckou. Podil bilkovin
ve svaloving byl niz§i. Nahradu lupinové moucky za sdjovou moucku doporucuje az u brojleri
starSich tf1 tydnt.

V druhém ptipad¢ se hodnoti vliv lupiny na slozeni mikrobioty zvitat, a tak i na
zdravotni stav jedince. Bartkiene et al. 2013 délali pokus na krysach, kdy byl prokazan ptiznivy
vliv na slozeni stfevni mikrobioty po konzumaci krmné davky s pifimési lupiny. Touto
problematikou se také zabyvali Geigerova et al. (2017), kdy zkoumali riist bakterii ve voleti a
slepych sttevech brojlerovych kutat a kachen v zavislosti na podani riznych krmnych davek,
kdy se ptimés sojového extrahovaného Srotu nahrazovala bud’ z poloviny nebo tGplné Srotem
Z lupiny. Vysledky ukazaly pozitivni vliv na rust laktobacilii u kufat a na rast laktobacilti
spole¢né s bifidobakteriemi u kachen. Rubio et al. (1998), ktery sledoval rist laktobacili a
Escherichia coli v travicim traktu kufat brojler po podani krmiva obsahujici lupinu tizkolistou
(Lupinus angustifolius), zjistil zvySeny rust laktobacilti. Pti pokusu Zdunczyk et al. (2014) na
nosnicich, kdy byl sdjovy Srot nahrazovan z 10 % a 20 % lupinou, byl zji§tén prebioticky efekt
lupiny na stfevni mikrobiotu. Zmeéna slozeni stfevni mikrobioty byla také pozorovana u prasat
(Kasprowicz-Potocka et al. 2017). Existuje vsak i studie, ktera po podavani lupiny do krmnych
davek prasat zménu mikrobioty nepotvrdila (Zaworska et al. 2017). Jensen et al. 2013 zjistili,
ze se sloZeni sttevni mikrobioty po podavani krmné davky s pfimési lupiny po prvnim tydnu
lisil. Pocty bifidobakterii ve slepém stieveé vzrostly a pocty Campylobacter spp., které jsou

hlavni pfi¢inou vzniku infekei, se vyznamné snizily.

34



4 Metodika

Metodika se rozd€luje na 4 faze. V prvni fazi bylo stanoveno mnozstvi celkovych
oligosacharidt rafindzové fady (RSO) v riiznych plodinach. Cilem bylo zjistit, zdali plodiny
obsahuji srovnatelné nebo rozdilné mnozstvi téchto oligosacharidi. DalSim krokem bylo tyto
oligosacharidy izolovat a otestovat na nich, jak moc stimuluji rastu bifidobakterii, které patti
mezi dulezité probiotické bakterie. V posledni fazi byl proveden krmny pokus, kdy bylo
zkoumano, jak nahrazeni sdji za lupinu v krmné davce pro nosnice ovlivni slozeni stfevni

mikrobioty.

4.1 Stanoveni mnoZstvi oligosacharidi rafinézové rady ve vybranych
hospodarskych plodinach
Stanovovani RSO probihalo u hospodaisky vyznamnych plodin, které se nejCastéji
vyuzivaji pro vyrobu proteinovych krmiv pro hospodaiska zvifata tzn. fepka, slunecnice, soja
a lupina. Stanoveni se provadélo pomoci biochemického testu od Megazyme®. Ziskané
vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci Statgraphics Centurion XV analyzou rozptylu
ANOVA s pouzitim Scheffého metody.

4.2 Extrakce prebiotickych oligosacharida z mouky lupiny

Pro extrakci oligosacharidt rafinozové fady (RSO) byly vybrany 3 nejvice péstované
odridy lupiny bile v CR (Amiga, Zulika a Dieta) a pomoci metody podle Ekvalla et al. (2007)
byly RSO z jednotlivych odrid vyextrahovany a pomoci gelové permeacni chromatografie a
chromatografie na tenké vrstvé nasledné izolovany (Ward et al. 2006). Pomoci metody podle
Bradforda (1976) byly jednotlivé frakce zkontrolovany, zda neobsahuji zbytky proteinu.
Pozadované frakce byly kvantitativné pfevedeny do lyofiliza¢ni baiiky a nasledné lyofilizovany

a uschovany pro pouziti v kultivaénim pokusu s ¢istymi kmeny bifidobakterii.
4.3 Kaultivace bakterii na oligosacharidech vyextrahovanych z lupiny

Cilem kultivace bakterii na oligosacharidech vyextrahovanych z lupiny bylo prokazani
rustu bifidobakterii rizného pivodu na téchto oligosacharidech jako jediném zdroji uhliku.
Kultivace vybranych druhi bakterii (Tab. 5) byla provadéna na mikrotitracni desti¢ce a

nasledné byl jejich pocet stanoven rovnez kultivaéné na Petriho miskach.
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Tabulka 5: Vybrané druhy bakterii na kultivaci na RSO.

Bakterie Puvod
Bifidobacterium bifidum ATCC29251 Stolice kojence
Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12 Kysany mléény vyrobek

Bifidobacterum bifidum JKM (sbirkovy kmen z laboratote ) )
) _ _ Stolice kojence
Katedry mikrobiologie)
Bifidobacterium longum ATCC15707 Stolice dospélého

Bifidobacterium breve ATCC15700 Stievo kojence

4.3.1 Kultivace vybranych bakterii na mikrotitracni desticce

Aby bylo mozné posoudit rist vybranych bakterii na izolovanych oligosacharidech, bylo
nutné je kultivovat v zivném médiu, kde izolované RSO slouzili jako jediny zdroj uhliku. Pro
tento ucel byl vybran rist na mikrotitracni desti¢ce. Nejprve bylo pfipraveno ristové médium
bez sacharidli obsahujici trypton (5 g/l), Nutrient broth (5 g/l), kvasni¢ny extrakt (2,5 g/1),
Tween 80 (0,5 ml/l) a cystein (0,25 g/l), do kterého byly ptidany nami izolované oligosacharidy
z jednotlivych odrad lupiny bilé (1 g RSO/I ristového média) nebo Cista rafindza (1 g rafinozy/1
rustového média). Rafindza byla vybrana jako jediny zdroj uhliku, jelikoz je z oligosacharida
rafindzové fady v lupiné zastoupena Vv relativné velkém mnoZstvi. Roztok byl poté prefiltrovan
membranovym filtrem Whatman® s pory o velikosti 0,20 um, tak aby bylo dosaZeno jeho
sterility. Pfipraven byl také Wilkins-Chalgren bujon (Oxoid) s ptidavkem sojového peptonu (5
g/l), ktery je svym slozenim idedlni pro kultivaci bifidobakterii. Byly pfipraveny i1 narostlé
kmeny jednotlivych bifidobakterii. Bakterie byly kultivovany ve Wilkins-Chalgren bujonu za
anaerobniho prostfedi 24 hodin pii teploté 37 °C. Abychom odstranili kultiva¢ni médium od
poZadovanych bakterii, bylo nutné odebrat 1 ml dobfe narostlé kultury a ten nasledné odstiedit.
Supernatant byl slit a pelet byl rozpuStén ve fosfatovém pufru, tak aby byla konecna
koncentrace bakterii 10° KTJ/ml. Na stanoveni koncentrace bakterii byla pouZita McFarland
zakalova stupnice. Podle schématu (Obr. 17) bylo do kazdé jamky vlozeno 90 ul pfipraveného
rustového meédia a 10 pl piipravené suspenze bifidobakterii. Kone¢nd koncentrace
bifidobakterii v mikrotitra¢éni jamce byla tedy 10* KTJ/ml. Takto pfipravena desticka byla 24
hodin anaerobn¢ kultivovana pii 37 °C. Pro tvorbu anaerobniho prostiedi (s obsahem CO>) byl

vyuzit kit AnaerogenPlus od firmy Oxoid.
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1 Lupina 2 Lupina 3 Lupina . 5 Wilkins-Chalgren
Amiga  Dieta  Zulika ¢ O bujén

A Bifidabacterium bifidum 1 2 3456 78 91011 12

ATC(C29251 A OOOOOOOOOOOO
e B 10(0.0.0/0.0.0.0/0.0.0.0
C Bifidobacterium bificum JKM ¢ OOOOOOOOOOOO
(sbirkovy kmen z laboratote Katedry D OOOOOOOOOOOO
mikrobiologie) E OOOOOOOOOOOO
D Bg’,ﬁ(fobrimerimn longum F OOOOOOOOOOOO
ATCC15707 GOOOOOOOOOOOO

Cacermn 10.0,0,0/0,0,0,0/00,0,0,

Obrazek 17: RozloZeni médii a kultur na mikrotitraéni desti¢ce.

Po kultivaci bylo zméfeno pH Vv jednotlivych jamkach pomoci testovacich pH papirkt

pH-Fix a byl stanoven pocet narostlych bakterii kultivacné na Petriho miskach.
4.3.2 Kultivace vybranych bakterii na Petriho miskach

Pocet bakterii v jednotlivych jamkach mikrotitracni desti¢ky byl stanoven kultivaéné
pomoci plotnové metody na Petriho miskach. Abychom mohly stanovit co nejpiesnéjsi pocet
vybranych bifidobakterii, bylo nutné vzorky natfedit decimalni fedici fadou az do koncentrace
107, Z jednotlivych jamek proto bylo odebrano pomoci injekénich stiikacek 10 pl narostlé
kultury a vlozeno do vialek s 10 ml ristového média Wilkins-Chalgren bujonu, ¢imz vzniklo
3.fedéni (1073). Z tohoto fedéni bylo odebrano 0,1 ml roztoku a vlozen do dalsi vialky s 10 ml
Wilkins-Chalgren bujonem (5. fedéni). Sesté a sedmé fedéni bylo provadéno odbérem 1 ml
ptredchoziho fedéni a vlozeno do vialky s 9 ml Wilkins-Chalgren bujonu. Natedéné vzorky byly
nasledné naneseny po 0,5 ml na Petriho misky a pielity Wilkins-Chalgren anaerobe agarem
(Oxoid) se s6jovym peptonem (5 g/1) a s ptidavkem mupirocinu (0,1 mg/ml) a kyseliny octové
(1 mi/l). Byly provadény 3 opakovani. Kultivace probihala opét za anaerobniho prostredi
pomoci kitu AnaerogenPlus (Oxoid) 24 hodin pfi teploté 37 °C (Obr. 18).
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> 3. fedéni ——>
0,1 ml g
Jamka na mikrotitracni
desticce s narostlymi é 5. fedéni % @
kulturami bifidobakterii 1ml gl

6. fedéni H
1ml Q

Obrazek 18: Schéma fedéni a nanaSeni vzorkl na Petriho misky (0,5 ml zalit Wilkins-

é 7. fedéni %

Chalgren agarem).

Po kultivaci byly kolonie spocitany a vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci
Statgraphics Centurion XV analyzou rozptylu ANOVA s pouzitim Scheffého metody. Korelace

mezi pH a po¢tem bakterii byla vyhodnocena pomoci MS Office Microsoft Excel.

4.4 Kultivace bakterii ze slepého stireva nosnic

Po kultivaci ¢istych kment bifidobakterii na extrahovanych oligosacharidech z lupiny byl
proveden krmny pokus na nosnicich. Driibez byla rozdélena do péti skupin po 6 jedincich a po
dobu 2 mésicl krmena péti riznymi krmnymi davkami s rozdilnym sloZenim. Prvni skupina
byla krmena kontrolni komeréni krmnou smési pro nosnice (N1 — ZZN Pelhfimov) na bazi
pSenice a kukufice s piimési sdjového extrahovaného Srotu. U dalSich skupin byl séjovy
extrahovany Srot nahrazovan Srotem z lupiny. Druha krmna davka obsahovala 50 % sojového
extrahovaného Srotu a 50 % Srotu z celych semen lupiny (CLsp). U tieti krmné skupiny byl
sojovy extrahovany Srot kompletné nahrazen Srotem z celych semen lupiny (CLioo). Sojovy
extrahovany Srot u ¢tvrté pokusné skupiny byl nahrazen z 50 % Srotem z odslupkovanych
semen lupiny (OLso). Pata skupina byla krmena krmnou smési, kde byl extrahovany s6jovy srot
uplné nahrazen Srotem z odslupkovanych semen z lupiny (OLiog). Chemické slozeni
jednotlivych krmiv bylo stanovovano ve Statnim veterinarnim ustavu je uvedeno v tabulkach
P1, P2, P3 a P4 v Piiloze.
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Po ukonceni experimentu byly pokusné nosnice zabity. Dale byl z kazdého jedince
odebran 1 g obsahu slepych stfev a vlozen do oznacené zkumavky s 9 ml rastového média

(Wilkins-Chalgren bujon), ¢imz bylo vytvofeno 1. fedéni (101) (Obr. 19).

