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Probiotika a laktdzova intolerance

Souhrn

Probiotika jsou stale vice populdrni a jsou povazovdana za kli¢ova pfi udrzovani zdravého
traveni a celkového zdravi. Jedna se o Zivé mikroorganismy, které se prirozené vyskytuji
v lidském travicim traktu, ale mohou byt také pridavany do potravin jako dopliky stravy.
Ptiznivé ucinky probiotik jsou podporovany rfadou vyzkuma, které ukazuji, Ze mohou mit
pozitivni vliv na imunitu, stfevni mikrobiotu, traveni, sniZovani zanétu a mnoho dalSich
zdravotnich stav(.

Bifidobacterium a Lactobacillus jsou nejéastéji pouzivané rody probiotickych
mikroorganismu v potravinarském pramyslu. Tyto mikroorganismy se vyuZivaji v rlznych
potravinach jako jsou jogurty, syry nebo kefir, a to kvili jejich schopnosti fermentovat laktozu.
To znamen3, Ze dokdzou rozkladat mléény cukr a preménovat ho na kyselinu mléénou. To je
velmi vyznamné pro osoby s laktézovou intoleranci, protoze nedokazou travit mlééné vyrobky.
Pfidavani probiotik do mléénych vyrobkd muze lidem s laktézovou intoleranci pomoci
konzumovat tyto potraviny bez nezadoucich vedlejsich ucinka.

Laktdza neboli mléény cukr se vyskytuje pfedevsim v mléénych vyrobcich a mléce. Za
normalnich okolnosti je Stépena v tenkém stfevé enzymem laktazou na glukdzu a galaktézu.
Pokud vsak dojde k selhdni traveni a/nebo k selhani Stépeni laktézy v tenkém strevé
(malabsorpce laktdzy), dochazi k nezadoucim priznakdm, jako jsou bolesti bficha, nadymani
a prlijem, které se souhrnné oznacuji jako laktézova intolerance.

Cilem této prace bylo porovnani specifické ristové rychlosti probiotickych kment na
laktoze a urceni kmen( s nejvyssi specifickou rlstovou rychlosti, jez by mohly byt vhodnym
probiotikem pfti laktézové intoleranci.

Z vysledkl experimentu vyplyva, Ze vSechny testované kmeny B. bifidum a Lactobacillus
mély rychlejsi specifickou ristovou rychlost v médiu obohaceném o laktézu a kratsi generacni
dobu nez v médiu bez laktdzy. Z toho lze odvodit, Ze bifidobakterie jsou schopny efektivné
vyuzivat laktézu jako zdroj uhliku a pfidani laktézy ma pozitivni vliv na rist téchto bakterii; to
se projevilo vyrazné vyssi specifickou rdstovou rychlosti a kratsi generacni dobou.

Klicova slova: probiotika; laktozova intolerance; laktdza; specificka ristova rychlost;
rastova krivka bakterii



Probiotics and lactose intolerance

Summary

Probiotics are becoming increasingly popular and are considered to be crucial in
maintaining digestion and overall health. Probiotics are live microorganisms that occur
naturally in the human digestive tract but can also be added to foods as dietary supplements.
The beneficial effects of probiotics are supported by several studies that show their positive
effect on immunity, gut microbiota, digestion, reducing inflammation, as well as many other
health benefits.

Bifidobacterium and Lactobacillus are the most commonly used genera of probiotic
microorganisms in the food industry. These microorganisms are used in various foods such as
yogurt, cheese, and kefir for their ability to utilize lactose. This means that they can break
down milk sugar and convert it into lactic acid. This is very significant for people with lactose
intolerance because they cannot digest dairy products. Adding probiotics to dairy products
can help people with lactose intolerance to consume these foods without adverse side effects.

Lactose is mainly found in dairy products and milk. It is normally broken down in the
small intestine by the enzyme lactase into glucose and galactose. However, when digestion
fails and/or lactose is not broken down in the small intestine (lactose malabsorption),
undesirable symptoms such as abdominal pain, bloating and diarrhoea occur, which are
collectively referred to as lactose intolerance.

The aim of this study was to compare the specific growth rate of probiotic strains on
lactose and to identify the strains with the highest specific growth rate that could be suitable
probiotics for lactose intolerance.

The results of the experiment showed that all examined B. bifidum and Lactobacillus

strains had a faster specific growth rate in a lactose-enriched medium and a shorter
generation time than in a lactose-free medium. This suggests that bifidobacteria are able to
utilize lactose as a sole carbon source and that the addition of lactose has a positive effect on
the growth of these bacteria; this was reflected in a significantly higher specific growth rate

and shorter generation time.

Keywords: probiotics; lactose intolerance; lactose; specific growth rate; bacterial

growth curve



2

3

q

5

6

8

UIVOM .ot resar e e saeesaeesaesbesssessesssesssesssasssesssasssesssesssensns 7
Védecka hypotéza a Cil Prace .......ccccveiiiirvniiiiieniiiiienniinineneene. 8
LIterarni reSerse .....ciiveeeciiiiieniiiiieeiiinienecceierensessennseessennssssennnssssssnnsnenes 9
3.1 Vyskyt a vyznam probiotik ........cccceeeiriienniiiiiinniiiinnniinni. 9
3.1.1 Mechanismus U€inku probiotik........ccccccoveeeiiiiiieiiiiieee e 9
3.2 Uziti probiotik pfi laktozové intoleranci .........ccceeeeiiiiienniiiiieneninnen. 10
3.3 Charakteristika nejvyznamnéjsich rodi probiotickych bakterii ........ 13
3.3.1 Rod BifidoObACerium ..........ccccueeeeeciiiiiieiieeeeciieeeesreee e e saaee e 13
3.3.2 RO LACLODACIIIUS .....cccccoceeeeeee et everee e 14
3.3.3  ROA ESCHEIICRIA. .....c..uuveeeaiiiiieeciiee ettt a e 15
3.3.4  ROA SACCAGIOMYCES ...ttt raanee e 16
3.4 Vlastnosti laktdzy a jeji traveni .......cceeveeiieeiireeiirieeccreeccreenceeennennes 16
3.4.1 LaktOza v potravinAch.......ccccoeeeiiiiiii e 17
3.4.2  HYPOIAKEAZIE ceeeeeeeeeeeeeeeee e e e e 17
3.4.3 Malabsorpce a intolerance 1aktOzy .......coooeeiiiieiieiiiieee e, 18
3.4.3.1 Projevy laktézové intolerance.......cccccoeiccciiiiiieee e, 19
3.4.3.2 Diagnostika malabsorpce 1aktOzy........cooecvriiivieeiii e, 21
1YL= o T 111 AN 23
4.1 IV = =T - 1 N 23
4.1.1 Priprava kultur probiotik k zao€kovani........cccecccvvvieeeiiniiicciieeee, 23
4.1.2 Priprava média bez uhlikového zdroje a roztoku laktdzy ................. 24
4.2 Meéreni optické hustoty.......ccovveuiiiiireniiiiiinniiniiireeee, 25
LY AV =T | Q7 27
5.1 Namérené hodnoty optické hustoty........cccceeeiirrrneiiiiireniiiiienecinnne. 27
5.2 RUstova kiivka bakterii .......coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniinisnsen, 32
5.3 Specificka rdstova rychlost a generacni doba ..........cccceeeeeeeeeeeeennnnnns 38
DiISKUZE...ceevrrueeeiiiiiiiiirnnnneiiiiiiiiinnnssssssssssisnnresssssssssssssrmssssssssssssssssnsnnnes 40

4 1V OO 43
Citovanad literatura .......coovveeiiiiiieniiiiiinniiiiiirnr s srsassssnns 44



1 Uvod

Lidské télo je osidleno vysokym poctem organisml. Spolecenstvi téchto
mikroorganism(l je nazyvano mikrobiota. Ta se v poslednich letech stala pfedmétem mnoha
odbornych studii, nebot v ni védci vidi znacny potencidl a Sanci najit odpovéd na fadu otazek
souvisejicich s lidskym zdravim.

Formovani stfevni mikrobioty zacina jiz od narozeni a jeji sloZeni lze upravit podavanim
probiotik. Probiotika jsou Zivé mikroorganismy, které maji v adekvatnim mnoZstvi pro
hostitele pfiznivé zdravotni ucinky. Jejich hlavnim pfinosem je rozvoj pfiznivéjsiho stfevniho
prostifedi a zdravého traviciho a imunitniho systému (Hill, 2014). Probiotika mohou byt vyuZita
ke zlepSeni traveni laktdzy ve strevech (lbrahim, 2013), coZz muze ptiznivé ovlivnit a zmirnit
pfiznaky laktézové intolerance (De Vrese, 2001).

Jakakoliv pricina selhani traveni a/nebo vstfebavani laktdzy v tenkém stfevé se oznacduje
jako malabsorpce laktdzy. Intolerance laktdzy znaci vyskyt priznakd, jako jsou bolesti bricha,
nadymani nebo prljem, u pacientl s malabsorpci laktdzy po poZiti laktézy (Misselwitz, 2019).

Pti diagnostice malabsorpce laktdézy se vyuziva laktézovy tolerancni test, kdy se
pacientovi podava peroralni naloz laktézy a poté se v predem stanovenych c¢asovych
intervalech méfi hladina glukézy v krvi (Pimentel, 2003). Jednodussi a Castéji vyuZivanou
metodou je dechovy test na laktdzovy vodik, ktery je pfi bakteridlni fermentaci laktdzy
produkovan spolu s oxidem uhli¢itym a metanem, a ktery zptsobuje bolesti bficha a nadymani
(Misselwitz, 2017).



2 Védecka hypotéza a cil prace

Hypotéza predpoklada, Ze existuje znatelny rozdil mezi specifickou rychlosti rlistu
raznych druht bakterii v zavislosti na laktéze v kultivaénim médiu.

Cilem této prdce bylo sestavit prehlednou literdrni resersi o laktézové intoleranci,
moznosti jejiho ovlivnéni pomoci dostupnych probiotik a porovnani specifické rlstové
rychlosti probiotickych bakterii na laktdze.



3 Literarni reSerse

3.1 Vyskyt a vyznam probiotik

Terminem probiotika oznacujeme bakterie, které maji pfiznivé funkce na mikrobiotu.
Jsou to Zivé mikroorganismy, které maji v adekvatnim mnozstvi pro hostitele priznivé
zdravotni Ucinky (Hill, 2014).

Koncept probiotik navrhl kolem roku 1900 nositel Nobelovy ceny, Elie Metchnikoff, ktery
zjistil, Zze konzumace Zivych mikroorganismu (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus)
v zakysaném mléce nebo jogurtu zlepsuji nékteré vlastnosti gastrointestinalniho traktu (GIT)
(De Simone, 2019).

Hlavnim pfinosem probiotik je rozvoj ptiznivéjSiho stfevniho prostiedi a zdravého
trdviciho a imunitniho systému. Spole¢nymi vlastnostmi rliznych probiotickych rod( jsou
odolnost vU¢i kolonizaci, produkce mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA)
a bakteriocin(i, regulace strfevniho tranzitu, normalizace stfevni sekrece, regulace strevni
sekrece, regulace stfevni mikrobioty, modulace imunitniho systému a kompetitivni pasobeni
na organismus. Mechanismy ucinku probiotik jsou vSak rlznorodé, heterogenni a specifické
pro jednotlivé kmeny (Hill, 2014).

Vyuziti probiotik ve farmaceutickém a potravinarském priimyslu je pomérné univerzalni,
protoZze mohou byt podavana ve formé |ékQ, potravin, [éCivych pfipravkl a doplikd, doplnkd
stravy, kojenecké vyZivy nebo krmiv pro zvifata (Télessy, 2019).

Mezi nejvyznamnéjsSich probiotické mikroorganismy pouzivané v potravinarském
pramyslu patfi rod Bifidobacterium (napt. B. lactis, B. adolescentis, B. bifidum, B. breve,
B. animalis, B. longum), Lactobacillus (napf. L. rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum,
L. casei, L. paracasei) a nékteré druhy Enterococcus a kvasinky (napf. Kluyveromyces
marxianus a Saccharomyces cerevisiae var. boulardii) (Nami, 2019).

Pouziti probiotik v potravinach nebo jako doplikd stravy se specifickym zdravotnim
tvrzenim vyZaduje predchozi potvrzeni prostfednictvim studii na lidech, napf. pozitivni
metaanalyzy, randomizované klinické studie nebo dlikazy z pozorovacich studii (Hill, 2014). Je
tfeba poznamenat, Ze kazda vyroba probiotickych potravin musi byt v souladu s pokyny
pracovni skupiny FAO/WHO.

3.1.1 Mechanismus ucinku probiotik

Mezi hlavni mechanismy ucinku probiotik patfi posileni epitelidlni bariéry, zvyseni
adheze ke stfevni sliznici a soucasnd inhibice adheze patogenu, kompetitivni vylouceni
patogennich mikroorganismu, produkce latek proti mikroorganismim a modulace imunitniho
systému (Ohland, 2010).

