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Nové kryoprotektivni latky vyuzitelné pri konzervaci potencialné
probiotickych bakterii rodu Bifidobacterium metodou lyofilizace

Souhrn:

Probiotické bakterie rodu Bifidobacterium jsou pouzivany ptredev§im v mlékarenském
a farmaceutickém primyslu. Pro své pozitivni U¢inky na zdravi konzumenta jsou
v pro(syn)biotickych fermentovanych mléénych, susenych a lyofilizovanych produktech
pritomné ve formé Zivotaschopnych buné¢k. Lyofilizace pfedstavuje jednu z nejrozsitencjsich
metod dlouhodobé konzervace bifidobakterii. Lyofiliza¢ni proces je naro¢ny, avSak velmi
zadouci, a proto je stale nutné zkoumat nové kryo(lyo)protektivni latky, které ucinnéji ochrani
mikrobidlni kultury pfed negativnimi vlivy kryokonzervace a lyofilizace.

Cilem diplomové prace bylo otestovat rizné smési latek obsahujici specifické
oligosacharidy, kter¢é maji prebiotické vlastnosti, zpohledu jejich potencidlniho
kryo(lyo)protektivniho uc¢inku pti procesu lyofilizace. Pro ucely studie bylo vybrano dvanact
sbirkovych kmena bifidobakterii lidského a animalniho plvodu. Jako potenciondlni
kryo(lyo)protektiva byly pouZity roztoky na bazi 5x koncentrovaného TPY média s piidavkem
FOS, 10% fruktooligosacharidy (FOS) a roztok na bazi praseCiho mucinu,
u kterych se v ¢asovych odstupech (po 30 dnech, 3 a 6 mésicich) sledovala hodnota poc¢tu
zivotaschopnych bunék kment bifidobakterii, kterd se zaroven porovnavala s hodnotou
vitalnich bunék v kontrolnich vzorcich po procesu lyofilizace.

Znasich vysledki po Sesti mésicich od lyofilizace bylo zji§t€éno, Ze potenciondlni
kryo(lyo)protektivni ti¢innost roztoku 5x koncentrovaného TPY média byla prokazana pouze u
B. boum, B. breve, B. longum subsp. infantis a Bombiscardovia coagulans, kde se o ¢tyfi fady
sniZil pocet Zivotaschopnych bunck. U roztoku na bazi 10% FOS byla zjisténa potencionalni
kryo(lyo)protektivni ~ ucinnost pouze u B. thermacidophilum subsp. porcinum
a Bombiscardovia coagulans, kde byl zjistén polovi¢ni pocet zivotaschopnych bunék. Nejvyssi
potencialni kryo(lyo)protektivni u¢innost byla zjisténa u roztoku na bazi praseciho mucinu, pfi
jehoz pouziti byl zachovan nejvyS§i pocet Zivotaschopnych bunék wu lyofilizath
B. animalis subsp. lactis, B. boum, B. longum subsp. infantis, B. longum subsp. longum,

B. pseudolongum subsp. globosum a B. thermacidophilum subsp. porcinum.

Klicova slova: Bifidobacterium, lyofilizace, kryoprotektiva, oligosacharidy



New cryoprotectives in preservation of potentially probiotic
bacteria of Bifidobacterium genus using freeze-drying procedure

Summary:

The probiotic bacteria of the genus Bifidobacterium are especially used in the dairy and
pharmaceutical industry. They are present in the form of viable cells in pro(syn)biotic fermented
milk, dried and freeze-dried products for its positive effects on the health. Lyophilization
represents one of the widely used methods for long-term preservation of bifidobacteria. The
lyophilization process is challenging, but very needed, and for this reason it is still necessary to
explore new cryo(lyo)protective substances, which protect the microbial cultures more
effectively before the negative effects of cryopreservation and lyophilization.

The aim of the thesis was to test the various mixtures of substances containing specific
oligosaccharides, which have prebiotic properties, from the point of view of their potential
cryo(lyo)protective effect of lyophilization process. For the purposes of the study, twelve
bifidobacterial strains of human and animal origin were selected. As a potential
cryo(lyo)protectives were used solutions on the basis of 5x concentrated TPY medium with
addition of FOS, 10% fructooligosaccharides (FOS) and the solution on the basis of porcine
gastric mucin. Number of viable cells was determined in lyophilisates enriched by the concrete
solutions in the time intervals (30 days, 3 months and 6 months) after lyophilization and
compared with the control lyophilized samples (fresh cultures without the additive solutions).

The potential cryo(lyo)protective effectiveness of 5x concentrated TPY medium solution has
been demonstrated only in B. boum, B. breve, B. longum subsp. infantis a Bombiscardovia
coagulans, where decreased the number of viable cells about four orders of magnitude.
The potential cryo(lyo)protective effectiveness in 10% FOS solution was found only in
B. thermacidophilum subsp. porcinum and Bombiscardovia coagulans, where was found half
the number of viable cells. The highest potential cryo(lyo)protective effectiveness was observed
for a solution on the basis of porcine gastric mucin. The highest number of viable cells was
demonstrated in B. animalis subsp. lactis, B. boum, B. longum subsp. infantis,
B. longum subsp. longum, B. pseudolongum subsp. globosum and B. thermacidophilum subsp.
porcinum lyophilisates using this potential cryo(lyo)protective solution.

Keywords: Bifidobacterium, freeze-drying, cryoprotectives, oligosaccharides
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1. Uvod

Role mikroorganismu v globalnim ekosystému je naprosto nezastupitelna. Hraji zasadni roli
V kolob¢hu biogennich prvki na Zemi, Siroce se vyuzivaji v biotechnologiich a riznych
odvétvich primyslu. Podstatnou soucast mikroorganismii na Zemi tvofi zastupci jedné
ze tii domén Zivota, a to domény Bacteria. Odhadovany celkovy pocet bakterii na Zemi ¢ita
5 x 10%° bungk, coz piedstavuje piiblizné 350-550 miliard tun suché biomasy.
Jsou vSudypfitomné a jejich jedineCnost spoCivd v tom, ze prezivaji i v tak narocnych
podminkach, kde by jiny organismus zahynul. V piipad¢ bakterii se jednd o nejvice
zastoupenou formu Zzivota na Zemi. Jejich druhova rozmanitost se odhaduje v rozmezi
od 107 do 10° taxonomickych jednotek (Schloss et al., 2004).

Historicky byl vyzkum bakterii od 19. stoleti nejprve zaméfen na patogenni bakterie,
teprve od poc¢atku 20. stoleti zacali badatelé uvazovat o bakteriich v souvislosti s jejich moznym
prospeSnym ucinkem na zdravi hostitele, a to pfedevsim c¢loveéka a hospodaiskych zvirat.
V soucasné dobé mnoho badatelskych tymii smétuje sviij vyzkum na tzv. symbiotické bakterie
intestinalniho traktu ¢loveéka, hospodaisky vyznamnych zvifat a zivoc¢icht, jejichz pozitivni
efekt na zdravi hostitele se zda byt neoddiskutovatelny.

Odhaduje se, Ze travici trakt ¢lovéka zahrnuje 10'* bakteridlnich bun&k (Berg, 1996),
z nichz vétSina obyva kaudalni intestindlni c¢asti, kde pfevazuje anaerobni prostiedi.
Uvadény pocet bakteridlnich druhli vyskytujicich se v tomto prostiedi se pohybuje v rozmezi
od 300 do 1000 (Guarner et Malagelada, 2003; Sears, 2005), z nichz piiblizn¢ 40 je viceméné
dominantnich (Miquel et al., 2013). OvSem je nutno poznamenat, ze vétSina bakterii
perzistujicich ve vystelce gastrointestinalniho traktu je nekultivovatelna prostfednictvim
soucasnych metod a jejich vliv na fyziologii traveni a jinych aspektt lidského zdravi mtze
byt vyssi oproti charakterizovanym taxontim (Shanahan, 2002). Z taxonomického hlediska
nalezi dulezité symbiotické bakterie intestindlniho traktu ¢lovéka, ale také mnohych jinych
savcu a zivocCichu, do kment Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria a Proteobacteria.
Nejvyznamnéjsi druhy vramci téchto taxonomickych skupin nalezi do rodu Bacteroides,
Faecalibacterium, Eubacterium, Lactobacillus, Ruminococcus a Bifidobacterium (Beaugerie et
Petit, 2004).

Probiotika jsou obecné definovana jako 'zivé mikroorganismy, které pii aplikaci
smyslu je definice zaméfena prav€é na symbiotické bakterie obyvajici viceméné trvale

intestindlni trakt konkrétniho hostitele. Nejzndméjsi a Casto aplikovana probiotika zahrnuji

10



predevsim zastupce rodi Bifidobacterium a Lactobacillus. Nej¢astéjsi formou podani probiotik
jsou fermentované mlécné vyrobky a tablety obsahujici c¢asto kromé vysusenych
¢i lyofilizovanych bunék také tzv. prebiotika, kterd piedstavuji nestravitelnou slozku potravy
podporujici rast/aktivitu specifické skupiny intestinalni mikrobioty. Prebiotika zahrnuji rizné
typy oligosacharidii, napt. fruktooligosacharidy, galaktooligosacharidy aj. Soucasné podani
probiotika a prebiotika dava vzniknout tzv. synbiotiku (odvozeno od slova synergismus,
kdy podani dvou slozek zarovein zvysuje finalni u€inek oproti podani obou slozek samostatng¢).

Hlavnim tukolem této prace bylo otestovat rtizné smési latek obsahujici definované
¢i nedefinované mnozstvi riznych oligosacharidli z pohledu jejich potencidlniho
kryoprotektivniho c¢inku pii procesu lyofilizace riznych druh®kment bifidobakterii.
Prave proces lyofilizace (vysuSeni ze zmrazeného stavu) je hojné vyuzivan nejen pii vyrobé
tabletovych forem probiotik, resp. synbiotik, ale také k dlouhodobé konzervaci
bifidobakterialnich kultur. V pribéhu tohoto procesu je naprosto nezbytné =zajistit,
aby bakteridlni bunky ptezivaly v dostatecném poctu zmrazovaci fazi. Pro ucely pokust byly
vybrany smési obsahujici oligosacharidy, jejichz mozny kryoprotektivni uc¢inek nebyl dosud

prozkouman.
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2. Literarni reSerse

2.1. Symbiotické bakterie traviciho traktu ¢lovéka a hospodarskych zvirat

Symbioza zahrnuje védecky, ekologicky termin oznacujici souziti dvou a vice organismil
s oboustranné vyhodnymi interakcemi. Symbiotické vztahy jsou na Zemi velice rozsifené
a nalezi sem vztahy jak mezi prokaryotnimi organismy, tak také mezi prokaryotnimi -
eukaryotnimi a samoziejme¢ také mezi eukaryotnimi organismy. Slozitost téchto vztaht
a vazeb je do znacné miry zavisla na druhové rozmanitosti v rdmci dané ekologické niky.
savcl, ale také jinych zivocicht, kde interaguje cela fada rozdilnych, ptfedevsim bakteridlnich
taxond s eukaryotnimi builkami vlastniho makroorganismu. V intestindlnim traktu clovéka,
a do urcité miry také u jinych savci a zivoc€ichl, dominuji zdstupci bakteridlnich kmenti
Bacteroidetes a Firmicutes s az 95% zastoupenim (Morowitz et al., 2011). Zbytek bakterialnich
taxonit je zahrnuta piedevSim do kment Proteobacteria a  Actinobacteria,
a ramci posledné uvedeného kmene piedevsim predstavitelé rodu Bifidobacterium (Manson et
al., 2008).

Pocet bakteridlnich bunék v intestindlnim traktu ¢lovéka ¢&ita az 10%3, a o fad tak prevysuje
pocet bun¢k lidského téla (Gill et al., 2006). Druhova rozmanitost, vysoky pocet bunék
a rozdilnych bakterialnich gent (tzv. intestinalni mikrobiom) zcela jist¢ ovliviiuje biologické
pochody cloveka, jinych savci, zvifat a zivocichll, coz bylo potvrzeno mnohymi studiemi.
V ptipad¢ probiotickych bakterii, které jsou reprezentovany predevSim zéastupci rodl
Bifidobacterium and Lactobacillus, jsou Casto citovany tyto pozitivni ¢inky na zdravotni stav
hostitele: ochrana intestinalni bariéry pfed vstupem patogennich mikroorganismi
a nebezpecnych latek do makroorganismu, regulace a stimulace imunitniho systému, inhibice
patogennich bakterii a virovych partikuli, pfiznivy vliv na metabolismus Zivinovych latek
(sachariddi, proteini a lipidi) a vitamind, pozitivni ovlivnéni kognitivnich pochodl

a v neposledni fadé dekontaminace toxickych latek (Rijkers et al., 2011; Bested et al., 2013).

2.1.1. Historie, charakteristika a systematika bakteridlniho rodu Bifidobacterium

V Patizi na Pasteurové institutu piisobil francouzsky pediatr Henry Tissier, ktery sledoval
a vroce 1899 izoloval ze stolice plné¢ kojenych déti neznamé bakterie, které mély
charakteristicky morfologicky rozdvojeny tvar Y (,,bifid*), a proto tyto bakterie pojmenoval
,bifidus®. Vroce 1900 H. Tissier nazval tyto bakterie jako Bacillus bifidus communis

na podklad€ morfologickych poznatkli. OvSem také na pocatku 20. stoleti Moro v Italii nalezl
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bakterie, které se ovSem jevily odliSné od Tissierovych bakterii a zafadil je
do rodu Lactobacillus. Dlouhou dobu byly druhy Bifidobacterium a Lactobacillus souhrnné
oznacovany jako "Lactobacillus bifidus". Tento termin byl navrzen Hollandem roku 1920.
Az teprve roku 1924 Orla-Jensen navrhl samostatné zatfazeni a pieklasifikovani rodu
Bifidobacterium (Biavati et al., 2000). Diky této skute¢nosti je patrné, ze morfologicka kritéria
jsou nedostateCna, a proto se =zacaly rozvijet nové metody identifikace bakterii.
Bylo nutné se zaméfit na kritéria genetickd, fyziologicka a biochemicka.

Bifidobakterie jsou morfologicky charakterizovany jako nepravidelné ty¢inky nabyvajici
Casto tvar pismene V, Y, X a kyjovity tvar, jsou Casto rozmanité zakiivené ¢i ztlustelé
(Scardovi, 1986) (Obrazek ¢. 1). Za riznych podminek mohou ménit morfologii az do podoby
blizké kokim, jedna se tudiz o tzv. pleomorfni ty¢inkovité bakterie (Ahn et al., 2001).
Tvar bunék je vyrazné ovlivnén latkami obsazenymi v zZivném médiu, ke kterym tadime
N-acetylglukézamin, Kyselinu glutamovou, alanin, Kyselinu asparagovou, serin a Ca?
ionty v zivném médiu (Ventura et al., 2004). Velikost jejich bunék je pfiblizné 0,5 az 0,8 x 2,0
az 8,0 um. Tyto bakterie jsou grampozitivni, nesporulujici, kataldza a oxidaza-negativni,
nepohyblivé se striktné anaerobnim metabolismem. Peptidoglykanova vrstva bunééné stény,
ktera je charakteristicka pro grampozitivni bakterie, obsahuje kromé zakladnich stavebnich
kament peptidoglykanu, také 12 bilkovin, kyselinu teichovou a sacharidy, napt. galaktozu,
glukézu a rhamnozu. Zastoupeni jednotlivych cukrGi se =z hlediska kvantitativniho
1 kvalitativniho li§i mezi druhy i mezi kmeny a mnohdy zélezi na podminkach kultivace

(Biavati et al., 2000).

Obrazek ¢. 1 Typicka morfologie bifidobakterii (B. bombi, ptevzato z Killer et al., 2009)

Bifidobakterie se spolu se skardovialnimi rody vyznacuji specifickym fermentativnim
metabolismem, pii kterém fermentuji glukézu, piipadné jiné monosacharidy prostfednictvim
aktivity enzymu fruktozo-6-fosfat fosfoketolazy a xyluldézo-5-fosfat fosfoketolazy az na
kone¢né produkty kyselinu octovou a mlécnou v pfiblizném molarnim poméru 3 : 2

(Scardovi, 1986; Killer et al., 2010; Killer et al., 2013a). Lze je tudiz zatfadit do samostatné,
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specifické skupiny bakterii mlécného kvaseni. DalSimi odpadnimi produkty metabolismu
mohou byt také za urcitych podminek nizké koncentrace jinych latek, napft. etanolu, kyseliny
jantarové a mravenci. Tyto bakterie neprodukuji CO2, kyselinu maselnou a propionovou
(Sedlacek, 2007). Avsak studie Shah et Lankaputhra (2002) prokazala za specifickych
podminek také produkei kyseliny hippurové a kyseliny méselné.

Optimalni teplotou pro rust bifidobakterii lidského ptivodu je rozmezi teplot 36 - 38 °C,
ale pro bifidobakterie zvifeciho puvodu je optimem teplota v rozmezi 41-43 °C.
Vétsina bifidobakterii roste nejlépe pfi teplotach v rozmezi 25 - 38 °C. Optimalni pH pro rust
je okolo 7,0. Pii hodnotach pH pod 4,1 vétsina druhd odumira do jednoho tydne i pfi udrzeni
teploty 4°C. Pfi pH pod 2,5 hyne valnd vétSina druhd do tii  hodin.
Zastupci rodu Bifidobacterium nedokazou jako zdroj uhliku vyuzivat organické nebo mastné
kyseliny (Shah et Lankaputhra, 2002).

Bifidobakterie jsou spolu s ptibuznymi skardovialnimi rody a rodem Gardnerella
Klasifikovany do kmene Actinobacteria, podtiidy Actinobacteridae, fadu Bifidobacteriales
a Celedi Bifidobacteriaceae (Biavati et Mattarelli, 2012). Doposud bylo popsano Vv ramci ¢eledi
Bifidobacteriaceae 54 wvalidnich (pod)druhi bifidobakterii a 11 druhti naleZejicich
do ptibuznych rodid Gardnerella, Aeriscardovia, Alloscardovia, Bombiscardovia,
Parascardovia, Pseudoscardovia a Scardovia. Jednotlivé druhy této taxonomické skupiny,
jejich habitat a seznam autorti popist danych taxont je uveden nize v Tabulce €. 1.

V ramci rodu Bifidobacterium lze rozlisit dvé skupiny bifidobakterii, a to animalniho
a lidského puvodu, které se lisi nejen genotypen, ale také napft. fyziologickymi vlastnostmi
(Gavini et al., 1991; Milani et al., 2014). Mezi hostitelsky specifické druhy lidského puvodu
se fadi B. adolescentis, B. angulatum, B. bifidum, B. breve, B. catenulatum, B. faecale,
B. gallicum, B. kashiwanohense, B. longum subsp. infantis / longum a B. pseudocatenulatum
(Biavati et Mattarelli, 2012; Choi et al., 2014; Morita et al., 2011). Naopak taxony
B. animalis subsp. animalis, B. boum, B. choerinum, B. pseudolongum subsp. globosum /
pseudolongum ¢i B. thermophilum se vyskytuji skoro vyhradné v intestinalnim traktu jinych
savell a lze je tudiz zatadit do skupiny animalnich bifidobakterii (Gavini et al., 2006).
Specifickou taxonomickou skupinou jsou druhy, které byly izolovany z traviciho traktu vcel
(B. asteroides, B. coryneforme a B. indicum) a ¢melaku (B. actinocoloniiforme, B. bohemicum
a B. bombi), tedy hospodaisky velmi vyznamného hmyzu (Biavati et Mattarelli, 2012;
Killer et al., 2009; Killer et al., 2011).
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Tabulka ¢. 1. Taxonomicky piehled vSech validnich druhti ¢eledi Bifidobacteriaceae, véetné

jejich mista vyskytu a autort popist.

