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Kultivacia vcelich mikroorganizmov v potravinarskych médiach
s potencialnym vyuzitim ako ndpoje

Suhrn

Véely medonosné su nespochybnitelne extrémne délezitou sucastou moderného
polnohospodarstva a krajiny. Velkym problémom sa ale v poslednych rokoch stali rozsiahle
straty spOsobené tlakom patogénnych virusov, baktérii a hub Siriacich sa prostrednictvom
mohutne rozSireného rozto€a Varroa destructor parazitujuceho na véelach. Velmi vyznamnym
faktorom moze byt aj ¢asto mala diverzita potravovich zdrojov, spdsobena obhospodarovanim
obrovskych monokultiurne orientovanych pozemkov, ktoré vcelam poskytuju monoténnu
potravu len par dni aZ tyzdrov v roku. Zlepseniu situacie by mohla pomoct suplementdcia ich
prirodzenych c¢revnych baktéii, ktord by podobne ako u vyssich organizmov mohla mat
probioticky efekt veduci k zlepseniu obranyschopnosti a zdravotného stavu vciel.

Ciefom prace bolo otestovat rast niektorych prirodzenych bakteridalnich kmerov
v€elieho trdviaceho traktu zrodov Lactobacillus a Bifidobacterium, v relativne lacnych
potravinarskych médidch ako srvatka alebo sdjovy proteinovy izolat, za ucelom dalSieho
probiotického vyuZia odfiltrovanej biomasy. Okrem toho bolo ¢iastkovym cielom otestovat
chutovu prijatelnost fermentovanej tekutiny v kombinacii s ovocnymi stavami alebo medom.

Narast bakteridlnej biomasy bol vyhodnocovany na zdklade zmeny optickej denzity
médii v jednotlivych jamkach mikrotitracnych dosiek. Ako média s najlepsim kultivaénim
potencialom sa ukdzali Cistd srvatka a sdjovy proteinovy izolat s medom alebo cukrom,
pridavky jablkového dzusu bakteridlnu aktivitu skoér inhibovali. Pri vybranych médiach bolo
stanovené ich zloZenie po 24h kultivacie ponocou 1H NMR analyzy, ktoré nam potvrdilo
zdravotnu nezavadnost fermentovanych médii.

Pilotny senzoricky test nam potvrdil dobrd chutovu prijatelnost niektorych napojov
pripravenych z fermentovanej srvatky alebo sdjového proteinu v kombinacii s ovocnymi
Stavami.

Experiment celkovo prindsa zjednoduseny nahlad technologického postupu pri
produkcii v€elych probiotik a poskytuje dobry odrazovy bod pre dalSie rozvijanie, zamerané aj
na dalSie bakteridlne skupiny a vyrobu komeréne dostupného napoja.

Klacové slova: vcelie probiotika, srvatka, séjovy protein, fermentované napoje



Honey bee bacteria cultivation in media with a potential use as a beverages

Summary

Honey bees are definitely an extremely important part of modern agriculture and
landscapes. However, a major problem in recent years has been the widespread losses caused
by the pressure of pathogenic viruses, bacteria and fungi spreading through the widely
expansed parasiting mite Varroa destructor. A very important factor can often also be a low
diversity of food resources, caused by the large monucultural areas, which provide bees
monotonous food only a few days or weeks throught year. One of the solutions could be a
supplementation of their natural intestinal bacteria, which, like in higher organisms, could
have a probiotic effect leading to improvement of bee defense and health.

The aim of the work was to test the growth of some bacterial strains of the bee
gastrointestinal tract from the genera Lactobacillus and Bifidobacterium in relatively cheap
medias such as whey or soy protein isolate for further probiotic utilization of filtered biomass.
In addition, a partial objective was to test the palatability of the fermented liquid in
combination with fruit juices or honey. The increase in bacterial biomass was evaluated based
on the change in the optical density of the media in the individual holes of the microtiter
plates. Pure whey and soy protein isolate with honey or sugar proved to be the media with
the best cultivation potential, and the addition of apple juice rather inhibited bacterial activity.

In few selected media was determined their composition after 24h of cultivation by 1H
NMR analysis, which confirmed the harmlessness composition of fermented media.

The pilot sensory test confirmed the good taste acceptance of some drinks made from
fermented whey or soy protein in combination with fruit juices.

Overall, the thesis proposes a technological process pipeline, starting from the
production of bee probiotics to the utilisation of the fermentation residues as a beverage with
added value and acceptable palatability. It provides a good starting point for further
development.

Keywords: honeybee probiotics, whey, soy protein, fermented beverages
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1 Uvod

Véely su nesmierne vyznamnym c¢ldnkom moderného polnohospodarstva. Bez ich
prispevku k opelovaniu by nebolo mozné pestovat az 90 % polnohospodarskych plodin.
Vceldrstvo sa v poslednej dobe stretdva s problémami, ktoré predstavuju vysoké zimné straty,
postihujuce v zavislosti na roku okolo 25 % vcelstiev. V roku 2018 boli v niektorych krajinach
ako Taliansko, alebo irsko aZ 30 %, v CR na Grovni 10 % (Gray a kol. 2019).

Pricina strat je neznama, Spekuluje sa o vplyve skladby potravy, pesticidov, Ziareni, ale
hlavne virusov, vysokom vyskyte varodzy alebo kombindacii tychto faktorov.

Nové publikacie ukazuju na mozné narusenie imunity a homeostazy mikroorganizmov
v travicom trakte vciel. Mikroorganizmy hraju u vciel eSte ovela vyznamnejsiu rolu ako u
Cloveka. Vcela je geneticky jednoduchsi organizmus, mikroorganizmy v traviacom trakte
suplementuju celd radu enzymov délezitych k rozkladu sacharidov, p6sobia antagonisticky na
patogény, a podielaju sa na syntéze viacerych vitaminov. Disbalancia tychto ekologickych
vztahov moze mat vazne nasledky, veduce azZ k likvidacii vcelstva.

Predpoklada sa, Ze podobne ako u ludi, by mohla mat suplementacia prirodzenich
nativnich vcelich probiotik pozitivny efekt na prevenciu pred ochoreniami, a zvySenie
produktivity a Zivotaschopnosti vcelstiev.



2 Ciele prace

Cielom prace bolo otestovat niekolko typov potravindrskych surovin, ako meédii
s vhodnymi vlastnostami pre rast véelych ¢revnych mikroorganizmov rodov Lactobacillus a
Bifidobacterium, a vyhodnotit narast bakteridlnej biomasy v porovnani so Standardnym
kultivacnym MRS médiom.

Média, ktoré vykazovali vhodné kultivacné vlastnosti pre rast mikroorganizmov, boli po
fermentdcii analyzovdné na chemické zloZzenie pomocou 1H nukledrnej magnetickej
rezonancie a pilotne otestované na senzorickl prijatelnost pre vyrobu nealkoholickych
napojov.

Vysledkom prace mal byt navrh technologického postupu pre vyrobu vcelieho
probiotického suplementu, u ktorého by po oddeleni bakteridlnej biomasy bolo moZzné dalej
zhodnotit fermentovanu tekutinu pri produkcii chutného fermentovaného napoja vhodného
pre ludskd konzumaciu.



3 Literarna resSers

V teoretickej casti prace sme sa zamerali na pribliZenie problematiky vcelej
obranyschopnosti, zloZzeniu ¢revného mikrobiému a probiotickej suplementdcii vciel.

3.1 Vcelia imunita

Priemerné zimné straty vcelstiev sa dostali po zime 2017/18 v niektorych krajinach az
nad Uroven 25 % (Talianko, Slovinsko, Spanielsko, Portugalsko) (Gray a kol. 2019).

Ukazuje sa, Ze jednym z hlavnych faktorov urcujucich zimné straty by mohla byt imunita
vCiel. Véela ako jedinec ma sv6j imunitny systém, ktory sa skladd z troch vzdjomne
previazanych trovni. Uplne nejzakladnej$ou obranou pred patogénmi je zabranenie ich vstupu
do tela hostitela, za prvu Uroven imunitnej reakcie preto méZzeme povazovat tzv. fyzikalne
bariéry ako kutikula, stena Zaludku a ¢reva, stena trachei. Druhy stupen tvoria bunky nazyvané
hemocyty, st to hmyzie analdgy fudskych leukocytov. Tieto bunky maju schopnost pohlcovat
a zapuUzdrovat cudzorodé bunky, ¢im ich likviduja. Niektoré hemocyty si schopné produkovat
chemické latky, ktoré patria do tretej Urovne imunitnej reakcie, tzv. humordlna imunita.

Humoralnu imunitu tvoria enzymy (lysozym, fenoloxidazova kaskada), glykoproteiny
(lektiny) a antimikrobialne peptidy (apidaecin, abaecin, hymenoptaecin, defensin, royalisin).

Imunitnd reakcia jednotlivych véiel sa meni s vekom, mladé vcely, kojicky maju napf.
vacsie tukové teleso ako véely lietavky. V tukovom telese su produkované antimikrobidlne
peptidy, ktoré kojicky prenasaju aj do kimnej kase plodu. V suvislosti s CCD (syndrém kolapsu
vselstva) si momentdlne ovela viac skimané vcelie virusy, vyzkum ukazuje, Ze za Uhyny
véelstiev méZzu pravdepodobne kombinacie virdz, bakteridz, hdb a kliestikovitost. Je
preukazané, ze kliestik véeli (Varroa destructor) slUzi ako prendsa¢ mnohych virdz. S narastom
populdce kliesStika vo véelstve narasta sucasne aj mnozstvo viriénov vo vcelstve. Pri vysokom
napadnuti kliestikom je mozné vSimnut si narast poctu vciel s deformovanymi kridlami.

Jednotlivé vcelstva vykazuju réznu odolnost proti virdzam. Antimikrobidlne peptidy,
latky spominané v suvislosti s humoralnou imunitou, su namierené predovsSetkym proti
bakteridlnym a hubovym patogénom. Peptid abaecin vykazuje silnd Gcinnost proti povodcovi
moru véelieho plodu (Paenibacillus larvae). Jeho nadexpresia v pripade infekcie by mohla viest
k vylieCeniu vciel, nasledne aj celého vCelstva. Dokonca je zistené, Ze miera expresie abaecinu
ma koeficient dediénosti h? = 0,3-0,4, sledovanie expresie abaecinu by mohlo viest k selekcii
potencialne odolnych véelstiev. Na odolnosti vCelstiev proti moru vcelieho plodu sa vsak
podielaju aj faktory zo socidlnej imunity, vcelstvd s dobrym Cistiacim pudom maju vyssiu Sancu
ozdravit sa bez vzniku alebo pretrvavania klinickych priznakov choroby.

Imunitny systém je ale ovplyviiovany aj abiotickymi faktormi. Medzi tieto patri kvalita
vyZivy, xenobiotikd v Zivotnom prostredi, klimatické pomery ale aj Uroven véelarenia. Je
preukdzany Skodlivy vplyv pesticidov pouzivanych proti varroaze, taktiez sa diskutuje o vplyve
pesticidov pouzivanych v polnohospodarstve k oSetrovaniu rastlin proti Skodcom.
Zaujimavou kapitolou vyzkumu sa stavaju probiotikd, symbiotické mikroorganismy Zijuce v
traviacom trakte vciel pomahajuce s trdvenim potravy (Danihlik 2011).
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3.2 Vcelia mikrobiota

Podobne ako aj u vyssich organizmov sa na povrchu tela a v traviacom trakte vdiel
nachdadzaju pestré mikrobidlne spolocenska, ktoré sa viac alebo menej podielaju na véelom
metabolizme latok.

