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Vyuzivani sacharidi druhem Bifidobacterium animalis

Souhrn

V této diplomové praci je studovana schopnost poddruhu Bifidobacterium animalis subsp.

lactis vyuzivat glukosu, galaktosu a laktosu.

Jako testované bifidobakterie byly pouzity dva kmeny jiz zminéného poddruhu
Bifidobacterium animalis subsp. lactis izolované z jogurtu (DAN) a vykala sténéte (V1/2).
Pomoci turbidimetrie byla zméfena optickd denzita narostlych bakterii, nasledn¢ stanoveny
rustové vytézky vahovou metodou a dale byl vyzkum zamétfen na enzymovou aktivitu daného

poddruhu.

Vyzkumem bylo zjisténo, ze nékteré zdroje uhliku podporuji rist bakterii vice a n¢které
méné. Z namétenych vysledkil 1ze obecné konstatovat, Ze oba testované kmeny poddruhu
Bifidobacterium animalis subsp. lactis pravdépodobné nejsou schopny vyuzivat galaktosu jako
zdroj uhliku, a to jak ve formé samotného monosacharidu, coz vyplyvéa z vysledkti méteni
optické denzity, kde nebyl zaznamenan zadny rust na galaktose, tak jako soucast disacharidu
laktosy, coZ se projevilo na ristovych vytéZcich tim, Ze v pfipadé laktosy doSlo k niz§imu

nartistu biomasy ve srovnani s glukosou. Tento fakt je statisticky pritkazny.

V ptipad¢ pouziti vyse zminénych kmenti poddruhu Bifidobacterium animalis subsp.
lactis ve fermentovaném mlééném vyrobku poslouzi jako zdroj uhliku bakteriim pouze glukosa

a galaktosa zlistane z laktosy nevyuzita.

Klicova slova: glukosa, galaktosa, laktosa, bifidobakterie
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Utilization of saccharides by species Bifidobacterium

animalis

Summary

In this diploma thesis, the ability of Bifidobacterium animalis subsp. lactis to utilize glucose,

galactose and lactose was tested.

Two subspecies of Bifidobacterium animalis subsp. lactis were used. The first strain
(DAN) was isolated from yoghurt, the second one (V1/2) originated from dog faeces. Optical
density of grown bacteria was measured using turbidimetry. Then growth gain was measured

using weighting method. Enzymatic activity of bifidobacteria was also tested.

It was found out that some carbon sources were utilized by bacteria more and others less.
It is possible to say based on measured values that both tested subspecies of Bifidobacterium
animalis subsp. lactis are probably not able to utilize galactose as carbon source but utilize
lactose. Finding for galactose monosaccharide is based on results of optical density
measurement. No bacteria growth was observed there. Finding for galactose being part of
lactose disaccharide is based on growth gain measurement. In case of lactose growth of bacteria
biomass was smaller than growth on lactose. This observation is statistically significant based

on measurement results.

When tested species of Bifidobacterium animalis subsp. lactis are used in fermented dairy
products, only glucose will serve as carbon source for bacteria and galactose in lactose

disaccharide will not be utilized by them at all.

Keywords: glucose, galactose, lactose, bifidobacteria
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1 Uvod

Druh Bifidobacterium animalis je druhem bifidobakterii bézné pouzivanych v potravinaiském
primyslu, ktery je uvadén na trh po celém svété v riznych mlécnych vyrobeich a kojenecké
vyzivé (Saavedra, et al., 2004). Druh vykazuje vlastnosti typické pro rod Bifidobacterium.
Bifidobakterie jsou anaerobni bakterie, které jsou schopné §tépit sacharidy (Hopkins, et al.,
1998).

V névaznosti na bakalatfskou praci (Dvotakova, 2015) pfedpokladame, ze riizné substraty
budou rozdiln¢ vyuzivany druhem Bifidobacterium animalis, coz se projevi na rustovych
ktivkach a rastovych vytézcich. Z naméfenych vysledki vySe uvedené bakalaiské prace lze
obecné konstatovat, ze druh Bifidobacterium animalis velmi dobfe vyuziva glukosu, laktosu i
rafinosu jako zdroj uhliku. Naopak se zd4, Ze vyuzivani galaktosy je obtizné. Jedna se hlavné o
druh Bifidobacterium animalis subsp. lactis, u kterého se zda, ze neni schopen galaktosu vyuzit

vibec. Na tuto problematiku se zamétime ve vyzkumu této diplomové prace.






