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Schopnost bifidobakterii utilizovat uméla sladidla a
cukerné alkoholy jako jediny zdroj energie

Souhrn

Obsah této prace byl zaméren na testovani schopnosti bifidobakterii utilizovat uméla
sladidla a cukerné alkoholy jako jediny zdroj energie. Pfedpokladem prace bylo, ze schopnost
metabolizovat tyto latky budou mit pouze nékteré druhy bifidobakterii a Ze tato vlastnost bude
kmenoveé specificka.

Obecné jsou uméla sladidla velmi kontroverznim tématem ve védecké komunité
a spoleCnosti. Stale neni natolik prikazné, zda role umélych sladidel v lidské vyzivé ma
pozitivni ¢i negativni vliv na stfevni mikrobiotu a zdravi lidského organismu obecné.

Prakticka cast prace probihala v in vitro podminkach, kdy bylo otestovano celkem
48 kment rodu Bifidobacterium pomoci makrodilu¢ni a mikrodilucni metody. Jako substraty
pro rast bifidobakterii slouzily 4 uméla sladidla (acesulfam K, aspartam, sacharin, sukral6za)
a 4 cukerné alkoholy (erythritol, isomalt, sorbitol, xylitol), které se v koncentraci 1,5 g/l
ptidavaly do API 50 CHL média. Pro kontrolu narastu bifidobakterii byla pouzita i pozitivni
kontrola se substratem v podobé glukézy a negativni kontrola bez substratu. Kultivace
bifidobakterii probihala pfi teploté 37 °C po dobu 24 az 48 hodin. Vyhodnoceni experimentu
se liSilo podle pouzité metody. U obou metod se hodnotila opticka denzita a pH. Méfeni optické
denzity vSak u kazdé metody probihalo odlidn€. U makrodilu¢ni metody byla vyhodnocena
opticka denzita pomoci McFarlandovy zakalové stupnice, u mikrodilucni metody byla
vyhodnocena pomoci pfistroje Tecan Infinite M200.

Z vysledku bylo patrné, ze u makrodiluéni metody umélo utilizovat dany substrat
10 kmenu bifidobakterii a u mikrodilu¢ni metody 12 kmena bifidobakterii z celkového poctu
48 testovanych kment. Nejcastéji metabolizované byly cukerné alkoholy sorbitol a isomalt.
Z umélych sladidel to byly acesulfam K a aspartam. Ostatni sladidla (erythritol, sacharin,
sukral6za a xylitol) nebyly metabolizovany bifidobakteriemi, ¢imz se potvrdila ¢ast hypotézy,
ze testovana sladidla metabolizovaly jen nékteré druhy bifidobakterii.

Vlastnost bifidobakterii utilizovat rizna uméla sladidla a cukerné alkoholy se potvrdila
i u rdznych kment jednoho druhu bifidobakterii. Napft. 3 kmeny u druhu B. catenulatum. Kmen
B. catenulatum D1 a B. catenulatum D16 byly schopné utilizovat sorbitol v makrodilucni
metod€. B. catenulatum D36 kromé sorbitolu dokazalo v této metod€ utilizovat i isomalt.
Z téchto vysledku lze vyvodit potvrzeni zbylé ¢asti hypotézy, ze schopnost metabolizovat
testovana sladidla je u bifidobakterii kmenové specificka.

Z hlediska informaci z odborné literatury shromazdénych v této praci a zvysledki
praktické casti této prace nelze zcela s jistotou fict, zda schopnost metabolizovat uméla sladidla
a cukerné alkoholy ma pozitivni ¢i negativni vliv na stfevni mikrobiotu a lidské zdravi. Lze
tedy tyto domnénky aplikovat v budoucnu pfi dal§im vyzkumu v této oblasti.

Klicova slova: Bifidobakterie, probiotika, synteticka sladidla, cukerné alkoholy, intestinalni
mikrobiota, organické kyseliny



The Ability of Bifidobacteria to Utilize Artificial
Sweeteners and Sugar Alcohols as a Sole Energy Source

Summary

The aim of this thesis was focused on testing the ability of bifidobacteria to utilize
artificial sweeteners and sugar alcohols as the only source of energy. The premise of the work
was that only some species of bifidobacteria will have the ability to metabolize these substances
and that this property will be strain specific.

In general, artificial sweeteners are controversial topic in the scientific community and
society. It is still not clear whether the role of artificial sweeteners in human nutrition has
a positive or negative effect on the intestinal microbiota and the human health.

The experiment of the thesis tooks place in vitro when a total of 48 strains of the genus
Bifidobacterium were tested using macrodilution and microdilution methods. Four artificial
sweeteners (acesulfame K, aspartame, saccharin, sucralose) and four sugar alcohols (erythritol,
isomalt, sorbitol, xylitol) were used as substrates for the growth of bifidobacteria, which were
added to API 50 CHL medium at concentration of 1.5 g/ 1. The positive control with substrate
in the form of glucose and the negative control without substrate were also used to control the
growth of bifidobacteria. The bifidobacteria were cultivated at 37 © C for 24 to 48 hours. The
evaluation of the experiment differed according to used method. Both methods were evaluated
for optical density and pH. However, the measurement of optical density was different for each
method. For the macrodilution method, the optical density was evaluated using the McFarland
scale, for the microdilution method it was evaluated using the Tecan Infinite M200.

The results showed that in the macrodilution method 10 bifidobacterial strains could
utilize the given substrate and in the microdilution method 12 bifidobacterial strains out of the
total number of 48 tested strains could utilize the substrates. The most metabolized sugar
alcohols were sorbitol and isomalt, the most metabolized artificial sweeteners were acesulfame
K and aspartame. Other sweeteners (erythritol, saccharin, sucralose, xylitol) were not
metabolised by bifidobacteria, confirming part of the hypothesis that the tested sweeteners were
metabolized only by some species of bifidobacteria.

The ability of bifidobacteria to utilize different artificial sweeteners and sugar alcohols
has also been confirmed in different strains of one species of bifidobacteria. E.g., 3 strains
in B. catenulatum. B. catenulatum D1 and B. catenulatum D16 were able to utilize sorbitol in
the macrodilution method. In addition to sorbitol, B. catenulatum D36 was able to utilize
isomalt in this method. From these results, it is possible to confirm the rest of the hypothesis
that the ability to metabolize the tested sweeteners is strain-specific in bifidobacteria.

From the point of view of the information gathered in this thesis and from the results
of our experiment, it is not possible to say with certainty whether the ability to metabolize
artificial sweeteners and sugar alcohols has a positive or negative effect on the intestinal
microbiota and human health. Therefore, these assumptions can be applied in future research.

Keywords: Bifidobacteria, probiotics, artificial sweeteners, sugar alcohols, intestinal
microbiota, organic acids
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1 Uvod

Strava patii mezi nejdulezit€jsi faktory, které ovliviiuji lidské zdravi. Diky globalizaci
a ekonomickému ristu mnohych zemi postupem casu doslo ke zméné stravovacich navyku.
Obecné se energeticky prijem zvysil spolu se zvySenou konzumaci zivociSnych tukt
a energeticky bohatych potravin. Oproti tomu se snizil pfijem vlakniny (Pang et al. 2021).

Nedilnou soucast lidské stravy predstavuji sacharidy. Z hlediska energetického
soucast potravin, na které dosdhne vétSina obyvatel nasi planety. Pravé prebytek cukru je
pti¢inou mnoha modernich nepfenosnych onemocnéni, jako jsou napt. metabolicky syndrom,
obezita, diabetes mellitus, kardiovaskuldrni onemocnéni, velmi casty zubni kaz a jiné
(Di Rienzi & Britton 2020).

Vzhledem k rostoucim trendim nadvahy i obezity se klade vétsi daraz na vyvazenou
stravu a energetickou restrikci. Jednou ze strategii, jak snizit pfijem energie, je zdrzet se cukra
anahradit je umélymi sladidly, které maji sladkou chut a jejich kaloricky obsah je zanedbatelny
(Pang et al. 2021).

Velky pocet lidi si mysli, ze uméla sladidla jsou ,zdravé§i“ wvariantou cukru
(Ebrahimzadeh et al. 2018). Stale tu jsou ale bezpeCnostni a zdravotni piinosy konzumace
umélych sladidel, a ty zlstavaji pfedmétem mnohych diskusi ve védécké komunité i ve
spoleCnosti obecné (Pang et al. 2021). Jejich pouziti je spojovano s narusenou homeostazou
glukozy, priristkem hmotnosti a zménénym gastrointestinalnim mikrobiomem (Turner et al.
2020).

Pravé souvislost mezi cukrem a nemocemi jsou Castecné zpusobené stfevni mikrobiotou,
ve které mohou pusobit rizné druhy mikroorganismu (probiotické, patogenni). Proto jakakoli
zména konzumace cukri ¢i umélych sladidel, vytvori nové stievni prostiedi, ve kterém se
selektuji nové mikrobialni kmeny a ty poté maji vliv 1 na hostitele (Di Rienzi & Britton 2020).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Umeéla sladidla a cukerné alkoholy stale Castéji nachazeji uplatnéni v potravinarském
a farmaceutickém pramyslu, jako nahrazka cukrt. Zdravotni rizika spojena s jejich konzumaci
jsou velice kontroverznim tématem. Jednim z téchto aspekti je i vliv na slozeni mikrobioty
traviciho traktu. Jednou z nejvyznamnéjsich skupin mikroorganismda, které pozitivne ovliviuji
zdravotni stav hostitele, jsou bifidobakterie. Predpokladame, ze pouze nékteré druhy
bifidobakterii budou mit schopnost tyto latky metabolizovat, a ze tato vlastnost bude kmenovée
specificka.

Cilem diplomové prace bylo testovani schopnosti bifidobakterii metabolizovat vybrana
uméla sladidla a cukerné alkoholy jako zdroj energie.



3 Literarni reSerse

3.1 Lidsky mikrobiom a mikrobiota

Mikroorganismy cCasto ziji v riznych formach spoleCenstvi. Dokazou zit i v tésném
mikroorganismy jsou vzajemné propojeny riznymi vztahy mezi samotnymi mikroorganismy ¢i
mezi mikroorganismem a hostitelem. Jedna se o symbiotické, komenzalni ¢i patogenni vztahy
mikroorganismu (Lee et al. 2021). Pojem mikrobiota tedy predstavuje mikrobialni komunitu
osidlujici hostitele. Pokud budeme mit na mysli mikrobiotu v¢etné v§ech mikrobialnich gent
definujeme tim jiz mikrobiom. Mikrobiom je tedy mikrobialni spoleCenstvi spolu
s mikrobialnim genomem (Liang et al. 2018). Mikrobiom muze byt také povazovan za
samostatny organ ¢i jako druhy, velmi variabilni genom organismu (Shahriar et al. 2020). Pocet
mikroorganismu na kizi a v lidském téle nasobné prevysSuje pocet lidskych bunék (Lee et al.
2021).

Lidsky mikrobiom se déli na 4 hlavni casti — oralni, gastrointestinalni, vaginalni a kozni
mikrobiom. V kazdé této oblasti se vyskytuji jedinecné druhy mikroorganismu a jako celek
maji jedinecné funkce (Nichols et al. 2019).

Diverzita mikroorganismu je v jednotlivych mikrobiomech rozdilna. Diverzita kozniho
a vagialniho mikrobiomu je velmi nizkd oproti diverzité gastrointestinalniho mikrobiomu
(Liang et al. 2018). Prave slozeni a funkce daného mikrobiomu ovliviiuji hostitele riznymi
zpusoby. Muze dochazet ke zvySovani metabolismu potravy, vytvoreni ochranné bariéry proti
patogennim mikroorganismim ¢i poskytovani riznych prospés$nych metabolitt hostiteli. Na
druhou stranu mize byt mikrobiom spojovan i s riznymi druhy onemocnéni a poruch. Jde napf.
o syndrom drazdivého tracniku, rakovinu tlustého stfeva, rizna bakterialni onemocnéni,
vaginozy ¢i atopické dermatitidy (Lee et al. 2021).

Béhem poslednich desetileti bylo vynalozeno usili identifikovat a pochopit roli
mikrobiomu v lidském zdravi a pfi onemocnéni (Lee et al. 2021). Objev vztahu lidského
mikrobiomu s nemocemi vytvaii jedineCnou moznost 1é¢by, ale i presto je stale potfeba poznat
spoustu nevyjasnénych informaci (Nichols et al. 2019).

3.1.1 Mikrobiota dutiny tstni

Dutina Gstni je neustale vystavena pozitym a inhalovanym mikroorganismim. Stabilni
teplota (35-37 °C) a pH (sliny — 6,5 az 7) poskytuji idealni prostiedi pro rist mikroorganisma
(Lee et al. 2021).

Z hlediska lokace mikroorganisma délime dutinu Gstni na 3 oblasti.

Prvni oblast zahrnuje kolonizaci sliznice. Ta se sestava z tvari, dasni a jazyku. Tato Cast
oralniho mikrobiomu je nejméné kolonizovana. Zdrava sliznice dutiny ustni je kolonizovana
rody bakterii jako jsou Streptococcus, Rothia, Eubacterium. Patogennimi bakteriemi mohou
byt napt. rody Tannerella, Prevotella ¢i Porphyrmonas, které jsou zodpovédné za halitozu
(z&pach z ust) (Nichols et al. 2019).

Druhou a zaroveni nejrozmanitéjsi oblasti jsou sliny. I pfestoze se sliny neustale tvori
a neustale je Clovék polyka, tak je v nich slozeni mikroorganismu relativné stabilni. Diky
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riznému slozeni slin riznych jedinci mize byt i tato ¢ast mikrobiomu velmi variabilni. Vétsina
kment této oblasti je podobna kmenim ve stievech. Jsou to napf. kmeny Bacteroidetes,
Firmicutes, Proteobacteria a Actinobacteria.

Posledni oblasti oralniho mikrobiomu jsou zuby. Zuby svoji tvrdosti a pevnosti jsou
idealnim prostfedim pro tvorbu biofilmi, vtomto pfipadé zubniho plaku. Zde jsou
nejroz§irenéj§i kmeny Firmicutes a Actinobacteria. Pravé zubni plak je zodpovédny za vznik
fady béznych ustnich poruch a onemocnéni. Jde napfiklad o Casty zubni kaz, zanéty dasni ¢i
zanéty periodoncia (ozubice). Na zubnim kaze se podili nejCast&ji Streptococcus mutans. Dale
také rody Viellonella, Prevotella i Bifidobacterium, které byly pozorovany ve vét§Sim mnozstvi
u déti s mnohocetnymi kazy. Témto bakteriim vyhovuje nizké pH, které je vétsSinou v dutiné
ustni zpusobeno bakterialni pfeménou piijatych cukri ze stravy na slabé kyseliny. Tyto
kyseliny poté demineralizuji zubni sklovinu, ktera se stava nachylnéjsi k infekcim a vzniku
zubniho kazu. Bylo také pozorovano, ze i malé mnozstvi cukru (2 kg za rok) ma vliv na vznik
zubniho kazu. (Nichols et al. 2019).

Oralni mikrobiom je ovliviiovan mnoha aspekty zivotniho stylu jedince. Jedna se hlavné
o dietu, uzivani tabaku, alkoholu, antibiotik, vystaveni organismu stresu, t€hotenstvi a dalsi
(Lee et al. 2021).

3.1.2 Mikrobiota gastrointestinalniho traktu

Veédci védi jiz od konce 50. let, Ze bakterie pfitomné v gastrointestinalnim traktu (GIT)
ovlivilyji, jak se metabolizuji 1éky, toxické latky i1 metabolity hostitele. Pfesto se pfesunula
vyznamna pozornost na mikrobiom gastrointestinalniho traktu az v poslednich letech (Nichols
et al. 2019).

Lidsky gastrointestinalni trakt je obyvan rozmanitou mikrobiotou, kterd se nachazi na
stfevech 1 uvnitf stfev (Liang et al. 2018) a uvadi se, ze obsahuje az 100 triliond raznych bakterii
(Ahmad et al. 2020).

Role stfevni mikrobioty ve fyziologii ¢lovéka je vyrazna. Raznorodost mikrobioty je dana
genotypem hostitele a ovlivnitelnymi faktory jako jsou vyziva a zivotosprava organismu
obecné. Strava ovliviiuje metabolické pochody mikroorganismu v gastrointestinalnim traktu
a také jeho slozeni (Shahriar et al. 2020).

Osidleni gastrointestinalniho traktu mikroorganismy zacina jiz v zaludku a kon¢i hojné
tlustym stfevem a distalnim tsekem gastrointestinalnim traktu. Pfiblizné z 90% stfevni
mikrobioty dospélého Clovéka dominuji bakterialni kmeny Bacteroidetes a Firmicutes. Dalsi
kmeny jako jsou Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia, Fusobacteria i
Cyanobacteria predstavuji bakterialni mensinu (Ahmad et al. 2020).

Kriticky okamzik pro kolonizaci gastrointestinalniho mikrobiomu nastava beéhem prvnich
3 let zivota. Slozeni mikrobiomu u kojencii ma znacné rozdily a ma na nich vliv i samotny
mikrobiom matky (Usta, klize, vagina, GIT, matefské mléko). Tento matetsky mikrobiom se
béhem raného Zzivota pfemisti do gastrointestinalniho traktu ditéte, kde slouzi jako zaklad
sttevniho mikrobiomu ditéte. Bakterialni diverzita je ovlivnéna i zplisobem porodu (pfirozeny
porod nebo porod cisafskym fezem), prvni stravou (matefské mléko nebo uméla vyziva)
a uzivanim antibiotik (Dreyer & Liebl 2018).
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Obecné bylo zjisténo, ze novorozenci, ktefi se narodili cisafskym fezem, jsou
kolonizovani bakteriemi prevazné z kiize a ust matky a z okolniho prostiedi operac¢niho salu
(Dreyer & Liebl 2018). Novorozenci, kteti pfisli na svét pfirozenym vaginalnim porodem, jsou
kolonizovani bakteriemi z porodnich cest a z gastrointestinalniho traktu matky. Bifidobakterie
velmi Casto kolonizuji kojence timto zptsobem, a to je také divod, pro¢ byly bifidobakterie
podobné tém matetskym, izolovany ze stolic kojencti (Jensen et al. 2016).

Dalsim faktorem je vyziva kojencl. Pfirozené kojeni je klicovym bodem v kolonizaci
gastrointestinalniho traktu kojencli. Slozeni matefského mléka (oligosacharidy, lysozym,
laktoferin, protilatky atd.) podporuji a stimuluji kolonizaci prospéSnych bakterii ve stfevech
kojence (Jensen et al. 2016). Nedavné studie odhalily, ze matefské mléko neni sterilni
a obsahuje probiotické bakterie rodu Lactobacillus a Bifidobacterium. Déle také rody
Streptococcus a Staphylococcus. Da se tedy fict, ze mateiské mléko je vlastné forma
pfirozeného synbiotika, jelikoz obsahuje probiotika i prebiotika (Cukrowska et al. 2020).
Ptirozené kojené déti maji snizeny relativni vyskyt rodu Lactococcus ve srovnani s détmi, které
jsou krmeny umeélou vyzivou. S mikrobiotou také souvisi podavani antibiotik v kojeneckém
a raném véku k eradikaci patogennich bakterii. Bohuzel tento krok neni specificky pro bakterie
a zpusobuje poskozeni i bakteriim, které pusobi pfiznivé. Vlivem antibiotik na
gastrointestinalni mikroorganismy muze dojit krozvoji imunitné zprostfedkovanych
onemocnéni jako je astma, zanétliva onemocnéni stfev atd. (Jensen et al. 2016).

V dnesni dobé existuje neékolik strategii, jak dopomoct k obnoveni rovnovahy stfevni
mikrobioty. Lécba se specializuje hlavné na podavani probiotik, prebiotik a synbiotik,
bakteriofagovou terapii €i transplantaci fekalni mikrobioty (Gomaa 2020).

Probiotika jsou pfiznivé pusobici zivé mikroorganismy, které se podavaji za tcelem
zlepSeni zdravi jedince. NejCastéji se pouzivaji bakterie rodu Lactobacillus a Bifidobacterium,
z kvasinek jde ptevazné o Saccharomyces boulardii. Mezi hlavni pfiznivé plsobici funkce
probiotickych bakterii patii syntéza vitaminli B a K, snizeni pH diky produkci mastnych kyselin
s kratkym fetézcem, antimikrobialni aktivita proti patogennim mikroorganismim produkci
bakteriocinu, metabolizace karcinogennich latek ¢i stimulace imunitni odpovédi organismu
(Gomaa 2020). Mastné kyseliny s kratkym fetézcem tvorené stifevni mikrobiotou se mohou
pomoci Citratového cyklu dale pfeménit na glukdzu vyuzitelnou hostitelem (Payne et al. 2012).
Probiotika lze pouzit i v pfipadé dysbidzy, ke které muze dochazet po antibiotické terapii.
Probiotika mohou byt konzumovana ve formé raznych kapsli a pilulek, ¢i ptirodné v kombinaci
s jidlem, napft. jogurt a dalsi fermentované mlé¢éné vyrobky (Gomaa 2020).