Mikroorganizmy v ZivociSnych crevach sa podielaju na traveni potravy, detoxikacii
Skodlivych molekul (Rothman a kol. 2019), mo6Zu spristupriovat alebo poskytovat esencidlne
Ziviny, posobit antagonisticky na patogény a parazity a podielat sa na vyvoji imunity jedinca
(Kwong a Moran 2016).

Zivoti$ne vnltornosti obsahuju rézne mikrobidlne spolo¢enstva, ktorym €asto dominuju
sady baktérii, ale m6zu zahfnat aj archaea, virusy, prvoky a huby. Neustale pritomné zakladné
bakteridlne druhy su pre ich hostitela ¢asto prospesné a predpoklada sa, Ze su neoddelitelnou
sucastou evolucie zvierat ovplyvriujuce rast, vyvoj, zdravie a spravanie hostitela. Narusené
proporcie medzi zakladnymi mikrobidlnymi spolo¢enstvami mozu narusit homeostazu, ktord
mozZe vyustit do zmeny zdravotného stavu hostitela. Napriklad zmeny velkosti bakteridlnej
populdcie v ¢reve cicavcov boli spojené so zapalovymi poruchami criev, cukrovkou a obezitou.
Priciny a nasledky dysbidzy su teda kli¢om k pochopeniu zdravia a chordb Zivocichov.

Zatial ¢o rozmanité crevné spolocenstva cicavcov obsahuju funkénu redundanciu, ktord
méZze timit posuny v zloZeni, hmyz ma zvycajne ovela nizsiu diverzitu mikrébov, a preto méze
byt ovela lahsie postihnuty dysbiézou (Schwartz a kol. 2016).

Trdviaca sustava véely medonosnej je osidlend prevaine 9 bakteridnymi skupinami
(core microbiota) organizmov, ktoré u takmer vietkych jedincov zastupuju od 95 % do 99,9 %
vSetkych mikroorganizmov. U vSetkych jedincov su pritomné G— druhy baktérii Snodgrassella
alvi a Gilliamella apicola, patriace do skupiny Proteobaktérii. Z G+ baktérii sa v hojnom pocte
vyskytuju zastupcovia skupiny Firmicutes, konkrétne skupiny laktobacilov Firm-4 a Firm-5.
Menej pocetnu zlozku, stale sa ale vyskytujucu u vacésiny jedincov tvoria bifidobaktérie, hlavne
Bifidobacterium asteroides, patriace do skupiny Actinobacterium. Menej pocéetnymi a
zriedkavejSie pritomnymi su zastupcovia proteobaktérii Frischella perrara, Bartonella apis,
Parasaccharibacter apium a Gluconobacter spp.

Spolu 5 hlavnych bakterianych skupin a 4 menej zastupené druhy tvoria dominantné
zlozky véelej ¢revnej mikrobioty. Aj ked ob¢as mozu byt pritomné aj iné bakteridlne druhy,
tychto 9 predstavuje linie, ktoré sa zdaju byt Specificky prisp6sobené Zivotu sich vcelimi
hostitelmi. Rozdiely v ich hojnosti a prevalencii su pravdepodobne sp6sobené tym, Ze kazda
skupina sa kvoli svojim vysoko Specifickym metabolickym pochodom vyskytuje na
charakteristickej lokacii v traviacom trakte, ako je to aj priinych Zivocisnych mikrobiémoch.
Dokopy tieto baktérie vytvdraju Specializovand mikrobidlnu komunitu, ktora sa vyvijala
spoloc¢ne s ich véelimi hostite/mi pocas milionov rokov (Kwong a Moran 2016).

Dalej uvadzaju, Ze $irenie zakladnej mikrobioty je silne viazané na socidlne interakcie
medzi jedincami v koldnii. Okrem toho patria spominané kmene medzi mikroaerofilnég,
pripadne fakultativne anaerdbne kmene a ich vyskyt mimo vceli traviaci trakt nieje takmer
vObec zaznamenany.
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Pri jednotlivych v€elach boli obcas zaznamenané jednoznacné odchylky od normalneho
zloZzenia mikrobidému, iSlo hlavne o vy$sie mnoZstva oportunistickych organizmov zo skupiny
Enterobacteriaceae (Klebsiella spp., Pantoea spp., Enterobacter spp., Serratia spp., Hafnia
spp.) a Gammaproteobacteria. Tieto zmeny by mohli potencidlne reflektovat narusenie
mikrobidmu spojené s ochorenim.

Zaujimavym faktom je to, Ze kazda Cast traviacej sustavy vcéiel sa liSi charakteristickym
mikrobidlnym zloZzenim (Kwong a Moran 2016).

3.2.1 Mikrobiom medového vacku (crop), zaludku (midgut) a pyloru

V medovom vacku (Obr.1) prenasaju véely do ula tekutd potravu. Ma rovnaku
anatomicku stavbu ako hltan, je ale vakovito rozsireny do hruskovitého tvaru. Jeho objem sa
moze zvadsit az na 60 mm3a hlavnou funkciou je filtrovat nazbieranud potravu a posuvat ju do
zaludka (Rada a kol. 2009).

Kwong a Moran (2016) uvadzaju, Ze v medovom vacku vciel robotnic boli najdené len
nizke mnozstva baktérii. Identifikovani boli zastupcovia skupiny Enterobacteriaceae,
Lactobacillus kunkee a Parasaccharibacter apium, ktoré sa ¢asto vyskytuju v nektari alebo na
stenach ula, a m6zu byt kultivované pri atmosférickych koncentraciach kyslika. Celkovo boli
v tejto oblasti identifikované hlavne oportunitné organizmy epifitnej mikrofléry rastlin.

Funkciou useku Midgut je trdvenie a vstrebdvanie Zivin. Zo zalidku byva izolované len
zanedbatelné mnozstvo baktérii, pravdepodobne preto, Ze neposkytuje stabilny substrat pre
bakteridalnu kolonizaciu a je pokryty neustdle sa obnovujucim chitindznym materidlom
nazyvanym perithrophic matrix.

Pylorus je zdZenina spajajuca oblast Zaludku a ¢reva. V tejto oblasti sa v najvyssom pocte
vyskutuje Frischella perrara (Kwong a Moran 2016).
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Obrdzok 1. Popis traviacej sustavy vcely a vyskytu charakteristickej mikrobioty v
jednotlivych usekoch (Kwong a Moran 2016)

3.2.2 Mikrobiom c¢reva (hindgut)

Crevo je pokryté stabilnou vrstvou kutikuly a poskytuje vhodné prostredie pre velké
mnozstvo baktefii. Tento Usek je rozdeleny na 2 samostatné casti, ileum (tenké crevo) a
rectum (vykalovy vak), vid Obr.1, ktoré maju odliSné bakteridlne zloZenie (Kwong a Moran
2016, Raymann a Moran, 2018). Zaroven su miestami s najvacsim poctom mikroorganizmov
v traviacom trakte vcely. Z tychto Casti boli izolované baktérie, kvasinky a tiez mikroskopické
plesne (Rada a kol. 2009). Dalej uvadza, e pri svojej praci v roku 1997 boli izolované $tatisticky
nizdie poclty aerébnych baktérii (10*/g traveniny) v porovnani sanaerébnymi (108/g
trdveniny). Absolitne dominantnymi boli G+ acidorezistentné tycinky.
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Prakticky vo vsetkych véelach (50 jedincov) bola dokazand pritomnost anaerdbnych aj
aerdbnych baktérii, laktobacilov, koliformnich baktérii, stafylokokov, bacilov a kvasiniek. Boli
tieZ sledované rozdiely v mikroflére letnych a zimnych véiel. Zaltdok zimnych véiel obsahoval
eSte viac anaerdébnych baktérii, pravdepodobne ako ndsledok obmedzenia kontaktu
s epifitnou mikroflérou rastlin. Na druhej strane ale Zaludok a vykalovy vak letnych vciel
obyvalo viac koliformnich baktérii a stafylokokov. Celkovo pocty aerébnych baktérii kolisali
ovela viac ako pocty anaerébnych mikroorganizmov.

Corby-Harris a kol. (2014) uvadzaju, Ze pri ich analyze mikrobidmu traviaceho traktu boli
v Creve kazdej skumanej lietavky zastupcovia rodu Lactobacillus Firm - 5, Snograssella alvi,
Gilliamella apicola, Acetobacteraceae a Lactobacillus Firm - 4. Rod Bifidobacterium bol
detekovany u 21 z 23 jedincov. V Crevach lietaviek extrahovanych na jar a na jesen boli
zaznamenané minimadlne zmeny, tieto baktéridlne skupiny reprezentovalo 94 % az 99 %
izolovanych sekvencii.

lleum je rovna trubica so $ietimi pozdiznymi zahybmi, ktorej dominuji G- bakterialne
druhy S.alvi a G. apicola. Okrem toho sa tu v nizSom pocte vyskutuju aj zastupci skupin
lactobacilov. S. alvi zo skupiny Neisseriaceae ako obligdtne mikroaerofilnd baktéria sa
vyskytuje hlavne na periférii ¢reva a na ¢revnom epiteli. Tato lokalizacia je pre baktériu
najvhodnejsia, pretoze u hmyzu byva na ¢revnej periférii najvy$sia koncentrdcia kyslika.
Baktéria stratila v€etky metabolické cesty zamerané na glykolyzu sacharidov, a zisk energie je
sustredeny na aerébnu oxidaciu organickych kyselin (citrat, malat, acetat, laktat). VyuZivanie
odlisSnych energetickych zdrojov pravdepodobne ponuka S. alvi moznost koexistencie
v jednom ¢revnom prostredi s dalSimi baktériami schopnymi fermentacie. Tieto metabolické
odlisnosti podnecuju myslienku na moznost syntrofickej interakcie, pretoZze spominané org.
kyseliny su casto produktami metabollizmu fermentacnych baktérii, ktoré su v ¢revnych
systémov taktiez pritomné.

Vykalovy vak je miesto, kde sa pred defekaciou skladuju nestravené zlozky potravy a
dochdadza k resorpcii vody a mineralov. V tejto oblasti dominuju fermentativne G+ baktérie zo
skupin Lactobacillus Firm-4, Lactobacillus Firm-5 a Bifidobacterium asteroides (Kwong a Moran
2016).

3.2.3 Mikrobiota lariev

Vcelia robotnica sa vyvija v bunke plastu z nakladeného vaji¢ka, meni sa na larvu, kuklu
az dospelého jedinca, cely proces trva 21 dni (Weiss 2010).