2 Literarni reSerse

V této kapitole je charakterizovan rod Bifidobacterium spp., jeho vyskyt, vyznam, vyznamni
zastupci a moznosti laboratorni izolace a identifikace. Déle je charakteristika zaméfena na
poddruh Bifidobacterium animalis, ktery bude testovan v ramci praktické ¢asti této diplomové
prace. Dalsi podkapitola je zaméfena na rozdéleni a charakteristiku sacharidi. Posledni

podkapitola popisuje prebiotika, jejich vyznam a vyuziti.
2.1 Rod Bifidobacterium spp.

Bifidobakterie patii mezi obligatné anaerobni organismy. Mohou tedy zit pouze v prostiedi,
které neobsahuje kyslik (Anon., 2012). Nejlepsi kultivaéni teplota se pohybuje kolem 37 °C.
K inhibici dochazi pii teplotach nizsich nez 25 °C a vyssich nez 45 °C. Optimalni pH prostiedi
se pohybuje v rozmezi 6,5 az 7 (Snah, 2000). Jsou to grampozitivni nesporulujici nepohyblivé
bakterie (Solano-Aguilar, et al., 2008; Biavati & Mattarelli, 2001). Jedna se o pleomorfni
ty¢inky s riznym vétvenim. Casto se vyskytuji v kyjovitém tvaru. Ty¢inky s riznym vétvenim
se nejcastéji vyskytuji ve tvaru pismene Y nebo pismene V (Mullan, 2008). Bifidobakterie jsou
Casto zahrnovany mezi bakterie mlééného kvaseni. Divodem je produkce mléc¢né kyseliny jako
jednoho z hlavnich produkti fermentace (Biavati, 2001). Hlavnim produktem fermentace

sacharidu je vsak octova kyselina (Tamura, 1983).
2.1.1 Vyskyt bifidobakterii

Bifidobakterie se obvykle vyskytuji v gastrointestinalnim traktu lidi i jinych zivo¢ichl. Travici
soustava primérého jedince je pfirozenym prostiedim pro pfiblizng 10 az 10'2
mikroorganisml na gram stfevniho obsahu, stfevni mikrobiota tvoii z celkové biomasy vice
nez 1 kg hmotnosti (Hattori & Taylor, 2009). Patii mezi prvni kolonizatory gastrointestinalniho
traktu a prevladaji v ném u kojenych déti do odstavu (Favier, et al., 2002).

K bakterialni kolonizaci lidského stfeva dochazi hned po narozeni. Zavisi na mnoha
faktorech. Jednim z nich je zpisob porodu, zda probéhl pfirozenou cestou nebo cisaiskym
fezem. Dale zpisob vyzivy ditéte, tedy matefskym mlékem nebo umélou vyzivou. DalSimi
faktory jsou uzivani antibiotik, hygienické podminky a rizna onemocnéni, zvlasté infekce
gastrointestinalniho traktu (Fanaro, et al., 2003). Ve slozeni stolice kojenych déti jsou
zastoupeny zejména bifidobakterie (Kelly, et al., 2007).



Tabulka 1 Zndmé druhy bifidobakterii v soucasné dobé (Bunesovd, et al., 2014)

Druh Vyskyt

B. actinicoloniformis Stfevo ¢meldka

B. adolescentis Stievo dospélych jedinct, bachor skotu
B. angulatum Lidské stfevo, kanalizace

B. animalis subsp. animalis  Vykaly kurat a krys

B. animalis subsp. lactis Jogurt

B. asteroides Stfevo véely medonosné

B. biavati Vykaly tamarinda

B. bifidum Stievo dospélych jedinct, stolice kojenych déti
B. bohemicus Stievo ¢melaka

B. bombi Stievo ¢melaka

B. boum Hovézi bachor

B. breve Stievo kojenct

B. callitrichos Vykaly ko¢kodana

B. catenulatum Lidska stolice, kanalizace

B. choerinum Praseci vykaly

B. coryneforme Stievo véely medonosné

B. crudilactis Syrové mléko, syry ze syrového mléka

B. cuniculi Krali¢i vykaly

B. dentium Lidsky zubni kaz

B. gallicum Stievo dospélych

B. gallinarum Kufreci slepé stievo

B. indicum Stievo véely medonosné

B. kashiwanohense Stolice zdravého kojence (dévée; 1,5 roku)
B. longum Stievo déti a dospélych



Druh

subsp. infantis

subsp. suis

subsp. longum

B.