Prebiotika jsou nestravitelné slozky potravy, které podporuji rast prospésnych
mikroorganismua v lidském téle. (Liang et al. 2018). Dulezitymi vlastnostmi prebiotik jsou
odolnost vici zaludeénim kyselinam a travicim enzymim, nesmi se vstfebavat v hornich
Castech traviciho traktu, musi byt fermentované stfevnimi bakteriemi a podporovat rust
prospésnych mikroorganismda.

Synergicka kombinace probiotik a prebiotik se nazyva synbiotika (Gomaa 2020).

3.2 Rod Bifidobacterium

Rod Bifidobacterium se fadi do kmene Actinobacteria a spolu s dal§imi rody tvoii ¢eled
Bifidobacteriaceae (Turroni et al. 2019). Nazev rodu Bifidobacterium oznacuje morfologii

12



vétveni bakterii. Pojem ,,bifidus* pochazi z latiny a znamena rozstép na dvé ¢asti (Lim & Shin
2020). U morfologie bifidobakterii je ¢asto typicky nepravidelny tyCinkovy tvar s vétvenim,
které pfipomina tvar pismene Y nebo V. Jejich morfologie maze byt ale i variabilni s malymi
pravidelné tvarovanymi burikami (Mattarelli & Biavati 2014).

Rod Bifidobacterium se sklada celkové ze 106 taxonu (Parte et al. 2020), které se
vyskytuji v riznych ekologickych nikach (Turroni et al. 2019). Jde napf. o gastrointestinalni
trakt savcd, ptakd a hmyzu ¢i je lze najit 1 v odpadnich vodach, kam se dostavaji z fekalni
kontaminace (Mattarelli & Biavati 2014). V tlustém stfevé tvoii pfiblizné 4 % stfevni
mikrobioty a vyskytuji se v koncentracich 103-10° bunék/g stfevniho obsahu (Mattarelli &
Biavati 2014).

Poprvé byly bifidobakterie izolované ze zdravych kojenych déti roku 1900 Tissierem.
Bifidobakterie jsou grampozitivni, nesporulujici, nepohyblivé anaerobni tyCinky
(Mattarelli & Biavati 2014). Velmi casto plsobi jako sacharolyticky komenzal
v gastrointestinalnim traktu, kde rozklada nestravené zbytky stravy hostitele (Bottacini et al.
2018). Nekteré druhy bifidobakterii dokazou tolerovat kyslik v pfitommnosti nebo
nepiitomnosti COx.

Jejich vysledek v katalazovém testu je negativni a mezi hlavni metabolity, které tvoii,
fadime octovou a mlécnou kyselinu v poméru 3:2 (Mattarelli & Biavati 2014), které pomahayji
pii traveni a usnadiiuji vstiebavani zivin (Yakoob & Pradeep 2019). Pravé mastné kyseliny
s kratkym fetézcem pusobi jako zivotné dulezity zdroj energie pro kolonycyty (Finney et al.
2007). Dale produkuji i rizné chemické latky jako jsou enzymy ¢i vitaminy
skupiny B. Z vitaminG napfiklad thiamin, biotin, kyselina listova, kobalamin a riboflavin
(Yakoob & Pradeep 2019).

Hojné se bifidobakterie vyuzivaji jako probiotika, kdy v lidském zdravi jsou prevenci
sttevnich infekci, stimuluji imunitni systém, snizuji hladinu cholesterolu v krvi, dokonce
1 snizuji riziko nadorovych onemocnéni v gastrointestinalnim traktu (Yakoob & Pradeep 2019).
Ackoliv maji bifidobakterie pozitivni zdravotni pfinos pro lidského hostitele, existuje stale
nedostatek znalosti o molekularnich mechanismech, které vysvétluji probiotické vlastnosti
bifidobakterii (O'Callaghan & van Sinderen 2016).

Nejcasteji se pouzivaji jako probiotika druhy B. bifidum, B. breve, B. longum subsp.
infantis, B. longum subsp. longum a B. animalis subsp. lactis (Mattarelli & Biavati 2014). Jako
vhodna prebiotika se pouzivaji inulin a fruktooligosacharidy, které stimuluji jejich zivotni
pochody (Payne et al. 2012).

Pritomnost raznych druht bifidobakterii se méni s vékem a v riznych vékovych etapach
jsou pfitomné v gastrointestinalnim traktu Clovéka odlisné bifidobakterie (Arboleya et al.
2016). U dospelych se nejcastéji vyskytuji druhy jako Bifidobacterium adolescentis
a B. catenulatum. Druhy jako B. bifidum, B. breve ¢i B. longum subsp. infantis se nej¢asté&ji
nalézaji ve stolici kojenych déti (Turroni et al. 2019). Bifidobakterie se nachazeji v lidské stolici
ato z 25 % dospélé a 80 % kojeneckeé stolice (Yakoob & Pradeep 2019).

Bohuzel nelze presn€ uvést absolutni rozdéleni bifidobakterii v gastrointestinalnim traktu
u kojencti a dospélych lidi, jelikoz je jejich pfitomnost ovlivnéna odlisnym slozenim mikrobioty
aje do zna¢né miry ovlivnéna prave stravou hostitele. I ptes tyto odliSnosti je mozné dosdhnout
stejného ¢i podobného druhu bifidobakterii (napt. B. adolescentis) a to pii prenosu z matky na
dit€ (Turroni et al. 2019).
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Pocet bakterii na gram stolice

Kojeni jako dilezity postnatalni faktor pomaha formovat détskou mikrobiotu béhem
prvniho roku zivota. Bifidobakterie jsou schopné utilizovat oligosacharidy materského mléka
(Stuivenberg et al. 2022), které jsou dulezité pro stfevni mikrobiotu kojence. Oligosacharidy
matetského mléka nejsou piistupné pro stfevni enzymy, jelikoz je stfevni enzymy nedokazou
rozstépit. To je divod, pro€ jsou tyto oligosacharidy schopné dostat se do tlustého stieva, kde
slouzi jako substrat praveé bifidobakteriim. Bifidobakterie jsou pak schopné vyuzivat tento
substrat a branit kolonizaci patogent (Thomson et al. 2018).

Prechod stfevni mikrobioty z kojence na dospélého mezi 1. a 2. rokem zivota je ovlivnén
omezenin kojeni a naslednym zvySenym piijmem pevné stravy, ktera podporuje rozvoj
ostatnich mikroorganismi ve stfeveé. V tomto piechodovém obdobi dochazi k abytku
bifidobakterii, ale 1 pfesto jsou stale dominantnimi ¢leny stfevni mikrobioty. Po odstavu pocet
bifidobakterii klesa (Turroni et al. 2018).

Riazné nemoci jako obezita, diabetes mellitus ¢i alergie jsou spojeny s niz§im poctem
bifidobakterii v riznych fazich zivota. V prubéhu dospélosti tento pokles byva relativné stabilni
a poté se pocCet bifidobakterii ve stafi opét snizuje (Arboleya et al. 2016). Starsi lidé vykazuji
narust poCtu enterobakterii, klostridii, streptokoku ¢i enterokoku (viz Obr. 1). Jednim z divodu
muize byt Casté pouzivani antibiotik ¢i  prosty pobyt v nemocniénim prostiedi
(Mattarelli & Biavati 2014). Pokles druhové rozmanitosti ve stfevech je dan procesem starnuti,
ktery je spojen i se snizenou adhezi ke stfevni sliznici (Arboleya et al. 2016).

Bifidobacteria

1 012 R ———
100
E. coli, Enterococcus
108
108
104 . o .
Clostridium perfringens
102 /

L J L J1 Il J L J

Narozeni Odstav Détstvi Dospélost Stari
Kojenecké obdobi

Obrazek 1 Zmeény gastrointestinalniho mikrobioty v pribéhu lidského zivota. Rod
Bifidobacterium prevazuje nejvice u kojenci a s postupem cCasu jejich mnozstvi
v gastrointestinalnim traktu klesa (Sarkar & Pitchumoni 2016).

3.2.1 Bifidobacterium adolescentis

B. adolescentis (Reuter, 1963) patfi mezi vyznamné bifidobakterie, které specificky
nalézame ve stolici dospélych jedinc, ale lze je nalézt i v odpadnich vodach
(Mattarelli & Biavati 2014).

Jedna se o kratké zaktivené tyCinky, které mohou byt rozvétvené (viz Obr. 2). Kolonie
jsou konvexni o pruméru 2-3 mm a jejich konzistence muze byt mékka az pastovita. Hlavnimi
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produkty fermentace jsou octova a mlécna kyselina. B. adolescentis nebylo schopno
fermentovat erythritol, naopak sorbitol byl fermentovan (Reuter 1971).

Mezi jejich vlastnosti se uvadi schopnost metabolizovat glykany pochazejici ze stravy,
zejména Skroby, oligosacharidy i polysacharidy (Duranti et al. 2016).

Obrazek 2 Morfologie B. adolescentis (Biavati & Mattarelli 2012).

3.2.2 Bifidobacterium angulatum

B. angulatum (Scardovi & Crociani, 1974) tvoti charakteristické V tvary nebo palisadové
uspotfadani podobné korynebakteriim (viz Obr. 3), kde neni patrné vétveni. Poprvé byla tato
bakterie izolovana z exkrement dospélych lidi, pozd€ji byla nalezena i v odpadnich vodach
(Mattarelli & Biavati 2014). Oproti B. longum a B. adolescentis je B. angulatum méné obvykla
bifidobakterie v lidské stfevni mikrobioté (Zakharevich et al. 2019).

Vzhled povrchu kolonii je hladky s celymi okraji a maji meékkou konzistenci. Byvaji
lesklé, kruhové sporcelanové bilou barvou. Optimalni teplota pro rast je od
39 do 40 °C. Pocatecni optimalni pH je od 6,5 do 6,9. Hlavnimi produkty fermentace glukozy
jsou L-mlé¢na a octova kyselina v poméru 1:2,2. U 5 ze 6 testovanych kment nebyl sorbitol
fermentovan (Scardovi & Crociani, 1974).

R\

vawe =
(AN
Obrazek 3 Morfologie B. angulatum (Biavati & Mattarelli 2012).

3.2.3 Bifidobacterium bifidum

B. bifidum (Tissier, 1900) je prvni objevenou bifidobakterii, kterou popsal Tissier. Ten
také aplikoval rodova a druhova jména na zékladé charakteristického vzhledu bifidobakterii.
Tato bakterie byla izolovana z exkrementd kojenci a uvadi se jako typovy druh rodu
Bifidobacterium (Mattarelli & Biavati 2014).
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Bunky maji variabilni vzhled. Charakteristické byvaji amforovité buiiky (viz Obr. 4).
B. bifidum nedokaze fermentovat sorbitol (Biavati & Mattarelli 2012).

Jedna se o bakterii, ktera dokaze inhibovat bakterii Helicobacter pylori v zaludku.
Kombinace Lactobacillus acidophilus a B. bifidum snizuje télesnou hmotnost u obéznich lidi
(Yakoob & Pradeep 2019).

B. bifidum spole¢né s B. breve se fadi mezi nej¢asteji sdilené bifidobakterie mezi matkou
a dité¢tem. Tyto bifidobakterie jsou poté schopny pietrvat ve stievé kojence az jeden rok

(Turroni et al. 2019).

.‘!a'.
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Obrazek 4 Morfologie B. bifidum (Biavati & Mattarelli 2012).

}

3.2.4 Bifidobacterium breve

B. breve (Reuter, 1963) je bakterie, ktera ma nejtenc¢i a nejkrat§i buiky mezi
bifidobakteriemi, které se nachazeji v lidském stfevé (Mattarelli & Biavati 2014). Jejich tvar
muze byt i rozvétveny (viz Obr. 5). Kolonie jsou konvexni, maji hladky nebo lehce zvinény,
celistvy povrch. Pramér kolonii byva pfiblizné 2-3 mm a maji pastovitou konzistenci.
Kone¢nymi produkty byva octova a mlécna kyselina. Neumi fermentovat sorbitol, naopak
erythritol ano (Reuter 1971). Jedna se o bézného Clena détské mikrobioty stiev (Turroni et al.
2019) a poprvé byla tato bifidobakterie izolovana pravé z kojenecké stolice (Mattarelli &
Biavati 2014).

Déle hraje vyznamnou roli v obran¢ sliznice hostitele a pomaha pfi prevenci infekénich
onemocnéni. Také sejedna o antialergicky kmen. Peroralni podavani zmirmuje bariérové zmeény
zpusobené oxidacnim stresem na kiizi nebo UV zafenim (Yakoob & Pradeep 2019).

.'f" -t h\'”‘ﬂ' V."-
..,f\\':} f‘&

Obrazek S Morfologie B breve (Biavati & Mattarelh 2012).
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3.2.5 Bifidobacterium catenulatum

B. catenulatum (Scardovi & Crociani, 1974) je bakterie, ktera byla poprvé objevena ve
vykalech dospélych jedincti, pozdéji se nasla i v odpadnich vodach a ve vaginalni mikrobiotg.
Tato bakterie obdobné jako Bifidobacterium pseudocatenulatum je blize ptibuzna
B. adolescentis na zdkladé pfibuznosti DNA (Mattarelli & Biavati 2014).

Jednotlivé buiiky maji zietelné vétveni a mivaji 3 az 4 globularni prvky uspotradané do
fetézcu, kde distalni konce téchto fetézct se zuzuji (viz Obr. 6). Kolonie jsou hladké, konvexni,
lesklé a jemné. Maji celé okraje a krémovou az bilou barvu. Optimalni teplota je pro
B. catenulatum 39 az 41 °C a optimalni pH od 6,5 do 6,9. Z glukozy fermentuji konecné
produkty ve formé mlécné a octové kyseliny v poméru 1:2,15. Vétsina testovanych kmena
vtéto studii (85 %) fermentovala sorbitol, ale ne mannitol. Obdobné¢ tomu bylo
u B. adolescentis (Scardovi & Crociani 1974).

Obrazek 6 Morfologie B catenulatum (Biavati & Mattarelli 2012).

3.2.6 Bifidobacterium dentium

B. dentium (Scardovi & Crociani, 1974) je bakterie, ktera byla poprvé izolovana
z lidského zubniho plaku. Pozdé&ji byla objevena 1 v lidskych vykalech a vaginalni mikrobiot¢.
Vétsina bifidobakterii se da povazovat za pfinosné pro lidské zdravi. B. dentium je tedy ale
vyjimkou a povazuje se za oportunniho patogena, nebot se poji s rozvojem zubniho kazu
(Mattarelli & Biavati 2014).

Jedna se o stihlé tyCinky, které se na distalnich koncich vétvi. U B. dentium se nevyskytuji
globularni prvky (viz Obr. 7). Obecna morfologie je podobna jako u B. longum. Povrch kolonii
je leskly, krémové az bilé barvy. Maji zvinéné Ci celistvé okraje a Casto byvaji mékké a
vystouplé. Naopak ve stafi byvaji ploché. Optimalni teplota pro rust je mezi
39 az41 °C a optimalni pH od 6,5 do 6,9. Kone¢nymi produkty fermentace glukdzy jsou mlécna
a octova kyselina v poméru 1:2,5. Pfiblizné 90 % testovanych kment nebylo schopno
fermentovat sorbitol (Scardovi & Crociani 1974).
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Obrazek 7 Morfologle B. dentium (Biavati & Mattarelli 2012).

3.2.7 Bifidobacterium faecale

B. faecale (Choi et al, 2014) je kratka bakterie, ktera ma tvar Y a byla izolovana z lidskych
vykall. Povrch kolonii je hladky, mirné konvexni a bilé barvy. Buiky rostou v rozmezi teplot
30 az 42 °C a pti pH od 5,0 do 7,0. Hlavni produkty fermentace jsou mlécna a octova kyselina
v poméru 1:1,57. B. faecale je schopno fermentovat xylitol na kyseliny, ale neni schopno
fermentovat erythritol a D-sorbitol na kyseliny (Choi et al. 2014).

3.2.8 Bifidobacterium gallicum

B. gallicum (Lauer, 1990) byla poprvé izolovana zlidskych exkrementt
(Mattarelli & Biavati 2014). Jedna se o kratké tyCinky se zaoblenymi konci (viz Obr. 8). Byvaji
vétsinou usporadané v parech nebo kratkych fetézcich, kdyz se pestuji v tekuté kulture. Vzhled
kolonii je neprithledny, kulaty, celistvy, bélavy a ma mékkou konzistenci. Optimalni rast je pfi
37 az 39 °C a optimalni pH od 6,0 do 7,0. U Cerstvych kultur vznika slaby octovy zapach.
Hlavnim fermentacnim produktem jsou octova a L-mlécna kyselina, dale vznika také rizné
mnozstvi etanolu. Sorbitol neni fermentovan (Lauer 1990).
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Obrazek 8 Morfologie B. gallicum (Blavatl & Mattarelli 2012).

3.2.9 Bifidobacterium longum

B. longum (Reuter, 1963). Jedna se o nejbéznéjsi druh stfevnich mikroorganismt
u dospélych i kojenci po celou dobu lidského Zivota. Tento druh byl uznan za bezpe&ny Uradem
pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA — Food and Drug Administration) i Evropskym uradem pro
bezpecnost potravin (EFSA — European Food Safety Authority) (Zhang et al. 2019).
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Jedna se o dlouhé, zakiivené tyCinky, které mohou byt dale i nafouklé, kyjovité, ve tvaru
¢inky nebo rozvétvené (viz Obr. 9). Poprvé byl izolovan ze stieva dospélého jedince. Kolonie
se jevi jako konvexni, celistvé o priméru 2-5 mm. Povrch kolonii je mekky, vlihky a leskly ¢i
slizky. Konecnymi produkty jsou octova a mlécna kyselina. Nedokazou fermentovat erythritol
ani sorbitol (Reuter 1971).

B. longum bylo spojeno se zménami hojnosti v gastrointestinalnim traktu ¢lovéka, které
mohou mit vliv na onemocnéni jako je Crohnova choroba ¢i na alergické reakce. Prave
vyznamny rozdil v mnozstvi této bifidobakterie byl pozorovan mezi zdravymi détmi, které
meély 30,3 % bifidobakterii tohoto druhu a détmi s alergickymi obtizemi, u kterych bylo pouze
11,1 % bifidobakterii tohoto druhu. Obdobné tomu je u Crohnovy choroby, kdy pacienti s touto
nemoci maji niz§i hladiny B. longum. Jako probiotikum je B. longum ucinné proti
autoimunitnim onemocnénim (zanétliva onemocnéni stfev), metabolickému syndromu i proti
porucham mozku a stfev (Zhang et al. 2019).

V soucasné dobé jsou do tohoto druhu zatazeny 4 poddruhy. B. longum subsp. infantis
a B. longum subsp. longum byly izolovany z lidskych exkrementt, krve, telecich exkrementd
a vody (Zhang et al. 2019).

!
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(vpravo) (Biavati & Mattarelli 2012).

B. longum subsp. longum patii mezi prvni bifidobakterie, které byly kompletné
sekvenované. To pomohlo objasnit metabolickou diverzitu a poznatky o dalSich ¢lenech rodu
Bifidobacterium (Mattarelli & Biavati 2014).

Zbylé 2 poddruhy B. longum subsp. suis a B. longum subsp. suillum byly izolovany
z exkrementa telat a prasat (Zhang et al. 2019).

3.2.10 Bifidobacterium pseudocateulatum

B. pseudocatenulatum (Scardovi et al., 1979) je bakterie, ktera byla poprvé izolovana
z kojeneckych vykala. Spolu s B. catenulatum si jsou blizce piibuzné. Dale miZeme tuto
bakterii nalézt v odpadnich vodach, ve vykalech dospélych lidi i kojenci (nezavisle na
podavané formé matetské formule) ¢i u kojenych telat (Mattarelli & Biavati 2014).

Jedna se o nepravidelné tyCinky Casto usporadané do pari. Obcas se vyskytuji s mnohem
variabilngj§im tvarem (viz Obr. 10). Vzhled kolonii je hladky, leskly a jemny, konvexni
s celymi okraji. Byvaji krémové az bilé barvy. Optimalni teplota pro rust je pii 39-41 °C.
Optimalni pH pro rist je od 6,5 do 6,9. Kone¢nymi produkty fermentace glukozy jsou L-mlécna
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a octova kyselina vpoméru 1:2. Sorbitol bylo schopno fermentovat 50 % kment
B. pseudocatenulatum izolovanych z kojeneckych vykala (Scardovi et al. 1979).

Obrazek 10 Morfologie B. pseudocatenulatum (Biavati & Mattarelli 2012).

3.2.11 Bifidobacterium scardovii

B. scardovii (Hoyles et al., 2002) je bakterie, ktera je pojmenovana podle V. Scardovi,
ktery se podilel na znalostech o bifidobakteriich. Jedna se o tyCinky, které mohou byt
1 zaktivené (viz Obr. 11). Povrch kolonii je leskly, konvexni s hustym bilym stfedem. Kone¢né
produkty fermentace glukozy jsou octova a L-mlécna kyselina. Sorbitol neni fermentovan na
kyseliny (Hoyles et al. 2002).

