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Vliv podminek skladovani na Zivotaschopnost
mikroorganismu v probiotickych dopliicich stravy

Souhrn

Probiotika jsou zivé mikroorganismy, které jsou pii podavani v adekvatnim mnozstvi
zdravi prospé$né. Mezi nejcastéji zminované zdravotni piinosy probiotik patii hlavné pozitivni
vliv na stievni mikrobiotu, dale zlepSuji imunitni reakce, pomahaji pii 1écbe alergickych
projevil a nesnasenlivosti laktozy, snizuji cholesterol a jsou vhodnym podptrnym prostiedkem

pfi problémech gastrointestindlniho traktu.

Aby mohl byt vyrobek povazovéan za probioticky, musi obsahovat uvedené mnozstvi
zivych mikroorganismi. Potfebny pocet zivych bakterii se lisi, ale obecné je doporucovany
piijem v rozsahu 10°— 10° KTJ/g. Béhem skladovéani mize dojit k ovlivnéni Zivotaschopnosti
a vyraznému snizeni celkového mnozstvi Zivych bakterii. Mezi faktory, které ovliviuji
zivotaschopnost mikroorganismt patii teplota, vlhkost, aktivita vody, osmoticky tlak, pH
a slozeni produktu. Existuji ur¢it¢ metody, které mohou ovlivnit Zivotaschopnost a pieziti
probiotickych bakterii béhem skladovani. ZvySeni trvanlivosti probiotik lze zajistit

skladovanim za nizsich teplot.

Cilem této diplomové prace byla kvantifikace jednotlivych rodi mikroorganismui
Vv probiotickych doplnicich stravy urenych pro lidskou vyzivu a ovéfeni jejich deklarovaného
poctu, pficemz polovina testovanych vzorkli nespliiovala deklarované mnozstvi vyrobcem.
Dalsim cilem bylo zhodnotit vliv skladovaci teploty na Zivotaschopnost mikroorganismi
Vv probiotickych dopliicich stravy. Bylo prokazéano, Ze skladovani pii nizZsi teploté miiZze vést ke
zvysSeni poctu zivotaschopnych bakterii oproti skladovani pii pokojové teploté, a proto

nizkoteplotni skladovani je jedna z moZnosti, kterou Ize zvysit kvalitu probiotika.

Klicova slova: Probiotika, doplnky stravy, kvantifikace, skladovani, selektivni média



Influence of storage conditions on the viability of
microorganisms in probiotic food supplements

Summary

Probiotics are live microorganisms that are beneficial to health when given in adequate
amounts. The most frequently cited health benefits of probiotics are mainly the positive effect
on the gut microbiota, they also improve immune responses, help in the treatment of allergies
and lactose intolerance, lower cholesterol and probiotics are a good support for gastrointestinal
problems.

In order to be considered probiotic, a product must contain the specified amount of live
microorganisms. The number of live bacteria required varies, but in general the recommended
intake is in the range of 10°to 10° CFU/g. During storage, viability may be affected and the
total amount of live bacteria may be significantly reduced. Factors that affect the viability of
microorganisms include temperature, humidity, water activity, osmotic pressure, pH and
product composition. There are certain methods that can affect the viability and survival of
probiotic bacteria during storage. Increasing the shelf life of probiotics can be achieved by

storing at lower temperatures.

The aim of this thesis was to quantify the different genera of microorganisms in
probiotic food supplements intended for human consumption and to verify their declared
number, half of the samples tested did not meet the manufacturer's declared amount. Another
objective was to evaluate the effect of storage temperature on the viability of microorganisms
in probiotic food supplements. It was shown that storage at lower temperature can lead to an
increase in viable bacterial counts compared to storage at room temperature, and therefore low

temperature storage is one option that can be used to improve the quality of a probiotic.

Keywords: Probiotics, dietary supplements, quantification, storage, selective media
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1 Uvod

Stfevni mikrobiota je rozsédhla komunita mikroorganismu obyvajicich travici trakt. Sklada
se z bakterii, archei, virti a dal$ich mikroorganism, které spolecné tvoii komplexni ekosystém.
Zmény ve slozeni stievni mikrobioty mohou byt spojeny s riznymi zdravotnimi problémy. Tato
nerovnovaha, nazyvana dysbioza, miize byt ovlivnéna mnoha faktory, vCetné stravy, uzivani
antibiotik, stresu nebo i geneticky. Proto rovnovaha ve slozeni mikroorganismt stfevni
mikrobioty je kli¢ova pro spravnou funkci fady fyziologickych procesi v lidském téle. Toho
1ze dosédhnout dodrzovanim zasad zdravého zivotniho stylu, ale 1ze si pomoct i dopliky stravy
podporujici stfevni mikrobiotu.

Probiotika jsou zivé mikroorganismy, které jsou pii konzumaci v adekvatnim mnozstvi
zdravi prospésné. Probiotika a ostatni vyrobky na podporu stievni mikrobioty jsou stale vice
oblibenymi doplniky stravy na upravu traveni a zlepSeni celkového zdravotniho stavu jedince.
Bohuzel, ale ne vSechna probiotika obsahuji Uvedené mnozstvi Zivych mikroorganismd.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza 1: Probiotické dopliky stravy budou obsahovat deklarované pocty
mikroorganismt béhem doby minimalni trvanlivosti. (vyvraceno)

Hypotéza 2: Podminky skladovéani budou ovliviiovat zivotaschopnost mikroorganismu
v probiotickych dopliicich stravy. (potvrzeno)

Cilem diplomové prace je kvantifikace jednotlivych rodi mikroorganismi
Vv probiotickych dopliicich stravy urc¢enych pro lidskou vyzivu a ovéfeni jejich deklarovaného
poctu. Dal§im cilem je zhodnotit vliv skladovaci teploty na Zivotaschopnost mikroorganismu
Vv probiotickych dopliicich stravy.
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3 Literarni reSerse
3.1 Definice pojmi

Celkovy zivotni styl a stravovaci navyky maji velky vyznam pro sloZeni stfevni mikrobioty. Ta
se sklada z komensalnich mikroorganismi a potencionalnich patogend, které ovliviuji
metabolické, fyziologické i imunologické procesy v téle. Pro udrzeni spravného fungovani stiev
je velmi popularni uzivani probiotik a prebiotik. V poslednich letech se kromé téchto doplnka
stravy zac¢ina vénovat velké pozornost synbiotiktim, v nichZ se probiotika a prebiotika spole¢né,
postbiotikim, coz jsou vedlejsi metabolické produkty vylu€ované mikroorganismy,
a paraprobiotikiim, coz jsou nezivé mikrobidlni buniky (Nakilcioglu & Nurko 2023).

3.1.1 Probiotika

V poslednich letech zaznamenal vyzkum probiotik vyznamny pokrok a velké mnozstvi studii
prokazalo, Ze probiotika hraji zasadni roli pfi udrzovani lidského zdravi.
Probiotika jsou obecné definovana jako zivé mikroorganismy, které jsou pti podavani
v adekvatnim mnozstvi zdravi prosp€sné. V soucasnosti jsou nejcastéji pouzivana probiotika
bakterie rodu Lactobacillus a Bifidobacterium, nékteré druhy roda Lactococcus, Pediococcus,
Bacillus, Streptococcus, Enterococcus a Escherichia coli, ale i kvasinky Saccharomyces
boulardii (Damini et al. 2019).

Nejcastéji pouzivané mikroorganismy s probiotickym Géinkem jsou vypsany Vv tabulce 1
(Tridip et al. 2022).

Tabulka 1: Mikroorganismy s probiotickym ucinkem

Lactobacillus spp. L. acidophilus, L. rhamnosus L. gasseri, L. casei
L. reuteri, L. plantarum, L. salivarius L.
johnsonii, L. gallinarum, L. plantarum, L.
fermentum L. helveticus, L. brevis L. murinus, L.
crispatus, L. amylovorus

Bifidobacterium spp. B. infantis, B. longum B. lactis, B. adolascentis B.
bifidum, B. animalis B. breve, B. thermophilum B.
pseudolongum

Kvasinky S. boulardii, S. lactis, S. carlsbergensis,
Kluyveromyces marxianu, S. cerevisiae
Ostatni B. subtilis, B. licheniformis, Enterococcus

faecalis, E. faecium, Leuoconostoc mesenteroides
L. lactis, L. citreum, Pediococcus acidilactici, P.
pentosaceus, Propionibacterium freudenreichii,
Streptococcus salivarius subsp. Thermophilus, S.
infantarius
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V roce 2002 vydala spolecnd pracovni skupina Organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi
(FAO) a Svétova zdravotnicka organizace (WHO) pokyny pro hodnoceni probiotik
V potravinach.

K zékladnim pozadavkim patii posouzeni identity kmene (rod, druh, kmen), testy in vitro
Kk prokazani probiotickych G¢inkt, posouzeni bezpecnosti pro spotiebitele a testy in vivo
k ovéfeni tidajnych zdravotnich tvrzeni o produktu (Dempsey & Corr 2022).