Obrazek 19: Vzorky slepych stiev ve Wilkins-Chalgren bujonu.

Pro mikrobiologicky rozbor obsahu slepych stfev nosnic byla pouzita plotnova metoda.
Stanovovany byly celkové poCty anaerobnich bakterii, bifidobakterie, laktobacily, enterokoky
a Escherichia coli. VSechny vzorky byly podle desitkové fedici fady zfedény az do 8. fedéni
(10®) tzn. Ze byl 1 ml jiz natedéného vzorku 1. fedéni (10) anaerobné a asepticky pienesen
pomoci injekéni stiikacky do vialky s 9 ml Wilkins-Chalgren bujonu (Oxoid), ¢imz vzniklo 2.
fedéni (1072). Ostatni fedéni probihala stejné az do pozadovaného koneéného poméru (1/108
g/ml). Wilkins-Chalgren bujony, které byly pouzity na fedici fady, byly pfipravené metodou
roll-tube, kdy se vytvofilo anaerobni prostfedi prostiednictvim probublavani bujonu oxidem
uhlic¢itym.

Takto ptipravené vzorky byly naneseny pomoci injekénich stéikacek na Petriho misky
a nasledn¢ zality selektivnimi pidami. Celkové pocty anaerobnich mikroorganismi byly
stanovovany ze 7. a 8. fedéni, kdy byl vzdy odebran 0,5 ml z pozadovaného fedéni a nanesen
na ozna¢enou Petriho misku. Vzorky byly ihned zality Wilkins-Chalgren anaerobe agarem se
sojovym peptonem, vlozeny do anaerostatu spolecné s vyvijeCem anaerobni atmosféry
(Anaerogen, Oxoid) a anaerobn¢ kultivovany 48 hodin pii 37 °C. Bifidobakterie byly
kultivovany z 5. az 8. fedéni. Na plotnu byl nanasen 0,5 ml zfedéného vzorku, ktery byl zalit
modifikovanym Wilkins-Chalgren anaerobe agarem se sojovym peptonem (5 g/l) a s ptidavkem
mupirocinu (0,1 mg/ml) a kyseliny octové (1 ml/l), ktery podporuje rast bifidobakterii a

inhibuje rist bakterii mlécného kvaseni. Kultivace probihala také v anaerobnim prostiedi za
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pomoci Anaerogen od firmy Oxoid. Laktobacily byly kultivovany ze 6. az 8. fedéni
vV mikroaerofilnim prostiedi, kdy byla pouzita metoda dvojitého pieliti. Pil ml vzorku byl pielit
Rogosa agarem (Oxoid) s pfidavkem kyseliny octové (1,32 ml/l), nechal se zatuhnout a
nasledné byl zalit dalsi vrstvou téhoz agaru. Kultivace laktobacill probihala 48 hodin pii 37 °C.
Enterokoky a Escherichia coli byly stanovovany z 5. az 7. fedéni, kdy byl objem 0,1 ml rozetien
na agar. Kultivace probihala aerobné¢ pii teploté 37 °C, u enterokokt 48 hodin na Slanetz-
Bartley agaru (Oxoid) a u Escherichia coli 24 hodin na TBX agaru (Oxoid) (Obr. 20; Obr. 21).

k 1 g vzorku
Vzore % 1. fedéni

1ml

é 2. fedéni
1ml Q

é 3. fedéni
1ml Q

9 4. fedéni Ent. E. coli

Bif.
1ml
é 5. fedén|  ———
Lakt.
1ml
é 6. fedéni ————>

CPAB

Lml Qé7_fedéni —
1m|§198.FedénI’ %

Obrazek 20: Schéma fedéni a nanaseni vzorkd na Petriho misky (CPAB: celkové
pocty anaerobnich bakterii, Bif.: bifidobakterie, Lakt.: laktobacily, Ent.: enterokoky, E. coli:
Escherichia coli; zluta: 0,5 ml zalit Zivnym médiem, oranzova: 0,1 ml rozetfen na zivné

médium).
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Obrizek 21: Redéni a kultivace vybranych mikroorganismi z traviciho traktu driibeze na
Petriho miskach (A: kultivace celkového poctu anaerobnich bakterii, bifidobakterii a

laktobacilt, B: kultivace enterokokt a Escherichia coli).

Po vyjmuti vzorkl z termostati byly kolonie narostlych bakterii na jednotlivych pidach
spocitany a nadsobeny 2x (na misky bylo aplikovano 0,5 vzorku). Celkové mnozstvi bakterii ve

vzorku bylo po¢itano podle vztahu:

P =[(P1+ P2)/11]*F (KTJ/ml)
P1, P2 — pocet kolonii na dvou po sobé¢ jdoucich pocitatelnych plotnach
F — pfevracend hodnota vyssiho fedéni

KTJ — kolonie tvofici jednotky.

Vysledky jsou vyjadieny jako kolonie tvotici jednotky v 1 ml vzorku. Spoétené vysledky
kultivace bakterii ze slepého stfeva drlibeZe byly zpracovany do tabulky a nasledné statisticky

vyhodnoceny pomoci Statgraphics Centurion XV analyzou rozptylu ANOVA s pouzitim
Scheffého metody.
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni mnoZstvi oligosacharidii rafinézové rady ve vybranych

hospodarskych plodinach

Stanoveni mnozstvi RSO v fepce, slunecnici, sdji a lupiné ukazalo, ze nejvice RSO
obsahovala lupina (8,26 = 0,14 g RSO/100 g lupinové mouky), nasledovala soja (6,96 + 0,21 g
RSO/100 g extrahovaného sdjového Srotu) a déle extrahovany Srot z fepky (1,79 + 0,14 g
RSO/100 g $rotu) a slunecnice (1,73 + 0,26 g RSO/100 g srotu). Mezi vysledky byly nalezeny
statisticky vyznamné rozdily (P <0,05). Statisticky vyznamné rozdily (P <0,05) v mnoZstvi
RSO nebyly zaznamenany pouze mezi fepkovym a sluneénicovym extrahovanym Srotem (Tab.

6).

Tabulka 6: Zjisténé mnozstvi piitomnych oligosacharidi rafinézové fady (RSO) ve

vybranych plodinéch.
RSO
g/100 g SD*
Lupina — Zulika (mouka) 8,26" 0,14
Séja (extrahovany Srot) 6,968 0,21
lvlepka (extrahovany Srot) 1,79¢ 0,14
Slunecnice (extrahovany Srot) 1,73 0,26

*SD: smérodatna odchylka

ABC statisticky vyznamny rozdil (P <0,05)

5.2 Extrakce oligosacharidi rafin6zové rady z mouky lupiny

RSO se ze semen lupiny odrid Amiga, Dieta i Zulika podafilo izolovat. Efektivnost
izolace u odriidy Zulika byla cca 21 %. Nejvétsi mnozstvi RSO bylo izolovano z odridy Amiga
(Tab. 7). Bylo izolovano dostate¢né mnozstvi, tak aby bylo mozné provést kultivaci Cistych

kultur na RSO jako jediném zdroji uhliku.
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Tabulka 7: Mnozstvi vyizolovanych oligosacharidi rafinézové fady (RSO) z jednotlivych

odrtd lupiny.
RSO
Odrida lupiny 9/100 g mouky
Zulika 1,74
Amiga 2,84
Dieta 1,38

5.3 Kaultivace bakterii na oligosacharidech extrahovanych z lupiny

Kultivace vybranych bifidobakterii ukazala, ze oligosacharidy z lupiny dokazi stimulovat

rast vétsiny testovanych bifidobakterii (Tab. 8).

Tabulka 8: Rust vybranych druht bifidobakterii (log KTJ/ml + smérodatna odchylka)
na jednotlivych zivnych médiich s izolovanymi oligosacharidy rafindzové fady z lupin,

rafindzy a Wilkins-Chalgren bujonu s pridavkem sojového peptonu (n = 3).

Zivna média

) ) _ Wilkins-
Bakterialni Lupina Lupina Lupina
] ] ] Rafinéza Chalgren
kmeny Amiga Dieta Zulika
bujon
B. bifidum
ATCC29251
B. animalis
ssp. lactis 8,13 +0,05%¢ 6,21 +0,16°* 6,06+ 0,06 7,59 +0,09°® 9,44 + 0,09
BB12
B. bifidum
5,71 £ 0,058 5,35+0,248° 499 +0,14% 5,57 +0,178¢ 8,63 + 0,265
JKM
B. longum
9,26+ 0,15 9,14+0,025° 4,84+0,16°® 8,85+0,08°° 9,41 +0,02¢
ATCC15707
B. breve
8,36 +0,08°° 7,55+0,08°® 4,25+0,0582 9,57+0,108¢ 9,56 +0,07%
ATCC15700
A/ B,C,DE

statisticky vyznamny rozdil ve sloupcich (P <0,05)

&b ¢ d gtatisticky vyznamny rozdil v fadcich (P <0,05)
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Rust bifidobakterii se u jednotlivych kment, ale i zivnych mediich s obsahem RSO
z ruznych odrud lupiny vyrazné lisil. Kmen Bifidobacterium bifidum ATCC29251 na Zivnych
médiich nerostl. Mirny rtist byl zaznamenan pouze u Wilkins-Chalgren bujonu, kdy se pocet
bakterii zvysil pouze o 1 fad. Obecné nejlépe rostly bifidobakterie na Wilkins-Chalgren bujonu
s ptidavkem sojového peptonu (dale jen Wilkins-Chalgren bujonu) a nejméné na
oligosacharidech z odrady Zulika.

Statisticky byly vyhodnocovany rozdily mezi ristem riznych kment bifidobakterii na
jednotlivych zivnych médiich (ve sloupcich) a mezi ristem jednotlivych bifidobakterii na
ruznych zivnych mediich (v fadcich).

Na oligosacharidech izolovanych z odridy Amiga nejvice rostl kmen Bifidobacterium
longum ATCC15707 (9,26 + 0,10 log KTJ/ml. Druhym nejpocetnéjsim kmenem byl
Bifidobacterium breve ATCC15700 (8,36 + 0,08 log KTJ/ml). Zaznamenan byl rtst i u
Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12 (8,13 + 0,05 log JKM/ml). Nejmensi rust byl
zaznamenan u Bifidobacterim bifidum JKM (5,71 + 0,05 log KTJ/ml). Rust Bifidobacterium
bifidum ATCC29251 byl pod mezi detekce (<3 log KTJ/ml). Mezi vSemi kmeny byly
zaznamenany statisticky vyznamné rozdily (P <0,05). Na RSO izolovanych z lupiny odrudy
Dieta také nejvice rostl kmen Bifidobacterium longum ATCC15707 (9,14 + 0,02 log KTJ/ml),
nasledoval Bifidobacterium breve ATCC15700 (7,55 + 0,08 log KTJ/ml), Bifidobacterium
animalis ssp. lactis BB12 (6,21 + 0,16 log KTJ/ml) a Bifidobacterim bifidum JKM (5,35 + 0,24
log KTJ/ml). Bifidobacterium bifidum ATCC29251 opét rostl pod mezi detekce (<3 log
KTJ/ml). Mezi vSemi kmeny byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily (P <0,05). Na
oligosacharidech izolovanych z odrady Zulika bifidobakterie moc nerostly. Nejvétsi rist byl
zaznamenan u Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12 (6,06 + 0,06 log KTJ/ml). U rustu
Bifidobacterim bifidum JKM (4,99 + 0,14 log KTJ/ml) a Bifidobacterium longum ATCC15707
(4,84 + 0,16 log KTJ/ml) nebyl nalezen Zadny statisticky vyznamny rozdil (P <0,05). Nejmén¢
rostl Bifidobacterium breve ATCC15700 (4,25 + 0,05 log KTJ/ml). Bifidobacterium bifidum
ATCC29251 rostl pod mezi detekce (<3 log KTJ/ml). Mezi vysledky byly nalezeny statisticky
vyznamné rozdily (P <0,05). Na skupiné obsahujici zivné médium s rafinézou rostl nejlépe
kmen Bifidobacterium breve ATCC15700 (9,57 = 0,10 log KTJ/ml). Druhou nejpocetnéjsi
skupinou byl Bifidobacterium longum ATCC15707 (8,85 + 0,08 log KTJ/ml). Nasledoval
Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12 (7,59 + 0,09 log KTJ/ml). Nejmensi rast byl
zaznamenan opét u Bifidobacterim bifidum JKM (5,57 + 0,17 log KTJ/ml). Bifidobacterium
bifidum ATCC29251 byl zaznamenan pod mezi detekce (<3 log KTJ/ml). Mezi risty byly