Rody Druh Pivod Auto¥i popisu
-§’ Aeriscardovia aeriphila travici trakt domestikovanych prasat Simpson et al. 2004
= Alloscardovia Og‘:i';'e‘i?'ens’ macacae, Klinické vzorky Elovéka Huys et al. 2007, Killer et al. 2013
3§ Bombiscardovia coagulans travici trakt ¢melakt Killer et al. 2010
= Parascardovia denticolens ustni dutina ¢lovéka Jian et Dong 2002
s Pseudoscardovia suis, radai travici trakt divokych prasat Killer et al. 2013, 2014
?E Scardovia inopinata, wiggsiae ustni dutina ¢lovéka Jian et Dong 2002, Downes et al. 2011
Gard:erell Gardnerella vaginalis vagina ¢lovéka Greenwood et Pickett 1980
B. actinocoloniiforme travici trakt ¢melakd Killer et al. 2011
B. adolescentis lidsky travici trakt Reuter 1963
B. aesculapii travici trakt kosmant Modesto et al. 2014
B. angulatum lidsky travici trakt Scardovi et Crociani 1974
B. animalis subsp. animalis travici trakt savell Masco et al. 2004
B. animalis subsp. lactis trdvief trakt SaVCﬁt mléEné fermentované Masco et al. 2004
vyrobky
B. asteroides travici trakt vcel Scardovi et Trovatelli 1969
B. biavatii travici trakt kosmant Endo et al. 2012
B. bifidum lidsky trdvici trakt, vagina Orla-Jensen 1924
B. bohemicum travici trakt ¢melaka Killer et al. 2011
B. bombi travici trakt ¢melaka Killer et al. 2009
B. boum bachor skotu, travici trakt savct Scardovi et al. 1979
B. breve lidsky travici trakt, vagina Reuter 1963
B. callitrichos travici trakt kosmanii Endo et al. 2012
B. catenulatum lidsky travici trakt, vagina Scardovi et Crociani 1974
B. choerinum travici trakt domestikovanych prasat Scardovi et al. 1979
B.commune travici trakt ¢melaka Praet et al. 2015
B. coryneforme travici trakt veel Scardovi et Trovatelli 1969
B. crudilactis syrové kravské mléko, mlééné produkty Delcenserie et al. 2007
B. cuniculi travici trakt kralikd Scardovi et al. 1979
B. dentium lidska ustni dutina, travici trakt ¢lovéka Scardovi et Crociani 1974
B. faecale lidsky travici trakt Choi et al. 2014
B. gallicum lidsky travici trakt Lauer 1990
IS B. gallinarum travici trakt driibeze Watanabe et al. 1983
g B. hapali travici trakt kosmand Michelini et al. 2016
2 B. indicum trévici trakt veel Scardovi et Trovatelli 1969
s B. kashiwanohense lidsky travici trakt Morita et al. 2011
8 B. lemurum trévici trakt lemura Modesto et al. 2015
'5 B. longum subsp. longum lidsky travici trakt, vagina Mattarelli et al. 2008
kS B. longum subsp. infantis lidsky travici trakt, vagina Mattarelli et al. 2008
= B. longum subsp. suis travici trakt selat Mattarelli et al. 2008
B. magnum travici trakt kralikd Scardovi et Zani 1974
B. merycicum bachor skotu, travici trakt saveu Biavati et Mattarelli 1991
B. minimum odpadni voda Biavati et al. 1982
B. mongoliense mléény fermentovany produkt Watanabe et al. 2009
B. moukalabense travici trakt zdpadnich nizinnych goril Tsuchida et al. 2014
B. myosotis travici trakt kosmant Michelini et al. 2016
B. pseudocatenulatum lidsky travici trakt Scardovi et al. 1979
B. pseudolongum subsp. pseudolongum bachor skotu, travici trakt savel Yeashima et al. 1992
B. pseudolongum subsp. globosum bachor skotu, travici trakt savell Yeashima et al. 1992
B. psychraerophilum travici trakt domestikovanych prasat Simpson et al. 2004
B. pullorum travici trakt driibeze Trovatelli et al. 1974
B. reuteri travici trakt kosmana Endo et al. 2012
B. ruminantium bachor skotu Biavati et Mattarelli 1991
B. saeculare travici trakt kralika Biavati et al. 1991
B. saguini travici trakt kosmana Endo et al. 2012
B. scardovii lidsky travici trakt Hoyles et al. 2002
B. stellenboschense travici trakt kosmana Endo et al. 2012
B. subtile odpadni voda Biavati et al. 1982
B. thermacidophilum subsp. porcinum travici trakt domestikovanych prasat Zhu et al. 2003
B. thermaCIdt_)phllu_m subsp. travici trakt domestikovanych prasat Zhu et al. 2003
thermacidophilum
B. thermophilum bachor skotu, travici trakt saved Mitsuoka 1969
B. tissieri travici trakt kosmant Michelini et al. 2016
B. tsurumiense dentalni plaky kiecki Okamoto et al. 2008
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2.1.2. Ekologie bifidobakterii

Zastupci rodu Bifidobacterium se vyskytuji v travicim traktu lidi, teplokrevnych zivocichu,
vc¢el a émelaka (Biavati et Mattarelli, 2012). Nachazeji se také v humannim klinickém materialu
a Vodpadnich vodach (Scardovi, 1986). Gastrointestinalni trakt novorozencti
je mikroorganismy rychle kolonizovan prichodem porodnimi cestami. Do této doby je travici
trat plodu sterilni. U plné kojenych déti jsou po urCitém cCase detekovany enterokoky,
Escherichia coli a bifidobakterie s dominanci druht B. bifidum, B. breve, B. longum subsp.
infantis a B. longum subsp. longum. Na rozdil od pln¢ kojenych déti, u kterych jsou dominantni
slozkou jejich intestinalni mikrobioty bifidobakterie, jsou u déti krmenych détskou kojeneckou
nahrazkou Casto detekovani zastupci roda Bacteroides, Streptococcus
¢i Clostridium (Rosberg-Cody et al., 2004). Slozeni mikrobioty kojenct, ale také déti,
adolescentll a dospélych lidi do jisté miry zavisi na zpisobu stravovani, porodu a podavani
antibiotik. Nékteré tyto aspekty vyrazné piispivaji k naristu poctu fakultativné anaerobnich
bakterii a dochazi k opozdéni kolonizace traviciho traktu bifidobakteriemi.

U kojencti na matefském mléce dominuji v intestindlnim traktu bifidobakterie v poctu
cca 10™ (na g stolice) a predstavuji tak az 90% veskeré mikrobioty (Harmsen et al., 2000).
Tato symbidza bifidobakterii a ¢lovéka je predevSim ovlivnéna pfitomnosti tzv. bifidogennich
stimulantli, které jsou pfitomny ve vysokych koncentracich v matefském mléce. Mezi tyto
stimulanty nalezi pfedev§im HMO (Human Milk Oligosaccharides), resp. oligosacharidy
matefského mléka, ale také jiné latky pfitomné v matefském mléce (Coppa et al., 2004).
U dospélych lidi neni tato sloZka logicky pfitomna a sloZeni intestinalni mikrobioty zavisi
na slozeni potravy ¢i genotypu ¢loveéka. Pocet bifidobakterii u dospélych lidi se odhaduje
na 10° / g stolice a pievladajicimi druhy, které jsou piitomné v intestinalnim traktu,
jsou B. adolescentis, B. catenulatum, B. pseudocatenulatum a B. longum (Matsuki et al., 1999;
Saito et al., 2002). Ptestoze bifidobakterie reprezentuji pouze 3 - 6 % celkové stievni mikroflory
dospélého jedince, jejich vyskyt je pro lidské zdravi velmi vyznamny (Schell et al., 2002).

Zatimco u Clov€ka piedstavuji bifidobakterie podstatnou soucast intestinalni mikrobioty,
U jinych savcu reprezentovanych piedev§im hospodaiskymi zvitaty, maji nizs$i zastoupeni.
Tato skuteCnost je pravdépodobné zptsobena odliSnou skladbou potravy obsahujici nizsi
koncentrace bifidogennich faktord, pfedevsim oligosacharidi apod. Jejich ptitomnost byla
odhalena v travicim traktu domestikovanych i divokych prasat, skotu, koz, ovci, kralikd,

ale také domestikované drubeze (Scardovi, 1986; Biavati et Mattarelli, 2012). Jejich pocet
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se muze lisit podle vyvojové faze, pticemz vyssi poCet byva detekovan predevsim u savcll na
mlécné vyziveé (Vlkova et al., 2006).

Ve vykalech prasat byl odhadnut pocet bifidobakterii na 10° — 108 (na 1 g), coz odpovida
pouze piiblizné 1% celkovych bakterii. Nejcastéji u nich byly identifikovany druhy B. boum,
B. longum subsp. suis, B. pseudolongum subsp. pseudolongum a B. pseudolongum subsp.
globosum, B. psychraerophilum, B. thermophilum a B. thermacidophilum subsp. porcinum
(Rada et Petr, 2002; Killer et al., 2013b). U skotu se lisi zastoupeni bifidobakterii
podle odlisnych c¢asti traviciho traktu. NejniZzsi je v bochorové tekutiné (odhadovany pocet
do 103/ ml), zatimco v kaudalnich &4stech traviciho traktu predeviim sajicich telat miize pocet
bifidobakterii, reprezentovany piedev§im poddruhem B. animalis subsp. animalis,
dosahovat az 10° (g vykald) (Lukas et al., 2007; Vlkova et al., 2006). U hrabavé driibeze
byla zkoumdana ptitomnost bifidobakterii v podstaté pouze u kufat a slepic. Také u této skupiny
hospodaiskych zvirat se 1isi pocet bifidobakterii v rozdilnych castech traviciho traktu.
Nejvyssi poéty byly odhaleny ve slepych stievech nosnic dosahujici az 1010 (g traveniny),
niz&i byly detekovany ve volatech (107 / g traveniny) (Rada et Petr, 2000; Petr et Rada, 2001).

Specifickou ekologickou nikou, kde se bifidobakterie vyskytuji, je travici trakt vyznamnych
opylovacu, resp. véel a ¢meldkd. U riiznych druhti véel byly objeveny 3 druhy bifidobakterii:
B. coryneforme, B. indicum a B. asteroides, s prevalenci posledné¢ jmenovaného druhu u
evropskych véel. Ve vykalovém vaku evropskych véel mohou pfedstavovat dominantni slozku
mikrobioty (pocet az 10°/ g vykalového vaku) (Rada et Petr, 2002; Rada et al., 1997; Scardovi
et Trovatelli, 1969). V nedavné dobé byla potvrzena ptitomnost bifidobakterii také u ¢melaku,
V jejichz travicim traktu byly objeveny 4 hostitelsky specifické druhy, B. actinocoloniiforme,
B. bohemicum, B. bombi a B. commune (Killer et al., 2009; Killer et al., 2011; Praet et al.,
2015). Navic byl v travicim traktu ¢meldkti objeven zcela novy rod Bombiscardovia

taxonomicky piibuzny bifidobakteriim (Killer et al., 2010).

2.2. Definice a vyznam probiotik, prebiotik a synbiotik

Prvni dolozené priznivé ucinky bakterii mlééného kvaseni (BMK) na organismus hostitele
pochéazeji od némeckého védce Dddrleina. Zjistil, Ze rozvoj patogennich mikroorganismui
je  potlaten bakteriemi, které produkovaly kyselinu mlécnou a nachazely
se ve vaginé Zen. V roce 1908 byly popsany dalsi pfiznivé ucinky BMK 1ékafem jménem
Ilja Mecnikov. Byl prvnim badatelem, ktery poukazal na pozdé€ji dolozenou skutecnost,

ze t€lo je schopno se branit mikrobidlnim infekcim. Byl rovnéZz prvnim badatelem,

17



jenz poukdzal na to, ze pravidelnd konzumace BMK mize mit vyznamny vliv na zdravi
a dlouhovekost cloveéka (Holzapfel et al.,, 2001). Poznamenal pfitom, Ze je nutné,
aby kolonizujici bakterie m¢ly dostatek vhodnych zivin pochazejicich z potravy. Toto obdobi
Ize oznadit za zacatek vyzkumu a aplikace tzv. probiotik.

Slovo probiotické pochazi z teckého vyrazu "pro bios", coz znamena "pro zivot".
Probiotikum je tedy zivy mikrobialni dopln€k stravy obsahujici predevsim bakterie,
které pii podavani adekvatniho mnozstvi a piesné definovanych mikroorganizma ptizniveé
ovlivituje zdravi konzumenta (Sanders, 2008). Probidza oznacuje symbiotickou asociaci dvou
organismu Zzijicich spole¢né a poskytujicich si vzdjemné vyhody. Jinak 1ze oznacit probidzu
jako vzajemné prospesné souziti dvou nebo vice druhti zivocichid / organismtl po pfechodnou
dobu, ptficemz toto souziti neni nezbytné pro jejich UspéSnou existenci. Termin probioticky
byl zaveden piiblizné v roce 1960, avSak az roku 1965 byl tento termin pfesnéji vymezen
(Lilly et Stillwell, 1965) a zaveden do védeckého a odborného jazyka.

Mikroorganismy pouzivané jako probiotika zahrnuji predevsim rody bakterii mlécného
kvaSeni, resp. Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus a Enterococcus. Pravé piedstavitelé
téchto rodu se vyuzivaji diky jednoduché kultivaci, dlouholetym zkuSenostem pii aplikaci
v mlékarenském pramyslu a nepatogenité. Od jisté doby jsou hojné vyuzivany v praxi,
vzhledem Kk jejich prokazanym ¢i hypotetickym pozitivnim ucinkim a nepatogenité,
ptredevsim bakterie rodu Bifidobacterium a Lactobacillus (Vlkova et al., 2004).

Probiotické ¢i symbiotické bakterie intestinalniho ¢lovéka maji zasadni vyznam pro zdravi
Cloveéka. Prispivaji ke spravnému pribéhu metabolickych procesi ve stieve,
enzymatické aktivité, regulaci vnitini homeostazy, potlacovani prokancerogennich
enzymatickych aktivit a také ptisobi jako bariéra branici ptilnuti patogennich bakterii ke stievni
vystélce (Holm, 2003). Diky probiotickym mikroorganismim je lidské télo také schopné Iépe
vyuzivat vapnik ¢i nékteré vitaminy (Kot et Bezkorovainy, 1999).

Dalsim diskutovanym pozitivnim G¢inkem probiotik je snizovani koncentrace krevniho
cholesterolu (rozklad soli zlucovych kyselin brani zpétnému vstiebavani cholesterolu),
mozny protinadorovy efekt (niz§i pH inhibuje rast hnilobnych bakterii a neptimo tak
uvolnovani kancerogenti ¢i prokancerogenil). Probiotika nemohou piiznivé ovlivnit
makroorganismus, pokud jejich populace v intestinalnim traktu nedosahne urcitého poctu, které
se nachazi pravdépodobné v rozmezi 10° - 108 g intestinilniho obsahu.
Vyssi koncentrace bun¢k je potieba k tomu, aby byly schopny kolonizovat travici trakt

a pomnozovat se (Walstra et al., 2006).

18



S probiotiky se c¢lovek dostava do kontaktu jiz od narozeni. Prvnim zdrojem inokula
jsou porodni cesty matek. Také prostiednictvim kojeni se probiotika bezprostiedné dostavaji
do gastrointestinalniho traktu novorozence. Travici ustroji pIné kojeného novorozence je tak az
2 90% osidleno bifidobakteriemi, ovSem Vv dospélosti se jejich pocet snizuje na cca 10 %
a u starSich osob nebo u imunodeficitnich lidi mohou bifidobakterie zcela vymizet.
V prubéhu naseho zivota se intestinalni mikrobiota neustile vyviji na zakladé aktudlniho
zdravotniho stavu, pfipadné medikamentozni 1éCby, jidelnicku, fyzické zatéze i1 vlivu
psychickych faktord. V mnoha piipadech, napf. po aplikaci antibiotik, pii profylaxi
bakterialnich ¢i virovych intestinalnich infekei, pti zabranéni rozvoje alergickych onemocnéni,
je vhodné pouzit probiotika. Soucasti lyofilizovanych probiotickych produktt pro ¢lovéka jsou
nejCastéji  taxony B. longum subsp. longum / infantis, B. breve, B. bifidum
a v pripadé laktobacila taxony L. acidophilus, L. brevis, L. casei, L. crispatus, L. delbrueckii
subsp. bulgaricus, L. gasseri, L. johnsonii, L. reuteri ¢i L. rhamnosus (Holzapfel et Schillinger,
2002).

Lyofilizované formy probiotickych preparatii jsou vhodnéjsi vzhledem k vysokému poctu
zivotaschopnych bunék, ktery je udrzovén po delsi ¢asové obdobi a vzhledem k zachovani
biochemické aktivity. Dalsi nespornou vyhodou je vyuziti lidskych, hostitelsky specifickych
druhti bifidobakterii, které vzhledem k citlivosti vi¢i pfitomnosti kysliku v prostiedi,
narocnosti kultivace a jinym charakteristikdim nemohou byt pouzity jakozto soucdst mlénych
kysanych probiotickych produkti (Maxa et Rada, 2002). Z tohoto dtivodu je soucasti probiotik
na bazi kysanych mléénych produkti nejcastéji poddruh B. animalis subsp. lactis,
ktery je schopen odolavat podminkam vyroby, vyuzivat zdroje ptfitomné v kravském mléce
a po delsi cas si uchovéavat zivotaschopnost (Fric, 2007). Mezi dilezité faktory,
které ovlivituji pieziti bifidobakterii v probiotickych vyrobcich, se tfadi délka skladovani,
acidita, teplota, balici material a redoxni potencial (Benes, 2009).

Prebiotikum je definovano jako nemetabolizovana a nehydrolyzovana slozka potravin,
ktera pfi poziti v dostatecném mnozstvi pfiznivé napomaha k selektivni stimulaci ristu a/nebo
zivotni aktivité jednoho 1 vice druht prospéSnych mikroorganismi v gastrointestinalnim traktu,
¢imz do urcité miry zlepsuje zdravotni stav konkrétniho hostitele (Ouwehand et al., 2007).

Prebiotika jsou reprezentovana piedevS§im oligosacharidy razného typu, napi. FOS
(fruktoligosacharidy), GOS (galaktooligosacharidy), IMO (isomaltooligosacharidy) a jinymi.
Je ovSem nutné zdlraznit, Ze ne vSechny tyto oligosacharidy jsou skute¢nym prebiotikem,
a proto musi spliiovat jisté pozadavky. Prebiotika musi byt nestravitelné v hornich

¢astech traviciho traktu makroorganismu, nesmi podporovat rist a mnozeni nezadoucich
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mikroorganismi a nesmi byt absorbovana v gastrointestinalnim traktu (Gibson et al., 1997;
Roberfroid, 2007). Vyznam prebiotik spo¢iva kromé vySe uvedeného Vv tom, Ze podporuji
sttevni peristaltiku a imunitni systém, zvétSuji objem stolice a plsobi tak proti zacpé,
podporuji optimalni slozeni intestindlni mikrobioty a v neposledni tad¢ brani ristu
choroboplodnych bakterii (salmonel, klostridii, enteropatogenni Escherichia coli apod.).
Termin synbiotikum je pouzivam pro oznaCeni produkti, které jsou smési probiotik
a prebiotik. Termin je odvozen od slova synergismus, kdy dochazi k zesilovani u¢inku dvou
nebo vice soucasn¢ podavanych slozek. Prebiotické latky selektivné podporuji probiotické
komponenty. Typickym synbiotikem je jogurt obsahujici kromé piesné definovych
probiotickych  bakterii také prebiotikum v podob¢ oligofruktani (Rada, 2010).
Vyznam synbiotik spo¢iva mimo jiné Vtom, Ze zvySuji odolnost probiotické slozky

pruchodem travicim traktem (Anonym 1, 2011).