Aby mohl byt vyrobek povazovan za probiotikum, musi spliiovat nasledujici podminky
(Fontana et al. 2013):
e Prokazany ptiznivy Gc€inek na hostitele
e Nepatogenni, netoxické ucinky
e Bez vyznamnych nezadoucich vedlejsich ucinkt
e Schopnost piezit v travicim traktu
e (Obsahovat dostate¢ny pocet zivotaschopnych bun¢k
e Byt kompatibilni s matrici produktu, S podminkami zpracovéni a skladovani, aby byly
zachovany pozadované vlastnosti

Probiotika lze konzumovat bud’ pfimo, nejéastéji v kapslich jako dopliky stravy, nebo ve
form¢& mléénych ¢i nemléénych potravin a napoja (Latif et al. 2023). V fadé fermentovanych
potravin, jako je jogurt, kefir, kimchi, kysané zeli, tempeh, miso nebo kombucha, které jsou
soucasti bézné stravy napti¢ riznymi kulturami, jsou probiotické bakterie obsazeny pfirozené
(Kothari et al. 2019).

Mezi nejvice zminované zdravotni piinosy probiotik patii pozitivni vliv na stfevni
mikrobiotu, coz vyznamné ovliviiuje zdravotni stav jedince a napomaha prevenci ¢i omezeni
nékterych onemocnéni. Probiotika svym piisobenim na stfevni mikrobiotu pomahaji pfi 1é€bé
alergickych projevil u citlivych jedinct, snizuji cholesterol pti hypercholesterolemii, funguji
jako prevence obezity ¢i rakoviny a zmiriiuji nutricni intolerance jako je nesnasenlivost laktozy.
Déle pomahaji detoxikovat xenobiotika a latky znecist'ujici Zivotni prostfedi, biotransformuji
mykotoxiny v potravinach, syntetizuji vitamin K, riboflavin a folat a fermentuji nestravenou
vlakninu v tlustém stfevé. V neposledni fad¢ jsou vhodnym podpirnym prostiedkem pfi
problémech gastrointestinalniho traktu, prijmech, syndromu drazdivého tra¢niku a zanétlivych
onemocnénich stfev jako je Crohnova choroba a ulcer6zni kolitida (Latif et al. 2023).

V disledku neustéle piibyvajicich diikazi o pfiznivych tcincich probiotickych bakterii
na lidské zdravi se probiotika v poslednich letech stavaji stale popularnéj$imi a jejich spotieba
roste. Proto je velmi dilezité, aby odbornici 1 spottebitelé méli znalosti o slozeni, Gc€incich
a spravném uzivani probiotik (Nquyen et al. 2020).
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3.1.2 Prebiotika

Spravného fungovani probiotik nelze dosahnout bez podpory prebiotik (You et al. 2022).

Prebiotika jsou definovana jako nestravitelné slozky potravy, které piiznivé ovliviuji
hostitele selektivni stimulaci ristu a/nebo aktivity jedné nebo omezeného poctu bakterii
V tlustém stfevé. V roce 2016 byla definice prebiotik panelem odbornikli z Mezinarodni
védecké asociace pro probiotika a prebiotika (ISAPP) poupravena na: substrat, ktery je
selektivné vyuzivan hostitelskymi mikroorganismy a poskytuje zdravotni pfinos (Yadav et al.
2022).

Prebiotika se pfirozen¢ nachdzeji ve vice nez 36 000 produktech rostlinného ptvodu.
Mezi né patii artyCok, chiest, cekanka, Cesnek, cibule, pSenice, banany a dalsi. Kromé toho
mohou byt prebiotika také umeéle vyrabéna a ptidavana do potravin, aby se zvysila nutri¢ni
hodnota téchto potravin.

Nejcastéji  pouzivanymi  prebiotiky  jsou  galaktooligosacharidy  (GOS),
fruktooligosacharidy (FOS), xylooligosacharidy (XOS), isomalto-oligosacharidy (IMO),
inulin, laktuléza, B-glukany atd.

Prebiotika nejsou trdvena endogennimi enzymy v lidském gastrointestindlnim traktu,
proto se dostavaji do tlustého stfeva v nezménéné podobé, kde jsou fermentovana bakteriemi.
V procesu fermentace prebiotik vznikaji mastné kyseliny s kratkym fetézcem, které jsou velmi
dualezité pro spravné fungovani stfev. Prebiotika pfi prichodu lumenem stfeva na sebe vazou
vodu, ¢imz zvétSuji objem stfevniho obsahu. Diky volné struktuie a velkému povrchu jsou
vhodnou Zivnou ptidu pro mikroorganismy, ¢imz zvysuji pocet prospéSnych bakterii v lidském
stfeveé, prevazné bakterii rodu Lactobacillus, Bifidobacterium a Bacteroides. Prebiotika svym
pusobenim urychluji procesy hojeni a regenerace stievniho epitelu, zvySuji produkci hlenu
a pomahaji udrzovat spravné pH ve stieve, coz snizuje riist patogennich bakterii. Dale zvySuji
vstiebavani vapniku, Zeleza a hotc¢iku, snizuji hladinu cholesterolu v krvi a pfiznivé ovliviuji
metabolismus glukozy (Martyniak et al. 2021).

Aby mohl byt vyrobek (potravina nebo dopln€k) povazovan za prebiotikum, musi
spliiovat nasledujici podminky (Martyniak et al. 2021):

e Stimulovat rust a aktivitu vybranych kment bakterii, které maji pfiznivy vliv na zdravi
e SniZovat pH stfevniho obsahu
e Byt odolny viici vstiebavani v horni ¢asti gastrointestinalniho traktu
e Byt odolny vic¢i hydrolyze a plisobeni gastrointestinalnich enzymut
e Poskytovat substrat pro jeden nebo vice prospésnych mikroorganismi v tlustém stfevé
e Byt stabilni v procesu zpracovani potravin
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3.1.3 Synbiotika

Synbiotika jsou kombinaci probiotik a prebiotik. Tedy smés obsahujici Zzivé
mikroorganismy a substrat/substraty selektivné vyuzivané hostitelskymi mikroorganismy, které
hostiteli poskytuji zdravotni piinos. V této definici hostitelské mikroorganismy zahrnuji jak
autochtonni mikroorganismy (rezidentni nebo kolonizujici hostitele), tak alochtonni
mikroorganismy (externé aplikované, napt. probiotika).

Synbiotika lze rozdélit do dvou skupin: komplementarni a synergickd. Komplementarni
synbiotikum obsahuje probiotikum a prebiotikum, které funguji nezavisle na sob¢. Probioticka
slozka poskytuje hostiteli zdravotni pfinos, zatimco prebiotikum je prospé$né tim, ze podporuje
rust a aktivitu mikroorganismu stfevni mikrobioty. Synergické synbiotikum se sklada z zivého
mikroorganismu a substratu, ktery je selektivné vyuzivan spolecné¢ podavanym
mikroorganismem. Aby se jednalo o synergické synbiotikum, musi byt zivy mikroorganismus
vybran na zéklad€é své schopnosti poskytovat zdravotni pfinos. Substrat je vybran tak, aby
primarné podporoval aktivitu a rust tohoto vybraného mikroorganismu (Swanson et al. 2020).

3.1.4 Postbiotika a parabiotika

Podle definice probiotik musi byt mikroorganismy zivé, aby byly zdravi prospé$né.
Ovsem mikrobidlni Zivotaschopnost neni nezbytnd k dosazeni pozitivnich ucinki.
Nezivotaschopna nebo neaktivni probiotika ¢i jejich metabolické vedlejsi produkty mohou téz
hostiteli poskytovat zdravotni benefity (Liang & Xing 2023).

Postbiotika a parabiotika jsou novymi pojmy v oblasti funkénich potravin. Paraprobiotika
jsou inaktivované mikrobidlni buiiky probiotik (neporusené¢ nebo rozbité buiky obsahujici
bunééné slozky, jako jsou peptidoglykany, teichoové kyseliny, povrchové proteiny atd.) nebo
surové bunééné extrakty (Nataraj et al. 2020). Postbiotika jsou komplexni smési metabolickych
produktl vylucovanych zivymi bakteriemi nebo uvoliiované bakteridlni lyzou. Témito latkami
mohou byt mastné kyseliny s kratkym fetézcem, proteiny, aminokyseliny, enzymy,
extracelularni polysacharidy, bunétné lyzaty, peptidy bunécné stény (kyselina teichoova,
kyselina lipoteichoova, peptidoglykany) apod.

