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Rust baktérii mlééného kvasSeni ve velbloudim mléce

Souhrn

Miéko a mlécné vyrobky hraji dilezitou roli ve strave lidi. Velbloudi mléko je dilezitou
soucasti stravy pfedevSim obyvatel v oblastech Afriky, Asie a Stfedniho vychodu jak pro
dospélou i détskou populaci. Velbloudi mléko je bohatym zdrojem mineralnich latek. Laktosa
ve velbloudim mléce je snadno metabolizovana osobami trpicimi nesnasSenlivosti laktosy a
kaseiny velbloudiho mléka vyvolavaji méné alergickych reakci. Velbloudi mléko ma pozitivni
vliv na fadu onemocnéni a jeho hojivé vlastnosti mohou byt spojeny s nékterymi jeho
proteinovymi ochrannymi slozkami, jako jsou lysozym, laktoferin, laktoperoxidasa,
imunoglobuliny atd.

Syrové velbloudi mléko a jeho fermentované produkty jsou dobrym zdrojem
potencidlnich probiotickych kmend. Dilezitou roli zde hraji bakterie mlééného kvaseni kvuli
produkeci kyseliny mlécné, kterd je nezbytna pro vyrobu fermentovanych mlé¢nych vyrobkda.
mléka, jsou: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus.

Cilem prace je izolovat a identifikovat bakterie z velbloudiho mléka a déle testovat
jejich schopnost ristu ve velbloudim mléce se zaméfenim na mozné faktory ovliviujicich
jejich rist.

Hypotézou bylo, ze velbloudi mléko bude dobrym prostiedim pro rist bakterii z néj
izolovanych. Hypotéza byla potvrzena. Po kultivaci baktérii ve velbloudim mléce doslo k
produkce laktatu u izolovanych bakterialnich kment byla 20,2 + 3,25 g/l). Mezi
porovnavanymi skupinami bakterii izolovanych z velbloudiho mléka laktobacilt a kokli nebyl
prokazan statisticky vyznamny rozdil v ristu po kultivaci ve velbloudim mléce a v produkci
kyseliny mlé¢né. Obsah lysozymu ve velbloudim mléce dosahoval vysokych hodnot (u

vzorku: Velbloudi mléko 4 byla koncentrace lysozymu nejvyssi a to 154,49 ug/ml).

Klicova slova: velbloudi mléko; bakterie mlé¢ného kvaseni; lysozym; MALDI-TOF



Growth of lactic acid bacteria in camel milk

Summary

Milk and dairy products play an important role in people's diet. Camel milk is an
important part of the diet primarily for people in Africa, Asia and the Middle East, for both
the adult and the pediatric population. Camel milk is a rich source of minerals. Lactose
intolerant people easily metabolize lactose from camel milk and camel casein causes less
allergic reactions. Camel milk has a positive effect on a number of diseases and its healing
properties can be associated with some of its protein protective components such as lysozyme,
lactoferrin, lactoperoxidase, immunoglobulins etc.

Raw camel milk and its fermented products are a good source of potential probiotic
strains. Lactic acid bacteria play an important role in the production of lactic acid, which is
essential for the production of fermented dairy products. The most important strains of lactic
acid bacteria that have also been isolated from camel milk are: Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus.

The aim of the thesis is to isolate and identify camel milk bacteria and to test their
ability to grow in camel milk, focusing on possible factors influencing their growth.

The hypothesis was that camel milk would be a good medium for the growth of
bacteria isolated from it. The hypothesis has been confirmed. After the cultivation of bacteria
in camel milk, the pH was lowered (the lowest pH was 4,7) and lactic acid production
occurred (mean lactate production in isolated bacterial strains was 20,2 + 3,25 g/l).
Comparative groups of bacteria isolated from camel milk: lactobacilli and cocci milk did not
show a statistically significant difference in growth after camel milk cultivation and lactic
acid production. The lysozyme content in camel milk was high (for the Camel Milk sample 4

was the lysozyme concentration at the highest value, i. e. 154,49 ug/ml).

Keywords: camel milk, lactid acid bacteria, lysozyme, MALDI-TOF
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1 Uvod

Velbloudi mléko a jeho vyrobky hraji dileZitou roli ve stravé lidi u obyvatel v Africe,
Asii a v oblasti Stfedniho vychodu. Mléko je vyznamnym zdrojem zivin pro dospé€lou i
détskou populaci. Velbloudi mléko je také nazyvano bilé zlato a to ztoho divodu, Ze
obsahuje velké mnozstvi bilkovin. Kaseiny z velbloudiho mléka jsou dobfe stravitelné a
vyvolavaji méné¢ alergickych reakci. Velbloudi mléko je bohatym zdrojem mineralnich latek a
jeho laktosa je snadno metabolizovana osobami trpicimi nesnasenlivosti laktosy.

Pozitivni vliv je znam po dobu 5000 let. V poslednich deseti letech mnoho studii
oznamovalo pouzivani velbloudiho mléka pfi 1é€bé lidskych chorob. Jeho pozitivni efekt byl
prokazan pti poruchach zaludku a stfev, pii diabetu L. typu, potravinovych alergii, pii 1écbé
pacienti s tuberkuldzou, k posileni lidského imunitniho systému, ke sniZeni ristu nadorovych
bungk a k 1éCeni autismu. Védci se domnivaji, ze protilatky ve velbloudim mléce by mohly
pusobit proti rakoviné, HIV/AIDS, Alzheimerové chorobé a hepatitidé C.

Pro konzumaci a uchovani vyrobki z velbloudiho mléka jsou dilezité bakterie
mlécného kvaseni (ve velbloudim mléce zejména bakterie rodu: Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Weissella) diky kterym se daji vyrabét fermentované mlééné
vyrobky.

Bakterie mlééného kvaseni jsou cenné pro fermentaci mléka kvuli jejich schopnosti
sniZit pH produkci kyseliny mlé¢né a také produkovat antimikrobialni ¢inidla. Spravny vybér
a vyvazenost pocatecni kultury je rozhodujici pro vyrobu fermentovanych produkti s
pozadovanou strukturou a chuti.

Mezi nejznaméjsi fermentované produkty z velbloudiho mléka patii: Shubat (tradicni
Sumivy fermentovany mléény vyrobek), Suusac (tradi¢ni fermentované mléko ve vychodni
Africe, Keni a Somalsku, ma nizkou viskozitu, koufovou vini a trpkou chut), Gariss

(fermentovany v kozim kozeném vaku zavéSeném na velbloudim sedle), maslo, syry jogurty.



2 Cil

Cilem prace je popsat mikrobiologické slozeni a imunologické latky obsazené ve
velbloudim mléce. Poskytnou informace z mikrobiologického hlediska uzite¢né
pro potravinaistvi, zejména pro vyrobu fermentovanych mléénych vyrobka z velbloudiho
mléka pomoci bakterii mlééného kvaseni a jejich produkce kyseliny mlécné, ktera je
podminkou pro prodlouzeni trvanlivosti mléénych vyrobki diky snizeni pH a zabrafiuje riistu
nezadoucich kment bakterii.

Dal$im cilem prace bylo izolovat bakterie z velbloudiho mléka a testovat jejich
schopnost ristu ve velbloudim mléce. Velbloudi mléko bylo dale testovano na obsah
lysozymu.

Hypotézou je, Zze velbloudi mléko bude dobrym prosttedim pro rist bakterii z néj

izolovanych.



3 Literarni reSerse

3.1 Bakterie mlééného kvaseni

Bakterie mlétného kvaSeni (BMK) jsou komer¢né vyuzivany v potravinaiském
pramyslu z divodu tvorby chuti, viiné a prodlouzeni trvanlivosti fermentovanych vyrobkd.
BMK jsou skupina gram-pozitivnich anaerobnich bakterii, které nevytvareji spory a vylucuji
kyselinu mlé¢nou jako hlavni fermenta¢ni produkt a to pokud jsou dodavany vhodné
sacharidy.

Bakterie mlécného kvaSeni jsou dilezitymi mikroorganismy v lidském organismu.
Nekteré kolonizuji Gsta a nasofaryngealni sliznici (Gstni streptokoky), stieva (enterokoky,
nékteré laktobacily) a sliznice pochvy (specifické laktobacily). V téchto biotopech nejsou
patogenni, nybrz uzite¢né, nicmén¢ jejich pfesné funkce v lidském téle jsou stdle nejasné
(Teuber, 2001). Bakterie mlééného kvaseni jsou schopny rust pii teplotach od 5 °C do vice
nez 45 °C, ptevazné se vsak jedna o mezofilni mikroorganismy. Soucasn¢ jsou velmi odolné
viucéi pH, schopnost rlstu byla pozorovana pti pH 3,2, ale i pfi 9,6, ovSem majoritné rostou
v rozmezi pH 4,0 - 4,5 (Caplice, 1999).

Pro identifikaci BMK byly nejcastéji pouzivany fenotypové metody, ale v posledni
dobé byly vyvinuty molekularni techniky, jako je sekvenovani 16S rRNA, coz umoziuje
konzistentnéjsi a presnéjsi identifikaci jednotlivych kment (Khalid, 2011). BMK jsou tvofeny
fylogeneticky ptfibuznymi rody s nékolika spole€nymi biochemickymi a ekologickymi rysy.
Pro fermentaci v potravinafstvi se vyuzivaji predevsim rody: Lactobacillus, Lactococcus,

Leuconostoc, Enterococcus, Streptococcus, Weissella a Pediococcus (Adams, 2008).

3.1.1 Charakteristika rodu Lactobacillus

Doména: Bacteria

Kmen: Firmicutes

Ttida: Bacilli

Rad: Lactobacillales

Celed’: Lactobacillaceae

Rod: Lactobacillus (Beijerinck, 1901)



vvvvvv

vyznamnou roli v potravinaiské mikrobiologii a lidské vyzivé. Ne&kolik druhd z rodu
Lactobacillus je podstatnych pii vyrobé fermentovanych potravin a pouzivaji se jako vychozi
kultury nebo konzervaéni latky (Salvetti, 2012). Tento rod zahrnuje velky poéet druhtt GRAS
(vSeobecné uznavanych jako bezpecné mikroorganismy), které jsou schopny prezit
a kolonizovat stfevni trakt. Jsou to gram-pozitivni bakterie, které produkuji kyselinu mlécnou
jako hlavni koneény metabolicky produkt fermentace uhlohydrati (Klaenhammer, 2011).
Clenové rodu Lactobacillus jsou nesporulujici, katalasa negativni (i kdyz nékteré kmeny jsou
schopné produkovat pseudokatalasu), obligatné sacharolytické ty¢inky nebo kokobacily.
Vedle kyseliny mlééné jsou dalsimi vedlejsimi produkty: octan, ethanol, CO,, formiat
a sukcinat (Cai, 2012). Laktobacily jsou obecné aerorezistentni nebo anaerobni a acidofilni
(Hammes, 1995). Rustova teplota se pohybuje od 2 do 53 °C a mohou rust v rozsahu pH mezi
3 a 8. Optimalni ristova teplota a pH jsou obvykle 30 - 40 °C a 5,5 - 6,2. Maji slozité nutri¢ni
pozadavky na aminokyseliny, peptidy, vitaminy, soli, mastné kyseliny nebo estery mastnych
kyselin, nachazeji se proto v prostiedich bohaté na tyto slozky. Jde o substraty obsahujici
uhlohydraty v potravinach, jako jsou mlécné vyrobky, obilné vyrobky, rybi vyrobky, pivo,
vino, ovoce a ovocné St'avy, nakladana zelenina, kase, zeli, silaz, ptida a odpadni vody; jsou
soucasti normalni mikrobioty v ustech, gastrointestinalniho a genitalniho traktu lidi a mnoha
zvifat (Hammes, 2009). Vétsina druhtt rodu Lactobacillus byla izolovana
z gastrointestinalniho traktu lidi a zvifat (Todorov, 2009).

Taxonomie laktobacili je 1éta zalozena na fenotypovych vlastnostech jako jsou
struktura sacharidu pro fermentaci, odolnost proti riznym koncentracim NaCl, rast v riznych
médiich pifi definované teploté nebo v rozmezi pH, rezistence vic¢i antibiotikiim, slozeni
bunécné stény, bunécné mastné kyseliny, isoprenoidnich chinonii a dalSich vlastnosti bun¢k
(Klein, 1998). Pavodn¢ byly laktobacily seskupeny na zaklad¢ jejich rhstové teploty
a fermentace hexos a nasledné podle jejich homo/heterofermentativniho potencialu.
"Moderni" déleni je dano podle Hammesema Vogel a Hammes a Hertel, ktefi d€li laktobacily
jako obligatné homofermentativni, fakultativné heterofermentativni a  obligatné
heterofermentativni, které je zalozené na typu fermentovanych cukrii a fermentacnich
produktt (Salvetti, 2012). Proteotomicky strom rodu Lactobacillus a rozd€leni rodu na
homofermentativni a heterofermentativni skupiny je vidét na Obrazku 1.

Homofermentativni laktobacily (bézné oznacované jako metabolickd skupina A)
fermentuji hexosy téméi vyluéné (z 85 %) na kyselinu mlé¢nou prostiednictvim cesty EMP

(Embden-Meyerhof-Parnas) nebo-li glykolyzou, pentosy a glukonat jsou nefermentované.



Fakultativni heterofermentativni druhy (metabolickd skupina B) fermentuji hexosy na
kyselinu mléénou pomoci EMP cesty a jsou schopny degradovat pentosy a glukonat
prostiednictvim indukovatelné fosfoketolasy enzymem pentosyfosfat (PP) s vyslednou
produkci kyseliny octové, ethanolu a kyseliny mravencéi pfi nedostatku glukosy.

Obligatné heterofermentativni laktobacily (metabolicka skupina C) maji aldolasu, ale ne
fosfoketolasu, metabolizuji pentosy a hexosy vyluéné cestou fosfoglukonatu (odpovidajici
prvni ¢asti PP) a produkuji kyselinu mlé¢nou, ethanol (nebo kyselinu octovou) a CO;
(Hammes, 2009).