2.3. Probioticky ucinek bifidobakterii

2.3.1. Inhibice stievnich patogenii

Zastupci rodu Bifidobacterium maji az témét nezastupitelny vyznam v udrzovani stalého
a vyvazeného slozeni mikroflory ve gastrointesninalnim traktu (Satokari et al., 2001).
Probiotické, resp. symbiotické bakterie intestindlniho traktu usmrcuji ¢i inhibuji patogenni
¢1 potencialné patogenni bakterie nékolika zplsoby. Bifidobakterie metabolizuji sacharidy
na kyselinu octovou a mlécnou. Tyto organické kyseliny svou pifitomnosti snizuji hodnotu pH
ve stievé. Vznika tak prostfedi, které usmrcuje patogenni bakterie. Schopnosti vazby
na enterocyty vytésiiuji patogeny, jejichZz schopnost vazby na buiky stievni vystelky
je limitovand a také vzhledem ktomu, Ze tyto bakterie nejsou primarné adaptované
na podminky situované v intestinalnim traktu (Miiting et al., 1986).

V ptipad¢ bifidobakterii byla také prokazana produkce latek, které zabranuji adhezi urcitych
patogenti na stfevni vystelku (Fujiwara et al., 2001). Také enzymaticka aktivita bifidobakterii
muze negativné ovlivnit vazebna mista patogennich mikroorganismi.
Schopnost shlukovat se u probiotickych bakterii, resp. vytvafet tzv. autoagregaty,
muZe do urcité miry negativné ovlivnit perzistenci patogenl v intestindlnim traktu mimo jiné
tim, Ze autoagregaty mohou obalit ¢i vstfebat bunky patogent (Zavaglia et al., 2002)

a zabranit tak vazb¢ na buiky stfevni vystélky.
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Bifidobakterie inhibuji ¢i pfimo usmrcuji builky patogennich ¢i potencialné patogennich
bakterii produkci latek s antimikrobidlnim Uc¢inkem, napf. bakteriocint ¢i latek lipofilniho
charakteru. Pii negativnim ovlivnéni patogent sehravaji roli také imunostimula¢ni uCinky

bifidobakterii (Moroni et al., 2006).

2.3.2. Inhibice puvodcit virovych stirevnich onemocnéni

U rtznych druht bifidobakterii pfedevsim lidského ptivodu byl prokdzan antivirovy ucinek.
Ptesny mechanismus tohoto plsobeni neni dosud zndm, souvisi vSak pravdépodobné
smodulaci vrozené imunitni odpovédi na virové partikule (Vlasova et al., 2013).
Bylo prokazano pii testovani nékterych kmenii bifidobakterii, Ze tyto bakterie jsou schopny
podnécovat tvorbu protilatek IgA (imunoglobulin A), které plisobi proti stfevnim rotavirim
(De Simone et al.,, 1992). Antivirova aktivita bifidobakterii byla prokazana piedevsim
na zaklad¢ in vitro testd vaci stievnim rotavirim (Vlasova et al., 2013), viru hepatitidy B
(Lee et al., 2013) ¢i lidskému papillomaviru (Cha et al., 2012).

2.3.3. Imunostimulacni ucinky

Mikrobiota intestinalniho traktu je pti normalnim zdravotnim stavu a kondici ¢lovéka velmi
ucinnym stimulatorem imunity. Travici trakt se v kratké dobé€ po porodu kolonizuje ptedevsim
bifidobakteriemi a po skonceni vyzivy kojenim také jinou fyziologickou mikrobiotou, kterd
antigenn¢ stimuluje rozvoj nespecifickych protilatek. Pfi 1é€eni imunodeficientnich pacientt se
vyuziva bakterii mlééného kvaseni, které aktivuji ¢innost bunéénych makrofagti (Jiang et al.,
2001).

Bifidobakterie mohou redukovat zéanétlivé procesy v intestinalnim traktu nastolenim
rovnovahy mezi tzv. Thl (helper) a Th2 lymfocyty. Pravé Thl lymfocyty redukuji aktivitu
a rozvoj prozanétlivych Th2 lymfocyti. Stimulace vyvoje a rozvoje Thl lymfocytd
je pravdépodobné aktivovana prostifednictvim specifickych polysacharidli produkovanych
bifidobakteriemi (Karlsson et al., 2002). Bifidobakteric také mohou zabranit aktivaci
prozanétlivého jaderného faktoru kB a interleukinu 8, zprostfedkované ¢i pfimo pomoci
lipopolysacharidi bunééné stény (Riedel et al., 2006). Mohou navic také pozitivné ovliviiovat
slozky vrozené (nespecifické) imunity, napi. bylo ¢aste¢né prokdzano, ze mohou stimulovat
aktivitu makrofagu a pfirozenych zabijecskych bun¢k (NK-natural killer cells) (Chiang et al.,
2000).
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2.3.4. Antikancerogenni efekt

Kolorektalni karcinom je v CR jednou z nejéastéjSich rakovin. To je do znatné miry
ovlivnéno premirou masité stravy. Clovék byl piivodné bylozravec a od jisté doby je &lovék
vSezravcem. Lidsky travici systém neni tudiz k traveni masité stravy jesté zcela pfizptisoben.
Pti traveni bilkovin masité potravy, metabolickou ¢innosti mikroorganismu, vznikaji hnilobné
latky, které slouzi jako promotory vzniku zhoubnych nadori.

Mezi bakterie, jejichz odpadnim produktem metabolismu mohou byt karcinogenni
¢i prokarcinogenni latky, nalezi piedevS§im zastupci proteobakterii, rodu Fusobacterium
¢i Clostridium. Doprovodnym jevem téchto procesu je stievni dysmikrobie, ktera byva
muze vést kprozanétlivym  stavim, které casto vedou k mutacim v DNA
a v dasledku toho také ke karcinogenezi (Yuan et al., 2004; Borges-Canha et al., 2015).

Vlastni antikancerogenni ucinky fyziologické mikrobioty, tudiz také bifidobakterii
a jinych znamych probiotickych bakterii, nejsou dosud zcela objasnény a nelze je oznacit za
prokazané. Fyziologicka intestindlni mikrobita spiSe ovlivituje rozvoj kolorektalniho
karcinomu nepfimo, napf. inhibici hnilobnych bakterii, stimulaci imunitniho systému,
rozkladem potencialnich (pro)kancerogennich latek, zménou fyzikalné-chemickych podminek
Vintestinalnim  traktu, ovlivnénim kinetiky intestindlnich bunék ¢i  produkcei

antikancerogennich sloucenin (Sanders, 1999; Rafter, 2002; Chong, 2014).

2.3.5. Ovlivnéni metabolickych a fyziologickych pochodii

Laktézova intolerance je CasteCna nebo Uplna neschopnost traviciho traktu zpracovavat
laktézu. Je to zptisobeno neschopnosti makroorganismu syntetizovat enzym [-galaktosidazu
(laktazu)  Sté€pici disacharid laktézu na monosacharidy glukézu a  galaktozu.
Lidé, ktefi tento enzym nejsou schopni si sami syntetizovat v téle, maji zazivaci potiZe
v podob¢ nadymani, sttevni kolik ¢i prijmi. Obsah mlécného cukru v mléénych kvasenych
vyrobcich obsahujicich bakterie mlééného kvaSeni (laktobacily, laktokoky ¢i streptokoky)
a bifidobakterie se snizuje az o 50%, nebot’ tyto bakterie bézn¢ produkuji B-galaktosidazu.
Lid¢ trpici laktézovou intoleranci proto mohou travit fermentované mlécné vyrobky mnohem
snadné&ji nez mléko (Marteau et al., 1990).

TiebaZe je cholesterol nezbytnym stavebnim kamenem bunék a tudiz také nezbytnou
soucasti potravy clovéka, zvySeni sérového cholesterolu a zhorSeni lipidového profilu vede
ke zvyseni rizika hypertenze, poskozeni korondrnich tepen a v diisledku k rozvoji aterosklerozy
¢1 vaznému srdecnimu selhani. Bifidobakterie mohou pfispivat k redukci cholesterolu produkci
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hydroxymethylglutaratu, ktery zabranuje aktivité enzymu hydroxymethylglutaryl-koenzym A
reduktazy, jenz se ucCastni syntézy cholesterolu (Delzenne et al., 1999). Navic u nékterych
kmeni bifidobakterii byla zjisténa in vitro asimilace cholesterolu (Tahri et al., 1995; Pereira et
Gibson, 2002).

U bifidobakterii byla také studovana schopnost syntetizovat vitdminy, pfedev§im vSak
skupiny B, které sehravaji dulezitou roli v mnoha fyziologickych procesech. Bylo zjisténo,
ze vétsina lidskych druht bifidobakterii je schopna syntetizovat thiamin (vitamin B1), niacin,
pyridoxin (B6), kobalamin (B12) ¢i kyselinu listovou. Néktefi autofi prokézali po aplikaci
bifidobakterii zvySenou koncentraci kyseliny listové v travicim traktu. Kyselina listova
je nezbytna pii proliferaci bunék typu leukocytt, erytrocytii a enterocyti (Pompei et al., 2007;
D'Aimmo et al., 2014).

Bakterie mlé¢ného kvaseni a bifidobakterie vytvaii ve stfeve prostiedi s nizsi hodnotou pH,
ktera je vhodné&jsi pro absorpci mineralnich latek (napt. zinku, vapniku, hoic¢iku) (Sanz-Penella
et al., 2012). U mnohych lidskych druhi bifidobakterii byla v nedavné dobé¢ také prokazana
schopnost  zpfistupnit Zelezo makroorganismu prostiednictvim syntézy sideroforti
(Vazquez-Gutierrez et al., 2015). Kone¢nymi produkty specifického metabolismu sacharidu
bifidobakterii, jak jiz bylo zminéno vyse, jsou kyselina octova a mlécna, které slouzi jako zdroj
energie pro enterocyty a navic redukuji kancerogenni proces stimulaci apoptdzy, podporuji
glukézovou toleranci (Yoo et Kim, 2016).

Bifidobakterie pfitomné spolecné s jinymi bakteriemi mlécného kvaSeni v mlécnych
kvasenych vyrobcich odbouravaji kasein (mlé¢nou bilkovinu) na peptidy a aminokyseliny,
které jsou vsttebavany enterocyty sttevni sliznice do krve a pomoci lymfatického systému jsou

dopravovany do mist, kde slouzi poté jako stavebni jednotky pro bilkoviny organismu.

2.3.6. Jiné pozitivni ucinky bifidobakterii

V CR je obezitou postizenych 30% obyvatel. S narGistem dostupnosti potravin a tedy
1 energie se stava ¢im dal tim vice obavanéjSim problémem od posledni dekady minulého
stoleti. Nej€astéji uvadénou pficinou, kterd vede k rozvoji obezity, je nerovnovdha mezi
piijmem
a vydejem energie. Stfevni mikroflora ovlivituje metabolismus celého téla tim, Ze ovliviiuje
energetickou bilanci a sjednocuje centrdlni a periferni regulacni signédly piijmu potravy.
Probiotika vcetné bifidobakterii mohou mit vliv na chut’ k jidlu a tim i na celkovy pfijem

potravy a télesnou hmotnost (Kobyliak et al., 2016).
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Ptedevs§im na animalnich modelech bylo zji$téno, ze urcité kmeny bifidobakterii mohou hrat
urcitou roli pfi redukci obezity. Mezi dilezité vlastnosti bifidobakterii, které toto mohou
lipogennich a lipolytickych geni v jatrech, redukci jaterni steatdzy, pozitivnim ovlivnénim
profilu krevnich lipidi a glukézové tolerance, redukci endotoxémii a zanétlivych procesi
v intestinalnim traktu (Woting et al., 2015; Nova et al., 2016).

Dalsim potencialnim probiotickym efektem bifidobakterii mize byt podle prvnich vysledku
zlepseni kognitivnich funkci a ovlivnéni depresivnich stavii. Tento efekt byl pozorovéan
predevsim u konkrétnich kment bifidobakterii (Savignac et al., 2015).

V roce 2015 byla provadéna studie, kdy smésné probiotikum obsahujici Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium animalis subsp. lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
brevis, Lactobacillus casei, Lactobacillus salivarius a Lactococcus lactis bylo pouzito pro
zjisténi mozného pozitivniho ovlivnéni depresivnich stavii. Vysledkem tohoto experimentu
na animalnim modelu bylo tvrzeni, ze piijem probiotik miize mit vliv na snizeni projeviu
depresivnich stavii (Steenbergen et al., 2015). Pozitivni efekt probiotickych bakterii
je v souvislosti s timto spojovan ptredev§im s ovlivnénim lokalniho a systematického
antioxidac¢niho stavu makroorganismu, bezprostiedni bakteridlni produkei neurochemickych
latek, nepiimym vlivem na produkci neurotransmiterii a neuropeptidl, piimou aktivaci
neurdlnich drah mezi intestindlnim traktem a mozkem, sniZzenim produkce prozanétlivych
cytokini, modulaci neurotrofnich latek (pfedev§im mozkového neurotrofniho faktoru)
a Vv neposledni fad¢ s produkci latek majicich pfimy ¢i nepfimy vliv na ¢innost neurond

(Bested et al., 2013).

2.4. Strucna charakteristika vybranych (pod)druhii bifidobakterii

2.4.1. Bifidobacterium animalis subsp. lactis

Bifidobacterium animalis subsp. lactis je druhem probiotické bakterie izolované z travici
soustavy savce (Masco et al., 2004). Tato bakterie je Casto pifitomna ve fermentovanych
mlécnych produktech obsahujich probiotickou kulturu (jogurty, fermentované napoje apod.)
a je aerotolerantni, vice odolna viic¢i piisobeni peroxidu vodiku a kyselin. Z tohoto divodu se
jednéd v podstaté¢ o jediny taxon bifidobakterii pouzitelny v téchto forméch (syn)probiotik.
Lidské, hostitelsky specifické druhy bifidobakterii jsou mnohem méné odolné vii¢i podminkam
vyroby, jsou mén¢ aerotolerantni a cCasto nemaji schopnost fermentovat mléko,
a nemohou byti tudiz vyuzity. Podle provadénych studii roste rychleji na médiu s FOS nebo

s inulinem nez na médiu bez téchto bifidogenni latek (Bielecka et al., 2002).
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Nevyhodou této bakterie je, ze neni pfili§ pfizplisobena na nepfiznivé podminky béhem
skladovani danych produkti. Je to zplisobeno prevazné plisobenim ostatnich bakterilnich kultur
(Akalm et al., 2004).

Tato probiotickd bakterie ma prokazatelné¢ pozitivni efekt na gastrointestindlni systém
clovéka. Po mésici suplementace timto probiotickym kmenem doslo ke klinicky vyznamnému
ptinosu ve frekvenci defekace a vyléceni bolesti bficha (Eskesen et al., 2015).

U tohoto konkrétniho taxonu byly provadény mnohé dalsi studie s cilem odhalit jejich mozné
pozitivni, probiotické ucinky. Bylo zjisténo, ze tato bakterie mize do urcité miry zabranit
salmonelovych infekcim, zmirnit bakteridlni translokaci a prozanétlivé stavy v intestindlnim
traktu, pozitivné ovliviiovat pocCet ostatnich  bifidobakterii v travicim  traktu

a modulovat imunitni systém (Childs et al., 2014; Wei et al., 2014; Zacarias et al., 2014).

2.4.2. Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium bifidum se nachazi piedevsim v tlustém stieve, matetském mléku a vaginé
¢loveéka (Makino et al., 2013). Psychicka zatéZz je uzce propojena s diskomfortem
V gastrointestinalnim traktu. Bifidobacterium bifidum prokazatelné snizuje piiznaky akutniho
prijmu a tim i vznikly stres clovéka (Culpepper et al., 2016).

Vyzkumy prokazaly, ze tato probioticka bakterie produkuje pfirozené antibiotické latky,
které pomahaji proti onemocnéni zpisobené E. coli a kvasinkami rodu Candida (De Simone et
al., 1992). Studie zabyvajici se alergickymi reakcemi dosly k zavéru, ze druh Bifidobacterium
bifidum by mohl zmiriovat alergické projevy. Vyzkum byl provadén na mysich, kterym se
oralné podavala probiotika. Tyto mysi pak vykazovali niz§i produkci imunoglobulinu E (Ohno
et al., 2005).

2.4.3. Bifidobacterium bohemicum a Bifidobacterium bombi

Relativné nedavno byla odhalena nova ekologickad nika bifidobakterii. V travicim traktu
riiznych druhii émelékii pochazejicich z réiznych lokalit v ramci Ceské republiky a Belgie byly
objeveny 4 hostitelsky specifické druhy, a to Bifidobacterium actinocoloniiforme,
B. bohemicum, B. bombi a B. commune (Killer et al., 2009, 2011; Praet et al., 2015).
Zajimavé z pohledu fyziologickych vlastnosti je to, Zze mohou riist za nizSich teplot,
coz mize byt do znacné miry zplsobeno jejich adaptaci na travici trakt ¢meldkd,
kdy tyto bakterie musi perzistovat v travicim traktu ¢melacich matek ptfes zimni obdobi.

Dalsi zajimavosti je z hlediska biotechnologii jejich potencidlni vyuziti jakozto probiotik
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Vv laboratornich chovech ¢meldkl. Byla pfipravena a odzkousSena prvotni probiotickd smés

pro tyto ekologicky velmi vyznamné opylovace (Votavova et Killer, 2014).

2.4.4. Bifidobacterium boum

Druh Bifidobacterium boum byl primarn¢ izolovan z bachoru skotu, nicméné byl rovnéz
izolovan z fekalnich vzorka domestikovanych a divokych prasat ¢i koni (Scardovi et al., 1979;
Killer et al., 2013b; Tanabe et al., 2014). V sousvislosti s moznym probiotickym t¢inkem
tohoto taxonu existuji studie naznacujici protizanétlivou schopnost a schopnost ochrany
intestinalni bariéry u koni (Tanabe et al., 2014). Jina studie prokazala vliv na sniZeni exprese
genu pro Shiga-toxin produkovany enterohemorragickym sérotypem Escherichia coli
(Carey et al., 2008).

2.4.5. Bifidobacterium breve

Bifidobacterium breve je soucasti predevsim stfevni mikrobioty ¢lovéka. Tento taxon
se vSak vyskytuje také v reprodukénim traktu zen a odpadnich vodach (Reuter, 1963).
Intestinalni trakt kojenct je osidlen bakteriemi druhu B. breve kratce po jeho narozeni,
protoze jsou pienaseny z matky na dit¢ béhem porodu a v pribéhu kojeni. B. breve reprezentuje
dominantni slozku intestindlni mikrobioty pln¢ kojenych novorozenct. Tento druh tudiz
sehrava dulezitou roli v metabolismu kojence, mimo jiné pfi fermentacnich procesech
oligosacharidi matetského mléka (Bjorkstén et al., 2001).

B. breve napomaha udrzet fyziologickou funkci tlustého stieva, snizuje produkci plynu
ve stfevech, ¢etnost prijma a zmirfiuje projevy zacpy. Mezi dalsi probiotické ucinky B. breve
patii stimulace imunitniho systému, ochrana pifed nemocemi zptsobenymi E. coli a jinymi

patogeny (Mendonca et al., 2012; Delcaru et al., 2016).

2.4.6. Bifidobacterium longum subsp. infantis

Taxon Bifidobacterium longum subsp. infantis se nachazi ve stolici kojencii a dospélych lidi.
Podobné jako druh B. breve casto reprezentuje dominantni slozku intestinalni mikrobioty plné
kojenych déti (Sela et al., 2008). Fermentace melezitozy je piizna¢na pro tento druh
(Scardovi, 1986). Tento taxon nalezi mezi nejvyznamnéjsi a nejcastéji pouzivana probiotika
V huménni medicing.

Podobn¢ jako u jinych lidskych druht bifidobakterii byly u Bifidobacterium longum subsp.

infantis zjistény mnohé pozitivni G¢inky na zdravi ¢loveéka. Tato bakterie je schopna snizit
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expresi prozanétlivych gend v intestinalnim traktu (Wickramasinghe et al., 2015),
je aktivni pii inhibici intestindlnich rotavirovych infekci (Chenoll et al., 2015).
Probiotické preparaty s obsahem této baterie pomahaji snizovat riziko vzniku nekrotizujici

enterokolity u pfed¢asné narozenych déti (Underwood et al., 2015).