Stfevni bariéra je hlavnim obrannym mechanismem slouzicim k udrzeni integrity epitelu
a k ochrané organismu pred okolnim prostfedim. Obranny systém stfevni bariéry tvofi slizni¢ni
vrstva, antimikrobidlni peptidy, sekre¢ni IgA a adhezivni komplex epitelidlniho spojeni



(Ohland, 2010). Pfi naruseni této bariérové funkce se bakteridlni a potravinové antigeny
mohou dostat do podslizni¢ni vrstvy a vyvolat zde zdnétlivé reakce, které mohou vyustit ve
stfevni poruchy. Konzumace nepatogennich bakterii mize prispivat k funkci stfevni bariéry
a z divodu jejich podilu na udrZovani této bariéry byly podrobné zkoumany (Anderson, 2010).

Mechanismy, kterymi probiotika zlepSuji funkci stfevni bariéry, vSak nejsou zcela
objasnény. Nékolik studii naznacilo, Ze zvySeni exprese genl zapojenych do signalizace
tésnych spojd je moznym mechanismem posilovani integrity stfevni bariéry (Anderson, 2010).
Probiotické bakterie jsou schopny adherovat k epitelidlnim burikam, a tim blokovat patogeny.
Tento mechanismus md vyznamny vliv na zdravotni stav hostitele. Adheze probiotickych
mikroorganismui k epitelidlnim burfikdm muZe navic spustit signalni kaskadu, ktera vede
k imunologické modulaci. Pripadné muze dojit k pfimé nebo nepfimé (prostrednictvim
epitelidlnich bunék) aktivaci imunologickych bunék uvolnénim nékterych rozpustnych slozek.
Tento ucinek hraje dllezitou roli v prevenci a l1é¢bé infekénich onemocnéni, stejné jako pfi
chronickém zanétu traviciho traktu nebo jeho ¢asti (Oelschlaeger, 2010).

3.2 Uziti probiotik pri laktozové intoleranci

Fermentované potraviny a doplriky stravy, jako jsou probiotika, prebiotika a synbiotika,
mohou byt pouZity ke zméné sloZzeni a metabolismu stfevni mikrobioty za Ucelem zlepseni
traveni laktézy (Awaisheh, 2005; Awaisheh, 2012; Ibrahim, 2013). Pfedchozi studie ukazaly, ze
traveni laktézy a priznaky laktdzové intolerance Ize zlepsit pomoci probiotik, kterd upravuji pH
ve stfevé, exprimuji B-galaktosidazou (laktazu), a maji pozitivni vliv na stfevni aktivitu
a celkovou mikrobiotu tlustého stieva (De Vrese, 2001).

Bylo prokazano, Ze bakterie mlé¢ného kvaseni fermentuji laktézu za vzniku laktatu,
vodiku, metanu, oxidu uhli¢itého a mastnych kyselin s kratkym fetézcem (Hove, 1999; Ibrahim,
2013). Béhem fermentace laktaza pfitomna v bakteriich mlé¢ného kvaseni stépi nevstfebanou
laktdzu na glukdzu a galaktdzu a ta se pak vstrebava do téla. V tenkém strfevé je pfi pH 6-8
aktivita laktazy optimalni, ale v tlustém strevé se pH snizi na 4 a laktdza zUstava nezkvasena
kvlli poklesu aktivity bakteridlni laktazy. Nestravenou laktézu lze tedy povaZovat za
prebiotikum, které stimuluje rlst prospésné mikrobioté fermentaci mléka obsahujiciho méné
laktdzy (lbrahim, 2013).

Stupen intolerance laktézy u rdznych jedincl je zplsoben variabilitou mikrobioty
tlustého stfeva pri fermentaci laktozy (Arola, 2009). V dlsledku toho Ize ke zmirnéni ptiznaku
intolerance laktdézy pouzit mlééné potraviny, které obsahuji aktivni kultury. Konzumace
aktivnich a zivych kultur spolu s uzivanim enzymu B-galaktosidazy (laktazy), ktery stépi laktozu,
a konzumace probiotik by mohla byt pro jedince s intoleranci laktdzy prospésna (Awaisheh,
2012).

Ibrahim a Gyawali (2013) studovali vliv laktazy z kvasinek a plisni pozité ve formé kapsli
a zjistili vysledné vyznamné zvyseni traveni laktozy. Streptococcus thermophilus produkuje
B-galaktosidazu béhem svého prichodu travicim traktem a tento enzym snizZuje obsah laktozy.
Tato studie byla provedena na mysich a ukazala, Ze produkovany enzym je aktivni a je schopen
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hydrolyzovat laktézu, coZ vede k celkovému snizeni laktézy ve vykalech (lbrahim, 2013).
Probiotika vykazuji primé ucinky ve stievé pri lé¢bé traveni laktdzy. Bylo napfiklad prokazano,
Ze poddavani probiotického kmene L. planatarum zlepsuje traveni laktézy, sniZuje prljem
a omezuje nadymani, plynatost a bolesti pfi syndromu drazdivého trac¢niku (Marteau, 2001).

V klinické intervencni studii laktézové intolerance, kterou provedli Ibrahim a Gyawali
(2013), bylo mléko obsahujici L. acidophilus srovnavano s béznym mlékem, ale neprokazalo
se, ze by doslo ke snizeni gastrointestinalnich ptiznak(. Existuji také presvédcivé dlikazy o tom,
Zze néktera probiotika mohou zlepsit traveni laktdzy, ale nezmiriuji ptiznaky laktézové
intolerance. Pfijem jogurtu zplsobuje méné ptiznakl nez prijem mléka, a to predevsim diky
vysoké aktivité B-galaktosidazy v jogurtu, ¢astecné hydrolyze laktdzy a pomalejsimu stfevnimu
tranzitu, ktery je dlsledkem traveni laktézy v jogurtu (Rabot, 2010). To mlzZe souviset
s konkrétnimi  bakteridlnimi  kmeny pouzitymi v téchto jogurtovych vyrobcich
a zivotaschopnosti bakteridlnich kmen v konecnych vyrobcich (Ibrahim, 2006).

Systematicky prehled jedné kontrolované studie ukazal pfiznivy vliv suplementace
probiotiky na vysledky vodikového dechového testu a na priznaky laktézové intolerance.
Pacienti vykazovali snizeni mnoZstvi vydechovaného vodiku a zlepSeni kieci v bfiSe, prajmu,
zvraceni, nadymani a/nebo plynatosti (Leis, 2020). Podobné Gingold-Belfer et al. (2020)
hodnotili ucinnost probiotik s B-galaktosidazovou aktivitou na pfiznaky malabsorpce laktozy
ana dechovy test na laktézovy vodik. Autofi zjistili, Ze probioticky pripravek
s B-galaktosiddzovou aktivitou muze slouzZit jako volitelnd |écba v pfipadé malabsorpce
laktdzy. Ibrahim a Gyawali (2013) uvadéji snizeni obsahu laktdzy pfiblizné o 20-40 % béhem
fermentace bakteriemi mlé¢ného kvaseni. Jejich studie ukazala, Ze suplementace B. longum
a jogurtu B. animalis zménila pocet bakterii a zvysila aktivitu B-galaktosidazy ve vykalech
jedincl s intoleranci laktdzy.

Bakterie mlécného kvaseni obsazené ve fermentovaném mléce zvysuji aktivitu laktazy
v tenkém strevé, a tim zajistuji priznivé ucinky. Stale vSak neni jasné, zda je to jogurt, ktery
dodava laktazu, nebo zda jsou to bakterie, které laktazu produkuiji, kdyz se dostanou do stfeva
(Ibrahim, 2013).

Ibrahim a Gyawali (2013) studovali vliv nefermentovaného mléka obsahujiciho
L. delbrueckii subsp. bulgaricus na vyuziti laktézy. V této studii bylo pfipraveno
nefermentované mléko se snizenym obsahem tuku (2 %) obsahujici L. delbrueckii subsp.
bulgaricus s konec¢nou bakteridlni populaci 8 Log CFU/ml. Maldigesce laktézy pak byla
sledovana mérenim hladiny vodiku v dechu v hodinovych intervalech po dobu 8 hodin po
konzumaci 400 ml vzork(i mléka. Tato studie prokazala, Ze pfiznaky maldigesce laktdzy se
vyrazné zlepSily. Vysledky naznacuji, Ze L. delbrueckii subsp. bulgaricus je u¢innou volbou pro
vyrobu nefermentovaného mléka pro osoby trpici maldigesci laktézy. Tato studie mimo jiné
také ukazuje jasny duikaz, Ze konzumace fermentovanych mléénych vyrobkl obsahujicich
specifické probiotické kmeny ve vhodném mnozstvi by méla byt zarazena do jidelni¢cku osob
s intoleranci laktozy.

U&innost probiotik zavisi kromé& hladiny laktdzy nebo transportu laktézy také na
toleranci kmene vUci zluci a kyselindm (lbrahim, 2013; Mustapha, 1997).
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Bylo provedeno nékolik studii za ucelem stanoveni alternativnich pfistupl ke zvyseni
aktivity mikrobialni laktdzy (B-galaktosiddzy) a vybéru probiotickych kmend schopnych
produkovat velké mnoiZstvi B-galaktosidazy (lbrahim, 2013). Tento klasicky potravinarsky
pfistup tak mGze mirné zvysit koncentraci B-galaktosidazy v probiotickych kulturach a zlepsit
tak potencial probiotickych bakterii pro 1é¢bu pfiznak(i malabsorpce laktézy u lidi.

Ibrahim a O'Sullivan (2000) vyvinuli protokol klasické chemické mutageneze pro zlepseni
potencidlu pro lécbu priznakl malabsorpce laktozy u lidi, ktery ma velky potencial pro
hodnoceni funkénosti probiotik. V této studii bylo testovdno nékolik kmen( rodu
Bifidobacterium (B. breve a B. longum) a po jednom kmeni L. delbrueckii ssp. bulgaricus
a Streptococcus thermophilus jednorazovym vystavenim dvéma chemickym mutagen(m,
ethylmethanesulfonatu (EMS) a N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidinu (MNNG). Mutanti
vykazovali zvySenou aktivitu B-galaktosidazy ve srovnani s divokymi kmeny.

Alazzeh et al. (2011), Ibrahim a Gyawali (2013) uvedli podobné vysledky a prokazali, ze
chemickd mutageneze L. reuteri vedla ke zvySeni B-galaktosidazy, coz ukazalo, Ze chemické
mutageny lze pouZit jako prakticky pristup ke zvyseni enzymatické aktivity (Donkor, 2007; Hsu,
2005; Ibrahim, 2000). Alazzeh et al. (2011), Ibrahim a Gyawali (2013) prokazali vliv rdznych
zdroju sacharidd a bilkovin na zvySeni produkce a- a B-galaktosidazy u Sesti kmena L. reuteri.
Na zakladé této studie byly rafindza a laktdza nejlepsimi zdroji sacharidli pro produkci a-, resp.
B-galaktosidazy. Kvasnicovy extrakt byl nejlepsim zdrojem bilkovin pro produkci obou enzyma
a kmen L. reuteri CF2-7F byl nejlépe produkujicim kmenem za vsech experimentalnich
podminek. Tyto kmeny by proto mohly byt potravinarskou pfisadou, ktera by poskytovala
vyhody osobam s intoleranci laktézy.

Ibrahim et al. (2010), lbrahim a Gyawali (2013) také prokazali zvySeni aktivity
a- a B-galaktosidazy, kdyz byly do rlistového média kmene L. reuteri CF2-7F ptidany ionty
Mn?*. Bhowmik et al. (1987), Ibrahim a Gyawali (2013) hodnotili vliv rGznych rlstovych
podminek na aktivitu B-galaktosidazy u L. acidophilus a zjistili, Ze aktivita enzymu byla
stimulovana hofcikem.

Ibrahim and Gyawali (2013) uvedli wvyssi produkci B-galaktosidazy z jogurtu
fermentovaného L. acidophilus a L. plantarum obohaceného rGznymi druhy bylin. Zvyseni
aktivity B-galaktosidazy lze pficist antioxidantim obsazenym v bylinach. Tato metabolicka
draha by mohla zvysit produkci specifickych metabolitl probiotik, které v kone¢ném dlsledku
vedou k produkci funkénich sloucenin. Nékteré z téchto sloucenin by také mohly ovlivnit
metabolismus laktdzy (Gyawali, 2012).