B.

B.

B.

magnum

merycicum

. minimum
. mongoliense

. moukalabense

pseudocatenulatum

pseudolongum subsp.

globosum

B.

pseudolongum subsp.

pseudolongum

B.

B.

B.

B.

psychraerophylum

pullorum

. reuteri

. ruminantium

. saeculare

. saguini

. scardovii

. stellenboschense
. stercoris

. subtile

thermophilum

thermacidophilum ssp.

porcinum

Vyskyt

Stevo kojencti

Praseci vykaly

Stevo dospélych, teleci vykaly
Krali¢i vykaly

Bachor

Odpadni vody

Fermentovany mlécny kobyli vyrobek
Stolice gorily niZinné

Lidska stolice, odpadni vody

Bachor

Praseci a kuteci vykaly

Praseci slepé strevo
Kufteci vykaly

Vykaly koc¢kodana
Bachor

Krali¢i vykaly

Vykaly tamarinda

Lidské krev

Vykaly tamarinda

Stolice zdravé 27leté zeny
Odpadni vody

Praseci vykaly, hovézi bachor

Praseci vykaly



Druh Vyskyt

B. thermacidophilum ssp. Odpadni vody
thermacidophilum

B. tsurumiense Zubni plak kiecka

2.1.2 Vyznam bifidobakterii

Bifidobakterie patii mezi prevladajici skupiny anaerobnich bakterii v travicim traktu ¢loveka a
zvirat. Pfredpoklada se, ze ptisobi pfiznivé na lidské zdravi. Mezi ptiznivé vlivy se fadi zejména
ochranné ¢innosti proti patogeniim, vyroba antimikrobidlnich latek, naptiklad bakteriocidii
nebo blokovani adheze patogenti. Maji vliv na energetickou rovnovahu hostitele, protoze
fermentuji nestravitelnou vlakninu a jsou schopny anaerobniho metabolismu peptida a proteind
(Backhed, et al., 2004). Dalsim ptiznivym faktorem je modulace imunitni odpovédi (Rastall, et
al., 2005). Vyzkum stfevni mikrobioty odhalil existenci jejiho mutualistického vztahu s lidmi.
Déle byly objeveny vyznamné rozdily ve sloZeni stfevni mikrobioty riznych jedinct a tyto
rozdily byly spojeny se zménami lidské fyziologie nebo predispozice K riznym onemocnénim

(Filippo, et al., 2010).

Bifidobakterie jsou, jako vétSina stievnich bakterii, sacharolytické a maji dileZitou roli
ve fermentaci sacharidi v tlustém stfeveé. Bifidobakterie mohou fermentovat riizné komplexni
zdroje uhliku. Tyto komplexni sacharidy mohou byt dietni slouc¢eniny, naptiklad rezistentni
skroby, glykogen, galaktan, xylan nebo pektin, dale hostitelem produkované slouceniny jako je
mucin, glykosfingolipidy, chondroitin sulfat, kyselina hyaluronova a heparin (Hooper, et al.,
2002). Dalsimi zdroji uhliku jsou ty, které produkuji ostatni mikroorganismy ve stfevni
mikrobioté (Korakli, et al., 2002). Mnozstvi a druh nestravitelnych sacharida ptitomnych ve
stravé ma piimy vliv na metabolické aktivity a také pocet a slozeni lidské stievni mikrobioty
(Walker, et al., 2006). Stfevni mikroorganismy mohou vyuzit fadu riznych nutri¢nich zdrojd,
které unikaji degradaci v horni ¢asti gastrointestinalniho traktu. Schopnost metabolizovat urcité
sacharidy je ov§em zavisla na druhu bifidobakterii. Naptiklad Bifidobacterium longum vyuziva
melecitosu nebo animalni druhy vyuZzivaji skrob (Vrese & Schrezenmeir, 2008). Stievni
bakterie rozkladaji sacharidy s nizkou molekulovou hmotnosti, které mohou byt nasledné
rozlozitelné na monosacharidy pomoci Siroké skaly enzymi, které sacharidy $tépi (Scardovi,

1984; Vries & Stouthamer, 1967).