Cerstvo vyliahnuté véelie larvy neobsahuju Ziadne bakteridlne spolocenstva. Prvé
baktérie sa k nim dostanu az s potravou (materska kasicka, med, nektar a pel). Tento fakt vedie
k akumuldcii charakteristickej mikrobioty ulu vich slepom creve, ako aj baktérii dospelich
jedincov. ZloZenie larvalnej mikrobioty sa ale zda byt, kvoli svojej nepravidelnosti skor
nahodné, a vyrazne ovplyvnené potravou v danej lokalite, rocnym obdobim a zdravotnym
stavom kolénie. Novo vyliahnuty dospely jedinec je takmer alebo Uplne bez baktérii a
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k charakteristickému osidleniu pride pocas prvych dni prostrednictvom socialnych interakcii
v koldnii (Kwong a Moran 2016).

Hroncova a kol. (2015) uvadza, Ze v ramci experimentu bola vykonana rozsiahla analyza
mikrofldry traviaceho traktu vsetkych vyvojovych stadii vciel z troch lokalit v Stredoceskom
kraji a juznych Cechach, vidy z troch véelstiev z kazdej lokality. Od prvého dia vyvoja
v traviacom trakte prevaZovala skupina tzv. Gammaproteobaktérii, kde boli hlavnymi
zastupcami kmene Gilliamella apicola a Frischella perrara. Piaty a Siesty den priSlo k zmene, a
u lariev prudko vzrastlo mnozstvo laktobacilov. To potom vzdpati kleslo spolu s tym, ako sa
vCela zakuklila a zacal sa jej pretvarat traviaci trakt na trakt dospelého jedinca. V priebehu
tejto zmeny laktobacily zmizli a do popredia sa opat dostali gammaproteobaktérie, avsak len
vo velmi malom mnozZstve. Potom, ¢o sa vCela prehryzla von z plastu, pocas tyzdia jej trakt
osidlili laktobacily a gammaproteobakterie v pomere priblizne 1:9, a dosiahli pocetného
maxima. Od tejto chvile pocty baktérii neustale klesali.

3.2.4 Posobenie mikrobioty

Vnimanie funkcii a ucinkov nepatogénnej miktobioty ma v poslednej dobe rastuci
charakter. Napriklad ludsky ¢revny mikrobidém plini dolezitd ulohu v hostitelove] fyzioldgii,
vyZive, vyvoji imunity, sprdvani a tieZ tvori jednu z barier posobiacu proti patogénnym
mikroorganizmom. VcCely hostia Specificki ¢revnd mikrobiotu pozostavajucu z uzko
Specializovanych mikroorganizmov, ktord je ale v niektorych znakoch podobna mikrobiote
cicavcov (prenos socianym kontaktom, lokalizacia hlavne v €revnej sustave, metabolizacia
komplexnejsich sacharidov, ochrana pred patogénmi) (Raymann a Moran 2018).

Crevné baktérie sa podielaju na neutralizécii prijatych toxinov, biosyntéze niektorych
Zivin alebo traveni zloziek potravy. Tieto zmeny zahfiaju procesy ako fermentacia
komplexnych sacharidov a cukrov, Standardne nestravitelnych pre véely. Niektoré kmene
G. Apicola obsahuju gény schopné podielat sa na degradacii pektinu, obsiahnutého v stenéch
pelovych zfn. Stepenie pektinu v bunkovych stendch nésledne vedie k uvolneniu a
spristupneniu Zivin. TaktieZ je jeho rozklad délezity, pretoze je pre vcely toxicky (Engel a kol.
2012).

Pri viacerych cicavcoch je zname, Ze fermentacné produkty, zahfiajuce hlavne organické
kyseliny s kratkym retazcom (acetat, propionat, butyrat) su vorganizme hostitela
absorbované a vyuzité v metabolizme. Podobny model bol zaznamenany aj u niektorych
druhov hmyzu, ale konkrétne u viiel eSte pravdepodobne nebol dokazany
(Kwong a Moran 2016).

Priamy dokaz doélezitej symbidzy ¢revnej mikrobioty a jedinca, bol ziskany pri eurépskom
druhu Smeliaka Bombus terrestris. Robotnice, ktoré boli experimentdlne zbavené c¢revnej
mikrobioty (antibiotikami alebo aseptickym chovom) vykazovali ovela vyssiu nachylnost
k beznému véeliemu patogénu Crithidia bombi, v porovnani s jedincami, ktory boli chovany pri
Standardnych podmienkach s prirodzenou ¢revnou mikroflérou (Koch a kol. 2011).
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Cariveau a kol. (2014) sledoval na ¢meliakoch zmeny mikrobiému, a zistili, Ze miera
vyskytu infekcie sposobenej parazitom Crithidia spp. negativne koreloval s vyskytom dolezitej
Crevnej baktérie Giliamella apicola a zaroven koreloval pozitivne s baktériami, ktoré nepatria
medzi zakladné zloZky vcelej mikrobioty. Tieto vysledky naznacuju, Ze pri naruseni Crevnej
bakteridlnej rovnovahy ¢meliakov, moze prist k prepuknutiu infekcie bezne sa vyskytujucim
patogénom.

Forsgren a kol. (2010) v Studii sledovali inhibi¢né ucinky 11 jednotlivych baktérii alebo
ich kombindcii, izolovanych zo véelieho traviaceho traktu, na 4 fylotypy Paenibacillus larvae
(ERIC I-1V). Kombinacia vSetkych 11 baktérii vyustila vo vSetkych pripadoch k totalnej inhibicii
patogéna. Jednotlivé fylotypy samostatne ale vykazovali odlisné vysledky. Dva fylotypy z roku
Lactobacillus uplne inhibovali rast vSetkych Styroch genotypov P. larvae. Bifidobacterium
coryneforme totalne inhibovalo rast genotypu P. larvae ERIC Ill a IV. Fylotyp BMA 5 z rodu
Lactobacillus totalne inhiboval rast ERIC I-11I. Dalej vysledky jasne ukazali, Ze po pridani baktéri
do vcelieho plodu sa vyrazne znizil pocet lariev, ktoré podlahli infekcii spésobenej P. larvae.
Z vysledkov je pravdepodobné, Ze tieto bakterie maju pozitivny efekt vo véelej patoldgii
vSeobecne a konkrétne pri prevencii prepuknutia moru véelieho plodu.

Vasquez a kol. (2012) uvadzaju, Ze sa im podarilo z medového vacku vciel rodov Apis a
Milliponini identifikovat 13 bakteridalnych kmeriov zo skupin Lactobacillus a Bifidobacterium,
ktoré pravdepodobne plnia ulohu pri produkcii medu a véelieho chleba. Jasne sa ukdzalo, Ze
jednotlivé kmene baktérii medového vacku potldcaju organizmy epifitnej mikrofléry.
Lactobacillus kunkee, ako najcastejSie sa vyskytuci, sa javil ako najucinnejsi inhibitor. Baktérie
medového vacku Ciastocne dokazali potladit véeli patogén Melissococcus plutonius v in vivo
podmienkach a totalne v in vitro. L.kunkee samostatne a vSetkych 13 baktérii medového vacku
spolu preukdzalo najlepSie inhibicné vlastnosti. Celkovym efektom po pridani izolovanych
baktérii do potravy pre larvy bolo jednoznaéné znizenie poc¢tu mrtvych lariev.

3.2.5 Faktory ovplyviiujuce velkost a rozmanitost mikrobioty

ZloZenie zivociSnej mikrobioty v traviacej sustave je ovplyviiované mnohymi faktormi
ako su stres, imunitné reakcie, vek jedinca, Ulohy v koldnii, diverzita zdrojov potravy alebo
vystavenie antibiotikdm. ZloZenie mikrofléry, hlavne relativne poclty Snodgrassela alvi,
Gilliamela apicola, sa m6zu menit v priebehu sezény, ¢o pravdepodobne reflektuje zmeny
v potrave. Dokdazalo sa, Ze narusenie tejto ¢revnej rovnovahy vedie k vysSej umrtnosti a
zvysenej citlivosti na ochorenia.

Disbidza negativhe pdsobi aj na expresiu vitelogeninu, fosfolipoglykoproteinu
podielajuceho sa na vyvoji vajicok matky a vyznamného antioxida¢niho cinidla (Raymann a
Moran 2018).

3.2.5.1 Vplyv antibiotik

Antibiotika pouzité na kontrolovanie infekcie sposobenej bakteridlnymi patogénmi
taktiez poOsobia aj na iné mikrdby, zahfnajuc prospesné baktérie pritomné u zdravych
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hostitelov. U niektorych baktérii s prirodzene vyssou odolnostou voci antibiotiku to méze viest
k akumulacii génov rezistencie. Tieto gény su Casto situované na mobilnych baktéridnych
kompomentoch (plazmidy), ktoré su schopné sa v ramci bakteridlnej komunity relativne lahko
rozsirit. Dopad antibiotik na ¢revnu mikrobiotu Zivocichov je znepokojivy, lebo moézZe vyrazne
narusit jej rovnovahu a obmedzit tak pozitivne ucinky na hostitela, druhym faktorom je
akumuldcia génov rezistencie, ktoré by mohli byt lahko prenesené na patogény (Tian a kol.
2012).

Raymann a Moran (2018) uvadzaju, Ze vcely medonosné su v niektorych oblastiach
beZne vystavované antibiotikdm pouZivanym ako preventivne opatrenie pri liecbe moru
véelieho plodu sp6sobeného patogénom Paenibacillus larvae alebo Melissococcus plutonius.
Oxytetracyklin sa tymto spdsobom pouzZiva uz desatro¢ia a u niektorych kmeriov bol
zaznamenany vznik rezistencie na toto liecivo.

Crevna mikrobiota americkych véiel je jasnym prikladom mikrobialnej komunity
dlhodobo vystavovanej antibiotiku tetracyklinu. Pri tychto bakteridlnich komunitach bola
dokdzana akumulacia Sirokej diverzity génov zodpovednych za rezistenciu voci tetracyklinu,
zahfiajuca 8 lokusov. Naopak pri v€eldch z oblasti, kde sa tetracyklin systematicky nepouzival
(SUI, CZ, NZ) boli u baktérii zaznamenané len 2 az 3 lokusy, pri ovela nizSom pocte opakovani,
spajané s moznostou rezistencie voci tetracyklinu.

Vasquez a kol. (2012) pozorovali pri in vitro kultivacii 13 oddelenych kmenov baktérii
mliecneho kvasenia izolovanych z medového vacku A. mellifera vystavenych dvom druhom
antibiotik (oxytetracyklin, tylozin) bezne sa vyuzivajucich pri liecbe moru vcelieho plodu.
Vsetky baktérie vykazovali vysoku citlovost na ucinky tylozinu ale niekolko kmeriov bolo
rezistentnych voci tetracyklinu.

Dlhodoba expozicia Sirokospekrdlnych antibiotik vedie k vyraznému obmedzeniu
bakteriadlnej diverzity. Je dokonca mozné, Ze vedie k vytvoreniu alternativnemu stavu, ktory je
ale v kliéovych aspektoch odlisny, kedZe prirodzena symbidza poskytuje znacné vyhody pre
obe strany (Tian a kol. 2012).