Obrazek 1: Proteotomicky strom rodu Lactobacillus, (Lee, 2012)

01
L. salivarius UCC118

L. sakei subsp. sakei 23K

L. casei ATCC 334
L. brevis ATCC 367

-

L. plantarum WCFS*

-

Hetero-fermentative

- - - -m-
- - -

L. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC BAA-365
L. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842

L. acidophilus NCFM

L gassen' ATCC 33323 L j‘Ohnsonﬁ NCC 533

Vyjimky z téchto vlastnosti jsou znamy a naznacuji, Ze klasifikace a identifikace
zalozend na metabolickych charakteristikdich mohou byt zavadéjici. Dostupnost genové
sekvence 16S rRNA umoznila prvni fylogenetickou analyzu rodu, kterou provedli Collins a
kol. (1991). Rod Lactobacillus obsahuje 152 druhu (fijen 2012) (Salvetti, 2012).



3.1.2 Charakteristika rodu Lactococcus

Doména: Bacteria

Kmen: Firmicutes

Trida: Bacilli

Rad: Lactobacillales

Celed’: Streptococcaceae

Rod: Lactococcus (Schleifer et al., 1985)

Rod Lactococcus je soucasti bakterii mlé¢ného kvasSeni (Oliveira, 2017). V soucasnosti
je uznano devét druhti Lactococcus spolecné se ¢tyimi poddruhy: L. chungangensis, L.
formosensis, L. fujiensis, L. garvieae, L. lactis, (L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp.
Hordniae, L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. tructae, L. piscium, L. plantarum, L.
raffinolactis, L. taiwanensis).

Jsou to grampozitivni, katalasa negativni, nesporulujici, fakultativné anaerobni,
nepohyblivé koky, které se nachazeji jednotlivé, ve dvojicich nebo v fetézcich. Rod obsahuje
kmeny, o kterych je znamo, Ze rostou pii nebo pod teplotou 7 °C. Jejich homofermentivni
charakter mize byt zménén upravou podminek prostiedi, jako je pH, koncentrace glukosy
a omezeni zivin (Jay, 2000). Navzdory obvyklému spojeni Lactococcus lactis s mlécnymi
produkty byly bakterie ptivodné izolovany z rostlin, kde se pfedpokladalo, Ze jsou dormantni
a stanou se aktivni a zacnou se mnozit az v gastrointestindlnim traktu po konzumaci
prezvykavci (Bolotin, 2001). Lactococcus lactis byl pouzivan po staleti pti fermentaci
potravin, zejména syrd, jogurtd, zeli a podobné, ¢imz je Food and Drug Administration
(FDA) obecné uznavany jako bezpetny (GRAS) (Song, 2017). Laktokoky se obvykle
nenachazeji ve fekalnim materialu ani v pud¢ (Teuber, 2001). Ziskanim plazmidové DNA
kodujici fosfoenolpyruvat-fosfotransferasovy systém (PEP-PTS) se n¢které kmeny dobie
pfizpusobily ristu v mléku diky jejich i¢innému vychytavani a fermentaci laktosy (Stiles et
al., 1997). Produkce inhibi¢nich latek (bakteriocini) je oblasti, ktera zvySuje zajem a pravé
kmeny Lc. lactis produkuji fadu bakteriocinl, z nichz nejdulezitéjsi je lantibiotikum, nisin,
ktery ma Siroké spektrum ucinnosti proti grampozitivnim bakteriim, vcetné Clostridium

botulinum a jeho spor (Delves-Broughton, 1990).



3.1.3 Charakteristika rodu Leuconostoc

Doména: Bacteria

Kmen: Firmicutes

Ttida: Bacilli

Rad: Lactobacillales

Celed: Leuconostocaceae

Rod: Leuconostoc (van Tieghem, 1878)

Clenové rodu Leuconostoc jsou mezofilni fakultativné anaerobni, katalasa negativni,
gram-pozitivni koky uspotfddané v parech nebo fetézech. VSechny druhy v tomto rodu jsou
heterofermentativni a jsou schopné produkovat dextran ze sacharosy (Garvie, 1986).
Leuconostoc spp. jsou mikroorganizmy, které se obvykle vyskytuji na ¢erstvych rostlinach.
Z tohoto piirozeného prostfedi se $ifi napf. do syrového mléka nebo do chlazenych
potravinatskych vyrobkil jako jsou fermentované klobasy, fermentovana zelenina, obilné
vyrobky a mlé¢né vyrobky (Dicks et al., 1993). Leukonostoky jsou primarné vyuZzivany jako
vyrobci chuti v kombinaci s laktokoky. Citrat fermentacni kmeny Leuconostoc poskytuji
maslovou piichut’ prostfednictvim tvorby diacetylu (Liu, 2016).

Rod Leuconostoc zahrnuje: L. mesenteroides (s tfemi poddruhy mesenteroides,
dextranicum a cremoris) a tfinact druha L. citreum, L. carnosum, L. durionis, L. fallax, L.
ficulneum, L. pseudoficulneum, L. fructosum, L. gasicomitatum, L. gelidum, L. inhae, L.
kimchii, L. lactis, L. pseudomesenteroides (Euzeby,1997). Zajimavou vlastnosti rodu
Leuconostoc je exkluzivni vyroba D-laktatu z glukosy, protoZe vétSina dalSich bakterii
mlécného kvaSeni produkuje DL-laktat. Fyziologické studie ukazaly, Ze druhy Leuconostoc
jsou bakteriemi mlécného kvaSeni Uzce spojenymi s heterofermentativnimi laktobacily.
Miuzeme je odliSovat od laktobacili jejich morfologii a jejich vylu¢nou produkci D-laktatu
z glukosy cestou pentosfosfatu. Ruzna selektivni média byla také vytvorena pro specifickou
izolaci a rozpoznani baktérii rodu Leuconostoc. Rozpoznani je usnadnénO pouzitim
vankomycinu v ristovém médiu, protoze vsechny druhy pfipravku Leuconostoc jsou proti
vankomycinu vnitin¢ odolné (Billie et al., 1985; Benkerroum et al., 1993). Identifika¢ni
metody zaloZené na DNA (16S nebo 23S ribozomalni RNA) jsou rychlejsi a spolehlivéjsi nez

tradi¢ni metody a jsou Siroce pouzivany k odliSeni druhd Leuconostoc (Ogier et al., 2008).



3.1.4 Charakteristika rodu Pediococcus

Doména: Bacteria

Kmen: Firmicutes

Ttida: Bacilli

Rad: Lactobacillales

Celed: Leuconostocaceae

Rod: Pediococcus (Claussen, 1903)

Pediococcus spp. jsou bakterie mlééného kvaseni, které jsou Siroce popsany jako
probiotika a jsou charakterizovany jako gram-pozitivni, nepohyblivé, katalasa negativni
a fakultativné¢ anaerobni koky seskupeny vétSinou do tetrad (Porto, 2017). Tyto
mikroorganismy jsou potencialné¢ nebezpeéné pro pivo v tom, ze jsou mikroaerofilni
a relativng tolerantni k alkoholu (Weiss, 1991). V duasledku jejich vztahu ke zkazeni piva byly
pediokoky mezi prvnimi bakteriemi, které studoval Louis Pasteur. Pediokoky jsou
homofermentativni a kromé L. dextrinicus, ktery produkuje L (+) - kyselinu mlé¢nou v§echny
druhy produkuji DL-laktat z glukosy (Stiles et al., 1997). Je popsano 11 druhd rodu
Pediococcus: P. acidilactici, P. claussenii, P. cellicola, P. damnosus (pivni zakal, cider,
vino), P. dextrinicus (pivo, silaz), P. ethanolidurans, P. parvulus (kysané zeli, silaz), P.
inopinatus (kysané zeli, pivo), P. pentosaceus (zelenina, fermentované klobasy, mléko

a mlééné vyrobky), P. siamensis, P. stilesi (Haakensen, 2009).

3.1.5 Charakteristika rodu Weissella

Doména: Bacteria

Kmen: Firmicutes

Ttida: Bacilli

Rad: Lactobacillales

Celed’: Leuconostocaceae

Rod: Weissella (Collins et al. 1993)

Weissella spp. jsou heterofermentativni, fakultativné anaerobni, gram-pozitivni, katalasa
negativni, alfa hemolytické bakterie, které se objevuji jako kratké ty¢inky nebo kokobacily ve
dvojicich a fetézcich. Na zakladé neobvyklé morfologie skvrn a vlastni rezistence na
vankomycin, byla Weissella spp. ¢asto zaménovana s rodem Lactobacillus spp. nebo
organismy podobné Lactobacillus. Weissella byla identifikovana jako jedine¢ny rod v roce

1993 na zakladé analyzy sekvence genu 16S rRNA a pojmenovdna podle némeckého



mikrobiologa Norberta Weissea pro jeho mnoho pfispévkl k taxonomii mléénych bakterii
(Collins et al., 1993). Leuconostoc paramesenteroides a piibuzné druhy gram-pozitivnich
koku s negativni na katalasu a vankomycin-rezistentni, byly reklasifikovany do tohoto rodu.
Weissella nyni tvofi odlisSnou fylogenetickou skupinu oddélenou od jinych rodt bakterii
mlécného kvaseni, v¢etné Leuconostoc, Lactobacillus a Streptococcus (Flaherty et al., 2003).
K roku 2015 byly identifikovany tyto druhy Weissella: W. beninensis, W. ceti, W cibaria, W.
confusa, W. diestrammenae, W. fabalis, W. fabaria, W. ghanensis, W. halotolerans, W.
kandleri, W. koreensis, W. minor, W. oryzae, W. paramesenteroides, W. soli, W.
thailandensis, W. uvarum, W. viridescens (Fusco et al., 2015).

W. confusa byly izolovany z fermentovaného velbloudiho mléka. Tyto bakterie se ¢asto
vyskytuji ve fermentovanych potravinich a byly navrzeny jako potencidlni probiotikum.
Kromé toho byla z Shubatu izolovana Weissella helleca. Podle nejlepsSich znalosti nebyly
na Weissella helleca nalezeny zadné studie, kde by tato bakterie méla prokazany probioticky

ucinek nebo vykazovala potencialni zdravotni rizika pro spotiebitele (Shori, 2017).

3.2 Bifidobakterie

Drive byly bifidobakterie kvuli svym morfologickym a fyziologickym rystum, které jsou
podobné tém, které obsahuji laktobacily, zatazovany do rodu Lactobacillus, tak jako napft.:
Lactobacillus bifidus, ale nyni jsou klasifikovany jako samostatny rod Bifidobacterium, tak
jak to navrhl Orla — Jensen v roce 1924 (Mitsuoka, 1984).

3.2.1 Charakteristika rodu Bifidobacterium

Doména: Bacteria

Kmen: Actinobacteria

Ttida: Actinobacteria

Podttida: Actinobacteridae

Rad: Bifidobacteriales

Cleded: Bifidobacteriaceae

Rod: Bifidobacterium (Orla — Jensen, 1924)

Rod Bifidobacterium, ktery je <¢lenem rodiny Bifidobacteriaceae a tadu
Bifidobacteriales, patii do kmenu Actinobacteria, coz predstavuje jednu z nejvétSich

bakterialnich taxonomickych jednotek (Dworkin, 1999). Bifidobakterie jsou gram-pozitivni



(nicméné¢ Casto se objevuji nepravidelné gram negativni oblasti), heterofermentativni bakterie
(Biavati et al, 2001). Tvar bifidobakterii je tyCovity a zakiiveny, variabilni na zavislosti
rustového média, vyskytujici se jednotlivé nebo v fetézcich, tvar Y ma napt. pokud je ve
stolici kojence (Bezkorovainy, 1989).

Bifidobakterie fadime mezi mikroorganismy sacharolytické. Produkty fermentace
sacharida jsou kyselina octova a kyselina mlé¢na. Vznikla kyselina mlécna se vyskytuje ve
form¢ izomeru L (+), a proto ji lze snadno metabolizovat organismem ditéte. Od bakterii
mlééného kvasSeni je odliSuje nepiitomnost glukoso-6-fosfat-dehydrogenasy a aldolasy.
Bifidobakterie vytvaii enzym fruktoso-6-fosfat-fosfoketolasu, jehoz ptitomnost je
vyznamnym identifikacnim znakem (Maxa et Rada, 1996). Bifidobakteric maji schopnost
adheze na lidské stfeva, coZ je nezbytné pro UispéSnou kolonizaci a tim dosaZzeni probiotickych
ucinki (Kainulainen et al., 2013). U vylu¢né kojenych novorozencii predstavuji vice nez 95 %
stftevnich bakterii. V kojeneckém véku maji tedy bifidobakterie nejvyznamnéjsi roli.
Vzhledem k jejich dominanci u kojenych déti ve srovnani s détmi krmenymi kojeneckymi
vyzivami jsou spojovany se zdravym stfevnim traktem jiz od jejich objeveni (Krejsek et al.,
2007).

Prvni kmen Bifidobacterium nazyvany Bacillus bifidus communis byl izolovany
Tissierem (1900) z vykali kojence. Od té doby se pocet druhti neustale zvySuje (srpen 2016),
ptibyvaji nové priristky jako je Bifidobacterium tsurumiense izolovany z kie¢¢iho plaku,
Bifidobacterium mongoliense izolovany z airag (tradi¢ni fermentované kobyli mléko
mongoli), Bifidobacterium psychraerophilum, pochazejici z prasecich stiev atd. Mnohé
bifidobakterie jsou stale jeSt¢ neobjeveny, jak to naznacuji rizné metagenomické studie

(Pokusaeva, 2011). V soucasnosti je popsano 54 druht a 10 poddruht s celkem 60 taxony.

54 druht rodu Bifidobacterium (z roku 2018) a jejich vyskyt:

o

. actinicoloniformis - travici trakt (TT) ¢melaku

. aquikefiri - kefir

. adolescentis - TT dospélych lidi

. aerophilum - vykaly tamarina pin¢i (Saguinus oedipus)

. aesculapii — vykaly tosmana bélovousého (Callithrix jacchus)

.angulatum - TT lidi

N o o bk D=
W 0 W W w

B. animalis
subsp. animalis - krali¢i, krysi, teleci vykaly

subsp. lactis - fermentované mléko

10



8. B. asteroides - TT v¢el

9. B. avesanii - vykaly tamarina pin¢i (Saguinus oedipus)

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
217.
28.
29.
30.
31.
32.