Postbiotika a parabiotika maji protizanétlivé, antioxida¢ni a imunomodulaéni vlastnosti,
¢imz pozitivn€ ovlivituji homeostdzu mikrobioty, metabolismus hostitele a signdlni drahy.
Posiluji intestinalni epitelialni bariéru, inhibuji patogenni mikroorganismy a obecné pfispivaji
K prevenci a 1é¢bé mnoha onemocnéni obdobné jako probiotika (Liang & Xing 2023).
Zpracovani, skladovani, distribuce, pfiprava ¢i nevhodné podminky mohou u probiotik
negativné ovlivnit Zivotaschopnost prosp&$nych bakterii, ¢imz dochazi k jejich znehodnoceni.
Naproti tomu postbiotika ¢i parabiotika jsou vici neptiznivym podminkam imunni a mohou tak
byt vhodnou alternativou probiotik (Sabahi et al. 2023).
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Probiotické

Podporujici
rast

Prebiotika

Probiotické
dopliiky stravy

Probiotické
potraviny

Probiotika

LEVELES
Speros [ ]

Krmiva Spravné Nedefinované Efektorové buiky
s probiotiky definovany spolecenstvi MO Neiivotaschopné b.
kmen/kmeny MO Bakteridlni lyzaty

1 . 4 4

Probiotika Nejsou
probiotika

Kojenecka
vyiiva

s probiotiky

Post/Para

biotika

Obrazek 1: Rozdéleni pojmii
(prelozeno z: https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-030-24903-8_16)

3.2 Strevni mikrobiota

Mikrobiota je definovana jako soubor mikroorganiSmti obyvajici lidské télo
a interagujicich s nim. Tyto mikroorganismy tvoii komplexni ekosystém, ktery se prizptisobuje
podminkam prostfedi. Kolonizuji rizna mista v téle, jako je kiiZe, sliznice gastrointestinalniho,
dychaciho nebo urogenitalni traktu. Tyto mikroorganismy a jejich sloZeni ovliviiuji lidskou
fyziologii ve zdravi 1 v nemoci a pfispivaji ke zlepSeni nebo zhorSeni celkového zdravotniho
stavu (Ogunrinola et al. 2020).

Nejveétsi populaci mikroorganismi v lidském téle je sttevni mikrobiota, ktera je jednim
sttevni mikrobioty zahrnuje piedevsim Ctyfi kategorie mikroorganismu: Firmicutes (31,1 %),
Proteobacteria (29,5 %), Actinobacteria (25,9 %) nebo Bacteroidetes (7,1 %). Mezi stfevni
mikrobiotou a jejim hostitelem existuje symbiotické spojeni, které hraje dilezitou roli ve zdravi
hostitele (Choundhary et al. 2023).

Slozeni bakterii je individudlni a je ovlivnéno hned na pocatku Zivota, a to zplisobem
porodu (vaginalni porod nebo cisaisky fez) a vyzivou v prvnich mésicich Zivota (kojeni nebo
nahradni kojeneckd mlécna vyziva). V pozdéjsich letech je mikrobialni slozeni zavislé na
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mnoha faktorech jako zdravy zivotni styl (vyvazena strava a dostatek fyzické aktivity), uzivani
1€kt (zejména antibiotik), prodélani virovych nebo bakteridlnich infekci, koufeni nebo stres
(Rea et al. 2020).

Stievni mikrobiota plni mnoho zékladnich funkci dalezitych pro spravné fungovani
lidského téla. Zajistuje produkci vitaminl a syntézu aminokyselin, ovliviiuje absorpci iontt,
podili se na pfeméné polyfenolickych sloucenin v potravé a na procesu biotransformace
zluCovych kyselin. Stfevni mikrobiota je schopna transformovat potencialné karcinogenni
slouceniny (N-nitroso slouceniny, heterocyklické aminy) a aktivovat bioaktivni slou¢eniny
(fytoestrogeny). Dalsi dalezitou funkci mikrobioty je rozklad komplexnich nestravitelnych
sacharidii a produkce mastnych kyselin s kratkym fetézcem (pfedevSim acetdt, propionat
a butyrat). Tyto metabolity napomahaji udrzovat fyziologii stievniho epitelu, slouzi jako
energeticky substrat pro buiky a pozitivné ovliviiuji imunitni reakce (Schippa & Conte 2014).

3.3 Mechanismus ucinku probiotik

Probiotika mohou mit pozitivni ucinek na lidsky organismus prostfednictvim nékolika
hlavnich mechanismu (Latif et al. 2023), které jsou znazornény na Obrazku 2.

e Kompetitivni vylouceni, kdy probiotika soutézi s patogeny o Ziviny a vazebna
mista na receptorech, ¢imz ztézuji preziti patogent a jejich pfilnuti ke stfevni
sliznici (1)

e Produkce antimikrobidlnich latek, jako jsou mastné kyseliny s kratkym fetézcem,
organické kyseliny, peroxid vodiku nebo bakteriociny, které inhibuji rust
patogennich bakterii ve stfeve (2)

e Probiotika zlepSuji funkci epitelidlni bariéry ve stfeve tim, Ze podporuji produkci
hlenu a zvySuji exprese proteind tésného spojeni, které brani translokaci patogent
ze stieva do krve (3)

e Imunomodulace v téle hostitele. Probiotika reguluji imunitu hostitele modulaci
zrani a funkce dendritickych bun¢k a nasledné zvysuji aktivitu T bunék, které hraji
dilezitou roli v imunitni homeostaze (4)

e Produkce neurotransmiterd. Krom¢ toho mohou probiotika produkovat
neurotransmitery ve stievé prostiednictvim osy stfevo-mozek. Specificka
probiotickd barviva mohou modulovat hladinu serotoninu, kyseliny gama-
aminomaselné a dopaminu, coz ovlivituje naladu, chovani, motilitu stiev a drahy
souvisejici se stresem (5)

e Probiotika také reguluji vrozenou a adaptivni imunitni odpovéd” modulujici
dendritické bunky, makrofagy B a T lymfocyty. Probiotika také zvysuji produkci
protizdnétlivych cytokinil, zatimco interaguji s bunkami stfevniho epitelu
a pritahuji makrofdgy a mononuklearni bunky.
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Obrazek 2: Mechanismu ucinku probiotik
(prelozeno z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10470842/)

3.4 Zdravotni prinosy probiotik

Jak uz bylo zminéno, po cely lidsky zivot je gastrointestinalni trakt osidlen rozmanitou
Skalou mikroorganismi, pifevazné bakterii zndmych jako stfevni mikrobiota. Tyto
mikroorganismy ovliviiuji stav hostitele ve zdravi i nemoci. Konzumace probiotik miize
fungovat jako prevence a snizit pravdépodobnost rozvoje nekterych onemocnéni a napomoct
tak zachovani celkového zdravotniho stavu a kondice jedince (Ibrahim et al. 2023).

Probiotika se pouzivaji k 1é€bé nejriznéjSich onemocnéni jiz desitky let. Prvni pouziti
probiotik bylo na pocatku 19. stoleti na zakladé pozorovani sniZené populace bifidobakterii
u déti trpicich prijmy. To naznacovalo, Ze peroralni pfijem bifidobakterii by mohl tuto
subpopulaci mikrobioty doplnit a zlepsit tak zdravotni stav jedince.

17


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10470842/

VétSina studii ovSem nezaznamenala zddny piimy vliv probiotik na mikrobiotu. Pozitivni
vliv probiotik nespociva v jejich schopnosti vstipit se do mikrobioty, ale spiSe ve sdileni geni
a metabolitli s komenzalnimi mikroorganismy, podpofe mikrobioty oslabené dysbiézou nebo
pfimym ovliviiovanim epitelidlnich a imunitnich bunék (Wieers et al. 2020).

3.4.1 Poruchy gastrointestinalniho traktu

Bezpochyby nejsilngjsi dikazy podporujici uzivani probiotik souvisi s 1é¢bou
gastrointestinalnich onemocnéni, konkrétné s akutnim prijmem. Pfi poruchéch traveni jsou
probiotika ¢astym doporuc¢ovanym doplitkkem stravy a jejich uc¢inky se zabyva mnoho
klinickych studii.

Nékteré patogenni kmeny Escherichia coli, stejné jako Salmonella spp., Shigella spp.,
Campylobacter spp. a viry jako rotavirus, norovirus atd. patii mezi nej¢astéjsi pficiny
gastroenteritidy vedouci k zanétu stiev. Bylo prokazano, ze kmeny Lactobacillus jsou u¢inné
proti patogenum Escherichia coli a Clostridium difficile. Konkrétné Lactobacillus F19

a Lactobacillus reuteri maji pozitivni dopad na gastrointestinalni mikrobiotu tim, ze posiluji
imunitni systém. Podobn¢ Lactobacillus casei (kmen 431) posiluje imunitni odpovéd’

a prispiva k rychlejsi rekonvalescenci po prijmovém onemocnéni u déti. Streptococcus
thermophilus a Bifidobacterium bifidum (kmen TH-4+ BB12) snizuji riziko rotavirového
prijmu a koliky u déti. Lactobacillus acidophilus (kmen NCFM) a Bifidobacterium lactis
(kmen Bi-07) maji pfiznivy vliv na gastrointestinalni mikrobiotu, ¢imz snizuji nafouklé bficho
(Stavropoulou & Bezirtzoglou 2020).

3.4.2 Alergie

Alergie je reakce piecitlivélosti vyvolana specifickymi imunitnimi mechanismy
zprostfedkovanymi buiitkami nebo protilatkami (Luo at al. 2022). Hypersenzitivni reakce
imunitniho systému muze byt zplsobena i zdanlivé neskodnymi, bézné se vyskytujicimi
latkami z okolniho prostiedi. Tyto latky se nazyvaji alergeny a obvykle mezi né patii 1éky,
potraviny, kvétovy pyl, kousnuti nebo bodnuti hmyzem, rozto€i, srst domacich zvifat,
chemikalie nebo tieba latex (Stavropoulou & Bezirtzoglou 2020).