Tento druh byl izolovan z lidské krve (Mattarelli & Biavati 2014).

AR

Obrazek 11 Morfologie B. scardovii (Biavati & Mattarelli 2012).

3.3 Sladidla

Sladidla jsou latky, které dodavaji potravinam sladkou a plnou chut (Aiello 2020).

Obecné se tedy sladidla d€li na pfirodni a uméla. Jako pfirodni sladidla mizeme tvest
napiiklad glukézu, fruktozu, galaktdzu, sachardzu, laktozu a maltozu, ktera se bézné vyskytuji
v ovoci, medu a mléénych vyrobcich (Aiello 2020). Uméla sladidla jsou dale klasifikovana
podle obsahu kalorii na vyzivna (cukerné alkoholy) a nevyzivna (ostatni uméla sladidla) (Pang
et al. 2021).

Sacharéza a produkty, které ji obsahuji se vyznacuji rychlym vstfebanim glukozy v krvi.
Nadmeérna konzumace cukru, tedy sachardzy, mize vést k fadé zdravotnich problému (napf.
metabolické a hormonalni poruchy, diabetes mellitus 2. typu, kardiovaskularni onemocnéni
atd.). Kviali tomuto divodu je nadmérny piijem cukru celosvétovym problémem v oblasti
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verejného zdravi. ZvySené povédomi o potravinach, rostouci obavy spotiebitelti o jejich vlastni
zdravi ¢i rostouct prevalence obezity a dal§ich onemocnéni vede ke zvySené pozornosti potravin
se snizenym obsahem cukru. V dusledku toho roste poptavka po pfirodnich sladidlech s nizkou
kalorickou hodnotou a pfijatelnou chuti, které by mohly nahradit sacharézu. Kromé ptirodnich
sladidel zacali lidé omezovat pfijem cukri s pouzitim alternativnich sladidel (Pielak et al.
2019).

Alternativni sladidla mohou konzumovat jak lidé s diabetem, tak 1 bézna populace.
Pridavaji se jako ptisady do mnoha nizkokalorickych potravin jako jsou nealkoholické napoje,
mlécné vyrobky, praskové napojové smési, pecivo, cukrovinky a dezerty, dzemy ¢i zelé
a zvykacky. Lze je také pouzit jako stolni sladidlo doma, v jidelnach ¢i restauracich (Ruiz-
Ojeda et al. 2019).

Bezpecnost umélych sladidel pro lidskou spotiebu v Evropé byla vyhodnocena
a potvrzena EFSA a sbirkou Codex Alimentarius. Uvadi se tedy, ze konzumace umélych
sladidel a cukernych alkoholt je bezpeCna pro lidskou spotiebu a nezpusobuje nadorova
onemocnéni, ani jiné zdravotni problémy. V tomto pfipadé se ale pocita stim, ze denni
ptipustna davka (ADI — Acceptable Daily Intake) daného sladidla neptekroci danou mez (Ruiz-
Ojeda et al. 2019). Schvaleni umélych sladidel a obecné potravinatskych ptidatnych latek je
zalozeno na dukladné charakterizaci nebezpeci a rizik. Nasleduje stanoveni ADI a maximalni
povolené urovné (MPL — maximum permitted level) v potravinach. Nez vSak budou sladidla
povolena v potravinach, musi byt podrobeny Siroké Skale testd navrzenych k vyhodnoceni
potencialniho rizika pro spotfebitele, kde se posuzuje, jak dana latka v téle reaguje a zda
nevyvolava toxické ucinky (Sardarodiyan & Hakimzadeh 2016).

V Evropské unii bylo prozatim uznano 11 nevyzivnych umélych sladidel pro lidskou
konzumaci — acesulfam K, advantam, aspartam, aspartam-acesulfamova sul, cyklamova
kyselina a jeji sodné a vapenaté soli, neohesperidin dihydrochalkon, neotam, sacharin, steviol-
glykosidy, sukraldéza a thaumatin. Vyzivnych umélych sladidel bylo uznano 8 — sorbitol,
mannitol, isomalt, polyglycitolovy sirup, maltitol, laktitol, xylitol a erythritol (Ruiz-Ojeda et al.
2019).

3.3.1 Uméla sladidla

Umela sladidla jsou latky, které se ptidavaji do potravinaiskych vyrobka a napoju jako
pridatné latky (Liu et al. 2021), které musi byt uvedeny na spotfebitelském obalu formou
E kodu (Ruiz-Ojeda et al. 2019). Jedna se o rizné chemické latky, které byvaji 30-13 000x
sladsi nez sacharéza (Pang et al. 2021). Velkou vyhodou je tedy fakt, ze maji vysokou sladivost
a nizkou kalorickou hodnotu (Ruiz-Ojeda et al. 2019), a proto se oznacuji jako nevyzivna
sladidla, ktera slouzi jako nahrada kalorickych sladidel v potravinach po celém svété (Ahmad
et al. 2020).

Umela sladidla se metabolizuji odliSnym zpisobem nez bézné sacharidy, a to prave kvuli
jejich odlisSnym vlastnostem. Proto se da fict, ze kazdé sladidlo je jedinecné a muaze odlisné
ovlivnit 1 vnimanou chut potravin, do kterych se pfidava (Pang et al. 2021).

Soucasna popularita umélych sladidel je zalozena na tom, ze spotiebitelé davaji vétsi
pozornost tomu, jak snizit jejich energeticky pfijem. K tomu jsou uméla sladidla vhodna a jsou
proto pouzivany ke kontrole vahy a piipadné obezity (Liu, Zhang et al. 2021). Toto je také
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divod, pro¢ doslo v poslednich desetiletich k nartstu potravinaiskych vyrobkd s obsahem
umélych sladidel na trhu. I pfestoze mnoho narodnich ufada schvalilo uméla sladidla za
bezpecna a dobie tolerovana, stale existuje mnoho sport o jejich ucincich na lidské zdravi.
Neékteré dlouhodobé kohortové studie upoutaly pozornost spojitosti mezi konzumaci umélych
sladidel a snizenim rizika vzniku onemocnéni diabetu mellitu 2. typu. Na druhou stranu
observacni studie pfinesly opacné zavéry. Jiné longitudinalni kohortové studie odhalily
i souvislost mezi konzumaci umeélych sladidel a rizikem hypertenze, mrtvice
a kardiovaskularnich pfihod (Pang et al. 2021).

3.3.1.1 Acesulfam K

Jedna se o bily krystalicky prasek, rozpustny ve vod¢, ktery nema zadnou kalorickou
hodnotu. Byl objeven v roce 1967 (Ebrahimzadeh et al. 2018).

Jeho denni ptipustna davka je 15 mg/kg télesné hmotnosti za den (Ruiz-Ojeda et al. 2019).
Acesulfam K ma 200x vyssi sladivost nez sachardza (More et al. 2021). Sladkost acesulfamu
K je vnimana rychle a nepfetrvava déle nez vlastni chut' potraviny, do které je pfidavan.
Organoleptické vlastnosti jsou ovlivnény potravinami, ve kterych je konzumovan. Pfi nizkych
koncentracich je sladka chut’ Cista, zatimco pifi vyssich koncentracich mize byt patrna vedle;jsi
chut’ (Klug & von Rymon Lipinski 2012).

V praxi se Casto pouziva k zamaskovani hotké chuti aspartamu v kombinaci s dal§imi
sladidly (napf. sukral6za). Lze jej pouzit pfi vafeni a peceni, jelikoZz je tepelné stabilni a diky
jeho stabilité je pouzivan jako sladidlo v mrazenych pokrmech, pecenych potravinach,
sladkostech, napojich i pastilkach proti kasli (More et al. 2021). Jako aditivum se oznacuje
kédem E950 na spotrebitelskych obalech (Ruiz-Ojeda et al. 2019).

Z chemického hlediska (viz Obr. 12) jde o organickou kyselinu kombinovanou
s draselnou soli (K v nazvu sladidla). V lidském téle neovliviiuje ptijem drasliku a ani se
nemetabolizuje (More et al. 2021), proto je malo pravdépodobné, ze se by dostal do dolnich
partii gastrointestinalniho traktu a ovlivnil tak stfevni mikrobiotu. Po konzumaci je tedy
acesulfam K rychle vstieban v GIT a poté vylouen v nezménéné podobé prevazné moci
(85 %) a stolici v men§im mnozstvi (15 %) (Khan et al. 2020).
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Obrazek 12 Chemicka struktura acesulfamu K (Ruiz-Ojeda et al. 2019).
3.3.1.2 Aspartam

Aspartam byl objeven v roce 1965 a jeho denni pfipustna davka je 0-40 mg/kg hmotnosti
za den. Jde o bilou latku bez pacht, ktera neni teplotné stabilni. To je také duvod, kvali kterému
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ho nelze pouzit pii vareni. Dalsi nevyhodou je, ze se rozklada v tekutindch béhem jejich
skladovani (Ebrahimzadeh et al. 2018).

Sladivost aspartamu je 200x vy$$i nez u sacharézy. Na rozdil od ostatnich umélych
sladidel ma aspartam kalorickou hodnotu 4 kcal/g. Presto diky jeho vysoké sladivosti se pouziva
ve velmi malych mnozstvich, kdy je kaloricky pfijem téméf zanedbatelny (Pang et al. 2021).

Vzhledem k jeho Cistoté a sladké chuti je aspartam pouzivan ve vice nez 6000 raznych
druzich potravinovych vyrobki, jako jsou napt. mrazené dezerty, zvykaci multivitaminy, stolni
sladidla a dalsi (More et al. 2021).

Z chemického hlediska se jedna o synteticky metyl ester dipeptidu, ktery je tvofeny
asparagovou kyselinou a fenylalaninem, jak je znazornéno na Obrazku 13 (Khan et al. 2020).
Po piijmu je aspartam v GIT rychle metabolizovan na asparagovou kyselinu, fenylalanin
a metanol v poméru 50:40:10 (Ebrahimzadeh et al. 2018). Tyto hydrolyzované slozky jsou
v organismu metabolizovany jejich normalnimi cestami. Metanol je metabolizovan v jatrech,
zatimco asparagova kyselina a fenylalanin se vyuzivaji jako volné aminokyseliny, které mohou
slouzit pro syntézu bilkovin, ¢i jsou dale vylu¢ovany (Pang et al. 2021).

Diky pfitomnosti fenylalaninu v aspartamu nemuze byt konzumovan lidmi, ktefi trpi
fenylketonurii (Khan et al. 2020) a proto vyrobci potravin musi informaci o obsahu fenylalaninu
uvadét na obalech potravin (Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008).
Aspartam se na spotiebitelskych obalech oznacuje pod kodem E951 (Ruiz-Ojeda et al. 2019).

(0) OCH;
N
H
H NH, (o)
Obrazek 13 Chemicka struktura aspartamu (Ruiz-Ojeda et al. 2019).

3.3.1.3 Sacharin

Jedno z prvnich umélych sladidel, které bylo v historii objeveno, byl pravé sacharin.
Poprvé byl syntetizovan v roce 1879 Remsenem a Fahlbergem (Tandel 2011).

Spotieba sacharinu vzrostla v obdobi 1. svétové valky, kdy dochazelo k vyraznému
poklesu zemédelské produkce a cukr byl na piidél. Po 1. svétové valce se spotieba sacharinu
opét zvysila a po 2. svétové valce zacCala jeho spotfeba exponencialné rist. Prave s rostouci
popularitou sacharinu v minulém stoleti, zacala byt dostupna tfada dalSich umélych sladidel
(Lewis & Tzilivakis 2021).

Sladivost sacharinu je pfiblizné 300x sladsi nez sachar6za. Intenzita sladivosti zavisi na
koncentraci a slozeni roztoku. Sacharin ma mirn€ nahotklou kovovou pachut, ktera se v praxi
maskuje pfidanim jinych sladidel. ADI je u sacharinu udédvana v mnozstvi 5 mg/kg télesné
hmotnosti (Mahmood & Al-Juboori 2020).

Lze ho nalézt v potravinach jako aditivum — stolni sladidla, dzusy, dzemy, zvykacky,
razné dezerty a cukrovinky (More et al. 2021), ale také v kosmetice, zubni pasté ¢i Gstni vodé
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a v 1é¢ivech (Mahmood & Al-Juboori 2020). Sacharin se jako aditivum oznacuje na obalech
potravin pod kodem E954 (Ruiz-Ojeda et al. 2019).

Z chemického hlediska se jedna o sulfonamidovy derivat toluenu (viz Obr. 14), ktery se
vyskytuje ve sodikové nebo draselné formé, popt. ve formé kyseliny. Sacharin se rozklada pri
teplotach vyssich nez 380 °C a uvoliiuje toxické vypary (oxidy dusiku a siry) (Mahmood & Al-
Juboori 2020).

Po konzumaci sacharinu je 85-95 % absorbovano a jako nezménéna latka vyloucen moci.
Zbyvajici ¢ast sacharinu (5-15 %) prochazi travicim traktem a je vylouc¢en v nezménéné formé
stolici (Pang et al. 2021).

O

O

Obrazek 14 Chemicka struktura_sacharinu (Ruiz—Ojeda et al. 2019).

3.3.1.4 Sukraloza

Jednd se o syntetickou molekulu vytvofenou substituci 3 hydroxylovych skupin
v molekule sachardzy za 3 chloridové atomy (viz Obr. 15) (More et al. 2021). Toto ume¢lé
sladidlo bylo objeveno v roce 1976 britskymi védci (Tandel 2011).

Sladivost sukralozy je az 600x vétsi nez sachardza (Shahriar et al. 2020). I pfestoze je
sukral6za velmi podobna sachardze, tak nema zadnou kalorickou hodnotu, a to z divodu jeji
Spatné absorpce v lidském téle (More et al. 2021).

Vétsina zkonzumované sukraldzy (65-95 %) je vylouCena v nezménéné formé vykaly
a pouze zanedbatelné mnozstvi je absorbovano (Ebrahimzadeh et al. 2018).

HO
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HO, ¢
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Obrazek 15 Chemicka struktura sukralozy (Ruiz-Ojeda et al. 2019).

3.3.2 Cukerné alkoholy

Cukerné alkoholy (polyoly) jsou nizko stravitelné sacharidy, které se ziskavaji substituci
aldehydové skupiny za hydroxylovou skupinu. Pfirozené se vyskytuji v malém mnozstvi
v ovoci, neékterych druzich zeleniny a hub. Pridavaji se jako aditiva do potravin za ucelem
zlepSeni technologickych vlastnosti potravin, a proto také musi byt uvedeny na spotiebitelskych
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obalech formou E kodu (Grembecka 2015). Vétsina polyoli se nachazi ve formé krystalickych
latek nebo tekutych sirupti (More et al. 2021).

Mezi cukerné alkoholy fadime hydrogenované monosacharidy jako jsou sorbitol ¢i
mannitol, dale také hydrogenované disacharidy (isomalt, maltitol, laktitol) a smési
hydrogenovanych mono-, di- nebo oligosacharidii (Grembecka 2015).

I ptfestoze pro né¢ nebyla stanovena ADI, jsou znamé pro jejich projimavé ucinky,
nadymani a plynatost pfi nadmérné konzumaci (Grembecka 2015). Pokud obsah polyolt
v potraving je vyssi nez 10 %, musi byt na obalu uvedeno upozornéni: ,,Nadmérna konzumace
muize vyvolat projimavé ucinky* (Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008;
Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1169/2011).

Sladivost cukernych alkoholt byva obvykle nizsi, nez je sladivost monosacharidi
(Grembecka 2015). Byvaji pfiblizné z 25-100 % stejné sladké jako cukr (Ruiz-Ojeda et al.
2019). To je duvod, pro€ je 1ze pouzivat jako objemova sladidla, kdy se pfidavaji do potravin
v totozném mnozstvi jako cukry. Velmi Casto se pouzivaji v kombinaci s ostatnimi sladidly
k dosazeni pozadované urovné sladkosti a chuti.

Obecné jsou schopny tedy fungovat jako sladidla, dale ovliviiyji texturu vyrobku,
konzervaci, zadrzuji vlhkost ¢i maji schopnost chladivého pocitu v dutiné tstni. Mohou také
pusobit jako prebiotika nebo ¢inidla proti tvorbé zubniho kazu (Grembecka 2015).

Diky nizké kalorické hodnoté mohou pomoci pii snizeni energie a redukci hmotnosti.
Jejich konzumace totiz nevyvolava zvySeni glykémie nebo sekrece inzulinu, a proto jsou
doporucovany pacientim s diabetem. V dasledku nizsi nutri¢ni hodnoty byva jejich absorpce
ve stievech pomalejsi a netplna. Cast neabsorbovanych cukernych alkohold je fermentovana
sttevni mikrobiotou za vzniku mastnych kyselin s kratkym fetézcem a plyny (Grembecka
2015).

Pro spotfebitele je také dilezité mozné riziko nesnasenlivosti u polyold, kdy ptiznaky
intolerance zavisi na stupni malabsorpce, osmotické aktivit€ daného cukerného alkoholu a zda
byla piekrocena fermentacni kapacita tlustého stfeva (Finney et al. 2007).

3.3.2.1 Isomalt

Isomalt byl objeven v 60. letech a jde o bilou, krystalickou latku, ktera krystalizuje
pomaleji nez sachardza a je bez zapachu. Chemicka struktura isomaltu se sklada ze dvou
izomerickych disacharidovych alkoholt — gluko-mannitol a gluko-sorbitol (viz Obr. 16).

Jedna se o latku, ktera je tepelné rezistentni, diky ¢emuz si zachovava sladkou chut 1 pfi
vysokych teplotach. Sladivost isomaltu se pohybuje okolo 45-65 % sladivosti sachardzy.
Sladivost ovlivnéna prevazné koncentraci, teplotou a formou isomaltu (Grembecka 2015).

Diky vlastnosti maskovani hotké pachuti se pouziva v kombinaci s nenutri¢nimi sladidly.
Pouziva se pfevazné jako sladidlo, dale je mozné ho vyuzit jako lestici ¢inidlo, plnidlo ¢i
protispékava latka. Mezi dalsi vlastnosti 1ze uvést, Ze nezvySuje hladinu glukozy v krvi, ani
inzulin, neni kariogenni. Dale bylo zi§téno, ze zubni pasty obsahujici isomalt zvySuji
remineralizaci zubl. To je také divod, pro¢ mizeme fadit produkty slazené isomaltem mezi
latky bezpecné pro zuby (Grembecka 2015).
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Obrazek 16 Chemicka struktura isomaltu (Grembecka 2015).

ADI u isomaltu nebyla specifikovana. Ov§em pii konzumaci velkého mnozstvi isomaltu
muze dochazet k projimavym ac¢inktim, hlavné u tekuté potravy s pridavkem isomaltu. I pfesto
jsou tyto ucinky ovlivnény individualni citlivosti jedince a frekvenci konzumace.

V Evropé se pouziva od 80. let 20. stoleti ve formé vyzivovych dopliku, kapkach proti
kasli, pastilek, bonbonech, zvykackach, ale i v peCivu. Na spottebitelskych obalech se oznacuje
koédem E953.

Isomalt je pomalu striven a absorbovan v horni &asti traviciho traktu (10 %). Cast
isomaltu, ktera se neabsorbuje (90 %) je fermentovana stfevni mikrobiotou v tlustém streve
(Grembecka 2015).

3.3.2.2 Erythritol

Erythritol je ctytuhlikaty cukerny alkohol (viz Obr. 17) produkovany fermentaci glukozy
a sachardzy pomoci Trichosporonoides mega-chiliensis. Sladivost erythritolu se pohybuje
kolem 60-80 % sacharozy.

Lze jej vyrobit i pomoci enzymatické hydrolyzy kvasnou fermentact, pti které se pouziva
pSeni¢ny a kukuficny skrob (More et al. 2021).

"'”””OH

OH
Obrazek 17 Chemicka struktura erythritolu (Grembecka 2015).

Tento polyol se vyznacuje vysokou teplotni stabilitou a stabilitou v kyselém ¢i alkalickém
prostfedi. Neucastni se Maillardovy reakce a jedna se o nehygroskopickou latku. Mezi jeho
vlastnosti fadime nekariogenni ucinky, byva bez pachuti a s mirnym chladivym uc¢inkem
v ustech. NezvySuje hladinu glykémie a je vhodny v kombinaci s ostatnimi sladidly, protoze
dokaze maskovat nezadouci pachuté ostatnich sladidel.
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Pfirozené se nachazi v malych mnozstvich v zeleniné, ovoci (melouny, broskve),
houbéach i fermentovanych potravinach (vino, pivo, saké, s6jova omacka). Co se tyka potravin,
pouziva se ve zvykackach, cukrovinkach a zmrzlinach. Jako aditivum se na spotfebitelskych
obalech oznacuje kodem E968 (Grembecka 2015).