3.2.5.2 Vplyv pesticidov

Kakumanu a kol. (2016) pozorovali zmeny vo véelom mikrobiéme pri podavani pelu
s obsahom rezidui pesticidov. Pri doddvani pelu s obsahom chlorothalonilu, pesticidu
pouzivaného ako fungicid, bola pozorovana trojndsobne vysSia prevalencia nosematdzy.
Vysledky tejto studie naznaduju, Ze vystavenie véiel tomuto pesticidu moze indukovat zmeny
vo véelom ¢revnom mikrobidme, konkrétne znizuje mnozstvo baktérii a nie ich diverzitu, ¢o si
ale vyzaduje dalSie skimanie, ¢i mbze mat tato alebo podobna pesticidna expozicia vazne
do6sledky na zdravie, funkciu a prezitie vciel.
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3.2.5.3 Vplyv prostredia

ZloZenie vcelej mikrobioty je vysledkom dlhoroénej symbidzy mikroorganizmov a vciel
ovplyviiovanej prostredim, zloZenim vcelej potravy, ktord vyrazne ovplyviiuje kondiciu
jednotlivych jedincov a nasledne aj celého véelstva. Organizmy Zijuce v ich traviacej sustave sa
podielaju na premene Zivin, pricom jedinca zasobuju inymi doélezitymi latkami. Nadobudnuta
cennd symbidza sa ale mdze lahko porusit vplyvom tlaku ochoreni a parazitov, nepriaznivymi
poveternostnymi podmienkami alebo absenciou pestrych zdrojov potravy. Véely spracovavaju
nektar na med, ktory koldnii slazi ako primarny zdroj sacharidov a obsahuje len stopové
mnozZstvd aminokyselin a vitaminov. Pel poskytuje v podstate vSetky ostatné nutrienty,
zahfiajuc aminokyseliny, lipidy, vitaminy a mineraly. Vacsina druhov pelu ale neobsahuje
kompletné Zivinové zloZenie, alebo obsahuje len stopové mnozstvo niektorych esencidlnych
aminokyselin, z toho vyplyva, Ze véely musia zberat pel z réznych rastlin, pokial je na to
prileZitost (Matilla a kol. 2012).

Olofson a Vasquez (2008) na jar v druhom roku sledovania mikrofléry medného vacku
véiel A. mellifera zaznamenali narast populdcie patogénu Paebacillus larvae, ktory bol
izolovany z mednych vackov, aj cerstvého medu. PretoZe neboli zaznamenané Ziadne typické
priznaky tohoto ochorenia vcelieho plodu, Ul bol nepretrzite pouzivany pocas Studie. Pocty P.
larvae narastali pocas kvitnutia repky olejnej a divych malin ale ich rozvoj sa zastavil
s kvitnutim lipy. V tomto bode sa zastupenie P. larvae zacalo zniZzovat z 8000000 KTJ na larvu,
a v priebehu troch tyZdrov sa Uplne vytratilo bez prepuknutia ochorenia moru. Pocas obdobia
rozvoja P. larvae boli zaznamenané aj vysSie pocty troch bakteridlnich fylotypov u
vylietavajucich véiel, lariev aj v cerstvom mede. Fylotypy boli vel'mi blizke rodom Actinobacillus
a Phocoenobacter, ktoré sa radia do skupiny Pasteurellaceae.

3.2.5.4 Kastové zaradenie

Kapheim a kol. (2015) skimali vztah medzi proporciami symbiontov v oblasti vykalového
vaku a socidlnym spravanim naprie¢ roznymi kastami vciel (matky, trady, mladusky-kimicky,
lietavky). Aj napriek spolocnému ufu a prenosu potravy z Ust do Ust boli detekované rozdiely
v zlozeni mikrobiému medzi jednotlivymi skupinami.

Vysledky ukazali, Ze diverzita baktérialnych 16S rRNA sekvencii pri tridoch a matkach
bola az 298,87 % rovnaka ako u inych vciel robotnic. LiSilo sa ale pomerné zastupenie
jednotlivych skupin, matky mali vyrazne vysSie zastUpenie baktérii Parasaccharibacter
apium ako ostatné kasty, dokonca pri robotniciach, ktoré ale nemaji moznost reprodukcie,
tato skupina takmer nebola pritomna. Gény identifikované z gendmu spominanych baktérii su
spdjané s moznostou syntézy ferrodoxinov a oxidoraduktaz podielajtcich sa na metabolizme
a biogenéze membran, ako délezitej Casti oogenézy. Tieto baktérie by preto mohli napomahat
pri premene velkych mnoistiev prijatych proteinov na produkciu vajicok. U tradov bolo zasa
75,7 % izolovanych sekvencii zo skupiny Lactobacillus firm-5.

U mladusiek bolo zistené vyssie zastupenie skupiny laktobacilov Firm-5 (49,4 %) ako u
lietaviek (30,4 %) ale aj napriek tomuto zisteniu bolo zloZzenie mikrobidému prekvapivo velmi
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podobné, nakolko Mladusky a lietavky maju v koldnii Uplne odlisné funkcie a konzumuju
rozdielnu potravu.

Tato mikrobidlna podobnost moze byt spésobend velmi Uzkou spolupracou medzi
jednotlivymi kastami, kedy lietavky tesne po prilete do Ula odovzdavaju nazbierany nektar a
naopak mladusky im poskytnd potravu na doplnenie energie pred kaidym odletom.
ZastUpenie jednotlivych skupin mikrorganizmov u testovanych jedincov je uvedené na Obr.2.
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Obrdzok 2. Zastupenie jednotlivych bakteridlnich skupin v oblasti hindgut (Obr.1) u
matiek, mladusiek, lietaviek a tridov (Kapheim a kol. 2015)
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3.3 Vcelie probiotika

V poslednom obdobi sa dostdva do popredia vyvoj pripravkov obsahujucich funkéné
mikrobidlne kmene, prirodzene sa vyskytujuce v trdviacom trakte vciel, ktoré potlacaju
povodcov inych bakteridlnych, ¢i virusovych nakaz. Tieto baktérie su dalej zdielané medzi
v€elami prostrednictvom potravy a vytvaraju prirodzend imunitu vcelstva. VyuZitie
probiotickych mikroorganizmov je velmi perspektivne uz preto, Ze tieto mikroorganizmy tvoria
podstatni cast prirodzenej mikrofléry zdravého traviaceho traktu, takie su velmi
pravdepodobne ucastnikmi urcitych imunitnych reakcii u jednotlivych vciel.

Zastupcovia tychto skupin sa nenachadzaju len v traviacom trakte véely, mo6zeme ich
najst tieZ v mede, peli, nektari a na povrchu rastlin. U¢inok probiotickych mikroorganizmov
spociva v ich schopnosti osidlovat traviaci trakt a sutazit tam o priestor na traviacom epiteli,
takze dochddza k vytesneniu patogénnych mikroorganizmov z tkaniv. Probiotické
mikroorganizmy su tiez schopné syntetizovat peptidy s baktériostatickym a baktericidnym
ucinkom, ovplyviuju imunitnd odpoved organizmu, produkuju organické kyseliny s kratkym
retazcom, ako je kyselina mlie¢na, octova, maslova a propionova (Dubna 2012).

Niekolko bakteridlnych kmenov alebo zmes kmernov sa povaZzuje za prospesné pre véely
medonosné a povazuju sa za probioticky vyuzZitelné, najmad rody Lactobacillus a
Bifidobacterium. Avsak predpoklad, Ze laktobacily alebo bifidobaktérie maju vSeobecne
priaznivé ucinky na véely medonosné, moéze byt zjednoduSovany, pretoze fyziologicka
dynamika mikrobiému vcelich ¢Eriev nie je dokonale zndma.

Boli identifikované 3 aZ 4 odlisné triedy laktobacilov a neddvno boli charakterizované:
Lactobacillus apinorum, ktory je fylogeneticky podobny ako Lactobacillus kunkee, skupina
Firmicutes (Firm 4) reprezentovana Lactobacillus mellifer a Lactobacillus mellis a Firm 5
reprezentovand nedavno identifikovanymi fylogeneticky blizkymi druhmi Lactobacillus
melliventris, Lactobacillus kimbladii, Lactobacillus helsingborgensis, Lactobacillus
kullabergensis a Lactobacillus apis.

Bifidobaktérie sa vyskytuju v medonosnych véelach v pomerne nizkom pocte. Vyssia
variabilita bifidobaktérii bola pozorovand u Uzko pribuznych ¢meliakov. Uloha gama
(gammaproteobaktérie predstavované kmenmi G. apicola alebo F. perrara), ako velka
mikrobidlna skupina Specifickd pre véely a medonosné vcely vSak zostdva malo preskimana,
hoci sa moZu tieZ podielat na obrane proti patogénom (Hroncova a kol. 2015).

Ptaszinska a kol. (2015) podavali véeldam infikovanych patogénom Nosema ceranae
cukrovu vodu s pridavkom baktérie Lactobacillus rhamnosus a prebiotikom inulinom. Pri takto
lieCenych véeladch bola zaznamenand vyrazne vyssia mortalita jedincov, a az 25 ndsobne vyssi
vyskyt patogénnych spdr. Toto zistenie poukazuje na to, Ze nespravne zvoleny bakteridlny
kmen nielen Ze vznikajucej nosematdze nepredchadza, ale mbze vyrazne rozladit vcely
imunitny systém a umrtnost este zvysit.

Vasquez a kol. (2012) prisli s hypotézou, Ze vcelia mikrobiota p6sobi antagonisticky na
mikroorganizmy pritomné v nektari a peli v medovom vacku, kde takto zabranuju moznej
neziaducej kontaminacii medu a vcelieho chleba epifitnou mikroflérou pocas ich produkcie,
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ktord méze trvat niekolko dni aZ tyZzdrov. Vcely chleba je spracovany a skladovany pel
v bunkach. Oproti Cerstvému pelu ma odliSné chemické zloZzenie a obsahuje hlavne viac
kyseliny mliecnej (Kaznowski a kol. 2005). Zastupcovia skupiny Fungi, mozu tieZ hrat délezitu
Ulohu. Saccharomycetes v spojeni so véelami boli popisané taktiez ako organizmy podielajuce
sa na fermentacnych procesoch pri tvorbe véelieho chleba (Kakumanu a kol. 2016).

Hyrsl a kol. (2015), uskutocnili experiment zaloZzeny na pdsobeni rastlinného extraktu
sanguisarinu a probiotickej dotdcie zaloZenej na kombinacii vybranych mikroorganizmov
(L. apis, L. melliventris, G. apicola) izolovanych zo vcieleho travicieho traktu na larvy a kukly
umelo infikované entomoparazitickymi hadatkami Heterorhabditis bacteriophora a
Steinernema feltiae.

Nematobakteridlna infekcia kombinuje infekciu spb6sobenu baktériami a vplyvom
viacbunkového parazita ktory, ndsledne pdsobi ako vektor bakteridnych patogénov. Vysledky
ukazali, Zze larvy a kukly oSetrené predchddzajucou aplikaciou alkaloidu do cukrovej vody
prezivali v oboch pripadoch vo vaé§som pocte. Konkrétne po 48 hodinach od infekcie bola
vitalita oSetrenych lariev vy$Sia o 13.5 + 6.43% pri S. feltise a o 11.25 + 5.77 % pri
H. bacteriophora. U vzoriek oSetrenych rorprasovanim roztoku s obsahom baktérii sa ich
vitality zvySila o 23.25 £ 1.53% pri S. feltiae a 0 11.0 £ 6.0 % pri H. bacteriophora oproti
kontrole.