M 0 0 ™0 0 T 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 W W

. biavatii - vykaly tamarina Zlutorukého (Saguinus midas)

. bifidum - TT déti a dospélych, vagina

. bohemicum — TT ¢melaka hajového (Bombus lucorum)

. bombi - TT vcel

. boum - fekalie prasat, bridlice

. breve - TT déti, vagina, vykaly

. callitrichos - vykaly kosmana bé&lovousého (Callithrix jacchus)
. catenulatum - TT déti a dospélych, vagina

.commune — TT vcel

. coryneforme - TT v¢el

. crudilactis - ¢erstvé mléko, Cesrtvy syr

.cuniculi - TT kralika

. choerinum - TT prasat

. dentium - ustni dutina (zubni kazy), TT dospé&lych, vagina
. eulemuris — vykaly lemura tmavého (Eulemuris macaco)

. faecale — TT dvouletého ditéte

. gallicum - TT dospélych

. gallinarum - TT kufat

. hapali - vykaly kosmana bélovousého (Callithrix jacchus)
.indicum - TT vcel

. kashiwanohense - TT zdravého ditéte (1,5 roku)

. lemurum — vykaly dospélého lemura kata (Lemur catta)

B.

longum

subsp. infantis - TT déti, vagina

subsp. longum - TT déti a dospé€lych, vagina

subsp. suis - TT prasat

subsp. suillum - TT prasat
33. B. magnum - TT kralikd

34. B. merycicum - bachor piezvykavcu

35. B minimum - odpadni voda

36. B. myosotis - vykaly kosmana bélovousého (Callithrix jacchus)
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37. B. mongoliense - fermentované kobyli mléko

38. B. moukalabense - vykaly divoké gorily

39. B. pseudocatenulatum - TT déti

40. B. pseudolongum
subsp. globosum - praseci, slepici a teleci vykaly, bachor piezvykavctu
subsp. pseudolongum - praseci, slepici a teleci vykaly, bachor ptezvykavci

41. B. psychraerophilum - TT prasete

42. B. pullorum - TT kutat

43. B. ramosum - vykaly tamarina pin¢iho (Saguinus oedipus)
45. B. ruminantium - bachor pfezvykavci

46. B. saguini — vykaly tamarin ¢ervenorukého (S. mida)

47. B. saeculare - TT kraliku

48. B. scardovii - TT ¢loveka

49. B. stellenboschense - vykaly tamarin ¢ervenorukého (S. mida)
50. B. subtile - odpadni voda

51. B. thermacidophilum
subsp. B. thermacidophilum - TT selat, kufat, telat, bachor
subsp. porcinum - TT selat, kutat

52. B. thermophilum - TT selat, kufat, telat, bachor

53. B. tissieri - vykaly Kosmana bélovousého (Callithrix jacchus)

M WV

54. B. tsurumiense - kiec¢¢i zubni plak (Mattarelli, 2018)
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3.3 Velbloudi mléko

Velbloudi mléko a velbloudi mlécné vyrobky dnes hraji dulezitou roli ve stravé
obyvatel ve venkovskych oblastech Afriky, Asie a Stfedniho vychodu se zhorSenymi
zemé&délskymi podminkami, vysokymi teplotami a malym mnozstvim srazek. Pti zhorSenych
okolnich podminkédch mohou velbloudi produkovat vice mléka nez jakykoli jiny druh,
zatimco jejich poptavka po jidle je velmi skromna (Brezovecki, 2015). Aby doslo k produkci
mléka, mlad’ata po porodu nejsou oddélovana od matky, na rozdil od skotu. Podle FAO (z
roku 2008) je sveétova produkce velbloudiho mléka zhruba 5,3 milionu tun ro¢né, s pouhymi
1,3 milionu tun konzumovanych lidmi. Velbloudi mléko je také nazyvano bilé zlato z pouste,
protoze obsahuje dostatek Zivin, mize byt podavano podvyzivenym détem v africkych zemich
k zachovani jejich zivota (Mekadim, 2017).

Hodnota velbloudiho mléka je dédna vysokou koncentraci t€kavych kyselin, zejména
kyseliny linolové a polynenasycenych mastnych kyselin, které jsou nezbytné pro lidskou
vyzivu (Mati, 2017). Dominantnimi mastnymi kyselinami ve velbloudim mléce jsou
palmitova a olejova (Farah, 1993). Velbloudi mléko je povazovano za hojny zdroj bilkovin,
ktery obsahuje ochrannou slozku zahrnujici lysozym, laktoferin, laktoperoxidasu
a peptidoglykanovy rozpoznavaci protein (PGRP), ktery je nejvice zastoupen ve velbloudim
mléce a byl z né&j poprvé izolovan (Singh et al. 2006). Imunoglobuliny IgA a IgG, které jsou
kompatibilni s lidskymi, poskytuji u¢innou obranu proti nékolika virovym a bakteridlnim
patogentum. Skute¢nost, ze velbloudi mléko ma nulovy obsah B-kaseint a f-laktoglobulinu -
dva silné alergeny v kravském mléku, ¢ini tak mléko pro lidi s alergiemi na mléko vice
atraktivni. Kaseiny z velbloudiho mléka jsou dobfe stravitelné a vyvolavaji u kojencit méné
alergickych reakci. Velbloudi mléko je bohatym zdrojem chloridu a jeho laktosa je snadno
metabolizovdna osobami trpicimi nesnaSenlivosti laktosy, protoze velbloudi mléko
neobsahuje  -laktoglobulin (Ahmed, 2013, Shabo, 2005).

Na slozeni velbloudiho mléka ma vliv nékolik faktord jako je zemépisna oblast, stddium
laktace, sezonni vlivy, ale predevSim vyZziva. Energeticka hodnota je 2 784 kJ/1 (665 kcal/l).
Uroveti vitaminu C je vice neZ trojnasobna Vv porovnani s kravskym mlékem a jeden a piil
nasobna v pfipad¢ lidského mléka. Primérna koncentrace vitaminu C ve velbloudim mléce je
34,16 mg/l. Velbloudi mléko ma také nizky obsah cukru a bilkovin a vysoky obsah minerald
(sodik, draslik, zelezo, méd’, zinek, selen a hot¢ik) (Ahmed, 2013). Vedle nutri¢ni hodnoty
velbloudiho mléka se zd4, ze toto mléko ma potencialni 1é¢ivé vlastnosti; po dlouhou dobu se

velbloudi mléko pouzivalo pro 1écebné ucely, jako je napiiklad 1écba metabolickych
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a autoimunnich onemocnéni. Rovnéz se tvrdi, ze velbloudi mléko ma pozitivni vliv na snizeni

symptomu autismu (Mati, 2017).

3.3.1 Mikrobiologie velbloudiho mléka

Syrové velbloudi mléko a jeho fermentované produkty mohou byt dobrym zdrojem
potencialnich probiotickych kment. Lactobacillus, Bifidobacterium a Enterococcus jsou
nejbéznéjsi kmeny pouzivané jako probiotické bakterie. Smés rtiznych druht bakterii, napft.
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactococcus lactis
subsp. lactis, Enterococcus faecium a Streptococcus thermophilus byly identifikovany jako
prevladajici bakterie ve velbloudim mléce (Yateem, 2008).

Vyrobky z velbloudiho mléka vzniklé spontanni fermentaci maji obecné nekonzistentni
smyslové vlastnosti. Spravny vybér a vyvazenost pocatecni kultury je rozhodujici pro vyrobu
fermentovanych produkt s pozadovanou strukturou a chuti. Mikrobiologicka kvalita mléka
a mlé¢nych vyrobku je ovlivnéna pocateénim stavem syrového mléka (Fguiri, 2016). Maurad
a Meriem (2008) izolovali dva kmeny Lactobacillus plantarum z tradi¢niho masla
vyrobené¢ho z velbloudiho mléka (shmen) jako vychozi kultury pro fermentaci velbloudiho
mléka. Tyto dva kmeny vykazovaly rychlou acidifika¢ni aktivitu, proteolytickou aktivitu,
antibakterialni aktivitu a vysokou miru pfeziti po lyofilizaci. Pfedchozi studie uvadéla, Ze
distribuce BMK v syrovém velbloudim mléce z Maroka méla velkou rozmanitost
dominantnich druhti, jako je Lactococcus lactis subsp. lactis (17,5 %), Lactobacillus
helveticus (10 %), Streptococcus salivarius subsp. termophilus (9,20 %), Lactobacillus casei
subsp. casei (5,80 %) a Lactobacillus plantarum (5 %) (Khedid, 2009). Bakterialni kmen
Enterococcus hirae (MTCC 10507) byl izolovan z velbloudiho mléka od Madhuet al.
(Madhu, 2012). lIzolace nékolika BMK ze syrového velbloudiho mléka shromazdéného
z arabskych velbloudd v Egypté byly identifikovany jako Enterococcus faecium,
Enterococcus durans, Aerococcus viridians, Lactococcus lactis a Lactobacillus plantarum.
Vsechny tyto bakterie prokazaly potencidlni probiotickou schopnost, jako je tc¢innost proti
patogeniim (Salmonella typhi ATCC 14028, Escherichia coli ATCC 25922 a Vibrio fluvialis),
odolnost vici kyselin€ zaludku (pH 3,0), tolerance proti 0,3% Zlu€ovym soli a Zadny z izolatd
nezptsoboval krevni hemolyzu (Hamed, 2013). Navic Benmechernene a kol. izolovali dva
kmeny Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides (B7 a Z8) z alzirského velbloudiho
mléka. Tyto dva kmeny vykazovaly vysoky potencialni probioticky profil in vitro, tj. dobré
preziti pti nizkém pH (3). Navic oba kmeny mély antimikrobialni aktivitu proti patogennim

kmentm, napf. Listeria innocua, Listeria ivanovii a Staphylococcus aureus (Benmechernene,
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2013). Nekteré nové mikrobialni druhy, jako jsou Streptococcus tangierensis, Streptococcus
cameli a Enterococcus bulliens, byly také izolovany z velbloudiho mléka (Kadri et al., 2014).
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3.4 Imunologicky aktivni latky ve velbloudim mléce

Védecké  daje  podporuji  antidiabetické,  protiinfekéni,  anticytotoxickeé
a imunomodulaéni u¢inky velbloudiho mléka. Hojivé vlastnosti velbloudiho mléka mohou byt
spojeny s né&kterymi jeho proteinovymi slozkami, tj. laktoferinem, imunoglobuliny,
lysozymem, laktoperoxidasou, vitaminem C a nékterymi bioaktivnimi peptidy
produkovanymi béhem traveni mléka v gastrointestinalnim traktu. Celkovy obsah bilkovin ve
velbloudim mléce je 33,5 + 6,2 g/l plnotucného mléka a variabilita zavisi na zemépisném
puvodu zvitat. Kaseiny ptedstavuji pfiblizné 80 % celkového obsahu mléénych proteint,
zatimco podil syrovatkovych bilkovin je relativné nizky. Syrovéatka obsahuje mnoho
rozpustnych proteinli, stejné¢ jako mnoho riznorodych peptidi generovanych protedazami
ptitomnymi ve velbloudim mléce, jako je chymotrypsin A a katepsin D. Samotné velbloudi
mlécné bilkoviny mohou byt bioaktivni nebo by mohly slouzit jako prekurzory bioaktivnich

peptida (Mati, 2017).

3.4.1 Laktoferin

Laktoferin (Lf) patfi do rodiny transferinu a hraje dulezitou roli ve vrozené a specifické
hostitelské obrané proti infekci mikroorganismy. Lf je dilezitym regulatorem hladiny volného
seleza v t&lnich tekutinach savci. Jeho schopnost vazat Fe** vysokou afinitou a udrzet tuto
vazbu i v prostiedi s nizkym pH dava bilkovinam bakteriostatické a antioxida¢ni vlastnosti
(Baker, 2004). Nasycené zelezo laktoferinu z mléka ovliviiuje absorpci stievniho Zeleza
U kojencii a zaroven je zdrojem Zeleza. Hojné je laktoferin obsazeny v kolostru, tim pomaha
zabranit mikrobialnimu ristu ve stfevech kojencu, které se mohou snadno infikovat. Je tedy
dilezity v prvnich tydnech zivota kojence, aby ptezili, dokud se jejich imunitni systém
nevyvine. Laktoferin ve velbloudim mléce obsahuje 689 aminokyselinovych zbytkt. Sklada
se z jediného polypeptidového fetézce slozeného do dvou homolognich N a C-konct.
Kationtovy N-konec molekuly je schopen pifimo poskodit membranu bakterii (patogenu)
(Kappeler, 1999). Pozitivné nabité aminokyseliny v Lf mohou interagovat s aniontovymi
sloueninami na urcitych bakteridlnich, virovych, plisnovych a parazitnich povrSich, coz
zpusobuje lyzu bunck. Nasledné uvolnovani lipopolysacharidi (LPS) vede ke zméné
permeability a vyssi citlivosti na lysozym a jiné antimikrobidlni latky. Dal§i mozny
poskozujici mechanismus laktoferinu proti mikroorganismiim je ten, Ze mikroorganismy,

které¢ vyzaduji Zelezo, tak laktoferin ma schopnost chelatovat tento kov, ¢imz zbavuje
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mikroorganismy zdroje téchto zivin. Antimikrobialni vlastnosti pfipravku Lf jsou také
pficitany nékterym jeho peptidim, jako je laktofericin (fragment 17-42) a laktoferanpin
(fragment 265-284), které prokazaly, ze maji antibakterialni, protiplisiiové a antiparazitické
aktivity siln€j$i nez cely Lf (Bruni et al., 2016). Velbloudi Lf vykazuje nejvyssi
antibakterialni aktivitu proti Escherichia coli ve srovnani s alpagovymi (Vicugna pacos),
kozimi, lidskymi a ov¢imi laktoferiny a jeho spektrum antibakterialni aktivity je podobné jako
u hovéziho Lf (EI-Agamy et al., 1992). Avsak velbloudi Lf vykazuje velmi nizkou aktivitu
pro zachytavani volnych radikald a antioxida¢ni G¢innost redukujici Zzelezo. Velbloudi Lf je
schopen inhibovat poskozeni DNA a proliferaci bunék rakoviny tlustého stfeva in vitro.
Navic, velbloudi Lf je schopen inhibovat vstup viru hepatitidy C do lidskych leukocytl s vétsi
uc¢innosti nez lidsky nebo hovézi Lf (Mati, 2017).

Srovnavaci vyzkumy Lf v riznych mlékach ukazuji, Ze koncentrace Lf ve velbloudim

mléce je 30 - 100krat vyssi nez u mléka jinych druhti (Al-Majali, 2007).