Podobné bylo prokazano, Zze nékolik mineralnich Zivin, jako jsou Mg?*, Mn?*, Fe?* a Ca?*,
ma vliv na rast, produkci kyseliny mlécné a funkénost probiotik (Gyawali, 2012). V dasledku
toho bylo prokdzano, Ze pfitomnost téchto mineralnich latek vytvari prostredi, které indukuje
novou metabolickou drahu. Jednim z limitujicich faktord pfti studiu vlivu fermentovanych
mlécnych vyrobkl na intoleranci laktozy byl nedostatek komplexniho testu pro méreni aktivity
enzymu (laktazy). Je tfeba hledat ucinnou techniku, kterd by ziskala enzym z bakterialnich
bunék (Ibrahim, 2013) a je tfeba vyhodnotit u¢innost takové extrakéni metody.
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V jedné nedavné studii byly vyhodnoceny chemické (rozpoustédla) a mechanické
(sonikace) metody pro ziskani enzymu (Gyawali, 2020). Studie prokazala, Ze mechanicka
extrakce pomoci sonikace poskytuje nejlepsi nastroj pro ziskani nejvyssi vytéznosti enzymu
v mlécnych vyrobcich. Problém intolerance laktézy vedl potravinarsky primysl k odstranéni
mlécnych potravin nebo jejich sloZzek z rlznych potravinafskych vyrobkd. To by vsak mohlo
vést k nedostate¢nému pfijmu Zivin, zejména vapniku (Ibrahim, 2013).

Mnoho jedinct s laktézovou intoleranci by mohlo konzumovat mlécné vyrobky bez
vyslednych pfiznakQl prostou konzumaci fermentovanych mléénych vyrobkd namisto
nefermentovanych. Jinym jedincim omezeni laktézy skutecné vyrazné prospiva, je vsak tfeba
dbat na zajisténi pfijmu vapniku. LepSi pochopeni sloZitosti intolerance laktézy, nedostatku
laktazy a vzniku symptom by lIékaflim pomohlo ucéinnéji 1éCit pacienty (lbrahim, 2013).

3.3 Charakteristika nejvyznamnéjsich rodt probiotickych bakterii

3.3.1 Rod Bifidobacterium

Bifidobakterie predstavuji velmi hojné a rozsifené zastupce ve stievech savcl (Devika,
2019). Rada studii prokdzala, 7e rGizné metabolické, imunitni a stfevni onemocnéni se shoduje
s Ubytkem bifidobakterii ve stfevni mikrobioté lidského organismu (Marchesi, 2017). Jejich
pozitivni souvislost se zdravim a pohodou v pribéhu celého lidského Zivota podnitilo fadu
vyzkum( zamérenych na hodnoceni prospésnych aktivit vyvolavanych bifidobakteriemi
(Hidalgo-Cantabrana, 2018), pficemz se hojné vyuzivaji kmeny Bifidobacterium animalis
subsp. lactis (Sarkar, 2016).

V poslednim desetileti bylo nékolik vyzkum(i zaméreno na identifikaci izolatl z lidského
stfeva jako potencialnich probiotik nové generace nebo Zivych bioterapeutik (O'Toole, 2017).

Co se tyce relativniho zastoupeni Bifidobacterium ve stfevni mikrobioté, muze
u dospélého ¢lovéka dosahovat az 15 % (Arboleya, 2016), pficemz vyssi primérné mnozstvi
bylo zjisténo u Japoncl (17,9 £ 15,2 %) (Nishijima, 2016). Tato variabilita m{Ze byt zplsobena
analytickymi parametry, genetickymi faktory (Kurilshikov, 2021) a faktory prostiedi, jako je
napr. strava (Bolte, 2021).

Bifidobakteridlni spolecenstva pfitomnda v lidském stfevé jsou v zdsadé zastoupena
12 bifidobakterialnimi (pod)druhy, jejichz detekce, abundance a prevalence se lisi podle véku.
Pfedchozi studie to oznacovaly jako (bifido)bakteridlni taxony dospélého a détského typu
(Turroni, 2012), pticemz tyto druhy nejsou vyhradné vazany na urcity vék hostitele, ale spiSe
se lisi prevalenci a/nebo abundanci. Napfiklad stfevni mikrobiota kojenct obvykle obsahuje
vy$Si mnoiZstvi a prevalenci B. bifidum, B. breve a B. longum subsp. infantis ve srovnani
s dospélymi nebo starSimi lidmi (Oliver, 2021). Nejpocetnéjsi a nejrozsirenéjsi druhy
predstavuji podle vieho B. adolescentis a B. longum subsp. longum (Ramirez-Farias, 2009),
pficemz v nékterych asijskych populacich byla zjisténa vysoka prevalence a pocetnost
B. pseudocatenulatum (Nishijima, 2016).
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3.3.2 Rod Lactobacillus

Laktobacily jsou grampozitivni, ty¢inkovité, fakultativné anaerobni nebo mikroaerofilni,
nesporulujici, acidotolerantni a kataldazové negativni bakterie (Salvetti, 2012).

Lactobacillus je nejvétsi rod Celedi Lactobacillaceae. V kvétnu 2018 jej tvofilo 196 platné
publikovanych druh( (Parte, 2020) a tyto druhy jsou béiné izolovany nejen z prostredi
spojeného s fermentovanymi potravinami, jako je ovoce, maso, kvdsek, zelenina a vino, ale
také z gastrointestindlniho a vaginalniho traktu lidi a zvifat (Tamang, 2016)

V soucasné dobé probihd reklasifikace celedi Lactobacillaceae, rodl Lactobacillus,
Paralactobacillus a Pediococcus. V puvodnim rodu Lactobacillus bylo ponechdano pouze 38
druhl ze skupiny Lactobacillus delbrueckii. Tyto zmény se jiz objevuji v oficidlnich databazich
(napf. List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature). Snahou autord bylo lépe
zaradit a zdokumentovat jednotlivé druhy tak, aby se heterogenita genomu projevila
v taxonomii a bylo mozno odliSit jednotlivé zastupce z hlediska ekologickych a funkénich
vlastnosti a adaptace na hostitele. Pfiklady zmén zarazeni ostatnich druh(, které se nejcastéji
pouzivaji v potravinarskych technologiich ¢i v probiotickych doplficich stravy, jsou uvedeny
v Tabulka 1 (Horackova, 2020).

Tabulka 1 - Nové zarazeni nékterych druha rodu Lactobacillus.

Basonyma (ptuvodni nizvy) Nové zafazeni
Lactobacillus casei Lacticaseibacillus casei
Lactobacillus rhamnosus Lacticaseibacillus rhamnosus
Lactobacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum
Lactobacillus fermentum Limosilactobacillus fermentum
Lactobacillus reuteri Limosilactobacillus reuteri
Lactobacillus brevis Levilactobacillus brevis
Lactobacillus kefiri Lentibactobacillus kefiri
Lactobacillus sanfranciscensis Fructilactobacillus sanfranciscensis

(Horackova, 2020)

Mezi skupinami probiotickych bakterii jsou laktobacily nejrozsitenéjsim rodem a jejich
protinadorové vlastnosti byly prokazany nékolika studiemi (Zhong, 2014). Tyto kmeny vykazuji
své protinadorové aktivity riznymi mechanismy, véetné modifikace stfevni bariéry, modulace
imunitnich reakci hostitele, indukce apoptdzy a produkce metabolitd s antiproliferativnimi

Diky svym rozmanitym ucinkim na lidské zdravi patfi laktobacily neboli bakterie
mlécéného kvaseni (LAB) mezi nejrozsitenéjsi probiotika. Laktobacily fermentuji sacharidy za
vzniku kyseliny mlééné jako hlavniho kone¢ného produktu (Wang, 2016).

V soucasné dobé se laktobacily Siroce uplatnuji v oblastech souvisejicich s potravinami,
krmivy, léCivy a biotechnologiemi; pouzivaji se napfiklad jako mlécné zakysy, probiotika,
nosice vakcin a silazni inokulanty (Giraffa, 2010), coZ patfi mezi ekonomicky nejzajimaveéjsi
aplikace bakterii mlécného kvaseni. VSeobecné znamé probiotické kmeny, které patfi do této
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skupiny, se celosvétové pouzivaji ve fermentovanych mlécnych vyrobcich nebo doplfcich
stravy a jako probiotika pro zlepseni zdravi hostitele (Ashraf, 2014; Orlando, 2016; Reid, 2015).

3.3.3 Rod Escherichia

Escherichia coli je komenzal ve stfevni mikrobioté obratlovch (Tenaillon, 2010)
a oportunni patogen (Croxen, 2010). Escherichia coli je prevladajici aerobni bakterii stfevni
mikrobioty, ackoli je v poméru 100:1-10 000:1 prevySovana anaerobnimi bakteriemi.
U &lovéka je jeji prevalence vice nez 90 % s koncentraci na gram stolice 107 aZ 10° kolonie
tvofricich jednotek (Tenaillon, 2010).

Escherichia coli Nissle byla jednim z prvnich kmen( pouZivanych jako probiotikum. Byl
izolovan v roce 1917 od némeckého vojaka, ktery zlstal zdravy, zatimco jeho kamaradi
podlehli infekcim zplUsobenym Shigellou. Nissle je aktivnim kmenem v pfipravku Mutaflor,
licencovaném |éCivém pripravku bézné dostupném v Evropé, Kanadé a Austrdlii. Nissle ma
imunomodulacni Ucinky, véetné potlaceni imunitné zprostfedkovaného poskozeni i regulace
prospésnych reakci, a muazZe zlepsit funkci stfevni bariéry. Kromé toho muZe produkovat
baktericidni slouceniny, které snizuji rist a produkci toxin(i patogennimi bakteriemi (Behnsen,
2013). Bezpecnost a ucinnost Nissle byla podrobné studovdna. Cetné dvojité zaslepené
placebem kontrolované studie prokazaly, ze ptipravek Mutaflor je ucinny pfi |é¢bé a prevenci
gastrointestindlnich poruch, véetné ulcerdzni kolitidy, chronické zacpy, Crohnovy choroby
a syndromu drazdivého tracniku. Bylo prokdzano, Ze pfi podavani kojenclim je bezpecny
(Henker, 2008; Lodinova-Zadnikova, 2004), ackoli na zvifecich modelech muze dojit
k diseminaci, pokud dojde k dysbidze nebo je poskozena adaptivni imunita hostitele
(Gronbach, 2010).

Colinfant je probiotikum obsahujici kmen E. coli (A0 34/86), ktery se pouZiva jako
prevence u kojencl pfti alergiich, nozokomialnich infekcich a prljmech (Micenkovd, 2020).
Kromé toho je ucinny i v pozdéjsim véku pfi prevenci infekci a vzniku alergii. Nékteré kmeny
Klebsiella oxytoca se podileji na prijmech spojenych s poddvanim antibiotik, které by se
podavanim pripravku Colinfant u kojencd mohly snizit. Colinfant rovnéz zabranuje infekci
patogenni E. coli (Naresh Kumar, 2021).
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3.3.4 Rod Saccharomyces

Saccharomyces boulardii je zatim jedinou probiotickou kvasinkou dostupnou na trhu,
ktera ma mnoho probiotickych vlastnosti (Tomicic, 2016). Poptavka po doplficich stravy
s obsahem S. boulardii na trhu s probiotiky roste diky rlznym terapeutickym ucink(im
(Venugopalan, 2010).

S. boulardii ma ovalnou nebo kulovitou bunku o Sifce 2-3 um a délce 2,5-10,5 um
(Niamah, 2017) a ma silnéjsi bunécnou sténu nez ostatni kvasinky (Lazo-Vélez, 2018). Tato
kvasinka se rozmnoZzuje pohlavné i nepohlavné, a to bunéénym pucéenim, respektive konjugaci
(Niamah, 2017). Pavodné byla S. boulardii povazovdna za samostatny druh hemiaskomycet
rodu Saccharomyces (Edwards-Ingram, 2007). Edwards-Ingram (2007) dospél k zavéru, Ze
S. cerevisiae a S. boulardii patfi do jednoho druhu. Ndasledujici taxonomickd zkoumani
S. boulardii ukazala, Ze kvasinka by méla byt povazovana za kmen S. cerevisiae. V dUsledku
toho by méla byt oznacovana jako Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (Tomicic, 2016).

V poslednich nékolika letech byly nepatogenni sérotypy Saccharomyces cerevisiae
var. boulardii uznavané jako probiotika predepisovany zdravotniky k 1é¢bé riznych stfevnich
onemocnéni (Offei, 2019). Vliv S. boulardii na stfevni mikrobiotu a na stfevni patogeny byl
popsan v rliznych studiich (Peng, 2019). Kontrolované klinické studie odhalily, Ze peroraini
konzumace S. boulardii by mohla |é¢it nebo predchazet onemocnénim traviciho traktu, jako je
periodicky syndrom spojeny s Clostridium difficile (Carstensen, 2018), Crohnova choroba
(Guslandi, 2015), cestovatelsky prljem (Bisson, 2010), akutni prijem u déti (Wang, 2019),
prGjem spojeny s antibiotiky (Ehrhardt, 2016) a syndrom drazdivého tracniku (Leventogiannis,
2019).

3.4 Vlastnosti laktozy a jeji traveni

Laktéza nemad zZadny zvlastni nutriéni vyznam pro lidsky organismus dospélé osoby.
Je ale nejdulezitéjSim zdrojem energie béhem prvniho roku lidského Zivota, kdy poskytuje
témér polovinu celkové potieby energie kojencl (Mustapha, 1997).