3.3.1 Vcelie probiotické pripravky na trhu

Aj ked su vedecké dbokazy o ucinnosti probiotik pre vcely zatial limitované len na
niekolko malo prac, existuje na globalnom trhu rada pripravkov s ekonomickym potencidlom.
Z pomedzi nech vyberam nasledovné:

EM-Kin Probien

Predajca uvdadza, Ze je to prirodné probiotikum, ktoré posilfiuje imunitny systém a tym
zvysuje vitalitu vciel. Pri praci so véelami ukludriuje vcelstvo a rovnako sa da pouzit pri rojeni
vCiel. Vhodny na zvySovanie vitality pri zimnom prikrmovani a v lete na pripravu pitnej vody.
Kyslé prostredie nezriedeného EM Kin-Probien zaroven poskytuje prvd ochranu pred
kliestikom. Ako dalSie mozZnosti pouzitia s uvedené preventivne postreky na upokojenie véiel
arojov.
ZloZenie: baktérie mlieéneho kvasenia, kvasinky, fotosyntetické baktérie, Zivinovy roztok na
zaklade obilného sladu, voda, citrén, kamilka, Manju sol
Dostupné z: http://bit.ly/2wXfwqgD
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ApiBio — FARMA Probioticky doplnék stravy pro vcely

Podla predajcu je to prirodny probioticky doplnok krmiva absahujuici zmes prospésnych
mikroorganizmov a cielene vybranych bylin pre zdravy rast vciel. Zaistuje mikrobiologicku
rovnovahu v organizme vciel, chrani ich pred patogénmi, choroboplodnymi zdrodkami,
toxinmi a celkovo posiliiuje ich imunitu.
Zlozenie: materskd kultira SCD ProBio original a rastlinné prisady produkované v procese
riadenej fermentacie
Dostupné z: http://bit.ly/38bKrwe

Super DFM Honey bee — Natural Bee Probiotic

Podla informdcii predajcu ide o prirodné probiotikum pre véely uréené na priame
prikrmovanie, zamerané na obnovu mikrobidlnej mikrofléry. LepSie travenie znamenad
zdravsie véely. Super DFM — Honey bee obsahuje kombinaciu baktérii mlie¢neho kvasenia,
prospésnych baktérii rodu Bacillus, kvasiniek a enzymov pouzivanych na zmiernenie chordb
véelieho plodu.
Podla etikety vyrobok obsahuje L. acidophillus, L. plantarum, B. bifidum, E. faecium
v minimalnom mnoZstve 5x108 CFU/g. Dalej obsahuje aj kvasinky Saccharomyces cerevisiae
v minimalnom mnoZstve 10° CFU/g.
Dostupné z: http://bit.ly/2uEioY)

Pro DFM

Vyrobok uréeny na priame skrmovanie véeldm, ktory svojim zloZzenim podporuje
znovnavodenie zdravej mikrobioty vcelieho traviaceho traktu. Pro DFM revitalizuje vceli
imunitny systém popritom ako potlaca skodlivé patogény zahfnajuce povodcu védpenatenie
vCelieho plodu, moru vcelieho plodu a nosematézy.
Dostupné z: http://bit.ly/3apngaT
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3.4 Potravinarske suroviny ako média pre biologické kultivacie

Pri velkoobjemovej kultivacii rozhoduje hlavne cena média. Séja a jej produkty, ako
séjovy proteinovy izolat (SPI), predstavuju lacnu surovinu s cenou zacinajucou okolo 6 €/kg v
malopredaji.

Podobne aj srvatka ako vedlajsi produkt vo velkom produkovany pri vyrobe syrov
obsahujuci nezanedbatelné mnozstvo kvalitnych bielkovin a velké mnoistvo sacharidu
laktdzy. Pripadné vyuZitie Cerstvej srvatky na vyrobu chutnych fermentovanych napojov
s vyzivovymi benefitmi pre konzumentov so sebou nesie vyrazny komerény potencial.

Obidve suroviny obsahuju bielkoviny a sacharidy vhodné pre rast mikroorganizmov,
pripadne se vlastnosti tychto produktov daju modifikovat prisadami, ako je napriklad repny
cukor. Podla Mondragon-Parada a kol. (2006) by sa srvatka dala dobre vyuZit pri
velkoobjemovej kultivacii laktobacilov.

Opacnym cielom kultivacie je fermentacia tychto médii, kde mikroorganizmy
v kone¢nom produkte nie su Ziaduce a cielom je ziskat tekutinu obohatenu o kvasné
produkty - fermentovany napoj.

V suvislosti s produkciou fermentovanych napojov zaloZzenych na rastlinnej bielkovine je
¢asto spominany sdjovy ndpoj. V porovnani so srvatkou je jeho vyhodou absencia laktozy,
ktora pre isti Cast populacie predstavuje vyrazny problém. “Séjové mlieko” je tradi¢ny
orientalny ndpoj pripraveny zo séjovych semien a vody, ktory je lacnym a vyznamnym zdrojom
bielkovin a energie. Jeho nevyhodou je ale fakt, Ze obsahuje nestravitelné oligosacharidy ako
stachydza a rafindza, ktoré mozu spésobovat ¢revné problémy. Ich koncentracia sa ale pri
procese fermentacie da znizit (Wang a kol. 2002).

Vo svete existuje velké mnozstvo roznych ndpojov a potravin zaloZzenych na fermentdcii
laktobacilmi, pripadne bifidobaktériami. Ak ale chceme dany produkt povazovat za
probioticky, musi v ¢ase konzumdcie obsahovat asporn 108/g Zivych baktérii, aby ¢ast z nich
bola schopna prekonat vsetky ochranné bariéry organizmu a dostali sa v dostatocnom pocte
az do koncovych Casti traviacej sustavy.

Zrodu Lactobacillus sa na pr'pravu najcastejSie vyuzivaju L. acidophilus, L. crispatus,
L. amylovarus, L. gallinarum, L. gasseri, L. johnsonii, L. helveticus, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, L. salivarius subsp. salivarius, L. casei, L. paracasei subsp. paracasei, L. paracasei
subsp. tolerans, L. plantarum, L. rhamnosus, L. fermentum, L. reuteri a z rodu Bifodobacterium
B. bifidum, B. longum, B. infanti, B. breve, B. adolescentis, B. animalis.

Ako probiotika sa eSte pouzivaju Streptocccus thermophilus, Enterococcus
faecium, Pediococcus acidilactici, Saccharomyces boulardii, Leuconostoc (Kandylis a kol.
2016).
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3.4.1 Fermentované napoje zaloZené na srvatke

V priebehu rokov sa vynalozZilo vyrazné Usilie na premenu velkého mnozstva srvatky,
generovanej, ako vedlajsi produkt v syrarskom priemysle na vyrobok pouzitelny ako potravina.
Srvatka predstavuje asi 85-90 % objemu mlieka, pouZitého pri vyrobe syra. Tekuta srvatka sa
sklada z vody (93 %), laktozy (5 %), bielkovin (0,85 %), mineralov (0,53 %) a minimalneho
mnozstva tuku (0,36 %). Srvatkové bielkoviny maju vyraznu biologickd hodnotu, najma kvoli
vysokému obsahu esencidlnych aminokyselin s rozvetvenym retazcom (izoleucin, leucin a
valin). Tieto aminokyseliny stimuluju Specifické intracelularne drahy spojené so syntézou
svalovych proteinov (Pescuma a kol. 2010).

Zaujem o vyuzivanie odpadovych produktov na vyrobu funkénych ndpojov sa v
poslednych rokoch zvysil, pricom srvatka je najvyznamnejsim prikladom. V snahe zvysit jej
hodnotu sa v mnohych studiach skimala moznost fermentacie pomocou baktérii mliecneho
kvasenia, pouZité baktérie preukdzali aj dobré prezivanie pocas skladovania. Sucasna
popularita jogurtovych napojov ochutenych ovocnou zloZzkou by mohla poskytnut velmi dobru
prilezitost pre zaclenenie srvatky do produkcie podobnych ovocno-srvatkovych vyrobkov
(Kandylis a kol. 2016).

V porovnani s ¢isto mliecnymi produktami je nevyhodou srvatky nizky obsah susiny,
ktory je spojeny s nevyraznou, vodnatou chutou a redSou konzistenciou. Preto sa pri vyrobe
fermentovanych ndpojov musia pouZit Startovacie kultdry produkujice exopolysacharidy
alebo priamo pridat hydrokoloidy, ktoré su schopné v relativne malych koncetraciach vyrazne
zvysovat viskozitu a tym aj predchadzat moznej sedimentacii dispergovanych ¢astic (Gallardo
— Escamilla a kol. 2007). Vyber vhodného mnoistva a typu pouZitého hydrokoloidu pri
mlie¢nych produktoch je velmi ddlezity, aby toto aditivum neovplyvnilo charakteristicki chut
pripraveného produktu alebo aby hydrokoloid bol schopny plnit svoju funkciu aj pri nizkom
pH fermentovanych vyrobkov (4,0 — 4,6). Vhodnymi hydrokoloidmi su karboxymetyl celuléza
(CMC), pektin, alginaty alebo xantanova guma (XG) (Williams a Phillips 2003).

Legarova a Koufimska (2010) testovali senzoricku prijatelnost srvatkovych napojov
s25% a 50% pridavkom mieka fermentovanych jogurtovou kulturou (Streptococcus
thermophilus a Lactobacillus delbriieckii subsp. Bulgaricus). Pri sledovani titracnej acidity
podla Soxhlet — Henkel metddy bolo zistené, Ze vzorky s vyssim obsahom mlieka ju mali vyssSiu
oproti srvatkovym vzorkam, ¢o napoved3, Ze pridavok mlieka pozitivne ovplyvnil fermentaény
proces.

V senzorickych testoch ziskala najviac bodov nefermentovand vzorka s 50% obsahom
mlieka. Celkovo z vysledkov ale vyplynulo, Ze fermentdcia mala na organoleptické vlastnosti
napojov ovela mensi, aZ zanedbatelny vplyv v porovnani s mnozstvom pridaného mlieka.
Podobné vysledky uvadza aj Bulatovi¢ a kol. (2014), ktory testoval prijatelnost fermentovanej
Cistej srvatky a srvatky s 30% pridavkom mlieka. Napoje boli fermentované jogurtovou
kulturou ABY-6 alebo kombinaciou ABY-6 s Lactobacillus rhamnosus. Verzia s mliekom,
fermentovana jogurtovou kulturou bola chutovo jednoznacne lepsia. L. rhamnosus pdsobil na
chut vyslednych napojov negativne ale v kombinacii sjogurtovou kultirou bolo v napoji
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pritomnych az o 3 rady viac Zivotaschopnych baktérii, Co je z hladiska probiotickej aktivity
vyrazné pozitivum.