3.4.2 Laktoperoxidasa

Laktoperoxidasa je glykoprotein, ktery se pfirozené vyskytuje v kolostru, mléce a
v mnoha dalsich lidskych a zvifecich sekretech. Tento protein pfispiva k ochrané
neimunitniho systému proti hostiteliim, pusobi bakteriostatickou a baktericidni aktivitou
hlavné na gram-negativni bakterie (Touch, 2004). Pro antimikrobidlni funkci vyzaduje
laktoperoxidasa piitomnost peroxidu vodiku a thiokyanatu, které jsou nazyvany jako
"laktoperoxidasovy systém". V soucasné dobé¢ se tento systém povazuje za diilezitou soucast
piirozeného hostitelského obranného systému u savcu (Boots, 2006). Antibakterialni uc¢inek
laktoperoxidasového systému je zptisoben ucinkem reakénich produkti oxidace thiokyanatu,
OSCN™ a HOSCN, které¢ jsou schopny oxidovat volné thioldtové skupiny riznych proteint,
které jsou dilezité pro zivotaschopnost patogent (Sermon, 2005). Velbloudi laktoperoxidasa
vykazuje vyznamné antibakterialni ¢inky proti Pseudomonas aeruginosa a bakteriostatické
ucinky proti grampozitivnim bakteriim Lactococcus lactis subsp. cremoris a Staphylococcus
aureus a baktericidni vici gramnegativnim bakteriim E. coli a Salmonella typhimurium (EI-
Agamy, 1992).

3.4.3 Peptidoglykan rozeznavajici protein - PGRP

PGRP-1 je rozpustny konzervovany protein pro rozpoznavani vzorkl obratlovci

a bezobratlych, ktery se vaze na bakterialni peptidoglykan (Liu, 2000). Protein byl poprvé
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popsan u prasat a pozdéji izolovan z velbloudiho mléka (Kappeler et al., 2004). Velbloudi
PGRP-1 tvofi tetramer se dvéma funk¢énimi misty: peptidoglykanové vazebné misto a druhé
misto zapojené do vazby molekuly nepeptidoglykanu. PGRP-1 se mize vazat na
peptidoglykanové struktury v bunécné sténé a inhibovat rist patogenti. Tento protein je
multifunkéni a proto se muze vazat na lipopolysacharid z gramnegativnich bakterii a na
kyselinu lipoteichoovou gram-pozitivnich bakterii a v dasledku toho inhibuje expresi

indukovatelnych prozanétlivych cytokind (Sharma, 2011).

3.4.4 19Gs

Velbloudi 1gGs nejsou omezeny na jednu hlavni podtiidu IgGsl, ale zahrnuji dvé dalsi
podtridy IgGs2 a IgGs3, které jsou zbaveny lehkych fetézcl a maji té¢zké fetézce 46 a 43 kDa.
Velbloudi protilatky tézkého fetézce interferuji s nékolika biologickymi procesy a jsou
dobrymi kandidaty pro humanni terapii, protoze pusobi jako skutecné kompetitivni inhibitory,
které penetruji do aktivnich mist nékterych enzymd, jako je reverzni transkriptasa viru lidské
imunodeficience typu 1 (HIV-1), proteasy a integrasy, které jsou rozhodujici pro Zivotni
cyklus HIV-1 (Daley-Bauer, 2010).

3.4.5 Lysozym

Lysozym (EC 3.2.1.17) je enzym katalyzujici hydrolytické reakce. Spadé tak do velké
rodiny hydrolaz, které vyuzivaji ke své katalytické §tépné funkci molekulu vody. Lysozym
byl ,ndhodou®“ objeven Alexandrem Flemingem v roce 1922 jako pozoruhodny
bakteriolyticky prvek, kdyz se mu dostal nosni hlen na bakterie nanesené na agaru. Postupem
¢asu se mu zacaly bakterialni kolonie rozpoustét.

Lysozym je bakteriolyticky enzym, ktery §tépi p-1,4-glykosidické vazby bunécné stény
mureinu (peptidoglykanu), coz vede k lyze bunky. Peptidoglykan je zakladni konstrukéni
kamen bakteridlnich bunécnych stén. Diky své pevnosti zvySuje odolnost vii¢i bunécnému
turgoru. Ztrata integrity peptidoglykanové vrstvy vede k bezprostiedni rychlé bunééné 1yzi
nasledované nevyhnutelnou bunéénou smrti. Dlouhodobé studium lysozymu vedlo k objevu
Clenité rodiny. Tato rodina enzyml zahrnuje 3 zdkladni typy odvozené od jejich prvné
objevenych zastupct:

a) lysozymy typu-c (chicken, conventional-type)

b) lysozymy typu-g (goose-type)

c) lysozymy typu-i (invertebrate-type).
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Vsechny tii typy jsou Siroce rozsSifené mezi nejriznéj§imi zivocCichy. Lisi se hlavné
primarni strukturou, tedy sekvenci aminokyselin (AMK). Rozdily v sekvenci AMK tak
ovliviiuji jejich biochemické a enzymatické vlastnosti.

Antibakterialni aktivita mlé¢ného lysozymu jako soucasti nespecifického vrozeného
obranného mechanismu. Antibakterialni lysozymy jsou proto nejcastéji produkovany v
tkanich a tekutinach pfimo vystavenych vnéjSimu prostiedi, kde slouzi k pfimé likvidaci
bakterii a zabrafiuji vzniku infekce. Cini bud’ nezavisle Iyzu citlivych bakterii nebo jsou
soucasti komplexnich imunologickych reakci napi.: pomaha makrofagim ke zvyseni
fagocytosy proti bakteriim (Varaldo et al., 1989), (Callewaert & Michiels 2010). Lysozym
takto pfispiva k vrozené ochrané pied mikrobialnimi infekcemi jesté ve vemeni a zpomaluje
zkazeni mléka po nadojeni. Antimikrobidlni aktivita lysozymu byla ve velké mife prokazana
in vitro nebo ve fyziologickych tekutinach a sekretech vcetné mléka, krevniho séra, slin
a moci. Prestoze se prokazalo, ze lysozym ma antimikrobialni i¢inky vii¢i bakteriim, houbam,
prvokiim a virim, je v podstaté znamy svou antibakterialni aktivitou a na tomto zakladé¢ je
pouzivan pii konzervaci potravin (Benkerroum, 2008).

Antibakteridlni aktivita lysozymu je v podstaté¢ zaméfena na grampozitivni bakterie,
nebot” jejich slozka pro cilovou bunécnou sténu (peptidoglykan) je pro tento enzym volné
pfistupna, oproti gram-negativnim bakteriim, ktera je chranéna lipopolysacharidovou vrstvou
vnéj$i membrany. Nedavné studie vSak naznacuji, Ze rezistence bakterii na lysozym neni
vyluéné spojena s ptitomnosti LPS vrstvy.

Obrazek 2: Bunécné stény bakterii (Callewaert & Michiels, 2010)

Gram —pozitivni bakterie Gram —negativni bakterie
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Ve skuteCnosti neni piesny mechanismus rezistence na lysozymu zcela pochopen
a muze se ménit podle bakterialniho kmene nebo druhu. Byly navrzeny rizné mechanismy
rezistence u gram-pozitivnich bakterii: (i) zabranéni plsobeni lysozymu polymery pro
povrchové ptipojeni (napt. kapsularni polysacharidy a teichoové kyseliny), (ii) vysoky stupeii
zesiténi peptid, (iii) O-acetylace hexosaminovych zbytki peptidoglykanu bunécéné stény, (iv)
N-deacetylace acetamidoskupiny z hexosaminovych zbytki, (v) zacdlenéni kyseliny D-
asparagové do bakterialniho peptidoglykanového ktize, jak bylo prokdzano u Lactococcus
lactis a (vi) produkci proteinovych inhibitora specifickych pro lysozym (Benkerroum, 2008).

Lysozym v mléce chrani kojence ptfed gastrointestindlni invazi patogennich bakterii.
Mléko prakticky vSech savcl obsahuje lysozym bud’ jako volné rozpustny protein, nebo
v leukocytech a lysosomech. Prestoze vSechny mlécné lysozymy patii do typu ¢, méni se
Siroce ve struktufe a fyzikalné-chemickych vlastnostech jako napf.: schopnost vazat
vapnikové ionty, stabilita vici teplu, pH, nebo izoelektricky bod. Kromé toho se koncentrace
rozpustného lysozymu v mléce znacné lisi od jednoho druhu k druhému a ve stejném druhu v
zavislosti na riiznych faktorech, jako je plemeno, stupen laktace, porod, vyziva, zdravi

vemene a obdobi roku (viz tabulka koncentrace (mg/l) lysozymu v mléce riznych savci).

Tabulka 1: Porovnani koncentraci lysozymu u riznych druhd mlék

Zviteci druh Pramérna koncentrace | Zdroj
lysozymu (mg/l)
Clovék 400 Mathur, et al. (1990)
320 Montagne et al. (1998)
270 - 890 Montagne et al. (1998), Chandan et
224 - 426 al. (1968)

Hennart et al. (1991)

Osel 1428 Salimei et al. (2004)
Kobyla 790 Jauregui- Adell (1975)
1330 Sarwar et al. (2001)
Krava 0,13 Chandan et al. (1968)
0,07 El Agamy et al. (1996)
0,05-0,21 Piccinini et al. (2005)
Buvol 0,0012 Priyadarshini a Kansal (2003)
Ovce 0,1 Chandan et al. (1968)
Koza 0,25 Chandan et al. (1968)
Prasnice 6,8 Schultz a Miiller (1980)
Velbloud 0,6 -6,5 Barbour et al. (1984)
0,15 El Agamy et al. (1996)
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Miéko ze zdravych velbloudl obsahuje koncentraci lysozymu vyssi nez je koncentrace
u kravského mléka (0,07 mg/l) v rozmezi od 0,15 mg/l az 5 mg/l (Mati, 2017), (Callewaert,
Michiels 2010). Podle EI-Agamy a kol. (1996) obsah lysozymu u velbloudt se velmi lisi
Vv zavislosti na stupni laktace. Vyssi lyticky ucinek nez u kravského mléka vykazuje velbloudi
lysozym u gram-pozitivnich bakterii, jako je Micrococcus lysodeikticus a gram-negativnich
bakterii jako je E. coli. Rozdily mohou byt vysvétleny v odlisném slozeni a struktuie

lysozymu u skotu a velbloudu (EI-Agamy et al., 1996).

3.4.5.1 Tween — Polysorbat 80

Tweeny jsou pravdépodobné nejCasteji pouzivané neiontové povrchove aktivni latky
a solubiliza¢ni ¢inidla ve farmaceutickém primyslu. Obsahuji parcialni ester mastné kyseliny
cyklického etheru odvozeného od sorbitolu, kondenzovany s pevnym, ale statisticky
distribuovanym poctem jednotek ethylenoxidu, coz ¢ini vyrobek spise heterogenni (Bartolo,
1993). Tween 80 se pouziva v nékolika stovkach farmaceutickych a kosmetickych ptipravki,
a to diky nizkym nékladiim a relativné nizké toxicité (CIR, 1984).

Tween 20 a Tween 80 (Polysorbat 20 a 80) jsou pouzivany pro prevenci povrchové
adsorpce, tak i jako stabilizatory proti agregaci proteinti. Jeho mén¢ stabilni konformace
arelativné malé rusivé sily mohou narusit strukturu bilkovin zplsobujici ztratu biologické
aktivity nebo imunologickou odpoveéd” (Kerwin, 2008).

Tween 20 se pouziva k predbézné extrakci membran k odstranéni perifernich proteint.
Tween 20 byl pouzit jako blokujici ¢inidlo pro imunoanalyzy zalozené na membranach
Vv typické koncentraci 0,05 %. Tween 20 mize byt pouzit pro lyzu sav¢ich buné&k
Vv koncentraci 0,05 az 0,5 % (Neugebauer, 1990). Je rozpustny ve vod¢, ethanolu, methanolu,
ethylacetaitu a toluenu. Nerozpustny v mineralnim oleji a petroletheru. Tweeny jsou
pfipraveny ze sorbitolu ve tfistupfiovém procesu. Voda se nejprve odstrani ze sorbitolu za
vzniku sorbitanu (cyklického anhydridu sorbitolu). Sorbitan se pak c¢astecné esterifikuje
mastnou kyselinou, jako je kyselina olejova nebo kyselina stearova, ¢imz se ziska ester
hexanu. Nakonec se chemicky piidava ethylenoxid v pfitomnosti katalyzatoru za vzniku

polysorbatu (Rowe, 2009).

3.4.6 Bakteriociny

Bakteriociny jsou malé peptidy produkujici ribosomy bud s tzkym spektrem
antimikrobialni aktivity v ramci stejného druhu, nebo s Sirokym spektrem napf#ic rody (Cotter,

2005). Mohou proto vytvofit selektivni vyhodu pro produkujici kmen a pfispét k inhibici
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Skodlivych organismi a patogenti (Deegan et al., 2006). Produkce bakteriocinovych
inhibi¢nich latek (BLIS) bakterii mlééného kvaSeni je pravidelné hldSena u tradi¢nich
mléénych vyrobku v Africe, v Asii a v Evropé (Jans, 2012).

Bakteriociny produkované BMK jsou rozdéleny do c¢tyf skupin na zaklad¢ jejich
charakteristiky a strukturnich vlastnosti. Bakteriociny I. tfidy jsou malé peptidy obsahujici
lanthioninové orb-methyl-lanthioninové zbytky, zahrnuji nisin a jina lantibiotika (Cotter,
2005). Bakteriociny tiidy II jsou malé (<10 kDa), teplotné stabilni, hydrofobni a membranové
aktivni a jsou rozdé€leny do podtiidy Ila, IIb a Ilc. Bakteriociny, které maji vysokou aktivitu
proti Listeria monocytogenes, jsou zafazeny do tiidy Ila napt. jako je pediocin PA-1 (Todorov
et al., 2011). Bakteriociny, jako je laktokoccin Q, které funguji ve dvojicich, jsou seskupeny
do tfidy IIb (Rodriguez, 2003) a bakteriociny, které se spoléhaji na mechanizmus
secdependentni sekrece jsou seskupeny do t¥idy Ilc. Bakteriociny Ill. téidy jsou velké
atepelné stabilni proteiny. Bakteriociny IV. tfidy jsou definovany jako komplexni
bakteriociny obsahujici modifikace lipidd nebo uhlohydrati (Ahern, 2003).