2.4.7. Bifidobacterium longum subsp. longum

Bifidobacterium longum subsp. longum je taxonomicky blizce ptibuzny pfedchozimu taxonu
a nachazi se ve shodné ekologické nice. Tato bakterie byva ovSem nejcastéji izolovana
ze stolice dospélych lidi (Matsuki et al., 1999). Vhodnymi bifidogennimi faktory pro tento
poddruh jsou fruktooligosacharidy a inulin (Bielecka et al., 2002).

Poddruh B. longum subsp. longum je pfirozené nepatogenni a je cCasto piidavan
do potravin a doplnkt stravy pro své vice méné prokazané probiotické ucinky na zdravi
¢loveéka. Tento poddruh se vyznacuje snadnou kolonizaci intestinalniho traktu a vysokou
zivotaschopnosti. V tlustém stievé vykazuje antimutagenni a antikarcinogenni ucinky.
Miuze do urcité miry potlacovat gastrointestindlni onemocnéni vyvolané uzivanim ATB
a byla prokazana také stimulace imunitniho systému (Lee et Salminen, 2009).

Nedavna studie poukazuje na produkei latek antioxida¢niho charakteru (Gagnon et al., 2015).

2.4.8. Bifidobacterium pseudolongum subsp. globosum

B. pseudolongum subsp. globosum se nachazi ve stolici selat, sajicich telat, krys,
kralikd, jehnat, odpadni vodé ¢&i bachoru piezvykavetu (Yaeshima et al., 1992).
Jedna se tedy o hostitelsky nespecificky animalni taxon. Soudoby vyzkum se zaméiuje
pfedev§im na probiotické ucinky lidskych druhG bifidobakterii, také proto nebyly
dosud u tohoto poddruhu moZzné pozitivni vlivy na zdravi zvifat prozkouméany. Nicméné
existuji studie o tom, Ze tato bakterie muze Syntetizovat kyselinu listovou a zpfistupnit
potravinovy zdroj zeleza makroorganismu (D'Aimmo et al., 2014; Vazquez-Gutierrez et al.,
2015).

2.4.9. Bifidobacterium thermacidophilum subsp. porcinum

Tento taxon byl poprvé izolovan z vykali domestikovanych prasat (Dong et al., 2000;
Zhu et al., 2003). Ovsem jeho pfitomnost byla zjisténa také v intestinalnim traktu kojenct
(Kheadr et al., 2007; Moroni et al., 2006). Do diskutovanych probiotickych ucinki této bakterie
lze zahrnout inhibici potravinového patogena Listeria monocytogenes ¢i patogenni bakterie
Clostridium perfringens (Moroni et al., 2006; Kim et al., 2007).
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2.4.10. Bifidobacterium thermophilum

Bifidobacterium thermophilum je pfitomen piedev§im v travicim traktu savcd,
byl konkrétn¢ izolovan z vykalil prasat, kufat, sajicich telat a bachoru pfezvykavct (Mitsuoka,
1969; Simpson et al., 2003). Tento druh se vyznacuje velkou odolnosti vici vysokym teplotam
(rtst pti teploté 47 °C) a potvrdilo se, ze je velmi tolerantni K pfitomnosti kysliku Vv prostiedi
(Gavini et Beerens, 1999). Ve vyzkumu byl zkouman synergicky efekt
B. thermophilum a prebiotik na inhibici Salmonella enterica subsp. enterica. Bylo zjisténo,
Ze tato bakterie ve spojeni s frukto- a galaktooligosacharidy inhibuje tohoto patogena (Tanner
et al., 2014). V piipadé této bakterie bylo také viceméné prokazano, ze zprostiedkované
inhibuje intestindlni patogeny znepiistupnénim zeleza a zmirfiuje aktivitu volnych radikala

generovanych z peroxidace lipidu (Kot et Bezkorovainy, 1999).

2.4.11. Bombiscardovia coagulans

Bombiscardovia coagulans je hostitelsky specifickym taxonem, ktery je pfitomen
pouze Vtravicim traktu raznych druhti ¢émelakt. Je fazen spolu s bifidobakteriemi
do cCeledi Bifidobacteriaceae. Prostiednictvim vysledkii  molekularné-genetickych,
fyziologickych, biochemickych a jinych fenotypovych metod bylo prokazano,
ze nalezi do samostatného rodu v ramci vySe zminované Celedi. Specifickou fyziologickou
charakteristikou tohoto rodu je schopnost rastu i pii teplote 5 °C (Killer et al., 2010),
coz odkazuje podobné jako v ptipadé hostitelsky specifickych druhii bifidobakterii izolovanych
z traviciho traktu ¢meldkli  na symbiotickou a  biologickou  adaptaci.
Dalsi podstatnou charakteristikou této bakterie je enormni autoagregacni schopnost.
Takeé tento taxon je v soucasné dobé& studovan pro mozné probiotické vyuziti v laboratornich

chovech ¢melakt (Votavova et Killer, 2014).

2.5. Metody konzervace bakterii

Konzervace bakterii, resp. zachovani zivotaschopného stavu bakterialnich bun€k po delsi
obdobi, jako biologického zdroje ma velky vyznam V riznych oblastech biotechnologického
vyzkumu, zachovani genofondu vSech dosud popsanych bakteridlnich taxond, v oblasti
mediciny ¢ vyzkumné-vzdélavacich  programt. Z  hlediska  potravinaiského
¢1 farmaceutického primyslu je naprosto nezbytné uchovéavat bakteridlni kultury
Vv Zivotaschopném stavu po urcité Casové obdobi a zaroven zachovavat jejich dilezité

metabolické vlastnosti. Bakteridlni kultury jsou pro tyto t¢ely konzervovany prostiednictvim
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riznych metod v pfislusnych lokalnich ¢i mezinarodnich sbirkach mikroorganismut. Typickym
ptikladem, kde je nutno konzervovat bakterialni kmeny s zadoucimi vlastnosti,
je potravinarsky priamysl, zejména vsak mlékarensky pramysl (mlékarenské kultury zahrnujici
napf. jogurtové, smetanoveé, kefirové, acidofilni ¢i syratské kultury).

OvSem obecné¢ je zahrnuta pod usilim konzervovat bakteridlni bunky globalni snaha
o identifikaci, objasnéni taxonomickych nesrovnalosti vSech mikroorganismil a generovani dat
ohledné¢ jejich ptfirozeného prostiedi, spoleCenstvech, populacich a ekosystémech.

Metoda konzervace mikroorganismi v zivém stavu je narocna na zajiSténi vhodnych
podminek pii procesu konzervace. Jednou z nejcastéji vyuzivanych metod konzervace bakterii
je zmrazovani za pouziti raznych kryoprotektivnich latek, resp. latek, které chrani bakterialni
builkky ptedevSim proti negativnim uinkiim vznikajictho pevného skupenstvi vody.
Do skupiny metod na bazi kryokonzervace nalezi také konzervace za pouziti tekuté¢ho dusiku
pii teploté -196 °C. Tato metoda se zda byt nejvyhodnéjsi, protoze kapalny dusik pasobi jako
kryogenni kapalina, kterd dokaze velmi rychle zmrazit bunky, aniz by doslo k poskozeni
bunééné stény vznikajicimi krystaly vody. Zarovein nevyhodou této metody je finanéni
naro¢nost a nesnadna manipulace s timto materidlem. DalSi vhodnou formou konzervace
bakteridlnich bun¢k je sprejové suseni, z pohledu jednoduchosti metody s velmi vysokym
poétem zachovani zivotaschopnych bunék (Safronova et al., 1996). Dalsi velmi casto
pouzivanou metodou konzervace bakterii je tzv. lyofilizace, jejiz anglicky néazev freeze
(mrazeni)-drying (suSeni) napovida, Ze pijde o metodu vyuzivajici kontinualné proces mrazeni
a suseni.

Pro zvoleni co nejucinnéj$i metody konzervace bakterii je diilezité se nejprve zaméfit na
jejich rozde€leni podle typu metobolismu, pficemz rozliSujeme tzv. aerobni (s respiratornim
metabolismem) a anaerobni bakterie (pfevazné S fermentativnim metabolismem).
Zcela logicky je piiprava, resp. kultivace anaerobnich bakterii pfed konzervaénim procesem,
naro¢n€j$i  oproti  bakteriim s respiratornim metabolismem. Ptikladnymi bakteriemi
s fermentativnim metabolismem jsou hlavni zéastupci probiotickych bakterii patticich
taxonomicky do roda Lactobacillus (a jinych rodd bakterii mlééného kvaseni)
a Bifidobacterium. Nejcastéji jsou konzervovany zmrazovacimi technikami, susenim nebo

lyofilizaci, o kterych blize pojednavaji nasledujici kapitoly.
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25.1. Zmrazeni

Zmrazeni, neboli kryokonzervace, je metoda zalozena na bazi snizujici se teploty,
pfi které se zpomali a zablokuji Zivotni funkce, pfi niz ovSem zaroven nedochdzi k usmrceni
bunék. Jedna se v podstaté o historicky nejstarsi zptisob biologické konzervace. Tento proces,
podobné jako jiné konzervacni procesy bakterialnich bun€k, reverzibilné zabrani projeviim
zivotaschopného stavu. Tato metoda zajistuje dlouhovékost bun¢k po urcité ¢asové obdobi,
pfiCemz zistadvaji zachovany genotypové a fenotypové charakteristiky. Obecné Ize konstatovat,
ze Cimz nizsi teploty se pii kryoprezervaci pouziji, tim déle zistavaji bakterialni bunky
zivotaschopné (Simione, 1992).

Metody ¢i zptsoby kryokonzervace lze rozd¢lit do nékolika kategorii podle rozmezi nizkych
teplot a mrazicich pfistroji. Laboratorni mrazici boxy udrzuji teplotu v rozmezi
od — 15 °C do -40 °C a nalezi mezi nejbéznéji pouzivané tzv. uzitkové mrazici boxy pfi
kryokonzervaci bakteridlnich kultur. Za téchto podminek a samoziejmé za pouziti ptislusnych
kryoprotektiv je zachovana zivotaschopnost bakterialnich kultur v obdobi jednoho roku.
V ptipad¢é ultramrazicich boxti dosahuje teplota zmrazeni hodnot od — 60 °C do — 85 °C
a zivotaschopnost bakterialnich bunék za téchto podminek byva i nékolik let (Feltham et al.,
1978). Je to zpiiseno piedevsim tim, Ze dochazi k podstatnému potlaceni veskery chemickych
reakci, at’ jiz biologického ¢i fyzikalniho ptivodu. Kryogenni mrazici zafizeni vyuzivaji jesté
niz8ich teplot pod — 130 °C. K zajisténi takto nizkych teplot je ¢asto zapotiebi vyuziti tekutého
dusiku ¢i specializovanych mechanickych systémi. Z téchto divodi nejsou pouzivana tak
Casto, tfebaze Zivotaschopnost bakteridlnich buné€k je uchovéavana za téchto podminek i nékolik
desitek let.

Pii zmrazovaci fazi, reprezentujici rovnéz prvni krok v procesu lyofilizace, hraji dulezitou
roli tzv. kryoprotektivni latky. O téchto latkach bude pojednano v kapitole zahrnujici informace

o lyofilizaci.
2.5.2. SuSeni

SusSeni je chemicko-fyzikalni dé&j, kdy u¢inkem tepla dochazi ke snizovani obsahu vody nebo
jiné kapaliny v daném materidlu a jejimu naslednému odpateni, aniz by doslo ke zméné
chemického slozeni. Pfi suSeni dochazi ke sdileni tepla a hmoty. SuSeni je nutné chapat,
Z hlediska sdilené hmoty, jako diftizni proces vyvolany rozdilem parcidlnich tlaki. Diky této
metodé dochazi v daném materialu ke zmén¢ vlhkosti, ktera miize mit za nasledek zménu

fyzikalnich charakteristik, parametrti chemickych reakci a celkovou stabilitu.
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Sprejové suSeni jako konzervacni metoda je vyuzitelnd pro celou fadu bakterii mlééného
kvaseni a bifidobakterii. OvSem vysledek tohoto konzerva¢niho procesu je ovlivnén celou
fadou faktor. Nesmi dochazet k letalnimu termalnimu ucinku pii teplotach nad 50 °C,
kdy dochazi k ireverzibilnimu poSkozeni bilkovin (Lievense et al., 1992). Sprejovym susenim
je zvySovana koncentrace iontli média pouzitého pro kultivaci ¢i resuspendaci bakterialnich
bun¢k, ¢imz dochdzi u bunék k tzv. osmotickému stresu. Bakterialni buniky se adaptuji na tyto
podminky akumulaci ptislusnych latek ptitomnych v roztoku (Csonka, 1989). Touto adaptaci
bakterialni bunky udrzuji osmotickou rovnovahu s vnéj$Sim prostfedim. Mezi latky
zachovavajici osmotickou rovnovahu uvniti bunék nalezi napt. nékteré aminokyseliny, polyolni
slouceniny ¢i tetrahydropyrimidiny (Yancey et al., 1982; Goderska et Czarnecki, 2008).

Mezi dalsi ovliviujici faktory, které byly studovany pti konzervaci bifidobakterii susenim,
nalezi napi. vstupni teplota suSeni, tlak vzduchu a vstupni koncentrace bun¢k.
Bylo prokazano, ze vyssi koncentrace bunck v roztoku a osmoprotektivni latky v podobné
maltodextrinu  zvySuji pocet prezivSich bunék bez ovlivnéni jejich metabolickych
a fyziologickych vlastnosti (Potts, 1994; Shokri et al., 2015). Vhodnou stabiliza¢ni teplotou
zvysujici vitalitu bifidobakterii po procesu suseni se zda byt 4 °C (Simpson et al., 2005).

2.5.3. Lyofilizace

Lyofilizace neboli vakuové vymrazovani (anglicky freeze-drying) ¢i kryodesikace je dgj,
pti kterém je volna voda ze suseného materialu odstraiiovdna sublimaci, kterému ptedchéazelo
zmrazeni materidlu. Tento zplsob konzervace je velmi energeticky 1 ¢asové naro¢ny, a proto
se pouziva k vysuSovani takovych material, které neni mozno bez rizika destrukce vysusit
uspesné jinym zpisobem a vyzaduji co nejSetrnéj$i vysouseni. Piikladem jsou termolabilni
latky citlivé na pfitomnost vlhkosti (napf. biologicky material — mikroorganismy,
krevni plazma), drahd 1éciva (antibiotika, proteiny, vakciny). Dnes se jiz béZn¢ vyuZiva
lyofilizace v mlékarenském ¢i farmaceutickém pramyslu, protoze tato metoda je nejvhodnéjsi
spolu se susenim pro uchovavani bifidobakterii ¢i jinych grampozitivnich bakterii.
Mezi vyhody upfednostiiujici tento konzervacni proces oproti jinym, pifedevSim vSak
zmrazovacim technikdm, patii eliminace kontaminace kultur, snadnd manipulace a zajiSténi
vhodnych podminek uchovavéani lyofilizovanych kultur. OvSem nevyhodou lyofilizace
je naro¢nost na ptipravu kultur a technologicky postup. Bakterialni bunky se po lyofilizaci
nachazi v tzv. latentnim stavu, kdy Zivotaschopnost a biochemické vlastnosti mikroorganismu

mohou Vv zavislosti na podminkach skladovani pretrvavat v fadu nékolika mésict az let.
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Ptistroj pouzivany k lyofilizaci se nazyva lyofilizator ¢i vykuové-vymrazovaci pfistroj.
Sklada se z nékolika zakladnich ¢asti, mezi které patii kondenzor, ve kterém jsou nejnizsi
teploty, a zachycuje se zde vlhkost ve formé ledu. V produktové komote dochazi k vysouSeni
materialu v rozsahu teplot pfiblizn¢ -40°C az +50°C. A posledni ¢asti je vyvéva piipojena
ke kondenzatoru, ktera zajist'uje nezbytné vakuum pro cely proces.

Lyofiliza¢ni proces se sklada ze dvou ¢asti, které maji Ctyfi faze. Jednd se o zmrazovani
s naslednym primarnim (sublimace ledu) a sekundarnim (desorpce absorbované vody)
vakuovym suSenim za Setrnych podminek vyrovnavani tlakti. Prabéh lyofilizace je zndzornén

na Obrazku ¢. 2.

Obrazek ¢. 2. Zjednodusené znazornéni pribehu lyofilizacniho procesu

tlak [kPa]

L)
-80 40 20 0 20 40 6o teplota [°C]

Material se musi zmrazit na tak nizkou teplotu, aby se vSechna voda pievedla v led
a vznikl tak pevny materidl. U zmrazovani je dilezité dbat na zpisob provedeni, protoze
na ném zavisi vysledny efekt lyofilizace — biologicka aktivita suSeného materialu a vzhled. Pfi
tomto kroku je dilezité, v co nejkratSim case, pfeklenout hranici nebezpecnych teplot,
pii kterych vétsinou dochazi k mikroskopickému poskozeni materidlu. Ke zmraZzovani dochazi
bud’ pfimo v suSici komote, nebo lze zmrazovat matridl pred vloZzenim do suSici komory.
V prvnim piipad€ zplisobi zmrazeni nuceny odpar ¢asti vody, k némuz se vyuzije vlastniho
tepla daného materialu.

V dalsi fazi je ptivadéno k hluboce zmrazenému materialu lokalni teplo z vyhtivané desky.
Musi se vSak ptfivadét pouze takové mnoZstvi tepla, aby neustale byly zachovavany podminky

pro existenci vody jen v pevném a plynném skupenstvi a aby voda z ledu sublimovala.
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Téchto podminek je dosazeno susici komorou s prostorem, kde jsou umistény kondenzatory,
které maji nizsi teplotu nez jakou ma susici material a na kterych se srazi vodni para odvadéna
z daného materidlu. Po této fazi se vakuovym suSenim, za nizkého tlaku a postupné
se zvysujici teploty nad 0°C, odstrani zbytkova vlhkost. Sekundarni dosouseni zajiStuje
odstranéni adsorbované vody az na finalni hodnotu vlhkosti v rozmezi 1-2%. Pokud je obal,
kde se lyofilizat nachazi, hermeticky uzavien, nemtize dojit k adsorpci vzdusné vlhkosti
a lyofilizat se tak stava stabilnim az na n€kolik let i za podminek laboratornich teplot. Material,
ktery prochazi obéma procesy, by mél byt v tenké vrstve, aby vSe probihalo rovnomérné a
ptfiméiené dlouhou dobu. Po dosouseni se v susici komote zrusi vakuum a tim je cely proces
lyofilizace ukoncéen (Liapis et Bruttini, 1994; Kyzlink, 1988).

Mezi casto diskutované faktory, které ovliviiuji ptezitelnost lyofilizovanych bakteridlnich
bunck, nélezi koncentrace bunc¢k v pocate¢nim inokulu, rozdily v chemické skladné bunécné
stény a s tim souvisejici variabilita mezi lyofilizovanymi kmeny bakterii, slozeni ristového
média, pouziti kryo- ¢i lyoprotektivnich latek, vliv pH prostiedi a osmotického tlaku, podminky

kultivace, vlastniho lyofilizaéniho procesu a uskladnéni lyofilizatt (Hershenson, 2000).

2.5.4. Faktory ovliviiujici Zivotaschopnost bunék po lyofilizaci

25.4.1. Koncentrace bunék v pocdatecnim inokulu

Pii nizké koncentraci bunék v pocate¢nim inokulu dochazi k nizkému poctu piezivsich
bunék. Proto pro vyssi pieZitelnost bakterialnich bun¢k, pouzitych v lyofilizaci, je potiebna
vy$$i koncentrace bunék v pocate¢nim inokulu (Kilara et al., 1976; Jensen et al., 2009).
Ale i piili§ vysoka koncentrace bunék v lyofilizovaném preparatu neni zadouci, protoze by
doslo ke skodlivému efektu nevyrovnaného osmotického tlaku (Bozoglu et al., 1987).