zaznamenany statisticky vyznamné rozdily (P <0,05). Na komer¢nim Zivém médiu Wilkins-
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Chalgren bujonu byl nejvétsi rust zaznamenan u kmenta Bifidobacterium breve ATCC15700
(9,56 + 0,07 log KTJ/ml), Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12 (9,44 + 0,09 log KTJ/ml)
a.Bifidobacterium longum 9,41 + 0,02 log KTJ/ml). Mezi t€émito hodnotami nebyl nalezen
zadny statisticky vyznamny rozdil (P <0,05). Vysoky rust byl zaznamenan také u
Bifidobacterim bifidum JKM (8,63 + 0,26 log KTJ/ml). Nejmén¢ na tomto zivném médiu rostl
kmen Bifidobacterium bifidum ATCC29251 (5,12 + 0,17 log KTJ/ml). Mezi vysledky rastu
bakterii na Wilkins-Chalgren bujonu byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily (P <0,05).
Kmen Bifidobacterium bifidum ATCC29251 nejlépe rostl na Wilkins-Chalgren bujonu
(5,12 + 0,17 log KTJ/ml). U ostatnich zivnych médiich byl riist zaznamenan pod mezi detekce
(<3 log KTJ/ml). Mezi rustem Bifidobacterium bifidum ATCC29251 na Zivnych médiich na
bazi oligosacharidi a Wilkins-Chalgren bujonu byl statisticky vyznamny rozdil (P <0,05).
Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12 nejlépe rostl na Wilkins-Chalgren bujonu (9,44 +
0,09 log KTJ/ml). Z médii, které obsahovaly zivné médium na bazi oligosacharidu rostl nejlépe
na oligosacharidech izolovanych z odridy lupiny Amiga (8,13 + 0,05 log KTJ/ml) a dale na
rafinoze (7,59 £ 0,09 log KTJ/ml). U rustu Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12 rostouci
na oligosacharidech z odrid lupiny Dieta (6,21 + 0,16 log KTJ/ml) a Zulika (6,06 + 0,06 log
KTJ/ml), kde byl zaznamenan nejmensi rist vybrané bifidobakterie, nebyl nalezen zadny
statisticky vyznamny rozdil (P <0,05). Mezi vysledky jednotlivych zivnych médii byly u ristu
Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12 zaznamenany statisticky vyznamné rozdily (P
<0,05). Bifidobacterium bifidum JKM nejlépe rostl také na Wilkins-Chalgren bujonu (8,63 +
0,26 log KTJ/ml). O néco méné rostla vybrana bifidobakterie na ostatnich zivnych médiich na
bazi oligosacharidi rafindzové fady. Nejlépe rostla na oligosacharidech izolovanych z odridy
Amiga (5,71 £ 0,05 log KTJ/ml), dale rafin6ze (5,57 + 0,17 log KTJ/ml) a oligosacharidech
z odriidy Dieta 5,35 + 0,24 log KTJ/ml). Mezi vysledky Amiga/rafin6za a rafindza/Dieta nebyl
nalezen statisticky vyznamny rozdil (P <0,05). Nejmensi pocet KTJ byl zaznamenan u
oligosacharidech z odridy Zulika (4,99 + 0,14 log KTJ/ml). Mezi rustem Bifidobacterium
bifidum JKM v zavislosti na zivnych médiich byly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily
(P <0,05). Bifidobacterium longum ATCC15707 nejvice rostl ve Wilkins-Chalgren bujonu
(9,41 £ 0,02 log KTJ/ml). Srovnatelny byl rust na oligosacharidech extrahovanych z odridy
lupiny Amiga (9,26 + 0,10 log KTJ/ml) a Dieta (9,14 + 0,02 log KTJ/ml). Zde nebyl nalezen
zadny statisticky vyznamny rozdil (P <0,05). Rust na rafindze byl také vcelku velky (8,85 +
0,08 log KTJ/ml). Nejméné rostl kmen Bifidobacterium longum ATCC15707 na
oligosacharidech z lupiny Zulika. Posledni rist posuzovany na zivnych médii byl u

Bifidobacterium breve ATCC15700, kdy byly nejvétsi poCty zaznamenany u rafinozy (9,57 +

45



0,10 log KTJ/ml) a Wilkins-Chalgren bujonu (9,56 + 0,07 log KTJ/ml). Mezi témito skupinami
nebyl zadny statisticky vyznamny rozdil (P <0,05). Z médii s oligosacharidy extrahovanych
Z lupin nejlépe rostlo Bifidobacterium breve ATCC15700 na oligosacharidech izolovanych z
odrady Amiga (8,36 + 0,08 log KTJ/ml), Dieta (7,55 + 0,08 log KTJ/ml) a nejméné na RSO
z odrudy Zulika (4,25 £ 0,05 log KTJ/ml). Mezi hodnotami byl statisticky vyznamny rozdil (P
<0,05).

Tabulka 9: Hodnoty pH pfi kultivaci bakterii na oligosacharidech rafin6zové fady
(RSO) izolovanych z jednotlivych odrtid lupiny, rafindze a Wilkins-Chalgren bujonu

S ptidavkem sdjového peptonu.

Zivna média

) ) ) Wilkins-
Lupina Lupina Lupina
Bakteridlni kmeny ] ) ] Rafinéza Chalgren
Amiga Dieta Zulika
bujon
B. bifidum ATCC29251 1,7 7,3 6,7 7,0 6
B. animalis ssp. lactis BB12 6,0 6,7 6,4 51 51
B. bifidum JKM 7,3 6,7 6,7 6,7 51
B. longum ATCC15707 41 41 6,4 3,8 4,1
B. breve ATCC15700 7,0 6,4 6,4 44 4,1
12 ® B. animalis ssp. lactis BB12
y =-1,5266x + 16,432 -
10 R2 = 0.6403 B. bifidum JKM
. ’
g |, ° B. longumATCC15707
o il
T e B. breve ATCC 15700
g 6 »...®
o | y=-1,7736x+16,281 Tt T eeeeeeee Linearni (B. animalis ssp. lactis
- BB12)
4 Linedrni (B. bifidum JKM)
2 Linearni (B. longumATCC15707)
0 Linearni (B. breve ATCC 15700)
4 4,5 5 5,5 6 6,5 7 7,5

pH

Obrazek 22: Zavislost zmény pH prostfedi na ristu vybranych bakterii (B. animalis ssp.
lactis BB12, B. bifidum JKM, B. longum ATCC15707 a B. breve ATCC15700) v zivnych

mediich.
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Hodnoty pH korelovaly s riistem bifidobakterii. Cim vétsi byl rist bifidobakterii, tim
niz$i bylo pH (Tab.9; Obr.22).

5.4 Kultivace bakterii ze slepého stieva nosnic

U vysledkt kultivace bakterii ze slepého stfeva jednotlivych skupin dritbeze byly
zaznamenany pouze velmi malé rozdily. Nebyl nalezen zadny statisticky vyznamny rozdil (P
<0,05) mezi slozenim stfevni mikrobioty nosnic v zavislosti na slozeni jednotlivych krmnych
davek (Tab.10).

Tabulka 10: Pocty bakterii ve slepych stievech nosnic v zavislosti na pozivaném krmivu (log

KJT/g obsahu slepych stiev + smérodatna odchylka, n = 6).

Celkové

Krmna smés potty Bifidobakterie  Laktobacily Enterokoky E. coli
anaerobnich

bakterii
KKS 10,16 + 0,35 9,76 + 0,52 9,16 £ 0,56 <4 7,42 £ 0,65
CLso 9,97 +£0,22 9,30+ 0,22 8,80+0,27 <4 7,15+ 1,05
CL1oo 10,22 + 0,24 9,81+0,34 8,87 £0,64 <4 7,09 + 1,21
OLso 10,10 £ 0,19 9,74 £ 0,33 9,12 £0,29 <4 7,91 + 0,88
OLu100 10,14 £ 0,28 9,61 +0,42 9,14 £ 0,29 <4 7,64 £0,48

KKS: komer¢ni krmna smés pro nosnice N1 (ZZN Pelhfimov), CLso: krmna davka obsahujici
50 % sojového extrahovaného Srotu a 50 % Srotu z celych semen lupiny, CLioo: krmna davka
bez sdjového extrahovaného Srotu nahrazena Srotem z celych semen lupiny, OLse: krmna davka
obsahujici 50 % s6jového extrahovaného Srotu a 50 % Srotu z odslupkovanych semen lupiny,
OLioo: krmné davka bez s6jového extrahovaného Srotu nahrazena Srotem z odslupkovanych

semen lupiny

Celkové pocty bakterii se u vSech sledovanych skupin pohybovaly kolem 10 log KTJ/
g. Ze sledovanych skupin byly nejpocetné;si bifidobakterie. Nejvyssi pocty bifidobakterii byly
skupiny krmené CLso (9,30 £ 0,22 log KTJ/g). Druhou nejpocetnéjsi skupinou byly bakterie
rodu Lactobacilus. Hodnoty se pohybovaly okolo 9 log KTJ/g. Nejvétsi pocet laktobacilti byl
zjistén u komeréni krmné smési N1 (9,16 + 0,56 log KTJ/g) a nejmensi narust bakterii byl u

skupiny krmené CLso (8,80 + 0,27 log KTJ/g). Poc¢ty kmene Enterococus sp. se pohybovaly
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pod detek¢ni hladinou experimentu (<4 log KTJ/g). Po¢ty Escherichia coli se pohybovaly
kolem hodnoty 7,5 log KTJ/g. Nejvice Escherichia coli rostly v travicich traktech nosnic u

skupiny krmené OLso (7,91 + 0,88 log KTJ/g) a nejmén¢ u skupiny krmené CL100 (7,09 + 1,21
log KTJ/qg).
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6 Diskuze

Mikroorganismy jsou nedilnou soucasti traviciho traktu zivoc€ichi. Slozeni mikrobioty se
neustale méni a lze ho ovlivnit pomoci stravovacich navyki hostitele. Nejvice lze slozeni
ovlivnit podavanim probiotik a prebiotik. Lupina je povazovana za dobry zdroj prebiotickych
oligosacharidu rafin6zové fady (RSO), jelikoz jich obsahuje vice nez jiné krmné plodiny nebo
plodiny vyuzivané pro vyzivu lidi. Tento pfedpoklad byl potvrzen pfi nasem stanovovani RSO
u fepky, slunecnice, soji a lupiny. Bylo zjisténo, ze lupina bila odrida Zulika obsahuje 8,26 +
0,14 g RSO na 100 g mouky tzn. 9,2 g RSO na 100 g suSiny. Ke stejnym zavériam dosel i
Muizquiz et al. (1999), ktery zjistoval mnozstvi oligosacharidli rafindzové fady ve dvouch
odlisnych odrud lupiny bilé (Lupinus albus cv. Bardo, Lupinus albus cv.Bac), s6ji (Glycine max
cv. Nawiko), hrachu (Pisum sativum cv. Kastor), fazoli Phaseolus vulgaris cv. Saxa) a bobu
(Vicia fava cv. Nadwicelanski). Nejvice oligosacharidi rafinbzové tady bylo zjisténo
Vv odrtdach lupiny (L. albus cv. Bardo — 8,48 g RSO/100 g susiny, L. albus cv. Bac — 8,24 g
RSO/100 g suSiny) a hrachu (Pisum sativum cv. Kastor — 8,43 g RSO/100 g suSiny).
K podobnym vysledkiim dosel i Martieney-Villaluenga et al. (2005), ktery stanovoval mnozstvi
RSO u tfinacti Spanélskych odrad lupiny, z toho u Sesti odrtid lupiny bilé, pomoci vysokotc¢inné
kapalinové chromatografie (HPLC — high performance liquid chromatography). Nejvice
oligosacharidi rafindézové tady byly zjistény u odrdd lupiny zluté (Lupinus luteus), které
V priméru obsahovaly 10,95 g RSO/100 g suSiny. VSechny lupiny odrudy bilé obsahovaly
pfiblizné 8 g RSO/100 g susiny. Vyjimkou byly odridy Lupinus albus cv. LO-3848 (6,07 g
RSO/100 g susiny) a Lupinus albus LO-3855, ktera obsahovala pouze 5,46 g RSO/100 g susiny.
Vysledky odrid lupiny uzkolisté se v porovnani s odridami lupiny bilé vyznamné nelisily.
Nami zjisténé mnozstvi oligosacharidi v odrudé lupiny bilé Zulika bylo ve srovnani s vysledky
jinych autor vétsi. Tyto rozdily vSak nejsou nijak zavratné a lze konstatovat, Ze mnoZstvi
obsahu oligosacharidli rafindzové tad¢, zalezi také na odridé plodiny. Shodné hodnoty byly
zjisténé také u soji, kterd podle Muizquiz et al. (1999) obsahuje 6,5 g RSO/100 g susiny.
Wongputtisin et al. (2015) uvadi, Ze odrida s6ji Chiang Mai60 obsahuje az 15,33 g RSO/100 g
susiny, coz je 2krat vice nez bylo zaznamenano nami.