Bakteriociny produkované kmeny BMK usnadiiuji konkurenéni schopnost kmene
Vv zivotnim prostfedi a maximalizuji jeho Sance na pteziti (Dobson, 2012). Rizné bakteriociny
produkované¢ BMK byly purifikovany, charakterizovany a sekvenovany, napiiklad nisin,
enterociny, reutericyclin, pediocin, lacticin a sakacin. Nisin je povolen jako konzerva¢ni
prostfedek ve vice nez 50 zemich (Field et al., 2012). Bylo vSak zjisténo, Ze nisin byl
v nékterych potravinafskych matricich neudinny a neinhibuje tak mnoho patogennich
mikroorganismi (Deegan, 2006). V bakteriocinovém vyzkumu bakteriocini (Sharafi et al.,

2013) je kladen diiraz na nové bakteriociny se Sirokym antimikrobialnim spektrem.
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3.5 Role bakterie mlééného kvaseni pri vyrobé produktii z velbloudiho
mléka

vvvvvv

prumyslu jsou bakterie mlééného kvaseni, které se pouzivaji k piipravé startovaci kultury pro
vyrobu mléénych vyrobkl (Temmerman et al., 2002). Bakterie mlécného kvaseni délime na
homofermentativni a heterofermentativni podle produkti vzniklych pfi fermentaci sacharidu.
Homofermentativni BMK  produkuji  hlavné kyselinu mlé¢nou z cukri, zatimco
heterofermentativni BMK produkuji kyselinu mlé¢nou, kyselinu octovou nebo alkohol a oxid

uhlic¢ity (Mokoena, 2017).

Obrézek 3: Schéma hlavnich cest fermentace bakterii mlééného kvaseni (Teuber, 2001)
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Cerstvé velbloudi mléko je obtizné zachovat a je ziidkakdy piijatelné kvili jeho
nepifijemné chuti. Fermentace je béznou praxi ke zvySeni trvanlivosti mlécnych vyrobkd,
pokud se fermentace provadi s bezpeCnymi kulturami pfi teplotdch, které dana kultura
poskytuje pro pozadovany vysledek. Mlééné kultury pro mléko skotu jsou v mlékarenském

pramyslu obecné znamé, v piipadé velbloudiho mléka musi byt pouzity jiné kultury, aby
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vznikl zadouci produkt. Fermentované mléko je pomérné snadno skladovatelné a ma lepsi
chut’ (Fguiri et al., 2015, Attia, 2001).

BMK jsou cenné pro fermentaci mléka kvili jejich schopnosti snizit pH produkci
kyseliny mlé¢né a také produkovat antimikrobialni ¢inidla, jako jsou bakteriociny (Jans,
2012). Pti zvazovani riznych fermentacnich strategii obecné pouzivanych v mlékarenském
prumyslu by bylo uzite¢né izolovat rizné druhy BMK specificky zaméfené na velbloudi
mléko, v¢etn¢ mezofilnich i termofilnich druht. Vzhledem k tomu, Ze je dulezité mit kmeny
srychlou produkci Kyseliny mlééné, soubézné snizujici pH, kmeny, které jsou schopné
produkovat plyn a chut, byl by tak Zzadouci vybér homofermentativnich i
heterofermentativnich druhti (Caplice, 1999). Bezpecnost je jednou z nejdilezitéjsich
vlastnosti pro pocateéni mlékarenské kultury. Hodnoceni bezpecnosti je sledovano
Evropskym ufadem pro bezpecnost potravin (EFSA, 2015), ktery je zaméfen predevSim na
izolaci mikrobidlnich druhti, které maji zdokumentovanou historii pro pouziti pii vyrobé
fermentovanych vyrobkt (Bourdichon, 2012). Ve spontann¢ fermentovaném velbloudim
mléce bakterie mlééného kvaseni zahrnuji tyto rody: Streptococcus, Lactococcus, Weissella,
Pediococcus, Lactobacillus a Enterococcus. Existuje také vyznamné mnozstvi
gramnegativnich bakterii, jako jsou Escherichia, Klebsiella a Enterobacter, coz demonstruje
potfebu zménit samovolnou spontdnni fermentaci smérem k rozvoji bezpecnych mléénych
vyrobki z velbloudiho mléka (Fugl, 2017). Pfevaha nékterého kmene b&hem procesu
fermentace muze vyplyvat z nékolika faktorli: vysoce pfizpusobivého metabolismu,
prostfednictvim okyseleni a vyroby antimikrobidlnich slou€enin, napf. organickych kyselin
abakteriociny, které¢ inhibuji konkurenty (Deegan, 2006). Bylo prokazano, ze velbloudi mléko
vykazuje vétsi odolnost proti bakteridlnimu ristu vedoucimu k méné aktivnim kulturdm.

Titra¢ni kyselost a pH velbloudiho mlé¢ka jsou asi 0,2 % a 6,4. Dosud bylo ziskano
nékolik novych mléénych vyrobkli z velbloudiho mléka, jako je pasterizované mléko,

ochucené mléko, maslo, jogurt, syr a mléény ¢aj (Abu-Tarboush, 1996).

3.5.1 Fermentované produkty z velbloudiho mléka

Produkce mléka je niz$i nez u krav a tim je cena mléka vyssi, coz je urcitou prekazkou k

zavedeni této potraviny do kazdodenniho stravovani.

Shubat (Chal)
Jedna se o tradi¢ni Sumivy fermentovany mlécny vyrobek v Turecku, Kazachstinu a

Turkmenistdnu s extrémné kyselou chuti. Je vyroben ze syrového mléka nebo mléka
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ziedéného teplou vodou v poméru 1:1. Mléko se pak skladuje v kozi kiizi nebo keramickych
nadobach a naockuje se z 1/3 nebo 1/5 dfive fermentovanym mlékem. Inkubace trva 3 az 4
hodiny pti 25-30 °C, ale obvykle se necha 8 hodin pii stejné teploté, aby se dosdhlo jeho
typické chuti. Je také mozné piidat mlééné kultury, jako je Lactobacillus casei
a Streptococcus thermophilus, stejné jako kvasinky, pti¢emz inkubace trva 8 hodin pti 25 °C
a dalsich 16 hodin pii 20 °C (Kuliev, 1959).

Obsah tuku je 4,3 % - stejny jako obsah tuku v ¢erstvém velbloudim mléce pouzitém
pro vyrobu. Nicméné, Shubat obsahuje niz$i mnozstvi laktosy, popela a vitaminu C nez
syrové velbloudi mléko. Obsah ethylalkoholu vzniklého béhem fermenta¢niho procesu v
Shubatu je 1,1 %, coz je disledkem piitomnosti BMK, zejména Lactobacillus, Enterococcus
a kvasinek, zejména Kluyveromyces, a vzniklych béhem fermenta¢niho procesu (Rahman,
2009).

Suusac (Susa)

Jedna se o tradi¢ni fermentované mléko ve vychodni Africe, Keni a Somalsku. Produkt
ma nizkou viskozitou, koufovou vini a trpkou chut’. Cerstvé mléko je umisténo do diive
uzenych dyiovych nadob po dobu 2 dnii pii teploté 25 az 30 °C a ponecha se fermentovat
(Lore et al., 2005). Ziskany produkt je proménlivy s chuti a vini a Casto hygienicky
nevhodny. Zvlastni dfevo jako Olea Africana nebo Acacia busia se pouziva pro koufeni. Bylo
zjisténo, Ze kout zlepSuje barvu a chut’ a prodluzuje trvanlivost aZz o 20 dni. Farah a kolektiv
(1990) studovali moznost zlepSeni tradicniho Suusac pfidanim mezofilni mlécné kultury.
V tom piipadé se mléko zahieje na 85 °C po dobu 30 min, ochladi na 22-25 °C, naockuje 2-
3% mlécnych kultur a inkubuje se pii 27-30 °C po dobu 24 hodin (Farah et al., 1990).

Suusac obsahuje celkem 12,5 % pevnych latek a 4,0 % tuku. Dale jsou obsazeny
chemické slozky Suusacu, jako jsou proteiny, uhlohydraty a vapnik, ptiblizné 0,030, 0,050 a
0,001 g/g (Khalesi, 2017).

Gariss

Tradi¢né se vyrdbi a konzumuje v Sudénu a Somalsku. Surové mléko je umisténo do
koziho kozeného vaku, ktery je zavéSen na velbloudim sedle. Vaky jsou obvykle pokryté
zeleni travy nebo suché travy navlhéené vodou a zabaleny do pevné sité z palmovych listt.
Diky specificky kolibavé chlizi velblouda se mléko b&hem cesty protiepe a promicha
a vysledkem je obohaceni mléka kyslikem, coz vyznamné ovliviiuje fermentaci. Kromé toho

je fermentace stimulovana piidanim nékolika semen ¢erného kminu (Nigella sativa) a cibule
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do mléka. Inkubace trva jeden den pfi teploté 25 az 30 °C (Brezovicki, 2015). Celkovy obsah
pevnych latek Garissu je v rozmezi od 10 do 11 %. Obsahuje tuky kolem 2,8 - 5,0 %. Obsah
bilkovin a popelt v Gariss je 3,0 % a 1,0 % (Shori, 2012).

Maslo

Maslo neni tradicnim vyrobkem z velbloudiho mléka a je obtizné ho vyrobit stejnou
technologii vyroby jako maslo z kravského mléka. Vysoka teplota tani velbloudiho mlé¢ného
tuku (41-42 °C) znesnadnuje Stloukani smetany pii teplotaich pouzivanych pro stloukani
kravského mléka (8-12 °C). Barva je prominentn¢ bild, ma vice maslové a viskozni
konzistence, zatimco chut’ a aroma jsou neutralni (Farah et al., 1989). Nomadi vyrab¢ji maslo
z velbloudiho mléka n¢kolika zpusoby. Maslo se pouziva pro lékatrské tcely nebo vafeni.
V oblasti severovychodni Keni pouZzivaji metody, pfi kterych se ziskdva jen malé mnozstvi
mlécného tuku. Na ohni se rozehieje par kament,, mezi né¢ se vlozi nadoba se syrovym
mlékem. Kapky tuku se tvoii a objevuji se na povrchu. Po ochlazeni se mléko stlouka, dokud

se kapky tuku nezméni na zrna masla (Brezovecki, 2015).

Syr

Zpracovani velbloudiho ml¢ka na syr je obtizné, dokonce povazovano za nemozné. Je
prekvapujici, Ze ackoli vétSina nomadskych komunit vyrabéla alespon jeden typ syra,
neexistuje tradi¢ni zpisob vyroby syra z velbloudiho mléka. To 1ze vysvétlit skutecnosti, ze
vysoce kazici povaha syra v horkém poustnim podnebi neni piizniva pro obchod mezi
izolovanymi komunitami. Navic koagula¢ni vlastnosti velbloudiho mléka nejsou vhodné pro
vyrobu syra (Brezovecki, 2015). Je zde snizena syfitelnost pfi koagulaci chymosinovym
syfidlem. To souvisi s rozdily v celkovém obsahu pevnych latek, koncentraci vapniku
a fosforu, nizkou elektroforetickou pohyblivosti, slozenim a velikosti micel kaseinu (CN)
(Ibrahem, 2016). Z téchto vyjmenovanych hlavnim rozdilem v koagulaci je niz§i pomér x-CN
k B-CN ve velbloudim mléce, kdy kasein je odpovédny za srazeni a tvorbu syfeniny. Navic
syrovatka z velbloudiho mléka je tepelné stabilnéjsi oproti syrovatce z kravského mléka. Pfi
zahtevu na teplotu 80 °C po dobu 30 minut denaturuje 32-35 % velbloudich syrovatkovych
bilkovin, zatimco u kravskych je to 70-75 % (Farah, 1993).

Hydrolyza kaseinu muze byt maximalizovana zvySenim teploty gelovaténi, koncentraci
chymozinu a snizenim pH (Hailu et al., 2016). Optimalizace rychlosti soleni a doplnéni

syfidla a chloridu vépenatého mulize ¢asteéné vyfesit tento problém, aby se vytvotilo mekké
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svétlo koagulum. Produkce velbloudiho syra je ale v priamyslovém méfitku omezena

(Khalesi, 2017).

Jogurt

Produkce fermentovanych produkti velbloudiho mléka je obtiznd kvili problému
srazeni mléka. Jogurtova struktura je velmi dilezitou vlastnosti, kterd ovliviiuje jeji kvalitu
(vzhled, pocit v tstech a celkovou piijatelnost). Ve snaze zvysit pevnost byly do jogurtu
pfidany stabilizatory a hydrokoloidy (Keogh a O'Kennedy, 1998). Senzorické vysledky
ukazaly, ze ptidani 0,75% alginatu sodného a 0,075% chloridu vapenatého zpusobilo
piijatelnost jogurtu, ktery se pak podobal jogurtu z kravského mléka (Hashim, 2009).
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4 Material a metody

4.1 Puvod vzorku

Byly pouzity 4 vzorky, které byly ziskany z AlZzirska od jednohrbych velbloudu
(Camelus dromedarius), zijicich v poustnich podminkach.

Oznaceni vzorkd:

Velbloudi mléko 1

Velbloudi mléko 2

Velbloudi mléko 3

Velbloudi mléko 4

4.2 Metody

4.2.1 Lysozym test

Lysozym se da stanovit metodou jak dilu¢ni, tak metodou difuzni. Pro stanoveni
lysozymu ve velbloudim mléce byla pouZita metoda diftizni.

Diftizni metoda

Touto metodou se da stanovit nezndma koncentrace ur€ité antimikrobialni latky. Jsou
pouzivany agary a mikroorganismy citlivé na tuto latku. Citlivé mikroorganismy jsou
vmichany do agaru a po utuhnuti agaru jsou v ném vytvofeny jamky. Do jamek jsou
inokulovany antimikrobialni latky zndmé koncentrace (standardy). Antimikrobialni latka
difunduje do agaru a inhibuje rist testovanych mikroorganismi, coZ se projevi ¢irou zénou
(inhibi¢ni z6énou) bez nartstu mikroorganismi. Poté se zméfi praméry inhibi¢nich zon

(v mm) a pomoci vzorce je vypocitana koncentrace antimikrobialnich latek (Osserman, 1966).