Za degradaci glukosy odpovida fruktoso-6-fosfoketolasa. Je to enzym typicky pro rod
Bifidobacterium. Stanoveni tohoto enzymu ptedstavuje rozhodujici test pro jejich identifikaci
(Scardovi, 1984). Bifidobakterie jsou schopny syntetizovat aminokyseliny (glutamovou

kyselinu a asparagovou kyselinu), riboflavin a thyamin (Teraguchi, et al., 1984).

N¢ekteré bifidobakterie jsou komeréné vyuzivany jako probiotické mikroorganismy. Rust
a metabolickd Cinnost probiotickych bakterii, véetn¢ bifidobakterii, mize byt selektivné

stimulovana pomoci riznych potravinovych sacharidu, které se nazyvaji prebiotika (Gibson,

2008).

Rod Bifidobacterium fermentuje hexosy v unikatni metabolické draze oznacované jako
fruktoso-6-fosfatova draha, ve které je klicovym enzymem jiz zminéna fruktoso-6-
fosfoketolasa. Byly popsany dva druhy tohoto enzymu. Fruktoso-6-fosfoketolasa, ktera je
typicka u druht, které se vyskytuji u ¢Elovéka, a Xyluloso-5-fosfat/fruktoso-6-fosfat
fosfoketolasa, ktera je charakteristickd pro druhy, které se vyskytuji u zvifat. Hlavnimi
koncovymi produkty této drahy jsou octova Kyselina a mlécna kyselina, které vznikaji
v poméru 3:2. Oxid uhli¢ity se v této draze netvoii. Vznikd ovSem u degradace glukonatu
(Ventura, et al., 2004). Dalsimi koncovymi metabolity této drahy mohou byt mravenci kyselina,
jantarova kyselina, kterda mize ovliviiovat kone¢ny pomér octové a mlééné Kyseliny, a etanol

(Meulen, et al., 2006).

Kromé glukosy bifidobakterie vyuzivaji i dalsi sacharidy jako jsou laktosa, galaktosa,
rafinosa, sacharosa a dalsi. Substraty, jako jsou manitol a sorbitol, fermentuji jen nékteré druhy.
Bifidobakterie také maji nékteré extraceluldrni enzymy, diky kterym jsou schopny
hydrolyzovat polysacharidy, jako jsou amylopektin, amylosa (tedy S$krob) nebo xylan
(Scardovi, 1984). Rust bifidobakterii je stimulovan pfitomnosti ristovych faktori. Ty jsou
mimo jiné metabolizovany i1 v gastrointestinalnim traktu ¢lov€ka stfevni mikrobiotou. Jsou to
napiiklad threonin, cystein, kvasni¢ni extrakt, pepton, dextrin a dal$i. Latky, které prochazeji
gastrointestindlnim traktem clovéka az do tlustého stfeva, kde jsou pfednostné metabolizovany
bifidobakteriemi, se nazyvaji bifidogenni faktory. Mezi né patii sacharidy obsahujici N-
acetylglukosaminy, fruktooligosacharidy, laktoferin, laktulosa, laktitol, rafinosa, stachyosa,
inulin, xylooligosacharidy a jiné. Fruktooligosacharidy, glukooligosacharidy, so6jové
oligosacharidy a inulin jsou Vv porovnani s jinymi oligosacharidy vyuzivany piednostné.
VétSina bakterii pfitomnych v gastrointestinalnim traktu tyto substraty nevyuziva (Rossi, et al.,

2005).



Zastupci bifidobakterii produkuji mnozstvi vitamint, jako naptiklad thiamin (B1),
pyridoxin (B6), kyselinu listovou (B9) a kyselinu nikotinovou. Naopak vétSina druhd, které
byly izolovany z ¢lovéka, vyzaduje ke svému ristu vitamin B2 a kyselinu pantotenovou.
Zdrojem dusiku pro vétSinu druh jsou amonné soli. Aktivita enzymt glutamatdehydrogenasy

a glutaminsynthetasy umoziuje asimilaci amoniaku (Ventura, et al., 2004).
2.1.3 Izolace a identifikace bifidobakterii

Podle vyzkumu (Zinedine & Faid, 2007) mohou byt druhy bifidobakterii izolovany z rtiznych
zdroju. Naptiklad ze stolice novorozenct, hovéziho masa nebo fermentovaného mléka. Kazdy
vzorek je uchovavan ve sterilnim prostfedi obsahujicim pepton, vodu, L-cystein a je
homogenizovan. Nasledné jsou vzorky naneseny na MRS? agar a inkubovany pfi teploté 37 °C

po dobu 48 hodin v anaerobnich podminkach.