Z vysledkl tedy vyplyva, ze lupina obsahuje vice oligosacharidii rafin6zové tfady nez
ostatni vybrané plodiny. Pti extrakci té€chto oligosacharidi se vsak z 8,26 g RSO/100 g mouky
vyizolovalo pouze 1,74 g RSO. Vytéznost této metody je tedy 21 %. Nizsi vytéznost mohla byt
zpusobena velkym mnoZstvi nezddoucich sacharidii (sachar6za a galaktéza) v nckterych

frakcich, které musely byt z procesu ziskadvani odstranény. Mald vytéznost mohla byt také
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zpUsobena nizkou efektivnosti zvolené metody. U¢inngjsi metodu uvadi (Martinez-Villaluenga
et al. 2004), kdy byla extrakce RSO provadéna pies kiemelinu a dievéné uhli. U&innost této
metody byla 99,4 %.

Proto byly pro kultivaci ¢istych bakterii na izolovanych oligosacharidech z lupiny vybrany
zastupci bifidobakterii rizného piavodu (B. bifidum, B. animalis, B. longum a B. breve). Pii
kultivaci bifidobakterii na oligosacharidech extrahovanych z lupiny byla hypotéza stimulace
ristu bakterii na oligosacharidech z lupiny potvrzena u vétSiny testovanych kmenti. Nejvétsi
rast kolonii byl v§ak zaznamenan na Wilkins-Chalgren bujonu s ptidavkem sojového peptonu.
To bylo zptsobeno idedlnim sloZzenim zivného média, které je sestavené tak, aby v ném
mikroorganismy rostly co nejlépe. Nejmensi rast na oligosacharidech z odrud lupin byl
zaznamenan na odridé Zulika. To mohlo byt zpisobené rozdilnym zastoupenim jednotlivych
izolovanych oligosacharidii v odridach. Obecné nejméné na zivnych médiich rostl kmen
Bifidobacterium bifidum ATCC29251, ktery na Wilkins-Chalgren bujonu rostl jen velmi malo
a na oligosacharidech z lupiny nerostl viilbec. To mohlo byt zplsobeno tim, Ze tento kmen
bifidobakterii neni schopny tyto oligosacharidy jako zdroj uhliku a energie vyuzivat. Dale
mohlo dojit k ovlivnéni zivotaschopnosti kmene pti manipulaci, kdy mohl do média proniknout
kyslik. Bifidobakterie jsou striktné anaerobni, ale n¢které kmeny jsou schopny kyslik do jisté
miry tolerovat. B. bifidum ATCC29251 muze patiit ke kmenim vysoce citlivym na kyslik.

Na mediich sloZzenych na bazi oligosacharidi rafin6zové fady rostly bifidobakterie
nejlépe na oligosacharidech extrahovanych z odridy lupiny Amiga. Tento rist byl vyznamné
lepsi nez na rafindze. Rist na rafin6ze byl srovnatelny s ristem na oligosacharidech z odridy
Dieta. Z vysledki vyplyva, ze kmen Bifidobacterium longum ATCC15707 extrahovan ze
stolice dospé€lého jedince je 1épe pfizpusoben ke Stépeni RSO nez ostatni bifidobakterie, které
byly izolované z traviciho traktu kojence nebo kysaného mlé¢ného vyrobku. Diivodem miize
byt pfirozeny piijem RSO dosp€lého jedince na rozdil od kojence, ktery piijima spiSe
oligosacharidy mateiského mléka (OMM). Rozdilnost pocti narostlych bakterialnich kolonii
mezi zivnymi médii z oligosacharidli izolovanych z lupin mohla byt zplsobena odlisSnym
pomérem rafindzy a stachydzy v izolovanych oligosacharidech z jednotlivych odrid lupin.
Jelikoz na zivném médiu sloZzeného z oligosacharidl z lupiny Dieta rostly ptiblizné stejné pocty
bakterii jako na zivném médiu s rafinézou, je velmi pravdépodobné, Ze izolované
oligosacharidy z odriidy lupiny Dieta mohla obsahovat velké mnozstvi rafindzy.

Gullon et al. (2015) zkoumal rust celkového poctu anaerobnich bakterii, bifidobakterii,

laktobacilt spole¢né s enterokoky, Prevotela, Atopobium, Clostridium a Roseburia intestinalis

50



na vzorcich z lupiny bilé (Lupinus albus) a bobu obecném (Vicia faba) (Tab. P5 Priloha).
Hodnocen byl rist bakterii v zavislosti na fermentaci riznych uhlikatych zdroji v podminkach
in vitro. Rustové médium obsahovalo jako jediny zdroj uhliku lupinu, bob nebo
fruktooligosacharidy (FOS). Pogate¢ni koncentrace narostlych kultur bakterii byla 10’ KTJ/ml.
Pocet bakterii byl uren po 0, 7 a 24 hodinach kultivace pomoci fluorescen¢ni in situ
hybridizace (FISH). Fermentace byla sledovéna také pomoci zmény hodnot pH a tvorbou
mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA) a laktatu. Lupina, bob i fruktooligosacharidy
(FOS) stimulovaly rast vSech zkoumanych bakterii. U téchto skupin se také zménila i hodnota
pH. Zvysily se i hodnoty SCFA. Nejvice byla ve vzorcich po fermentaci obsazena kyselina
octova, propionova a maselna.

V porovnani s nasimi vysledky byl nartst bifidobakterii zvysen pouze o jeden fad (107
KTJ/g — 108 KTJ/ml). U nasich vysledkii byl podet bifidobakterii nejvice zvysen u B. longum
ATCC15707 rostouci na oligosacharidech z odrtid lupiny Amiga a Dieta, a to az o 5 fada (10*
KTJg — 10° KTJ/ml). Nejmensi rGst byl zaznamendn u bifidobakterii rostouci na
oligosacharidech z odridy lupiny Zulika, kde se po¢ty bifidobakterii téméf neménily nebo se
zménily pouze o 1 (B. bifidum JKM) nebo 2 tady (B. animalis ssp. lactic BB12). Kone¢né pocty
bifidobakterii rostoucich na lupiné¢ u Gullon et al. (2015) byly vSak snasimi vysledky
srovnatelné. Nizsi narust bifidobakterii na lupiné u Gullon et al. (2015) mohlo byt zptisobené
pfrili§ vysokou koncentraci bakterii na zacatku kultivace, jelikoZ rist bakterii nepfesahoval u
7adné skupiny koncentraci 10° KTJ/ml. U obou experimentt byl zaznamenan rtist bakterii na
luping, coz potvrzuje hypotézu stimulace riistu bakterii pomoci lupiny.

KdyzZ bylo zjisténo, Ze lupina obsahuje prebiotické oligosacharidy rafindézové fady a Ze
maji tyto oligosacharidy bifidogenni efekt, byl proveden krmny pokus na nosnicich. Nosnice
byly rozdéleny do 5 skupin po 6 jedincich. Tyto skupiny byly krmeny riznymi krmnymi
smésmi, kdy bylo principem nahrazovani pfimési sojového extrahovaného Srotu v rizném
pomeéru a rizné podobé za lupinovy Srot (KKS: komeréni krmna smés pro nosnice N1, ZZN
Pelhfimov, CLso: krmna davka obsahujici 50 % sojového extrahovaného Srotu a 50 % Srotu
z celych semen lupiny, CLioo: krmna davka bez sdjového extrahovaného Srotu nahrazena
Srotem z celych semen lupiny, OLso: krmna davka obsahujici 50 % s6jového extrahovaného
Srotu a 50 % Srotu z odslupkovanych semen lupiny, OLigo: krmnd davka bez sdjového
extrahovaného Srotu nahrazena Srotem z odslupkovanych semen lupiny). Po uplynuti 2 mésict
krmného pokusu byly nosnice zabity a byl proveden mikrobiologicky rozbor slepych stiev

pomoci plotnové metody. Stanovovan byl celkovy pocet anaerobnich bakterii, bifidobakterii,
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enterokokd a Escherichia coli. Vysledky neukazaly zadné statistiky vyznamné rozdily (P
<0,05) mezi rustem bakterii v travicich traktech nosnic. Krmna smés N1 obsahuje diky soje
také prebiotické oligosacharidy. Soja sice obsahuje RSO v mensi mife nez lupina, ale toto
mnozstvi mohlo byt pro spravné sloZeni mikrobioty dostacujici. Tudiz dalsi navySeni téchto
prebiotickych oligosacharidii mohlo byt zbytecné, a proto se zadny efekt na slozeni mikrobioty
ve slepych stfevech nosnic neprojevil. Nahrada lupiny v jakékoliv podobé, ktera byla pouzita
V experimentu diplomové prace, zadnym zpusobem negativné neovliviiovala slozeni
mikrobioty slepych stiev nosnic a méla stejny prebioticky efekt jako komeréni krmna smés N1.

Zdunczyk et al. (2014) provade¢li také krmny pokus na nosnicich. Nosnice byly po dobu
24 tydni krmeny krmnou davkou se sojou, s 10 % nebo 20 % pifimési lupiny modré. V této
studii byl jednozna¢né potvrzen prebioticky efekt (Tab. P6 Ptiloha). Pocet bakterii ve slepych
sttevech nosnic se u skupin statisticky vyznamné liSily (P <0,05). U skupin krmené lupinou byl
zjistén vyssi celkovy pocet anaerobnich bakterii nez u kontrolni skupiny krmené sojou. Skupiny
krmené lupinou méli také zvySené pocty zdravy prospesnych bakterii (laktobacily, enterokoky
a bifidobakterie). U téchto skupin byly také vyznamné sniZeny poCty potencialné patogennich
bakterii (Escherichia coli, Bacteroides sp. a Prevotella sp.). Slozeni krmné davky nemélo vliv
na pocty bakterii ¢ledi Clostridiaceae. Hodnota pH byla u skupiny krmené s 20 % lupiny
Zdunczyk et al. (2014) stale o jeden fad nizsi (10° KTJ/g) nez u nasich vysledkd (10*° KTJ/g).
Stejné tomu bylo i u bifidobakterii a laktobacild. Pocty Escherichia coli byly u krmné davky se
sojou o jeden fad vyssi (108 KTJ/g) nez u nasich krmiv (107 KTJ/g), ale o jeden fad nizsi u
krmiv s piimési 10 % a 20 % lupiny (10 KTJ/g). Vzhledem k vy$§imu celkovému poétu
anaerobnich bakterii, bifidobakterii a laktobacilll ve slepych stfevech nosnic u nasich vysledk,
lze konstatovat, ze sloZzeni krmnych davek bylo s ohledem na obsah probiotickych bakterii
celkové lepsi u naSich krmnych smési nez u Zdunczyk et al. (2014).

Podobnou problematikou se zabyvali Geigerova et al. (2017), kdy zkoumali rast bakterii
ve voleti a slepych stfevech brojlerovych kuftat, a kachen, po podani krmné davky s rozdilnym
sloZzenim (Lo: krmna déavka s ptimési s6jové mouky, Lso: krmné davka s ptimési slozené z 50 %
s6jové mouky a 50 % lupinové mouky, Ligo: krmna dévka s ptimési lupinové mouky) (Tab. P7
Ptiloha). V porovnani s nasimi vysledky, byly pocty bakterii v travicim traktu brojlerovych
kutat 1 kachen mensi. JelikoZ je brojler mladsi nez dosp€ld nosnice, nemusi mit jesté plné
vyvinutou stfevni mikrobiotu a pocty bakterii jsou tak v travicim traktu mensi. SloZeni stfevni
mikrobioty se u kachen 1 slepic lisi, jelikoz je to jiny zivocisny druh. Slepice maji ve slepych

sttevech vyssi pocet bifidobakterii a laktobacild. Ve studii Geigerova et al. (2017) byl na rozdil
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od naSich vysledkt prokazan statisticky vyznamny rozdil (P <0,05) v rustu laktobacili ve
slepych sttevech brojlerovych kufat krmené krmnou smeési Lioo V porovnani s ostatnimi
krmnymi smésmi (Lo, Lso). To mohlo byt zpiisobené nedostatecnou piimesi soji v krmné davce
(Lo) pro brojlery a tim i nedostatenym mnozstvim RSO v krmivu. Tim, Ze byla s6ja zcela
nahrazena lupinou, mnozstvi RSO se zvysilo a byl prokazéan prebioticky efekt.