Laktdza je sacharid, ktery se nachazi predevsim v mléénych vyrobcich. Aby se vstiebala,
musi byt laktéza ve stifevé hydrolyzovéna B-galaktosidazou, laktaza-phlorizin hydrolazou, jinak
znamou jako laktaza (Vesa, 2000).

— — OH — OH OH
OH —QO OH oHf—QOo0oH H OoH
o ﬂo% Li,"fg’a oM H # + Con H
H H H H OH H

H OH H OH

Laktéza Galaktoza Glukéza

Obrazek 3 - Stépeni laktdzy enzymem laktazou (vytvoreno v programu ChemSketch
autorkou bakalarské prace)
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Tento enzym se nejhojnéji vyskytuje v organismu v jejunu na konci stfevnich klkd a ¢ini
ji tak zranitelnou vici strevnim onemocnénim, které zpUsobuji poskozeni bunék (Vesa, 2000).
Z divodu nedostatku tohoto enzymu u lidi je laktdza ze své podstaty téZko stravitelna, o¢ekava
se tedy, Ze ¢dast laktdzy se dostane do distalniho tenkého stfeva, nez se vstieba. Dokonce
i u zdravych osob se mize aZ 8 % laktdzy dostat do ilea, aniz by byla stravena (Bond, 1976).
Nevstiebana laktéza, ktera se dostane do tlustého stfeva, je obvykle fermentovana bakterialni
mikrobiotou tlustého stfeva, coz pak zplUsobuje pfiznaky intolerance laktézy (Brummer, 1993).

3.4.1 Laktéza v potravinach

Laktéza md v potravinarském primyslu nékolik vyuZiti. PouZivd se napfiklad ve
sladkostech, cukrovinkdach, chlebu a uzeninach, protoze diky svym fyziologickym vlastnostem
vaze vodu a barviva (Mustapha, 1997).

Aktudlné patfi mlééné vyrobky mezi nejoblibené;jsi formu konzumace probiotik, presto
vSak existuje znacné zvySena poptavka po nemlécnych probiotickych vyrobcich, protoze maiji
nizky obsah laktézy a cholesterolu a nemusi se uchovavat v chladu.

Mezi hlavni novinky v této oblasti trhu s probiotickymi vyrobky patfi stavy, nemlécné
napoje (napfr. Kombucha), ceredlni a ¢okoladové vyrobky (B Haffner, 2016). Z tohoto divodu
se v soucasné dobé na trhu s probiotickymi produkty objevuje velky trini potencidl v oblasti
vyvoje novych vegetarianskych probiotickych vyrobkd. V tomto smyslu je zajimavym
pozadavkem identifikace novych probiotickych  mikroorganisml z fermentace
vegetaridnskych potravin, jako kmenl se specifickymi probiotickymi vlastnostmi (napft.
produkce vitaminu B12), které je tfeba prozkoumat (Kwak, 2014).

Aby bylo dosazeno mnohostrannych zdravotnich ucinkl probiotik, mély by potraviny
obsahujici probiotické mikroorganismy zahrnovat alespori 107 CFU/g probiotik a byt pfijimany
v mnozstvi vy$sim nez 100 g/den, aby mély podplrny vliv na zdravi (Tang, 2019).

Mezi hlavni problémy pfi pouzivani probiotickych mikroorganism( v potravinarskych
vyrobcich patfi Zivotaschopnost téchto mikroorganismd v matrici potraviny a béhem
prichodu gastrointestinalnim traktem (Gl). Chladové napéti, plsobeni Zluci, kyselin,
osmoticky a oxidacni stres mohou snizit pocet probiotickych bakterii a snizit jejich Ucinny prah
(De Oliveira Ribeiro, 2020).

3.4.2 Hypolaktazie

Hypolaktazie mize byt primarni (tj. genetickd) nebo sekundarni. Ke geneticky
podminénému snizeni aktivity laktdzy dochazi brzy po odstaveni témér u vsSech zvirat
a u mnoha lidi (Onwulata, 1989). Aktivita klesne priblizné na desetinu i méné nez pfi kojeni
a tato situace se oznacuje jako hypolaktazie, nedostatek laktazy (dospélého typu) nebo
nepersistence laktazy. Vrozeny nedostatek laktazy (CLD) je velmi vzacny (Savilahti, 1983). Na
celém svété bylo zdokumentovdno pouze nékolik desitek pfipad(, vétsina z nich ve Finsku.

Sekundarni hypolaktazie nebo maldigesce mohou byt dliisledkem resekci tenkého streva
a gastrektomie (Welsh, 1980) a onemocnéni, ktera poskozuji stfevni epitel, napt. nelécena
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celiakie nebo stfevni zanéty (Bodé, 2009). Kdyz se epitel zahoji, aktivita laktdzy se obnovi.
Sekundarni maldigesce viak nevede automaticky k zavaznym ptiznak({im intolerance (Arrigoni,
1994).

V populacich s vysokou prevalenci primarni hypolaktazie za¢ina pokles aktivity laktazy
ve véku dvou az tfi let. Naproti tomu u Finl dochazi k nastupu nejcastéji v obdobi dospivani
(Sahi, 2010). Hypolaktazie vede k maldigesci laktdzy, ktera pak mize vést a v naprosté vétsiné
pripadl také vede k pfiznaklm laktozové intolerance, pokud je laktéza prijimana v mnozstvi
desitek gram najednou, napt. 50 gram{ pouzivanych v testu laktézové tolerance. Pokud jde
o pfijem mensiho mnozstvi laktdzy, je ndstup pfiznakl velmi individualni.

Selektivni hypolaktazie dospélého typu se dédi prostifednictvim jediného autozomalné
recesivniho genu (Sahi, 1977).

3.4.3 Malabsorpce a intolerance laktézy

Malabsorpce laktézy (LM) oznacuje jakoukoli pFi¢inu selhani traveni a/nebo vstrebavani
laktozy v tenkém strevé. Intolerance laktdzy (LI) znaci vyskyt priznak, jako jsou bolesti bficha,
nadymani nebo prijem, u pacient s LM po poziti laktézy (Misselwitz, 2019).

Vrozeny nedostatek laktdazy je velmi vzacné détské onemocnéni, které zplsobuje
zavazné priznaky a neprospivani u kojenct (Enattah, 2005). Nejéastéjsi pri¢inou malabsorpce
laktdzy u dospivajicich a dospélych je primarni (genetickda) neperzistence laktdzy (LNP).
Aktivita laktdzy v tenkém stfevé dosahuje vrcholu v dobé narozeni, ale v pribéhu détstvi se
u vétsSiny populace snizuje, cozZ je proces, o kterém se predpoklada, Ze usnadnuje odstaveni.
U nékterych jedincl vSak vysoka aktivita laktazy pretrvavd, coz umozniuje konzumaci velkého
mnozstvi laktdzy i v dospélosti (Misselwitz, 2017). Tato vlastnost se oznacuje jako laktazova
perzistence (LP) a je zvlasté casta u potomkl populaci, které tradi¢né praktikovaly domestikaci
skotu (Ségurel, 2017).

V soucasné dobé existuji dobré funkéni dikazy o tom, Ze znak LP ma geneticky zaklad
a rfidi se dominantnim vzorcem dédi¢nosti (Liebert, 2017). Zejména se predpoklada, ze LP
muze byt nezdvisle zplsobena nejméné péti nebo vice jednonukleotidovymi polymorfismy
(SNP) v regula¢ni oblasti (transkripénim enhanceru) zvané MCMG6 (minichromosome
maintenance complex component 6), kterd se nachazi pred genem LCT (Liebert, 2017).

Frekvence LP je vysoka u severoevropskych populaci, klesa v jizni Evropé a na Blizkém
vychodé a je nizkd u nepasteveckych asijskych a africkych komunit (Bayless, 2017; Itan, 2010;
Storhaug, 2017). Pozoruhodné je, Ze LP je béZind také u pasteveckych populaci z Afriky.
Pfredpoklada se, Ze ptirozeny vybér vyvolal hlavni roli pfi uréovani soucasnych frekvenci
laktozové perzistence v rtznych lidskych spolecenstvich od rozvoje domestikace skotu na
Blizkém vychodé a v severni Africe pfiblizné pred ~7500-9000 lety (Zadro, 2017).

V ptipadé LM (primarni nebo sekundarni) se nestravena lakt6za dostdva do kontaktu se
stfevni mikrobiotou. Bakterialni fermentace laktdzy vede k produkci plynt véetné vodiku (Hz),
oxidu uhli¢itého (CO;), metanu (CH4) a mastnych kyselin s kratkym retézcem (SCFA), které maji
vliv na funkci traviciho traktu (Misselwitz, 2019).
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Je tfeba zdUraznit, Ze LNP, LD a LM tedy nejsou onemocnéni, ale normalni varianty
lidského metabolismu (Misselwitz, 2017). Mezi dalsi pficiny malabsorpce laktézy patfi
sekundarni (ziskand) LD, rychly tranzit tenkym stfevem a bakteridlni prer(istani tenkého stfeva
(Misselwitz, 2019).

Malabsorpce laktdzy je nezbytnym predpokladem laktézové intolerance. Mnoho jedincl
s LM nema po poziti standardni porce mlécnych vyrobk( Zzadné priznaky, zatimco u jinych se
po potziti laktozy objevi pfiznaky (intolerance), jako jsou bolesti bficha, borborygmi (kruceni
v bfise) a nadymani. Vyskyt téchto priznak( silné koreluje s vyskytem plynného vodiku pfi
dechovych testech (Zhao, 2010). Dale nestravena laktéza v tenkém stievé vede k osmotickému
zachyceni vody a osmotickd zatéZ v tlustém strevé se zvySuje asi osmindsobné fermentaci
laktozy na SCFA (Murray, 2014; Suarez, 1997b). Prijem nastane, pokud prislusna zatéz laktozy
prekroci kapacitu tlustého stfeva pro fermentaci nebo zatéz SCFA prekroci kapacitu tlustého
stfeva pro resorpci (Binder, 2010).

Laktazova perzistence (LP)

> ™ /\' o = — » bezsymptomii
Laktoza — Glukoza
_,Galikt\é‘za/ L W WA
Jejunum lleum Tlusté stievo
Neperzistence laktazy (LNP) s voa
Malabsorpce laktézy (LM) P @ /“ = l/_ :

SCFA —— > prijem

- . \ -
2 '\ L / Coz, CH4, H2 - R bo"ie'stl 'br'|Cha
Laktoza ——> Laktéza —> Laktdza N .
v v v -
. COz, CH4, Hz
Jejunum lleum Tlusté stfevo

Obrazek 4 — Traveni laktdzy v ptipadé LP, LNP a LM (Misselwitz, 2019)

3.4.3.1 Projevy laktézové intolerance

Mezi pfiznaky intolerance laktozy patii fidkd stolice, nadymani a bolest bficha,
plynatost, nevolnost a borborygmi. Mechanismus tidké stolice vyvolané nevstifebanymi
sacharidy je dobre zdokumentovan. Osmoticka zatéz sacharid(i zpGsobuje vylucovani tekutin
a elektrolytll, dokud neni dosazeno osmotické rovnovahy (Christopher, 1971). Dilatace stfeva
zpUsobena osmozou vyvolava zrychleni tranzitu tenkym stfevem, které se zvysuje se stupném
maldigesce (Ladas, 1982). Zrychleny tranzit dale snizuje hydrolyzu laktdzy, protozZe se zkracuje
doba kontaktu mezi laktézou a zbytkovym enzymem (Christopher, 1971).
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O pUvodu bfisni distenze a kfeci je toho zndmo méné. Predpoklada se, Ze tyto priznaky
pochazeji z tenkého stfeva a nejsou zpusobeny fermentaci tlustého stfeva (Christopher, 1971).

U osob s chronickym bfisnim diskomfortem (funkéni stfevni poruchy) mohly byt stiznosti
spiSe dlsledkem poruchy stfevni motility a abnormalni reakce na bolest pfi distenzi stfeva nez
zvySeného objemu plynu, protoZe objem nebo mira akumulace plynu vpraveného do
stfevniho traktu se u osob s ptiznaky a u kontrolnich osob nelisily (Lasser, 1975).

Produkce vodiku zavisi na kyselosti tlustého stfeva. Snizené vyluc¢ovani vodiku bylo
pozorovano po kontinudlnim pfijmu nestravitelného cukru, laktulézy, coz mélo za nasledek
zvySenou kyselost tlustého stieva (Flourié, 1993). SniZzené vylu¢ovani vodiku a symptomy byly
zaznamendny po nepfetrzité konzumaci. Je moziné, Ze priznaky vychazeji jak z tenkého, tak
z tlustého stfeva, a modifikace podminek v tenkém a tlustém strevé, jako je tranzitni cas
a slozeni mikrobioty, mohou mit také vliv na vyvoldni a zavaznost ptiznak( (Briet, 1997).