Je diilezité zajistit i dostateény piijem Zivin pro biomasu. Cim je vice Zivych bakterialnich
vV riustovém mediu dochazi k niz§i koncentraci bunék po kultivaci, kterda neni vhodna

pro vyrobu lyofilizatu (Stoodley et al., 1998).

2.5.4.2. Rozdily mezi grampozitivnimi a gramnegativnimi bakteriemi

Gram-negativni bakterie maji typ bunécné stény, ktera se sklada z vnéj$i membranové vrstvy
a vnitini tenké pevné peptidoglykanové vrstvy (cca  20%  hmotnostnich).
Vnéj$i membrana obsahuje lipopolysacharidy, proteiny a lipoproteiny. Do této skupiny néalezi
cela fada patogennich bakterii. Oproti tomu bunécéné sténa grampozitivnich bakterii je tvofena
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predevsim nekolika vrstvami peptidoglykanu (az 90% hmotnostnich), kterd dava buiice pevny
a konstantni tvar (Radhey, 1998). Grampozitivni bakterie jsou diky tomu, a diky nepfitomnosti
lipopolysacharidii, vysoce odolné vi¢i zmrazeni, suSeni a tudiz také vici lyofilizaénimu

procesu oproti gramnegativnim bakteriim (Miyamoto-Shinohara et al. 2000, 2008).

2.5.4.3. Pouiiti kryoprotektivnich latek

Kryoprotektanty chrani buiiku pfed uCinky vznikajicich krystald pfi zmrazeni.
Tyto ochranné latky omezuji tvorbu ledovych krystali uvniti ¢i vné bunék a tim chrani bunky
pfed poruSenim integrity bunécné stény. Pouzitim kryokonzervacniho ¢inidla se zkvalitituje
konzervace mikroorganismti zmrazenim. Prostfednictvim téchto latek dochazi ke snizeni bodu
tuhnuti vody ¢i roztoki a zvétSeni podilu nezmrzlé kapaliny 1 pfi teplotach pod bodem tuhnuti.
Tyto latky zabrafuji tudiz také nadmérné dehydrataci bunék. V zédsad¢ lze rozlisit tfi skupiny
kryoprotektivnich latek. Intracelularni pronikaji zkrz buné&nou sténu a cytoplazmatickou
membranu az do cytosolu. Hlavnimi reprezentanty této skupiny kryoprotektiv jsou glycerol
a dimetylsulfoxid. Druhou kategorii kryoprotektiv jsou ta, kterd pronikaji pouze zkrz bunéénou
sténu (napt. nékteré oligosacharidy, nizkomolekularni latky ¢i aminokyseliny). Do treti
kategorie nalezi ty latky, které plisobi vné bunék, naptf. vysokomolekuldrni proteiny
a polysacharidy (Tao et Li, 1986). Intracelularné ptisobici latky jsou schopné vazat vodu, ¢imz
zabranuji tvorb¢€ intracelularnich krystal vody (Meryman, 1971). Zastupci druhé skupiny
kryoprotektiv, které jsou koncentrovany mezi cytoplazmatickou membranou a bunéénou
sténou, zbranuji predev§im mechanickému poSkozeni. Kryoprotektiva tfeti kategorie adsorbuji
na bunéném povrchu a vytvarfeji tak jakysi ochranny, viskdézni povlak. Navic pomoci
exoosmozy vazi intracelularni vodu, ktera se nasledkem toho nemuze premeénit na krystaly vody
(Hubalek, 2003, Pushkar et al., 1974).

Hlavni nevyhodou nékterych pouzivanych kryoprotektiv je jejich toxicita, ktera zpisobi
al., 2004).

Nejcéastéji  pouzivanymi kryoprotektivnimi slouceninami ¢&i latkami v bakteriologii
a mikrobiologii jsou dimetylsulfoxid, glycerol, ethylen(propylen)glykol, krevni sérum, bovinni
sérovy albumin, rekonstituované susené kravské mléko, pepton, kvasni¢ny extrakt, sacharoza,
glukoza, polyvinylpyrrolidon, sorbitol a sladovy extrakt. Nutno dodat, ze kryoprotektivni
ucinek ruznych latek ¢i sloucenin z pohledu chemickych a fyzikalnich parametrii nebyl dosud
exaktné vysvétlen (Hubalek, 2003). Nekteti badatelé, misto oznaceni kryoprotektiva pii jejich
vyuziti v lyofiliza¢nim procesu, pouzivaji oznaceni lyoprotektiva (Li et Tian, 2007).
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Mezi takové lyoprotektivni latky, které byly viceméné uspéSné testovany na riznych
kmenech bifidobakterii, patii derivaty celulozy (Pop et al., 2015), inulin (Amakiri et al., 2015),
trehal6za (Celik et O’Sullivan, 2013), alginat sodny (linearni polymer extrahovany z mozskych
fas skladajici se z jednotek kyseliny D-manuronové a L-guluronové vazanych pievazné 1,4-
glykosidickou vazbou) (Zhang et al., 2013), mannitol (Dianawati et al., 2012), laktoza,
sachar6za, suSené rekonstituované mléko (Vinderola et al., 2012), chitosan
a zenSenovy polysacharid (Yang et al., 2006) ¢i modifikovany Skrob spolu s lecitinem
(Donthidi et al., 2010).

2544, Uéinek pH prostiedi a osmotického tlaku

Hodnota pH vyjadfuje koncentraci vodikovych iontl v prostiedi, kdy vznika alkalické nebo
kyselé prostiedi pro mikroorganismy. Mira kyselosti je vyjadiena stupnici nabyvajici hodnost
pH od 0-14. Neutralnimu bodu, zhlediska chemie, odpovidda hodnota pH 7,0.
Louis Pasteur zjistil, ze mirna acidita podporuje rust plisni a brzdi rist bakterii. Kazdy zastupce
mikroorganismll se miize rozmnozovat pouze v ur¢itém rozmezi pH. Rist mikroorganismil
mimo optimélni pH mé vliv na funkci mikrobidlnich enzymt a na prodlouzeni lag faze pii
kultivaci, ktera se projevi mén¢ intenzivnim mnozenim mikroorganismu. Na zékladé kyselosti
se rozlisuji mikroorganismy na alkalofilni (zasadité prostiedi), neutrofilni (neutralni prostiedi
s pH 6-8), acidofilni (kyselé prostiedi) a acidorezistentni (Schindler, 2010).

Zejména u bakterii mlééného kvaSeni je potfebné kontrolovat hodnotu pH, kterd by
se méla pohybovat kolem 6,6 v zavislosti na pouziti jednotlivych kmenli mikroorganismut
pfi laboratorni innosti (Silhdnkova, 2008). Zastupci rodu Bifidobacterium se nemohou mnozit
a rust pii hodnoté pH v rozmezi 4,5-8,0. Jedinym zastupcem bifidobakterii, ktery je schopen
rastu pii pH < 4, je Bifidobacterium thermacidophilum (Dong et al., 2000).
Kysel¢ prostiedi neni vétSinou mikroorganismli dobfe snaSeno, a proto se okyseleni vyuziva
V bezpecnosti potravin, protoze snizuje vyskyt nezadoucich mikroorganismi. Avsak nékteré
mikroorganismy se mohou rozmnozovat i pfi vy$sich hodnotach pH (plisné).

Hodnotu pH je tedy nutné kontrolovat Vv procesu lyofilizace, protoze by jinak mohlo
dochézet k velkému mikrobidlnimu thynu v disledku poSkozeni bunéénych stén. Pfidavkem
kationt( hoi¢iku a manganu do rastového média se podpoii tvorba glykoproteinii bunécné stény
a snizi se tak mortalita lyofilizovanych bun¢k (Wright et Klaenhammer, 1983).

Osmoticky tlak vznikd pfi toku vody pronikajici pies semipermeabilni membranu
do okolniho prosttedi, kde je vyssi koncentrace rozpusténych iontlh nebo molekul. V piipade

mikroorganismli dochazi k vyluCovani soli hlavné v okoli kandlk. Bunéna membrana
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je vice propustnd pro vodu nez pro soli. V disledku zvySené koncentrace soli dochazi
k osmotickému vytoku vody do okoli a bunka se nasledné¢ smrsti. Na propustnosti vody
bunécnou sténou zavisi rozsah smrsténi buiiky. Rychlost zmrazovani ma vliv na miru poskozeni
bunék osmotickym smrsténim, protoze bunky nemaji dostatecny Cas k rovnovaznému stavu a
naslednému osmotickému vytoku. Pouze rychlé zmrazeni by se tedy zdalo byt nevhodné&jsim
zpusobem. Ovsem pii rychlém zmrazeni dochazi k vyssi krystalizaci s naslednou mortalitou
bung¢k, které obsahovaly vice vody. Proto je tedy nutné pro ovlivnéni osmotického tlaku pouzit
vhodné kryoprotektivum (¢i osmoaktivni latky) a jeho mnozstvi s ohledem na pouzitou kulturu,
vhodnou rychlost a teplotu zmrazovani a koncentraci bun¢k mikroorganismi (Crowe et al.,
1984, 1985). Vyssi osmoticky tlak je dobie snaSen halotolerantnimi (enterokoky, stafylokoky)
a halofilnimi bakteriemi (Zhao et al. 2004).

2.5.4.5. Podminky vlastniho lyofilizacniho procesu

Po procesu, kdy se k mikrobialnim kulturdm pfida kryoprotektivni latka je tento vzorek
zmrazovan. Prislusné parametry mrazeni jsou voleny na zaklad¢ pozadavki jednotlivych druhti
mikroorganismu. Je dulezité zvolit spravny zplsob a rychlost zmrazovani.

Pod bodem mrazu (0 °C az -5 °C) se v buiikach zacina vyvolavat tvorba krystala ledu, ktera
muze mit fatalni nasledky pro bakterialni kultury, protoze mtze dojit k jejimu roztrhnuti. Proto
je dtlezité tyto teploty rychle ptekonat. Pii teploté -15 °C dochdzi k iplnému zastaveni ¢innosti
vétSiny mikroorganismi. Mira pieziti lyofilizovanych kultur je negativné ovlivnéna pfi
namrazovaci teploté -20 °C. Bifidobakterie a i nékteré jiné grampozitivni bakterie jsou vSak
odoln¢jsi a k zastaveni jejich zivotnich funkci dochazi az pfi -25 °C.
Podle Pushkar et al. (1974) vznikaji pti pomalém zmrazovani krystaliza¢ni centra mimo bun¢k.
Dochézi k tomu, Ze voda z bun¢k se uvolituje do okoli a vznikaji tak velké krystaly v malém
poctu. Ale pii rychlém zmrazeni vznikaji v nitru bunky malé krystaly, které se mohou
v disledku rekrystalizace zvétSit a nasledné pak bunku znicit. Proto se podle naroki
lyofilizovanych kultur pouziva nej€astéji tzv. prudké namrazeni, kdy je teplota nastavena na
hodnotu okolo -70 °C. Je vSak nutné zduraznit, ze neni mozné zachovat vSechny konzervované
bunky. Citlivost mikrobidlnich bunék v procesu zmrazovani je zavisla na propustnosti
bunéénych membran, chemickém slozeni protoplazmy, slozeni substratu, ve kterém jsou bunky
konzervovany, stafi a fazi ristu bunécnych kultur a inicidlni hustoté, tvaru a velikosti bun¢k

(Grout et Morris, 1987, Brezina et Jelinek, 1990).
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Zmrazeny vzorek se musi dale susit za vakua (optimaln¢ 24 hodin), které¢ urychluje
lyofiliza¢ni proces. Dilezit¢ je zvolit vhodnou teplotu a tlak v zavislosti na druhu

mikroorganismu, aby nedoslo k mortalité¢ bunék (Porubcan et Sellars, 1979).

2.5.4.6. Podminky uchovavani lyofilizovanych kultur

Lyofilizované produkty jsou extrémné hydroskopické a je tedy potieba zajistit hermetické
uzavieni obalu, temné prostiedi a teplotu skladovani kolem 20°C, aby se zabranilo adsorpci
vzdusné vlhkosti. Lyofilizat se tak stava stabilnim az na nckolik let. Lyofilizované kultury
nevyzaduji specialni podminky skladovani oproti zmrazovacim technikam, kdy je nutné zajistit
stale nizkou teplotu v mrazicich boxech (Hershenson, 2000).

Negativné pusobici faktor pii skladovani lyofilizovanych kultur je G¢inek svétla, a proto je
nevhodnéjsi uchovavat lyofilizované kultury v temnu. Byly provadény studie zabyvajici
se problematikou U¢inkl svétla na taxon Bifidobacterium longum. Zjistilo se, ze pfi
anaerobnich podminkdch rastu v zatemnéném bioreaktoru doSlo k vyraznému naristu
Bifidobacterium longum v porovnani s bioreaktorem, ktery byl vystaven u¢inkiim svétla.
Interakce svétla s kyslikem a slozkami komplexniho média ma vliv na naslednou tvorbu latek

inhibujicich rust (Kiviharju et al., 2004).
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3. Cile prace

Predstavitelé probiotickych bakterii rodu Bifidobacterium jsou pfitomny ve fromé
zivotaschopnych buné€k nejcastéji v probiotickych kysanych mlécnych produktech na bazi
jogurtt, jogurtovych a jinych fermentovanych napojt. Soucasti téchto produktii byva nejcastéji
taxon animalniho ptivodu B. animalis subsp. lactis. Oproti tomu soucasti ¢etnych susenych ¢i
lyofilizovanych pro(syn)biotickych preparati, dostupnych casto pouze v lékdrnéach, jsou
hostitelsky specifické taxony lidského ptvodu (B. adolescentis, B. bifidum, B. breve, B. longum
subsp. longum / infantis). Tato forma pro(syn)biotik 1épe odpovida definici probiotik
a pozadavkiim na n¢ kladenym. Studie zabyvajici se redlnou aplikaci animalnich probiotik
obsahujici bifidobakterie nejsou pocetné a v praxi Se Snimi lze setkat jen ojedinéle.
Pravdépodobnym divodem je narocnost kultivace, striktné anaerobni metabolismus
a soustfedéni se badatelské obce na vyzkum lidskych (syn)probiotik. To ovSem neznamena,
ze animalni pro(syn)biotika nebudou v chovech hospodatskych zvitat Siroce vyuzivana.

Hlavnimi cili této prace bylo otestovat mozné kryo(lyo)protektivni vlastnosti roztoki
obsahujici vicemén¢ specifikované oligosacharidy s prebiotickym potencialem pii konzervaci
lidskych a animélnich kmenti bifidobakterii procesem lyofilizace. Zvolené roztoky nebyly

dosud pro tyto tcely testovany.
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4. Hypotéza

O ruznych typech oligosacharidil rostlinného ptivodu je zndmo, ze maji tzv. prebioticky
¢1 vylozen¢ bifidogenni ucinek. Podporuji selektivné rist bifidobakterii v podminkéach
in vitro, ale rovnéz v intestinalnim traktu ¢lovéka, savcu a jinych Zivoc¢ichd. Jejich potencilni
kryo(lyo)protektivni ucinek pfi lyofilizaénim procesu konzervace nebyl dosud dostatecné
prozkouman. Lyofilizace (vakuové vymrazovani ¢i vysuSeni ze zmrazené¢ho stavu)
jako konzervacni proces je Siroce vyuzivan ve sbirkach mikroorganismt, biotechnologiich,
mlékarenském a jiném potravinaiskm pramyslu pti uchovavani dulezitych bakterialnich kultur
s zddoucimi vlastnostmi. Podobné¢ jako jiné konzervacni postupy ma lyofilizace
své vyhody ¢i nevyhody, vyhody vSak pievazuji. Lyofilizované bakterialni kultury mohou byt
zivotaschopné 1 po nckolik let, aniz by =ztratily specifické fyziologické vlastnosti.
Nutno ovsem podotknout, Ze vysledek lyofilizaéniho procesu, resp. vitalita a zachovani vSech
charakteristik lyofilizovanych bakteridlnich bunék, je ovlivnén celou fadou faktori.
Mezi né nalezi koncentrace lyofilizovanych bun¢k, podminky kultivace, slozeni rustového
média, pH prostfedi, osmoticky tlak, individualita a pivod bakteridlnich kmeni, teplota
a Casové obdobi zmrazovaci faze, teplota a hodnota tlaki v pribéhu faze suSeni, kvalita
lyofilizacniho zafizeni, teplota a podminky skladovani lyofilizovanych kultur a v neposledni
fad¢ ptitomnost tzv. kryo(lyo)protektivnich latek. Tyto latky ptredevSim zabranuji uvniti
¢i vné bungk letdlnimu Ucinku krystalkti vody, které vznikaji v prubéhu zmrazovaci faze
lyofilizace.

Vlastni tezi této prace je, Ze urcité roztoky obsahujici definované ¢i nedefinované mnozstvi
oligosacharidu (fruktooligosacharidli, mucinovych oligosacharidi ¢i s6jovych oligosacharidi)
mohou pisobit nejen jako prebiotikum, ale také jako kryoprotektivni latky v prubéhu
lyofilizace riiznych animalnich a lidskych kment bifidobakterii. V ptipad¢ zjisténych vysokych
poctl bifidobakteridlnich bun¢k pfi pouZiti specifickych oligosacharidovych roztoki existuje
potencialni aplikovatelnost téchto roztoki v humanni ¢i veterinarni mediciné pii vyrobé

humannich ¢i animalnich synbiotickych preparata.
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5. Material a metody
5.1. Pouzité kultury

Pro tcely lyofilizace bylo pouzito jedenact kmend bifidobakterii (lidského a animalniho
puvodu) a jeden zastupce Celedi Bifidobacteriaceae (Bombiscardovia coagulans) ze sbirky
Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky (Fakulta agrobiologie, potravinovych a pfirodnich
zdroji;CZU Praze).

« Bifidobacterium animalis subsp. lactis DSM 10140 T

« Bifidobacterium bifidum DSM 204567

« Bifidobacterium bohemicum DSM 227677

« Bifidobacterium bombi DSM 197037

« Bifidobacterium boum DSM 204327

« Bifidobacterium breve DSM 202137

« Bifidobacterium longum subsp. infantis DSM 20088"
 Bifidobacterium longum subsp. longum CCM 78267
 Bifidobacterium pseudolongum subsp. globosum DSM 200927
« Bifidobacterium thermacidophilum subsp. porcinum DSM 177557
« Bifidobacterium thermophilum DSM 202107

e Bombiscardovia coagulans DSM 229247

Zkratky za druhovym pojmenovanim oznacuji ¢islo mezinarodnich sbirek mikroorganismi,
ze kterych byly kultury zakoupeny a pod nimiz jsou kultury v danych sbirkach uloZeny a
distribuovany (DSM - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen, Némecka sbirka
mikroorganismti; CCM — Czech Collection of Microorganisms, Ceska sbirka mikroorganism).

Pismeno ‘T

" znaci typovy kmen daného druhu. Kultury byly uchovavany ve zmrazeném stavu
po 24 h kultivaci vanaerobnim TPY médiu (Scardovi, 1986), piidavku glycerolu
(20% objemovych) a za teploty -80 °C.

Cistota a specifickd morfologie bifidobakteridlnich kultur byla priib&zné kontrolovana

prostfednictvim svételného mikroskopu.
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5.2. SloZeni tekutého riustového média a jeho priprava

Bifidobakterialni kultury byly pied pfipravou bunééné suspenze v roztocich obsahujicich
potencialné kryo(lyo)protektivni latky kultivovany po dobu 24 hodin v TPY

(Tryptone Phytone Yeast extract) bujonu, jehoz slozeni je znazornéno v Tabulce €. 2.