Vétsina straveného erythritolu (60-90 %) je rychle absorbovana v tenkém stfeve a po
metabolizaci je vylu€ovéana do 24 hodin moci (Grembecka 2015).

3.3.2.3 Sorbitol

Sorbitol neboli D-glucitol je Sestiuhlikaty polyol (viz Obr. 18), ktery byl objeven
Francouzskym chemikem v plodech jefabu v roce 1872. Pfirozené se vyskytuje prevazné
v ovoci (jablka, hrusky, broskve, merunky, nektarinky) 1 v zeleniné. Lze jej také vyrobit
hydrogenaci z glukédzy ¢i sacharozy.

Sladivost sorbitolu se udava kolem 60 % sladivosti sachar6zy. M4 20x vyssi rozpustnost
ve vodé nez mannitol a v ustech vyvolava chladivy pocit. Lze jej pouzit jako sladidlo, ale také
jako zmeékcovadlo, zvlhCovadlo 1 texturizacni a antikrystalizani c¢inidlo. Sorbitol ma
nekariogenni vlastnosti a pfidava se do riznych bonbont, zvykacek, mrazenych dezertt, peciva
1 cukrovinek, kde je na spotfebitelskych obalech oznacovan kdédem E420. Sorbitol je také
inertni a stabilni pfi vysokych teplotach a nepodléhda Maillardové reakci. Nevyhodou je jeho
vysoka hygroskopicnost.

ADI pro sorbitol je nespecifikovana, a tudiz na néj nejsou kladeny zadné limity v jeho
pouziti. Podobné jako jiné polyoly muze pii nadmémeé konzumaci vyvolat projimavy acinek.

Casteénd je absorbovan v horni &asti traviciho traktu. Neabsorbovana &ast sorbitolu je
metabolizovana stfevnimi bakteriemi v tlustém stieveé (Grembecka 2015).

OH OH

OH OH
Obrazek 18 Chemicka struktura sorbitolu (Grembecka 2015).

3.3.2.4 Xylitol

Xylitol je pétiuhlikaty polyol (viz Obr. 19), ktery se vyrabi z D-xylozy. Jeho objev se
uskutecnil v roce 1891. Od 60. let 20. stoleti se pouziva jako sladidlo. V piirod¢ 1ze najit xylitol
v ovoci, zelenin€, riznych bobuli, ovsui v houbach. Dale je také produkovan v malém mnozstvi
lidskym organismem.

Hlavnim substratem pro jeho vyrobu je xylan, ktery se ziskava ze dieva bfiz a jiného
tvrdého dieva.

Jedna se o nejsladsi polyol, ktery se rychle rozpousti, je bez zapachu a v ustech vytvari
chladivy pocit. Sladivost xylitolu je srovnatelna se sladivosti sacharozy. Je schopny omezit
riziko tvorby zubniho kazu, jelikoz xylitol zvySuje hodnoty pH v dutiné ustni a pfispiva tim
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k remineralizaci zubu (tvorba komplext s vapnikem). Xylitol se také vyuZziva jako zdroj energie
v infuzni terapii. Dale je pouzivan v potravinach (zvykacky, bonbony), 1éCivech,
nutraceutikach. Jako ptidatna latka je uvadén pod kodem E967 na obalech potravin.

Xylitol je pfiblizné z 50 % absorbovan v tenkém strevé. Neabsorbovana €ast xylitolu
(50-75 %) je fermentovana nepiimo stfevnimi bakteriemi tlustého stfeva Ci pfimo v jatrech
(Grembecka 2015).

OH OH

OH OH

OH
Obrazek 19 Chemicka struktura xylitolu (Grembecka 2015).

3.4 Interakce mezi stievni mikrobiotou a umélymi sladidly

Stfevni mikrobiota a produkty mikrobialni fermentace hraji kliCovou roli v mnoha
aspektech lidského zdravi. Kvuli variabilité stravy jednotlivct je ovlivnéno slozeni mikrobioty,
a tedy i celkovy zdravotni stav organismu (Pang et al. 2021) z kratkodobého i dlouhodobého
hlediska. Rozdily v absorpci a metabolizaci umélych sladidel nebo jejich slozek mohou vést
k rozdilim ve schopnosti interagovat se stfevnim mikrobiotou skrz gastrointestinalni trakt
(Hughes et al. 2021).

V prufezové studii bylo zjisténo, ze uméla sladidla mohou ovlivnit diverzitu stfevni
mikrobioty, kdy dojde k dysbioze ve stievech a zvysi se pomeér bakterii kmend Firmicutes ku
Bacteroidetes u morbidn& obéznich jedinct. Uginky umélych sladidel na gastrointestinalni
mikrobiotu nemusi byt vzdy stejné, jelikoz se jednotliva sladidla odlisné metabolizuji. Stfevni
mikrobiotu mohou tedy pifimo ovliviiovat pouze sladidla, ktera nejsou snadno stravitelna
a vstiebatelna, tim padem se dostavaji do tlustého stieva (Pang et al. 2021).

Stirevni mikrobiota byva vystavena evolu¢nimu tlaku v dasledku nasi zapadni stravy,
ktera postrada rostlinné polysacharidy. To muze byt dasledkem dysbidzy a snizené diverzity
sttevni mikrobioty. Tento tlak je zpisobeny na jedné strané pfizpasobenim mikrobioty
,neznamym* substratim v podobé umélych sladidel a cukernych alkoholt, na druhé strané je
konfrontovana s nadmérnym mozstvim ,,.znamého* substratu (napf. fruktéza jako nahrada za
sacharozu) (Payne et al. 2012).

Dalsim dualezitym bodem je pisobeni umélych sladidel na stfevni mikrobiotu z hlediska
toxického. Existuji bakterie, které umi metabolizovat uméla sladidla jako zdroj energie, na
druhou stranu tu jsou bakterie, které to neumi a uméla sladidla pro né mohou byt i1 toxicka.
Ptikladem takovych sladidel jsou sacharin a sukral6za, kterd nejsou metabolizovana
organismem hostitele, a i presto ovliviiuji rist urcitych bakterii (Suez et al. 2015).

Dle Lobach et al. (2019) studie nizko a bezkalorickych sladidel neprokézaly zadny jasny
diikaz jakéhokoli nepfiznivého ucinku na stfevni mikrobiotu v davkach relevantnich pro pouziti
u lidi. Tato informace byla vyvracena, jelikoz sladidla jsou strukturalné riznoroda a znacné se

28



lisi ve farmakokinetice. To je divod, pro¢ je nevhodné vyvozovat zobecnéné zavéry ohledné
ucinkt na stievni mikrobiotu a bezpecnost pro tuto riznorodou skupinu chemikalii. Prikladem
zde muze byt prave jiz zminovana sukraldza (Schiffman & Nagle 2019).

U acesulfamu K je krajné€ nepravdépodobné, ze by uméla sladidla mohla mit pfimy vliv
na stievni mikrobiotu, jelikoz pouze malé koncentrace tohoto sladidla se dostanou az do
tlustého streva. Nékteré studie ale uvadi malé vykyvy ve slozeni stfevni mikrobioty (Plaza-Diaz
et al. 2020).

Aspartam se v té€le nehromadi a kvuli jeho rychlému traveni se nedostane ani do kontaktu
se stfevni mikrobiotou v tlustém stievé (Pang et al. 2021). Existu;ji studie, které odhaluji mozné
modifikace mikrobioty v disledku pouziti aspartamu. Tyto studie analyzuji jednotlivé
a kombinované ucinky nizkych koncentraci aspartamu spolu s acesulfamem K. Dusledkem byla
indukce rastu Escherichia coli a exprese nékterych dualezitych gend, které mohou souviset
s kolonizaci ve stfev€. V jinych studii podavani aspartamu vyznamné zvySilo rust rodu
Bifidobacterium a  Blautia coccoides. Na druhou stranu se snizil pomér
Bacteroides | Prevotella. Zde je ale dilezité zminit, ze sladidlo obsahovalo kromé aspartamu
1 maltodextrin, takze autofi nestudovali u€inek pouze samotného aspartamu (Plaza-Diaz et al.
2020).

Malé procento neabsorbovaného sacharinu je vyluCovano stolici. Proto pouze vysoké
koncentrace tohoto sladidla by mohly vést ke zménam slozeni stfevni mikrobioty. Jedna
z hlavnich studii uvedla, ze podani sacharinu v plné ADI zapficinila zménu ve stfevni
mikrobioté. Zde je vSak potfeba uvést, ze toto mnozstvi neodpovida tomu, co se konzumuje pfi
bézné lidské konzumaci sacharinu. V jiné modelové in vitro studii vyvolal sacharin zvySeni
poctu bakterii rodu Bifidobacterium a zpusobil pokles Firmicutes, coz souviselo s hladinou
mastnych kyselin s kratkym fetézcem (Plaza-Diaz et al. 2020).

U sukral6zy bylo zjisténo, ze neni pro bakterie vyzivna, a tudiZ je odolna vuci fermentaci
gastrointestinalni mikrobiotou. Tu mimo jiné ovliviiuje prostfednictvim bakteriostatickych
ucinkt (Pang et al. 2021). Nedavna studie ukazala i kratkodoby vliv konzumace sukral6zy na
kontrolu glykémie a jeji interakce se stfevni mikrobiotou u zdravych jedinct. Vysledkem této
studie bylo, ze konzumace vysokych davek sukralozy (ze 75 % ADI) po dobu 7 dnti nezménila
glykémii, inzulinovou rezistenci €i stfevni mikrobiom na Grovni kmend. V pfedchozich studiich
na lidech byly publikovany podobné vysledky ohledné kontroly glykémie. Rozdil byl, ze se
studovala populace bez a s diabetem (Plaza-Diaz et al. 2020).

Existuji studie na lidech i zvifecich modelech ohledné cukernych alkoholt, které dokazou
podporit nekolik prospéSnych bakterii ve stfevnim traktu. Stale vSak neni znamo, jestli k této
interakci dochazi jednoduSe propagaci rustu téchto bakterii nebo slozitéjSimi interakcemi
(Di Rienzi & Britton 2020).

Jak jiz bylo zminéno vySe, isomalt je z 90 % metabolizovan stfevni mikrobiotou, kdy
vznikaji produkty jako mastné kyseliny s kratkym fetézcem, CO>, CH4 a H». Isomalt neni
fermentovan nékterymi druhy kvasinek a dal§imi mikroorganismy vyskytujicici se v pfirode
(Grembecka 2015). Ve studii podle Gostner et al. (2006) doslo k novému zjisténi ohledné
prebiotického ucinku isomaltu u zdravych lidi, kdy pomoci 2 nezavislych metod byl pozorovan
narust fekalniho poctu bifidobakterii 0 47 a 65 %. Tato studie se tak fadi mezi jednu z prvnich
studii, ktera prokazuje, ze isomalt mé také bifidogenni ucinky, a to 1 diky dobrému zdroji
butyratu, ktery pusobi jako prebiotikum (Grembecka 2015).
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Omezené mnozstvi erythritolu, které se dostane do tlustého stfeva je fermentovano stievni
mikrobiotou do kratkych mastnych kyselin a je vyloucen vykaly (More et al. 2021). V nedavné
studii potvrdili, ze se mastné kyseliny s kratkym fetézcem po konzumaci erythritolu zvysily,
konkrétné Slo o butyrat a valerat. To mohlo zapficinit mozny vliv na stfevni mikrobiotu (Plaza-
Diaz et al. 2020).

Sorbitol obdobné jako isomalt je Castecné metabolizovan stfevni mikrobiotou za vzniku
mastnych kyselin s kratkym fetézcem a plynt. Pfi poziti vyssich davek mohou spotiebitelé trpét
plynatosti a nadymanim. Celkové se studie sorbitolu zaméfuji spi§ na vyvolané symptomy po
jeho poziti nez jeho moznym vlivem na lidskou mikrobiotu. I presto se ale od 30. let minulého
stoleti vi, ze bakterie jako E. coli, Lactobacillus spp. i Streptococcus spp. dokazi sorbitol
metabolizovat (Plaza-Diaz et al. 2020).

Stfevni mikrobiota je schopna vytvorit kratké mastné kyseliny a plyny z urcité Casti
piijaté davky xylitolu. Jelikoz xylitol maze zpusobit osmoticky prijem pii konzumaci vyssich
mnozstvi, tak se ocekava, ze tento polyol dokaze meénit stfevni mikrobiotu ¢loveka (Plaza-Diaz
et al. 2020).

I pfes vSechny tyto zminéné studie, stale zistava plno informaci ohledné fermentace
umeélych sladidel stfevni mikrobiotou neprozkoumanych ¢i nedostatecné zdokumentovanych
(Payne et al. 2012). Proto by budouci studie mély omezit matouci faktory jako jsou kontrola
stravy, pouziti Cistych forem umélych sladidel a zkoumani ucinkd objemovych cCinidel,
podavani davek odpovidajici ADI a vybér relevantni zkoumané populace (Hughes et al. 2021).

30



4 Metodika

Prakticka Cast diplomové prace se zabyvala testovanim schopnosti riznych kment
bifidobakterii metabolizovat uméla sladidla a cukerné alkoholy.

Testovani probihalo v in vitro podminkach pomoci makrodilu¢ni a mikrodilu¢ni metody,
kdy se bifidobakterie kultivovaly v tekutém kultiva¢nim médiu (API 50 CHL — bioM¢érieux)
obohaceného zkoumanymi substraty umélych sladidel a cukernych alkohold.

4.1 Priprava médii

Aby bylo mozné sledovat rust bifidobakterii, bylo potieba pfipravit API 50 CHL médium
(bioMérieux). Jde o tekuté kultivacni médium s indikatorem (fenolova cerverl), do kterého byly
pozdéji ptidany substraty ve formé syntetickych sladidel a cukernych alkohola.

K ptipravé API 50 CHL média (bioMérieux) byly vSechny potiebné slozky navazeny (viz
Tab. 1) a pfevedeny do pozadovaného mnozstvi destilované vody. Vyjimkou zde byla fenolova
cervenl u médii pro mikrodiluéni metodu, kde bylo nevhodné pouziti indikatoru, jelikoz by byl
ovlivnén vysledek métreni pomoci piistroje TECAN Infinite M200.

K uplnému rozpusténi vSech latek bylo docileno zahtatim média a naslednym varenim po
dobu 20 minut. Nasledovala uprava pH v rozmezi 6,7 — 7,1 pH stupnice. Toho bylo docileno
pouzitim pH papirka a naslednou upravou pH pomoci 1 M roztoku NaOH na pozZadovanou
hodnotu.

Tabulka 1 Slozeni API 50 CHL tekutého média.

Slozeni média API 50 CHL Mnozstvi
Destilovana voda 1000 ml
Bakteriologicky pepton 10g
Kvasnicovy extrakt S5¢g
Tween (Polysorbate 80) 1 ml
Hydrogenfosforecnan draselny 2g
Octan sodny S5¢
Citronan amonny 2¢g
Siran hofeCnaty 0,20 g
Siran manganaty 0,05¢g
Fenolova Cerven 0,17 g

4.1.1 Substraty

Jako hlavni substraty byla pouzita vybrana synteticka sladidla a cukerné alkoholy, ktera
byla rozdélena do 2 skupin (viz Tab. 2). Konkrétné Slo o acesulfam K, aspartam, isomalt,
erythritol, sacharin, sukral6za, sorbitol a xylitol. Dale byla pouzita bezvoda glukéza k vytvoreni
pozitivni kontroly a k vytvofeni negativni kontroly nebyl v médiu pouzit zddny substrat.

Vsechny substraty byly pfipraveny o koncentraci 1,5 g substratu na 1000 ml média. Poté
byly substraty pfevedeny do API média, kde byly uplné rozpustény. Vyjimkou zde byl sorbitol,
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ktery byl pfidan az po sterilizaci API média ve zkumavkach (penicilinkach) ¢i lahvickach
(vialkach).

Tabulka 2 Seznam testovanych umélych sladidel a cukernych alkohola

Nazev Vyrobce Druh
Acesulfam K T-string Pardubice Ume¢lé sladidlo
) Aspartam T-string Parubice Umeélé sladidlo

Skupina 1 - - ;
Erythritol 4Slim Cukerny alkohol
Isomalt Special Ingredients Cukerny alkohol
Sacharin buXtrade Umeélé sladidlo

Skupina 2 Sorbitol Natural Nutrition Cukerny alkohol
Sukraléza Natural Nutrition Umeélé sladidlo
Xylitol 4Slim Cukerny alkohol

4.1.2 Priprava penicilinek na makrodilué¢ni metodu

Do 450 ml API média byla pfidana pozadovana koncentrace substratu, s vyjimkou
sorbitolu. VSechny slozky byly rozpustény. Pomoci automatické pipety (Eppendorf) bylo
napipetovano do kazdé penicilinky 9 ml média se substratem. Za pouziti vodni lazné po dobu
10 minut pii 95 °C a pouziti CO2 kolony k nasyceni média oxidem uhli¢itym, bylo dosazeno
anaerobniho prostfedi vhodného pro rist bifidobakterii.

Byly pfipraveny penicilinky s jednotlivymi substraty syntetickych sladidel a cukernych
alkoholt (viz Obr. 20). Dale také pozitivni kontrola, ktera obsahovala API médium s bezvodou
glukozou jako substratem pro kontrolu ristu bifidobakterii. Jako posledni byly vytvoreny
penicilinky s API médiem bez jakéhokoli substratu, které byly poté vyuzity jako negativni
kontrola indikujici €istotu prace, médium pro piipravu inokula k inokulaci penicilinek ¢i jako
penicilinky bez substratu pro pfidani sorbitolu po sterilizaci.

Takto pripravené a vhodné oznacené penicilinky byly sterilovany v autoklavu pii 121 °C
po dobu 15 minut. U sorbitolu probihala sterilizace pomoci membranového filtru (ROTH)
o velikosti pora 0,22 um. Nejdiive byl vytvoren zasobni roztok o dané koncentraci, z kterého
bylo odebrano zanedbatelné mnozstvi 0,1 ml a pfevedeno do kazdé penicilinky. Timto
zpusobem bylo v penicilince docileno potiebné koncentrace sorbitolu.

Obrazek 20 Penicilinky s API médiem a rozpu§ténym substratem.
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4.1.3 Priprava vialek na mikrodilu¢ni metodu

Na ptipravu mikrodilu¢ni metody bylo pouzito 70 ml API média spolu s navazenym
substratem o dané koncentraci. Ve bylo uplné rozpusténo ve vialkach a s pouzitim vodni lazné
a CO; kolony bylo vytvoreno anaerobni prostiedi.

Byly pfipraveny jednotlivé vialky (viz Obr. 21) se substraty (kromé sorbitolu), vialka
s glukézou jako pozitivni kontrola a vialky bez substratu jako negativni kontrola, médium pro
ptipravu inokula a vialka pro sorbitol, obdobné jako u penicilinek.

Poté nasledovala sterilizace v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut. U vialky se
sorbitolem byl pouzit ke sterilizaci stejny membranovy filtr jako u makrodilu¢ni metody.
Pomoci tohoto filtru bylo pfefiltrovano dané mnozstvi sorbitolu, které odpovidalo potiebné
koncentraci sorbitolu ve vialce.

Obrazek 21 Vialky s API médiem a rozpusténym substratem.
4.2 Priprava kultur bifidobakterii k zaoCkovani

K pfipravé zaockovani Cerstvé kultury bylo pfipraveno Wilkins-Chalgren tekuté médium
(Oxoid) do penicilinek, které byly pifedem vysterilizovany pii 121 °C. Slozeni tekutého média
je uvedeno v Tabulce 3.

Tabulka 3 Slozeni Wilkins-Chalgren tekutého média obohaceného o sojovy pepton.

Slozeni média Wilkins-Chalgren (pH 7-7,2) | Mnozstvi
Destilovana voda 1000 ml
Sojovy pepton 5¢g
Cystein 05¢g
Tween (Polysorbate 80) 1 ml
Wilkins-Chalgren bujon 33¢g
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Do takto pfipravenych penicilinek bylo zao¢kovano ve dvou kopiich po 0,4 ml inokula
stejného kmene. Protoze jsou bifidobakterie hostitelsky specifické, byly pro tento pokus
vybrany kmeny, které jsou humanniho piivodu a byly izolovany z traviciho traktu cloveka.
Testované kmeny bifidobakterii pochazeli z Americké sbirky typovych kultur (ATTC -
American Type Culture Collection), Belgickych koordinovanych sbirek mikroorganismt
(BCCM/LMG - Belgian coordinated collections of microorganisms), Némecké sbirky
mikroorganismi a bunécnych kultur (DSMZ — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen) a soukromé sbirky Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky (KMVD) z Ceské
zemédelské univerzity v Praze (viz Tab. 4).

Pii pripravé Cistych kultur bylo potfeba brat ohled na Cistotu prace. Nasledné byly
penicilinky kultivovany pii teplot¢ 37 °C po dobu 24 az 48 hodin dle pouzitého kmene
bifidobakterii.