Alergicka onemocnéni dychacich cest zahrnuje alergické astma a alergickou rymu. Astma
je jednim z nejcastéjSich chronickych neptenosnych onemocnéni a postihuje ptiblizné 334
milionti lidi na celém svété. Astma je zanét dychacich cest, a to jak reverzibilni obstrukce
dychacich cest, tak hyperreaktivita uvnitt dychacich cest. Projevy alergické rymy jsou otok
nosni sliznice, zvySena vaskularni permeabilita @ masova vodnata sekrece (Huang et al. 2022).

Alergicka ryma je charakterizovana nazalnim citlivym zanétem, ktery podle odhadi jiz
postihuje 10—40 % celosvétové populace. Béznymi piiznaky alergické rymy jsou svédéni nosu,
kychéani, vytok z nosu a ucpany nos. Néktefi pacienti navic pocituji pfiznaky alergické
rinokonjunktivitidy jako slzeni, svédéni o¢i nebo cervené oci.
alergickych onemocnéni, protoZe piecitlivélost v mechanismech tolerance imunitniho systému
je modulovana stievni mikrobiotou. Nékteré studie ukazaly, ze probiotika mohou ovlivnit
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rozvoj a silu alergické reakce, a proto se uspésné pouzivaji pii 1é¢bé alergickych onemocnéni,
jako je alergicka ryma, astma, atopicka dermatitida a potravinova alergie (Luo at al. 2022).

3.4.3 Laktozova intolerance

Laktoézova intolerance je jednou z nejcastéjSich forem potravinové intolerance. Vznika
pti snizené aktivite laktazy v kartaCovém lemu sliznice tenkého stieva. Mezi nejcastéjsi projevy
patii zvraceni, priijmy, plynatost a bolesti bficha, které jsou zpisobeny fermentaci nevstiebané
laktézy v tlustém stfevé. Zavaznost onemocnéni a gastrointestinalni potize tim zptsobené se
muzou u jednotlivych osob znacné lisit. Deficit laktdzy mlze byt primarni, sekundarni nebo
vrozeny. Nejc€astéjsi formou je primarni nedostatek laktazy, charakterizovany snizenou tvorbou
nebo postupnym poklesem aktivity laktdzy. Sekundarni nedostatek laktazy je zplsoben
patologickymi stavy (napft. celiakii, Crohnovou chorobou nebo infekci) a zakroky (napf.
operaci), které postihuji tenké stfevo a vyvolavaji ztratu aktivity enzymu. Vrozeny nedostatek
laktazy je charakterizovan uplnou absenci aktivity laktazy hned po narozeni.

Lécba obvykle spociva ve snizeni nebo dokonce vylouc¢eni mléénych vyrobki ze stravy.
Dalsi moznosti je konzumace mlé¢nych vyrobki bez laktozy. Kromé toho lze pti poziti vyrobki
s laktézou véas pouzit suplementaci s enzymem laktazou ve forme tablet.

Probiotika a prebiotika mohou pomoci jako potencialni 1é¢ba laktazové intolerance diky
své schopnosti modulovat gastrointestinalni mikrobiotu a podporovat traveni laktozy (Leis et
al. 2020).

Ptiznivé ucinky probiotik pfi 1é€bé intolerance laktozy jsou (Han 2022):

e Kompenzace nedostatku laktazy. Probiotika slouzi jako zdroj laktazy ve stfevnim traktu
po dosazeni travici soustavy, aby zvysila celkovou hydrolytickou kapacitu
gastrointestinalniho traktu a zvys$ila fermentaci laktézy v tlustém strevé.

e Probiotika produkuji antagonistické latky pusobici na heterofermentativni bakterie,
které produkuji velké mnozstvi plynd, véetné vodiku, oxidu uhli¢itého a metanu. Tyto
latky mohou drazdit sliznici stfeva, coZ vede k prijmim a kie¢im v biiSe. Timto
zptisobem jsou probiotika schopna pozitivné ovliviiovat propustnost stfevni bariéry
a mikrobidlniho prostfedi tim, Ze inhibuji rist Skodlivych mikroorganismi.

e Probiotika mohou stimulovat imunitni reakce hostitele proti infekcim, a to diky své
schopnosti silng ptilnout ke stfevni sliznici.

Ne vSechny druhy a kmeny probiotik lze pii 1écbé laktézové intolerance pouzit.
Probiotika vyuZzivana pti 1€cbé intolerance laktézy by méla spliovat nasledujici pozadavky
(Han 2022):

e Aplikovand probiotika by méla vykazovat enzymatickou aktivitu B-galaktosidazy, ktera
je schopna Stépit disacharid laktozu na glukézu a galaktézu. Probiotika s f3-
galaktoziddzovou aktivitou napomahaji traveni laktozy, pusobi pozitivné na traveni
a ¢innost gastrointestinalniho traktu a mikrobidlni prostfedi. N&které kmeny rodu
enzym B-galaktosidazu, ¢imZ napomahaji hydrolyzovat laktézu v mléce a zvySuji tak
toleranci k mléénym vyrobkim.
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e Pouzita probiotika by méla byt adaptabilni na prostredi travici soustavy, na hodnotu pH
a teplotu gastrointestinalniho traktu. Dale by méla mit schopnost pfilnout ke stievni
sliznici a kompetitivné vytésnovat patogeny.

Podle Leis et al. (2020) existuje Sest druhti probiotik, mezi néz patii: Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus bulgaricus,
Streptococcus thermophilus a Bifidobacterium. longum, u kterych bylo prokazano, ze spliuji
vSechna kritéria a jsou u¢inna pii zmiriovani projevii laktézové intolerance.

3.4.4 Hypercholesterolémie

Hypercholesterolémie je rozSifené dédicné metabolické onemocnéni zpusobené
zvySenymi sérovymi hladinami cholesterolu s nizkou hustotou lipoproteinti (LDL-c).
Hypercholesterolémie vyznamné ptispiva k rozvoji kardiovaskularnich onemocnéni a zvysuje
riziko infarktu myokardu (Sivamaruthi et al. 2021).

Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) jsou kardiovaskularni onemocnéni
jednou z hlavnich pfic¢in umrti. Ve srovnani se zdravymi jedinci maji hypercholesterolemicti
pacienti trojnasobné vyssi riziko onemocnéni srdce. ZvySeni hladiny celkového cholesterolu
0 1 % v séru zvysuje toto riziko o 2—3 %. Naopak 1% snizeni hladiny LDL-C odpovida snizeni
relativniho rizika kardiovaskularnich pfihod o vice nez 1 % (Jiang et al. 2020). Vhodnou 1é¢bou
1ze snizit riziko morbidity a imrti souvisejicich s KVO. Kromé doporuceni na zménu zivotniho
stylu a stravovacich navyklli musi vétSina pacientll uZzivat léky snizujici hladiny LDL-c.
Nejcastéji predepisovanymi léky na 1é¢bu hypercholesterolémie jsou statiny, jejichz uzivani je
spojeno s riznymi vedlejsimi ucinky a symptomy, v€etné myositidy, myalgie, rhabdomyolyzy,
kognitivni poruchy, jaterni dysfunkce, neuropatie, pankreatitidy a poruchy sexudlnich funkci
(Sivamaruthi et al. 2021).

Probiotika 1ze vyuzit jako u¢inny nastroj ke snizeni hladiny cholesterolu v krvi. Hlavnimi
mechanismy G¢inku probiotickych bakterii na snizeni cholesterolu jsou (Susanti et al. 2023):

e Pieména cholesterolu na koprostanol — cholesterol pfeménény na koprostanol neni
absorbovan v tenkém stevé a je ptimo vylucovan stolici

e Dekonjugace zlu¢ovych soli — dekonjugované zlucové soli se méné reabsorbuji sttevem,
¢imz inhibuji enterohepatélni cirkulaci Zluci a vyssi vylu€ovani ve stolici. Enzym BSH
hraje hlavni roli v dekonjugaci Zlu¢ové soli v enterohepatalnim ob&hu. Tento enzym
hydrolyzuje ~ konjugovanou  kyselinu  glykodeoxycholovou a  kyselinu
taurodeoxycholovou a uvoliuje glyko- a tauro-zlucové kyseliny. Enzym BSH byl
identifikovan u n¢kolika druhti  bakterii mléného kvaSeni izolovanych
z gastrointestindlniho traktu lidi 1 zvifat

e Zmeéna exprese proteinil souvisejici se syntézou cholesterolu — inhibice syntézy
cholesterolu de novo hypocholesterolemickymi faktory, jako je kyselina mocova,
laktoza, kyselina orotova a syrovatkovy protein

e Produkce mastnych kyselin s kratkym fetézcem — SCFA, produkované probiotickou
fermentaci v hostitelském travicim traktu, mohou zvySovat syntézu HDL
apolipoproteinu
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3.5 Vybrané skupiny probiotik

3.5.1 Rod Lactobacillus

Lactobacillus je rod ty¢inkovitych, grampozitivnich, nesporotvornych, fakultativné
anaerobnich bakterii z kmene Firmicutes. Laktobacily metabolizuji sacharidy za vzniku
kyseliny mlécné, coz z nich €ini nejvetsi rod ve skupin€ bakterii mléEného kvaseni. V bieznu
roku 2020 bylo 261 druhti Lactobacillacae pieklasifikovano do 25 rodd (véetné 23 novych
rodit) kvili jejich extrémné vysoké genotypové, fenotypové a ekologické rozmanitosti.