Postup

1. Ptipraveni suspenze M. luteus v masopeptonovém agaru

2. Agar nechame ztuhnout, poté vytvorim jamky se stejnym praimérem

3. Oc¢kovani 5 pl standardii do jamek, standardy: 5, 50, 500 a 1000 pg/ml
4. Ockovani do paté jamky 5 ul nepasterizovaného velbloudiho mléka

5. Inkubace pfi teploté 37 °C pod dobu 24 h

6. Odecteni inhibi¢nich zon

7. Vypocet koncentrace lysozymu (viz kapitola: Vysledky)
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4.2.1.1 Tween 80

Dale byl testovan u¢inek Tween 80 na koncentraci lysozymu. K Wilkins-
Chalgren agaru byl ptidan Tween o0 koncentraci: 1 ml/l, 5 ml/l, 10 ml/l. Nadale postup
probihal stejné¢ jako U lysozym testu, kde byly do jamek aplikovany koncentrace lysozymu 5,
50, 500 a 1000 pg/ml.

4.2.2 Stanoveni celkového poctu bakterii ve velbloudim mléce

Pro mikrobiologické vySetieni byla pouzita kultivacni deskova metoda. Pti kultivacnim
stanoveni se vyuzivd schopnosti mikroorganismii mnozit se pii vhodné zvolenych
podminkach na médiich, kterd obsahuji veskeré ziviny potfebné pro jejich mnozeni.
Mikroorganismy jsou fizené kultivovany a z kazdé bakterie v ptivodnim vzorku vzniké okem
viditelna kolonie.

Cilem bylo stanoveni celkového po¢tu mikroorganismi (CPM) v syrovém velbloudim
mléce.

Postup:

K vySetfeni byla pouzita injek¢éni stiikacka se sterilni jehlou a byl odebran 1 ml
syrového nepasterovaného vzorku mléka.

Byly pfipraveny vialky, které byly naplnény bazalnim médiem (BM) 9 ml.

Dale byl vzorek sériové anaerobné nafedén do fedéni 10° KTJ/ml.

Vzorky z vialek byly naockovany na Petriho misky (1 ml) a zality Wilkins-Chalgren
agarem. Kultivace Petriho misek probihala anaerobné 37 °C/48 h.

Po kultivaci se spocitaly viditelné kolonie na Petriho miskach podle vzorce:

Ykolonii
N =
VX (nl+0.1n2)xd1l

N: Pocet CMP na 1 ml pGivodniho vzorku

2: Soucet kolonii na dvou po sobé€ jdoucich miskach
V: Objem pouzitého vzorku (1 ml)

nl: Pocet misek u prvniho fedéni

n2: Pocet misek u druhého fedéni

d1: Faktor fedéni
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4.2.3 ldentifikace bakterii z velbloudiho mléka

K identifikaci mikroorganismu byla pouzita metoda MALDI TOF a sekvence jejich
genu pro 16S rRNA ze vzorkit Velbloudi mléko 1 a Velbloudi mléko 2. Vzorek Velbloudi
mléko 3 a 4 nebyly pro identifikaci pouzity. Tato izolace probé¢hla ve spolupraci s Akademii
véd Ceské republiky a byla provadéna Ing. Chahrazed Mekadim. Vyizolované kmeny jsou
uvedeny v kapitole Vysledky 5.3.

4.2.4 Stanoveni inokulaéni davky bakterii pro testovani schopnosti rist ve velbloudim
mléce (rozbor v 0 hodin)

Izolované kmeny bakterii mléného kvaSeni a bifidobakterii pies noc narostlé
ve Wilkins-Chalgren bujonu byly proplachnuty pufrem a desitkové nafedény do koncentrace
10® KTJ/ml. Pfislusna fedéni byla nalita na Petriho misky a zalita Wilkins-Chalgren agarem.
Po anaerobni kultivaci pii 37 °C/24 h byly stanoveny pocate¢ni koncentrace bakterii. Poté byl

spocitan pocet kolonii na Petriho miskach podle vzorce, ktery je uveden v kapitole 4.2.2.

4.2.5 Testovani schopnosti rustu bakterii ve velbloudim mléce

Testované kultury byly pieoCkovany z mraziciho boxu do penicilinek s Wilkins-
Chalgren bujonem. Kultivace v penicilinkach probihala anaerobné¢ behem 24 hodin
Vv laboratornim inkubatoru pfi teploté 37 °C.

Z takto aktivovanych kment byl 1 ml odebran do zkumavky (eppendorfky) a probéhla
centrifugace pifi 6000 g po dobu 5 minut.

Supernatant byl odebran, bakterialni buniky byly proplachnuty fyziologickym roztokem
(1 ml 0,9% NacCl), aby doslo k vymyti médii.

Nakonec byly resuspendovany ve fyziologickém roztoku za G¢elem ptipravy bakteridlni
suspenze. Odpipetovalo se 10ul z fedéného vzorku (od kazdého kmene fedéni: 10° KTJ/ml,
107 KTJ/ml, 10® KTJ/ml) a vzorek byl aplikovan do desti¢ky. Do jamek bylo p¥idano 90 pl
velbloudiho mléka vzorek Velbloudi mléko 3 pasterovaného pii 63 °C/30 min ponofenim do
vodni l4zné. U kazdého kmene byl vytvofen jeden kontrolni vzorek, kde misto mléka bylo
aplikovano 90 pl Wilkins-Chalgren agaru.

Mikrotitra¢ni desti¢ka byla inkubovana anaerobné pii 43 °C po dobu 24 h.
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Obrazek 4: Piiprava vzorku na kultivaci ve velbloudim mléce

1ml Odebrani PFidani 1ml Odebrani PFidani 1ml
m supernatantu 0,9% NaCL supernatantu  0,9% NaCL
ra¥a) AD
| > | E—— {
Centrifugace Centrifugace

Kmen bakterii 0ul \

o (5600000000000
iéee 0000000000000

0000000000000
0000000000000 |

Po anaerobni kultivaci kmenti bakterii ve velbloudim mléce (Velbloudi mléko 3) byl
proveden mikrobiologicky rozbor.

Bylo provedeno fedéni: 10 ul vzorku + 90 ul (anaerobnd) do fedéni 107 KTJ/ml
Vv bazalnim médiu.

Obrazek 5: Redéni vzorku

Druh
(10ul) >

vetioust () 550000000000 |
o | OO0

1 2 3 4 5 6 7 8 9

/) ! y, {
10| |102 103 |104| 107 10°

107

10 pl vzorku +
90 ul BM
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Kmeny bakterii (zfedéni 10* KTJ/ml az 107 KTJ/ml) byly pieockovany sterilni
stiikackou na Petriho misku a byly zality Wilkins-Chalgren agarem a nechaly se anaerobné
kultivovat 37 °C/24 h.

Obrazek 6: O¢kovani na Petriho misky
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Pocty kolonii byly spocitany stejnym postupem jako v kapitole 4.2.2.

4.2.6 Stanoveni pH a kyseliny mlé¢né

Po kultivaci bakterii ve vzorku mléka: Velbloudi mléko 3 bylo stanoveno pH a kyselina
mlécna.

1, stanoveni pH

pH bylo stanoveno pomoci indikatorového papirku, kdy byl pipetou nanesen vzorek
z mikrotitra¢ni desticky na indikatorovy papirek a podle stupnice bylo odecteno pH

2, méfeni koncentrace kyseliny mlé¢né

Koncentrace kyseliny mlécné byla zmétena pomoci piistroje Reflectoquant® (Merck)

Reflectoquant

Ptistroj je schopen stanovit koncentraci urcité latky na zakladé porovnani intenzity
zbarveni indik4torového papirku, ktery je ponofen do testovaného roztoku o neznadmé
koncentraci dané ldky a intenzity zbarveni stanovené pii méfeni stejné latky o zndmé
koncentraci. Tyto testy jsou analyzovany pomoci metody zvané reflektometrie. Piistroj méfi

intenzitu svétla, které se odrazilo od reakéni zony analytického prouzku.
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Obrazek 7: Piistroj Reflectoquant®

https://3.imimg.com/data3/YB/JL/
MY -3476499/1-250x250.jpg

Princip: Pomoci enzymu laktdtdehydrogenasa je kyselina mléénd oxidovana
nikotinamiddinukleotidem (NAD) na pyruvat. Vytvoreny NADH redukuje za pfitomnosti
enzymu diaforasy tetrazoliovou sul bilé barvy na modry formazan. Test se provadi pomoci
testovaciho prouzku, ktery obsahuje chemikdlie umoziujici priibéh reakce. Intenzita se méti

pomoci pfistroje.

Redéni:

Odebere se 10 pul vzorku a 990 pl destilované vody, pokud je tato koncentrace vysoka a
piistroj ji nedokaze zméfit, pokracuji v fedéni: 100 pl z pfedchoziho fedéni + 900 pl vody.

Vzorek se pomoci pipety nanese na testovaci prouzek, vlozi se do pfistroje a necha se
vyhodnotit.

Vysledna koncentrace na pfistroji je ukdzana v jednotkach mg/I.

33



S5 Vysledky

5.1 Lysozym test

Lysozym test probihal difiizni metodou u Ctyt vzorki mléka:
Velbloudi mléko 1 (C1)
Velbloudi mléko 2 (C2)
Velbloudi mléko 3 (C3)
Velbloudi mléko 4 (C4)

Odecteni praméru probéhlo za pomoci posuvného méfitka ze vzorkt na Petriho miskach.

Obrazek 8: Standardy lysozymu
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Graf 1: Zavislost inhibi¢ni zony na koncentraci lysozymu pg/ml
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Graf 2: Zavislost inhibi¢ni zony na koncentraci lysozymu (log. vyjadieni)
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Vypocty:

y =log yc1

log yc1 = 0,1296x - 0,6234

Xc1=11
log yc1=0,8022
ye1 = 100892 = 6,34

koncentrace vzorku C1 = 6,34 ng/ml
Xc2 = 15,7

log yco =1,41132

yea = 10441192 = 25,78

koncentrace vzorku C2 = 25,78 pg/ml
koncentrace vzorku C3 =0

Xca = 21,7

log ycq4 = 2,1889

yea = 1071 = 154,489

koncentrace vzorku C4 = 154,496 pg/ml
Tabulka 2: Lysozym test- vysledky

Koncentrace Pramér inhibitni z6ny (mm) Log koncentrace
lysozymu (pg/ml) lysozymu (ng/ml)
5 9,3 0,69897
10 13 1
50 19,1 1,69897
500 25,65 2,69897
1000 27,22 3
C1 11 6,34
C2 15,7 25,78
C3 00 00
C4 21,7 154,49

V tabulce jsou zaznamenany primeéry inhibi¢nich zon u standarda lysozymu a u vzorkt mlék.
Byla sestavena kalibrac¢ni kiivka ze standardi se znamou koncentraci a pruméru jejich
inhibi¢nich z6n. Po doplnéni hodnot priméru inhibi¢nich zén vzorklh mlék do regresni

rovnice byla dopoc¢itana hodnota koncentrace lysozymu u vzorkd.
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Nejvyssi koncentrace lysozymu se nachazi ve vzorku C4. Koncentrace u vzorku C3 je velmi

nizka - pramér inhibi¢ni zény je mensi nez u standardu 5 (nedetekovatelny).

5.1.1 Tween 80

Vliv koncentrace Tween 80 na koncentraci lysozymu.

Obrazek 50: Lysozym test s riznou koncetraci Tween 80

S ml/L
Tween 80
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Obrazek 11: Lysozym test s riznou koncetraci Tween 80

3’ 10 ml/1
Tween 80

Na obrazcich jsou vidét inhibicni zény pii rtiznych koncentracich Tween 80

(0 mi/1, 2 ml/l, 5 mi/l, 10 ml/l) u standarda 5, 50, 500 a 1000 pg/ml.

Tabulka 3: Vliv koncentrace Tween 80 na mnozstvi lysozymu

Lysozym 1000
pg/ml)| 5pg/ml | 50 pg/ml | 500 ng/ml /ml
Tween 80 (ml/ He

0 14,9 21,9 22,9
0 14,0 20,9 22,3

0 . ’ ’
0 ml/l (O /0) 0 14,2 21,2 22,6
0 14,3 20,4 22,7
0 15,5 20,5 21,7
0 15,3 20,6 21,6

0, : ’ ’
1 ml (0,1 %) 0 15,8 20,5 21,9
0 15,2 20,8 22,2
O 19,2 26’0 27’9
0 18,8 23,1 26,5

0 y y k)
5ml (0,5 %) 0 188 25,3 27,6
0 18,4 22,2 21,2
9,3 18,6 26,0 21,6
92 19.6 25,7 26,5

0 ! : ’ ’
10 ml (1 %) 9.7 19,2 25,6 27,8
9,0 19,0 25,3 21,0

K nejvys$imu nartistu inhibi¢ni zoény doslo u koncentrace Tween 80 10 ml (1 %), kdy uz u

standardu 5 pg/ml byla zaznamenana inhibi¢ni zona.
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5.2 Celkovy pocet bakterii - Mikrobiologické vySetieni

Pro stanoveni celkového poctu bakterii v syrovém velbloudim mléce byla pouzita

kultiva¢ni deskovd metoda. Kultivace Petriho misek probihala anaerobné 37 °C/24 h na

Petriho miskach, kde byl 1 ml natedéného vzorku zalit Wilkins-Chalgren agarem. Vysledky

v Tabulce 4 jsou uvedeny v jednotkach KTJ (kolonie tvotici jednotku).

Tabulka 4: Celkovy pocet bakterii v syrovém velbloudim mléce

Redéni

Pocet kolonii

5 6 -7 -8 9 Pocet kolonii (Iog
Vzorky 107 | 107} 107 | 107 10 (KTJ/ml) KT/ml)

Velbloudi |\~ | 700 | 124 | /| 7.672 x 10° 8,884
mléko 1

Velbloudi | o | 355 | 54 | ! / 3,691 x 10° 8,567
mléko 2

Velbloudi —\ \(« | 930 | 26 | 00 | / 2,327 x 10° 8,366
mléko 3

Velbloudi i« | N | 60 | 6 | 02 6,181 x 10° 8,791
mléko 4

Nejvyssi pocet bakterii je obsazen ve vzorku Velbloudi mléko 1 a nejmensi pocet ve vzorku

Velbloudi mléko 3. Primérné bylo ve velbloudich mlékach stanoveno 8,65 + 0,20 log KTJ/ml

baktertii.
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5.3 Identifikace bakterii z velbloudiho mléka

V tabulce 5 jsou uvedeny jednotlivé druhy vyizolovanych bakterii. Identifikace
probéhla pomoci MALDI TOF a sekvence jejich genu pro 16S rRNA ze vzork Velbloudi
mléko 1 a Velbloudi mléko 2.