Po kultivaci byla ovéfena mikroskopicka cCistota pomoci mikroskopu (Nikon Eclipse
E200) a vyloucena ptipadna kontaminace nevhodnymi bakteriemi.

Tabulka 4 Seznam testovanych kment bifidobakterii

Kmen Zdroj Puvod
DSM 20083 Sbirkovy kmen | Stolice dospélého
D2 Sbirka KMVD | Stolice dospélého
D6 Sbirka KMVD | Stolice dospélého
D28 Sbirka KMVD Stolice dospélého
B. adolescentis D51 Sbirka KMVD Stolice dospélého
D63 Sbirka KMVD Stolice dospélého
B2 Sbirka KMVD Stolice dospélého
B9 Sbirka KMVD Stolice dospélého
B30 Sbirka KMVD Stolice dospélého
B. angulatum DSM 20098 Sbirkovy kmen | Stolice dospélého
DSM 20082 Sbirkovy kmen | Stolice dospélého
DSM 20456 Sbirkovy kmen Stolice kojence
B. bifidum DSM 20215 Sbirkovy kmen | Stolice dospélého
ATCC 29521 | Sbirkovy kmen Stolice kojence
B6 Sbirka KMVD Stolice kojence
B. breve ATCC 15700 | Sbirkovy kmen Stolice kojence
Dl Sbirka KMVD Stolice dospélého
D16 Sbirka KMVD Stolice dospélého
B. catenulatum D36 Sbirka KMVD Stolic?e dospélého
) B12 Sbirka KMVD Stolice kojence
B51 Sbirka KMVD Stolice dospélého
B53 Sbirka KMVD Stolice dospélého
B. catenulatum
subsp. DSM 21854 Sbirkovy kmen Stolice kojence
kashiwanohense
B. dentium DSM 20436 | Sbirkovy kmen Zubni kaz
dospélého
B. faecale LMG 30642 Sbirkovy kmen Stolice kojence




Tabulka 4 Pokracovani

Kmen Zdroj Puavod
B. gallicum DSM 20093 Sbirkovy kmen | Stolice dospé€lého
B. longum subsp. ATCC 15707 | Sbirkovy kmen | Stolice dospélého
longum
D3 Sbirka KMVD Stolice dospélého
D15 Sbirka KMVD Stolice dospélého
D23 Sbirka KMVD Stolice dospélého
P D26 Sbirka KMVD Stolice dospélého
B. longum D30 Sbirka KMVD Stolice dospélého
D45 Sbirka KMVD Stolice dospélého
D50 Sbirka KMVD Stolice dospélého
D61A Sbirka KMVD Stolice dospélého
D67 Sbirka KMVD Stolice dospélého
B1 Sbirka KMVD | Stolice dospélého
B3 Sbirka KMVD Stolice kojence
B4 Sbirka KMVD Stolice kojence
B5 Sbirka KMVD Stolice kojence
B. longum B7 Sbirka KMVD Stolice kojence
B8 Sbirka KMVD Stolice kojence
B19 Sbirka KMVD Stolice kojence
B20 Sbirka KMVD Stolice kojence
B27 Sbirka KMVD Stolice kojence
B28 Sbirka KMVD Stolice kojence
Il:s.eu docatenulatum D32 Sbirka KMVD Stolice dospélého
B. scardovii DSM 13734 Sbirkovy kmen Lidska krev
Poznamka:

ATCC — Americka sbirka typovych kultur

DSM - Némecka sbirka mikroorganismu a bunéénych kultur

LMG (BCCM/LMG) — Belgické koordinované sbirky mikroorganismu

KMVD — Sbirka mikroorganismi Katedry mikrobiologie, vyzivy a dictetiky na Ceské
zeméd€lské univerzité v Praze

4.3 Priprava inokula

Pro pfipravu inokula je dalezita dCistota kultury, proto byla prace provadéna
za aseptickych podminek a s pouzitim sterilnich nastroju.

4.3.1 Priprava inokula pro makrodilu¢ni metodu

Na pripravu inokula do penicilinek byly pouzity penicilinky bez substratu.
6 ml cisté kultury bylo pfevedeno do sterilnich mikrozkumavek (Eppendorf) a bylo
odstfedéno pomoci centrifugy (Eppendorf) pfi 14 500 otacek/min. po dobu 2 minut.
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Nasledné byl slit supernatant a pelety byly promyty a resuspendovany bifipufrem ve
stejném mnozstvi jako byla Cista kultura. Poté byly znovu odstfedény za stejnych podminek.

Supernatant byl znovu odstranén a pelety byly resuspendovany API médiem bez substratu
z penicilinky ve stejném mnozstvi. Takto vzniklo inokulum potfebné k inokulaci penicilinek se
substraty.

Do pfipravenych a nadepsanych penicilinek (viz Obr. 22) s API médiem a substraty,
pozitivni a negativni kontrolou ve tfech opakovani, bylo inokulovano 0,3 ml inokula za
dodrzovani aseptickych podminek.

&»)\)@)

"'@@l g@@

o

/ﬂ;)f@

Obrazek 22 Makrodilu¢ni metoda — pouziti penicilinek s API médii a substraty
(acesulfam K, isomalt, erythritol, aspartam), pozitivni kontrolou (gluko6za) a
negativni kontrolou (bez substratu) ve tfech opakovanich.

4.3.2 Priprava inokula pro mikrodilu¢ni metodu

Mikrotitraéni desticka (96-well typ F) byla predem pfipravend. Pomoci pipety
(Eppendorf) bylo napipetovano do jamek 180 ul API média se substraty, pozitivni 1 negativni
kontrola z vialek, ve kterych nebyla ptfitomna fenolova Cerveii jako barvivo.

Pro pftipravu inokula do mikrotitracni desticky bylo pouzito API médium bez substratu
z vialek. 2 ml ¢isté kultury byly pfevedeny do sterilni zkumavky a nasledné byly odstfedény za
stejnych podminek jako u makrodilu¢ni metody.

Nasledoval stejny postup jako u makrodilu¢ni metody s pouzitim bifipufru v mnozstvi,
které odpovidalo objemu pouzité ¢isté kultury.

Poté, co bylo pfipraveno inokulum, byly inokulovany jamky mikrotitracni desticky
objemem 20 pl pomoci injek¢ni stfikacky.

Jednotlivé rozmisténi kmenu a substratd je znazornéno na Obrazku 23, kdy jednotlivé
fadky urCovaly substraty, které byly ve tfech opakovani a bylo testovano naraz 5 raznych
kment bifidobakterii (na obrazku rozliSeny barevné) najednou.
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Obrazek 23 Mikrotitracni desticka: Jednotlivé tadky byly oznafeny zkratkami
jednotlivych substrati: S1 — Acesulfam K, S2 — Isomalt, S3 — Erythritol, S4 — Aspartam
(S5 — Xylitol, S6 — Sacharin, S7 — Sukral6za, S8 — Sorbitol), PK — pozitivni kontrola
s glukézou, NK — negativni kontrola bez substratu. Barevné byly oznaceny rtizné
kmeny.

4.4 Kaultivace bifidobakterii a zpiisob vyhodnoceni

U obou metod byla po inokulaci provedena kultivace pti 37 °C po dobu 48 hodin.
U mikrodiluéni metody byla mikrotitracni desticka navic umisténa do plastového obalu
GENDbag s generatorem anaerobni atmosféry (bioMérieux).

4.4.1 Vyhodnoceni u makrodilu¢ni metody

Po prvnich 24 hodinach byla vyhodnocena okometricky barevna zména a stupen zakalu
(optickd denzita) pomoci McFarlandovy zakalové stupnice (bioMérieux). Tato stupnice
hodnotila intenzitu zédkalu podle poctu narostlych bunék v KTJ (kolonie tvofici jednotky).

Po celych 48 hodinach bylo opét provedeno vyhodnoceni pomoci McFarlandovy
zakalové stupnice (bioMérieux).

Dale byla ovéfena Cistota jednotlivych vzorkd a kontrol pomoci mikroskopu (Nikon
Eclipse E200). Nakonec bylo provedeno méfeni pH u vzorkl, které narostly a byly Cisté,
pomoci pH metru (Hanna Instruments).

4.4.2 Vyhodnoceni u mikrodilu¢ni metody

Mikrotitracni desticka byla hodnocena pomoci pristroje Tecan Infinite M200 pii vinové
délce 420 nm a poté bylo zméfeno pH vzorka pomoci pH papirkt (ClearTest).
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S Vysledky

Vysledky praktické casti byly hodnoceny dvéma zptsoby podle zvolené dilucni metody.
V experimentu bylo otestovano 48 druhti a podruht bakterii rodu Bifidobacterium na 4 umélych
sladidlech a 4 cukernych alkoholech spolu s pozitivni a negativni kontrolou. U pozitivni
kontroly s glukozou byl vyzadovan bakterialni narust vzdy, jelikoz glukoza slouzi jako jeden
z hlavnich zdroja energie pro bakterie. Naopak nulovy narast byl vyZzadovan u negativni
kontroly bez substratu, toto médium obsahovalo minimum zdrojii energie pro bifidobakterie.

V této kapitole jsou uvedeny pouze tabulky a vysledky testovanych kment bifidobakterii,
u kterych doslo k narGstu v pritomnosti testovaného umélého sladidla ¢i cukerného alkoholu
s kontrolou pomoci pozitivni a negativni kontroly.

Zbylé testované kmeny bifidobakterii, u kterych nedoslo k nartistu na testovanych
umélych sladidlech a cukernych alkoholech, ale byly potvrzeny pozitivni a negativni kontroly,
jsou uvedeny v kapitole ¢. 10 Samostatné prilohy v danych tabulkach.

5.1 Zpuisob vyhodnoceni makrodilu¢ni metody

Hodnoceni u makrodiluéni metody probihalo vizualné pomoci McFarlandovy zakalové
stupnice (bioMérieux), ktera se sestavala z 6 rizné zakalenych standardi, které se vizualné
porovnavaly se zkumavkami (penicilinkami) naSeho experimentu.

Kazdy McFarlandiv standard (MFU) predstavoval specifickou koncentraci KTJ na 1 ml
(viz Tab. 5). Pro vizualni porovnani se pii stanoveni bakterialni denzity pouzila také
Wickerhamova bila karta s kontrastnimi ¢ernymi carami (Gayathiri et al. 2018), ktera slouzila
k pfesnéjSimu urceni stupné zakalu.

Tabulka 5 McFarlandova zakalova stupnice (Gayathiri et al. 2018).

Sxf:;': (;a('f\z;;) PFiblizna hustota bunék v KTJ
0,5 1,5x 10°
1 30x 10°
2 6,0 x 108
3 9,0 x 108
4 12,0 x 108
5 15,0 x 10°

Pro experiment byl zvolen stupen zakalu 3-5 MFU k potvrzeni vyuziti umélych sladidel
a cukernych alkohola jako zdroj energie. Hodnocena byla opticka denzita spolu s barevnou
zménou indikatoru, ktera se pii narastu kmene v substratu zménila.

Vyhodnoceni vysledkti u makrodilu¢ni metody probihalo po 24 a 48 hodinach od zacatku
kultivace. Po 24 hodinach byl kontrolovan pouze narast bifidobakterii pomoci McFarlandovy
stupnice. Po 48 hodinach byl opét zkontrolovan nartst a poté byla ovérena u narostlych kment
Cistota pomoci mikroskopu (Nikon Eclipse E200). Nakonec se u narostlych kment zméftilo pH
média se substaty, i u pozitivni kontroly pomoci pH metru (Hanna Instruments).
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5.1.1 Vyhodnoceni vysledku makrodilu¢ni metody

Vysledky pro makrodilu¢ni metodu jsou znazornény v Tabulce 6. Z celkovych 48 kment
byl nartst potvrzen u 10 kment, kdy se potvrdila pozitivni i negativni kontrola a Cistota kment.

U prvni testované skupiny substratd nebyl potvrzen narist pouze u erythritolu.
U ostatnich substratd byl vzdy minimaln€ jeden kmen, ktery prokazal narust na daném
substratu. Pozitivni kontrola u v§ech 10 kment narostla po 24 hodinach. Negativni kontroly
nevykazovaly zadny narust po 48 hodinach. B. longum D26 jako jediny kmen narostl na
substratu acesulfamu K, a to az po 48 hodinach. Kmeny B. adolescentis D6 a B. dentium
DSM 20436 meély narist na substratu isomalt jiz po 24 hodinach. Na rozdil od kment
B. adolescentis D2 a B. catenulatum D36, které mély nartst na isomaltu az po 48 hodinach
kultivace. Posledni nartst u testovanych substratt skupiny 1 mélo B. longum D26 na aspartamu
jiz po 24 hodinach.

Makrodilu¢ni metoda
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g o
)8 Acesulfam K Aspartam Isomalt Sorbitol

Substraty skupiny 1 a 2, kde se projevil narust

Graf 1 Cetnost narostlych kmen bifidobakterii u makrodiluéni metody
na substratech skupiny 1 a 2.

U testovanych substrati druhé skupiny se projevil narist pouze u sorbitolu. U xylitolu,
sacharinu a sukralozy nedoslo k zadnému naristu. Pozitivni kontroly narostly u vSech kment
jiz po 24 hodinach a nebyl zaznamenan zadny narist po 48 hodinach u negativni kontroly.
U kmenu B. catenulatum D36, B. catenulatum subsp. kashiwanohense DSM 21854
a B. pseudocatenulatum byl narGst u sorbitolu jiz po 24 hodinach kultivace. Naopak
zaznamenany narast na sorbitolu az po 48 hodinach byl u kment B. adolescentis D6, B. bifidum
DSM 20456, B. catenulatum D1 a B. catenulatum D16.

Graf 1 naznacuje, ktery substrat z umélych sladidel a cukernych alkoholl skupiny 1 i 2,
byl nejvice metabolizovan testovanymi bifidobakteriemi. V tomto pfipadé jde o cukerny
alkohol sorbitol, poté s mensim poctem kmena isomalt. Z umélych sladidel §lo o acesulfam K
a aspartam se stejnou ¢etnosti narostlych bifidobakterii.

Vzhledem k rliznym nartistim u jednotlivych druha bifidobakterii 1ze uvazovat o tom, ze
vlastnost utilizovat uméla sladidla a cukerné alkoholy je kmenové specifickd. Piikladem lze
uvést narast B. adolescentis D2, které narostlo na isomaltu. Oproti tomu jiny druh
B. adolescentis D6 narostlo na isomaltu a také na sorbitolu. Dale lze uvést kmeny
B. catenulatum D1 a B. catenulatum D16, které narostly na sorbitolu, ale narust se nepotvrdil
u isomaltu. Jiny druh B. catenulatum D36 mél narist na isomaltu i sorbitolu.
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Tabulka 6 Vysledky kultivace bifidobakterii u makrodilu¢ni metody

Testované substraty sk. 1

Testované substrity sk. 2

g " E g ' | E: | = = § = T G £
Testované kmeny £ ' = £ Z B £ B S = = = 2 £
Ry g = = b= = = = = £ = = 5 = =
=) hd N = Y= > 3] [ ] = 5 =
g Z z ) S g 35 e g = 2 S £ o 5
< = = < ~ = Z =z n ) e ~ 2 z S
Kultivace (hod) 24| 48 |24 | 48 |24 |48 |24 | 48 | 24| 48 |24 |48]|24 |48 |24 |48 |24 |48 |24 48 24 48 24 | 48
. OD| - 0 - F5 - 10| - 0 + F5 -1 0] - 0 - 0 - 0 - 0 + F5 - 0
B. adolescentis D2 oH 6.13 547 5,44
. OD| - 0 + F4 - 10| - 0 + F5 - 10| - 0 - 0 - 0 - F5 + F4 - 0
B. adolescentis D6 oH 5.45 534 5.56 542
o OD| - 0 - | FO5 | - 10 - 0 + F5 -1 0] - 0 - 0 - 0 - F5 + F5 - 0
B. bifidum DSM 20456 oH 5.45 5.80 547
OD| - 0 - 0 - 10| - 0 + F3 -1 0] - 0 - 0 - 0 - F3 + F4 - 0
B. catenulatum D1 oH 5.89 547 5.46
OD| - 0 - 0 - 10| - 0 + F5 -1 0] - 0 - 0 - 0 - F5 + F5 - 0
B. catenulatum D16 oH 5.65 5.62 5.45
OD| - 0 - F5 - 10| - 0 + F5 -1 0| - 0 - 0 - 0| + F5 + F5 - 0
B. catenulatum D36 oH 552 538 5,32 5,34
B. catenulatum subsp. |OD| - 0 - 0 - 10| - 0 + F5 - 10| - 0 - 0 - 0| + F5 + F5 - 0
kashiwano. DSM 21854 | pH 4,83 5,60 5,43
. OD| - 0 + F4 - 10| - 0 + F5 -1 0| - 0 - 0 - 0 - 0 + F5 - 0
B. dentium DSM 20436 oH 4.99 5.33 5.55
OD| - F4 - 0 -1 0| + F5 + F5 - 10| - 0 - 0 - 0 - 0 + F5 - 0
B. longum D26 pH 6,00 5,92 533 5,67
B. pseudocatenulatum |OD | - 0 - 0 - 10| -1FO5 | + F5 - 10 - 0 - 0 - 0| + F5 + F5 - 0
D32 pH 5,58 5,50 5,34

Poznamka: +/ F0,5 — F5 = narust; - / 0 v OD fadku = nebyl narust;

Legenda:
McFarlandova stupnice Naruast
F0,5 -F2 Slaby
F3 Stiedni
F4 - F5 Intenzivni

= narust na daném substratu skupiny 1/ 2;

= narust pozitivni kontroly.
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5.2 Zpusob vyhodnoceni mikrodilu¢ni metody

Mikrodilu¢ni metoda se také hodnotila po 24 a 48 hodinach. Vzhledem k tomu, ze
mikrotitracni desticka byla kvuli vytvoreni anaerobniho prostredi uzaviena v plastovém obalu
GENbag, nebylo mozné obal otevfit difive nez po 48 hodinach. Proto se po 24 hodinach od
zacCatku kultivace vizualn€ zhodnotilo pfes obal, zda doslo k nartstu ¢i ne.

Po 48 hodinach se obal oteviel a mikrotitraéni desticka se zmétila pomoci piistroje Tecan
Infinite M200 a pomoci softwaru na analyzu dat Magellan Verze 7.2 (Tecan). Byla zméfena
opticka denzita vzorkl pfi vinové délce 600 nm a vizualné zhodnoceny nartsty oproti pozitivni
a negativni kontrole. Nakonec se zméfilo pH pomoci pH papirka (ClearTest) u narostlych
kment.

Vysledné hodnoty z pfistroje Tecan Infinite M200 se porovnaly s pozitivni a negativni
kontrolou a také s vizualnim hodnocenim nartstu v desticce.

5.2.1 Vyhodnoceni vysledku mikrodilu¢ni metody

Vysledky kultivace u mikrodilu¢ni metody z pfistroje Tecan i vizualni hodnoceni jsou
zaznamenany v Tabulce 7 pro obé€ skupiny testovanych substrati. Z celkové 48 kment byl
narast pouze u 12 kmenu bifidobakterii, kdy se potvrdila pozitivni i negativni kontrola.
Kontrola ¢istoty se zde neprovadéla.

Vizualni hodnoceni vzorkt v desticce probihalo oproti nartstu v pozitivnich kontrolach
a zadnému nartstu v negativnich kontrolach.

Hodnoty vzorkl se substraty namétené pristrojem Tecan se vyhodnocovaly porovnanim
daného substratu s hodnotou pozitivnich a negativnich kontrol. Negativni kontrola méla byt
oproti vzorku a pozitivni kontrole vzdy nizsi a soucasné hodnota vzorku méla byt stejna nebo
vy§Si nez pozitivni kontrola. Zarovenl se hodnoty z Tecanu porovnavaly s vizualnim
hodnocenim zakalu v desticce.

U prvni testované skupiny umélych sladidel a cukernych alkoholt z hlediska vizualniho
hodnoceni nedoslo k zadnému nartistu kment u erythritolu. U vSech ostatnich substrat skupiny
1 doslo minimaln¢ k narGstu 2 kmenti na daném substratu. Vsechny pozitivni kontroly mély
narast uz pii 24 hodinach a namérené hodnoty narostlych bifidobakterii na substratech byly
podobné ¢i vyssi jako hodnoty pozitivni kontroly. Co se tyCe negativni kontroly, ta
nezaznamenala nartst ani po 48 hodinach a hodnoty testovanych substrati byly vétsi nez
hodnoty negativni kontroly. Acesulfam K mél narist u dvou kmend. Prvni byl B. dentium
DSM 20436, ktery narostl uz po 24 hodinach. Druhym kmenem byl B. longum D26, ktery
narostl po 48 hodinach. B. angulatum DSM 20098, B. dentium DSM 20436 a B. scardovii DSM
13734 narostly po 24 hodinach na isomaltu. Naopak B. adolescentis D2 a B. adolescentis D6
narostly az po 48 hodinach. Na aspartamu byl narGst kmenl B. adolescentis D6
a B. adolescentis D28.