Shukla a kol. (2013) testovali senzoricku prijatelnost napojov zaloZzenych na kombinacii
srvatky a ananasového dzusu v pomeroch 80:20, 75:25, 70:30 a 65:35, fermentovanych
probiotickym kmenom Lactobacillus acidophillus. Senzorické hodnotenie a meranie poctu
KTJ/ml bolo vykonavané po 5, 10, 15, 20 a 24 hodinach fermentacie. UZ po 15 hodinach
fermentdcie boli v napojoch zaznamenané takmer rovnaké mnoistva baktérii, ako po 24
hodinach (108 KTJ/ml). Najlepsiu celkovu prijatelnost mal napoj s 35% obsahom anandsového
dzusu, v ktorom aj po 28 drioch skladovania pri 5 °C, bolo viac ako 107 KTJ/ml. Z vysledkov
vyplyva, Ze idedlnou kombinaciou, vzhladom na pocet baktérii a senzoricku prijatelnost, bol
napoj s 35% obsahom dzusu, fermentovany 15 hodin. Hernandez-Mendoza a kol. (2007) pri
fermentdcii srvatky s priadavkom sachardzy a pektinu zaznamenali dosiahnutie maximalneho
mnozstva baktérii uz po 11 hodinach. Pouzité bakteridlne kmene (Lactobacillus reuteri,
Bifidobacterium bifidum) nasledne preukazali aj dobrd schopnost prezivat v ndpoji pri
podmienkach skladovania bez vyraznejSej zmeny chuti pocas prvych 14 dni.

BeZne dostupné ovocno-srvatkové napoje produkuje spolo¢nost Milsy a.s., ktord ma vo
svojom portféliu 2 ndpoje obsahujuce srvatku s 15% pridavkom ovocnej zlozky (marakuja,
mango) s blizsie nespecifikovanou bakteridlnou kultirou. Dostupné z: https://bit.ly/2wrllge.

Studie jednoznaéne potvrdzuju potencial srvatky pre fermentaciu a vyrobu ndpojov,
avsak v nasich zemepisnych podmienkach sa s podobnymi produktami stratdvame len
ojedinele, a srvatka sa pouziva skor v susenej forme, ktorej vyroba je ale spojena s vysSou
energetickou naro¢nostou.

3.4.2 Fermentované napoje zaloZené na sojovom zaklade

V nadvaznosti na vyvoj mlieCnych probiotickych vyrobkov sa zaviedli nové vyrobky
obsahujluce prospesné baktérie, najma v ovocnych napojoch a ndpojoch zalozenych na
obilninach a rastlinnych bielkovinach (Champagne a kol. 2009). Séjovy ndpoj je najbeznejsie
pouzivanou alternativou k mlieku ako lacny substrat na vyrobu probiotickych produktov. Na
vyvoj probiotickych napojov sa séjové ,mlieko” pouZiva samostatne alebo castejSie v
kombinacii s obilninami, bylinkami alebo inymi ochucovadlami (Kandylis a kol. 2016).

Séja je vynikajucim kandiddtom pre takéto vyrobky, tiez sa povaZzuje za dobry substrat
pre vyrobu funkénych potravin, pretoze fermentdacia ma potencial zniZzovat hladiny niektorych
sacharidov, ktoré moézu byt zodpovedné za produkciu plynov v ¢revnom systéme, zvySovat
hladiny volnych izoflavénov a podporit Ziaduce zmeny bakteridlnych populacii v
gastrointestinalnom trakte (Champagne a kol. 2009).

Z technologického hladiska je mlie¢ne kvasenie jednou z najlepSich moznosti Upravy
neziaduce sdjovej aromy. Kvéli velmi nizkému obsahu cukrov v semendch je ale fermentacia
klasickymi mliekarenskymi kulturami (S. thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus a L. casei)
nemozna, preto musi byt sdjovy napoj pred fermentaciou fortifikovany sacharézou, glukézou
alebo laktézou. Fermentacné produkty a proteolytickd aktivita, ktord vykazuji kmene L.
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acidophilus a L. casei sa vyrazne podielaju na zmene chuti a a ardmy ndpoja, spojenej
s odburanim n-hexanalu a pentanalu zodpovednych za charakteristicku séjovu vénu (Behrens
a kol. 2004).

Champagne a kol. (2009) uvdadza, Ze pri Cistych kulturach je vyber kmena nevyhnutny na
dosiahnutie primeranej rychlosti acidifikacie. V pripade Cistych probiotickych kultar su
fermentacné casy potrebné na dosiahnutie pH < 4,5 zvycajne 10 hodin a viac, pri 37 ° C.

Z priemyselného hladiska su vyhodné kratke fermentacné Casy, aby sa zvysila produkcia
a obmedzili neZiaduce kontaminujice mikroorganizmy. Okrem toho samotné probiotické
kultury mo6Zu produkovat metabolity s neprijemnymi chutami a voriou. Potencidlnym rieSenim
tychto dvoch problémov je pouzitie zmieSanych kultir obsahujlce napr. jogurtové bakteridlne
kmene. Probiotické baktérie obvykle pri vyrobe jogurtov nedosahuju tak dobré rastové
hodnoty ako $tartovacie jogurtové kultdry. Studie ale naznaduju, Ze séjovy ndpoj by pre ne
mohol byt dobrym substratom, a spolu s jogurtovymi kultirami by sa im v sdjovom médiu
darilo viac (Rivera -Espinoza a Gallardo- Navarro 2010).

Espirito-Santo a kol. (2014) pripravili nemliecny probioticky ndpoj s pH a viskozitou
podobnou jogurtu s pouzitim kmenov Lactobacillus a dalSich probiotickych baktérii
(L. acidophilus, L. casei, B. animalis subsp. Lactis, L. fermentum, L. plantarum) na fermentdciu
séjového mlieka kombinovaného s marakujovou duZinou.

icier a kol. (2015) uvdadzaju, Ze testovali senzorickd prijatelnost, schopnost baktérii
prezivat pocas skladovania a zmeny pH fermentovaného napoja zaloZzeného na kombinacii
s6jového napoja a jablkovej Stavy v maximalnej koncentrdcii 25 %. Pri koncentrdcii jablkovej
Stavy 25 % bol probioticky kmen L. acidophilus schopny preZit v rozmedzi 8,73 - 9,11 log KTJ/g
po 21 dnoch skladovania pri 4 ° C. Nadpoj mal aj velmi dobrd senzorickl prijatelnost u
konzumentov.
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4  Experimentalna cast

4.1 Materidly a metody

Z dvoch lokalit v okoli Prahy (CR) boli odobrané véely druhu Apis mellifera a zich
traviaceho traktu boli vyizolované 4 bakteridlne kmene (Tab.4), ktoré boli charakterizované
pomocou elektroforéznej metédy zameranej na dizku génu 165 rRNA.

Nasledne bol na mikrotitracnych dostickach testovany ndrast bakteridlnej biomasy
v kombinaciach r6znych potravinarskyvch médii, zaloZzenych na srvatke, s6jovom proteinovom
izolate (SPI) a jablkovom dZuse s pridavkami sacharidovych roztokov medu alebo cukru. Narast
baktérii bol vyhodnocovany spektrofotometricky, na zaklade zmeny optickej denzity médii.

Pri kmenoch Bifidobacterium asteroides a Lactobacillus helsinborgensis bolo
uskuto¢nené 1H NMR stanovenie latkového zloZenia vybranych fermentovanych médii.

Na zaver bola testovana senzorickd prijatelnost vybranych médii fermentovanych
kmenom Lactobacillus mellivenstris.

4.1.1 lzolacia laktobacilov a bifidobaktérii z traviaceho traktu Zivych vciel

Vcely pouzité pri experimente pochdadzali z dvoch lokalit v okoli Prahy. Prva skupina vciel,
pochadzala zufu patriaceho pod Vyskumny ustav vcelafsky v Dole (50°12'20.3"N
14°22'01.7"E). Druha skupina bola odchytend na demonstratnom a pokusnom poli CzZU
v Suchdole (50°07'37.4"N 14°22'27.2"E). Z kaZzdej rodiny bolo do plastovej klietky obsahujucej
medovocukrové cesto odobratych 5 robotnic z najvy$Sieho nadstavku. VSetky véely boli
odchytené 25.4.2019 a druhy den prebehla extrakcia obsahu traviaceho traktu.

Véely boli ihned po transporte do LAM (Laboratof Anaerobni Mikrobiologie) UZFG
(Ustavu Zivocisné fyziologie a genetiky) AV CR, v.v.i. usmrtené CO,. Bezprostredne potom
z nich boli za aseptickych podmienok vybraté kaudalne casti (¢revo a rektum) traviaceho
traktu a vloZzené do hermeticky uzatvaratelnej skimavky (tzv. ,Hungate’s tube”; vyrobca
SciQuip, VB) obsahujucej 1,8 mL sterilného, modifikovaného anaerébneho M.R.S. bujénu
(zloZzenie g / L : 12 g trypton, 20 g glukdza, 5 g kvasni¢ny extrakt, 5 g sdjovy pepton, 5 octan
sodny, 5 NaCl, 1 MgCl, x 6 H20; 0,2 cystein x HCI, 1 mL Tween 80; pH pred sterilaciou bolo
upravené na 7,3 pomocou 5M NaOH) s pridavkom sklenych ¢repin pre homogenizaciu vzorky.
Anaerébne podmienky boli zabezpecené vytesnenim atmosférického O, pomocou CO;
z tlakovej flase (Cistota plynu> 99,99 %). Ruénym pretrepanim boly traviace trakty robotnic
homogenizované a alikvotne nariedené desiatkovym systémom sustavou skimaviek, ktoré
obsahovali zhodny objem bujénu. Nariedené vzorky o objeme 0,5 mL boli za aseptickych
podmienok aplikované do sterilnych Petriho misiek a inkubované po pridani modifikovaného
M.R.S. agaru (bujon s vyssie uvedenim zlozenim a pridavkom 13,5 g bakteriologického agaru,
Oxoid, VB), modifikovaného TPY agaru (Killer a kol., 2011) za anaerébnych podmienok (vyvijac
anaerdbnej atmosféry AnaeroGen™ 3.5L; Oxoid, VB) v 3,5L anaerostatu (Anaerobic jar, Oxoid,
VB) pri teplote 37 °C po dobu 48 hodin.
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Narastené koldnie roznej velkosti a morfoldgie boli sterilnym bakteriologickym oc¢kom
transportované do skumaviek obsahujucich 9 mL vysSie zmieneného M.R.S. bujénu a
kultivované 24-48 h pri 37 °C. Po ndraste bola u bakteridlnych izolatov zhodnotend pomocou
svetelnej, kontrastnej mikroskopie Cistota, resp. potencidlna kontamindcia, a zaroven
morfoldgia buniek.

Z cca. 25 izoladtov boli vyselektované pre ucely klasifikacie 4 z nich, u ktorych bola
preukazana Cistota a zdroven morfoldgia typicka pre laktobacily (zjednodusene pravidelné
tycinky vyskytujuce sa jednotlivo, v dvojiciach ¢i kratkych retiazkach) a bifidobaktérie
(nepravidelné kratsie ¢i dlhSie, obc¢as vetvené tyc€inky dosahujlce nejcastejsie kyjovity tvar a
tvary pripominajlice pismena Y a X; taxony obyvajlce traviaci trakt opelovacov naviac ¢asto
tvoria v tekutych rastovych médiach viacmenej rozsiahle zhluky buniek — tzv. autoagregaty).