Druhy Lactobacillus 1ze rozdélit do tii skupin na zaklad¢ jejich metabolismu: obligatné
homofermentativni, fakultativné heterofermentativni a obligatné¢ heterofermentativni.
Obligatné¢ homofermentativni skupina fermentuje sacharidy za vzniku kyseliny mlé¢né jako
hlavniho vedlejsiho produktu (napt. L. acidophilus a L. salivarius).

Fakultativné heterofermentativni skupina, kterd za urcitych podminek nebo s urcitymi
substraty fermentuje sacharidy za vzniku kyseliny mlécné, ethanolu/kyseliny octové a oxidu
uhli¢itého jako vedlejSich produktt (napt. L. casei a L. plantarum).

Obligatn€ heterofermentativni skupina vzdy fermentuje sacharidy za vzniku kyseliny
mlécné, ethanolu/kyseliny octové a oxidu uhli¢itého jako vedlejsich produktt (napf. L. reuteri
a L. fermentum).

Laktobacily kolonizuji mnohé ¢asti lidského téla, zejména travici trakt véetné ustni dutiny
a zenské pohlavni ustroji. Laktobacily jsou pro své pozitivni vlastnosti vyuzivany jako
probiotika v dopliicich stravy nebo jako nastroje v odvétvi potravinaiskych technologii. Hlavni
pouziti laktobacilii je ve vyrobnim procesu fermentovanych mléénych, masnych nebo
zeleninovych potravin a kvaskového chleba. Laktobacily ziskaly status ,,obecné uznané jako
bezpeéné* od amerického Utadu pro potraviny a 1é¢iva a status ,kvalifikovaného predpokladu
bezpecnosti“ od Evropského tfadu pro bezpecnost potravin, tudiz je jejich pouziti ve vyrobé
potravin bezproblémové.

Mezi hlavni probiotické druhy rodu Lactobacillus patti: L. acidophilus, L. brevis, L. casei,
L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. delbrueckii subsp. lactis, L. fermentum, L. gasseri, L.
helveticus, L. johnsonii, L. paracasei subsp. paracasei, L. plantarum, L. reuteri a L. rhamnosus.
Existuje mnoho vyzkumi o potencialnich zdravotnich pfinosech druhd Lactobacillus, ackoli
dikazy naznacuji, ze mnohé vlastnosti téchto probiotickych bakterii jsou zavislé jak na druhu,
tak na kmeni.

Laktobacily prokazuji ucinnost pii 1écbé rGznych onemocnéni vcetné bakteridlni
vagindzy, atopické dermatitidy a infekci hornich cest dychacich. Ale pfevazné se vétSina
probiotik rodu Lactobacillus konzumuje s cilem zlepsit stav gastrointestinalniho traktu
(Dempsey & Corr 2022).

Lactobacillus je dulezité probiotikum pfi studiu lidskych stfevnich mikroorganismd, které
uzce souvisi s lidskym zdravim, nejenZe syntetizuje esenciadlni vitaminy a aminokyseliny
a podporuje vstiebavani mineralti, ale co je dulezité, mize dosahnout efektu zlepSeni sttevni
mikroekologie inhibici ristu Skodlivych mikroorganismi. Kromé toho mastné kyseliny
s kratkym fetézcem, dulezité metabolity Lactobacili, pomahaji udrZzovat normalni
fyziologickou funkci tlustého stfeva a morfologii epitelu tlustého stieva, stejn€ jako podporuji
rast a reprodukci Lactobacillus, ¢imz snizuji pocet patogennich Escherichia coli ve stieve.
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Lactobacillus ovliviiuje mikrobialni zasahy k udrzeni nebo zlepSeni mikrobialni
rovnovahy v hostitelském prostiedi a k inhibici invaze patogenid. Synergické interakce mezi
bakteriemi mlécného kvaseni a endogenni komenzalni mikrobiotou jsou dilezitym faktorem
pii obnové mikrobidlni endostazy. Kromé synergického ucinku s komenzalni mikrobiotou
produkuji bakterie mlécného kvaSeni slouceniny s antimikrobidlnimi u¢inky v obrané proti

patogenuim posilenim funkce epitelialni bariéry stieva (You et al. 2022).
: - A

Obrazek 3: Laktobacillus spp.
(https://www.oberonic.cz/bakterie-lactobacillus-mohou-chranit-pred-uzkosti-a-depresi/)

3.5.2 Rod Bifidobacterium

Bifidobacterium je rod grampozitivnich, anaerobnich bakterii, ktery je na konci Casto
rozvétven. Jde o fyziologickou bakterii, ktera se vyskytuje v lidském téle a je pro ¢loveéka velmi
dulezitou skupinou probiotik. Bifidobacterium se mize ptizptisobit anaerobnimu stievnimu
zivotu, reprodukovat se a metabolizovat ve stfednim a na konci tenkého a tlustého stieva
a vylucovat bifidogenni faktory s probiotickymi U¢inky k regulaci zdravi sttev. V soucasnosti
Bifidobacterium zahrnuje 32 druhi a 9 poddruhti, z nichz 14 bylo izolovano od lidi (You et al.
2022).

Napt. B. adolescentis, B. angulatum, B. bifidum, B. breve, B. catenulatum, B. dentium, B.
longum, B. pseudocatenulatum a B. pseudolongum se b&zné vyskytuji v lidském stievé
(Kazmierczak-Siedlecka et al. 2021).

Fyziologické funkce Bifidobacterium jsou hlavné nasledujici (You et al. 2022):

e Podobné jako ostatni bakteric mlécného kvaSeni muze Bifidobacterium omezit
rist patogennich bakterii, aby udrzela rovnovadhu normalni stfevni mikrobioty
a inhibovala prozanétlivé cytokiny. Souvisejici experimenty také ukazaly, ze
Bifidobacterium mize chranit pted dysfunkci stfevni bariéry jak in vitro, tak in
vivo. Tento ochranny ucinek je spojen s inhibici sekrece prozanétlivych cytokina
a uvolilovani vimentinu a zlepSenim integrity stfevniho tésného spojeni.

o Bifidobacterium bifidum syntetizuje vitaminy a aminokyseliny ve stievé a zvysuje
biologickou dostupnost vapniku a ptfedpoklada se, ze zlepSuje zdravi kosti.

o Bifidobacterium bifidum ma protinadorové uc¢inky. Bifidobacterium longum,
ktery vylucuje C-CPE-PE23 se muze selektivné lokalizovat a proliferovat
v nadorech. Izolované bifidobakterie byly specificky distribuovany v nadorech
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my$i s rakovinou prsu a vyznamné¢ inhibovaly riist nadoru bez zavaznych
vedlej$ich ucinktli, jako je ztrata hmotnosti nebo poskozeni jater a ledvin,
a experimentalni vysledky naznacuji, ze bifidobakterie mohou byt specidlnimi
nosici protirakovinnych proteinti proti zhoubnym nadortim.

Obrdazek 4: Bifidobacterium spp.
(https://www.nutraingredients.com/Article/2023/02/02/probiotics-as-prophylactics-
bifidobacterium-strain-may-prevent-arthritis)

3.5.3 Rod Streptococcus

Streptokoky jsou bakterie, které patii do kmene Firmicutes, téidy Bacilli, fadu
Lactobacillales a ¢eledi Streptococcaceae. Na zaklad¢é sekvence genu 16s rRNA byl rod
Streptococcus klasifikovan do 6 hlavnich skupin: anginosus, bovis, mitis, mutans, pyogenes
a salivarius. Nékteré bakterie rodu Streptococcus jsou pouzivany jako probiotika pro prevenci
a 1écbu gastrointestinalnich poruch u lidi (Mato et al. 2023).

Streptococcus thermophilus (STH) je nepatogenni grampozitivni bakterie patfici do
skupiny salivarius. Zdravi prospésné bioaktivni latky produkované Streptococcus thermophilus
jsou: mastné kyseliny s kratkym fetézcem, konjugovana kyselina linolova; konjugovana
kyselina linolenova; exopolysacharidy a kyselina gama-aminomaselna.

Streptococcus thermophilus se bézné pouziva jako startér v mlékarenském pramyslu
a také v mnoha tradi¢nich fermentovanych produktech véetné jogurtt a syrii. Nachazi se také
v mléénych vyrobcich spontdnné fermentovanych, jako jsou rtizna fermentovand mléka
v Mongolsku a syr Ragusano na Sicilii. Kromé toho se tato bakterie mize podilet na fermentaci
lusténin nebo zrn mlééného kefiru.

Kromé technologického vyznamu si Streptococcus thermophilus v poslednich letech
ziskal z4jem také jako probioticka bakterie. Ve fermentovanych produktech je spojovan
S riznymi ptiznivymi G¢inky na lidské zdravi, v€etné zmirnéni intolerance lakt6zy, inhibice
patogentl, prevence prijmu, modulace zanétu, produkce cytokini, snizeni urémie, snizeni
celkového cholesterolu a cholesterolu v lipoproteinech s nizkou hustotou, prevence rozvoje
inzulinové rezistence a zlepSeni glykemickych parametrti, sniZzené riziko vzniku nékterych
druhii rakoviny, prevence nebo 1écba zanétlivych onemocnéni stiev a udrzeni stfevni
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homeostazy. Ackoli vétSina bakteridlnich faktori a mechanismi stojicich za témito
prospésnymi Gcinky zustava neznama, nékteré byly objasnény.