Tabulka ¢. 2. Slozeni ristového média Tryptone Phytone Yeast extract bujonu

TPY (g/L)
Pepton bakteriologicky 10
(Oxoid, Anglie)
Glukoza bezvoda (Penta, 10
s.r.0., CR)
Kvasniény extrakt (Scharlau 5
Microbiology, Némecko)
Pepton sojovy (Roth, 5
Némecko)
K2HPO4 2
MgCl. x 6H20 0,5
Cystein x HCI 0,5
ZnS04 X 7TH20 0,25
Tween 80 (Sigma-Aldrich, 1ml
USA)

Po rozpusSténi a promichani vSech slozek v redestilované vodé bylo médium vlozeno
do vrouci vodni lazn¢ na 20 minut. Médium bylo davkovano po 9 ml do penicilinek, které byly
nasledn¢ probublany cCistym CO: (pies kolonu) pro zajiSténi anaerobni atmosféry a ihned
uzavieny gumovou a nasledné hlinikovou zatkou. Ampulky s pfipravenym rstovym mediem
byly sterilovany v Kochov¢ sterilatoru po dobu 1 hodiny. Hodnota pH kontrolovana nebyla,
nebot’ podle zkuSenosti pracovnikii Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky byva
po sterilaci vrozmezi od 6,6-6,8, coz odpovida rozmezi vhodnému pro kultivaci

bifidobakterialnich kmenu.

5.3. SlozZeni média pro zhotoveni redicich rad

Pied pfipravou bakterialni suspenze v danych roztocich a po procesu lyofilizace
(a ve stanovenych Casovych intervalech po lyofilizaci) bylo nutné stanovit pocet vitalnich
bakterialnich bunck. Pro tyto ucely byly 24 hodinové a lyofilizované Kultury nafedény

desitkovym systémem v redukovaném médiu o nasledném slozeni (viz. Tabulka ¢&. 3):
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Tabulka €. 3. Slozeni redukovaného média pro ptipravu fedicich rad.

Bujon pro Fedici Fady (g/L)
Pepton bakteriologicky 5
(Oxoid, Anglie)
Zivny bujén No. 2 (Sigma- 5
Aldrich, USA)
Kvasniény extrakt (Scharlau 25
Microbiology, Némecko) '
Cystein x HCI 0,25
Tween 80 0,5 ml

Rekudované médium z hlediska nizSich koncentraci jednotlivych slozek bylo zvoleno proto,
aby byl zachovan pocet zivotaschopnych bunck bifidobakterii a aby zarovein nedoslo
k pomnozeni. Nasledna ptiprava tohoto média byla shodna s pfipravou pfedchoziho ristového
média.

Natedéné bifidobakterialni kultury (v rozmezi od 10 do 10®) byly ockovany v mnozstvi
1 ml do sterilnich umélohmotnych Petriho misek. Poté byly vzorky kultivovany ve sterilnim
anaerobnim TPY agaru ((pfiprava shodna s pfipravou ristového TPY bujonu s tim rozdilem,
ze byl do roztoku pfidan bakteriologicky agar (Oxoid, Anglie) v mnozstvi 13 g / L))
v anaerostatech (Obrazek €. 3) pii 37 °C po dobu 48 hodin. Kazdy vzorek byl z divodu
stanoveni co mozna nejpresnéjStho mnozstvi vitalnich bun€k zaockovan ve 3 kopiich.
V anaerostatu byla v prubéhu kultivace vytvotena anaerobni atmosféra prostiednictvim smési

plyni (10% CO2 a 90% H) a katalyzatoru redukujicim rezidua kysliku.

Obrazek ¢. 3. Vzhled anaerostatu (Anaerojar 3,5 L; Oxoid, Anglie)

Po kultivaci byly spo€itdny na pfislusnych fedénich kolonie narostlé ze zivotaschopnych

bun¢k a prevedeny na hodnoty dekadického logaritmu. Hodnoty ze tfech kopii byly
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zprumérovany a v naslednych kapitolach jsou uvadény jako logio / ml ridstového média
¢i lyofilizatd suspenze bifidobakteridlnich buné€k v potencidlnich kryo(lyo)protektivnich

roztocich.

5.4. SloZeni a priprava roztoki na bazi potencialné kryo(lyo)protektivné
pusobicich oligosacharidi

Jako mozné kryoprotektivni latky byly pro tcéely konzervace bifidobakterii lyofilizaci
pouzity nize uvedené 3 varianty roztoku (1. roztok na bazi 5x koncentrovaného TPY média

s pridavkem FOS, 2. roztok jen na bazi FOS, 3. roztok na bazi prase¢iho mucinu):

Tabulka ¢ 4. Slozeni potencialniho kryo(lyo)protektivniho roztoku na bazi

5x koncentrovaného TPY média s pfidavkem FOS (fruktooligosacharidii)

5x koncentrované TPY médium s p¥idavkem FOS (g / L) (%
w/ v zastoupeni v roztoku)
Pepton bakteriologicky
(Oxoid, Anglie) 50(5)
Glukoéza bezvoda (Penta,
S.I.0., CR) 50 (%)
Kvasniény extrakt (Scharlau
Microbiology, Némecko) 25(2.5)
Pepton s6jovy (Roth,
Némecko) 25(2.5)
FOS (Raftilose®P95;
Mandurah Australia Pty Ltd., 5(0,5)
Matraville, NSW, Australie)
K2HPO4 2
MgCl2 x 6H20 0,5
Cystein x HCI 0,5

Tabulka ¢. 5. Slozeni potencidlniho kryo(lyo)protektivniho roztoku na bazi FOS

(fruktooligosacharidi)

Roztok na bazi FOS (g / L) (% w/ v zastoupeni v roztoku)
FOS (Raftilose®P95;
Mandurah Australia Pty Ltd., 100 (10)
Matraville, NSW, Australie)
K2HPOQO4 2
MgCl2 x 6H.0 0,5
Cystein x HCI 0,5
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Tabulka ¢&. 6. Slozeni potencialniho kryo(lyo)protektivniho roztoku na bazi mucinu

Roztok na bazi mucinu (g / L) (% w/ v zastoupeni v roztoku)
Mucin gastricky praseéi
(Mucin from porcine stomach lI; 40 (4)
Sigma-Aldrich, USA)
K2HPO4 2
Cystein x HCI 0,5

V ptipad¢ prvnich 2 roztoki byly jednotlivé komponenty rozpustény v redestilované vode,
nasledné byla zjisténa a ptipadné upravena hodnota pH (u kyselych roztokii prostiednictvim
8M NaOH, u zasaditych roztokl prostfednictvim 100% kyseliny octové) v rozmezi 6,8 — 7,0.
Tyto roztoky byly sterilovany membranové (velikost poru sterilnich filtra 0,45 um; Cellulose
Nitrate Filter, Sartorius AG, Némecko) z divodu mozného naruseni chemické struktury
fruktooligosacharidi a zmén ve slozeni roztokli puisobenim tzv. Maillardovych reakci
(neenzymatické reakce mezi redukujicimi cukry ¢&i  produkty jejich degradace
a aminokyselinami ¢i bilkovinami) za vysokych sterilacnich teplot. Membranové sterilované
roztoky byly nasledné oSetieny smési plynti (10% CO2 + 90% N2) za sterilnich podminek,
aby bylo zajisténo anaerobni prostfedi nezbytné pro zachovani zivotaschopnosti
bifidobakterilnich kultur. Infazni 14hve obsahujici takto pfipravené roztoky byly hermeticky
uzavieny a skladovany v mrazicim boxu pii -25 °C do doby jejich pouziti. Zdrojem znamé
koncentrace oligosacharidt, které by mohly hypoteticky ptisobit jako kryo(lyo)protektivni
latky, byla Raftiloza P95 (Mandurah Australia Pty Ltd., Matraville, NSW, Australie) sloZena
z 95% fruktooligosacharidy (stupeti polymerace 3 — 10) vyrobenymi enzymatickym §tépenim
inulinu. Dal§imi moznymi kryo(lyo)protektivnimi latkami obsazenymi V prvnim roztoku,
u nichz existuji zminky ¢i predpoklady o jejich kryo(lyo)protektivnim pulisobeni,
jsou kvasni¢ny extrakt, glukoza, pepton a sdjovy pepton obsahujici blize nespecifikované
mnozstvi tzv. sojovych galaktoligosacharidi.

Mucin jakoZto mozny kryo(lyo)protektivni element pii konzervaci bifidobakterii lyofilizaci
nebyl dosud zkoman. Pro Gcely pokusu byl pouZit tzv. praseci gastricky mucin (Mucin from
porcine stomach II; Sigma-Aldrich, USA), ponévadZz je oproti lidskému gastrickému
(intestinalnimu) mucinu dostupny a jeho slozeni viceméné odpovida lidskému mucinu. Muciny
obecn¢ reprezentuji makromolekuly glykoproteinti pokryvajici epitelidlni povrch
gastrointestinalniho traktu savcl a jinych zivocichli. AZ 70% hmotnostnich makromolekuly
mucinu reprezentuji oligosacharidové fetézce, které jsou navazany na proteinové jadro.

Hlavnimi ~ monosacharidy  pfitomnymi v oligosacharidovych  fetézcich  jsou
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N-acetylgluk6zamin, N-acetylgalaktozamin, galaktéza, fukéza a kyselina sialova.
Mucinové fetézce tudiz reprezentuji rozlicnou smés dusikatych oligosacharida
¢i galaktooligosacharidu (Corfield et al., 1992). Pravé proto se piedevsim tato zajimava ¢ast
mucinové makromolekuly stala pfedmétem naseho pokusu.

Prase¢i gastricky mucin byl v dané koncentraci resuspendovan v redestilované vode¢.
U takto ptipraveného roztoku byla upravena hodnota pH v rozmezi 7,0 — 7,2 prostiednictvim
8M NaOH. Poté byl roztok oSetfen smési plyni (10% CO2 + 90% N2) z diivodu zajisténi
anaerobnich podminek nezbytnych pro Gspésné prezivani bunék bifidobakterii a sterilovan za
vyse uvedenych podminek. Stanovend hodnota pH tohoto roztoku byla po sterilaci 6,6. Roztok

byl skladovan pti -25 °C do doby jeho vyuziti.

5.5. Lyofiliza¢ni proces

Cerstvé kultury bifidobakterii pro tcéely lyofilizace byly pfipraveny nasledovné:
z mrazenych kultur byl odebran vzdy objem 0,5 ml, ktery byl pieo¢kovan pomoci sterilnich
stiikacek a jehel do 3 penicilinek obsahujicich 9 ml rGstového média. Narostlé 24 hodinové
kultury bifidobakterii, u nichz byla zkontrolovana morfologie a Cistota a které byly pouZzity pro
stanoveni poctu vitdlnich bunék, byly odebrany v mnozstvi 1,5 ml a smichany ve 20 ml
penicilinkach ((z nichz byl pfedem odstranén za sterilnich podminek anaerobni sterilni
fyziologicky roztok (9 g NaCl / L)) se stejnym objemem tii vySe uvedenych roztokd.
Timto procesem byl eliminovan pfistup vzduchu pro zajisténi vhodnych fyziologickych
podminek bifidobakteridlnich bun€k. Objem suspenze naroslych kultur spolu s potencidlnimi
kryo(lyo)protektivnimi roztoky (3 ml) byl zvolen pro ucely lyofilizace tak, aby hladina této
suspenze V pouzitych 20 ml penicilinkach nepfesahla 0,5 cm. Je obecné zndmo, Ze vyska
hladiny a mnozstvi lyofilizovanych roztokt rozhoduje o kvalité lyofilizati pfedevsim z pohledu
koncentrace rezidua vazané vody. Takto pfipravené vzorky byly vzdy v 6 kopiich od kazdého
kmene ru¢né lehce promichany a ihned vlozeny do mraziciho boxu (Ultra-low Temperature
Freezer, MDF-U73V, SANYO Electric Co., Ltd.,, Japonsko) nastaveného
nateplotu -80 °C. U kontrolnich vzorkd bylo postupovano obdobné, jen se do 20 ml penicilinek
davkovalo vzdy po 3 ml narostlé kultury, aby byl zachovan stejny objem jako v ptipad¢ vzorka
obsahujicich mozné kryo(lyo)protektivni roztoky. Ptiblizn€ po 1 hodin€ byly zmrazené kultury
vynaty a klestémi za sterilnich podminek odstranény obé pivodni zatky (hlinikové a gumové).
Poté byla urychlené na hrdlo otevienych penicilinek nasazena za sterilnich podminek specialni
lyofiliza¢ni zéatka, kterd byla nasledné zakryta sterilni aluminiovou folii. Tato faze ptipravy

vzdy probihala v co nejkratSim Case, aby nedochazelo k rozmrznuti kultury. Poté se takto
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ptipravené vzorky opét vlozily na piiblizné 3 hodiny do mraziciho boxu. Po vyjmuti
z mraziciho boxu byly vzorky ihned vlozeny do lyofiliza¢niho zatizeni (Lyofilizator: Powerdry
LL 3000, Site Thermo Electron a.s., CR; Obrizek ¢&. 4) a lyofilizovany po dobu 24 hodin.
U tohoto pfistoje nelze prednastavit Zadné specifické parametry podtlaku ¢i vymrazovacich

teplot.

Obrazek ¢. 4. Lyofilizator Powerdry LL 3000

Po lyofilizaci byly lyofiliza¢ni zatky jednotlivych vzorkti zarazeny do hrdla penicilinek
pfimo v lyofilizani komofe stlacenim jednotlivych pater pomoci Sroubovaciho mechanismu.
Nasledné byly lyofilizaty hermeticky uzavieny prostfednictvim hlinikovych uzéavért
za pouziti k tomuto ucelu vyrabénych klesti. Ukéazka lyofilizované kultury (konkrétné lyofilizat

taxonu B. bohemicum za poziti roztoku FOS) je uvedena na Obrazku ¢&. 5.

Obrazek ¢&. 5. Lyofilizovana kultura B. bohemicum za ptitomnosti FOS
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Ihned po lyofilizaci byly u jedné z kopii konkrétnich lyofilizovanych kultur za pfitomnsti
roztokh moznych kryoprotektiv ¢i bez nich (konkrolni vzorek) stanoveny pocty
zivotaschopnych bunék podle vySe zminéné metodiky a pievedeny na hodnoty dekadického
logaritmu. Ukazka kolonii bifidobakterii narostlych z vitalnich bunék po 48 hodinach kultivace
na TPY agaru za anaerobnich podminek je zndzornéna na Obrazku ¢&. 6.
Pro ucely potvrzeni ¢i vyvraceni hypotézy prace byly dale zjistovany pocty vitalnich bun¢k
u dalsich kopii v uréitych ¢asovych intervalech (po 30 dnech, 3 mésicich a 6 mésicich ode dne

lyofilizace) a zaroven porovnavany s kontrolnimi vzorky.

Obrazek ¢. 6. Kolonie riznych kultur bifidobakterii narostlych z vitalnich bun¢k lyofilizata

po 48 hodinach kultivace na TPY agaru za anaerobnich podminek
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6. Vysledky

Souhrnné vysledky jsou uvedeny v nésledujici Tabulce €. 7.

Tabulka &. 7. Logaritmické pocty zivotaschopnych bun¢k pouzitych v laboratornim vyzkumu

v ¢asovych odstupech pied a po lyofilizaci

Pocty ihned | Pocty ihned Pocty ihned po | Pocty ihned po lyofilizaci
Kmen Pocty pred lyofilizaci | po lyofilizaci | po lyofilizaci | lyofilizaci 90.den
0.den 30.den (3 mésice) 180.den (6 mésici)
Bifidobakterium | 1 (5x konc. TPY) 9,12 8,91 0 0 0
s 2 (10% FoS) 9,12 8,84 8,66 0 0
subsp. 7
3 (mucin) 9,12 9,08 8,89 8,68 8,62
lactis kontrola 9,12 8,86 0 0 0
Bifidobacterium | 1 (5x konc. TPY) 7,15 7,13 6,47 0 0
2 (10% FoS) 7,15 7,11 6,94 0 0
3 (mucin) 7,15 7,08 6,82 0 0
bifidum kontrola 7,15 7,02 0 0 0
Bifidobacterium | 1 (5x konc. TPY) 9,56 9,35 6,73 0 0
2 (10% FoS) 9,56 9,44 8,86 0 0
3 (mucin) 9,56 9,22 0 0 0
bohemicum kontrola 9,56 8,72 0 0 0
Bifidobacterium | 1 (5x konc. TPY) 9,43 9,23 8,16 0 0
2 (10% FoS) 9,43 9,29 7,43 0 0
3 (mucin) 9,43 8,67 0 0 0
bombi kontrola 9,43 9,41 0 0 0
Bifidobacterium | 1 (5x konc. TPY) 9,28 8,35 7,54 54 3,73
2 (10% FoS) 9,28 8,65 5,21 3,53 0
3 (mucin) 9,28 8,71 8,45 7,28 6,85
boum kontrola 9,28 8,57 0 0 0
Bifidobacterium | 1 (5x konc. TPY) 9,13 8,86 6,96 4,39 4,32
2 (10% FoS) 9,13 9,11 6,25 0 0
3 (mucin) 9,13 9,11 0 0 0
breve kontrola 9,13 8,74 0 0 0
Bifidobacterium | 1 (5x konc. TPY) 9,03 9,02 6,95 4,04 4,01
2 (10% FoS) 9,03 8,93 7,21 0 0
longum subsp. 5
3 (mucin) 9,03 8,51 8,46 8,36 8,34
infantis kontrola 9,03 8,4 0 0 0
Bifidobacterium | 1 (5x konc. TPY) 9,34 8,48 0 0 0
2 (10% FoS) 9,34 8,96 0 0 0
longum subsp. =
3 (mucin) 9,34 9,28 7,85 5,26 5,21
longum kontrola 9,34 9,22 0 0 0
Bifidobacterium 1 (5x konc. TPY) 8,46 8,17 8,07 0 0
i 2 (10% FoS) 8,46 8,23 8,06 0 0
S 4 3 (mucin) 8,46 8,18 8,04 8 7,94
subsp. globosum kontrola 8,46 7,28 0 0 0
Bifidobacterium | 1 (5x konc. TPY) 9,72 9,21 8,97 5,61 0
thermacidophilum 2(10% F.OS) 9,72 9,29 7,11 6,36 5,24
3 (mucin) 9,72 9,36 911 8,91 8,48
subsp. porcinum kontrola 9,72 9,18 0 0 0
Bifidobacterium | 1 (5x konc. TPY) 9,21 9,09 8,96 6,63 0
2 (10% FoS) 9,21 9,18 0 0 0
3 (mucin) 9,21 9,2 0 0 0
thermophilum kontrola 9,21 9,12 0 0 0
Bombiscardovia | 1 (5x konc. TPY) 8,45 8,35 8,19 7,18 3,11
2 (10% FoS) 8,45 8,43 8,25 6,48 542
3 (mucin) 8,45 8,28 0 0 0
coagulans kontrola 8,45 8,39 0 0 0

Nasledujici kapitoly graficky znazornuji tendenci poklesu poctu vitalnich bun¢k lyofilizata
jednotlivych bifidobakteridlnich kment (abecedné sefazenych) v urcitych ¢asovych odstupech
po lyofilizaci za pouziti 3 odlisnych roztokd obsahujicich mozné kryo(lyo)protektivni latky

(v grafech oznacené jako 5x konc. TPY, 10% FOS a mucin). Vysledky jsou stru¢né
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komentovany predev$im s ohledem na odliSnosti mezi riznymi roztoky a porovnani

s kontrolnimi lyofilizaty.

6.1. Bifidobacterium animalis subsp. lactis

Obrazek ¢. 7. Graf logaritm poctu zivotaschopnych bunék B. animalis subsp. lactis
v ¢asovych odstupech po lyofilizaci

Bifidobaterium animalis subsp. lactis
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lyofilizaci lyofilizace lyofilizace lyofilizace lyofilizace

Z uvedeného grafu vyplyva, Ze pouze dvé potencialni kryo(lyo)protektiva na bazi mucinu
a 10% FOS m¢éla ptiznivy Ucinek na delSi dobu pteziti buné€k V porovnéani s kontrolnim
lyofilizatem. V kontrolnim lyofilizatu se po mésici od lyofilizace nevyskytovaly zadné piezivsi
bunky. Potencialni kryo(lyo)protektivum na bazi prase¢iho mucinu umoznilo pieziti v celém
casovém obdobi pokusu, tj. v obdobi 6 mésicii. V ptipadé roztoku FOS doslo k vyraznému

poklesu vitalnich bunék jiz po 30 dnech od lyofilizace.