U druhé sady substrati byl nartst potvrzen pouze u sorbitolu. Xylitol, sacharin i sukral6za
nevykazovaly zadny narast bifidobakterii. Pozitivni kontroly vSechny narostly jiz po
24 hodinach a hodnoty testovanych substrati byly podobné ¢i vys$si nez hodnoty pozitivni
kontroly. Negativni kontroly po 48 hodinach nevykazovaly rust bifidobakterii a namérené
hodnoty narostlych substrati byly vétsi nez hodnoty negativni kontroly. B. adolescentis B2,
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Tabulka 7 Vysledky kultivace bifidobakterii u mikrodilu¢ni metody

Testované substrity sk. 1

Testované substraty sk. 2

£ - 3 E Z s _ = 3 — - = a
Testované kmeny ‘% TE‘ = £ E =S z3 2 c % S E = E S
s : i s | §2 | 32| Z 5 5 £ | §2 | 52
g = 5 2 S > < o 3 = A < S o 3
< = <« ~ 2 Z 2 iz n ~ 2 Z =
Kultivace (hod) 24 48 24| 48 24| 48 |24| 48 |24 48 |24| 48 24| 48 24| 48 24| 48 |24| 48 |24 | 48 [24| 48
B. adolescentis D2 OD| - 10292 | - |0,429| - 10486 | - {0489 |+ 0,492 | - {0,394 0,397 0,445 0,494 0,497 | + [ 0,607 | - | 0,443
pH 6,10 5,60 5,60
B. adolescentis D6 OD| - 10360 | - {0441 | - |0467 | - 10,522 |+ (0,597 | - 10,404} - (0377 | -10415] - 10,524 | - 10,571 | + | 0,530 | - | 0,371
pH 5,60 6,10 5,77 5,77
B. adolescentis D28 ODb| - 10301 | - 10299 - 10312 |+ (0443 |+ [0,554]| - 10,336} - (0420 - 10470 ] - {0,536 | - [ 0,532 | + | 0,658 | - | 0,462
pH 6,10 5,30 5,77
B. adolescentis B2 OD| - 10351 | - 10454 | - 10462 ] - {0496 |+ 0,622 | - {0446 - [ 0454 - 10527 | - {0,558 | + [ 0,613 | + | 0,626 | - | 0,476
pH 5,60 5,77 5,77
B. angulatum OD| - 10303 | +[0,273| - 10,250 ]| - {0,304 |+ (0,250 | - [0,186]) - [ 0,353 | - | 401 [ -10505]| - 10,516 |+ |0,533 | - [0474
DSM 20098 pH 5,60 5,77 6,10
B. bifidum B6 OD| - 10,263 | - |0,316| - |0348 | - {0,388 |+ 0479 ] - {0,378} - [0455]| - 10507 |- 10,579 | - 0,629 | + | 0,707 | - | 0,487
pH 5,40 5,93 5,77
B. breve ATCC 15700 gg - 10308 | - {0239 - 10,245 | - [ 0,258 | + (gjlé()f - 10,1991 -10393 | - [ 0411 | - 10470 | + 05,,56707 + (22731 - 10,387
. OD| + 10360 | +[0379| - 10400 ] - {0,290 [ + [0,440] - {0,202 - [ 0,569 | - | 0,578 | - [ 0,624 | - | 0,655 | + | 0,621 | - | 0,514
B. dentium DSM 20436 oH 6.70 5.60 5.60 5.93
B. longum D26 ODb| - 10383 | - 10378|-10415]-10392|+|0476] - 10380} - (0,347 - 10447 |- 10478 ] - 10490 | + | 0,514 | - | 0,437
pH 6,10 5,30 5,60
B. longum D67 ODb| - 10503 | - 10492|-10510] - 10,509 |+ ]0,603] -10441]-[0460] - 10,388 | - 10490 | + [0,528 | + | 0,524 | - | 0,348
pH 5,60 5,77 5,50
B. pseudocatenulatum Ob| - 10392 | - |0482| - 10538 - 10527 |+ 0647 ] - [0,507] - [0450] - 10476 | - {0481 | - [ 0,569 | + | 0,544 | - | 0,438
D32 pH 5,93 5,93 5,93
B. scardovii OD| - 10309 | +[0322| - 0242 ] - 10321 |+ /0471 - (0,189} - [0515]-10523|-10,596 | - [0,576 | + | 0,756 | - | 0,497
DSM 13734 pH 5,80 5,40 6,10

Poznamka: + / hodnota v OD fadku = narust; - v OD fadku = nebyl narust;

= narust na daném substratu skupiny 1/ 2;

= narust pozitivni kontroly.
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B. breve ATCC 15700 a B. longum D67 vykazovaly nartst po 24 hodinach na sorbitolu.
Kmeny jako B. bifidum B6 a B. pseudocatenulatum D32 narostly na sorbitolu az po 48
hodinéch.

Nartsty kment z vizualniho hodnoceni mikrodilu¢ni metody odpovidaly hodnotam
narustd naméfené pomoci piistroje Tecan.

Na grafu 2 jsou znazornény nejvice metabolizovana uméla sladidla a cukerné alkoholy
obou skupin, které¢ byly bifidobakterie schopny vyuzit jako zdroj energie v mikrodiluéni
metode. Mezi substraty dominuji cukerné alkoholy isomalt a sorbitol. Hned za nimi s menSim
poctem narostlych bifidobakterii jsou stejné acesulfam K a aspartam jako uméla sladidla.

Mikrodilu¢ni metoda
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Graf 2 Cetnost narostlych kment bifidobakterii u mikrodiluéni metody
na substratech skupiny 1 a 2.

Narusty u B. longum D26 na isomaltu a u B. longum D67 na sorbitolu naznacuji, ze jde
obdobné jako u makrodilu¢ni metody o druhové specifické vlastnosti bifidobakterii. Lze to také
prokazat u riznych narastu 4 kment — B. adolescentis D2 na isomaltu, B. adolescentis D6 na
isomaltu a zaroven na aspartamu, B. adolescentis D28 pouze na aspartamu a B. adolescentis B2
na sorbitolu.

5.2.2 Srovnani vysledki makrodilu¢ni a mikrodilu¢ni metody

Vysledky zjednotlivych dilu¢nich metod byly nasledné srovnany oproti sobé, kdy
narasty na danych substratech odpovidaly makrodilu¢ni i mikrodiluéni metodé. V obou
metodach doslo k narGstim na cukernych alkoholech jako jsou sorbitol a isomalt. PfiCemz
sorbitol mél veétsi Cetnost narGisti nez isomalt. V zapéti za nimi byly uméla sladidla acesulfam
K a aspartam, ob¢ se stejnou ¢etnosti. Naopak cukerné alkoholy erythritol a xylitol nenarostly
ani v jednom piipade. U umélych sladidel nedoslo k zadnému nariistu u sacharinu a sukralozy.

Mezi nejcastéjsi druhy bifidobakterii, které byly schopny utilizovat uméla sladidla
a cukerné alkoholy, byly u makrodilu¢ni metody B. catenulatum a hned za nim B. adolescentis.
U mikrodilu¢ni metody Slo hlavné o B. adolescentis a poté B. longum. Zajimavy je i narast
B. dentium jakozto jedné z patogennich bifidobakterii u obou metod.

Jak uz bylo zminéno vySe, stejny druh bifidobakterii byl schopen utilizovat rizné
substraty. Timto lze naznacit, ze vlastnost bifidobakterii utilizovat ume¢la sladidla a cukerné
alkoholy je kmenové specificka.
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Co se ty¢e srovnani metod z hlediska schopnosti stejnych bifidobakterii utilizovat stejné
substraty, vySel zde vysledek, ze pouze 5 kment se shoduje na stejnych substratech v makro
i v mikrodilu¢ni metodé. Konkrétné se jedna o B. adolescentis D2 na isomaltu, B. adolescentis
D6 na isomaltu, B. dentium DSM 20436 na isomaltu, B. longum D26 na acesulfamu
K a B. pseudocatenulatum D32 na sorbitolu.

I presto vyplyva, ze vétsim poctem bifidobakterii byly metabolizovany cukerné alkoholy
nez uméla sladidla, a to v pfipadé makrodilu¢ni i mikrodilu¢ni metody.
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6 Diskuze

Hlavnim cilem diplomové prace bylo otestovat schopnost bifidobakterii metabolizovat
uméla sladidla a cukerné alkoholy jako jediny zdroj energie.

Z vysledkt naseho experimentu bylo zjisténo, ze umeéla sladidla sacharin a sukral6za
nebyly vibec metabolizovany bifidobakteriemi. U cukernych alkoholt nedoslo k zadné
metabolizaci u erythritolu a xylitolu. Naopak nejvétsi narast bifidobakterii byl zaznamenan na
cukerném alkoholu sorbitolu. Hned poté nasledoval isomalt, a nakonec se stejnou Cetnosti
umél4 sladidla acesulfam K a aspartam.

Podle souhrnnych informaci dle Biavati & Mattarelli (2012) o fermentaci raznych druht
sacharidu a sladidel u odlisnych druht bifidobakterii byl uveden pouze sorbitol jako zastupce
nami pouzitych cukernych alkoholl. U testovanych kment Bifidobacterium bifidum,
B. dentium, B. gallicum, B. longum subsp. longum a B. scardovii nedo§lo ve studii z pfiblizné
90 a vice procent k narastu na sorbitolu. Sorbitol pouzivaji lidské stfevni bifidobakterie jako
zdroj uhliku. V nékolika studiich bylo naznaceno, ze sorbitol ma potencialni prebioticky ucinek
(Gultekin et al. 2020).

Dal§i kmeny jako B. adolescentis, B. angulatum, B. breve a B. pseudocatenulatum
vykazovaly proménlivé vysledky. Pouze jeden druh B. catenulatum narostl pozitivné na
sorbitolu s procentualnim podilem mezi 11 — 89 % testovanych kmenti. VSechny tyto testované
kmeny byly schopny fermentovat glukézu, coz je v podstaté forma pozitivni kontroly (Biavati
& Mattarelli 2012).

V nasem experimentu bylo dosazeno stejného vysledku u druhu B. catenulatum, ktery
dokazal metabolizovat sorbitol v makrodiluéni metods. Slo hned o 3 kmeny téhoz
druhu — B. catenulatum D1, B. catenulatum D16 a B. catenulatum D36. Na druhou stranu
v mikrodiluéni metodé nedoslo k zadnému narastu u druhu B. catenulatum. U vice druht jako
jsou B. longum, B. adolescentis ¢i B. breve, doslo k narustu na sorbitolu pouze v jedné dilucni
metod€ a v druhé ne.

Dale bylo dosazeno shody u druht bifidobakterii, které nedokéazaly vyuzit sorbitol jako
zdroj energie (viz. kapitola 10 — Samostatné piilohy, Tabulky I — V). Jde o druhy B. angulatum,
B. dentium a B. gallicum u obou metod. V nasem piipad¢ jde jesté o druh B. faecale, ktery se
ve studiich podle Biavati & Mattarelli (2012) netestoval. Lze uvést také rozdil na ptikladu druhu
B. bifidum a kmenu B. pseudocatenulatum D32, které v naSem experimentu mély narist na
sorbitolu v obou metodach oproti Biavati & Mattarelli (2012) studii.

Potvrzeni zadného narastu u sorbitolu doslo také u B. angulatum. Naopak narast byl
potvrzen u vétSiny druhu B. catenulatum (pfiblizn€ 85 % z testovanych kmend) obdobné jako
v nasem experimentu. K rozdilu oproti naS§emu experimentu doslo u B. dentium, kde z 90 %
nedoslo k narastu na sorbitolu (Scardovi & Crociani 1974). V dalsi studii doslo i ke shodé
s naSim experimentem v narastu B. pseudocatenulatum na sorbitolu (Scardovi et al. 1979).

Narast bifidobakterii na sorbitolu nebyl potvrzen ve vysledcich studie u B. gallicum
DSM 20093 (Lauer 1990), dale také u B. scardovii (Hoyles et al. 2002) a u B. faecale (Choi et
al. 2014).

Vjiné studii dle Reuter (1971) byl hodnocen pouze sorbitol a erythritol znami
testovanych cukernych alkohold. K porovnani s nasim experimentem byly ve studii testovany
pouze kmeny B. adolescentis, B. breve a B. longum. U sorbitolu doslo k naristu u kmene
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B. adolescentis a B. breve. Jediny kmen B. longum nenarostl na sorbitolu. V na§em experimentu
byl narast na sorbitolu pouze u B. adolescentis D6 u makrodilu¢ni metody a B. adolescentis
B2 u mikrodilu¢ni metody. Ostatni kmeny B. adolescentis nevykazovaly narast na sorbitolu.
V ptipadé druhu B. longum je to obdobné, jelikoz narast na sorbitolu byl u B. longum D67, ale
u ostatnich kmeni tohoto druhu ne.

Oproti tomu u erythritolu doslo ke shodé (Reuter 1971). Ani u jednoho z testovanych
kment studie, které byly spolecné i pro nas experiment, nebyly nalezeny nartsty bifidobakterii
na erythritolu. V jiné studii bylo potvrzeno u B. faecale, ze tento druh také nebyl schopen
metabolizovat erythritol, coz se nam potvrdilo v experimentu. Na druhou stranu byl tento druh
schopny fermentovat xylitol (Choi et al. 2014), ktery se v naSem experimentu nepotvrdil.
Xylitol nebyl fermentovan ani ostatnimi bifidobakteriemi.

Ve studii zaméfené vyhradné na isomalt bylo zji§téno, ze nékteré druhy jako
B. adolescentis a B. catenulatum byly schopné metabolizovat isomalt (Gostner et al. 2006).
V nasem experimentu se potvrdil tento zavér u kmenu B. adolescentis, a to v obou metodach.
V piipadé B. catenulatum doslo k naristu pouze u jednoho kmene makrodilu¢ni metody.

Zavérem studie byl pfinos vinformacich o isomaltu a jeho bifidogennim efektu
u zdravych jedinct, ktery by mohl pfispét ke zdravé stievni mikrobioté jako prebiotické sladidlo
(Gostner et al. 2006). Informace o bifidogennim G¢inku byly v souladu s dalsimi studiemi, které
zkoumaly prebiotické sacharidy jako studie Ruiz-Ojeda et al. (2019).

Dle studie Frankenfeld et al. (2015) nebyl zjistén vyznamny rozdil mezi konzumenty
a nekonzumenty acesulfamu K. V nasem experimentu doslo k narGstu B. dentium DSM 20436
u makrodiluéni metody a B. longum D26 na acesulfamu Ku obou metod, coz by se
u konzumenta mohlo projevit. U B. dentium mizeme fici, ze mize byt potencialné rizikovy
kvuli metabolizaci acesulfamu K, a tedy moznému vzniku zubniho kazu.

Obdobné jako u acesulfamu K stejna studie pfinesla zavér, ze nebyl zji§tén vyznamny
rozdil mezi konzumenty a nekonzumenty aspartamu (Frankenfeld et al. 2015).

Jind studie o aspartamu z roku 2020 ptednesla zavér, ze bifidobakterie jsou schopné
metabolizovat aspartam a jsou schopné na tomto substratu zvysit sviij pocet (Gerasimidis et al.
2020). Je zde ale nutné zminit, ze se nejednalo o Cisty aspartam. Pouzity druh aspartamu
obsahoval i maltodextrin (Plaza-Diaz et al. 2020). Zda bifidobakterie byly schopné utilizovat
aspartam jsme se presvédCily u nékterych druhti bifidobakterii v naSem experimentu, kdy
kmeny B. adolescentis D6 a B. adolescentis D28 vykazovaly narast v mikrodilu¢ni metodé.
B. longum D26 jako jediné narostlo v aspartamu v makrodilucni metode¢.

Dle studie Ruiz-Ojeda et al. (2019) konzumace sukral6zy snizuje celkovy pocet aerobnich
1 anaerobnich bakterii, mezi které se fadi i bifidobakterie. Bylo zjisténo, ze sukral6za neni pro
bakterie viibec vyZzivna, a to je také divod, pro€ je odolna vuci bakterialni fermentaci (Pang et
al. 2021). Touto myslenkou 1ze podpofit zavér nasi studie u sukralozy, kde ani jeden kmen ze
vSech testovanych bifidobakterii nenarostl na sukraldze jako jediném zdroji energie.

V jedné in vitro studii vyvolal sacharin zvySeny pocet bakterii rodu Bifidobacterium
(Plaza-Diaz et al. 2020). V naSem experimentu se to ale nepotvrdilo, nebot v pfitomnosti
sacharinu nenarostl ani jeden kmen bifidobakterii.

Z prostudovanych studii Ize vyvodit, Ze nej¢astéji testovanym cukernym alkoholem byl
praveé sorbitol, ktery mél nejvice vysledkd, jelikoz byl testovan uz pii objevu novych druha
bifidobakterii. Dale nasledoval isomalt.
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Velky zajem odbornych studii o tyto dva cukerné alkoholy mohl byt zapficinény tim, ze
oba substraty vykazuji urcity prebioticky ucinek praveé pro bifidobakterie. Bylo prokazano, ze
mirné davky cukernych alkoholl zvySuji pocet bifidobakterii ve stfevni mikrobioté zdravych
jedincg, a to je davod, pro¢ mohou byt cukerné alkoholy pouzivany jako prospésna prebiotika.
Nicméné stale neni jasné, jestli takové interakce mohou byt i u nemocnych jedinct (Ruiz-Ojeda
et al. 2019).

Jako nedostatecné zmapovana sladidla ve spojitosti s bifidobakteriemi lze uvést
acesulfam K, sacharin a popfipad€ aspartam. Z cukernych alkohold mizeme uvést erythritol
a xylitol.

I v téchto vySe uvedenych studiich stejné tak jako v nasi praci doslo k urCitym
komplikacim pfi vyhodnoceni naseho experimentu. Znacnym zkomplikovanim v hodnoceni
vyznamu umélych sladidel a cukernych alkoholt k rastu bifidobakterii bylo, ze jednotlivé
studie testovaly rizné druhy a poddruhy bifidobakterii, a ne vzdy se jednalo o stejné kmeny.
Déle mohla byt omezeni v davce pouzitého umélého sladidla ¢i cukerného alkoholu, ktera
nemusela odpovidat u vSech studii stejnému mnozstvi. Zaroven se liSily pouzité metody, které
mohly byt ovliviiovany fadou faktort, které jsou u kazdé metody rtzné.

Naptiklad rozdil mezi in vitro a in vivo studiemi. V in vivo studii se musi pocitat, ze
i jenom nepatrna cast sladidla maze byt metabolizovana organismem a v ur€itych piipadech se
nemusi sladidlo viibec dostat do kontaktu se stfevni mikrobiotou, zatimco u in vitro studii je
dané sladidlo plné k dispozici pouze dané bakterii.

Vyse uvedené studie in vivo probihaly na laboratornich krysach a také na lidech. Podavala
se jim um¢la sladidla a cukerné alkoholy o riznych koncentracich na den. Laboratornim krysam
se podavaly vétSinou v rozpusténych formach v pitné vode€. U lidi Slo o klasické zatazeni do
jidelni¢ku, v ramci jednotlivych pokrmi za dodrzeni daného mnozstvi sladidla. V nekterych
studiich byly pouzity kontrolni skupiny s placebo efektem, nejCastéji v podobé sachardzy.
Vysledny vliv sladidel na stievni mikrobiom se zkoumal s pomoci vykalt, kdy se stanovovala
bakterialni Cetnost a diverzita stfevni mikrobioty pomoci bakteriologickych analyz. Dale se také
zkoumaly enzymy a vzniklé produkty fermentace.

U in vitro studii se metody a jejich vyhodnoceni lisily. Ve vétSiné pripada Slo
o fermentacni testy, které vyuzivaly API systém testovani (API 50 CHL, API 20A, APIZYOM
a dalsi od vyrobce bioMérieux). Dalsi studie probihaly formou pfipravy média s testovanymi
substraty a indikatory, kdy pouzité médium se Casto liSilo mezi studiemi. Poté se hodnotil
narust, barevna zména, enzymy a koncentrace organickych kyselin. Kultivace probihala ve
vétSing pripada pii 37-39 °C po razné dlouhé Casové useky. V nékterych piipadech i v ramci
nékolika dni az tyden. V jiné studii byla vytvofena modelova simulace lidského stfeva, které
bylo inokulovano mikrobiotou z lidské stolice. Do simulatoru byly poté pfivedeny substraty ve
formé testovanych sladidel a vyhodnocovaly se produkty fermentace a diverzita mikrobiomu
pomoci polymerazové fetézové reakce.