Naptiklad LacZ beta-galaktosidaza uvoliiovana bakterii Streptococcus thermophilus je
zapojend do katabolismu laktozy mutze hrat roli v prevenci kolorektalniho karcinomu.
Vylucovany LacZ inhibuje bunécnou proliferaci, snizuje tvorbu kolonii, vyvolava zastavu
bunécného cyklu, podporuje apoptozu bunek kolorektalniho karcinomu in vitro a snizuje tvorbu
nadort u mysi. Protirakovinné ucinky Streptococcus thermophilus jsou ¢asteéné
zprostfedkovany schopnosti LacZ uvolnovat galaktozu, kterd interferuje s energetickou
homeostdzou k aktivaci oxidativni fosforylace a downregulaci kindz Hippo drahy.
Exopolysacharidy z kmene CRL1190 stimuluji regeneraci epitelialnich bunék a imunologické
vrozené obranné mechanismy in vitro a zabrafuji chronické gastritidé indukované kyselinou
acetylsalicylovou u mysi. Exopolysacharidy z kmene AR333 vykazuji imunostimula¢ni uc¢inek
in vitro. PFiznivé ucinky zprosttedkované exopolysacharidy jsou v8ak zavislé na kmeni. Laktat
produkovany bakterii Streptococcus thermophilus v travicim traktu hlodavet podporuje
hlenovou drdhu a moduluje epitel tlustého stfeva. Laktat také inhibuje rast patogentl, i€astni se
trofického fetézce mezi mikrobidlnimi komunitami a vykazuje antiproliferativni Uc¢inky.
Antioxida¢ni latky produkované Streptococcus thermophilus, vcetné redukovaného
glutathionu, by se mohly podilet na sniZeni rizikovych faktora kardiovaskularnich onemocnéni
a hypercholesterolémie, zejména prosttednictvim jejich aktivity proti oxidaci lipoproteinti
s nizkou hustotou. Proteolyza kaseinli jogurtovymi bakteriemi véetné STH uvolnuje bioaktivni
peptidy, které mimo jiné stimuluji expresi a sekreci mucinového genu in vitro a zvysuji pocet
poharkovych a Panethovych buncék podél tenkého stieva a expresi stievnich mucind
a antibakteridlnich faktort in vivo. Také bylo zjiSténo, Ze pozitivni i€inek STH kmene ST4 na
mys$i s mukozitidou vyvolanou 5-fluorouracilem je pfipisovan zvySeni obsahu fekalniho acetatu
mastnych kyselin s kratkym fetézcem v korelaci s udrzovanim zéanétlivé homeostazy
a zachovani stfevni permeability. Folat produkovany STH by se mohl podilet na sniZeni zanétu
v modelech indukované mukositidy na hlodavcich.

Navzdory témto ¢etnym potencidlnim piiznivym ucinktim je vsak jediné zdravotni tvrzeni
tykajici se Streptococcus thermophilus uznané Evropskym ufadem pro bezpecnost potravin
spojeno s konzumaci zivé jogurtové kultury pfi $patném traveni laktozy (Roux et al. 2022).

) 4
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Obrazek 5: Streptococcus thermophilus
(https://www.istockphoto.com/cs/fotografie/bakterie-streptococcus-gm1325033481-
410180274)

3.6 Oznacovani probiotickych doplikii stravy

Rozséhla nabidka doplikil stravy s probiotiky na trhu mize byt pro spottebitele matouci.
Dulezité je, aby spotiebitelé byli schopni rozpoznat produkty vysoké kvality, které odpovidaji
jejich specifickym pottebam. Kvalitu probiotika definuje bezpecnost uzivani, G¢innost
a spravné oznaceni produktu, vcetné ptesnych formulaci jakykoliv zdravotnich tvrzeni,
vV rozsahu, v jakém jsou povolena. Protoze probiotika jsou zivé mikroorganismy, musi byt
dodrzeny spravné vyrobni postupy, podminky skladovani a je nutné pribézné ovéfovat kvalitu
probiotik, zda produkt obsahuje uvedené probiotické bakterie v daném mnoZzstvi a neni
kontaminovéan nezadoucimi mikroorganismy.

Na etiket¢ doplnku stravy s probiotiky by mél byt uveden rod, druh a oznaceni kmene
vSech mikroorganismi obsazenych v produktu. Na zaklad¢é nejnovéjsich védeckych poznatkii
se zpusob klasifikace a pojmenovani mikroorganismti muze liSit, a proto by vyrobci méli
pouzivat aktudlni a presné nazvy (aktualizovany seznam je k dispozici na
http://www.bacterio.net/). Tyto informace jsou klicové pro rozpoznani kvalitnich probiotik.

Na etiket¢ vyrobku by méla byt uvedena informace o sile pfipravku. Ta je obvykle
vyjadiena jako KTJ neboli kolonie tvofici jednotky (z ang. CFU — colony forming unit) a udava
pocet Zivotaschopnych bunck. Uvedené mnozZstvi Zivotaschopnych bun&€k by mélo byt
obsazeno az do konce data minimdlni trvanlivosti. Doporucena denni davka by méla odpovidat
davce pouzité ve studiich na lidech, u kterych byl prokazan pozitivni zdravotni €inek.

Pravdépodobné nejspornéjsim aspektem v oznacCovani probiotickych vyrobkl jsou
tvrzeni o zdravotnim prospéchu. Regula¢ni ramce v riznych zemich stanovuji rizné podminky
uvadéni dikazi na podporu tvrzeni. Nékteré zemé navic vyzaduji predbézné schvaleni tvrzeni,
zatimco jiné nikoli. V Evropské unii musi byt v§echna tvrzeni schvalena regula¢nimi organy
a dosud predloZena tvrzeni o probiotickych ptipravcich schvéalena nebyla. Dokumentace
predloZené na podporu tvrzeni byly povazovany za neprokazujici pfi¢innou souvislost mezi
probiotickym piipravkem a uvadénym zdravotnim G¢inkem.

I presto, Ze existuji presvédcivé dikazy o tom, Ze probiotika mohou byt mnoha zptisoby
prospésna lidskému zdravi, v soucasné dobé to neni mozné uvadet na etiketach vyrobkt ani
v reklamé&. Spotiebitelé, ktefi maji zajem o pouzivani probiotickych vyrobkl ke zmirnéni
konkrétniho zdravotniho problému, mohou mit potize se spravnym vybérem produktu. Mezi
organizace, které poskytuji doporuceni pro uzivani probiotik zaloZena na dikazech, patii
naptiklad World Gastroenterology Organisation Practice Guideline - Probiotics and Prebiotics,
Clinical Guide to Probiotic Products Available in the US a European Society for Paediatric
Gastroenterology, Hepatology and Nutrition (Sanders et al. 2018).

ZjednoduSeny diagram etikety spravné oznaceného probitika je vysvétlen na obrazku 6.
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Vysvétleni etikety
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Obrazek 6: Etiketa probiotika
(prelozeno z: ISAPP https://isappscience.org/eu-probiotic-label/)

26




4 Material a metodika

4.1 Testované probiotické dopliky stravy

Bylo testovano 10 vzorkd probiotickych dopliku stravy (Tabulka 2). Vzorky byly
testovany v roce 2021 (Vytlacilova, 2022) a poté byly skladovany po dobu 6 mésictu pii
pokojové, chladnickové a mrazirenské teploté. Cilem bylo zjistit, jestli vzorky budou obsahovat
deklarované mnozstvi celkového po¢tu mikroorganismu a jaky ma vliv teplota skladovani na
zivotaschopnost probiotik ve vyrobcich.

Tabulka 2: Prehled testovanych vzorki véetné deklarovanych CP vyrobcem

Vzorek

Deklarované druhy MO

Deklarované
CP
(log KTJ/g)

Lactobacilus acidophilus, Lactobacilus plantarum, Lactobacilus
rhamnosus, Bacillus coagulans

9,4

Bacillus subtilis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus salivarius,
Lactococcus lactis ssp. lactis, Streptococcus thermophilus

10,3

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus
casei, Lactobacillus pantarum, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus lactis, Bifidobacterium an
lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve, Streptococcus
thermophilus, Saccharomyces boulardii, Bacillus coagulans

8,82

Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium longum, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus casei,
Bacillus coagulans, Bacillus subtilis, Streptococcus thermophilus,
Saccharomyces boulardii

11

Bifidibacterium breve, Lactobacillus casei, Streptococcus
thermophillus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus lactis, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
acidophillus, Lactobacillus salivarius, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium anim. ssp lactis, Bifidobacterium longum,
Enterococcus faecium

9,91

Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus,
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus casei, Lactobacillus

10,3

27




plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus salivarius,
Lactobacillus lactis ssp. lactis

Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum

9,6

Bifidobacterium longum, LactobacilLlus acidophilus,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium
lactis, Lactobacillus brevis, Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus salivarius, Lactoccocus lactis, Streptococcus
thermophilus, Bifidobacterium infantis

9,88

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus,
Bifidobacterium bifidum

8,85

10

Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium
bifidum, Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
casei, Lactobacillus lactis, Lactobacillus paracasei, Streptococcus
thermophillus

10,26

4.2 Metodika

podminek (Tabulka 3). Po kultivaci byly narostlé kolonie spocteny.