4.1.2 Klasifikacia izolatov laktobacilov a bifidobaktérii

Chromozomadlna DNA vybranych izolatov, nevyhnutna pre klasifikaciu, na zdaklade
komparativnej analyzy 16S rRNA genu (kodujuca ribozomdlnu RNA malej podjednotky
ribozdmov), bola extrahovana prostrednictvom roztoku PrepMan™ Ultra Reagent (Applied
Biosystems, VB) podla instrukcii vyrobcu, pricom zdkladom bol pelet buniek izoldtov ziskani
centrifugdciou (13 500 ot. / min. vtrvani 3 min.) 1 mL kultdry. Primerovy par 616 V (5'-
AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3") — 630R (5- CAKAAAGGAGGTGATCC- 3°) (Loy et al. 2002) a
konkrétne PCR podmienky: (94°C/2 min) 1 x, (94°C/45 s, 52°C/1 min, 72°C/ 30's) 30 x, (94°C/1
min, 72°C/4 min) 1x (Ehrmann et al. 2003) boli pouzité pre amplifikaciu takmer kompletnej
sekvencie 16S rRNA génu. PCR reakcia v objeme 25 uL pozostavali z 1x PPP Master Mix (75
mM Tris-HCI, pH 8.8, 20 mM (NH4)2S04, 0.01% Tween 20, 2.5 mM MgCl,, 200 uM of each
deoxynucleoside triphosphate, 1.25 U Tag-purple DNA polymerase; Top-Bio, CR), 0.5 uM
oboch primérov a 20-50 ng templatovej DNA. Uspesnd amplifikacia bola potvrdena na zéklade
1.5 % agarozovej elektroforézy pri tychto podmienkach: 110 V, 40 min, ethidium bromid pre
zafarbenie DNA v koncentracii 50 ng / 100 mL. Ziskané amplikdny boli purifikované kitom
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Nemecko) podla inStrukcii vyrobcu a sekvenované
z oboch strdn, tj. pomocou oboch primérov, v spoloénosti SEQme company (CR). Kompletné
sekvencie boli rutinne zostavené v programe Geneious version 7.1.7 software (Biomatters
Ltd., Novy Zéland). Vysledné sekvencie boli vloZzené do databazy EzBioCloud volne pristupnej
na webovej stranke: https://www.ezbiocloud.net/identify (Yoon a kol. 2017) porovnavajucej
vloZzenu sekvenciu so vietkymi kompletnymi (v najvyssej miere vyextrahované z kompletnych
gendmov) sekvenciami prislusného génu typovych kmenov prokaryaét.

Vysledkom je percentudlna podobnost s najblizsim(i) taxonom. V pripade fragmentu
génu > 1200 nukleotidov a similarity (podobnosti) > 99.0 % patri izolat velmi pravdepodobne
k prislusnému taxdnu.
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4.1.3 Priprava médii a ockovanie mikrotitracnych dosiek

SuSenu srvatku znacky Mogador sme destilovanou vodou regenerovali na priblizne
dvojndsobny obsah povodnej susiny.

Séjovy proteinovy izolat (dalej len SPI) znacky MyProtein sme rozmiesali v destilovanej
vode v pomere, ktory zodpovedal uvadzanému obsahu bielkovin v regenerovanej srvatke.

Medové roztoky sme pripravili z kvetového medu a destilovanej vody v dvoch verziach
v pomeroch 1:10 a 2:10.

Cukrové roztoky sme pripravili z bieleho repného cukru a destilovanej vody v dvoch
verzidch v pomeroch 1:10 a 2:10.

Jablkova $tava bola manudlne pripravena vylisovanim nastruhanych jablk odrody Gala.

VSetky média sme pripravili s dvojndasobnou koncentraciou, kvoli ich naslednému
vzajomnému kombinovaniu. Jednotlivé navazky su uvedené v Tabulke 1. Suspenzie sme
dokonale zhomogenizovali, hrdlo hermeticky uzavreli gumenou zatkou a zakrimpovali. Ako
kontrolné Standardné médium sme zvolili rovnaky MRS bujon, ako pri izolacii jednotlivych
bakteridlnych kmenov z trdviaceho traktu vciel.

Tabulka 1. Navdzky surovin

Zlozenie
Ozn. Nazov média Médium (g) Dest. voda (ml) Dzus (ml)

1 Srvatka + voda 12 100

2 Srvatka + voda + dZus 12 50 50
3 Srvatka + dzus 12 100
4 SPI + voda 1,7 100

5 SPI + voda + dzus 1,7 50 50
6 SPI + dzus 1,7 100
7 Med + voda 1:10 10 100

8 Med + voda 2:10 20 100

9 Cukor + voda 1:10 10 100

10 Cukor + voda 2:10 20 100

11 Destilovana voda 100

12 MRS bujén

Pripravené flasticky s médiami sme sterilovali v autoklave 23 minut, pri 121 °C a tlaku
101,3 kPa. Sterilné média sme v digestériu pomocou striekacky s ihlou asepticky previedli do
sterilnych centrifugaénych skimaviek a odstredovali pri 9000 otackach/ min., po dobu
10 minut.

Cire supernatanty sme v digestériu preliali do sterilnych jednorazovych misiek a
pomocou multikandlovej pipety previedli do jamiek mikrotitracnych dosticiek s kdnickym
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profilom, vid. Tabulka 2. Do horizontalne orientovanych riadkov (A-H) sme pipetovali 100 pL
roztokov obsahujucich srvatku, SPI, destilovanu vodu a origindlne kultivacné médium pre
baktérie mlie¢neho kvasenia (MRS). Do stipcov (1-10) sme v dvoch opakovaniach pipetovali
100 pL vody alebo roztoky medu a cukru.

Tabulka 2. Ndhlad pripravenej mikrotitracnej dosticky.

Ozn. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Med | Med | Med | Med | Cukor | Cukor | Cukor | Cukor

Médium | Voda | Voda
1:10 | 1:10 | 2:10 | 2:10 1:10 1:10 2:10 2:10

IO m|O|lO|®m| >
o|luvu|lbh|lw|N| R

Izolované bakteridlne kmene boli pocas pokusu skladované v mrazni¢ke pri -80 °C
s pridavkom glycerinu ako kryoprotektivneho Cinidla, ktorého pridavok zabranuje poskodeniu
bakterianych buniek pri zmrazovani. Po rozmrazeni sme sterilnou striekackou asepticky
odobrali 2 ml suspenzie a naockovali novu flasticku s MRS médiom. Po 24 hodindch sme
baktérie znova preockovali a nechali kultivovat 24 hodin.

Pripravené inokulum sme sterilne previedli do Petriho misky. Pomocou oZihaného
inokulacného jezka sme naockovali kazdu jamku mikrotitracnej dosticky. Vidy jednym
kmenom pre jednu dosticku. Pri oboch opakovaniach pokusu sme nechali jednu mikrotitrac¢nu
dosticku sterilnd, ktora sluzila ako kontrolna vzorka.

4.1.4 Kultivacia baktérii a meranie optickej denzity

Mikrotitracné dosticky sme vlozili do vakuovacieho sacku spolu s vyvijacom
anaerébneho prostredia (Oxoid AnaeroGen 2.5L Sachet, Thermo Scientific™, UK).
Vakuovackou sme odsali vzduch a zatavili. Takto pripravené dosticky sme nechali 24 hodin
kultivovat v termostate pri 37 °C.

Opticku denzitu v jamkach mikrotitracnych dosti¢iek sme merali spektrofotometricky
pomocou Microplate readeru (Synergy H1, Biotek, USA) pri 600nm.
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4.1.5 NMR stanovenie zlozenia fermentovanych médii

Na vybranych vzorkdch fermentovanych médii sme urobili 1H NMR analyzu sloZenia na
spektrometri Bruker Avance Il 500 MHz vybavenom 5 mm BBFO sondou (Bruker Biospin, DE)
pracujucom na frekvencii 500.23MHz. Vzorky (540uL boli zmieSané s 60uL NMR roztokom
(fosfatovy timi¢, 1.5M, pH 4.0, 0.2% NaNs3 and 5 mM TSP). Spektra boli skenované pomocou
metddy 1d noesy, 32k datovych bodov v ¢asovej doméne, Sirka spektra 16 ppm, akvizi¢ny ¢as
4s, relaxacna doba 1s a mixing time 0.1s. Spektra boli upravené v programe Chenomx ver. 8.4,
ktory bol tieZ pouZzity na kvantifikaciu metabolitov. Celkom bolo vo fermentaénych tekutinach
najdenych a kvantifikovanych 16 latok, ktoré boli si¢astou média alebo vznikali v priebehu
fermentacie.

e vVve

Pre pilotné senzorické hodnotenie fermentovanych médii sme zvolili 2 média
s najlepSim ndrastom biomasy (Srvdtka, SPI + 5 % cukor) a bakteridlny kmen L. melliventris.
K srvatke pripravej regenaraciou susenej srvatky znacky Mogador (60 g/1000ml) sme uz oproti
vzorkam fermentovanym v mikrotitracnych dosti¢ckach (Tab.2) nepridaval cukor ani med.

SPl s 5% pridavkom cukru sme pripravili v rovnakom pomere ako na mikrotitracnych
dostickach (17,3 g/1000ml + 50 g cukru).

Média sme po dokladnom rozmieSani odstredovali 5 minut pri 9000 otdackach.
Supernatanty sme nechali 30 minut prebublavat dusikom a nasledne sterilovali v autoklave 23
minut, pri 121 °Catlaku 101,3 kPa. Po vychladnuti sme média naockovali 20ml Cerstvej kultiry
v MRS bujdne, a nechali kultivovat 13 h pri 37 °C.

Pre senzorické hodnotenie sme pre kazdé médium pripravili 4 varianty s ochucujidcimi
zlozkami, ako jablkovy dZus, pomarancovy dzus a med (Tab.3).

Tabulka 3. Varianty pripravenych ndpojov pre senzorické hodnotenie

Médium Ochucovadlo Pomer alebo pridavok (g/100ml)
SPI + 5 % cukor
SPI + 5 % cukor Jablkovy dzus 2:1
SPI + 5 % cukor Pomarancovy dzus 31
SPI + 5 % cukor Med 7
Srvatka
Srvatka Jablkovy dzus 31
Srvatka Pomarancovy dzus 31
Srvatka Med 4
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4.2 Vysledky a diskusia
4.2.1 Klasifikacie izolatov na zaklade komparativnej analyzy 16S rRNA génu

Pomocou elektroforéznej analyzy zameranej na dizku 165 rRNA sa podarilo izolovat
4 bakteridlne taxdny (Bifidobacterium asteroides, Lactobacillus apis, Lactobacillus
helsinborgensis, Lactobacillus melliventris), uvedené v Tabulke 4.