6.2. Bifidobacterium bifidum

Obrazek ¢. 8. Graf logaritmt poc¢tu zivotaschopnych bunék B. bifidum v ¢asovych odstupech
po lyofilizaci

Bifodobacterium bifidum
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zlogaritmovany pocet bunék
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Po prvnim mésici od lyofilizace doslo u lyofilizatd s ptidavkem latek jako potencialnnich
kryoprotektiv k rychlému poklesu pieziv§ich bunék Bifidobacterium bifidum. Nebyl tedy

potvrzen vyrazné piiznivéjsi vliv pouzitych potencialnich kryo(lyo)protektiv u tohoto kmene,

pfestoze kontrolni lyofilizat neobsahoval zivé bunky B. bifidum po tiicatém dnu lyofilizace.

6.3. Bifidobacterium bohemicum a B. bombi

Obrazek ¢. 9. Graf logaritmi poctu Zzivotaschopnych bunék B. bohemicum v ¢asovych
odstupech po lyofilizaci
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12
-
e
€ 10
o
:g 8 =1 (5x konc. TPY)
S 6
o —Z(IO%FOS)
>
g 4 o
© (mucin)
2 2
E e kontrola
s O
©
Lu)o Pred 0.den 30.den 3 mésice 6 mésicl
N

lyofilizaci lyofilizace lyofilizace lyofilizace lyofilizace

Redukovana prezitelnost bunék B. bohemicum do 3. mésict od lyofilizace se projevila pouze
u potencialnich kryo(lyo)protektiv na bazi 5x koncentrovaného TPY a 10% FOS. Kontrolni
lyofilizat a mozné kryo(lyo)protektivum na bazi mucinu dosahly uz po mésici nulové hodnoty
ptrezivsich bun¢k B. bohemicum. Nebyl tedy potvrzen ptiznivéjsi vliv pouziti mucinu jako

potencialniho kryoprotektiva u toho kmene.

Obrazek ¢. 10. Graf logaritmi poctu Zivotaschopnych bunék B. bombi v ¢asovych odstupech
po lyofilizaci

Bifidobacterium bombi
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Vysledky pouziti v§ech tii potencialnich kryo(lyo)protektiv u B. bombi jsou velmi podobné
vysledkim dosazenym u ptibuzného taxonu Bifidobacterium bohemicum. I zde nemély latky
vyrazné piiznivéjsi vliv na Zivotaschopnost bunék. Kontrolni lyofilizat a mucinovy roztok
vykazal jiz po mésici nulovou hodnotu pfezivsich bunék, zatimco u zbyvajicich 2 roztokl byl

zjistén urcity pocet vitalnich bunék pouze ve 30. dni od lyofilizace.

6.4. Bifidobacterium boum

Obrazek ¢. 11. Graf logaritmt poctu Zivotaschopnych bun¢k B. boum v ¢asovych odstupech
po lyofilizaci
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Vsechny tii pouzité roztoky mély ur€ity pfiznivy vliv na pteziti bun¢k Bifidobacterium
boum. Ovsem jako nejucinnéjsi se projevila dvé potencialni kryo(lyo)protektiva, a to na bazi
prase¢iho mucinu a 5x koncentrovaného TPY, kdy pfezitelnost bunék ptesahovala zkoumanou
domu Sesti mésict od lyofilizace. Nejnizsi G¢innost, v porovnani s ostatnimi dvéma pouzitymi
roztoky, mél 10% FOS. V kontrolnim lyofilizatu nebyla shledana Zivotaschopnost buné¢k stejné

jako u vSech dal$ich zkoumanych bifidobakterialnich kmenti jiz ve 30 dni od lyofilizace.
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6.5. Bifidobacterium breve

Obrazek ¢. 12. Graf logaritmi poctu Zivotaschopnych bunék B. breve v ¢asovych odstupech
pied a po lyofilizaci
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Uvedeny graf zndzorfiuje, ze po dobu Sesti mésic byla nejvyssi prezitelnost bunck
u lyofilizatu, kde byl pouzit 5x koncentrovany TPY roztok s ptidavekm FOS jako potencialné
kryo(lyo)protektivni substance. Zivotaschopnost bunék u potencialniho kryo(lyo)protektiva na
bazi 10% FOS byla do tietiho mésice od lyofilizace kladna. V piipadé¢ roztoku na bazi prase¢iho
mucinu nebyl zjistén kryo(lyo)protektivni ucinek, nebot’ jiz po 30 dni od lyofilizace stejné jako

u kontrolniho lyofilizatu, nebyly detekovany vitalni burnky.

6.6. Bifidobacterium longum subsp. infantis

Obrazek ¢. 13. Graf logaritmii poctu zivotaschopnych bun¢k B. longum subsp. infantis
v ¢asovych odstupech po lyofilizaci
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V grafu jsou znazornény vysoké vysledné pocty zivotaschopnych bunék Bifidobacterium
longum subsp. infantis v lyofilizatu pfi pouziti roztoku na bazi prase¢iho mucinu. Ve srovnani
S pocateénim pocétem bunék B. longum subsp. infantis se jedna o velmi pfiznivy vysledek.
Ostatni sledované latky mély niz§i ucinnost na zachovani zivotaschopnosti buné¢k B. longum
subsp. infantis v porovnani s kontrolnim lyofilizatem. Urcity nizs$i pocet vitalnich bunck
po 6 mesicich od lyofilizace byl stanoven také u lyofilizatu na bazi 5x koncentrovaného TPY

roztoku.

6.7. Bifidobacterium longum subsp. longum

Obrazek €. 14. Graf logaritmii poctu zivotaschopnych bunék B. longum subsp. longum

Vv pocatku a v ¢asovych odstupech po lyofilizaci
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Ptezivsi bunky u tohoto bifidobakterialniho kmene byly v celém ¢asovém horizontu pokusu
stanoveny pouze u lyofilizatu s pfidavkem moZného kryo(lyo)protektivniho roztoku na bazi
prase¢iho gastrického mucinu. Ostatni roztoky obsahujici potencialné kryo(lyo)protektivné
pusobici oligosacharidy nevykdzaly Zadny pfiznivy efekt na zivotaschopnost bunék tohoto

taxonu porovnanim s kontrolnim lyofilizatem.
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6.8. Bifidobacterium pseudolongum subsp. globosum

Obrazek ¢. 15. Graf logaritm pocétu zivotaschopnych bunék B. pseudolongum subsp.
globosum v ¢asovych odstupech po lyofilizaci
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Podobné¢ jako u lyofilizatd B. animalis subsp. lactis, B. boum, B. longum subsp. infantis,
B. longum subsp. longum a B. thermacidophilum subsp. porcinum byl zjistén také u kultury
B. pseudolongum subsp. globosum uréity kryo(lyo)protektivni G¢inek mucinového roztoku,
nebot’ lyofilizované bunky ptezivaly v uréitém poctu po celé sledované obdobi od pocatku
lyofilizace. Po 30 dni od lyofilizace byly stanoveny podobné pocty vitalnich bunék
u lyofilizatt na bazi roztokl 5x koncentrovaného TPY a 10% FOS, a proto se jejich hodnoty
ve vySe uvadéném grafu piekryvaji. U té€chto roztokdi moznych kryo(lyo)protektiv se tedy

u tohoto taxonu prokazala minimalni Gi¢innost.

6.9. Bifidobacterium thermacidophilum subsp. porcinum

Obrazek ¢. 16. Graf logaritmi poc¢tu zivotaschopnych bun¢k B. thermacidophilum subsp.
porcinum Vv ¢asovych odstupech po lyofilizaci
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Oproti pocatecni hodnoté poctu zivotaschopnych bun¢k Bifidobacterium thermacidophilum
subsp. procinum po lyofilizaci doslo u lyofilizati na bazi roztoku prase¢iho mucinu po Sesti
mésicich lyofilizace jen k nepatrné niz§im hodnotam. Ovsem také 10% roztok FOS prokazal
urCity  kryo(lyo)protektivni  efekt, tfebaze oproti  pocateéni  hodnoté¢  doslo
po Sesti mésicich k vyraznému poklesu zivotaschopnych buncék. Také potencidlné
kryo(lyo)protektivni roztok na bazi 5x koncentrovaného TPY média s piidavkem FOS zajistil

zvyseni poctu vitalnich bun€k oproti kontrolnim lyofilizattim.

6.10. Bifidobacterium thermophilum

Obrazek ¢. 17. Graf logaritmi poétu zivotaschopnych bunék B. thermophilum v ¢asovych
odstupech po lyofilizaci
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Z vyse uvedeného grafu je zcela jasn€ viditelné, ze 5x koncentrovany roztok TPY
s pfidavekm FOS je jedinym potencialnim kryo(lyo)protektivem, ktery zajistil v prubéhu
lyofilizace delsi zivotaschopnost bun¢k Bifidobacterium thermophilum. Vysledky zbyvajicich
dvou roztokli neprokazaly kryo(lyo)protektivni efekt viaci bunkam B. thermophilum.

V grafu se tudiz vysledné kiivky piekryvaji s kiivkou kontrolniho lyofilizatu.
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6.11. Bombiscardovia coagulans

Obrazek ¢. 18. Graf logaritmii po¢tu zivotaschopnych bun¢k B. coagulans v ¢asovych
odstupech po lyofilizaci
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Z vyse uvedeného grafu je patrné, ze potencialné kryo(lyo)protektivni roztoky TPY
a 10% FOS prokazaly uréity pozitivni ucinek z pohledu vitality bunék Bombiscardovia
coagulans v pribéhu lyofilizaéniho procesu. Zivotaschopné buitky byly zjistény v obou
pfipadech v celém casové ohraniceném obdobi pokusu, i kdyZ se jejich pocet na konci
pokusného bodobi vyrazné snizil. Roztok na bazi praseCtho mucinu nemél Zadny
kryo(lyo)protektivni u¢inek (kiivka se ptekryva s kiivkou kontrolnich lyofilizatl) na tuto
bakterii reprezentujici bifidobakteriim pifibuzny, le¢ odlisSny rod vramci celedi

Bifidobaceriaceae.
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7. Diskuze

Pii lyofilizaci se zpfedem zmrazeného materialu (obvykle mrazeného pii -70 °C)
sublimaénim suSenim (pii — 65 °C) pfeméni rovnou latky z pevného skupenstvi na skupenstvi
plynné. Prestoze je lyofilizacni proces naro¢ny na ptipravu kultur, ¢as, technologicky postup
a specialni technické zafizeni, ma své veliké prednosti. Jednd se o nejSetrnéjsi zplsob
konzervace az na nékolik let, protoze si pfi ném lyofilizované mikroorganismy zachovavaji
nejvyssi mozné mnozstvi ptvodnich latek, biochemické vlastnosti, piicemz jsou potlaceny
negativni chemické zmény (véetné oxidace). OvSem za predpokladu spravného zachovani
vsech nalezitosti procesu lyofilizace. Lyofilizace je jednou z nejéastéji vyuzivanych metod
konzervace bakterii, resp. mikroorganismii, V mezinarodnich sbirkach mikroorganismi,
potravindiském ¢i biotechnologickém primyslu a v mnoha jinych ptipadech, kdy je ¢lovékem
vyuzivano prospesnych metabolickych, fyziologickych a jinych vlastnosti mikroorganismii.

Pro své Siroké a rozvijejici se uplatnéni jsou v souvislosti s lyofilizaci v soucasnosti
zkoumany nové potencionalni kryo(lyo)protektivni latky. Kryo(lyo)protektiva v podstaté svym
ucinkem pomahaji chranit kultury mikroorganismu pii fazi zmrazeni jednak pied krystalizaci
vody a také nepiimo pred dehydrataci bunék, kterd je Casto zpUsobena
tzv. osmofilnim tlakem. Tyto latky tudiz neplsobi ptiznivé na vitalitu bun€k pouze
ve zmrazovaci fazi, ale také v sublimacni fazi lyofiliza¢niho procesu, kdy casto dochazi
k prudkym zménam osmofilnich tlak.

Pocet dostupnych studii prokazujicich viceméné kryo(lyo)protektivni uc¢inky konkrétnich
latek pii konzervaci bifidobakterii lyofilizaci neni vysoky. Velmi Casto se v souvislosti
S ochranou bunék bifidobakterii, ale 1 ostatnich znamych probiotik nalezejicich do rodu
Lactobacillus, pfed negativnimi vlivy lyofilizaéniho procesu diskutuje o tzv. enkapsulaci
(jakémsi obaleni bungk) polymernimi latkami, pfedevS§im rtznymi typy polysacharidd.
Tento proces se zdd byt velmi G¢inny, nicméné piiprava takto upravenych bunék neni
z technologického i finan¢niho hlediska snadna. Z tohoto dtivodu nebyla piedmétem vyzkumu
Vv ramci této prace enkapsulace buné€k, ale pouze zjisténi mozného kryo(lyo)protektivniho
efektu roztokl obsahujici definované ¢i nedefinované mnoZzstvi oligosacharidu.

Mezi roztoky latek o vymezené koncentraci, které alespoin do urcité miry prokazaly
kry(lyo)protektivni ucinek pii lyofilizaci bifidobakteridlnich kultur, nalezi 4% trehaloza,
5-15% susené rekonstituované mléko, 5-10% sacharoza, 15% laktoza (Vinderola et al., 2012;
Celik et O’Sullivan, 2013;), dale z (oligo)polysacharidovych latek 1-5% inulin, dextrin
(nizkomolekularni polysacharid vyrabény hydrolyzou skrobit), 1-2% alginat sodny ¢i vépenaty,

57



2% zelatinizovany Skrob (Donthidi et al., 2010; Savini et al., 2010; Amakiri et al., 2015),
5-10% zenSenovy polysacharid (Yang et al., 2006); 15 - 3% fruktooligosacharidy
a galaktooligosacharidy (Capela et al., 2006; Shamekhi et al., 2013).

Pro sviij potencialni kryo(lyo)protektivni efekt sacharidovych latek byly v ramci této prace
otestovany rtizné roztoky na bazi oligosacharidu pfi procesu lyofilizace u kment bifidobakterii
lidského 1 animalniho pivodu. U lyofilizatd, kde ptfed vlastnim procesem lyofilizace byly
k Cerstvé narostlym kulturam piidany konkrétni roztoky moznych kryo(lyo)protektiv,
se zjiStovaly polty zivotaschopnych bunék v ¢asovych odstupech po lyofilizaci a byly
porovnavany s kontrolnimi lyofilizaty, pti jejichz pfipravé nebyly pouzity vySe zmifované
roztoky. Zjisténé vysledky téchto potencialnich kryo(lyo)protektivnich latek by mohly byt
napomocny nejen napi. pii dlouhodobé konzervaci bifidobakteridlnich kultur, ale takeé
pfi navrhovani novych synbiotickych huménnich i animdlnich lyofilizovanych preparatd.
Tato forma soucasného podani probiotik a prebiotik umozituje zvySeni pozitivniho
(synergického) efektu oproti samostatné aplikaci probiotik ¢i prebiotik. Potvrzeni mozného
kryo(lyo)protektivniho ucinku urcitych oligosacharidl ¢i roztokii oligosacharidii, u nichz byl
vice méné prokdzan prebioticky ucinek, by mohlo vést k relativné snadné a efektivni vyrobé
synbiotik. O prebiotickych latkach bylo zjisténo, ze kromé selektivni stimulace rustu a / nebo
aktivity konkrétnich probiotickych bakterii, mohou zmirnit projevy infekci intestinalniho traktu
a prijmovych virovych onemocnéni vyvolanych aplikaci antibiotik, redukovat symptomy
a zanétlivé procesy u chronickych zéanétlivych stfevnich onemocnéni (Crohnova choroba,
ulcerozni kolitida), ptsobit protektivné vuci rozvoji kolorektalniho karcinomu, zvysit
dostupnost a vstiebavani mineralnich latek (hlavné vapniku a hot¢iku), snizit rizikové faktory
spojené s kardiovaskularnimi onemocnénimi a redukovat vadhu ¢i preventivné plsobit vici
obezit¢ (Slavin, 2013). Nutno podotknout, Ze aplikovany vyzkum zaméfeny na animalni
synbiotika vyuzitelna pfedev§im v chovech hospodaiskych zvitat je jaksi opozdény oproti
vyzkumu humannich synbiotik. Timto vyznam vyzkumu, ktery byl soucasti této prace, do urcité
miry vzrista, nebot’ bylo pro potvrzeni ¢i vyvraceni hypotézy pouZito také nékolik animalnich
kment bifidobakterii s probiotickym potencialem.

Vysledky této prace charakterizuji, jakd byla Uc€innost pouzitych potencidlnich
kryo(lyo)protektiv u jednotlivych sbirkovych kment bifidobakterii (B. animalis subsp. lactis
(DSM 101407), B. bifidum (DSM 20456"), B. bohemicun (DSM 22767'), B. bombi
(DSM 197037), B. boum (DSM 204327), B. breve (DSM 202137), B. longum subsp. infantis
(DSM 20088"), B. longum subsp. longum (CCM 78267), B. pseudolongum subsp. globosum
(DSM 200927), B. thermacidophilum subsp. porcinum (DSM 17755"), B. thermophilum (DSM
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202107) a jednoho zastupce celedi Bifidobacteriaceae (Bombiscardovia coagulans, DSM
229247y na zakladé zjisténych poctd  vitdlnich bunék v Easovych odstupech
po lyofilizaci, a zda byl rozdilny u¢inek potencionalnich kryo(lyo)protektiv u bifidobakterii
lidského ¢i animalniho ptavodu.