V mnoha studiich poziti hydrolyzovaného mléka s laktdézou sniZilo pfiznaky |épe nez
béZzné mléko (SUAREZ, 1995). Vétsina studii prokazala, Ze mléko s nizkym obsahem laktdzy
nebo bezlaktézové mléko je |épe tolerovano nez mléko obsahujici laktézu, ale kontroverzni
vysledky nejnovéjsich dobfe kontrolovanych praci, které neodhalily Zadny rozdil v toleranci
téchto mlék (Vesa, 1996; SUAREZ, 1995; Suarez, 1997a) ani neprokazaly moznost placebo
efektu (Briet, 1997).

Jussila et al. (1970) zjistili, Ze primérny vék symptomatickych maldigestor( laktozy je
vyssi (46 let) nez vék nesymptomatickych maldigestor( laktézy (31 let), zatimco Suarez et al.
(1997a) nezaznamenali Zadny rozdil v symptomech mezi vékovymi skupinami nad 65 let a od
20 do 40 let. Je mozZné, Ze subjekty ve studii byly specialné vybrany, protoze byly rekrutovany
na zakladé oznameni v urcitych c¢tvrtich. Dosavadni pocet subjektl je vSak pravdépodobné
pfilis maly na to, aby bylo mozné vyvodit definitivni zavéry ohledné vlivu véku na prozivani
symptomu. Je mozné, Ze existuji rozdily v produkci vodiku po poziti laktdzy v zavislosti na véku,
ale vysledky nejsou zcela konzistentni (Suarez, 1997a).

Bylo prokdzano, Ze mnozstvi dechového vodiku se zvySuje s vékem az do véku 64 az 70
let (Rao, 1994). Rao (1994) vsak ve studii uvadi, ze bylo vylu¢ovani vodiku nizsi ve vékové
skupiné nad 70 let nez ve skupiné mezi 60 a 69 lety. Neni zndmo, zda jsou tyto rozdily
zpusobeny rozdily v traveni laktézy nebo v mikrobioté tlustého streva.

V ndhodné vybrané populaci nemélo pohlavi zadny vliv na vyskyt hypolaktazie (Rao,
1994; Sahi, 2009). Témér zadné studie neporovnavaly toleranci laktdzy mezi pohlavimi. Jussila
(1970) uvedl, Ze mezi 504 hospitalizovanymi pacienty pocitovaly Zeny gastrointestinalni
pfiznaky a nevolnost po poZiti mléka Castéji nez muzi. Na zakladé vysledkl studii se zd3, Ze
Zeny pocituji silnéjsi gastrointestindlni potiZze nez muzi, ale neni mozné vyvodit Zadny zavér
o moznych rozdilech ve vyluc¢ovani vodiku mezi pohlavimi.
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3.4.3.2 Diagnostika malabsorpce laktdzy

Idedl pro diagnostiku malabsorpce laktdzy u jinak zdravych osob by byl takovy, ktery by
urcil uroven aktivity laktazy pfimo v krevnim fecisti tenkého stfeva (Brummer, 1993; Vernia,
2001). To je vSak invazivni a tézkopadné. Proto byly vyvinuty dva neinvazivni testy (Metz, 1975;
Pimentel, 2003).

Dlouhodobé pouzivanou metodou je laktézovy toleranéni test, pti kterém se pacientovi
podava peroralni naloz laktdzy a poté se v pfedem stanovenych ¢asovych intervalech méfi
hladina glukdzy v krvi. Pokud nedojde k vzestupu glykémie o vice nez 20 mg/dl béhem 3 hodin,
znamena to, Ze se sacharid nevstrebal, a vysledek testu je tedy abnormalni (Metz, 1975;
Pimentel, 2003). Tento test, ackoli stdle nepfimy, zkoumd schopnost laktdzy vstoupit do
systémové cirkulace, coz predpoklada uspésnou aktivitu laktazy. Problém s testem tolerance
laktdzy, jak zjistili predchozi badatelé, spociva v tom, Ze vrcholovy vzestup glukdzy v krvi mize
byt ovlivnén jinymi faktory nez vstfebavanim cukru, jako je rychlost vyprazdiovani Zaludku
a hormonalni interakce (Arvanitakis, 1977).

Pfi hledani jednodussi metody diagnostiky intolerance laktézy byl vyvinut dechovy test
na laktézovy vodik (Metz, 1975). Tento test se nyni v praxi pouZiva nejcastéji a nékolik studii
naznacuje, Ze je lepSi nez test na laktézu (Arvanitakis, 1977; Douwes, 1978; Hovde, 2009;
Newcomer, 1975). Dechovy test na laktézu vystavuje pacienty peroralnimu podani laktézy
(obvykle 25 g) po zméreni zakladniho vzorku dechu. Kazdych 15-20 minut po poziti sacharid(
se odeberou vzorky dechu a analyzuji se na pfitomnost vodiku v ¢astech na milion (ppm)
pomoci plynové chromatografie. Absolutni nartst vodiku se lisi, ale vysledek testu se povazuje
za abnormalni, pokud je narast vodiku vyssi nez 20 ppm nad zakladni hodnotu.

H2 (ppm) H2 (ppm)
60 60
50 50
40 40
30 30
20 20
10 10
04 A——‘——.—I_"_I—-.f.—‘. . . 0 4
0 15 30 60 90' 120' min. 00 15 30" 60 90' 120' min.
Obrazek 5 - Negativni dechovy test na Obrazek 6 - Pozitivni dechovy test na
laktézovy vodik (Eisenmann, 2008) laktézovy vodik (Eisenmann, 2008)

Tento zavér je ucinén za predpokladu, Ze pokud je veskera laktdza vstiebana, nemélo by
dojit k jejimu Uniku do tlustého stfeva (BEYERLEIN, 2008; Brummer, 2009; Metz, 1975). U osob
s deficitem laktazy metabolizuje stfevni mikrobiota laktozu na vodik (Hz) a mastné kyseliny
s kratkym fetézcem. Plynny vodik mizZe prochazet strfevni sliznici a vstifebavat se do
systémového obéhu, z néhoz se pak vylucuje plicemi (BEYERLEIN, 2008; Hovde, 2009; Metz,
1975).

Pro diagnostiku skute¢ného nedostatku laktazy jako priciny intolerance laktézy by bylo
nejlepsi provést test tolerance laktozy, pfimé bioptické vySetfeni nebo genetické vysetreni.
Vsechna vySetfeni jsou tedy objektivni. Pro diagnostiku intolerance laktézy bez ohledu
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na pric¢inu by bylo zapotfebi provést test, ktery by identifikoval genezi primarniho pfiznaku
(nadymani). Tim bude pravdépodobnéji dechovy test (Law, 2010).

laktézy dochazi, kdyZ se dosud nestravena laktéza dostane do oblasti stfeva, kde sidli bakterie.
PFi bakteridlnim prerlstani v tenkém stfevé mohou mit osoby intoleranci laktézy nikoli na
zakladé nedostatku enzym{, ale v dUsledku pred¢asného vystaveni laktozy bakteriim v tenkém
stfevé drive, nez je ¢as na vstfebani tohoto substratu. Na tento posledni problém upozornuji
nalezy u funkénich stfevnich onemocnéni. Studie prokazaly vysoky vyskyt abnormalnich
dechovych testl na laktézu a laktuldzu u syndromu drazdivého tracniku (IBS), coz naznacuje,
Ze pricinou abnormdlniho dechového testu na laktézu mlzZe byt prerlstani bakterii v tenkém
stfevé (Goldstein, 2000; Parker, 2001; Pimentel, 2003; Vernia, 2001). V nedavné studii
vyzkumnici provedli dechovy test na laktuldzu, po kterém nasledoval dechovy test na laktozu
a tolerancni test o tyden pozdéji (Pimentel, 2003). Shoda mezi laktdzovym toleranénim testem
a laktézovym dechovym testem byla Spatna a vétSina subjektl s abnormalnim laktézovym
dechovym testem neméla abnormadlni laktézovy tolerancni test. U téchto subjektld s IBS
dechovy test na laktozu Iépe koreloval s vysledky dechového testu na laktulézu (Pimentel,
2003). Tuto skutecnost dale potvrdili Nucera et al. (2005) a u 98 subjekt( s IBS prokazali, ze
eradikace bakteridlniho prerdstani tenkého streva, potvrzena negativnimi laktulézovymi
dechovymi testy, zplsobila vyznamné sniZeni pozitivity laktézovych dechovych test(l. Tito
autoti navrhli, aby se testovani na bakteridlni preristani v tenkém stievé provadélo pred
ostatnimi dechovymi testy na cukry, aby se predeslo chybné diagndze malabsorpce cukri
(Hermans, 1997).

Hermans et al. (1997) uvadéji, ze v jejich studii produkce vodiku pti dechovém testu na
laktézu predpovidala ptiznaky intolerance, ale nikoli skute¢nou malabsorpci. Produkce plynt
je tedy to, co pacienti popisuji jako pfiznaky.

Davod, pro¢ je dechovy test tak vyhodny, souvisi s definici laktézové intolerance.
Pacienti s intoleranci laktdzy si stéZuji na nadymani po konzumaci mléénych vyrobkd. Produkce
stfevniho plynu pri dechovém testu na laktdzu potvrzuje, Ze poziti laktézy mlze u pacienta
vyvolat pfiznaky. Dechovy test vSak neukazuje, pro€ pacient nesnasi laktézu. Zavérem lze fici,
Ze pri vysSetrovani intolerance laktézy je moinda lepsSi oznadovat tyto stavy jako "priznaky
souvisejici s laktézou", vzhledem k tomu, Ze v mnoha pfipadech nemusi byt diagndzou
nedostatek laktazy. Pokud ma subjekt intoleranci laktdzy a Uplné vyhybani se laktdze nevede
k ndpravé celkovych gastrointestinalnich obtizi, je tfeba zvazit alternativni diagndzy. Mezi né
mUzZe patfit IBS, bakteriadlni prerQstani tenkého stfeva a rychly tranzit. VSechny tyto otazky by
vSak zavisely na tom, jak se definuje intolerance laktézy. Pokud je cilem ur¢it toleranci, ale ne
etiologii, je idedlni a vhodny dechovy test na laktézu. Pokud je cilem urcit patofyziologii
intolerance, bylo by nutné provést jiné testy (Law, 2010).
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4 Metodika

Praktickd cast mé bakaldfské prace se zabyvala testovanim schopnosti bakterii
fermentovat laktézu. Schopnost fermentace laktdzy byla sledovana pomoci specifickych
rastovych krivek, kdy laktéza byla pfidana do média jako jediny zdroj uhliku a byla porovnana
specifickd rlstova rychlost rlznych izolatd bakterii. Kmeny s nejvyssi specifickou rlstovou
rychlosti by mohly byt vhodnym probiotikem pfi laktézové intoleranci.

4.1 Material

Nejprve bylo vybrano Sest kmenlO pouzZivanych jako probiotikum pfi laktézové
intoleranci dle literatury:

e B. bifidum DSM 20215

e B. bifidum DSM 20239

e B. bifidum ATCC 29521

e B. bifidum DSM 20082

e L. acidophilus DSM 20079

e [ reuteri CCM 3625
Dale bylo zapotrebi pripravit médium, aby bylo mozné sledovat rlist bakterii. Jako jediny

zdroj uhliku byl pouzit roztok laktdzy.
4.1.1 Priprava kultur probiotik k zaockovani

K pfipravé zaockovani Cerstvé kultury bylo pfipraveno médium obohaceného Wilkins-
Chalgren (Oxoid, UK) do penicilinek, které byly pfedem vysterilizovany. Tabulka 2 ukazuje
presné sloZeni média.

Tabulka 2 - SloZzeni média obohaceného Wilkins-Chalgren (Oxoid, UK)

Slozeni média obohaceného Wilkins- Mnozstvi
Chalgren

Destilovana voda 1000 ml
Séjovy pepton 5g
Cystein 05¢g
Tween 1ml
Wilkins-Chalgren bujén 43 g

Do pfipravenych vysterilizovanych penicilinek s Wilkins-Chalgren médiem se
zaockovalo 0,5 ml stejného kmene ve dvou kopiich.

PFi pripravé Cistych kultur bylo tfeba pracovat asepticky a s pouzitim sterilnich
nastroj. Nasledné byly penicilinky kultivovany pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin.
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Po kultivaci byla ovérena Cistota pomoci fazové kontrastniho mikroskopu (Nikon
Eclipse E200LED MV RS), viz Obrazek 7, Obrazek 8, Obrazek 9, Obrazek 10 a vyloucena
pfipadnd kontaminace. Ze dvou kopii byla vZdy vybrdna jedna a s tou se ddle pracovalo.