U kachen byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil (P <0,05) u dvou rodt bakterii. Pocet
bifidobakterii a laktobacili ve slepych stfevech zvifat krmené krmnou smési obsahujici
lupinovou moukou byl vyssi nez u krmné davky obsahujici pouze sdéjovou mouku. Lze tedy
konstatovat, ze lupina je jako zdroj prebiotickych oligosacharidii vhodnéjsi pro kachny nez
kurata.

Rubio et al. (1998) sledoval rust laktobacilt a Escherichia coli v travicim traktu kufat
brojlerd ve v€ku 3 a 4 tydni po podani krmiva obsahujici lupinu uzkolistou (Lupinus
angustifolius) (Tab. P8 Priloha). Pocty bakterii ve slepém stfevé kufat byly u laktobacili i
Escherichia coli nizs$i u nasich vysledkt. Podavani krmné davky s lupinou nemélo, jako u
nasich vysledki, na rast Escherichia coli statisticky vyznamny vliv (P <0,05). Statisticky
vyznamny rozdil (P <0,05) byl ale pozorovan u ristu laktobacilii pfi podani krmné davky
s obsahem lupiny a kontrolni skupinou (krmna davka s piimési s6ji). Pocet laktobacilii po
konzumaci krmné davky s lupinou v travicim traktu brojlerti vzrostl.

Prokazéanim prebiotickych u¢inkl u kutat brojlert ve studii Geigerova et al. (2017) a Rubio
et al. (1998) mohlo byt také zptisobeno tim, ze brojlefi nemusi mit jesté plné vyvinutou a
ustalenou mikrobiotu, tud’iZ je 1€pe ovlivnitelna neZ mikrobiota u jiz dospélych nosnic.

Existuji studie provadéné také na prasatech. Kasprowicz-Potocka et al. (2017) pozorovali
rust sttevnich bakterii v ky€elniku a slepém stievé prasat po podani krmné davky s piimési so6ji
(Lo), smési sdji s lupinou (Lso) a samotné lupiny (L1oo). Statisticky vyznamny rozdil (P <0,05)
byl pozorovan u ristu celkového poctu anaerobnich bakterii a enterobakterii v ky¢elniku prasat.
Nejvice anaerobnich bakterii se vyskytovalo u skupiny krmené davkou s piimési samotné
lupiny (L100). Enterokokiim se nejméné dafilo u skupin krmené krmnou davkou s ptimeési soji
(Lo). Ve slepém stfevu prasat byl statisticky vyznamny rozdil (P <0,05) pozorovan pouze u
rustu kvasinek a plisni. Prasata krmené krmnou davkou se s6jou (Lo) méla ve slepych stfevech
mnohem vice kvasinek a plisni neZ prasata krmena ostatnimi krmnymi smési (Lso a L1oo). Lze
tedy fici, ze ptimési lupiny do krmiva lze u prasat ovlivnit slozeni stfevni mikrobioty.

Zaworska et al. (2017) zkoumala vliv fermentace lupiny na osidleni stfevni mikrobioty
v kycelniku prasat. Fermentace lupiny vedla ke zvySeni stravitelnosti lupiny, mnozstvi

surového proteinu, jednotlivych aminokyselin, vlakniny, tuku a popelovin. DoSlo ke snizeni
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dusikatych latek a oligosacharidii rafin6zové fady. Tato zména ovSem neméla vyznamny vliv
na slozeni stfevni mikrobioty u pokusnych skupin prasat. Neprojevil se ani statisticky
vyznamny rozdil v osidleni stfevni mikrobioty mezi skupinami krmené séjou a lupinou.

Jensen et al. (2013) posuzovali, zdali zahrnuti suSeného kotfene ¢ekanky nebo semen
lupiny modré (zdroj prebiotik) do krmiva prasat ovlivni jejich stfevni mikrobiotu. Vykrm byl
provadén na 48 prasatech po dobu 1 nebo 2 tydnt pted porazkou. Analyza slozeni stievni
mikrobioty byla stanovovana pomoci metody PCR. Sledovany byly poéty bifidobakterii a
termofilni Campylobacter spp. (hlavn¢ Campylobacter jejuni a Campylobacter coli). Zmény
slozeni sttevni mikrobioty byl u prasat krmenych lupinou zaznamenén uz po prvnim tydnu, kdy
se poCty bifidobakterii ve slepém stfevu znacné zvySily a pocty Campylobacter spp. se
vyznamng¢ snizily.

V experimentech zabyvajici se vykrmem prasat lupinou a néslednym stanovenim
sloZeni jejich stievni mikrobioty, byly zjistovany jiné¢ kmeny bakterii a mikroorganismt nez u
slepic. Nejcastéji se u slepic stanovovaly celkové poéty anaerobnich bakterii, bifidobakterie,
laktobacily a Escherichia coli. U prasat se stanovovaly celkové poéty anaerobnich bakterii,
bakterie mlééného kvaSeni, enterobakterie a kvasinky a plisné. Nejcastéji byly pokusy na
prasatech zaméfeny spiSe na 3. ¢ast tenkého stieva (kycelnik). Prasata méla ve slepém stieveé
nizs8i celkovy pocet anaerobnich bakterii nez slepice. U poctu bakterii ve slepém stieve u prasat
nebyly, az na pocty kvasinek a plisni, prokazany statisticky vyznamné rozdily (P <0,05).
Dlivodem rozdilného sloZeni stfevni mikrobioty u prasat a slepic, je jina stavba traviciho traktu
zvifete a zaroven odliSné sloZeni krmiva.

Ve studii zabyvajici se riistem bakterii v travicim traktu krys byly stanovovany stejné
kmeny bakterii jako u naSeho experimentu (celkové pocty anaerobnich bakterii, bifidobakterie,
laktobacily, enterokoky a Escherichia coli). Po podavani riznych krmnych davek se pocty
bakterii ve slepych stievech u jednotlivych skupin, se na rozdil od naSich vysledk, zna¢né
lisily (Bartkiene et al. 2013). Skupiny byly krmeny krmnou davkou se s6jou, Inénym seminkem,
lupinou zlutou a lupinou bilou. Skupiny krmené odridami lupin vykazovaly vétsi pocty
celkovych anaerobnich bakterii, laktobacili a bifidobakterii. Nejvyssi pocty bakterie
Escherchia coli byly pozorovany u krmné davky se s6jou. Nejpriznivéjsi vliv na slozeni stfevni
mikrobioty u krys vykazovala skupina krmena lupinou Zlutou.

Hodnoty poctu laktobacilt a bifidobakterii u krys krmené lupinou byly shodné s nasimi
vysledky (10° KTJ/g). U krys byl sledovan celkové vyssi pocet enterokoki (10* KTJ/g obsahu
slepych strev krys; <10* KTJ/g obsahu slepych stfev nosnicc) a nizsi pocet celkového poétu

anaerobnich bakterii (10° KTJ/g — obsahu slepych stiev krys; 101 KTJ/g — obsahu slepych stiev
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nosnic) a Eschericha coli (10! KTJ/g — obsahu slepych stfev krys; 107 KTJ/g — obsahu slepych
stfev nosnic).

Uvedené vysledky na zvifatech neni vzdy mozné mezi sebou porovnavat, protoze se
jednalo o rozdilné zivoc¢isné druhy s rozdilnou fyziologii traviciho traktu a ptirozenymi rozdily
ve slozeni mikrobioty traviciho traktu. Jednotlivé vyzkumné tymy se také zaméfovaly na
odlisné mikrobialni skupiny a k ziskani svych vysledkt pouzily rizné metody. Z popsanych
vysledku vSak jednoznac¢né vyplyva, ze lupina ma podobny prebioticky efekt jako sdja. Soja
tedy muaze byt v krmivech nahrazovéna lupinou. Da se predpokladat, Ze podobné tomu bude i

ve vyzive lidi.

55



7 Zavér

e Bylo potvrzeno, ze lupina obsahuje oligosacharidy rafin6zové fady. Mnozstvi RSO v
semenech je rozdilny u rtznych plodin i1 odriid, ale i pfes mirné odchylky bylo
potvrzeno, ze lupina obsahuje v semenech nejvétsi podil RSO.

e Tyto oligosacharidy se podafilo ze semen extrahovat v podobé¢ bilého prasku. Zvolena
extrakce nebyla pfili§ uéinna (21 %), ale bylo ziskano dostatecné mnozstvi
oligosacharidl pro dalsi testovani.

e Pokus s ¢istymi kmeny bifidobakterii potvrdil pifedpoklad rtistu téchto probiotickych
bakterii na izolovanych oligosacharidech rafin6zové fady z lupiny.

e Krmny pokus u nosnic neprokazal zménu ve slozeni stfevni mikrobioty v zévislosti na
obsahu lupiny v krmivu. S ohledem na prebioticky t¢inek, 1ze lupinu doporudit jako

nahradu za s6ju v krmné davce pro nosnice.

56



8 Literatura

Aniszewski T, Ciesiolka D, Gulewicz K. 2001.Equilibriumbetween basic nitrogen compounds
in lupine seeds with differentiated alkaloid content. Phytochemistry 57 (1): 43-50.

Arybarstvi, specialista na rybafské navnady. VICi bob lupina v nalevu Cukk Lupin 225 g.
Available from http://www.arybarstvi.cz/vici-bob-lupina-v-nalevu-cukk-lupin-225-g-
6466.html (accessed December 2017).

Arnoldi A, Boschin G, Resta D, Scigliuolo G, Sirtori E. 2011. Thenutraceutical propertiesof

lupin seed: focus on proteins and peptides. In: Abstractsofthe 13th International lupin
konference. Lupin crops — anopportunity for today, a promise for the future. Poznan,
Poland, pp. 169.

Bartkiene E, Juodeikiene G, Vidmantiene D, Zdunczyk Z, Zdunczyk P, Juskiewicz J,
Cizeikiene D, Matusevicius P. 2013. Influence of diets to Wistar rats supplemented with
soya, flaxseed and lupine products treated by lactofermentation to improve their gut health.
International Journal of Food Sciences and Nutrition 64(6): 730-739.

Bezpecnostpotravin. 2004. Informacéni centrum bezpe€nosti potravin. Probiotika jako 1é¢ivo

pro driibez. Available from https://www.bezpecnostpotravin.cz/probiotika-jako-lecivo-

pro-drubez.aspx (accessed February 2019).

Bioobchod. Piirodni produkty. Lupinové kafe prazené¢ mlet¢ BIO 250g. Available from
http://www.bioobchod.cz/kava-lupinova-prazena-mleta-bio-250g (accessed December
2017).

Blaha V, Visek J. 2011. Vyznam prebiotik v potravé. Practikus 8: 25-28.

Blaser MJ. 2015. Mizejici mikroby. Jak nadmérné uZzivani antibiotik vyvolava epidemie
moderni doby. Slovart s.r.o.. ISBN: 978-80-7391-228-4.

Bohacenko I, Pinkrova J. 2014. Stanoveni obsahu fruktanit metodou HPLC s refraktometrickou
detekci. Listy cukrovarské a fepaiské 1: 28-32.

Broekaert WF, Courtin CM, Verbeke K, Van de Wiele T, Verstaete W, Delcour JA. 2011.
Prebiotic and other health-related effects of cereal-derived arabinoxylans, arabinoxylan-
aligosaccharides, and xylooligosaccharides. Crit. Rev. Food Sci. Nutr 51: 178-194.

Bradford MM. 1976. A Rapid and Sensitive Method for the Quantitation of Microgram
Quantities of Protein Utilizing the Principle of Protein-Dye Binding. Analytical
biochemistry 72: 248-254.

57


http://www.arybarstvi.cz/vlci-bob-lupina-v-nalevu-cukk-lupin-225-g-6466.html
http://www.arybarstvi.cz/vlci-bob-lupina-v-nalevu-cukk-lupin-225-g-6466.html
https://www.bezpecnostpotravin.cz/probiotika-jako-lecivo-pro-drubez.aspx
https://www.bezpecnostpotravin.cz/probiotika-jako-lecivo-pro-drubez.aspx
http://www.bioobchod.cz/kava-lupinova-prazena-mleta-bio-250g

Charalampopoulos D, Rastall R. 2012. Prebiotics in foods. Curr. Opin. Biotechnol. 23: 187-
191.

Collado MC, Rautava S, Aakko J, Isolauri E, Salminen S. 2016. Human gut colonisation may
be initiated in utero by distinct microbial communities in the placenta and amniotic fluid.
Scientific reports 6: 1-13.

De Reu JC, Linssen VAJM, Rombouats FM, Nout MJR. 1997. Consistency polysaccharidase
activites and non-starch polysaccharides content of soya beans during tempe fermentation.
J. Sci. Food Agric. 73: 357-363.