V naSem experimentu lze diskutovat také nad vhodnosti zvolenych metod.
U makrodilu¢ni metody mohlo dojit ke Spatné vytvorené anaerobni atmosféte pro spravny rust
bifidobakterii pomoci CO: kolony. V pfipadé mikrodilu¢ni metody mohlo jit o pomalé
zpracovani a zaockovani bifidobakterii do mikrotitracni desticky, ktera poté mohla byt
vystavena vzduchu, a tedy kysliku po delsi ¢as, nez se uzaviela do anaerobni atmosféry.
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Tento fakt mohl zapricinit, ze u 4 kment v naSem experimentu — B. catenulatum D36,
B. longum D50, B. adolescentis D63 a B. catenulatum B51 nedoslo k nartistu pozitivni kontroly
a zadného ze substratl v mikrodiluéni metodé (viz. kapitola 10 Samostatné pfilohy,
Tabulka I-V). Na druhou stranu u makrodilu¢ni metody pozitivni kontrola pro tyto kmeny vysla
pozitivné s naristem.

Déle 1ze uvést, ze pocty narostlych bifidobakterii byly hodnoceny pouze podle optické
denzity, z ¢ehoz nelze usoudit, zda jednotlivé buriky byly zivé ¢i mrtvé. Nebylo mozné tedy
posoudit, zda bifidobakterie byly schopné metabolizovat sladidla a vyuzit je jako energii pro
dalsi preziti ¢i zda bifidobakterie vyuzily sladidla jako energii, ale uz se jim dale nepodafilo
prezit.

Vhodnéj$i by se mohla v tomto piipadé projevit kultivace pomoci plotnové metody, kde
1ze sledovat, zda po kultivaci na umélych sladidlech a cukernych alkoholech jsou bifidobakterie
stale zivotaschopné a dokazou vytvorit kolonie. Pro potvrzeni téchto informaci by bylo vhodné
v budoucnu tento experiment zopakovat a doplnit praveé kvatitativnimi metodami napiiklad
plotnovou metodou ¢i metodou fluorescenéni in situ hybridizace (FISH).

Bifidobakterie jsou tedy schopné degradovat urcité komplexy sacharidi, které lidsky
hostitel neni schopny metabolizovat (Duranti et al., 2021). Zpusob fermentace téchto sacharid
ma za nasledek zvySeni produkce mastnych kyselin s kratkym fetézcem (napf. butyrat)
a nasledné snizeni pH (Gostner et al. 2006).

U pozitivnich kontrol se nartistem bifidobakterii a produkci mastnych kyselin s kratkym
fetézcem zménilo pH, které se snizilo na rozmezi 5,3 az 6,0 oproti hodnotam pH média pred
kultivaci. To zapficCinilo zménu barevného indikatoru. Obdobné tomu bylo i u umélych sladidel
a cukernych alkoholt, kdy doslo také ke snizeni pH na rozmezi 5,5-6,0, ¢imz bylo naznaceno,
ze bifidobakterie byly schopné vyuzit dana sladidla jako energeticky zdroj.

Otazkou je, zda rozkladem umélych sladidel a cukernych alkoholli vznikaji rozdilné
metabolity nez pti degradaci glukozy ¢i jsou tyto metabolity stejné, ale 1isi se jejich pomérem.
Tento predpoklad muize vést k dal§im vyzkumim ohledné metabolitd, které bifidobakterie
metabolizuji pii vyuziti umélych sladidel a cukernych alkoholi.

Vysledky a urcité komplikace v této praci mohou byt podnétem pro dalsi vyzkum
v oblasti umélych sladidel a cukernych alkohold se spojitosti k bifidobakteriim a stfevni
mikrobioté obecné. Budouci studie by proto mély zvazit ucinky sladidel, jak v kratkodobém,
tak v dlouhodobém horizontu, v riznych davkach substratd a v neposledni fadé ve spojitosti
s imunitou a nemocemi.
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7 Zavér

Souvislost mezi pfijmem cukri a nemoceni jsou CasteCné zpusobeny stievni
mikrobiotou. Ta obsahuje jak probiotické, tak patogenni mikroorganismy. Pokud tedy
zménime konzumaci cukri, sacharida ¢i sladidel, lidska stfevni mikrobiota na to muze
zareagovat dysbiozou. Dysbioza vede poté ke zmén¢ prostiedi, ve kterém se selektu;i
nové mikrobialni kmeny, které mohou mit negativni vliv na zdravi hostitele.

Cilem diplomové prace bylo otestovat schopnost bifidobakterii utilizovat vybrana
uméla sladidla a cukerné alkoholy. V experimentu bylo otestovano 48 druhud
a poddruht bifidobakterii v pfitomnosti 4 umélych sladidel a 4 cukernych alkohold.
U narostlych kment se hodnotila opticka denzita zakalu a méfilo se pH. Spravnost
experimentu byla ovéfena pomoci pozitivni kontroly s glukdzou a negativni kontroly
bez substratu. Vysledky této prace vykazovaly, ze u makrodiluéni metody bylo
schopno utilizovat dany substrat 10 kmena bifidobakterii z celkového poctu
48 testovanych kment. U mikrodilu¢ni metody to bylo 12 kment z celkového poctu
48 kment. V obou metodach byl nejcastéji metabolizovanym substratem sorbitol,
hned po ném isomalt zfad cukernych alkohold. Poté uméla sladidla
acesulfam K a aspartam, oba se stejnou Cetnosti. Z téchto informaci lze vyvodit, ze
bifidobakterie maji enzymy pro utilizaci cukernych alkoholti nez umélych sladidel.
Dalsi sladidla jako byla erythritol, sacharin, sukral6za a xylitol, nebyla ani v jednom
pfipadé metabolizovana bifidobakteriemi.

V experimentu vykazovalo nékolik riznych druht bifidobakterii schopnost utilizovat
substraty sladidel. V nékterych ptfipadech Slo i o kmeny jednoho druhu, které byly
schopny utilizovat rizné substraty. Piikladem mtze byt druh B. catenulatum a 3 jeho
kmeny. B. catenulatum D1 a B. catenulatum D16 byly schopné utilizovat sorbitol
v makrodiluéni metod€. B. catenulatum D36 kromé sorbitolu dokazalo v této metodé
utilizovat i isomalt. Z toho muzeme vyvodit, Ze schopnost metabolizovat uméla
sladidla a cukerné alkoholy je u bifidobakterii kmenove specificka a tim potvrdit nasi
hypotézu.

Hodnoty pH u pozitivni kontroly s glukézou se snizovaly, diky bifidobakteriim, které
produkovaly mastné kyseliny s kratkymi fetézci. U narostlych substratu sladidel tomu
bylo obdobng, ale s méné rozsahlym poklesem nez u hodnot pozitivni kontroly. Z toho
vyplyva, ze se metabolity mohly lisit v poméru oproti pozitivni kontrole nebo mohly
tvorit jiné metabolity. V tomto pfipadé se jedna o domnénku, ktera muze slouzit jako
podklad k dal§imu vyzkumu.

Z divodu nedostatecné prozkoumanych informaci o nékterych sladidlech a jejich
vztahu konkrétné k bifidobakteriim, muze tato informace slouzit k dal§imu vyzkumu
v této oblasti. Konkrétnéji se jedna o uméla sladidla acesulfam K, sacharin a aspartam,
a také o cukerné alkoholy erythritol a xylitol. Z hlediska téchto nedostateCnych
informaci a vysledkd naseho exerimentu lze vyvodit, ze funkce umélych sladidel
a cukernych alkoholl jsou v lidské strave stale neurcité.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

ADI (Acceptable Daily Intake) — Akceptovatelny denni pfijem

ATCC (American Type Culture Collection) — Americka sbirka typovych kultur

DSM (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) — Némecka sbirka
mikroorganismi a bunécnych kultur

EFSA (European Food Safety Authority) — Evropsky ufad pro bezpe¢nost potravin

FDA (Food and Drug Administration) — Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv

FISH - fluorescencni in situ hybridizace

GIT — gastrointestinalni trakt

KMVD - Sbirka mikroorganismt Katedry mikrobiologie, vyZivy a dietetiky na Ceské
zemédelské univerzité v Praze

KTJ - kolonie tvofici jednotky

LMG (Belgian Coordinated Collections of Microorganisms) — Belgické koordinované
sbirky mikroorganismu

MFU — McFarlandtv standard

MPL (Maximum Permitted Level) — Maximalni povolena troven

NK — negativni kontrola

PK — pozitivni kontrola

S1 —substrat 1 — Acesulfam K

S2 — substat 2 — Isomalt

S3 — substrat 3 — Erythritol

S4 — substrat 4 — Aspartam

S5 — substrat 5 — Xylitol

S6 — substrat 6 — Sacharin

S7 — substrtat 7 — Sukral6za

S8 — substrat 8 — Sorbitol
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10 Samostatné prilohy

V této kapitole jsou k dispozici tabulky z makrodiluéni 1 mikrodiluéni metody, véetné
tabulky hodnocenych mikrotitracnich desticek vyhodnocenych pristrojem Tecan Infinite M200.

Je zde uvedeno vsech 48 kment bifidobakterii, které byly testovany.
Bifidobakterie, které vykazovaly nartist na umélych sladidlech a cukernych alkoholech

jsou zminény v prehlednéjsich tabulkach v kapitole 5 — Vysledky.



Tabulka I Vysledky mikrodilu¢ni metody u substratt skupiny 1

Testované substrity sk. 1
= - ) g = — g
Testované kmeny £ E ‘T £ z = £ =
2 X g S s = 8 = S
4 2 = & S &=
< = = < ~2 | Z22
Kultivace (hod) 24| 48 (24| 48 |24 | 48 |24 | 48 (24| 48 |24 | 48
DSM |OoD| - | - | - | - |- - [-1 -1+ + |-1]-
20083 | pH 5,60
OD| - - -+ |- - - - |+ + |- -
b2 pH 6,10 5,60
pg ORI -1 - [-] +# -] -]-1+|+]+]-]-
pH 5,60 6,10 5,77
OD| - - - - - - + | + | +]| + - -
b2 pH 6,10 5,30
B. adolescentis D51 OD| - - - - - - - - - - - -
pH
OD| - - - - - - - - -+ | - -
bo3 pH 5,60
OD| - - - - - - - -+ + |- -
B pH 5,60
OD| - - - - - - - - |+ + |- -
it pH 5,67
OD| - - - - - - - - |+ + |- -
B0 pH 5,77
B. angulatum DSM 1OD| - | - |+ + |- - |-| - -]+ 1-]-
- ans 20098 | pH 5,60 577
DSM |oD| - | - |- - |- - T-1 -1+« +|-1-
20082 | pH 5,50
DsSM |oD]| - | - |- - |- - T-1 -1+« +|-1-
20456 | pH 5,60
. DSM |oD| - | - |- - |- - T-1 -1+« + |-1-
B. bifidum 20215 |[pH 5.67
ATCC [OD]| - - - - - - - I _
29521 | pH 5,30
OD| - - - - - - - - |+ + |- -
5o pH 5,40
B. breve ATCC [OD]| - - - - - - - I _
) 15700 | pH 5,67
OD| - - - - - - - - -+ |- -
bl pH 6,50
OD| - - - - - - - -+ o+ |- -
B. catenulatum D16 oH 6.40
ob|-| - [-[-T1-1-"1-1-"1-1T-1-1T1-
D36 oH

Poznamka: + v OD radku = narust; - v OD tfadku = nebyl narust;

I;

= narust pozitivni kontroly.

IT

= narust na daném substratu skupiny



Tabulka I Pokracovani

Testované substrity sk. 1
£ - 2 £ 2 =i
Testované kmeny ‘% v g £ £ £ 3 % e
g 3 B & | S| &%
< = = < “Z | Z22
Kultivace (hod) 24| 48 |24 48 |24 48 |24 48 |24] 48 [24| 48
oOD| - | - | -| - [-|-1-1-1+]+/1-1-
B2 o 5,30
oD| - | - | -| - [-|-1-1]- -+ |- -
B. catenulatum BS51 oH 5.60
oOD| - | - | -| - [-|-1-1-1+]+/1-1-
5 o 6,10
B. catenulatum subsp. | DSM |OD | - - - - - - - - -+ | - -
Kaswiwanohense 21854 | pH 5,30
B. denti DSM [OD| + | + |+ ]| + | - - - -+ o+ |- -
- denttum 20436 | pH 6,70 | | 5,60 5,60
IMG |OD]| - | - |- | - |- - -1 - T+ + [-]-
B. faecale 30642 [ pH 530
B. vallicum DSM |OD| - | - |- | - | -| - [-[ -1+ + -] -
- sareH 20093 | pH 5,50
B. longum subsp. ATCC |OD| - - - - - - - - + | + R -
Longum 15707 | pH 5,40
oD| - | - [ -| - [-|-1-1- -+ |- -
P [oH 5,60
oD| - | - | -| - [{-|-1-1-1+|+/1-91-
b1 pH 5,77
oD| - | - | -| - [{-|-1-1-1+|+/1-91-
b pH 5,77
oOD| - | + | -| - [-| - 1-1-1+|+/1-1-
D26 pH 6,10 5,30
oD| - | - | -| - [{-|-1-1-1+|+/1-91-
B. longum D30 oH 5.50
oD| - | - | -| - [{-1-1-1-1+]1+1-1-
P¥ 573
oo| - | - [-1 - T-1T-T-1T-"T1T-T-1T-71T-+-
D50 oH
oD| - | - | -| - [{-1-1-1-1+1+1-1-
D61A oH 5.85
oD| - | - | -| - [{-1-1-1-1-1+1-1-
P97 [ 5,60

Poznamka: + v OD radku = narust; - v OD fadku = nebyl narust;

I;

= narust pozitivni kontroly.

III

= narust na daném substratu skupiny



Tabulka I Pokracovani

Testované substrity sk. 1
=] = g - R
= - = =
Testované kmeny & | = £ 2 % = %
N 2 = g = =1 = = = =
g g z & S £ o g
< = < A~ Z =
Kultivace (hod) 24| 48 24| 48 |24| 48 |24 48 |24 48 |24 48
OD| - - - - - - - -+ + |- -
Bl o 5,30
OD| - - - - - - - -+ + |- -
B3 pH 5,50
OD| - - - - - - - -+ + |- -
B4 pH 5,60
OD| - - - - - - - -+ + |- -
BS Tom 5,30
OD| - - - - - - - -+ + |- -
B7 pH 5,40
B. longum
BS OD| - - - - - - - -+ + |- -
pH 5,30
OD| - - - - - - - - |+ + |- -
B19 pH 5,50
OD| - - - - - - - SN E -
B20 pH 5,50
OD| - - - - - - - SN E -
B27 pH 5,50
OD| - - - - - - - SN E -
B28 pH 5,50
OD| - - - - - - - SN E -
B. pseudocatenulatum | D32 oH 5.60
B. scardovii DSM|OD| - | - |+ + |-| - -] - -]+ |-1-
) 13734 | pH 5,80 5,40

Poznamka: + v OD fadku = narust; - v OD fadku =nebyl narust;

I;

= narust pozitivni kontroly.

v

= narast na daném substratu skupiny



Tabulka II Vysledky mikrodilu¢ni metody u substratii skupiny 2

Testované substraty sk. 2
= £ g — I 9
Testované kmeny S = = % z % z 2
| 2] | §|5f| 5f
e 3 = A S 3 Y 3
« @n A~ z =
Kultivace (hod) 24| 48 |24 | 48 [24| 48 |24 | 48 |24 | 48 | 24| 48
psM |oD| - | - [ - - |- - 1-1-1+]+|-1-
20083 | pH 5,60
OD| - - - - - - - - -+ | - -
D2
pH 5,60
OD| - - - - - - - -+ o+ |- -
D
° pH 5,77
OD| - - - - - - - -+ o+ |- -
b2 pH 5,77
B. adolescentis D51 oD/ - - - - - - - - - - - -
pH
OD| - - - - - - - -+ o+ |- -
bo3 pH 5,60
OD| - - - - - - |+ + [+ + |- -
B2 pH 5,77 5,77
OD| - - - - - - - -+ o+ |- -
B
’ pH 5,60
OD| - - - - - - - -+ o+ |- -
B30
pH 5,60
B. angulatum DSM 1OD| - | - |-} - |- - |-} - -1+ 1-] -
-8 20098 [ pH 6.10
psM |oD| - | - |- - [-1 - 1-1-1+]+]-1-
20082 | pH 5,60
psM |oD| - | - |- - [-1 - 1-1-1+]+]-1-
20456 | pH 5,50
- psmM |oD| - - [ -] - |- -1-1-1+«]+1]-] -
B. bifidum 20215 | pH 5,77
ATCC |[OD| - - - - - - - I B
29521 pH 5,50
OD| - - - - - - -+ |+ |+ |- -
B
o pH 5,93 5,77
B. breve Atcc |oD| - | - [ -] - [-] - [+ + [+] + -] -
) 15700 | pH 5,60 5,43
OD| - - - - - - - - -+ | - -
D1
pH 5,93
OD| - - - - - - - -+ o+ |- -
B. catenulatum D16 oH 610
ob|-| - |- -T1-1-1-1-1-1-1-]-
D36 oH

Poznamka: + v OD fadku = narust; - v OD fadku = nebyl narust;

skupiny 2;

= narust pozitivni kontroly.

= narust na daném substratu



Tabulka II Pokracovani

Testované substrity sk. 2
= £ S e 55 | ES
Testované kmeny = 5 = 2 Z£73 = e
z | 3 z = | §2 | &%
o 3 = @ < 3 o 3
n n ~ = Z Z
Kultivace (hod) 24| 48 |24 | 48 |24 | 48 |24 | 48 |24 | 48 |24 | 48
oD| - | - [ -| - |-1-1-1-1+1+1-1-
B12
pH 6,10
B. catenulatum B51 bl -| - V- - p-p - - pe el
pH
oD| - | - [ -| - |-1-1-1-1+1+1-1-
B3 pH 5,77
B. catenulatum subsp. | DSM |OD | - - - - - - - - -+ |- -
Kaswiwanohense 21854 | pH 5,93
. pDsM|OD| - | - |- - |- - -1 - 1T+[+ [-]-
B. dentium 20436 | pH 6.02
LMG |OD| - - - - - - - - + + _ _
B. faecale 30642 [ pH 593
B psSM|OD| - | - |- - -1 - [ -] -1T++1-7]-
- garacum 20093 | pH 530
B. longum subsp. ATCC|OD| - | - - - | - - - s o [ -
Longum 15707 | pH 5,60
op| - | - [ - - T-1T-1-T-1-1T+1-7-
D3 pH 5,77
op| - | - -1 -T-1T-T1-1T-"T1T-T+71-7]-
D1
> pH 5,85
oD| - | - [-| - |-1-"1-1-1+1+1-1-*-
D2
> pH 5,60
oD -| - [-| - |-1-1-1-1+1+1-1-*-
D2
° pH 5,60
oD| - | - | -| - |-|-1-1-1+|+1-] -
B. longum D30 oH 540
oD| - | - [ -| - |-1-1-1-1+1+1-1-
D4
> pH 5,93
oo| - | - -1 -T1-7T-1-1T-1-17T-71-7]-
D50 oH
oD| - | - [ -| - |-1-1-1-1+1+1-1-
D61A oH 577
OD| - - - - - - |+ + [+ + |- .
pe7 pH 5,77 5,50
Poznamka: + v OD fadku = narust; - v OD fadku = nebyl narust; = narust na daném substratu
skupiny 2; = narust pozitivni kontroly.

VI



Tabulka II Pokracovani

Testované substraty sk. 2
= g _ NS z
— o= R =) =
Testované kmeny s 5 = = Z = z =
s £ g < S| &2
2 g = 2 S E g
wn . 2 A~ S z S
Kultivace (hod) 24| 48 [24| 48 [24| 48 |24 | 48 |24 | 48 | 24| 48
OD| - - - - - - - -+ o+ |- -
Bl pH 5,50
OD| - - - - - - - -+ o+ |- -
B3 pH 5,50
OD| - - - - - - - -+ o+ |- -
B4 pH 5,60
OD| - - - - - - - -+ o+ |- -
B5 pH 5,45
OD| - - - - - - - -+ o+ |- -
B7
pH 5,93
B. longum
B3 OD| - - - - - - - -+ o+ |- -
pH 5,77
OD| - - - - - - - -+ o+ |- -
B1
’ pH 5,77
OD| - - - - - - - -+ o+ |- -
B2
0 pH 5,77
OD| - - - - - - - - |+ o+ |- -
B27
pH 5,60
OD| - - - - - - - -+ o+ |- -
B2
i pH 5,93
OD| - - - - - - -+ |+ |+ |- -
B.
pseudocatenulatum | D32 oH 577 5.93
B. scardovii DSMIOD| - | - |- - -1 - |-|- ]+l +|-]-
) 13734 | pH 5,77

Poznamka: + v OD fadku = narust; - v OD fadku = nebyl narust;

skupiny 2;

= narust pozitivni kontroly.