Obrazek 7 - L. acidophilus DSM 20079 Obrazek 8 - B. bifidum DSM 20082
Obrazek 9 - L. reuteri DSM 3625 Obrazek 10 - B. bifidum DSM 20215

4.1.2 Priprava média bez uhlikového zdroje a roztoku laktézy

Pro pfipravu média se vSechny potifebné slozky navazily podle mnozZstvi uvedeného
v Tabulka 3 a rozpustily v 1000 ml destilované vody. Aby se docililo Uplného rozpusténi viech
l[atek, médium bylo zahfato a nasledné vareno po dobu 20 minut. Poté se zkontrolovalo pH
pouzitim pH papirk(i a médium se rozdélilo do zkumavek po 9 ml. S pouzitim oxidu uhli¢itého
bylo nasledné ve zkumavkach s médiem vytvofeno anaerobni prostredi. Takto pfipravené
a uzaviené zkumavky s médiem byly sterilovany v autoklavu (Systec DB-23) na program liquid.

K pripravé roztoku laktdzy bylo zapotrebi rozpustit 2 g laktdzy (Penta, CZ) ve 100 ml
destilované vody a nasledné vlozit ke sterilaci do autoklavu ke zkumavkam s médiem.
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Tabulka 3 - SloZzeni média bez uhlikového zdroje

SloZzeni média Mnoizstvi
Destilovana voda 1000 ml
Trypton (Oxoid, UK) 10g
Zelatinovy pepton (Fluka, FR) 10g
Kvasnicovy extrakt (Oxoid, UK) 5g
Chlorid sodny (Avemar, UK) 5g
L-arginin (Sigma — Aldrich, J) lg
Haemin (Sigma — Aldrich, NL) 0,005 ¢
Menadion (Sigma — Aldrich, CN) 0,0005 g
Pyruvat sodny (Applichem, DE) lg
Cystein (Sigma — Aldrich, J) 05¢g
Tween (Sigma — Aldrich, UK) lg

4.2 Meéreni optické hustoty

K méreni optické hustoty bylo pfipraveno vidy sedm zkumavek pro kazdy kmen. Tf¥i
zkumavky obsahovaly navarené médium s pridanou laktézou, dvé zkumavky slouzily jako
negativni kontrola a obsahovaly pouze navarené médium a posledni dvé zkumavky obsahujici
pouze Wilkins-Chalgren médium slouzily jako pozitivni kontrola. Tabulka 4 udava presné
sloZzeni zkumavek.

Dale, pro kontrolu ¢istoty vSech médii, byly pfipraveny tfi kontrolni zkumavky, kdy jedna
obsahovala navafené médium, druha navarené médium sroztokem laktdézy a posledni
Wilkins-Chalgren médium. Obsah kontrolnich zkumavek je uveden v

Tabulka 5.

Poté u takto pfipravenych C¢Cistych zkumavek bez kultur, byla zmérena pomoci
denzitometru (Biosan typ DEN-1, LV) opticka hustota uvedend v McF.

Po zméreni zkumavek s ¢istymi médii se do kazdé z nich, kromé tfi kontrolnich, asepticky
naockovalo 0,3 ml pfipravenych narostlych kultur s probiotiky a byla znovu zmérena opticka
hustota.

Po zméfeni byly vSechny zkumavky vloZeny do vodni lazné predehtaté na 37 °C a méreni
optické hustoty se opakovalo kazdou hodinu po dobu 10 hodin. Kontrolni zkumavky bez kultur
byly méfeny pouze prvni a posledni hodinu.

Pokus byl jesté jednou cely opakovan, tentokrat méreni optické hustoty probihalo po
dobu 7 hodin.
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Tabulka 4 - SloZzeni zkumavek k méfeni optické hustoty pro jeden kmen

Sada zkumavek pro jeden kmen probiotik | Obsah zkumavky
1. zkumavka 9 ml média
1 ml roztoku laktézy
0,3 ml narostlé kultury
2. zkumavka 9 ml média
1 ml roztoku laktézy
0,3 ml narostlé kultury
3. zkumavka 9 ml média

1 ml roztoku laktézy
0,3 ml narostlé kultury

4. zkumavka — negativni kontrola

10 ml média
0,3 ml narostlé kultury

5. zkumavka — negativni kontrola

10 ml média
0,3 ml narostlé kultury

6. zkumavka — pozitivni kontrola

10 ml Wilkins-Chalgren média
0,3 ml narostlé kultury

7. zkumavka — pozitivni kontrola

10 ml Wilkins-Chalgren média
0,3 ml narostlé kultury

Tabulka 5 - SloZeni Cistych kontrolnich zkumavek s médii

Kontrolni zkumavky — negativni kontroly Slozeni
1. zkumavka 10 ml média
2. zkumavka 9 ml média
1 ml roztoku laktdzy
3. zkumavka 10 ml Wilkins-Chalgren média
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5 Vysledky

5.1 Nameérené hodnoty optické hustoty

Tabulka 6 - B. bifidum DSM 20215 méfeni optické hustoty po dobu 10 hodin v McF

Zkumavka 1 2 3 4 5 6 7
Vzorek Médium Médium Médium Negativni | Negativni | Pozitivni | Pozitivni
s laktézou | s laktézou | slaktézou | kontrola kontrola kontrola | kontrola
Cisté 0,18 0,25 0,15 0,14 0,19 0,46 0,52
Oh 0,28 0,34 0,27 0,33 0,38 0,71 0,73
1h 0,28 0,35 0,29 0,33 0,38 0,73 0,93
2h 0,41 0,39 0,44 0,33 0,38 0,98 0,95
3h 0,53 0,50 0,47 0,33 0,38 1,03 1,02
4h 0,97 0,91 0,92 0,34 0,38 1,33 1,37
5h 1,86 1,72 1,88 0,37 0,39 1,64 1,70
6h 3,56 3,17 3,76 0,38 0,39 2,00 1,96
7h 4,96 4,20 4,75 0,37 0,39 2,39 2,28
8h 5,40 4,63 4,97 0,37 0,41 2,95 2,79
9h 4,46 4,56 4,68 0,36 0,40 3,38 3,25
10 h 3,02 4,35 3,45 0,35 0,38 3,94 3,91
Tabulka 7 - B. bifidum DSM 20239 méreni optické hustoty po dobu 10 hodin v McF
Zkumavka 8 9 10 11 12 13 14
Vzorek Médium Médium Médium Negativni | Negativni | Pozitivni | Pozitivni
s laktozou | s laktozou | slaktézou | kontrola kontrola kontrola | kontrola
Cisté 0,14 0,13 0,21 0,18 0,14 0,44 0,51
Oh 0,29 0,21 0,32 0,27 0,21 0,53 0,62
1h 0,33 0,23 0,34 0,29 0,22 0,67 0,63
2h 0,42 0,29 0,35 0,30 0,24 0,73 0,71
3h 0,44 0,31 0,35 0,31 0,26 0,73 0,74
4h 0,44 0,35 0,42 0,31 0,27 0,90 0,98
5h 0,54 0,46 0,46 0,31 0,28 1,12 1,21
6h 0,75 0,66 0,75 0,31 0,28 1,70 1,78
7h 1,30 1,11 1,25 0,32 0,28 2,64 2,57
8h 2,14 1,83 2,07 0,32 0,29 3,34 3,28
9h 3,16 3,27 3,35 0,37 0,31 3,71 3,68
10h 3,54 3,38 3,56 0,42 0,32 4,05 4,05
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Tabulka 8 - B. bifidum ATCC 29521 méreni optické hustoty po dobu 10 hodin v McF

Zkumavka 15 16 17 18 19 20 21
Vzorek Médium Médium Médium Negativni | Negativni | Pozitivni | Pozitivni
s laktézou | s laktézou | slaktézou | kontrola kontrola kontrola | kontrola
Cisté 0,17 0,14 0,27 0,18 0,15 0,63 0,49
Oh 0,18 0,18 0,29 0,23 0,19 0,64 0,52
1h 0,18 0,19 0,29 0,23 0,24 0,63 0,52
2h 0,16 0,15 0,19 0,22 0,24 0,70 0,55
3h 0,13 0,13 0,13 0,16 0,19 0,54 0,45
4h 0,25 0,21 0,14 0,17 0,19 0,52 0,45
5h 0,27 0,23 0,19 0,22 0,22 0,52 0,45
6h 0,23 0,17 0,18 0,18 0,23 0,52 0,43
7h 0,25 0,16 0,17 0,18 0,22 0,58 0,46
8h 0,18 0,19 0,16 0,18 0,21 0,56 0,50
9h 0,16 0,17 0,15 0,21 0,18 0,52 0,42
10 h 0,14 0,17 0,15 0,21 0,16 0,58 0,42

Vysledky méfeni optické hustoty u kmene B. bifidum ATCC 29521 nevysly dle

oCekavani, ani pozitivni kontrola nevykdazala mnozeni bakterii, a proto byl kmen B. bifidum

ATCC 29521 vyloucen z dalSiho testovani. Dlivodem téchto vysledk( mohla byt kontaminace

vzorku ¢i Spatna devitalizace ze sbirkové kultury. Potvrzeni nesprdvnosti vysledk( ukazuje

i Graf 3.

Tabulka 9 - B. bifidum DSM 20082 méreni optické hustoty po dobu 10 hodin v McF

Zkumavka 22 23 24 25 26 27 28
Vzorek Médium Médium Médium | Negativni | Negativni | Pozitivni | Pozitivni
s laktézou | s laktézou | slaktézou | kontrola kontrola kontrola | kontrola
Cisté 0,14 0,13 0,21 0,18 0,14 0,44 0,51
Oh 0,29 0,21 0,32 0,27 0,21 0,53 0,62
1h 0,33 0,23 0,34 0,29 0,22 0,67 0,63
2h 0,42 0,29 0,35 0,30 0,24 0,73 0,71
3h 0,44 0,31 0,35 0,31 0,26 0,73 0,74
4h 0,44 0,35 0,42 0,31 0,27 0,90 0,98
5h 0,54 0,46 0,46 0,31 0,28 1,12 1,21
6h 0,75 0,66 0,75 0,31 0,28 1,70 1,78
7h 1,30 1,11 1,25 0,32 0,28 2,64 2,57
8h 2,14 1,83 2,07 0,32 0,29 3,34 3,28
9h 3,16 3,27 3,35 0,37 0,31 3,71 3,68
10h 3,54 3,38 3,56 0,42 0,32 4,05 4,05
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Tabulka 10 - L. acidophilus DSM 20079 méreni optické hustoty po dobu 10 hodin v McF

Zkumavka 29 30 31 32 33 34 35
Vzorek Médium Médium Médium Negativni | Negativni | Pozitivni | Pozitivni
s laktézou | s laktézou | slaktézou | kontrola kontrola kontrola | kontrola
Cisté 0,12 0,22 0,13 0,17 0,11 0,48 0,59
Oh 0,44 0,37 0,33 0,35 0,35 0,71 0,77
1h 0,39 0,37 0,31 0,36 0,30 0,68 0,82
2h 0,47 0,39 0,46 0,39 0,31 0,71 0,83
3h 0,52 0,57 0,48 0,39 0,36 0,95 1,04
4h 0,84 0,73 0,74 0,52 0,48 1,42 1,47
5h 1,27 1,18 1,01 0,72 0,65 1,89 1,79
6h 1,53 1,55 1,35 0,78 0,71 2,45 2,47
7h 1,92 1,71 1,79 1,01 1,03 3,07 3,00
8h 2,28 2,11 2,03 1,28 1,17 4,36 3,94
9h 2,78 2,73 2,73 1,22 1,16 5,27 5,09
10 h 3,65 3,52 3,72 1,20 1,12 6,10 5,88

Tabulka 11 - L. reuteri CCM 3625 méteni optické hustoty po dobu 10 hodin v McF

Zkumavka 36 37 38 39 40 41 42
Vzorek Médium Médium Médium Negativni | Negativni | Pozitivni | Pozitivni
s laktézou | s laktézou | slaktézou | kontrola kontrola kontrola | kontrola
Cisté 0,23 0,15 0,15 0,18 0,21 0,55 0,48
Oh 0,58 0,50 0,55 0,55 0,57 0,94 1,00
1h 0,58 0,50 0,69 0,59 0,64 1,02 1,03
2h 1,12 0,99 1,07 1,14 1,06 1,64 1,75
3h 2,65 2,22 2,39 1,75 1,74 3,60 3,71
4h 4,57 4,53 4,71 2,97 3,20 6,07 6,33
5h 6,76 6,80 6,93 4,33 4,25 8,21 8,38
6h 8,94 9,11 9,16 5,12 5,27 9,84 9,91
7h 9,20 9,23 9,35 5,70 5,68 10,00 9,98
8h 9,22 9,23 9,38 6,06 5,96 10,00 10,00
9h 9,22 9,31 9,40 6,19 6,08 10,00 10,00
10h 9,30 9,35 9,42 5,93 5,75 10,00 10,00
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Tabulka 12 - méreni optické hustoty kontrolnich zkumavek po dobu 10 hodin v McF