Ekvall J, Stegmark R, Nyman M. 2007. Optimization of extraction methods for determination
of the raffinose family oligosaccharides in leguminous vine peas (Pisum Sativum L.) and
effects of blanching. Journal Food Comp. And Anal 20: 13-18.

Elixir. Vas elixir zdravi a krasy. PURYA! Bio Vegan Lupina protein 200 g. Available from
https://nwww.elixi.cz/purya-bio-vegan-lupina-protein-200-g-p46228/. (accessed
December 2017).

Estermann MT. 2013. Za¢indme s chovem slepic, hus a kachen. Vikend s.r.o. ISBN 978-80-
7433-060-5.

European Parliament. 2006. Regulation (EC) No 1924/2006 of the European parliament and of

the council of 20 December 2006 on nutrition and health claims made on foods. OJEU: 9-
25.

WHO. 2001. Food and Agricultural Organization of the United Nations and World Health
Organization. Health and nutritional properties of probiotics in food including powder
milk with live lactic acid bacteria. World Health Organization. Available from
http://who.int/foodsafety/fs_management/en/probiotic_guidelines.pdf. (accessed
December 2017).

Frithauf P. 2011. Mikrobiota v obdobi mezi 6. a 24. mésicem. Pediatr pro praxi, 12 (3): 214-
216.

Fuller R. 1992 Probiotics. The Scientific Basis. Chapman & Hall, London, U. K.

Garcia-Ruiz Al, Garcia-Palomares J, Garcia-Rebollar P, Chamorro S, Carabano R, de Blas J.

C. 2006. Effectof protein source and enzyme supplementation on ileal protein digestibility

and fattening performance in rabbits. Span. J. Agric. 4: 297-303.

Geigerova M, Vlkova E, Skiivanova E, Bunesova V. 2014. Odlisnost v mikrobiot¢ traviciho

traktu riznych druhti savct a moZnosti jeho ovlivnéni. Veterinatstvi 7: 522-526.

58


https://hwww.elixi.cz/purya-bio-vegan-lupina-protein-200-g-p46228/
http://who.int/foodsafety/fs_management/en/probiotic_guidelines.pdf

Geigerova M, Svejstil R, Skiivanova E, Strakova E, Suchy P. 2017. Effect of dietary lupin
(Lupinus albus) on the gastrointestinal microbiota composition in broiler chickens and
ducks. Czech J. Anim. Sci. 62: 369-376.

Gibson GR, Roberfroid MB. 1995. Dietary modulation of the human colonic microbiota:
introducing the concept of prebiotics. J. Nutr. 125 (6): 1401-1412.

Gibson GR, Probert HM, Loo, JV, Rastall RA, Roberfroid MB. 2004. Dietary modulation of
the human colonic microbiota: updating the concept of prebiotics. Nutrition Research
Reviews. 17(2):259-275.

Gismondo MR, Drago L, Lombardi A. 1999. Review of probiotics available to modify
gastrointestinal flora, int. J. Antimicrob. Agents 12: 287-292

Goffin D, Delzenne N, Blecker C, Hanon E, Deroanne C, Paquot M. 2011. Will isomalto-
oligosaccharides, a well-established functional food in Asia, break through the European
and American market? The status of knowledge on these prebiotics. Crit. Rev. Food Sci.
Nutr. 21: 394-4009.

Green BT, Panter KE, Lee ST, Welch KD, Pfister JA, Gardner DR, Stegelmeier BL, Davis TZ.
2016. Differences between Angus and Holstein cattle in the Lupinus Leucophylus induced
inhibition of fetal acticity, Toxicon 106: 1-6.

Gugotek A, Juskiewicz J, Kowalska D, Zwolinski C. 2018. Physiological responses of rabbits
fed with diets containing rapeseed meal, white lupine and pea seeds as soybean meal
substitutes. Ciencia Agrotecnologie 42(3): 297-306.

Gullon P, Gullén B, Tavaria F, Vasconcelos M, Gomes AM. 2015. In vitro fermentation of
lupin seeds (Lupinus albus) and broad beans (Vicia faba): dynamic modulation of the
intestinal microbiota and metabolomic output. Food & Function 6(10): 3316-3322.

Hara T, Ikeda N, Hatsumi K, Watabe J, Lino H, Mitsuoka T. 1997. Effects of small amount
ingestion of soybean oligosacharides on bowel habits and fecal flora of volunteers. Jap. J.
Nutr. 55: 79-84.

Hernandez-Hernandez O, Marin-Manzano MC, Rubio LA, Moreno FJ. Sanz ML, Clemente A.
2012. Monomer and linkage type of galacto-oligosaccharides affect their rezistnce to ileal

digestion and prebiotic properties in rats. J. Nutr. 142: 1232-1239.

Hill MJ. 1995. The normal gut bacterial flora. In: Role of Gut Bacteria in Human Toxicology
and Pharmacology, Hil, M. J. (ed.), Taylor and Francis, London: 5-30.
Homolka P, Kudrna V. 2007. Uplatnéni lupiny ve vyzivé piezvykavcli. Vyzkumny ustav

zivoCisné vyroby, v.v.i. Praha: 44.

59



Honig DH, Rackis JJ. 1979. Determination of the total pepsin pancreatin idigestible content
(dietary fiber) of soybean products, wheat bran and corn bran. J. Agric. Food Chem. 27:
1262-1266.

Hosono A. 1992. Fermented Milk in the Orient. In: Functions of Fermented Milk: Challenges
for the Health Sciences, Y. Nagasawa, A. Hosono (Eds.) ElsevierApplied Science,
London, UK: 61-78.

Hradsky M. 2019. Hradsky-sunk, Biovitax-pro — 200g probiotika do vody, nebo na krmivo.
Available from https://www.hradsky-sunk.cz/ochrana-prevence/biovax-pro-prirodni-
probiotikum-200g (accessed January 2019).

Hybl M, Ondiej M, Seidenglanz M, Vaculik A. 2011. Metodika péstovani lupiny bilé, zluté a
uzkolisté. Certifikovana metodika. Asociace péstitelll a zpracovatelll luskovin, ISBN: 978-
80-87360-02-6, pp. 36.

Jensen AN, Hansen LL, Baggesen DL, Mglbak L. 2013. Effects of feeding finisher pigs with
chicory or lupine feed for one week or two weeks before slaughter with respect to levels
of Bifidobacteria and Campylobacter. Animal 7(1): 66-74.

Jezkova. 2012. Jedine¢na probiotika. Nas chov. Available from
https://www.naschov.cz/jedinecna-probiotika/ (accessed January 2019).

Kasprowicz-Potocka M, Zaworska A, Kaczmarek S, Hejdysz M, Mikuta R, Rutkowski A. 2017.

The effect of Lupinus albus seeds on digestibility, performance and gastrointestinal tract
indices in pigs. Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition 101 (5): 216-224.

Kohajdova Z, Karovi¢ova J, Schmidt S. 2011. Lupin composition and possible in bakery. A
review. Czech Journal Food Science, 29 (3): 203-211.

Kolida S, Gibson GR. 2011. Synbiotics in healt and disease. Annu Rev Food Sci Technol 2:
373-393.

Larbier M, Leclercqg B. 1994. Nutrition and feeding of poultry. Nottingham University press,
Loughborough, Leicestershire: 305.

Lee JH, Choung MG. 2011. Comparison of nutritional components in soybean varieties with
different geographical origins. Journal of the Korean Society for Applied Biological
Chemistry, 54: 254-263.

Lekarna. Prvni internetova lékarna v CR. Laktulosa sandoz 670 mg/ml 1x500ml/335gm IIA
Roztok. Available from https://www.lekarna.cz/laktulosa-sandoz-670mg-ml-1x500ml-

335gm-iia-roztok/ (accessed December 2017).

Lilly DM, Stillwell RH. 1965. Probiotics: Growth-promoting factors produced by
microorganisms, Science 147: 747-748.

60


https://www.naschov.cz/jedinecna-probiotika/
https://www.lekarna.cz/laktulosa-sandoz-670mg-ml-1x500ml-335gm-iia-roztok/
https://www.lekarna.cz/laktulosa-sandoz-670mg-ml-1x500ml-335gm-iia-roztok/

Lutful Kabir SM. 2009. The Role of Probiotics in the Poultry Industry. International Journal of
Molecular Sciences. Molecular Diversity Preservation International 10 (8): 3531-3546.

Macfarlane GT, Cummings JH. 1991. Thecolonicflora, fermentation and largebowel digestive
function. In: The Large Intestine: Physiology, Pathophysiology and Disease (Phillips, S.
F., Pemberton, J. H. & Shorter, R. G., eds.). Raven Press, New York, NY: 51-92.

Marieb EN, Malat J. 2005. Anatomie lidského téla. CP Books, a.s. Brno, ISBN 80-251-0066-
9.

Martin R, Langa S, Reviriego C, Jiménez E, Marin ML, Xaus J, Fernandez L, Rodriguez M.
2003. Human milk is source of lactic acid bacteria for the infant gut. J Pediatr 143: 754-
758.

Martinez-Villaluenga C, Frias J, Gulewicz K, Vidal-Valverde C. 2004. Improved method to
obtain pure alpha-galactosides from lupin seeds. Journal of Agricultural and Food
Chemistry 52 (23): 6920-6922.

Martinez-Villaluenga C, Frias J, Vidal-Valverde C. 2005. Raffinose family oligosaccharides
and sucrose contents in 13 Spanish lupin cultivars. Food Chemistry 91: 645-649.

Metchnikoff, 1. 2004. The Prolongationof Life: Optimistic Studies, Springer Publishing
Company, New York, NY, USA.

Mezlik T. 2008 Piehled registrovanych odrid s6ji, lupiny a bobu. Uroda 12: 50-53.

Minkevi¢ 1A, Borkovskij VJ. 1953. Olejniny. (Pieklad z ruského originalu Masli¢nyje kultury,
Selchozgiz Moskva 1952). Vydani prvni. Praha: SZN, pp. 394.

Mitsuoka T. 1992. The human gastrointestinal tract. In: B. J. B. Wood (Ed.): The Lactic Acid
Bacteria in Health and Disease. Elsevier Appl. Sci., London: 69-114.

Morgan NK, Kergin C, Wallace A, Wu S, Choct M. 2019. Effect of arabinoxylo-
oligosaccharides and arabinoxylans on net energy and nutrient ulitization in brojlers.
Animal nutrition 5(1): 56-62.

Musilova S, Rada V. 2015. Vliv oligosacharidii matefského mléka na stievni mikrobiotu
¢loveka. Pediatrie pro praxy 16(1): 17-19.

Muzquiz M, Burbano C, Pedrosa MM, Folkman W, Gulewicz K. 1999. Lupins as a potential
source of raffinose family oligosaccharides Preparative metod for their isolation and
purification. Indus. Crops and Prod. 19: 183-188.

Myprotein. Fuel your ambition. Inulin. Available from https://www.myprotein.cz/sports-
nutrition/inulin/10530732.html (accessed December 2017).

Niness KR. 1999. Inulin and oligofructose: what are they? J. Nutr. 129: 1402-1406.

61


https://www.myprotein.cz/sports-nutrition/inulin/10530732.html
https://www.myprotein.cz/sports-nutrition/inulin/10530732.html

Novakova E. 2012. Balastni latky a prebiotika v pekatské vyrobé. Potravinarska revue 2/2012:
13-15.

Nutri-extract. Spiskové sportovni suplementy. GOS rozpustna vlaknina. Available from
https://www.nutri-extract.cz/produkt/47/gos-rozpustna-vlaknina/ (accessed =~ December
2017).

Olkowski B. 2018. Feeding high lupine based diets for broiler chickens: Effect of soybean meal

substitution with yellow lupine meal at various time points of growth cycle. Livestock
Science 218: 114-118.

Osiva-semena. Lupina. Available from http://www.0siva-
semena.cz/search.php?orderby=position&orderway=desc&search_query=lupina&submit
_search=Hledat. (accessed December 2017).

Ottman N, Smidt H, de Vos WM, Belzer C. 2012. The function of our microbiota: who is out
there and what do they do? Frontiers in Cellular and Infection Microbiology 2 (104): 1-
11.

Panesar PSA. Kumari, S. 2011. Lactulose: Production, purification and potential applications.
Biotechnol. Advan 29: 940-948.

Polak J. 1955. Strukoviny. Vydani prvni. Bratislava: SVPL, p. 216.

Portugal shop. Tremocos do olival, lusténina, 350 g. Available from
http://www.portugalshop.cz/tremocos/tremocos-do-olival-lustenina-350-g (accessed
December 2017).

Perez-Muiioz ME, Arrieta M, Ramer-Tait AE, Walter J. 2017 A critical assessment of the
»sterile womb* and ,,in utero colonization® hypotheses: implications for resarch on the
pioneer infant microbe. Microbiome 5(48): 1-109.