Tabulka 3: Kultivacni stanoveni mikroorganismii

Stanoveni celkového poctu bakterii, laktobacilli, bifidobakterii a streptokokli bylo
provedeno pomoci selektivnich kultiva¢nich médii, které svym sloZzenim podporuji riist dané
skupiny mikroorganisml, pfipadné inhibuji riist ostatnich. Vzorek byl zvaZen, zhomogenizovan
a naredén fedicim médiem do devatého fadu. K naockovani na Petriho misky bylo pouZzito
ctvrté az devaté fedéni. Poté byly misky zality odpovidajicim agarem a kultivovany za danych

Agar Teplota | Doba Typ
kultivace | kultivace | kultivace
CP Wilkins-Chalgren 37°C 48 hodin anaerobn¢
Bifidokbakterie | Wilkins-Chalgren 37°C 48 hodin | anaerobné
+ mupirocin (100 mg/L)
+ kys. octova (1 ml/L)
Laktobacily Rogosa agar 37°C 72 hodin | mikroaerofilné
+ kys. octova (1,32 ml/L)
Streptokoky M17 agar 37°C 48 hodin aerobn¢

28




4.3 Pracovni postup

Z kazdého probiotika bylo odebrano ptislusné mnozstvi vzorku (vétSinou jedna kapsle), které
bylo zvazeno. Obsah kapsle byl pifeveden do zkumavky s fedicim médiem a vzorek byl
piistrojem CHS Vortex (Obrazek 9) dikladné zhomogenizovan. Poté nésledovalo dalsi fedéni
(Obrazek 7). Ze zkumavky byl asepticky injekéni stiikaCkou odebran 1 ml vzorku a ptreveden
do penicilinky s fedicim médiem. Takto se pokracovalo az do devatého fedéni, vzdy s novou
injekéni stiikackou (kvili koncentraci). Poté bylo 0,5 ml vzorku ze ¢tvrtého, patého, Sestého,
sedmého, osmého a devatého fedéni aplikovano na Petriho misku (Obrazek 8) a zalito agarem.

i gt Amd At bk Ak Ak Al
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Obrazek 7: Schema redeni vzorki

Obrazek 9: Pristroj CHS ikortex
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4.4 Priprava agari

4.4.1 Wilkins-Chalgren

Do Erlenmayerovy baiky bylo odméteno 100 ml destilované vody a navazeno 4,3 g
agaru. Bylo ptidano 0,5 g séjového peptonu, 0,05 g cysteinu a 0,1 ml tweenu a vse bylo
dikladné promichano. Banka byla ptekryta alobalem a agar byl sterilizovan v autoklavu pfi
teploté 120 °C po dobu 20 minut.

4.4.2 Wilkins-Chalgren s mupirocinem a kyselinou octovou

Do Erlenmayerovy baiky bylo odméteno 100 ml destilované vody a navazeno 4,3 g
agaru. Bylo ptidano 0,5 g s6jového peptonu, 0,05 g cysteinu a 0,1 ml tweenu a vse bylo
dikladné promichano. Barka byla ptekryta alobalem a agar byl sterilizovan v autoklavu pfi
teplot¢ 120 °C po dobu 20 minut. Poté bylo pfidano 100 ul kyseliny octové a 1 baleni
mupirocinu na 100 ml agaru rozpusténého v ampuli.

4.4.3 Rogosa

Do Erlenmayerovy banky bylo odméfeno 100 ml destilované vody, navazeno 6 g agaru
a vSe dukladné promichano. Barka byla prekryta alobalem a agar byl rozvatren ve vodni 1azni.
Poté bylo ptidano 132 ul kyseliny octové.

444 M17

Do Erlenmayerovy batiky bylo odméieno 100 ml destilované vody, navazeno 5,1 g agaru
a vSe dikladné¢ promichano. Banka byla ptekryta alobalem a agar byl vytemperovan
v autoklavu na teplotu 50 °C po dobu 20 minut. Poté bylo ptidano 5 ml laktozy.

Obrazek 10: Priprava agarii
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4.5 Stanoveni probiotickych bakterii

45.1 Stanoveni CP

Stanoveni celkového poétu mikroorganismi bylo provadéno na Wilkins Chalgren agaru.
Petriho misky snaockovanym vzorkem byly zality jednou vrstvou agaru a uloZeny do
anaerostatu (Obrazek 11), ve kterém pomoci pfistroje Whitley jar gassing system (Obrazek 12)
bylo zajisténo anaerobni prostiedi. Kultivace probihala 48 hodin pfi teploté 37 °C.

45.2 Stanoveni bifidobakterii

Stanoveni bifidobakterii bylo provadéno na Wilkins Chalgren agaru s mupirocinem
a kyselinou octovou. Petriho misky s naockovanym vzorkem byly zality jednou vrstvou agaru
aulozeny do ananerostatu, ve kterém pomoci pfistroje Whitley jar gassing system bylo zajisténo
anaerobni prostfedi. Kultivace probihala 48 hodin pii teploté 37 °C.

Obrazek 11: Anaerstat Obrazek 12: Whitley jar gassing system

4.5.3 Stanoveni laktobacilu

Stanoveni laktobacili bylo provadéno na Rogosa agaru. Petriho misky s naockovanym
vzorkem byly zality jednou vrstvou agaru a po ztuhnuti jest€ druhou vrstvou (kvili
mikroaerofilnimu prostiedi). Poté byly misky ulozeny dnem vzhiru do termostatu. Kultivace
probihala 48—72 hodin pfi teploté 37 °C.

4.5.4 Stanoveni streptokoku

Stanoveni streptokokd bylo provadéno na agaru M17. Petriho misky s naockovanym
vzorkem byly zality jednou vrstvou agaru a uloZzeny dnem vzhlru do termostatu. Kultivace
probihala 48 hodin pfi teploté 37 °C.
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Obrazek 13: Petriho misky zalité agarem

4.6 Vyhodnoceni

Po kultivaci byly narostlé kolonie (Obrazek 14) spocteny pomoci piistroje Stuart SC6 colony
counter (Obrazek 15). Kazda miska byla umisténa dnem vzhiru na pocitaci desku a pomoci
lihového fixu byly oznaceny narostlé kolonie. Spocitané kolonie byly vynasobeny dvakrat (bylo
aplikovano jen 0,5 ml vzorku). Vysledek byl vypocitan pomoci vzorce P = [(P1+P2)/11] x F
(KTJ/ml). P1 a P2 jsou po¢ty kolonii na dvou po sob¢ jdoucich poditatelnych plotnach a F je
pfevracend hodnota vyssiho fedéni.

Obrdzek 14: Narostlé kolonie Obrdzek 15: Pocitani kolonii
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5 Vysledky

Bylo testovano 10 vzorkl probiotickych dopliki stravy. Vzorky byly testovany v roce
2021 (Vytlacilova, 2022) a poté byly skladovany po dobu 6 mésicii pii pokojové (22 °C),
chladni¢kové (6 °C) a mrazirenské teploté (-18 °C). Cilem bylo zjistit, jestli vzorky budou
obsahovat deklarované mnozstvi celkového poctu mikroorganismi a jaky ma vliv teplota
skladovani na zivotaschopnost probiotik ve vyrobcich.

Jednotlivé vysledky pro kazdy vzorek jsou zobrazeny na grafech 1 az 10, kde jsou
zahrnuty i vysledky méfeni z roku 2021 (Vytlacilova, 2022).

Hypotéza 1: Probiotické dopliky stravy budou obsahovat deklarované pocty
mikroorganismt béhem doby minimalni trvanlivosti.

Z vysledkl je patrné, Ze je nutné vyvratit hypotézu 1, protoze polovina testovanych
vzorki nespliiovala deklarované mnozstvi mikroorganismi.

Vzorky, které nesplitovaly deklarované mnozstvi vyrobcem:

o 2
o 4
e 5
e 8
e 10

Hypotéza 2: Podminky skladovani budou ovliviiovat Zivotaschopnost mikroorganismi
Vv probiotickych dopliicich stravy.

Vysledky potvrdily hypotézu 2, protoze teplota skladovani vyznamné ovliviiuje
Zivotaschopnost mikroorganismil.