Podle (Vlkova, et al., 2015) je Siroce pouzivan mupirocin spolu s octovou kyselinou jako
selektivnimi faktory média. TOS (transgalactosylated oligosaccharides) médium doplnéné
mupirocinem doporucuje Mezinarodni mlékaiska federace pro detekci bifidobakterii ve
fermentovanych mléénych vyrobcich. Média s mupirocinem a octovou Kkyselinou jsou
spolehliva i pro vzorky ze stfeva, ve kterych prevazuji pravé bifidobakterie. Nicméné pro
komplexni vzorky, obsahujici vice rozmanitou mikrobiotu, je selektivita médii s mupirocinem
omezena. Odolnost vii¢i mupirocinu byla prokazdna u mnoha anaerobnich bakterii, zejména
klostridii. Tento problém byl vyfeSen pfidanim antibiotika, které inhibuje rist klostridii a

umoznuje rast bifidobakterii. Timto antibiotikem je norfloxacin.

Identifikace rodu Bifidobacterium se provadi pomoci detekce enzymu fruktoso-6-fosfat
fosfoketolasy, diky kterému jsou bakterie tohoto rodu schopny metabolizovat hexosy a tento
enzym je pro né specificky. Je to hlavni znak, kterym se bifidobakterie 1isi od ostatnich bakterii
(Orban & Paterson, 2000). Existuji rizné typy testovani pfitomnosti enzymu. Existuji i dalsi
biochemické testy vetné stanoveni dalSich enzymu a utilizace sacharidli pro identifikaci
bifidobakterii na uroven rodu a druhu (Scardovi, 1984). Kone¢na identifikace bifidobakterii se
v soucasné dobé provadi hlavné pomoci sekvenace gent jako je gen pro 16SrRNA, hsp60 a

dalsi (Killer, et al., 2013).

1 MRS agar — riistové médium pro bakterie, které bylo vyvinuto v roce 1960 a nese jméno podle svych

vynalezct, de Man, Rogosa a Sharpe (de Man, et al., 1960)



2.1.4 Bifidobacterium animalis

Jedna se o druh bifidobakterii béZné pouzivanych v potravinaiském primyslu, ktery je uvadén
na trh po celém svét€ v riznych mléénych vyrobcich a kojenecké vyzivé (Saavedra, et al.,
2004). Druh vykazuje vlastnosti typické pro rod Bifidobacterium. Jsou to grampozitivni
nemotilni nesporulujici nepravidelné ty¢inkovité anaerobni bakterie. Glukosa je $tépena
pomoci charakteristického enzymu fruktosa-6-fosfat fosfoketolasy. Dale jsou fermentovany
dextriny, maltosa, maltotriosa, rafinosa a sacharosa. Skrob fermentovan neni (Masco, et al.,
2004).

2.1.4.1 Taxonomie

Taxonomie Bifidobacterium animalis subsp. lactis byla sporna od jejiho pivodniho popisu
(Meile, et al., 1997). N¢kolik studii zkoumalo jeho podobnosti s blizce ptibuznymi druhy
Bifidobacterium animalis subsp. animalis od (Scardovi & Trovatelli, 1974). Nové poznatky
genotypu, které uvadi (Ventura & Zink, 2002; Ventura & Zink, 2003; Ventura, et al., 2003; Zhu
& Dong, 2003; Masco, et al., 2004; Kwon, et al., 2005), ukazuji, ze Bifidobacterium animalis
subsp. lactis a Bifidobacterium animalis subsp. animalis by mély byt povazovany za dva

odd¢lené taxonomické subjekty na urovni poddruhi.

Podle (Cali, et al., 2000) bylo zjisténo, ze Bifidobacterium lactis JCM 10602T (T = typ
kmene) a Bifidobacterium animalis JCM 1190T, jsou si fenotypové podobné. Tyto druhy byly
podrobeny zkoumani jejich genetické informace. 16S rRNA sekvence Bifidobacterium
animalis byla porovnana s ostatnimi druhy rodu Bifidobacterium. Bifidobacterium animalis
subsp. animalis a Bifidobacterium animalis subsp. lactis si byly nejvice blizké mezi ptibuznymi
druhy fylogenetického stromu a vykazovaly vysokou podobnost sekvenci (98,8 %). Hladiny
DNA-DNA hybridizace mezi obéma druhy se pohybovaly v rozmezi od 85,5 do 92,3 %, coz

op¢t ukazuje, ze predstavuji samostatny druh.