Preter DV, Verbeke K. 2015. Functional aspects of probiotics and the impact on human health.
Probiotics and Prebiotics: Current Research and Future Trends. Norfolk, UK: Caister
Academic Press, ISBN-10: 1910190098, 13-26.

Priebe MG, Vonk RJ, Sun X, He T, Harmsen HJ. Welling GW. 2002. The physiology of colonic
metabolism. Possibilities for interventions with pre and probiotics. Eur. J. Nutr. 41: 12-10.

Rada V, Marounek A. 2005. Probiotika a prebiotika ve vyzivé zvifat. Vyzkumny Ustav
Zivo€isné vyroby, v.v.i. Praha: 1-42.

Rada V. 2010. Vyuziti probiotik, prebiotik a synbiotik. Interni medicina pro praxi 12(2): 92-
97.

Rada V, Svejstil R. 2016. Netradiéni probiotikum na bazi bakterii rodu Clostridium a jeho

vyuziti ve vyzivé kutecich brojlerti. Vyzkumny ustav zivoc¢isné vyroby, v.v.i. Praha: 1-32.

62


https://www.nutri-extract.cz/produkt/47/gos-rozpustna-vlaknina/

Rios de Souza V, Menezes CC, Cunha LR, Pereira PAP, Pinto UM. 2015. Prebiotics:
Technological aspects and human health. Probiotics and Prebiotics: Current Research and
Future Trends. Norfolk, UK: Caister Academic Press, ISBN-10: 1910190098: 275-288.

Roberfroid M. 2007. Prebiotics: The Concept Revisited. J. Nutr. 37: 830-837.

Roberfroid M, Gibson GR, Hoyles L, Mccartney AL, Rastall R, Rowland I, Wolvers D, Watzl
B, Szajewska H, Stahl B. 2010. Prebiotic effects: metabolic and health benefits. Br. J. Nutr.
104:1-63.

Rubio LA, Brenes A, Setien I, De La Asuncion G, Duran N, Cutuli MT. 1998 Lactobacilli
counts in crop, ileum and caecum of growing broiler chickens fed on practical diets
containing whole or dehulled sweet lupin (Lupinus angustifolius) seed meal. British
Poultry Science 39 (3): 354-359.

Rudolfova J, Curda L. 2005. Prebioticky t¢inek galaktooligosacharidii a vyuziti laktosy pro
jejich produkci. Chemické listy 99: 168-174.

Rycroft CE, Jones RM, Gibson GRA, Rastall RA. 2001. A comparative in vitro avaluation of
the fermentation properties of prebiotic oligosaccharides. J. Appl. Microbiol 91: 878-887.

Sarkar S. 2013. Potentialofprobiotics as pharmaceutical agent: a review. BFJ 115: 1658-1687.

Sevim S, Topal GC, Tengilimoglu-Metin MM, Sancak B, Kizil M. 2019. Effects of inulin and
lactic acid bacteria strains on aflatoxin M1 detoxification in yoghurt. Food control 100:
235-239.

Silk DB, Dvis A, Vulevic J, Trotzis G, Gibson GR. 2009. Clinical trial: theeffectsof a trans-
galactooligosacharideprebiotic on faecalmicrobiota and symptoms in irritablebowel
syndrome. Aliment. Pharmacol. Ther. 29: 508-518.

Silvia RF. 1996. Use of inulin as a natural texture modifier. Cereal Foods World 41: 792-794.

Shang Y, Kumar S, Thippareddi H, Kim WK. 2018. Effect od fietary fructooligosaccharie
(FOS) supplementation on ileal microbiota in brojler chickens. Poultry Science 97(10): 1-
13.

Sktivanova E, Cerméak L. 2017. Hygienické aspekty pastevniho chovu driibeze (Gallus gallus
f. domestica. Vyzkumny tstav Zivo€isné vyroby v.v.i.: 1-32.

Smith HW. 1965. The developmennt of the flora of the elimentary tract in chickens. Poultry
Sci. 43: 13-61.

Smith SC, Choy R, Johnson SK, Hall RS, Wildeboer-Veloo ACM, Welling GW. 2006. Lupin
kernel fiber consuption modifies fecal microbiota in healthy men as determined by rRNA

gene fluorescent in situ hybridization. European Journal of Nutrition 45(6): 335-341.

63



Soccol CR, de SouzaVandenberghe LP, Spier MR, Medeiros ABP, Yamaguishi CT, de
DeaLindner J, Pandey A, Thomaz-Soccol V. 2010. Thepotentialofprobiotics: A review.
Food Technol. Biotechnol. 48 (4): 413-434.

Solaf S. 2010. Prebiotika a probatika v klinické praxi. Medicina pro praxi 7(1): 14-18.

Stewart ML, Timm DA, Slavin JL. 2008. Fructooligosaccharides exhibit more rapid
fermentation than long-chain inulin in an in vitro fermentation system. Nutr. Res. 28: 329-
334.

Suchy P, Strakova E, Herzig 1. 2016. Moznosti vyuziti lupiny bilé ve vyzive zvifat. Vyzkumny
ustav zivocisné vyroby, v.v.i. Praha: 1-43.

Stranc P, Stranc J, Stranc D. 2008 Nové poznatky o péstovani lupiny v CR (1. ¢ast). Uroda 3:
72-74.

Tefera G, Tegegne F, Mekuriaw Y, Melaku S, Tsunekawa A. 2017. Effects of different forms
of white lupin (Lupinus albus) grain supplementation of feed intake, digestibility, growth
performance and carcass characteristics of Washera sheep fed Rhodes grass (Chleris
gayana) hay-based diets. Tropical animal health and production 47(8): 1581-1590.

Torok VA, Hughes RJ, Mikkelsen LL, Perez-Maldonado R, Balding K, Macalpine R, Percy, N
J, Ophel-Keller K. 2011. Identification and characterization of potential performance-
related gut microbiotas in broiler chickens across various feeding trials. Applied and
Environmental Microbiology. 9: 5868-5878.

TOXNET. 2017. U. S. National Library of Medicine. Available from
https://chem.nlm.nih.gov/chemidplus/ (accessed December 2017).

Tuohy KM, Rouzaud GCM, Bruck WM, Gibson GR. 2005. Modulation of the human gut
microflora towards improved health using prebiotics — assessment of efficacy. Curr.
Pharm. Des. 11: 75-90.

Van Loo J, Cummings J, Delzenne N. 1999. Functional food propertiesof non-
digestibleoligosaccharides: a consensus report fromthe ENDO project (DGXII AIRII-
CT94-1095). Br J Nutr. 81: 121-132.

Van Loo J. 2004. The specificity of the interaction with intestinal bacterial fermentation by
prebiotics determines their physiological efficacy. Nutr. Res. Rev. 17: 89-98.

Vazquez MJ, Alonso JL, Dominguez H, Parajo JC. 2002. Xylooligosaccharides: manufacture
and applications. Trends food Sci Technol 11: 387-393.

Ventura M, Turroni F, Canchaya C, Vaughan EE, O'Toole PW, van Sinderen D. 2009.
Microbial diversity in the human intestine and novel insights from metagenomics. Font.
Biosci. 14: 3214-3221.

64



Vlkova E, Rada V, Trojanova I. (2004). Enumeration, isolation and identification of
bifidobacteria from dairy products. Acta Agric. Slovenica 84: 31-36.

Vrabec M. 2008. Charakteristika a metodika péstovani lupin na zaklad¢ vysledki vyzkumu a
Slechténi ve svété, s piihlédnutim k podminkdm v CR. Available from

http://selgen.cz/sprava/wp-content/uploads/2012/01/2008 01 25 metodika lupina.pdf

(accessed December 2017).

Volek Z. 2009. Vyuziti lupiny bilé (Lupinusalbus, odridaAmiga) ve vykrmu brojlerovych
kralika. Certifikovana metodika. Vyzkumny tstav zivoc¢isné vyroby, v.v.i., ISBN: 978-80-
7403-033-8: 1-16.

Volek Z, Bures D, Uhlifova L. 2018. Effect of dietary dehulled white lupine seed
supplmentation on the growth, carcass traits and chaémical and sensory meat quality
parameters of growing-fattening rabbits. Meet science 141: 50-56

Walmark a.s. Klub zdravi. Laktobacily COMPLEX s fruktooligosacharidy. Available from
https://www.klubzdravi.cz/produkty/laktobacily-complex-s-

fruktooligosacharidy 2871.aspx (accessed December 2017).

Ward RE, Ninonuevo M, Mills DA, Lebrilla CB, German JB. 2006. In Vitro Fermentation of
Breast Milk Oligosaccharides by Bifidobacterium infantis and Lactobacillus gasseri.
Appl. Environ. Microbiol 72 (6): 4497-4499.

Woodsmansey EJ. 2007. Intestinal bacteria and ageing. J. Appl. Microbiol.102: 1178-1186.

Wongputtisin P, Ramaj R, Unpaprom Y, Kawaree R, Pongtrakul N. 2015. Raffinose family

oligosaccharides in seed of Glycine max cv. Chiang Mai60 and potential source of
prebiotic substances. Inter. J. of Food Science and Technol. 50: 1750-1756.

Wu S, Tao N, German JB, Grimm R, Lebrilla CB. 2010. Development of an annotated library
of neutral human milk oligosaccharides. J Proteome Res 9: 4138-4151.

Yves Rocher. Créatur de la cosmetique végétela. Sampon podporujici riist vlast. Available
from https://www.yves-rocher.cz/sampon_podporujici_rust_vlasu (accessed December
2017).

Zaworska A, Frankiewicz A, Kasprowicz-Patocka M. 2017. The influence of narow-leafed

lupin seed fermentation on their chemical composition and ileal digestibility and
microbiota in growing pigs. Archives of snimal nutrition 71 (4): 285-296.

Zbotil V, Prokopova L, Hertlova M. 2005. Mikroflora traviciho traktu klinické souvislosti.
Praha. Grada publishing, a.s. ISBN 80-247-0584-2.

Zelenka J. 2015. Zaklady vyzivy driibeze. Spole¢nost mladych agrarniku Ceské republiky.
Praha: 1-38.

65


http://selgen.cz/sprava/wp-content/uploads/2012/01/2008_01_25_metodika_lupina.pdf
https://www.klubzdravi.cz/produkty/laktobacily-complex-s-fruktooligosacharidy_2871.aspx
https://www.klubzdravi.cz/produkty/laktobacily-complex-s-fruktooligosacharidy_2871.aspx
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ni%C3%B1onuevo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16751577
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mills%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16751577
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lebrilla%20CB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16751577
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=German%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16751577
https://www.yves-rocher.cz/sampon_podporujici_rust_vlasu

Zdunczyka Z, Jankowski J, Rutkowski A, Sosnowska E, Drazbo A, Zdunczyka P, Juskiewicz
J. 2014. The composition and enzymatic activity of gut microbiota in laying hens fed diets

supplemented with blue lupine seeds. Animal Feed Science and Technology 191: 57-66.

66



9 Sameostatné prilohy

Tabulka P1: Zakladni chemicky rozbor krmiv (g/kg krmiva)

Chemicky rozbor krmiv KKS LC50 LC100 LO50 LO100
Voda g/kg 112,2 110,4 1105 1134  109,3
Susina — stanoveni vlihkosti o/kg 887,9 889,6 889,5 886,6 890,7
Dusikaté latky (NL) g/kg 1447 158,4 1935 162,1 1675
Stanoveni tuku Ether okg X X X X X
Petrolether o/kg 17,5 29,4 45,8 31,4 41,3
mg
Cislo kyselosti tuku (CKT) KOH/g 453 31,7 15,3 21,8 19,4
tuku
Tuk po hydrolyze o/kg X X X X X
Vldknina a/kg 18,7 19,0 24,6 26,2 49,8
Acidodetergentni vlaknina (ADF) a’kg 34,3 43,1 52,0 64,5 97,7

Neutralnédetergentni vlaknina
(NDF)
Acidodetergentni lignin (ADL) o/kg 10,7 22,0 24,9 27,8 28,2

a/kg 133,0 93,5 210,2 2781 2379

Bezdusikaté latky vytazkové
g/kg 617,3 589,5 571,3 6045 5716

(BNLV)
Skrob g/kg 495,0 4250 4305 4652 4115
Organicka hmota a/kg 798,2 796,3 8352 8242 830,2
Popel a/kg 89,7 93,3 54,3 62,4 60,5
Fosfor (P) — fotometricky o/kg 3,8 3,2 34 3,0 3,5
Spalné teplo (BE) — kalorimetricky ~ MJ/kg 15,3 15,3 16,8 16,1 16,1
NaCl g/kg 2,51 3,53 1,75 1,87 1,81
pH X 6,2 6,0 59 6,1 59
N a/kg 22,3 24,6 30,7 26,1 26,4
Elementarni C a/kg 416,8 416,7 442,0 4340 4333
analyza H g/kg 61,3 61,6 63,5 63,2 59,1
S o/kg 2,0 2,1 2,2 2,1 2,0

KKS: komercni krmnd smes pro nosnice N1 (ZZN Pelhfimov), CLso: krmnd davka obsahujici
50 % sojového extrahovaného Srotu a 50 % Srotu z celych semen lupiny, CLioo: krmna davka
bez sdjového extrahovaného Srotu nahrazena srotem z celych semen lupiny, OLse: krmna davka
obsahujici 50 % s6jového extrahovaného Srotu a 50 % Srotu z odslupkovanych semen lupiny,
OLioo: krmné davka bez sdjového extrahovaného Srotu nahrazend Srotem z odslupkovanych

semen lupiny



Tabulka P2: Chemicky rozbor aminokyselinv v jednotlivych krmivech (g/kg krmiva).