Vil

= narust na daném substratu



Tabulka III Vysledky mikrodilu¢ni metody, vyhodnoceno pfistrojem Tecan Infinite M200

Testované substraty sk. 1

Testované substraty sk. 2

E =z | EBlezlf3l =8 |= 252
Testované kmeny Syl rEER-EEEEE .*_2 _’é - 2 |EE|EE
2 S =< 8 |SE|DHEl = S E 5 |'S 2| e
8 Rz 9 2 |2 5|2 5| ™ ] = S |2 5|8 5
< R | < |~2|Z 3 2| a | P ~EEE
DSM 20083 10,332(0,396|0,407|0,424(0,592]0,346]0,3480,339]0,356(0,318|0,445(0,357
D2 0,292(0,42910,486|0,489(0,492]0,39410,397]0,445]0,494(0,497]0,607 (0,443
D6 0,360(0,441)0,467|0,522(0,597]0,40410,377|0,415]0,524(0,571]0,530(0,371
D28 0,401{0,29910,44310,392(0,554|0,336]0,42010,470]0,536(0,532|0,658|0,462
B. adolescentis D51 0,264(0,24010,270]0,262(0,262]0,183]0,34410,391]0,452{0,441]0,447{0,403
D63 0,402{0,411]0,454]0,456(0,525]0,439]0,3780,40410,448(0,409|0,467(0,353
B2 0,351{0,45410,462|0,496(0,622|0,446]0,45410,527]0,558(0,613|0,626|0,476
B9 0,261{0,219]0,219]0,230(0,3960,216]0,3680,463]0,492(0,515]0,623(0,458
B30 0,22210,22510,20410,227(0,299|0,18410,46310,42210,520({0,503|0,586|0,402
B. angulatum DSM 20098 10,303(0,273]0,250{0,304(0,250|0,186]0,353|0,401]0,505(0,516|0,533|0,474
DSM 20082 10,304(0,265)0,276]0,280(0,386|0,275]0,35310,440]0,523{0,4860,672(0,496
DSM 20456 10,258(0,291]0,326|0,350(0,500]0,273]0,2640,301]0,328(0,346]0,525(0,267
B. bifidum DSM 20215 10,277(0,278]0,285(0,284(0,400|0,276]0,47410,497]0,541{0,562|0,691|0,502
ATCC 29521 10,458(0,395|0,49410,430(0,612)0,34810,314]|0,406|0,418(0,43310,567 (0,421
B6 0,263(0,316|0,348|0,388(0,479]0,378]0,4550,507]0,579{0,62910,707 (0,487
B. breve ATCC 1570010,308{0,239|0,245|0,258(0,402|0,199]0,39310,411]0,470{0,577]0,671{0,387
D1 0,278(0,27910,24310,232(0,3260,19910,460|0,417|0,504(0,476|0,521 (0,401
D16 0,282(0,256]0,25410,263(0,305]0,195]0,37410,48410,507{0,538]0,554(0,488
B. catenulatum D36 0,392(0,438]0,482|0,483(0,49210,44310,33410,398|0,417(0,447]0,449(0,401
B12 0,378(0,435]0,46410,494(0,619]0,47410,3770,42410,489(0,503]0,632(0,428
B51 0,398(0,34410,405]0,342(0,606]0,32010,45310,490]0,519(0,519]0,537(0,483
B53 0,359(0,411]0,458|0,434(0,488]0,418]0,44510,47410,507{0,515]0,572(0,473
B. catenulatum
subsp. DSM 21854 10,236(0,314)0,290(0,271(0,289]0,206]0,3400,439]0,477{0,619]0,523(0,470
Kaswiwanohense

B. dentium DSM 20436 10,360(0,37910,400{0,291(0,440|0,20210,569]0,578]0,624(0,655]|0,621|0,514
B. faecale LMG 30642 10,272(0,276|0,233]0,246(0,315|0,187]0,4960,508]0,549(0,497]0,671|0,486
B. gallicum DSM 20093 10,332(0,313)0,304|0,334(0,453]0,318]0,339|0,406|0,433(0,452]0,544(0,411
ngnﬂ‘m SWbSP- | tec 15707 [0,304]0227[0228[0.233[0,372]0,197]0.355] 0.439{ 0.464{ 0,478 0,599 0.413
D3 0,30410,34510,250|0,266(0,248|0,20310,38910,446]0,487(0,501|0,587|0,419
D15 0,403(0,45210,490|0,524(0,646|0,42110,48010,413]0,490(0,415|0,476|0,314
D23 0,246(0,237]0,255]0,253(0,3810,18510,44410,53410,559(0,57310,631(0,511
D26 0,383(0,410|0,455]0,462(0,4760,380]0,347]0,44710,478{0,490/0,514(0,457
D30 0,313]0,43410,465|0,499(0,567|0,49210,4310,462]0,521(0,540|0,578|0,469
D45 0,54210,460]0,545|0,519(0,657|0,475]0,315|0,387]0,418(0,437]|0,466|0,390
D50 0,391(0,47310,481|0,503(0,506|0,465]0,37310,40410,472(0,48410,478|0,446
B. longum D61A 0,390(0,45810,497|0,497(0,602]0,452]10,383|0,465]0,462(0,461]0,533(0,415
D67 0,503{0,49210,510{0,509(0,537]0,441]0,460]0,388]0,490(0,5280,524(0,348
B1 0,312{0,370|0,426|0,466(0,539]0,428]0,340]0,460]0,492(0,518]0,576 (0,485
B3 0,357{0,44210,490/0,490(0,567)0,426]0,4360,527]0,553{0,545]0,600(0,467
B4 0,353(0,40210,44310,437(0,419|0,39010,40310,44410,504(0,515]|0,521|0,459
B5 0,529(0,511]0,536(0,517(0,633]0,450]0,541]0,49210,564(0,517]0,582(0,425
B7 0,246(0,419]0,450|0,453(0,559]0,439]0,54410,508]0,571{0,540]0,669 (0,467
B8 0,358(0,46410,48310,499(0,570|0,481]0,34910,446]0,489(0,468|0,614|0,420

Poznamka: = narust na daném substratu skupiny 1/ 2; = narust pozitivni kontroly.

VIII




Tabulka III Pokrad¢ovani

Testované substraty sk. 1 Testované substraty sk. 2
g _ g [w =g~ = = SIS
s = S £ = sl s | €| & |32 |E= S
Testované kmeny = S T *2 z2lE 3| 8 = = S |lz2les
é M g = = |2 8= = = = 2 |2 Z|= &
ST 2|z | F|SE|PEl | 8| 2|5 |SE|2s
i @ S 3| ™ 3 = S ol2 e
< & < |~ Z|Z = L la | NIz E
B19 0,339(0,380|0,331(0,376(0,550]0,38210,477]0,40210,543{0,471]0,614(0,358
B loneum B20 0,476(0,44710,500|0,486(0,666]0,43510,388]0,295]0,453(0,331|0,549(0,251
) § B27 0,306(0,35210,381(0,457(0,550]0,35210,416/0,497]0,516(0,527|0,577(0,468
B28 0,396(0,438|0,501{0,491(0,538|0,449]0,409|0,415]0,482(0,434]0,486(0,393
B. pseudocatenulatum) D32 0,39210,48210,538|0,527(0,547)0,507]0,450|0,476]0,481{0,569|0,544 (0,438
B. scardovii DSM 13734 10,309(0,322]0,24210,321(0,471]0,189]0,515]0,523]0,596(0,576|0,756(0,497
Poznamka: = narust na daném substratu skupiny 1/ 2; = narust pozitivni kontroly.




Tabulka IV Vysledky makrodilu¢ni metody u substratt skupiny 1

Testované substrity sk. 1
£ - 3 £ = =R
p— = ] ]
Testované kmeny ‘% v g £ £ £273 Z 3
7 = s ] & =
o S > 2, N ® g0 2
<o = = @ S = < g
< = < A~ 2 Z =
Kultivace (hod) 24| 48 |24 | 48 |24 | 48 |24 | 48 [24| 48 |24 | 48
psM |oD| - | - |- - [-1-1T-1-1-1®pm]-7]-
20083 | pH 5,40
D2 OD | - - - | F§ | - - - - |F5| F5 | - -
pH 6,13 547
D6 OD | - - |F4| F4 | - - - - |F5| F5 | - -
pH 545 5,34
ob| - | - |- - [-1-1-1T-1ps[Fs -] -
D28 pH 5,37
. op| - | - [- | - 1-1-1-1T-T-1Te|-1-
B. adolescentis D51 oH 5.55
ob| - | - |- - 1-1-1-1-1ps|Fs -] -
D63 pH 5,40
ob| - | - |- - 1-1-1-1T-1ps|Fs5 -] -
B2 oH 5,46
ob| - | - -1 - T-1T-T1T-1T-1ps[Ps -] -
B9 pH 525
ob| - | - -1 - T-1T-T1T-1T-1ps[Ps -] -
B3O TH 543
B at psM |oD] - | - [ - - 1-17-T1T-1-|ralPa]-]-
- anguratum 20098 | pH 4,96
DSM |OD|F1| F1 | - - - - - - |F5| F5 | - -
20082 | pH 4,84
DSM |OD]| - - - | F1 | - - - - |F5| F5 | - -
20456 | pH 545
- DSM |OD]| - - - - - - - | F1 |F4| F4 | - -
B. bifidum 20215 |pH 4,84
ATCC |OD]| - - - - - - - - |F5| F5 | - -
29521 | pH 4,95
opo| - | - |- - T1-1T-T1T-1T-1ps|Ps -] -
B6 pH 526
B b ATCC |OD]| - - - - - - - - |F5| F5 | - -
soreve 15700 | pH 533
ob|-[ - -1 -T1T-1T-1T-T-1rmmB][-]-
DI pH 5,89
ob| - | - -1 - T1-1T-T1T-1T-1ps|Ps|-]-
B. catenulatum D16 bH 5.65
ob| - | - |- |- -[-1T-1T-1Tps]-]-
D36 oy 5,52 5,38

Poznamka: + / F0,5 — F5 v OD tadku = narust; - v OD fadku = nebyl narast;

substratu skupiny 1;

Legenda:

= narust pozitivni kontroly.

McFarlandova stupnice Naruast
F0,5 -F2 Slaby
Stiedni
F4 - F5 Intenzivni

= narust na daném



Tabulka IV Pokra¢ovani

Testované substraity sk. 1
£ = 3 £ ‘o =i
o D= [+ [
Testované kmeny ‘% v g E £ = S -,E S
g g 5 & | S | B%
< = = < ~2 | Z8
Kultivace (hod) 24 | 48 | 24 | 48 24| 48 |24 | 48 |24 48 [24| 48
OD| - - - - - - - - |F5| F5 | - -
BI2 mh 517
OD| - - - - - - - - |F3| F5 | - -
B. catenulatum BS51 oH 5.26
OD| - - - - - - - - |F2| F3 | - -
B53 pH 5,69
B. catenulatum subsp. | DSM [OD| - - - - - - - - |F5| F5 | - -
Kaswiwanohense 21854 | pH 4,83
B. denti DSM [OD| - - F3 | F4 | - - - | F1 |[F4| F5 | - -
- dentim 20436 | pH 4,99 5,33
B. fuccal IMG|OD| - | - | - | - [-TFm [ -] - [FalFa |- -
- Jaecate 30642 | pH 4,94
B. calli DSM [OD| - - - - - - - | F1 |[F5| FS | - -
- garcum 20093 | pH 5,05
B. longum subsp. ATCC|OD| - - - - - - - - |F5| F5 | - -
Longum 15707 | pH 5,39
D3 OD |FO,5 |FO,5| - - - - - - |F5| F5 | - -
pH 5,68
OD| - - - - - - - - |F5| F5 | - -
D15 pH 5,34
OD |FO,5 |FO,5| - - - - - - |F5| F5 | - -
D23 h 5,64
OD| - F4 - - - - - | F5 |[F5| F5 | - -
D26 o 6,00 592] (533
OD| - - - - -1 -1-1- |F3|F3|-| -
B. longum D30 oH 5,63
ob| - | - | - - T1-1-1T-1T-1ralws | -] -
D4 o 5,49
OD| - - - - - - - - |F5| F5 | - -
D30 537
OD| - - |FO5|F1,0] - - - - |F5| F5 | - -
DOIA = h —
OD| - - - - - - - - - | F5 | - -
D67 o 538

Poznamka: + / F0,5 — F5 v OD tadku = narust; - v OD fadku = nebyl narast;

substratu skupiny 1;

= narust pozitivni kontroly.

Legenda:
McFarlandova stupnice Narust
F0,5 -F2 Slaby
F3 Stiedni
F4 - F5 Intenzivni

X1

= narust na daném



Tabulka IV Pokra¢ovani

Testované substraty sk. 1
= - 3 = = s
Testované kmeny & = = s z %‘ = %‘
! S M g = 5 R B =
g 3 = 2 | S| &%
< = = < ~2 | 28
Kultivace (hod) 24| 48 |24 | 48 |24 | 48 |24 | 48 |24 | 48 |24 | 48
g jopl - - T-T - [-[-T-[-Jp[F5[-] -
pH 5,25
ob|-| - [ -1 - [-1-1-1-1p]PF5]-] -
B3 pH 5,35
ob|-| - [-1 -T[-1T-1-1-1p]PFs5]-] -
B4 ITH 5,35
ob|-| - [-1 -T[-1T-1-1-1p]PFs5]-] -
BS pH 5,43
gy jopl - - -1 - [-[ - T-[-Jp[Fs5[-] -
B. longum pH il
- Long pg oo - - [- - T-T-[-T-Tr[Fs5]-]-
pH 5,33
ob| - - [-T -T1-1T-1-1-1p]PF5]-7] -
B19 pH 5,20
ob|-| - [-T -1-1-1-1-1p]Ps5]-] -
B20 pH 5,19
ob|-| - [-T -1-1-1-1-1p]Ps5]-] -
B27 pH 5,21
ob|-| - [-1 -1-1-1-1-1p]Ps5]-] -
B28 pH 5,20
OD| - - - - - - |F1| F1 |[F5| F§ | - -
B. pseudocatenulatum | D32 oH 5.58
B dovii DSM |(OD |F1| F1 [F1]| F1 | - - - - |F5| FS | - -
. scardovii 13734 | pH 4,91

Poznamka: + / F0,5 — F5 v OD tadku = narust; - v OD fadku = nebyl narast;

substratu skupiny 1;

= narust pozitivni kontroly.

Legenda:
McFarlandova stupnice Naruast
F0,5 -F2 Slaby
F3 Stiedni
F4 - F5 Intenzivni

XII

= narust na daném



Tabulka V Vysledky makrodiluéni metody u substrata skupiny 2

Testované substraty sk. 2
~ £ g = EF | ES
Testované kmeny S 5 = = 22 z 3
>, 5 E = ] = Y -]
w 3 = 3 S 5 < g
Kultivace (hod) 241 48 24| 48 (24| 48 |24 | 48 |24 | 48 |24 | 48
DSM |OD]| - - - - - - - |F3| f5 - -
20083 | pH 5,38
op|-| - |- - -] - rs s -] -
b2 pH 5,44
pe ropl-| - [- - - - Fs|F2] F4 ] -] -
pH 5,56 542
op|-| - |- - - [-] - |rs]Fs |- -
D2
’ pH 5,67
op|-| - |- - - - T-1Fs -] -
B. ]
adolescentis D51 oH 5.55
op|-| - |- - - [-] - |rs]Fs |- -
D
03 pH 545
B2 OD | - - - - - |F2| F2 |F5| F5 | - -
pH 5,74 5,58
op|-| - |- - - [-] - [rs]Fs -] -
B9 pH 5,43
op|-| - |- - - [-] - [rs]Fs |- -
B30 pH 5,50
3 at DSM |oD| - | - |- - - [-] - |ralFa] -] -
DSM |OD| - - - - - - - |F5| F5 | - -
20082 | pH 5,39
DSM |OD| - - - - - - | F5 |F5| F5 | - -
20456 | pH 5,80 5,47
. DSM |OD| - | - |- S -] - [ralEs -] -
B. bifidum 20215 [pH 542
ATCC |OD| - - - - - - - |F5| F5 | - -
29521 | pH 5,45
op|-| - |- -] - |rslEs -] -
B6 pH 5,24
B. br ATCC |OD| - - - - - - - |F5| F5 | - -
Loreve 15700 | pH 545
DI OD| - - - - - |F2| F3 |F3| F4 | - -
pH 5,47 5,46
op|-| - |- - - [-Trs|Fs]F5 ] -] -
B. D1
catenulatum 6 oH 5.62 545
OD| - - - - - |F4| F5 |[F5| F5 | - -
D36 pH 5,32 5,34

Poznamka: + / F0,5 — F5 v OD tadku = narust; - v OD fadku = nebyl narast;

substratu skupiny 2;
Legenda:

= narust pozitivni kontroly.

McFarlandova stupnice Narust
F0,5 -F2 Slaby
Stiedni
F4 - F5 Intenzivni

XIII

= narust na daném



Tabulka V Pokracovani

Testované substrity sk. 2
- g S 3 S | EG
Testované kmeny S = = £ 2 S £ =
= £ 5 = | SE | 2%
s 3 5 @ ) o 3
Kultivace (hod) 24| 48 |24 48 |24 48 | 24 | 48 |24 48 |24 | 48
op|-| - [-| - 1-7T-1-1-1ps|[ms|-]-
BI2 pH 5,29
op|-| - [-| -1-7T-1-1T-1Im[m]-]-
B. catenulatum BS51 oH 5.69
op|-| - [-| -1-7T-1-1-1r[mm]|[-]-
B
>3 pH 5,69
B. catenulatum subsp. | DSM |OD | - - - - - - | F5 | F5 |F5| F5 | - -
Kaswiwanohense 21854 | pH 5,60 5,43
5. denti psm|op|-| - [-] -1-1T-1-1-1rs|Fs]-] -
- dentuum 20436 | pH 5,55
B. faecal ILMG |OD| - | - |-| - | -] - - - |F3| F3 | - | -
Jaecate 30642 | pH 5,69
5. calli psm|ob| - | - |- - -1 -1-1-1m,s|[ms[-] -
- sateum 20093 | pH 5,35
B. longum subsp. ATCC|OD| - | - - - |- - - - |F5| F5 | - -
Longum 15707 | pH 5,41
op| - | - [-| - 1-1T-1-1-1ps|[ms|-]-
D3 pH 5,32
oD| -| - |-| - 1-1]- - - |F4| F4 | - | -
D1
> pH 5.43
op| - | - -1 -1-7T-1-1-1ps|[ms|-]-
D23 pH 542
op| - | - -1 -1-7T-1-1-1ps|[ms|-]-
D26 pH 5,46
ob| - | - |- - -1 -1-1-1ps|[wms|-]-
B. longum D30 oH 540
op| - | - - - T-1T-1-717-1lra|ms|-] -
D45 pH 5,31
op|-| - [-| -T-1T-1-7-1rs|ms|-] -
D
>0 pH 5,33
op|-| - [-| -T-1T-1-7-1rs|ms|-] -
DIA [0 o
op|-| - |- -T-1T-1-17T-71]-1®s]|-7]-
D67 R 5,56

Poznamka: + / F0,5 — F5 v OD tadku = narust; - v OD fadku = nebyl narast;

substratu skupiny 2;

= narust pozitivni kontroly.

Legenda:
McFarlandova stupnice Naruast
F0,5 -F2 Slaby
F3 Stiedni
F4 - F5 Intenzivni

X1V

= narust na daném



Tabulka V Pokracovani

Testované substraty sk. 2
= < — S o\ | \E [g\]
ot — =] =« 2]
Testované kmeny S = = £ Z2 £ =
| 2| F |58 5
" < = @ s 3 o 3
Kultivace (hod) 24| 48 |24 | 48 |24 | 48 |24 | 48 |24 48 [24| 48
ob| - | - |- -1-1T-1-1T-1m,s|ws|-7] -
Bl Th 545
ob| - | - |- -1-1T-1-1T-1mps|ms|-7] -
B3 pH 5,40
ob| - | - |- -1-1T-1-1T-1mps|ms|-7] -
B4 pH 5,31
ob| - | - |- -1-1T-1-1T-1mps|ms|-7] -
BS pH 5,25
ob| - | - |- -1-1-1-1-1ps|ws|-] -
. B7 n 5,38
- congum ge o0l - - [-[ - T-T-T-]-]Fs[Fs5[-]-
pH 5,36
op|-| - |- -1-1-1-1-1,s|Ps|-] -
B19 pH 5,51
ob| - | - |- -T1-1T-1-1-1ralws|-] -
B20 Th 531
obo| - | - -1 -1-1T-1-1T-1mles|-]-
B27 pH 531
op| - | - |- -1-1-1-1-1ralws|-] -
B2
° pH 533
OD | - - - - - - |F2| F5 |F1| F5 | - -
B. pseudocatenulatum | D32 oH 549 544
B dovii DSM [OD| - - - - - - - - |F5| F5 | - -
. scardovu 13734 pH 5,45
Poznamka: + / F0,5 — F5 v OD tadku = narust; - v OD fadku = nebyl narast; = narust na daném
substratu skupiny 2; = narust pozitivni kontroly.
Legenda:
McFarlandova stupnice Narust
F0,5 - F2 Slaby
F3 Stiedni
F4 - F5 Intenzivni

XV