Tabulka 5: Vyizolované druhy bakterii

Vzorek Izolace Oznaceni | Identifikace sekvence genu 16S rRNA
MC1/ 9 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans
MCL/IW/ 5 Bifidobacterium pseudolongum subsp.

Globosum

Velbloudi mléko 1

CM1/ 2 Bifidobacterium mongoliense
CM1/ 8 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans
CM1/ 7 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans
MC2/ 1 Lactococcus lactis subsp. cremoris
— MC2/2W 6 Leuconostoc pseudomesenteroides
Velbloudi micko 2 CM2/5R 4 Lactobacillus plantarum
CM2/8R 3 Pediococcus pentosaceus

Velbloudi mléko 3 Nepouzity
Velbloudi mléko 4 NepouZity

Byly identifikovany druhy bakterii mlééného kvaseni z rodu Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus a také bakterie rodu Bifidobacterium, které nepatii do skupiny
BMK, ale byly také dale testovany.
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5.4 Rozbor bakterii prred kultivaci ve velbloudim mléce (0 hodin)

Naredéné jednotlivé kmeny bakterii byly naneseny na Petriho misky a byly kultivovany
v anaerobnich podminkach pii teploté¢ 37 °C po dobu 24 h. Vysledky v Tabulce 6 jsou
uvedeny v logaritmech KTJ v 1ml.

Tabulka 6: Po¢ty kolonii u jednotlivych druht bakterii pfed kultivaci

Druh identifikace 10° | 107 | 10® Pg‘;t/r(r']?)g
1 Lactococcus lactis subsp. cremoris NC | 116 | 12 9,07
2 Bifidobacterium mongoliense NC | 124 | 16 9,10
3 Pediococcus pentosaceus 300 | 30 | 0 7,48
4 Lactobacillus plantarum 516 | 18 | 06 8,69
5 B|f|dobacter|ugopsgsljjrcr)]longum subsp. NC 50 06 8,71
6 Leuconostoc pseudomesenteroides 110 | 14 | 00 8,05
7 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans | 296 | 40 | 00 8,48
8 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans | NC | 60 | 10 8,80
9 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans | NC | 58 | 16 8,83

Nejvétsi nartst kolonii byl zaznamenan u Bifidobacterium mongoliense a z BMK: u

v

kolonii u jednotlivych druhi bakterii byly velmi podobné.
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5.5 Rozbor bakterii po kultivaci ve velbloudim mléce

Vyizolované kmeny bakterii byly kultivovany na mikrotitracnich destickach pti 43 °C

po dobu 24 h ve velbloudim pasterovaném mléce ve vzorku Velbloudi mléko 3.

Tabulka 7: Pocty kolonii u jednotlivych druhi bakterii po kultivaci

. ‘g 4 5 6 7 Pocet (|0g

Druh identifikace 10 10 10 10 KTJ/ml)
1 Lactococcus lactis subsp. cremoris NC NC 308 32 8,49
2 Bifidobacterium mongoliense NC NC 260 32 8,42
3 Pediococcus pentosaceus NC 520 82 06 7,74
4 Lactobacillus plantarum NC 440 60 16 7,67
5 Bifidobacterium pseudolongum subsp. NC NC 100 12 8,01

globosum

6 Leuconostoc pseudomesenteroides NC NC 320 40 8,51
7 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans | NC NC 178 18 8,25
8 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans | NC NC 166 20 8,23
9 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans | 102 12 00 00 6,02

Nejvétsi narust kolonii byl zaznamenan u Leuconostoc pseudomesenteroides.
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Statistické vyhodnoceni

Zpracovani v programu STATISTICA (verze 12)

Dvouvybérovy T-test, hladina vyznamnosti 95 %

Porovnani skupin bakterii laktobacily (Lactobacillus paracasei subsp. tolerans - 3 druhy,

Lactobacillus plantarum) a mlécné koky (Lactococcus lactis subsp. cremoris, Pediococcus

pentosaceus, Leuconostoc pseudomesenteroides) ve schopnosti rust ve velbloudim mléce

(Velbloudi mléko 3).

Nulova hypotéza: Pocet bakterii po kultivaci bude u laktobacilti a kokt shodny.

F-test:

Skup. 1 vs. skup. 2

T-test pro nezavislé vzorky (data excel)
Pozn.: Proménné byly brany jako nezavislé vzorky

Poé.plat. Sm.odch. Sm.odch. F-pomér p

skup. 2 skup. 1 skup. 2 Rozptyly Rozptyly
Laktobacily vs. koky 3 0,064822 0,023487 7,616802 0,236520
T-test

T-test pro nezavislé vzorky (data excel)

Skup. 1 vs. skup. 2 Pozn.: Proménné byly brany jako nezavislé vzorky

Pramér Pramér Hodnota t sv p Poc¢.plat.

skup. 1 skup. 2 skup. 1
Laktobacily vs. koky 0,873959 0,915965 -1,05035 5 0,341648 4
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Graf 3: Graficky vystup, porovnani skupin - laktobacily a koky

Krabicovy graf
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0,80

Zaver:

p>a(0,05)

Nelze zamitnout nulovou hypotézu, ktera zni: Pocet bakterii po kultivaci bude u laktobacilti a
kokti shodny. Neexistuje statisticky vyznamny rozdil v poctu bakterii po kultivaci mezi
laktobacily a koky. Ob¢ skupiny bakterii rostly stejné V testovaném vzorku velbloudiho

mléka.

44



5.6 Stanoveni pH a kyseliny mlé¢né

Po kultivaci bakterii v mikrotitraéni desti¢ce ve vzorku mléka: Velbloudi mléko 3

probéhlo méteni pH pomoci indikatorového papirku a méteni kyseliny mlécné ptistrojem

Reflectoquant. Kyselina mlé¢na byla méfena ve trech opakovanich a hodnoty jsou uvedeny

v g/l. Data jsou vyjadiena jako primér + standardni odchylka (SD) tii nezavislych méfeni.

Tabulka 8: pH a mnozstvi kyseliny mlécné

Druh identifikace pH | Kyselina mlééna g/l | primér + SD
1 Lactococcus lactis subsp. cremoris 5 163 ] 165 | 16,3 16,37 £ 0,11
2 Bifidobacterium mongoliense 5 | 182 | 256 | 20,8 21,53+ 3,75
3 Pediococcus pentosaceus 5 | 144 | 16,2 15 15,20 +£ 0,91
4 Lactobacillus plantarum / / / / /

5 Bifidobacterium pseudolongum 5 | 156 | 212 | 232 20,00 + 3,94

subsp. globosum

6 Leuconostoc pseudomesenteroides | 4,7 | 23,2 | 24 23,6 23,60 £ 0,40

; Lactobacillus paracasei subsp. 5 | 214 | 2009 | 232 21834121
tolerans

8 Lactobacillus paracasei subsp. 5 | 232 | 28 241 2510+ 2.55
tolerans

9 Lactobacillus paracasei subsp. 5 | 184 | 17 185 17.97 + 0.84
tolerans

Vysledné pH u heterofermentativnich druhli (napf.

Leuconostoc) nekoreluje

s mnozstvim kyseliny mlé¢né, protoZe vznikd i kyselina octova, ktera také snizuje pH.

Nejniz§i pH naméfené indikatorovym  papirkem bylo

u

Leuconostoc

pseudomesenteroides zatimco nejvyssi obsah kyseliny mlé¢né byl pomoci Reflectoquantu

zméfen u Lactobacillus paracasei subsp. tolerans (8).
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1. Statistické vyhodnoceni:

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno v programu: STATGRAPHICS Centurion XV. Il
Test: Multiple range test - porovnani vice vzorki

Bylo sledovano, zda existuje statisticky vyznamny rozdil mezi stfednimi hodnotami
Vv produkei kyseliny mlééné mezi jednotlivymi druhy bakterii.

Hladina vyznamnosti 95 %

Tabulka 9: Statistické vyhodnoceni kyseliny mlé¢né

Druh Identifikace pH | Kyselina mlééna g/l prumér = SD
1 Lactococcus lactis subsp. cremoris 5 16,3 | 16,5 16,3 16,37 +0,12
Bifidobacterium mongoliense 5 18,2 | 25,6 20,8 21,53+ 3,76
Pediococcus pentosaceus 5 144 | 16,2 15 15,20 + 0,92
Lactobacillus plantarum / / / / /

Bifidobacterium pseudolongum subsp.

O[N] O | ~lwW|DN

globosum S I R 20,007 + 3,94

Leuconostoc pseudomesenteroides 47 | 23,2 24 23,6 23,60 + 0,40
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans| 5 | 21,4 | 20,9 [ 232 21,83% 41,21
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans| 5 | 23,2 28 24,1 25,10+ 2,56
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans| 5 | 18,4 17 18,5 17,97 + 0,84

Indexy *® € znagi, zda je mezi vzorky rozdil v produkci kyseliny mléené.

Index ? je u druhu 1, 2, 3, 5, 9 coz znamen4, e mezi témito druhy neni statisticky vyznamny
rozdil v produkci kyseliny mlé¢né.

Index ° znaéi, ze u druhu 1, 2, 5, 6, 7, 9 neni statisticky vyznamny rozdil v produkci kyseliny
mlécné.

Index © znaci, Zze u druhu 2, 5, 6, 7, 8, 9 neni statisticky vyznamny rozdil.

Statisticky vyznamny rozdil je mezi druhy:

1 (Lactococcus lactis subsp. cremoris) a 8 (Lactobacillus paracasei subsp. tolerans)

3 (Pediococcus pentosaceus) a 8 (Lactobacillus paracasei subsp. tolerans)

3 (Pediococcus pentosaceus) a 6 (Leuconostoc pseudomesenteroides)
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2. Statistické vyhodnoceni

Dvouvybérovy T-test, hladina vyznamnosti 95%

Nulova hypotéza: Mnozstvi produkované kyseliny u laktobacili (Lactobacillus paracasei

subsp. tolerans - 3 druhy) a koku (Lactococcus lactis subsp. cremoris, Pediococcus

pentosaceus, Leuconostoc pseudomesenteroides) je shodné.

F-test

Skup. 1 vs. skup. 2

T-test pro nezavislé vzorky (data_excel)
Pozn.: Proménné byly brany jako nezavislé vzorky

Poé.plat. Sm.odch. Sm.odch. F-pomér p

skup. 2 skup. 1 skup. 2 Rozptyly Rozptyly
Laktobacily vs. koky 3 3,571203 4,550647 1,623743 0,762270
Dvouvybérovy T-test

T-test pro nezavislé vzorky (data_excel)

Skup. 1 vs. skup. 2 Pozn.: Proménné byly brany jako nezavislé vzorky

Pramér Pramér Hodnota t sV p Pod.plat.

skup. 1 skup. 2 skup. 1
Laktobacily vs. koky 21,63300 18,38867 0,971429 4 0,386343 3
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Graf 4: Graficky vystup, porovnani laktobacild a koka v produkci kyseliny mlééné

Krabicovy graf

Laktobacily vs. Koky
28

26

: |

22

20

o
18 l

16

14

O Prdmér
12 [J Pramé&rtSmcCh
Laktobacily Koky T Priimér+1,96*SmCh

Zaver:

p>a(0,05)

Nelze zamitnou nulovou hypotézu, kterd zni: Produkované mnozstvi kyseliny mlécné je u
laktobacili a kokti shodné. Neexistuje statisticky vyznamny rozdil v produkci kyseliny

mlécné u laktobacila a koku.
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6 Diskuze

6.1 Lysozym test

Velbloudi mléko je povazovano za hojny zdroj bilkovin, ktery obsahuje ochrannou
slozku zahrnujici lysozym, laktoferin, laktoperoxidasu a peptidoglykanovy rozpoznavaci
protein (PGRP), ktery byl detekovan pouze ve velbloudim mléce (Singh et al. 2006). Za
dilezity faktor, ktery Stépi peptidoglykan grampozitivnich bakterii (G+), je povazovan
lysozym. Lysozym je schopen $tépit glykosidové vazby v peptidoglykanech (polysacharidové
vazby mezi N-acetylglukosaminovymi jednotkami a zbytku N-acetylmuramové kyseliny) v
bunécné stén¢ grampozitivnich bakterii a chrani tak organismus pfed bakteridlni infekci
(Rahman, 2009).

Velbloudi mléko bylo testovano na obsah lysozymu. Lysozym byl jeden z
popséno, ze hladiny lysozymu a laktoferinti jsou u velbloudiho mléka 2 az 3 krat vyS$si nez u
kravského mléka (Othman, 2016). Naopak koncentrace lysozymu u kravského mléka je
zvysena pii mastitidach a zhorSenych podminkach prostiedi (Priyadarshini, 2002).

Uvedena primérna hladina lysozymu u lidského mléka je 39 000 pg/100 ml (Barbour,
1984) u kravského mléka 130 pg/100 ml a u velbloudiho mléka je v priméru uvadéna
288 ng/100 ml (Shori, 2015), ale byly také naméfeny vyssi hodnoty jako 648 pg/100 ml
(Barbour, 1984).

Podle EI-Agamy 1996 se pohybuje hladina lysozymu u velbloudiho mléka v rozmezi od
0,15 mg/l (15 pg/100 ml) do 5 mg/1 (500 pg/100 ml).

Pimérmy obsah lysozymu u nasich vzorkd byl 46,65 ng/ml + 62,98 (4 665 pug/100 ml).

Z uvedenych vysledkt tedy vyplyva, ze naméteny obsah lysozymu byl celkové vyssi, nez
jsou uvadéné prumérné hodnoty v literatufe. Namétena koncentrace lysozymu ve vzorku
Velbloudi mléko 4 byla velmi vysoka a to 15 449,6 ug/100 ml. Potvrzuje se tvrzeni ze studii,
ze obsah je vyssi u kravského, ale niz8i nez u mateiského mléka.

Vzorek: Velbloudi mléko 3 mél inhibi¢ni zonu nedetekovatelnou. Nizka koncentrace
lysozymu muze byt zpisobena z divodu odbéru vzorku v pozdni fazi laktace velblouda.
Délka laktace u velblouda se pohybuje od 9 do 18 mésicu (Farah, 1993).

Ve studii od Barbour 1984 byla popsana negativni linearni korelace mezi hladinou
lysozymu v syrovatce z velbloudiho mléka a fazi laktace. Kazdy den v obdobi laktace vede ke

snizeni hladiny lysozymu v mlééné syrovatky o 2,86 pg/100 ml (Barbour, 1984).
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I EI-Agamy a kol. (1996) potvrzuje, Ze obsah velbloudiho lysozymu je zavisly na
laktaci. Dale uvadi, ze velbloudi mléko ma vyssi lyticky ucinek na grampozitivni bakterie,
jako je Micrococcus lysodeikticus a gram-negativni bakterie, jako je E. coli, nez kravské
mléko.