Bifidobacterium animalis subsp. animalis podle (Masco, et al., 2004) nevykazuje zadny
rust v pfipad¢ inkubace na vzduchu nebo na vzduchu obohaceném oxidem uhli¢itym. Také
kmen nevykazuje zadny rdst v mléce nebo jiném médiu na bazi mléka. Optimalni ristova
teplota je 39 az 41 °C.

Bifidobacterium animalis subsp. lactis podle (Masco, et al., 2004) nevykazuje zadny rust

ve styku se vzduchem, ale toleruje 10 % kysliku v atmosféte, rist se vyskytuje v mléce nebo

na jinych médiich na bazi mléka a optimalni rustova teplota je 39 az 42 °C. Tento kmen tedy



vykazuje vlastnosti, které se lisi od kmene Bifidobacterium animalis subsp. animalis. Jsou jimi
zvySena tolerance kysliku (Prasad, et al., 1998), diferencialni rdst v médiich na bazi mléka
(Ventura & Zink, 2002) a hydrolyza mléénych proteint (Janer, et al., 2005). To usnadfiuje rust

vV komer¢nich produktech za anaerobnich podminek.
2.1.4.2 Vyskyt

Poddruh Bifidobacterium animalis subsp. animalis byl poprvé identifikovan ve vykalech krys
a kufat (Scardovi & Trovatelli, 1974). Kmen Bifidobacterium animalis subsp. lactis byl poprvé

identifikovan v jogurtu (Meile, et al., 1997).

Bunesova, et al. (2012) identifikovali a charakterizovali nové kmeny Bifidobacterium
animalis subsp. lactis z psich fekalii. Jednalo se o 4 feny, 6 kojenych $ténat a 4 odstavena
Sténata némeckého ovedka. Tyto kmeny byly vedeny jako typické pro mlééné produkty. Izolaty,
pochazejici z téchto psl, vykazuji dobré funkéni vlastnosti pfedpovidajici jejich schopnost

prezit v gastrointestindlnim traktu a mohly by byt testovany jako potencialni probiotika pro psy.

2.1.4.3 Vyuziti jako probiotikum

Podle Organizace pro vyzivu a zemédélstvi OSN (FAO) a Svétové zdravotnické organizace
(WHO) jsou probiotika definovana jako Zivé mikroorganismy, které pii podani v pfiméfeném

mnozstvi pozitivné plisobi na zdravi hostitele (Anon., 2001).

Organismy, které jsou pouzivany jako probiotika, musi spliiovat n€kolik zdkladnich
pozadavkli. Musi mit prokazatelné pozitivni vliv na zdravi hostitele, musi byt zdravotné
nezéavadné, izolované ze stejného Zivocisného druhu jako je pfedpokladdany piijemce a nesmi

mit toxické ani patogenni u¢inky (Nevoral & Bronsky, 2010).

Probiotické organismy piispivaji ke stabilizaci stfevni mikrobioty kompetici
S patogennimi organismy o vazebna mista na receptorech a o ziviny. Produkuji mastné kyseliny
s kratkymi fetézci, napiiklad kyselinu octovou, propionovou a maselnou. Dusledkem téchto
procest je pokles pH stfevniho obsahu. Déle zvySuji rozpustnost mineralnich latek a omezuji
zpétnou resorpci zluCovych kyselin. Stabilizuji stfevni slizniéni bariéry, produkuji
antimikrobidlni substance, kterymi mohou inhibi¢n¢ plisobit na grampozitivni a gramnegativni
bakterie. Mezi tyto latky patfi organické kyseliny, peroxid vodiku a bakteriociny. Probiotika
nejen snizuji pocet zivych bunék, ale ovliviuji také metabolismus bakterii a produkei toxind.

Dale stimuluji imunitni odpoveéd’ na patogeny zvysenou produkci sekrecnich imunoglobulinti,
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Bronsky, 2010).