Zkumavka 43 44 45
Vzorek Médium Médium s laktézou Wilkins-Chalgren médium
Zacatek 0,17 0,24 0,58
Konec 0,16 0,23 0,56

Tabulka 13 - B. bifidum DSM 20215 méreni optické hustoty po dobu 7 hodin v McF

Zkumavka 1 2 3 4 5 6 7
Vzorek Médium Médium Médium | Negativni | Negativni | Pozitivni | Pozitivni
s laktézou | s laktézou | slaktézou | kontrola kontrola kontrola | kontrola
Cisté 0,21 0,29 0,23 0,15 0,29 0,48 0,48
Oh 0,39 0,37 0,37 0,34 0,44 0,68 0,71
1h 0,42 0,37 0,41 0,55 0,46 0,81 0,75
2h 0,52 0,44 0,43 0,55 0,49 0,97 0,92
3h 0,79 0,61 0,64 0,54 0,55 1,04 1,15
4h 1,64 1,35 1,39 0,54 0,58 1,58 1,71
5h 3,43 3,06 3,15 0,58 0,63 2,81 2,68
6h 5,31 4,71 4,89 0,73 0,84 4,63 4,52
7h 6,49 6,12 6,33 0,82 0,87 6,04 5,99

Tabulka 14 - B. bifidum DSM 20239 méreni optické hustoty po dobu 7 hodin v McF

Zkumavka 8 9 10 11 12 13 14
Vzorek Médium Médium Médium | Negativni | Negativni | Pozitivni | Pozitivni
s laktézou | s laktézou | slaktézou | kontrola kontrola kontrola | kontrola
Cisté 0,18 0,16 0,10 0,29 0,19 0,50 0,56
Oh 0,25 0,28 0,21 0,34 0,30 0,62 0,75
1h 0,26 0,28 0,23 0,34 0,28 0,62 0,76
2h 0,39 0,35 0,28 0,34 0,28 0,64 0,76
3h 0,39 0,36 0,33 0,32 0,28 0,84 0,81
4h 0,63 0,52 0,47 0,32 0,27 0,94 0,92
5h 0,65 0,66 0,58 0,32 0,27 1,07 1,12
6h 1,53 1,73 1,26 0,33 0,28 2,03 2,00
7h 3,33 3,37 2,89 0,33 0,27 3,94 4,10
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Tabulka 15 - B. bifidum DSM 20082 méreni optické hustoty po dobu 7 hodin v McF

Zkumavka 15 16 17 18 19 20 21
Vzorek Médium Médium Médium Negativni | Negativni | Pozitivni | Pozitivni
s laktézou | s laktézou | slaktézou | kontrola kontrola kontrola | kontrola
Cisté 0,21 0,24 0,22 0,23 0,23 0,48 0,50
Oh 0,52 0,48 0,50 0,61 0,48 0,90 0,92
1h 0,76 0,75 0,78 0,74 0,68 1,39 1,45
2h 1,02 0,95 1,07 1,04 0,92 1,59 1,61
3h 1,49 1,27 1,48 1,22 1,14 2,03 2,06
4h 2,11 2,00 2,46 1,67 1,49 2,95 3,00
5h 3,49 3,37 4,28 1,82 1,62 4,78 4,71
6h 5,06 5,26 6,24 2,12 2,01 7,00 7,01
7h 6,80 7,16 7,85 2,45 2,37 8,92 8,94

Tabulka 16 - L. acidophilus DSM 20079 méreni optické hustoty po dobu 7 hodin v McF

Zkumavka 22 23 24 25 26 27 28
Vzorek Médium Médium Médium Negativni | Negativni Pozitivni | Pozitivni
s laktozou | s laktozou | slaktézou | kontrola kontrola kontrola | kontrola
Cisté 0,17 0,15 0,16 0,19 0,23 0,48 0,57
Oh 0,43 0,33 0,34 0,34 0,39 0,81 0,82
1h 0,46 0,33 0,35 0,34 0,36 0,78 0,82
2h 0,49 0,40 0,43 0,44 0,48 0,86 0,96
3h 0,55 0,47 0,52 0,49 0,54 1,09 1,14
4h 0,87 0,85 0,79 0,87 0,80 1,47 1,49
5h 1,18 1,08 1,07 1,00 0,97 1,93 2,02
6h 1,43 1,32 1,36 1,12 1,08 2,82 2,81
7h 1,84 1,65 1,73 1,22 1,13 3,73 3,86

Tabulka 17 - L. reuteri CCM 3625 méreni optické hustoty po dobu 7 hodin v McF

Zkumavka 29 30 31 32 33 34 35
Vzorek Médium Médium Médium Negativni | Negativni | Pozitivni | Pozitivni
s laktézou | s laktézou | slaktézou | kontrola kontrola kontrola | kontrola
Cisté 0,22 0,19 0,16 0,17 0,20 0,48 0,46
Oh 0,64 0,48 0,47 0,65 0,68 0,92 0,91
1h 0,73 0,79 0,85 0,91 1,02 1,51 2,05
2h 2,21 2,29 2,34 2,12 2,34 4,02 4,74
3h 4,87 4,56 4,32 3,65 3,25 5,95 5,87
4h 6,38 5,98 5,92 4,43 3,63 7,82 7,64
5h 9,12 8,69 8,58 5,61 5,34 9,91 9,83
6h 9,83 9,37 9,34 5,66 5,45 10,00 10,00
7h 10,00 9,87 9,85 6,55 6,26 10,00 10,00
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Tabulka 18 - méreni optické hustoty kontrolnich zkumavek po dobu 7 hodin v McF

Zkumavka 36 37 38
Vzorek Médium Médium s laktézou Wilkins-Chalgren médium
Zadatek 0,21 0,17 0,48
Konec 0,21 0,19 0,47

5.2 Rustova krivka bakterii

Pro kaidy kmen, zkumavku a opakovani bylo potfeba

sestavit graf rUstové krivky.

Kazdou hodnotu optické hustoty jsem vynasobila stem a nasledné udélala ptirozeny

logaritmus a hodnoty zanesla do grafu, pficemz na ose x je ¢as méfreni a na ose y je pocet

bunék v hodnotdch pfirozeného logaritmu. Hodnota ,,Cisté” na ose x znaci Cisté médium bez

probiotika a hodnota , 0 je pocatek méreni po pridani 0,3 ml bakterii.

Takto jsem postupovala u kazidé zkumavky, abych byla schopnd wvycist zgrafu

exponencidlni (log) fazi rlstové krivky a s hodnotami dale pocitat pro vypocet specifické

rastové rychlosti a generacni doby bakterii.
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Graf 1 - Rastova kfivka B. bifidum DSM 20215 po 10 hodinach
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Graf 2 - Rustova kfivka B. bifidum DSM 20239 po 10 hodinach
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Graf 3 - Rastova krivka B. bifidum ATCC 29521 po 10 hodinach
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Graf rastové krivky B. bifidum ATCC 29521 potvrzuje predpoklad nespravnosti vysledka



Graf 4 - Rastova kfivka B. bifidum DSM 20082 po 10 hodinach
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Graf 5 - RUstova krivka L. acidophilus DSM 20079 po 10 hodinach
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Na grafu lze vidét narust i v negativni kontrole. Vzorek je kontaminovany, a proto byl
vyfazen z testovani.
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Graf 6 - RUstova ktivka L. reuteri CCM 3625 po 10 hodinach

L. reuteri CCM 3625

7
e | aktoza 1
6,5
6 e | aktOza 2
5,5 )
e | aktOza 3
5
Negativni kontrola 1
4,5
4 e Negativni kontrola 2
35 = Pozitivni kontrola 1
3
e Pozitivni kontrola 2
2,5

Cisté 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Na grafu lze vidét narUst i v negativni kontrole. Vzorek je kontaminovany, a proto byl
vyfazen z testovani.

Graf 7 - Rustova kfivka B. bifidum DSM 20215 po 7 hodinach
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Graf 9 - RUstova kfivka B. bifidum DSM 20082 po 7 hodinach
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Na grafu lze vidét narUst i v negativni kontrole. Vzorek je kontaminovany, a proto byl

vyfazen z testovani.
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Graf 10 - Rustova kfivka L. acidophilus DSM 20079 po 7 hodinach
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Na grafu lze vidét narQst i v negativni kontrole. Vzorek je kontaminovany, a proto byl
vyfazen z testovani.

Graf 11 - RUstova krivka L. reuteri CCM 3625 po 7 hodinach
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Na grafu lze vidét narUst i v negativni kontrole. Vzorek je kontaminovany, a proto byl
vyfazen z testovani.
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5.3 Specificka rustova rychlost a generacni doba

Specificka ristova rychlost p udava mnozstvi biomasy vytvorené jednotkou biomasy za
jednotku casu. Je dana vztahem: u = (Inx — Inxo) / (t — to), kdy Cas t je zaCatek doby ristu
exponencidlni faze a to ¢as konce exponencialni faze. Hodnota Inx udavd mnozstvi vytvorené
biomasy, pravé na zacatku exponencidlni faze a Inxo na konci.

Generacni doba T neboli doba zdvojeni znamena dobu potiebnou ke zdvojndsobeni
poctu bunék v kultufe a vypocita se jako: T = log>[(t — to)/(Inx — Inxo)].

PFi vypoctu téchto ukazatel(l byla nejdfive stanovena exponencidlni fazi z grafu
rastovych krivek a poté vypocitana specifickd ristova rychlost a generacni doba pro kazdou
zkumavku s kazdym pouzitym médiem i kmenem bakterie.

Tabulka 19 - Vypocet specifické ristové rychlosti a generacni doby u B. bifidum DSM 20215
v 10hodinovém méreni

ot s Specificka rust. ..
Exponencialni faze Generacni doba
B. bifidum DSM 20215 rychlost
t(h) | to(h) Inx Inx0 K (h) T(h)
Laktéza 1 3 6 3,9703 | 5,8749 0,634880 0,655445059902217
Laktdza 2 3 6 3,9120 | 5,7589 0,615626 0,69987333169233
Laktéza 3 3 6 3,8501 | 5,9296 0,693147 0,528766372944897
Negativni kontrola 1 4 5 3,5264 | 3,6109 0,084557 3,56392537711706
Negativni kontrola 2 7 8 3,6636 | 3,7136 0,050010 4,32162745198724
Pozitivni kontrola 1 3 7 4,6347 | 5,4765 0,210434 2,24856273570994
Pozitivni kontrola 2 3 7 4,6250 | 5,4293 0,201093 2,31406376928654

Tabulka 20 - Vypocet specifické rlstové rychlosti a generacni doby u B. bifidum DSM 20239
v 10hodinovém méreni

Exponencialni faze Specificka rdst. Generacni doba
B. bifidum DSM 20239 rychlost
t(h) | to(h) | Inx Inx0 i (h) T (h)

Laktéza 1 6 9 4,3175 | 5,7557 0,479418 1,06064391778269
Laktéza 2 5 9 3,8286 | 5,7900 0,490330 1,02817596325508
Laktéza 3 5 9 3,8286 | 5,8141 0,496372 1,01050553359232
Negativni kontrola 1 8 10 3,4657 | 3,7377 0,135967 2,87867306104746
Negativni kontrola 2 7 9 3,3322 | 3,4340 0,050891 4,29643580808681
Pozitivni kontrola 1 5 8 4,7185 | 5,8111 0,364214 1,45714155517391
Pozitivni kontrola 2 5 8 4,7958 | 5,7930 0,332408 1,58897434717114
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Tabulka 21 - Vypocet specifické ristové rychlosti a generacni doby u B. bifidum DSM 20082
v 10hodinovém méfeni

Exponencialni faze Specificka rist. Generacni doba
B. bifidum DSM 20082 rychlost
t(h) | to(h) Inx Inx0 u (h) T (h)

Laktéza 1 3 7 3,9512 | 5,8608 0,477386 1,06677296644779
Laktoza 2 3 7 3,8501 | 5,9454 0,523818 0,932861765605233
Laktéza 3 3 7 3,8067 | 5,9915 0,546201 0,872497422257321
Negativni kontrola 1 6 7 3,7136 | 4,1271 0,413562 1,27382335415582
Negativni kontrola 2 6 7 3,6636 | 4,0943 0,430783 1,2149670579983
Pozitivni kontrola 1 3 10 4,6444 | 6,4216 0,253890 1,97772341137341
Pozitivni kontrola 2 4 10 4,8122 | 6,3919 0,263289 1,92528198110904

Tabulka 22 - Vypocet specifické rlistové rychlosti a generacni doby u L. acidophilus DSM
20079 v 10hodinovém méreni