Tabulka 4. Charekterizdcia pouzitych bakteridlnych kmeriov pomocou 16S rRNA

Ozn. kmefia  Dizka 165 rRNA 16S rRNA génova similarita s najpribuznejsim taxénom

2 MTP/6 1200 nts Bifidobacterium asteroides 99.42%
2TP/5 1477 nts Lactobacillus apis 99.30%
R1/4 1106 nts Lactobacillus helsinborgensis 100%
R2/8 1481 nts Lactobacillus melliventris 99.79%

4.2.2 Spektrofotometrické vyhodnotenie zakalu mikrotitracnych dosiek

Narast bakteridlnej biomasy bol vyhodnoteny spektrofotometricky po 24 h kultivacie. Uz
na prvy pohlad sme v niektorych jamkach pozorovali vznik charakteristického zakalu,
spésobeného ndrastom bakteridlnej biomasy a pravdepodobne aj proteolytickou aktivitou
baktérii. Pomnozenie mikroorganizmov bolo vyhodnotené ako AODeggo, odéitanim hodnoty
optickej denzity jamky s ndrastom mikroorganizmov po 24 h —denzita jamky rovnakého média
bez zaockovania po 24 h. Kazdd kombindcia bola testovana v 2 opakovaniach. Vysledky sme
spracovali do Obr. 3.
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Obradzok 3.Graf rozdielov optickej denzity jamiek po kultivdcii véelich mikroorganizmov
v médiu (n=2)

MRS médium sa bralo ako referencny substrat. Rastli v nom vsetky testované kmene
najlepsie. Najlepsi narast bol pre kmen B. asteroides, nasledovany L. meliventris. L. apis a
L. helsinborgensis mali vtomto médiu narast slabsi. Pre MRS médium nebol pozorovany
Ziadny vplyv pridavku medu alebo cukru.

Druhé najlepsie médium bol SPI, s pridavkom cukru alebo medu. V samotnom SPI nebol
pozorovany ziddny narast. V SPI médiach s pridavkom zdroja sacharidov bol pozorovany dobry
narast B. asteroides a L. melliventris, koncentracia 5 % bola vhodnéjsia nez 10 %. Médium
nebolo az tak vhodné pre kultivaciu L. apis a L. helsinborgensis, odchylka tu vsak bola dost
vysoka aj kvoli malému poctu opakovani (n=2). Z pohladu zmeny optickej denzity sa SPI javilo
ako jednoznacne najlepsie médium na mnoZenie pouzitych baktérii, ale vytvorenie tak
intenzivneho zédkalu mohlo byt spojené s charakteristickymi proteolytickymi pochodmi, ktoré
nemuseli v plnej miere reflektovat néarast bakterialnej biomasy. Vhodnost média zaloZzeného
na séjovom proteine potvrdzuje aj praca od Coghetto a kol. (2016), ktory testovali kultivaciu
Lactobacillus plantarum zameranu aj na produkciu mlieénej kyseliny.
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Srvatka sa taktieZ preukdzala ako vhodné médium. Najlepsi rastovy potencidl sa ukazal
pri kmeni L. mellivetris v Cistej srvatke, ale dobré ndarasty boli zaznamenané aj vo verziach s 5%
alebo 10% pridavkom medu alebo cukru. Viditelny ndrast preukazal aj kmen B. asteroides vo
verzii s 5% aj 10% pridavkom cukru alebo medu. L. apis rastol hlavne v Cistej srvatke, aj ked'
sme zaznamenali dost vysokd odchylku, a dalSi sacharidovy pridavok mu skér skodil.
L. helsinborgensis najlepsie rastol v srvatke s 5% pridavkom cukru, ale pri tejto kombinacii bola
taktiez pritomna vyrazna odchylka.

Pri médiach obsahujucich 25 % alebo 50 % jablkového dzusu boli zaznamenané
minimalne prirastky biomasy, z ¢oho usudzujeme, Ze jablkovy dZus obsahuje latky vyrazne
inhibujuce aktivitu pouZzitych baktérii. Takto vyraznd inhibicia mohla byt sp&sobend priliz
nizkym pH média, €o z Casti potvrdzuje fakt, Ze v srvatke s 25% pridavkom dzusu, bol narast o
nieco vyssi ako v SPI s 25% obsahom dZusu. Tento jav mohol byt spésobeny vyssou pufracnou
schopnostou srvatkovych bielkovin.

Okrem priliz nizkeho pH sa na vytvoreni nevhodnych vlastnosti média mohli podielat aj
triesloviny a polyfenoly, spojené s bakteriostatickymi ucinkami, beZne sa vyskytujuce v ovoci.

4.2.3 Latkové zlozenie vybranych médii po fermentacii

Pomocou 1H NMR analyzy sme pre vybrané média po 24h fermentdcie aich
nefermentované ekvivalenty, stanovili latkové zloZenie. Podarilo sa nam identifikovat 16 latok,
ktorych koncentrdcie sme porovnali na Obr.4, Obr.5, Obr.6 a Obr.7.

Pri stanoveniach boli zistené charakterické narasty koncentracie laktatu, acetatu
a dokonca u vsetkych fermentovanych vzoriek sa objavil pyruvat, pricom v kontrolnych
vzorkach nebol vobec pritomny. Zistené zvySenia koncentracii charakteristickych metabolitov
baktérii mlie¢neho kvasenia, povazujeme za jasny dékaz vhodnosti médii pre ich mnozenie.

NajvyraznejSou zmenou bol niekolkonasobny narast koncentracie acetdtu, ktory bol
vyhodnoteny pri vSetkych médidch fermentovanych kmeriom B. asteroides, ¢o potvrdzuje
heterofermentativny potencial bifidobaktérii.
pridavkom jablkového dzisu a 5% obsahom medu, fermentovanej kmefom L.helsinborgensis
(Obr.7), ktory mal aj podla spektrofotometrickych vysledkov (Obr.3) slabsi narast s vysokou
odchylkou. Pre laktat bol dokonca zaznameny mierny pokles koncentracie, ¢o ale mohlo byt
spbésobené aj vysokou odchylkou pri malom pocte opakovani (n=2).

Pri médiach s pridavkom cukru sme identifikovali metanol (Obr.5, Obr. 6), ktorého
koncentracia sa po fermentacii mierne zniZzovala. Pritomnost metanolu vo vzorkach s cukrom
pripisujeme nedostatocnému vycisteniu repného cukru od pektinu, z ktorého pocas
fermentacie moze byt metanol odsStepovany.

Vysledky nam potvrdili zdravotnd nezavadnost fermentovanych médii, pre dalsie
potravinarske pouzitie.
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Obrdzok 4. 1H NMR analyza obsahu zloZiek fermentovaného média v mikrotitracnych
dostickdch po 24h kultivdcii B. asteroides pre SPI s 5% pridavkom medu (mg/ml) porovnand s
nefermentovanym ekvivalentom
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Obrdzok 5. 1H NMR analyza obsahu zloZiek fermentovaného média v mikrotitracnych
dostickdch po 24h kultivdcii B. asteroides pre SPI s 5% pridavkom cukru (mg/ml) porovnand s
nefermentovanym ekvivalentom
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Obrdzok 6. 1H NMR analyza obsahu zloZiek fermentovaného média v mikrotitracnych
dostickdch po 24h kultivdcii B. asteroides pre Srvdtku s 5% pridavkom cukru (mg/ml)
porovnand s nefermentovanym ekvivalentom
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Obrdazok 7. 1H NMR analyza obsahu zloZiek fermentovaného média v mikrotitracnych

dostickdch po 24h kultivdcii L. helsinborgensis pre Srvatku s 25% pridavkom jablkového dZusu
5% obsahom medu (mg/ml) porovnand s nefermentovanym ekvivalentom
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4.2.4 Vyhodnotenie senzorickej prijatelnosti napojov

Pilotné senzorické hodnotenie bolo realizované na 4 jednotlivcoch, ktori mali za ulohu
rozdelit napoje (Tab.5) do troch skupin podla ich chutovej prijatelnosti na chutné, menej
prijatelné a neprijatelné. Za zaradenie napoja do skupiny chutné bolo pridelovanych 10 bodov,
za skupinu menej prijatelné 5 bodov a za neprijatelné 0 bodov.

PIny bodovy zisk ziskala kombindacia srvatky a jablkového dzdsu. Druhou najlepSou
variantou bola verzia so srvatkou a pomarancovym dzusom. Tretou najchutnejSou variantou
boli napoje zaloZzené na SPI s pridavkom jablkového alebo pomarancového dzusu, ktoré ale
oproti srvatkovym ekvivalentom viditelne zaostali.

Najhorsie hodnotenym napojom sa stal samotny SPI s cukrom bez dalSieho pridavku
ochucujucej zlozky, pri ktorej boli najc¢astejSie spominanou vadou vyrazne kysla chut a
charakteristickou prenikavou sdjovo-fermentovanou arémou.

Verzie s pridavkom medu sa nepresadili pravdepodne kvoéli priliz sladkej chuti, ¢o by sa
dalo ale do buducna vyriesit dalsim senzorickym testom so Sirsim spektrom vzoriek lisiacich
sa mnozstvom sladidla.

Jednoznacne sa potvrdil fakt, Ze na chutnosti pripraveného napoja sa bude najviac
podielat mnoiZstvo pridaného dZisu, podobne ako pri senzorickom hodnoteni réznych
koncetracii ananasového dzusu a srvatky fermentovanych L. acidophillus (Shukla a kol. 2012).

Tabulka 5. Priemerny bodovy zisk pre jednotlivé ndpoje

Médium Ochucovadlo Pomer alebo pridavok  Priemerny bodovy zisk
(g/100ml)
SPI +5 % cukor 0
SPI + 5 % cukor Jablkovy dzus 2:1 6,25
SPI+5 % cukor Pomarancovy dzus 31 6,25
SPl + 5 % cukor Med 7 1,25
Srvatka 3,75
Srvatka Jablkovy dzus 31 10
Srvatka Pomarancovy dzus 31 8,75
Srvatka Med 4 1,25
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4.3 Zaver

Experiment celkovo priniesol zjednoduSeny nahlad na technologicky postup pri
produkcii vcelych probiotik a potencidlne novych fermentovanych napojov s pridavkom
ovocnych Stiav.

Vysledky ndm potvrdili moznost vyuZitia srvatky a roztoku sdjového proteinového
izolatu na mnoZenie bakteridlnej biomasy, ktord by sa po odfiltrovani pouzila na vyrobu
vCelieho probiotického doplnku. Najlepsie podmienky pre baktérie sa ukdzali u zakladnych
médii (srvatka, SPI s cukrom slebo medom).

Analyza chemického zloZenia vybranych fermentovanych médii ndm potvrdila ich
zdravotnu nezavadnost, ¢o bolo zakladnym predpokladom pre ich dalSie pouZitie pri pripave
napojov.

Pilotnd senzorickd analyza naznacila, Ze pripravené napoje by vo vhodnom pomere
s ovocnymi Stavami mohli byt dobre prijatelné u zakaznikov.

Pri produkcii klasickych fermentovanych potravin su pouZivané presné pomery
jednotlivych bakteridlnych kmernov, ktorych metabolity zodpovedaju za vytvorenie
charakteristickej arémy. Fermentaciu srvdtky alebo SPI nami izolovanymi bakteridlnimi
kmenmi pravdepodobne eSte nikto nerobil, preto nam tento experiment posluzi ako
smerovnik, od ktorého sa odrazime do buducnosti. Okrem toho by bolo zaujimavé otestovat
rast aj dalSich bakteridlnych kmenov ako napr. Giliamella apicola, ktora je taktieZ jednou zo
zakladnych zloZiek vcelej ¢revnej mikrobioty a pripravit produkt vo forme vhodnej pre
jednoduchu aplikaciu do vcelstva.
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