Aminokyseliny

ASPARAGOVA Asp
THREONIN Thr
SERIN Ser
GLUTAMOVA Glu
PROLIN Pro
GLYCIN Gly
ALANIN Ala
VALIN Val
METHIONIN Met
ISOLEUCIN e
LEUCIN Leu
TYROSIN Tyr
FENYLALANIN Phe
HISTIDIN His
LYSIN Lys
ARGININ Arg

g/kg
g/kg
g9/kg
g/kg
g/kg
g/kg
g/kg
g/kg
g/kg
g/kg
g/kg
g/kg
g/kg
g/kg
g/kg
g/kg

KKS
11,1
4,4
6.3
31,4
12,7
5,4
5,8
3,6
1,6
5,6
10,2
2,9
5,1
3,2
6.9
8,4

CL50
12,3
4,9
7,0
34,1
12,0
6,1
59
5,0
2,6
4,7
91
3,5
4,9
3,2
8,1
12,8

CL100
16,3
6,1
8,8
43,5
13,5
6,7
6,4
5,2
1,6
7,1
13,0
4,1
5,2
3,7
8,7
19,5

OL50
13,4
5,6
7,8
37,8
12,2
6,6
6,1
5,8
0,9
5,7
10,2
4,7
5,7
3,7
7,9
12,1

OL100
13,2
5,0
7,6
37,3
12,1
6,2
5,5
4.4
1,1
4.9
10,7
4.4
4,0
3,1
75
13,6

KKS: komer¢ni krmnd smes pro nosnice N1 (ZZN Pelhtimov), CLso: krmna davka obsahujici

50 % sojového extrahovaného Srotu a 50 % Srotu z celych semen lupiny, CLioo: krmna davka

bez sdjového extrahovaného Srotu nahrazena Srotem z celych semen lupiny, OLse: krmna davka

obsahujici 50 % s6jového extrahovaného Srotu a 50 % Srotu z odslupkovanych semen lupiny,

OLioo: krmné davka bez sdjového extrahovaného Srotu nahrazend Srotem z odslupkovanych

semen lupiny



Tabulka P3: Chemicky rozbor mastnych kyselin v jednotlivych krmivech (g/100 g tuku).

Mastné kyseliny Vzorec KKS CL50 CL100 OL50 OL100
MASELNA C4:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
KAPRONOVA C6:0 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
KAPRYLOVA C8:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
KAPRINOVA C10:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
UNDEKANOVA C11:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
LAUROVA C12:0 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02
TRIDEKANOVA C13:0 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
MYRISTOVA C14:0 0,20 0,19 0,11 0,13 0,14
MYRISTOLEJOVA C14:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
PENTADEKANOVA C15:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
CIS-10-PENTADEKENOVA C15:1 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01
PALMITOVA C16:0 14,59 12,81 9,50 10,24 10,06
PALMITOLEJOVA C16:1 0,21 0,30 0,32 0,24 0,31
HEPTADEKANOVA C17:0 0,15 0,12 0,10 0,11 0,11
CIS-10-HEPTADEKENOVA C17:1 0,07 0,07 0,07 0,06 0,06
STEAROVA C18:0 2,21 2,20 1,79 1,80 1,85
OLEJOVA/ELAIDOVA C18:1n9t+ C18:1n9c 18,82 18,05 25,28 17,05 23,07
LINOLOVA/LINOLELAIDOVA C18:2n6¢ + C18:2n6t 27,09 21,89 27,34 34,38 31,08
7-LINOLENOVA C18:3n6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
LINOLENOVA C18:3n3 4,16 6,28 7,20 5,68 7,16
ARACHOVA C20:0 0,26 0,59 0,83 0,57 0,76
CIS-11-EIKOSENOVA C20:1n9 0,54 2,67 4,36 2,67 3,82
CIS-11,14 EIKOSADIENOVA C20:2n6 0,06 0,14 0,20 0,13 0,18
CIS -8,11,14 -EIKOSATRIENOVA C20:3n6 0,03 0,06 0,10 0,08 0,09
HENEIKOSANOVA C21:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ARACHIDONOVA C20:4n6 0,02 0,01 0,00 0,00 0,00
CIS -11,14,17-EIKOSATRIENOVA C20:3n3 0,01 0,04 0,08 0,04 0,07
CIS$-5,8,11,14,17-
EIKOSAPENTAENOVA C20:5n3 0,32 1,39 2,30 1,57 2,00
BEHENOVA C22:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ERUKOVA C22:1n9 0,05 0,86 1,55 0,93 1,36
C15-13,16-DOKOSADIENOVA C22:2n6 0,00 0,04 0,06 0,04 0,05
TRIKOSANOVA C23:0 0,03 0,06 0,08 0,07 0,08
LIGNOCEROVA 24:00:00 0,19 0,42 0,56 0,41 0,55
C15-4,7,10,13,16,19-
DOKOSAHEXAENOVA C22:6n3 0,21 0,18 0,05 0,10 0,09
NERVONOVA C24:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
DOKOSATETRAENOVA C22:4n6 0,00 0,05 0,10 0,08 0,09
DOKOSAPENTAENOVA C22:5n3 0,61 1,37 1,83 1,36 1,81

KKS: komer¢ni krmna smés pro nosnice N1 (ZZN Pelhiimov), CLso: krmna davka obsahujici 50 %
sojového extrahovaného Srotu a 50 % Srotu z celych semen lupiny, CLioo: krmna davka bez sdjového
extrahovaného $rotu nahrazena Srotem z celych semen lupiny, OLso: krmna davka obsahujici 50 %
sojového extrahovaného Srotu a 50 % S$rotu z odslupkovanych semen lupiny, OL1go: krmna davka bez

sojového extrahovaného Srotu nahrazena Srotem z odslupkovanych semen lupiny



Tabulka P4: Chemicky rozbor vybranych mineralnich latek v jednotlivych krmivech (v kg

krmiva).

Prvky stanovené metodou FAAS KKS CL50 CL100 OL50 OL100
K a/kg 5,26 5,02 5,25 4,98 4,82
Na a/kg 0,05 0,06 0,02 0,03 0,03
Ca o/kg 2448 2530 12,84 1528 14,49
Mg a/kg 1,23 1,28 1,19 1,22 1,17
Cu mg/kg 8,2 94 51 5,6 7,0
Fe mg/kg 134,7 157,0 61,7 98,0 84,2
Mn mg/kg 90,5 1159 123,7 1004 1116
Zn mg/kg 64,3 62,8 42,1 42,2 42,3

KKS: komer¢ni krmnd smés pro nosnice N1 (ZZN Pelhtimov), CLso: krmna davka obsahujici

50 % sojového extrahovaného Srotu a 50 % Srotu z celych semen lupiny, CLioo: krmna davka

bez sdjového extrahovaného Srotu nahrazena Srotem z celych semen lupiny, OLse: krmna davka

obsahujici 50 % sdjového extrahovaného Srotu a 50 % Srotu z odslupkovanych semen lupiny,

OLioo: krmné davka bez s6jového extrahovaného Srotu nahrazena Srotem z odslupkovanych

semen lupiny

Tabulka P5: Rust bakterii (log KTJ/ml £ SD, n = 3) kultivovanych in vitro na odlisnych

rastovych médiich po 24 hodinach (Gullon et al. 2015).

Celkovy
pocet - ) Laktobacily  Prevotella ~ Atopobium  Clostridium Roseburia
Bifidobakterie ) o
anaerobnich a enterokoky sp. sp. sp. intestinalis
bakterii
Lup. 9,61+0,038  8,53+0,05° 8,53+0,108 8,39+0,07” 8,70+0,13B 8,48+0,078° 8,80+ 0,08
Bob 9,61+0,068 847+0,08¢ 847+0,158 8,62+0,048% 846+0,128 855+0,12¢ 8,82+0,13¢
FOS 9,59+0,058 8,17+0,015 8,23+0,058 8,70+0,08% 8,41+0,03% 8,30+0,028 840+0,158
Blank 8,49+0,17 7,59+0,09 7,49+0,06” 829+0,10" 7,85+0,154 7,92+0,10% 7,52+0,094

Lup.: lupina, FOS: fruktooligosacharidy

AB.C

statisticky vyznamny rozdil (P <0,05)



Tabulka P6: Rust bakterii (log KTJ/g) ve slepych stfevech nosnic krmenych riznymi
krmnymi smési (Zdunczyk et al. 2014).

Celkové ] Bacteroides
Laktobacily o
Krmna pocty - _ E. sp. Clostridiaceae
a Bifidobakterie )
smés anaerobnich coli  Prevotella sp.
Enterokoky
bakterii sp.
S 9,588 8,248 8,13¢ 8,01~ 880" 6,44
Lo 9,704 8,448 8,30° 6,80  8,35° 6,47
L20 9,658 8,584 8,584 6,678 8,428 6,16

S: krmné davka obsahujici pfimé&s s6ji, Lio: krmna davka s ptimési 10 % lupiny, Lzo: krmna

davka s piimési 20 % lupiny

ABC statisticky vyznamny rozdil (P <0,05)

Tabulka P7: Rust bakterii (log KTJ/g + SD, n = 6) ve voleti a slepych stfevech brojlerovych
kutat krmenych riznymi krmnymi smési (Geigerova et al. 2017).

Celkovy pocet
Krmna o ) ) )
5 anaerobnich  Bifidobakterie Laktobacily E.coli
smés
bakterii
Vole Lo 8,72 + 0,54 5,66 0,37 8,28 +£0,51 6,20+ 1,14
. Lso 8,31 £ 0,54 5,42 + 0,56 8,04 + 0,69 6,29 + 1,38
(kurata)
L100 9,21 £ 056 6,29+ 1,24 8,93 £0,69 5,44+ 0,50
Lo 9,33 £0,38 8,34+1,34 8,76 £0,68"% 7,99 +0,39
Slepé stirevo
Lso 9,56+ 0,27 9,14+ 0,27 8,21+0,68%  857+0,65
(kuiata)
L100 9,77+ 0,29 8,95 + 0,46 9,55+0,49®  822+023
Lo 9,54 +0,45 6,93 £0,74"  4,53+0,04* 7,21+0,29
Slepé stievo
Lso 9,96 £ 0,42 8,55+0,44® 6,55+0,98% 6,97+0,86
(kachny)
L100 9,93+0,32 8,15+0,53% 6,06+056® 7,13+0,28

Lo: krmné déavka s piimési sdjové mouky, Lso: krmna davka s pfimési slozené z 50 % sdjové

moky a 50 % lupinové mouky, Lioo: krmna davka s pifimési lupinové mouky

AB statisticky vyznamny rozdil (P <0,05)



Tabulka P8: Rust bakterii (log KTJ/g, n = 8) ve voleti, kycelniku a slepych stievech
brojlerovych kutat krmenych riznymi krmnymi smési (Rubio et al. 1998).

1. pokus 2. pokus
Krmna smés Laktobacily E.coli Krmna smés Laktobacily E.coli
Kontrola 7,57 5,8 Kontrola 7,36 4,09
Vole Lupina/soja 7,968 4,94 Cela lupina 7,29 4,21
Lupina/kasein 8,288 55 Loupana lupina 7,37 477
Kontrola 6,834 4,47 Kontrola 4,414 4,4
Ky¢elnik Lupina/séja 7,778 4,25 Cela lupina 4,374 4,49
Lupina/kasein 7,698 4,66 Loupana lupina 5,265 4,89
Kontrola 8,56 A 7,61 Kontrola 6,394 6,14
Slepé stirevo Lupina/séja 9,328 8,26 Cela lupina 7,808 6,78

Lupina/kasein 9,858 8,15 Loupana lupina 8,348 6,79

AB statisticky vyznamny rozdil (P <0,05)

Vi