U vSech vzorkii skladovanych pii pokojové teploté¢ doSlo ke snizeni poctu
mikroorganismui. Doslo k poklesu i o n€kolik fadu a u vzorku 7 dokonce nebyly stanoveny
zadné zivotaschopné mikroorganismy. Zatimco u vzorki skladovanych pfi nizsich teplotach k
takovému ubytku nedoslo.
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Graf 1: Porovnani deklarovaného mnozstvi vyrobcem a zjistéeného mnozstvi
pri teploté 22 °C, 6 °c a -18 °C u vzorku ¢. 1
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Graf 2: Porovndni deklarovaného mnozstvi vyrobcem a zjistéeného mnozstvi
priteploté 22 °C, 6 °c a -18 °C u vzorku ¢. 2
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Graf 3: Porovnani deklarovaného mnozstvi vyrobcem a zjisténého mnozstvi
pri teplote 22 °C, 6 “c a -18 °C u vzorku ¢. 3
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Graf 4: Porovndni deklarovaného mnozstvi vyrobcem a zjistéeného mnozstvi
pri teplote 22 °C, 6 “c a -18 °C u vzorku ¢. 4
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Graf 5: Porovnani deklarovaného mnozstvi vyrobcem a zjisténého mnozstvi
priteploté 22 °C, 6 °c a -18 °C u vzorku ¢. 5
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Graf 6: Porovndni deklarovaného mnozstvi vyrobcem a zjistéeného mnozstvi
priteploté 22 °C, 6 °c a -18 °C u vzorku ¢. 6
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Graf 7: Porovnani deklarovaného mnozstvi vyrobcem a zjisténého mnozstvi
priteploté 22 °C, 6 °c a -18 °C u vzorku ¢. 7
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Graf 8: Porovndni deklarovaného mnozstvi vyrobcem a zjistéeného mnozstvi
pri teploté 22 °C, 6 °c a -18 °C u vzorku ¢. 8
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Graf 9: Porovnani deklarovaného mnozstvi vyrobcem a zjisténého mnozstvi
pri teplote 22 °C, 6 “c a -18 °C u vzorku ¢. 9
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Graf 10: Porovnani deklarovaného mnozZstvi vyrobcem a zjisténého mnozstvi
priteploté 22 °C, 6 °c a -18 °C u vzorku ¢. 10

Pocty bakterii (log KTJ/g)

celkovy pocet bifidobakterie laktobacily streptokoky

=
ST

O R, N WD U o N 0O

m deklarovany mplvodni m22°C m6°C m-18°C

38



6 Diskuze

Tato diplomova prace se zabyva kvantifikaci jednotlivych rodi mikroorganismu
Vv probiotickych doplncich stravy ur¢enych pro lidskou vyzivu a ovéieni jejich deklarovaného
poctu, pii¢emz polovina testovanych vzorkti nespliiovala deklarované mnozstvi dané
vyrobcem.

V dasledku toho nabyva na vyznamu stanoveni spolehlivych mikrobiologickych metod
pro zajiSténi a ovéfeni pritomnosti ur€ittho poctu zivotaschopnych mikroorganismi
Vv probiotickych produktech. Aby bylo zajisténo dostate¢né mnozstvi zivotaschopnych bunék,
je tteba aby dozorové organy hlidali a ovétovali zivotaschopnost mikroorganismi v rdmci urcité
doby skladovatelnosti v jednotkach tvoficich kolonie (CFU) (Wendel 2022).

V préci je dale zhodnocen vliv skladovaci teploty na zivotaschopnost mikroorganismil
v probiotickych doplicich stravy. Bylo prokazéano, Ze skladovani pfi nizsi teploté¢ mize vést ke
zvySeni poctu zivotaschopnych bakterii oproti skladovani pti pokojové teploté, a proto
nizkoteplotni skladovéni je jedna z moznosti, kterou Ize zvysit kvalitu probiotika.

Je velmi dulezité, aby doplnky stravy s probiotiky obsahovaly deklarovany pocet bakterii
(vice nez 6 log CFU/g) az do konce doby skladovani. Je mnoho faktort, které mohou ovlivnit
zivotaschopnost probiotik, jako je kyselost, kyslikovy stres, teplota pii skladovani, slozeni
kultur, osmoticky tlak, obsah vlhkosti atd. Tato diplomova prace je zaméfena na vliv teploty
pii skladovani probiotik a jak uvadi celd fada studii, nizké teploty skute¢né umoziuji lepsi
zachovani zivotaschopnosti probiotik po delsi dobu skladovani.

Khalf et al. (2010) pomoci deskové kultivaéni metody prokazali, ze javorova miza byla
schopna udrzet preziti kombinace probiotik (BB12 a L. rhamnosus GG, kazdé inokulované
v mnozstvi ~108 CFU/ml) po celou dobu skladovani v chladu pfti 4 °C.

Jak popsali Kemsawasd et al. (2016) ve své studii, po 60 dnech skladovani pfi 4 °C zustala
mira pieZziti probiotik (L. casei a L. acidophilus) v chlazené cokolad¢é pomérné vysoka, a to vice
nez 6 log CFU/g.

Mortazavian et al. (2007) sledovali vliv teploty skladovani v chladu (pfi 2, 5 a 8 °C) na
zivotaschopnost probiotik (L.acidophilus, Bifidobacterium animalis subsp. lactisBB-12)
V jogurtu. V rdmci této studie byla po 20 dnech skladovani pii teploté 2 °C zjiSténa nejvyssi
skladovani jogurtu pii teploté¢ 8 °C. Ackoli jsou bifidobakterie oproti laktobacilim méné
tolerantni k nizkym teplotam, nizké teploty skladovani obecné podporuji piezivani probiotik
(Lourens-Hattinga Viljoen, 2001).
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[ Zavér
e Probiotika mohou slouzit jako vhodny podplirny prostiedek pifi 1écbeé tady
onemocnéni. Nejsou ale vSespasna. Dulezité je 1 dodrzovani zdravého zivotniho stylu

a zésad racionélniho stravovéni. Strava by méla byt pestra a bohatd na ziviny, které
mohou slouzit jako substrat pro bakterie v tlustém stieve.

e Pii vybéru dopliiku stravy s probiotiky by méli spotiebitelé¢ klast diraz na kvalitu
produktu, protoZze polovina testovanych probiotickych doplnkl stravy Vv této praci
nesplnovala deklarované mnozstvi vyrobcem.

e Béhem skladovani probiotik dochazi k poklesu zivotaschopnosti mikroorganismu.
Bylo zjisténo, Zze teplota skladovani vyznamné ovliviluje zivotaschopnost
mikroorganismt, proto pii dlouhodobém skladovani probiotik 1ze doporucit
nizkoteplotni skladovani v lednici nebo v mrazaku.
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9 Samostatné prilohy

9.1 Probiotika skladovana p¥i pokojové teploté (22 °C):

Vzorek | Hmotnost Celkové Bifidobakterie | Laktobacily | Streptokoky
davky pocty
1 0,30 1,856 x 10° - 1,4 x 10° -
2 0,17 2,144 x10® | 2,595 x 107 3,495 x 10" | 0,9189 x 10°
0,45 1,315 x 10° 9,091 x 10° 1,182 x 108 | 1,405 x 10’
4 0,50 3,261 x 10° 2,288 x 108 1,164 x 10° | 1,909 x 10°
5 0,57 1,4 x 108 9,091 x 10° | 1,802 x 108
6 0,54 8,649 x 10’ 1,225 x 108 | 3,297 x 10’
7 0,43 ND ND ND -
8 0,25 6,545 x 10’ 4,182 x 10° 2,162 x 10" | 6x 10°
(1 fedéni)
9 0,58 1,261 x 10° 7,273x10° | 7,818 x 10°
10 0,48 8,364 x 108 6,126 x 108 1,6 x 10’ 1,622 x 103




9.2 Probiotika skladovana v chladniéce (6°C):

Vzorek | Hmotnost Celkové Bifidobakterie | Laktobacily | Streptokoky
davky pocty
1 0,27 1,6 x 10° - 1,243 x 10° | -
2 0,15 1,135 x 10° 2,273 x 108 3,514 x 10® | 3,694 x 108
0,37 2 x10° 1,441x 108 1,676 x 108 | 2,291 x 108
4 0,52 2,793 x 10° 8,108 x 108 1,045 x 10° | 1,928 x 10°
5 0,53 1,856 x 108 8,649 x 107 | 1,568 x 108
6 0,50 1,327 x 101 | 2,288 x 108 8,182 x 10° | 5,273 x 10°
7 0,64 5,586 x 10’ 2,4x10° 1,549 x 10° | -
(jedno fedéni)
8 0,25 5,225 x 108 2,396 x 107 1,291 x 108 | 1,127 x 108
9 0,58 2,288 x 10° 3,658 x 107 2,036 x 10° | 2,036 x 10°
10 0,49 10 x 108 5,454 x 108 2,818 x 10" | 3,604 x 10’




9.3 Probiotika skladovana v mrazaku (-18°C):

Vzorek | Hmotnost Celkové Bifidobakterie | Laktobacily | Streptokoky
davky pocty

1 0,32 3,636 x 10° - 2,509 x 10° | -

2 0,16 1,545 x 10° 1,694 x 108 4,545 x 10® | 7,748 x 108
0,41 1,8 x 10%° 1,405 x 108 7,568 x 107 | 1,622 x 108

4 0,49 2,036 x 101° | 2,937 x 10° 9,818 x 10° | 1,802 x 10°

5 0,56 2,342 x10® | 2,545 x 10° 1,045 x 108 | 1,946 x 10°

6 0,52 1,345 x 101 | 2,667 x 108 1,2 x 10%° 9,455 x 10°

7 0,42 1,207 x 108 1,4 x 10° 7,818 x 10° | -

8 0,23 9,273 x 108 9,369 x 10’ 3,784 x 10® | 2,108 x 108

9 0,58 5,818 x 10° 6,727 x 10° 3,0171 x 10° | 2,982 x 10°

10 0,47 2,378 x 10° 1,802 x 10° 1,405 x 108 | 2,216 x 108