U roztoku 5x koncentrovaného TPY s ptidavkem FOS se hodnoty poctu zivotaschopnych
bun¢k u pouzitych sbirkovych kmeni bifidobakterii stanovenych po Sesti mésicich liSily
od vysledkl hodnot Zivotaschopnosti bunék stanovenych ihned po lyofilizaci. Po Sesti mésicich
lyofilizace byla Zivotaschopnost bunék zachovana pouze u B. boum, B. breve,
B. longum subsp. infantis a Bombiscardovia coagulans, kdy se snizil pocet zivotaschopnych
bun¢k o ctyfi fady ve srovnani s hodnotami stanovenych bunék ihned po lyofilizaci.
OvSem kontrolni lyofilizaty bez pifidavku danych roztokli neobsahovaly vitalni bunky jiz
ve 30 dni od lyofilizace. U vySe zminénych bifidobakteridlnich kment byl tudiZ prokazan jisty
kryo(lyo)protektivni ucinek daného roztoku. Z vysledki hodnot zivotaschopnych bunék
stanovenych po Sesti mésicich se domnivam, Ze pii pouziti roztoku 5x koncentrovaného TPY
jako potencionalniho kryoprotektiva neni ucinnost ovlivnéna ptvodem bifidobakterii.
Pti laboratorni studii byla prokazana jista 0G¢innost 5x koncentrovaného TPY pouze
u Ctyt z dvanacti pouzitych sbirkovych kment bifidobakterii. Taxon Bifidobacterium animalis
subsp. lactis, ktery je citlivy na stresové podminky, byl pouzit také ve studii
Dianawati et Shah (2011), kteti doporucuji skladovat lyofilizaty pii nizs$i hodnoté vodni aktivity
(aw 0,07-0,1; fyzikalni veli¢ina vyjadfujici miru schopnosti vody ucastnit
se chemickych, biochemickych a mikrobidlnich procesu) a teploté 25 °C, protoze se tim
dosahne ucinngjsiho efektu v zachovani jeho ptivodni enzymové aktivity. Pfi nami provedené
studii doSlo po Sesti mésicich od lyofilizace ke zméné struktury lyofilizath na bazi
5x koncentrovaného TPY roztoku. Lyofilizaty vykazovaly netypické znamky tmavého
zhnédnuti a kompaktni lepivou strukturu. Domnivam se, Ze pfi¢inou zmény byly ziejmé
oxida¢né-redukéni zmény a zvySend aw uvniti lyofilizditu. To mohlo byt zplsobeno
nedostatenym hermetickym uzavienim lyofilizatd, ¢imz mohlo dojit k pfistupu vzduchu
a vzdusné vlhkosti. Tiebaze tento roztok s pfidavkem FOS byl navrhnut pro ucely pokusu
vzhledem k pfitomnosti moznych kryo(lyo)protektiv (pepton, sdjovy pepton, kvasni¢ny
autolyzat, gluk6za), u nichz byl diive prokazan kryo(lyo)protektivni efekt (Hubalek, 2003),
dosazen¢ Spatné vysledky vitality bunék mohly byt ovlivnény mnoha faktory. Mohla byt
pouzita pfili§ vysokd koncentrace jednotlivych komponent, soufasna interkace téchto
komponent spolu s FOS také mohla negativné ovlivnit vysledek pokusu. Také vstupni

koncentrace vitalnich bun¢k ovlivituje vysledek lyofilizace (Jensen et al., 2009), coz bylo také
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prokdzano u bifidobakteridlnich kment, kde byl stanoven nizsi pocet vitalnich bunék pired
vlastnim lyofiliza¢nim procesem. Dal$im faktorem mohla byt kratkd doba spolupiisobeni
roztokli moznych kryo(lyo)protektiv s vlastnimi bakteridlnimi bunikami, kdy nemuselo dojit
K jejich vstiebani zkrz bunéfnou sténu ¢i cytoplazmatickou membranu a tim padem
ke kryo(lyo)protektivnimu uc¢inku. DalSim ovlivilujicim faktorem mohla byt faze rtstové
ktivky, v niz se kultury nachazely pied vlastnim lyofiliza¢nim procesem (Schwab et al., 2007),
dale pak hodnota pH a redox potencialu (resp. nepiima hodnota miry anaerobniho prostiedi)
suspenze bunék a pouzitého roztoku a v neposledni fadé hodnota vodni aktivity lyofilizati ¢i
podminky skladovani. VySe uvedené faktory nemohly byt v rdmci této prace z casovych
divodii a vzhledem k omezenému pfistrojovému vybaveni vzaty v potaz. Vysledek
lyofilizacniho procesu je ovSem ovlivnén celou tfadou jinych faktorii, které budou nize
diskutovany.

U roztoku na bazi 10% fruktooligosacharidii (FOS) se hodnoty poctu zivotaschopnych
bun¢k u pouzitych sbirkovych kmeni bifidobakterii stanovenych po Sesti mésicich liSily
od vysledkl hodnot zivotaschopnosti bun¢k stanovenych ihned po lyofilizaci. Po Sesti mésicich
lyofilizace byla zivotaschopnost bun¢k zachovana pouze u B. thermacidophilum subsp.
porcinum a Bombiscardovia coagulans, kdy byl snizen pocet Zivotaschopnych bunék ptiblizné
0 polovinu ve srovnani s hodnotami zjisténymi ihned po lyofilizaci. U né&kterych jinych
lyofilizovanych kmeni byl prokazan nizky kryo(lyo)protektivni ti€¢inek tohoto roztoku, nebot’
u nich byla prokdzana urcita vitalita po 30 dni a po 3 mésicich od pocatku lyofilizace.
Z vysledki hodnot zivotaschopnych bunék stanovenych po Sesti mésicich se domnivam,
ze pii pouziti roztoku na bazi 10% FOS jako potencionalniho kryoprotektiva je ucinnost
predev§im u kment bifidobakteriii animalniho ptiivodu. Stejné jako u ptedchoziho roztoku
(5x koncentrovany TPY) byl i zde proveden kontrolni lyofilizat, u kterého stejné€ jako u vSech
ostatnich testovanych kmeni klesl pocet zivotaschopnych bunék uz do mésice na nulovou
hodnotu. Domnivam se také, Ze nizka Gc¢innost FOS v nami provedené studii mize byt
autofi prokazali ur€ity kryo(lyo)protektivni u€inek i pfi niz8ich koncentracich (Shamekhi et al.,
2013; Capela et al., 2006). Podle studie Shu et al. (2012) byla prokazana vyssi ptezitelnost
bunék u B. bifidum az pfi pouziti 12% ptidavku fruktooligosacharidi jako prebiotik
v ochranném mediu. Pfi pouziti prebiotického / kryo(lyo)protektivniho roztoku
16% isomaltooligosacharidii byla zachovana optimalni koncentrace zivotaschopnych bunék
B. bifidum. Jiné faktory, které mohly negativné ovlivnit vysledek lyofilizace za pouziti

samostatného roztoku fruktooligosacharid, jsou zminény vySe v ramci diskuze ovliviuyjicich
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faktorti za pouziti 5x koncentrované¢ho roztoku TPY jakozto mozného kryo(lyo)protektiva.
Zde ovSsem bylo opomenuto nékolik dalSich vyznamnych, ovlivilgjicich faktord.
Nelze opomenout individualni charakter bifidobakteridlnich kment, jejichz odlisné chemické
slozeni bunécné stény ¢i cytoplasmatické membrany mtze do znacné miry ovlivnit vysledek
lyofiliza¢niho procesu (Miyamoto-Shinohara et al., 2000). Tento faktor byl potvrzen také
jeho pouziti u jakychkoliv Zivotaschopnych bunck, také biologickych procesi.
Lyofiliza¢ni proces je zkouméan mnoha laboratofemi na celém svété a jiz nyni lze na zakladé
mnohaletého badani konstatovat, Ze neexistuje a ani nemlize existovat jednotny postup pro
konzervaci bakterialnich ¢i jinych mikrobidlnich kultur touto metodou. Podstatnou roli mize
hrat volba lyofilizaniho zatizeni a nastaveni podminek lyofilizace (napt. vymrazovaci teploty,
hodnot podtlakti apod.). Nami pouzity, relativné jednoduchy, lyofilizator neumozioval
nastaveni specifickych podminek lyofiliza¢niho procesu. Také jsme v rdmci této prace z vyse
uvedenych diivodi nezjistovali rezidudlni vlhkost lyofilizat, ktera by méla byt v rozmezi
od 1-2%. Tento faktor hraje velmi dulezitou roli pfi zachovani vitality
pti dlouhodobém skladovani lyofilizati.

Jako posledni byl pouzit roztok na bazi prase¢iho mucinu, u kterého se hodnoty poctu
zivotaschopnych bunék u pouzitych sbirkovych kmena bifidobakterii stanovenych po Sesti
meésicich liSily od vysledkli hodnot Zivotaschopnosti bun€k stanovenych ihned po lyofilizaci.
Po $esti mésicich lyofilizace byla zivotaschopnost bunék zachovana u B. animalis subsp. lactis,
B. boum, B. longum subsp. infantis, B. longum subsp. longum, B. pseudolongum subsp.
globosum a B. thermacidophilum subsp. porcinum, kdy se snizil pocet zivotaschopnych bun¢k
pfiblizné€ o jeden aZ dva fady ve srovnani s hodnotami stanovenych Zivotaschopnych bunék
ihned po lyofilizaci. Vétsina vySe uvedenych taxont (kromé& B. longum subsp. longum /
infantis) je animalniho puvodu. U pouzitych sbirkovych kment bifidobakterii mél roztok
na bazi prase¢iho mucinu nejvyssi potencialni kryo(lyo)protektivni uc¢innost po Sesti mésicich
ve srovnani ziskanych vysledkii oproti ostatnim pouzitym roztokim. Mucinovy roztok,
jako mozné kryo(lyo)protektivum pfi lyofilizaci bakteridlnich kultur, nebyl dosud zkouman.
Nase pilotni studie prokazala urcity kryo(lyo)protektivni ucinek 4% roztoku mucinu
u bifidobakterii pfedev$im animalniho puvodu. OvSem u péti ze zkoumanych taxoni
(B. bohemicum, B. bombi, B. coagulans, B. breve a B. thermophilum) byl pozorovan mozny
inhibi¢ni G¢inek mucinového roztoku. Za zminku stoji, Ze tii z péti uvedenych taxonl tvori
taxonomicky 1 hostitelsky specifickou skupinu bifidobakterii vyskytujici se vyhradné

Vv travicim ustroji ¢melakt (Killer et al., 2009, 2011). Pouziti praseciho gastrického mucinu
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jakozto mozného kryo(lyo)protektiva u téchto taxonl se nezda byt vhodny, nebot’ slozeni
a vlastnosti intestindlnich mucinti savci a hmyzu jsou pravdépodobné zcela odlisné.
Nelze tudiz ani zamitnout mozny inhibi¢ni ucinek prasec¢iho gastrického mucinu vici témto
taxonim. Detailni chemickd skladba prase¢iho gastrického mucinu nebyla urcena.
Muciny produkované epitelidlnimi bunikami v riznych castech gastronintestindlniho traktu
mohou mit vice mén¢ odlisnou skladbu, z tohoto diivodu by bylo vhodnéjsi pro ucely pokusu
pouzit mucin produkovany enterocyty. OvSem intestinalni lidsky ¢i animélni mucin neni
dostupny, nebo je jeho pofizeni velmi cenové nakladné. Nicméné v této praci byl u nékterych
bifidobakteridlnich kment potvrzen urcity kryo(lyo)protektivni efekt 4% roztoku praseciho
gastrického mucinu. Muciny jsou obecné glykoproteiny pokryvajici epitelidlni povrch
gastrointestindlniho traktu saveli a jinych Zivocichd, pficemz az 70% hmotnostnich
makromolekuly mucinu reprezentuji oligosacharidové fetézce navazané na proteinové jadro.
Hlavnimi monosacharidy  pfitomnymi v oligosacharidovych fetézcich  jsou
N-acetylgluk6zamin, N-acetylgalaktozamin, galaktoza, fukéza a kyselina sialova. Mucinové
fetézce tudiz reprezentuji rozliénou smés dusikatych oligosacharidu ¢i galaktooligosacharidii
(Corfield et al., 1992). Zda-li byl prokazany kryo(lyo)protektivni i¢inek mucinového roztoku
u konkrétnich kmenti bifidobakterii zpiisoben protektivnim obalenim bunék (enkapsulaci)
mucinovym gelem, intracelularnim kryoprotektivnim t¢inkem mucinovych oligosacharida
¢i proteinovou slozkou makromolekuly mucinu se Ize pouze domnivat a m¢l by byt tudiz
pfedmétem dalsiho badani.

Vzhledem k dalezitym a specifickym pozadavkim lyofilizace se zaméfim v dalsi casti
diskuze na vycet a posouzeni vyznamnych faktord, které se podileji na procesu lyofilizace
ana vysledné kvalité lyofillizatu, a které mohly byt také pti¢inou ovlivnéni vysledkl provedené
studie.

Pribéh lyofilizace mizZe byt ovlivnén uz v pocatku piipravy kultury, kdy je dileZity napf.
vybér vhodné kultury (grampozitivni/gramnegativni), typ ristového média, mnoZstvi
a rustova faze kultur. Podle Nguyen et al. (2015) bylo prokazano, ze pii stacionarni fazi kultury
je zachovana vyssi zivotaschopnost B. bifidum po procesu lyofilizace. Pti nasi provedené studii
nebyla zjiStovana ristovd faze a pH narostlé kultury. Predpokladali jsme,
ze kultura po 24 hodinach kultivace se nachazi na konci exponencialni nebo na zacatku
stacionarni ristové faze, a proto je vhodna pro pouziti v procesu lyofilizace.

Pti zjistovani poctu Zivotaschopnych bunék pied a po lyofilizaci a pfi samotné kultivaci
bylo, vzhledem k nami zvolenym kulturam bifidobakterii, velmi dilezité zajistit anaerobni

prosttedi. Pfi naSi studii jsme zajiStovali anaerobni prostfedi odstranénim vzduchu
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z bioreaktoru, resp. anaerostatu, pouzitim katalizatoru redukujicim rezidua kysliku a pomoci
plynovych bomb (CO., H2). Predpokladali jsme, Ze tento manudalni zpisob zajisténi
anaerobniho mikroklima je nejvhodnéjsi k ziskani lepSich vysledkii poc¢tu Zivotaschopnych
bunék. OvSem je nutné podotknout, Ze mira anaerobniho prostiedi (resp. redox-potencial)
nebyla v ramci této prace zjistovana a mohla do ur¢it¢é miry ovlivnit vysledek lyofilizace
u citlivéjsich kment bifidobakterii.

V pribéhu lyofilizace je nezbytné nutny spravny zpisob a rychlost zmrazovéani vzorku
(Pushkar et al. 1974). Pied samotnou lyofilizaci byly v na$i studii vzorky zmrazovany
V hlubokomrazicim boxu (-75 °C), kdy pak bylo nutné vymeénit uzavér penicilinky
za lyofiliza¢ni zéatku. Aby nedochazelo k tani vzorku, pfi vyméné uzavéru penicilinky
za lyofilizaéni zatku, byly vzorky pti tomto procesu pfechodné uchovany na nezbytné nutnou
dobu v laboratornim mrazaku (-25 °C) a poté nasledné hlubokozmrazeny. Vzhledem
k laboratornim podminkam a ¢asové naro¢nosti se domnivam, ze tento zpisob byl nejvhodnéjsi
pro zachovani neporusené integrity bunék a zachovani zmrzlého stavu, ktery je nezbytny pro
sublimacni suSeni v lyofilizaci. OvSem tento zasah, kdy po ur¢itou dobu byl nutné umoznén
ptistup vzduchu, mohl do urcité miry negativné ovlivnit Zivotaschopnost striktné anaerobnich
bifidobakteridlnich kultur. Je dilezité zminit, ze vnas$i studii byla nulovd hodnota
zivotaschopnych bunék do mésice u vSech kontrolnich lyofilizath (samotnd kultura).
Domnivam se, ze tak vysokd mortalita bunék mohla byt zpiisobena Vv disledku piisobeni
osmotického tlaku pfi zmrazeni.

Nami zhotovené lyofilizované kultury byly skladovany ptl roku pti laboratorni teploté
25 °C a v temnu, coZ je u lyofilizovanych kultur obecné doporucovano (Kiviharju et al., 2004).
Podle Pehkonen et al. (2008) je doporuc¢eno pouzivat sklenéné nadoby, protoze se tak zachova
muze dostat do lyofilizatu a zpiisobit tak nezadouci rehydrataci konzervovanych mikrobialnich
kultur. Proto 1 pfi nasi provedené studii byly lyofilizované kultury bifidobakterii ve sklenénych
(prahlednych) penicilinovych lahvic¢kach, aby byl tento efekt eliminovan.

Pro wvybér vhodného lyofilizatoru je nutné se zaméfit na vyuZiti pfistroje
(laboratorni/potravinatsky), plochu a teplotu polic, teplotu a tlak kondenzatoru, susici vykon,
kapacitu ledu, ¢isténi a jaky typ produktu bude lyofilizovan. Aby byla zajisténa Cistota pfistroje,
byla v nasi provedené studii susici komora lyofilizatoru pied kazdym pouzitim otiena 70%
etanolem. Zabranilo se tak piipadné kontaminaci lyofilizatd, které mély lyofiliza¢ni zatku

pouze v 1/3 hrdla penicilinky (z diivodu sublimaéniho suseni) chranénou aluminiovou folii.
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Z technického hlediska jsou dilezita ¢idla vlhkosti, teploty a tlaku rovnomérné rozmisténa
v lyofilizatoru pro zajisténi kvalitnéjSiho vysledku procesu lyofilizace. Pti poskozeni téchto
¢idel dochazi k $patné piipravé lyofilizatu s naslednym znehodnocenim vysledka provadéného
vyzkumu (Roy et Pikal, 1988). Pro ucely diplomové prace byl pouzit laboratorni piistroj
Powerdry LL 3000 vyrobeny v Ceské republice. Tento piistroj poskytuje jednoduchou
manipulaci a je vhodny pro laboratorni ucely, kde se pouziva jen malé mnozstvi materialu.
Nevyhodou tohoto pfistroje je nemoznost nastaveni ¢i ipravy podminek lyofilizacniho procesu.

Vzhledem knami ziskanym vysledkim ze tii pouzitych roztokd s oligosacharidy,
bych doporucila pouzivat roztok na bazi prase¢tho mucinu jako potencialni
kryo(lyo)protektivni latku pro potieby uchovavani sbirkovych kment Dbifidobakterii
(B. animalis subsp. lactis, B. boum, B. longum subsp. infantis, B. longum subsp. longum,
B. pseudolongum subsp. globosum a B. thermacidophilum subsp. porcinum), protoze po Sesti
meésicich od lyofilizace doslo k nejvyssi hodnoté poctu prezivsich bunék. Je vSak nutné dodat,
ze pro specifikaci této potencidlni kryo(lyo)protektivni latky by bylo nutné prozkoumat
v dal$ich studiich i jiné kmeny mikroorganismu s probiotickym t¢inkem, napt. laktobacily,

kde by tento roztok mohl mit teoreticky vyssi kryo(lyo)protektivni u¢innost.
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8. Zavér

Cilem této diplomova prace bylo otestovat mozné kryo(lyo)protektivni vlastnosti roztoka
(5x koncentrovaného TPY media s ptidavkem FOS, 10% FOS a 4% roztoku prase¢iho
gastrického mucinu), které obsahovaly vice méné specifikované oligosacharidy. Tezi této
diplomové prace bylo, Ze prave tyto roztoky s ptidavkem oligosacharidii, které maji prebioticky
potencial, mohou byt pouzivany jako kryo(lyo)protektivni latky p¥i konzervaci animalnich
¢i lidskych bifidobakterii procesem lyofilizace. Potencialni kryo(lyo)protektivni 0¢inek
tfi roztokli byl zjiStovan na zakladé¢ poctu zivotaschopnych bunék dvanacti vybranych
sbirkovych kment bifidobakterii lidského a animalniho pivodu v pribéhu Sesti mésicli
od lyofilizace.

Z vysledkll naSi provedené prace vyplyva potvrzeni hypotézy o kryo(lyo)protektivnim
ucinku vyse zminovanych roztoki jen zcasti. U vSech kontrolnich lyofilizatd, kde byla pouzita
pouze kultura z dvanacti vybranych sbirkovych kmena bifidobakterii, doslo po mésici
od lyofilizace k nulové hodnoté pocétu zivotaschopnych bunék. Z vysledki vsech tii roztokd
po Sesti mésicich od lyofilizace vyplyva, Ze potencialni kryo(lyo)protektivni uc¢innost roztoku
5x koncentrovaného TPY media byla pouze u ¢tyf z dvanacti pouzitych sbirkovych kmeni
bifidobakterii, kde se o ¢tyfi fady snizil pocet zivotaschopnych bun¢k. U roztoku na bazi
10% FOS byla zjisténa potencialni kryo(lyo)protektivni ucinnost s poloviénim poctem
zivotaschopnych bunék pouze u dvou z dvanacti pouZzitych sbirkovych kment bifidobakterii.
U potencialniho kryo(lyo)protektiva na bazi praseciho mucinu byly pouze se snizenim o jeden
az dva tady zachovany hodnoty stanovenych Zzivotaschopnych bunék po Sesti mésicich
ve srovndni s hodnotami bunék ithned po lyofilizaci.

Na zakladé¢ uvedenych vysledki tfi roztoki a kontrolnich lyofilizati je jako nejvice G€inny
potencialni kryo(lyo)protektivni roztok na bazi prase¢iho mucinu pro dlouhodobou konzervaci
urcitych bifidobakteridlnich kultur. Podle zjisténych vysledku tii roztokl byla prokézana vyssi

ochranna ucinnost U sbirkovych kment bifidobakterii animalniho ptivodu.
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