Podle nasich vysledkii neméla koncentrace lysozymu vliv na celkovy pocet bakterii, jak

vyplyva z vysledk.

6.2 Tween 80

Tweeny jsou pravdépodobné nejcastéji pouzivané neiontové povrchove aktivni latky a
solubiliza¢ni ¢inidla. Podle naSich vysledki ma zvySujici se koncentrace Tween 80 pozitivni
vliv na inhibi¢ni vlastnosti lysozymu a pfiddnim Tween 80 dochézi ke zvétSovani inhibi¢ni
zony. Nejvétsi inhibiéni zony bylo dosaZeno pfi nejvyssi testované koncentraci Tween 80 10
ml (1%). Tento efekt mize byt spojovan s tim, Ze Tween 80 pisobi jako stabilizator proti
agregaci proteinu a jako prevence proti povrchové adsorpci. Pro objasnéni této skutecnosti by

bylo nutné dal§iho vyzkumu.
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6.3 Mikrobiologicky rozbor

6.3.1 Celkovy pocet bakterii

Celkovy pocet bakterii byl provadén v syrovém nepasterovaném mléce kultivacni
deskovou metodou anaerobné 37 °C/24 h.

Syrové velbloudi mléko muze obsahovat fadu kontaminantd, jako je napf.
Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Escherichia coli, Bacillus cereus, Bacillus
licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus sonorensis, Geobacillus
stearothermophilus, Salmonella spp., Klebsiella spp. a Enterobacter spp. (Kadri, 2014).

Naopak syrové velbloudové mléko a jeho fermentované produkty mohou byt dobrym
zdrojem potencialnich probiotickych kment, které maji pfiznivé ucinky na lidské zdravi.
Lactobacillus, Bifidobacterium a Enterococcus jsou nejbéznéj§i kmeny pouzivané jako
probiotické bakterie (Shori, 2017).

V zahrani¢nich studiich vychazel celkovy pocet bakterii rizné a je zavisly na stupni
kontaminace vzorku.

Benkerroum (2003) uvadi hodnotu celkového po&tu bakterii 6,2 x 10’ KTJ/ml (37 °C, 72 h).
Abera (2016) publikoval hodnotu 5,6 x 10* KTJ/ml.
Ismaili (2016) nam&fil hodnotu v rozmezi od 5,6 x 10° do 1,8 x 10° KTJ/ml.
U mléka, které ma byt klasifikovano nejvyssi jakosti, by pocet bakterii mél byt mensi nez
100 000 KTJ/ml (Bylund, 1995).

Primérna hodnota u naseho vzorku byla 4,97 x 10® KTJ/ml, coZ tedy patii k vyssim
hodnotam uvadénych ve studiich, a proto by se dalo konstatovat, ze nase analyzované vzorky

byly obecné vysoce kontaminované.

6.3.2 Identifikace bakterii z velbloudiho mléka

K identifikaci byla pouzita metoda MALDI TOF a sekvence jejich genu pro 16S
rRNA ze vzorki: Velbloudi mléko 1 a Velbloudi mléko 2. Doslo i k identifikaci
bifidobakterii, které nepatii do skupiny bakterii mlééného kvaseni, ale byly vyizolovany, a
proto byly dale pouzity v pokusech pro kultivaci a méfeni kyseliny mlé¢né. V naSich vzorcich
byly vyizolovany BMK rodu: Lactobacilus, Leuconostoc, Pediococcus. Kromé téchto bakterii
byly v minulosti z velbloudiho mléka izolovany i jiné bakterie, které uvadi Shori ve svém

¢lanku z roku 2017.

Kmeny uvedené ve studii (Shori, 2017):

Aerococcus (viridans, aagococcus spp.)
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Enterococcus (casseliflavus, faecalis, lactis)
Lactbacillus (helveticus, brevis, paracasei subsp. tolerans, paracasei, amylophilus, curvatus,
salivarius, acidophilus, animalis, plantarum, fermentum)
Lactococcus (lactis subsp. cremoris, lactis subsp. lactis)
Leuconostoc spp. (mesenteroides)
Pediococcus (acidilactici, damnosus, pentosaceus)
Streptococcus (thermophilus, lactis, lactis subsp. diactylactis)
Weissella (helleca, cibaria)

Maurad a Meriem (2008) také vyizolovali bakterie druhu Lactobacillus plantarum a to
z tradi¢niho masla vyrobeného z velbloudiho mléka (shmen). Benmechernene (2013) izoloval
dva kmeny poddruhu Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides z alzirského
velbloudiho mléka, které vykazuji dobré preziti pii nizkém pH (3) a za ptitomnosti 0,5 %, 1 %
a 2 % zIluCovych soli a v pifitomnosti 3 mg/ml pepsinu. Znamy je i druh Lactobacillus
paracasei subsp. tolerans a dalsi druhy, které jsou spojovany s vyskytem ve velbloudim

mléce a které se shoduji s nasimi vyizolovanymi kmeny.
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6.3.3 Kultivace a rozbor bakterii

Byly zaznamenany hodnoty KTJ bakterii v ¢ase 0 (pied kultivaci ve velbloudim
mléce) a po kultivaci Vv pasterovaném Velbloudim mléce 3. Vyizolované bakterie patii mezi
mezofilni (optimalni ristové teploty mezi 20 a 44 °C) (Bylund, 1995). Kultivace probihala pfi
43 °C a to z toho dlivodu, ze u vétSiny kmenti v literatufe je uvedeno, Ze je mozné bakterie
kultivovat pii teploté az do 45 °C. Pro vyrobu zakysanych mlé¢nych vyrobku, konkrétnéji pii
vyrob¢ jogurtu, se pouziva teploty mezi 37 az 45 °C (Chandan, 2008).

Rahman (2009) provadél kultivaci bakterii ve 43 °C po dobu 6 h ve velbloudim mléce.
Pocatecni pocty zivotaschopnych bunék pocatecnich kultur se pohybovaly v rozmezi od 4,39
(L. lactis) do 4,7 log KTJ/ml (kombinace L. bulgaricus a St. thermophilus 1: 1). Praimérné
hodnoty po 3 hodinéch inkubace byly 5,41; 5,65; 5,05; 5,51; 6,05 log KTJ/ml a po 6 hodinach
se pocet zvedl na 7,61; 8,03; 6,71; 7,52; a 8,2 log KTJ/ml.

Primérny pocet bakterii ze vSech nasich kment po kultivaci (43 °C, 24 h) byl
7,93 £ 0,73, coz je hodnota velmi podobna hodnotam z Rahmanovy studie, kde téchto hodnot
dosahovaly testované kmeny jiz po 6 hodinach kultivace. NejvéEtsi nartst bakterii po kultivaci
ve Velbloudim mléce 3 byl zaznamenan u Leuconostoc pseudomesenteroides a kone¢ny pocet
po 24 h po kultivaci ¢inil 8,51 log KTJ/ml.

Probéhlo statistické porovnani rdstu bakterii ve velbloudim mléce mezi skupinami
bakterii laktobacily a koky. Hodnoceni probéhlo T-testem na hlading vyznamnosti 0,05. Mezi
témito skupinami, ale nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil v ristu ve velbloudim

mléce.
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6.4 Stanoveni pH a kyseliny mlééné

Ve vysledcich v Tabulce 8 je uvedeno pH a mnozstvi kyseliny mlé¢né. Nejnizsi pH
bylo naméieno u Leuconostoc pseudomesenteroides (pH 4,7), ktery je heterofermentativni.
Snizeni pH nebylo jen kvuli produkci kyseliné mlééné, ale i diky kyseliné octové. Farah
(1993) uvadi, ze pramérnd hodnota pH syrového mléka se pohybuje kolem 6,56. Kysané
mléko by pak mélo mit hodnotu pH 4,6 a nizsi (Bylund, 1995).

Abu-Tarboush (1996) studoval rist bakterii Streptococcus thermophilus a Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus po kultivaci pii 42 °C (4 h) ve velbloudim a kravském mléce.
Po kultivacei Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus bylo namétené pH ve velbloudim
mléce 5,00 - 5,91 a v kravském 4,45 - 5,80 a po kultivaci Streptococcus thermophilus bylo
naméfené pH ve velbloudim mléce 5,17 - 5,35 a v kravském 4,55 - 4,69. K vétSimu snizeni
pH doslo v kravském mléce.

Rahman (2009) popisuje zménu pH po kultivaci startovacich kultur ve velbloudim
mléce ve 43 °C po dobu 6 hodin. Pocate¢ni pH inokulovaného velbloudiho mléka pro 5 kultur
na pocatku fermentace bylo 6,25 (L. acidophilus), 6,22 (L. bulgaricus), 6,24 (Lactococcus
lactis), 6,22 (St. thermophilus) a 6,21 (kombinace kmenu L. bulgaricus a St. thermophilus, 1:
1), zatimco na konci fermentace (6 h) hodnota pH klesla na 5,00; 4,60; 5,35; 5,00 a 4,35.

Nameétené pH po kultivaci nasSich kment je 5,00 (u Leuconostoc pseudomesenteroides

pH 4,7), da se tedy konstatovat, ze po kultivaci bakterii doslo k poklesu pH.

Ahmed (2004) testoval schopnost vyizolovanych bakterii z velbloudiho mléka
preménovat laktosu na kyselinu mlé¢nou. Tuto schopnost méfil u tfi kmend, z nichz nejlepsi
aktivitu prokazoval kmen L. acidophilus 23, ktery byl schopen pfeménit laktosu na kyselinu
mlécnou ze 74 %, S. lactis 20 z 66 %, S. cremoris 22 z 56 %. Poté byla vybrana startovaci
kultura (kmeny izolované z velbloudiho mléka) na vyrobu syru z velbloudiho a kravského
mléka. Kmeny izolované z velbloudiho mléka byly lepsi pro produkci laktatu a koagulovaly
mléko za kratsi dobu ve velbloudim nez v kravském mléce.

Primérna produkce laktatu u naSich izolovanych bakteridlnich kmeni byla 20,2 + 3,25
g/l, coz se da oznacit za vysokou koncentraci, proto by se tyto kmeny daly povazovat za
vhodné startovaci kultury pii vyrobé fermentovanych mléénych vyrobkd.

V zahrani¢nich studiich nejsou publikovany vysledky méfeni kyseliny mlécné

ptistrojem Reflectoquant. Castym pfedmétem v zahraniénich studiich bylo stanoveni titragni
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kyselosti po kultivaci se znamymi a v potravinai'stvi pouzivanymi startovacimi kulturami, coz
by mohlo byt pfedmétem dal$iho vyzkumu.

Probé¢hlo statistické zpracovani, zda existuje statisticky vyznamny rozdil mezi stfednimi
hodnotami v produkci kyseliny mlééné. Statisticky vyznamny rozdil byl jen mezi druhy:
1 (Lactococcus lactis subsp. cremoris) a 8 (Lactobacillus paracasei subsp. tolerans); 3
(Pediococcus pentosaceus) a 8 (Lactobacillus paracasei subsp. tolerans); 3 (Pediococcus
pentosaceus) a 6 (Leuconostoc pseudomesenteroides).

Poté bylo opét provedeno statistické porovnani, zda mezi laktobacily a koky existuje

rozdil v produkci kyseliny mlééné. Tento rozdil nebyl T-testem prokazan.
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[ Zavér

V praci byly izolovany bakterie z velbloudiho mléka a byla testovana jejich schopnost
rustu ve velbloudim mléce. Po kultivaci bakterii ve velbloudim mléce bylo zméfeno pH a
laktat. Dale bylo velbloudi mléko testovano na obsah lysozymu.

Bylo potvrzeno, Ze velbloudi mléko je dobrym prostfedim pro rist bakterii z néj
izolovanych, jelikoz po kultivaci bakterii ve velbloudim mléce doslo k poklesu pH a
k produkci kyseliny mlécné. Izolované bakterie z velbloudiho mléka jsou vhodné pro vyrobu
fermentovanych mléénych vyrobkll z velbloudiho mléka. Pfi vhodné zvolené startovaci
Kultute se daji vyrabét produkty s pfijatelnou chuti a konzistenci. Proto by bylo vhodné vnést
do podvédomi lidi prospésnost konzumace vyrobku z velbloudiho mléka nejen v Africkych
zemich a zemich Stfedniho vychodu. Jeho konzumace ma pozitivni efekt na lidské zdravi, je

lépe snaseno u lidi trpicich laktosovou intoleranci a Iépe travitelné u kojenci s alergiemi na

kravské mléko.
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8 Prilohy

(Ptiloha 1)

Bazalni médium (BM), Redici fada:

Trypton 059
Nutrient Broth 05¢g
Yeast extrakt 0,25¢g
Tween 80 0,05¢g
Cystein 0,025 ¢
Destilovana voda 100 ml

Upravit pH na 7,4 pomoci roztoku NaOH

Wilkins-Chalgren agar (Oxoid):

Trypton 10 mg/I
Zelatinovy pepton 10 mg/i
Yeast extract 5 mg/l
Glukosa 1 mg/l
NaCl 5 mg/l
L-Arginin 1 mg/l
Pyruvat sodny 1 mg/l
Menadione 0,0005 mg/l
Hemin 0,005 ¢
Agar 10 mg/i
Sojovy pepton 549/l
Mupirocin 50 mg/Il
Tween 80 1 ml/l
Cystein 05¢9

Wilkins-Chalgren bujon (Oxoid)

Trypton 10 g/l
Pepton 10 g/l
Sojovy pepton 59/l

Kvasni¢ny autolyzat 5 g/l
Glukosa 14/

57



Chlorid sodny 54/

L-Arginin 1g/l
Pyruvat sodny 19/
Menadione 0,0005 g/l
Hemin 0,005¢g
Tween 80 Iml/I
Cystein 0,59

Masopeptonovy agar (Lab-Lemco broth a agar, Oxoid)
,,Lab-Lemco* prasek 3¢

Agar 159

Pepton 50

Voda 1000 ml

pH 7,4 +0,2 pfi 25 °C

Rozpustit 23 g prasku v 1 litru destilované vody, rozpustit, rozplnit a sterilovat

Vv autoklavu 15 min pii 121 °C.
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