L. acidophilus DSM Exponencialni faze Specificka rdst. Generacni doba
rychlost
20079 t(h) | to(h) | Inx Inx0 i (h) T (h)
Laktdza 1 3 5 3,9512 | 4,8442 0,446472 1,16335941503201
Laktdza 2 4 5 4,2905 | 4,7707 0,480225 1,05821703348002
Laktdza 3 4 7 4,3041 | 5,1874 0,294440 1,76395325453631
Negativni kontrola 1 3 5 3,6636 | 4,2767 0,306552 1,70579516506126
Negativni kontrola 2 3 5 3,5835 | 4,1744 0,295434 1,7590914175178
Pozitivni kontrola 1 5 8 5,2417 | 6,0776 0,278632 1,84356847040736
Pozitivni kontrola 2 7 9 5,7038 | 6,2324 0,264333 1,91957279910905

Tabulka 23 - Vypocet specifické rlstové rychlosti a generacni doby u L. reuteri CCM 3625
v 10hodinovém méreni

Exponencialni faze Specifickd rdst. Generacni doba
L. reuteri CCM 3625 rychlost
t(h) | to(h) | Inx Inx0 i (h) T (h)
Laktéza 1 1 3 4,0604 | 5,5797 0,759643 0,396605748229647
Laktéza 2 2 4 4,5951 | 6,1159 0,760386 0,395195863914774
Laktéza 3 2 4 4,6728 | 6,1549 0,741015 0,43242606909209
Negativni kontrola 1 2 4 4,7362 | 5,6937 0,478767 1,06260484635655
Negativni kontrola 2 3 4 5,1591 | 5,7683 0,609266 0,714856580148722
Pozitivni kontrola 1 2 4 5,0999 | 6,4085 0,654331 0,611907072096364
Pozitivni kontrola 2 2 4 5,1648 | 6,4505 0,642842 0,637463401540298
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6 Diskuze

Pro nds experiment byly vybrany kmeny B. bifidum (DSM 20215, DSM 20082, DSM
20239) a L. acidophilus DSM 20079 na zakladé vyzkumu Goderské et al. (2008). Goderska et al.
(2008) porovnavali rGst rodl Lactobacillus a Bifidobacterium v médiich doplnénych vybranymi
sacharidy. Zjistili, Ze ptidavek sacharidd do média mél vyznamny vliv na pocet bakteridlnich
bunék. Jako nejsndze dostupnymi sacharidy se pro vSechny testované bakteridlni kmeny
ukazaly glukdza, sachardza a laktdza. Jejich experimenty potvrdily, Ze glukdza je pro testované
kmeny nejsnaze dostupnym sacharidem a nékteré druhy B. bifidum vyuZivaji laktozu stejné
snadno jako sacharézu. NaSe vysledky rovnéZ prokdazaly, Ze pridavek laktézy do média
vyznamneé zvysil celkovy pocet bakterii.

Nejvyssi hodnota optické hustoty média ze vSech testovanych kmen( byla namérena
u kmene L. reuteri CCM 3625, kdy tato hodnota dosahovala az 10 McF. To, Ze média
obohacend o cukr poskytovala vys$si celkovy pocet bakterii pro rod Lactobacillus nez pro
Bifidobacterium, popisuji i Goderska et al. (2008) ve svém vyzkumu.

Tato studie ma velky vyznam pro oblast zdravi traviciho traktu, protozZe L. acidophilus
a B. bifidum jsou probiotické bakterie, které maji pozitivni vliv na lidské zdravi. Tyto druhy
bakterii jsou pfirozenou soucasti stfevni mikrobioty a mohou pomoci udrZovat zdravou
rovnovahu mikroorganisma v travicim systému. ldentifikace nejvhodnéjsich sacharid( pro rast
téchto bakterii tak muize vést k vyvoji novych probiotickych produktl s vétsi ucinnosti
a prospésnosti pro lidské zdravi.

Vybér kmene L. reuteri CCM 3625 pro nas vyzkum inspirovala studie Majekové et al.
(2015). Studie se zabyvala hleddanim vhodného kmene z rodu Lactobacillus, ktery by mél byt
odolny vici antibiotikim. Jednou ze zdravotnich poruch, které jsou probiotické bakterie
schopny mirnit, je postantibioticky prljem. V pfipadé zotaveni postantibiotického prijmu je
uzivani probiotik velmi casté. Z téchto dlivodu je proto nezbytné znat profil antibiogramu
probiotické bakterie. Ve studii Majekové et al. (2015) bylo vybrano osm zivocisnych laktobacill
a sbirkovy kmen Lactobacillus reuteri CCM 3625. Tyto bakterie byly studovany z hlediska
profild fermentace sacharid(, rezistence na Zlucové soli, profilli antibiogram( a vlivu Zludi na
citlivost k antibiotikiim.

Studie Desjardins et al. (1990) byla inspiraci pro vybér kmene B. bifidum ATCC 29521 do
naseho vyzkumu. Studie zkoumala dalsi kmeny bifidobakterii, véetné B. bifidum ATCC 29521
z hlediska jejich schopnost rlstu a potencialniho pouziti v produktech jogurtového typu. V této
studii sledovali specifickou ristovou rychlost bakterii po dobu 8 hodin ve 12 %
rekonstituovaném odstredéném mléce. Zjistili, Ze vSechny testované kmeny B. bifidum by
mély byt vynikajicimi kandidaty pro vyrobu fermentovanych mléénych vyrobkl pouzivanych
jako doplrik( stravy prospésnych pro zdravi.

Studie (Desjardins, 1990) udava, Ze molarni pomér acetat:laktat se pohyboval od 3:1 az
1:1. Ztohoto dlvodu si myslime, Ze bifidobakterie by nebyly vhodné pro vyrobu
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fermentovanych mlécnych vyrobkd. Pri fermentaci vyrobku by byl vyrobek prilis kysely
a z hlediska chuti nedobry.

Pfi naSem experimentu jsme navic zjistili, Ze tento kmen byl kontaminovan, jelikoz
projevoval zndmky rlstu i v negativni kontrole, a proto byl z testovani vyrazen.

Co se tyce specifické rlstové rychlosti nasich testovanych kmen(, nejvyssi hodnota
u média s laktézou byla vyhodnocena u kmene L. reuteri CCM 3625. Primérnd hodnota
rastové rychlosti v médiu s laktézou byla 0,75 h. Tento kmen, ale vykazoval narist optické
hustoty i v negativni kontrole, coz ukazuje na kontaminaci i pfesto, ze kmeny byly pred
v médiu obohaceném o laktézu vykazoval kmen L. acidophilus DSM 20079, kde prlmérna
hodnota byla 0,41 h.
Obecné lze fici, ze vysledky vybranych védeckych studii naznacuji, Ze glukdza, laktdza
a sacharéza jsou pro vsechny testované bakteridlni kmeny nejen snadno dostupnymi
sacharidy, ale také jsou schopné tyto sacharidy vyuZit jako zdroj uhliku v metabolickych
procesech. Tyto poznatky jsou vyznamné nejen pro obecné porozuméni metabolickych
procesll u bakterii, ale také pro zlepSeni vyroby a kvality fermentovanych potravin. Nami
testovani bakteridlni zastupci byly vybrani na zakladé predeslych studii zabyvajici
se laktézovou intoleranci, napfiklad Masoumi et al. (2021) popisuji Ucinek probiotického
jogurtu obohaceného o Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium sp. na pacienty
s intoleranci laktdzy. Studie byla provedena na 55 pacientech s intoleranci laktdzy, ktefi byli
rozdéleni do kontrolni skupiny a experimentdlni skupiny. Kontrolni skupina dostavala
neprobioticky jogurt, zatimco experimentdlni skupina dostdvala jogurt obohaceny o L.
acidophilus a Bifidobacterium sp. Pacienti dostavali jogurt po dobu jednoho tydne a byli poté
testovani na pfiznaky intolerance laktézy a podstoupili dechovy test na laktdézovy vodik.
Vysledky testl u experimentalni skupiny ukazaly niZsi ptiznaky intolerance laktézy a nizsi
hladinu laktézového vodiku v dechu. Studie tedy naznacuje, Ze probiotické jogurty obohacené
o L. acidophilus a Bifidobacterium sp. mohou byt U¢innou volbou pro pacienty s intoleranci
laktozy.
Dalsi pozitivni ucinky podavanim probiotik pfi laktézové intoleranci popisuji He et al. (2007)
ve své studii. Studie zkoumala ucinky dvoutydenni suplementace jogurtem obohacenym
o Bifidobacterium animalis a kapslemi s Bifidobacterium longum na stfevni mikrofléru u 11
¢inskych subjektl s intoleranci laktdzy. Studie se zamérila na zmény v metabolickych aktivitach
stfevni mikrobioty, poctu bunék a skupin bakterii ve stolici a aktivitu B-galaktosidazy ve stolici.
Vysledky ukazaly, Ze suplementace vedla k narlstu poctu celkovych bunék a bakterii, zvysené
aktivité B-galaktosiddzy a mirnému narUlstu poctu Bifidobacterium. Symptomy intolerance
laktdzy se po suplementaci snizily. Zavéry studie ukazaly, Ze suplementace mize modifikovat
mikrobiotu a zmirnit symptomy u subjektl s intoleranci laktézy. Tato studie naznacuje, Ze
dietni laktéza a probiotika mohou byt uzitetnymi ndastroji v fizeni intolerance laktozy
prostrednictvim modifikace mikrobioty tlustého streva.

Pro vyvoj novych probiotik a pro pochopeni toho, pro¢ nékteré oligosacharidy
a polysacharidy mohou nebo nemohou byt pouZity jako prebiotika, je zapotrebi lépe
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porozumét enzymum pro hydrolyzu sacharidi kédovanym bakteriemi Bifidobacterium. Dosud
byl podrobné charakterizovan pouze relativné maly pocet bifidobakteridlnich glykosylhydrolaz
(Pokusaeva, 2011). V ramci svého vyzkumu zkoumali Pkusaeva et al. (2011) charakterizované
bifidobakteridlni glykosidové hydroldzy, jako jsou a-galaktosiddzy, [-galaktosidazy,
a-glukosidazy a sacharéza fosforylazy.

Tyto enzymy mohou byt pouZity k tvorbé glykosidickych vazeb misto hydrolyzy, coz
umoziuje vytvaret prebiotické latky, které jsou selektivné metabolizovany bifidobakteriemi
v tlustém stfevé. Mezi bifidobakteridlni glykosylhydroldzy s transglykosylovou aktivitou jsou
nejbéznéjsi a nejlépe prostudovanou skupinou B-galaktosidazy. Tyto enzymy jsou nezbytné
pro rlst bifidobakterii na substratech ziskanych z mléka, vcéetné laktozy
a (trans)galaktooligosacharidi odvozenych z laktdzy, které obsahuji B-galaktosidické vazby.
Hydrolytické a transglykosylové aktivity B-galaktosidazy byly prokazany u rlznych druht
bifidobakterii, véetné B. bifidum (Pokusaeva, 2011).
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7 Zaver

e VySe uvedeny text popisuje vysledky experimentu zaméreného na rUst bakterii v médiich
obohacenych o laktézu. Experiment byl proveden s nékolika kmeny bakterii, pficemz byla
mérena opticka hustota, specifickd rdstovd rychlost a generacni doba. Vysledky
experimentu ukdzaly, Ze ptidavek laktdzy do médii zvysil celkovy pocet bakterii.

e Nejvyssi specifickou rlstovou rychlost vykazoval v médiu s laktézou kmen B. bifidum DSM
20215 s primérnou hodnotou 0,65 h. Kvili nejrychlejsi specifické rychlosti, se da usuzovat,
rastovou rychlost v médiu obohaceném o laktézu vykazoval kmen B. bifidum DSM 20082,
kde primérnd hodnota byla 0,49 h.

e Pfi porovnani specifickych rdstovych rychlosti kmenli v médiu obsahujicim laktézu
s médiem obohacenym o Wilkins-Chalgren, lze fici, Ze médium s ptidanou laktézou mélo
vétsi vliv na rlst bakterii.

e Generacni doba byla dalS$im mérenym ukazatelem pro hodnoceni vyuZiti laktdézy
probiotiky. NejkratSi doba generace byla opét zaznamenana u kmene B. bifidum DSM
20215, kde se v médiu s laktézou pohybovala okolo 0,6 h, zatimco v pozitivni kontrole byla
2,3 h. Tento kmen ma zaroven nejvétsi rozdil hodnot generacéni doby pro rlznd média.
Z vysledk( Ize usuzovat, Ze pro kazdy testovany kmen byla generacni doba kratsi v médiu
obsahujicim laktézu nez v médiu obohaceném o Wilkins-Chalgren.

e Plvodni hypotéza predpokladala, Ze existuje vyznamny rozdil mezi specifickou rychlosti
rastu rlznych rodd bakterii v zavislosti na pritomnosti laktdzy v kultivaénim médiu. Tento
predpoklad byl dale aplikovan i na kmeny uvniti jednotlivych rodu. | kdyz existuji nékteré
kontaminované vysledky, da se usoudit, Ze hypotéza je spravna. Nicméné, aby byla
hypotéza presvédcivéji potvrzena, bylo by vhodné tento experiment zopakovat na vétsim
mnozstvim kmen(.
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