V poslednich letech se stava trendem vyzkum probiotickych bakterii a jejich aplikace do
ruznych typi produkti. Diive byly probiotické mikroorganismy zahrnuty jen v mlénych
vyrobcich a potravinovych dopliicich. Moznosti aplikace probiotik do vétSiho poctu vyrobki,
jako jsou ovocné $tavy a obiloviny, se nyni plné rozviji (Heller, 2001; Crittenden, 2009).
Pouziti probiotik v dostatecném mnozstvi je dtlezité pro pozitivni G¢inky v gastrointestinalnim
traktu Clovéka. Vyrobky obsahujici probiotické mikroorganismy by mély zahrnovat alespon
10° Zivotaschopnych bunék na 1 gram v den expirace kvaseného mlééného vyrobku (Picot &
Lacroix, 2004).

Zivotaschopnost probiotickych bunék je snizena fadou faktort, jako jsou priibh vyroby,
skladovéani produktu a také samotny priichod gastrointestinalnim traktem spotiebitele. Mezi
tyto faktory patii nizké pH, vysoka teplota, aerobni prostfedi, koncentrace zlu¢ovych soli,
travici enzymy a dalsi. Jeden ze zpusobu, jak chranit bunky pted témito stresovymi faktory, je

zapouzdieni neboli enkapsulace probiotickych mikroorganismt (Adhikari, et al., 2000).

Pravé metoda enkapsulace byla pouzita pro kmen Bifidobacterium animalis subsp. lactis,
kdy byl komercni probioticky kmen BB12 zapouzdien za pouZiti enkapsulacni emulze do

mlécné proteinové matrice bez a s piidavkem lecitinu (Lisova, et al., 2013).
2.2 Sacharidy

Sacharidy ptedstavuji velkou skupinu chemickych latek. Spolu se svymi derivaty se vyskytuji
v kazdé buiice. Jsou dulezitym a lehko dostupnym zdrojem energie, tvoii zakladni slozky
zivych organismi (chytin a celulosa), tvofi zdsobni latky (glykogen, Skrob) a také jsou
nejrozsahlejsi tiidou biologicky aktivnich molekul (koenzymy, glykoproteiny). Ve tkanich jsou
sacharidy biologickymi prekurzory lipidd, bilkovin a jinych slozek Zzivé hmoty. Zaklad
struktury sacharida tvofii alifatické polyhydroxykarbonylové slouceniny, aldehydy a ketony,

obecné nazyvané jako monosacharidy (Sipal, et al., 1992).

Sacharidy se déli podle poctu cukernych jednotek do tfi zdkladnich skupin na mono,
oligo a polysacharidy. Spojovanim monosacharidii acetalovou vazbou vznikaji oligosacharidy,
které jsou tvofeny dvéma az deseti monosacharidovymi jednotkami, a polysacharidy, které jsou

tvofeny vice sacharidovymi jednotkami (Sipal, et al., 1992).

11



2.2.1 Monosacharidy

Monosacharidy jsou strukturné nejjednodussi, nelze je Stépit hydrolyzou na jednodussi
slouceniny. Obsahuji jednu cukernou jednotku (Blattna, 2005). Jsou to bezbarvé latky, které
jsou rozpustné v polarnich rozpoustédlech a téméf nerozpustné v nepolarnich rozpoustédlech.
Nékteré¢ znich maji vyrazné sladkou chut. VéEtSinou se v piirod€ vyskytuji ve vazanych

formach. Vyjimku tvoii glukosa a n&které ketosy (Sipal, et al., 1992).

2.2.1.1 Glukosa

O

Glukosa je nejbézné€jsim a nejrozsifenéjSim sacharidem v ptirod€. Patii mezi aldohexosy.

0
" OH

H——OH |

HO—{—H H 4—°H

H——OH Oh 1

H—4oH  M° S
I H  OH
“OH

Obrazek 1 Struktura molekuly D — glukosa (Anon., 2006)

Nachazi se v ovoci, rostlinnych §t'avach, medu, v krvi v koncentraci 3,9-5,6 mmol/I,
lymfé a v mozkomisnim moku. Ve vazané formé se Casto vyskytuje v oligosacharidech,
polysacharidech a heteroglykosidech. Z biochemického hlediska jsou vyznamné fosforecné
estery glukosy, protoZe jde o prvni stupeni rozkladu hexos (Masek & Cicvarek, 1973). Je snadno
vstfebatelna a energeticky dobie vyuZzitelna (Velisek, 1999). Pies bunéénou membranu obvykle
prochazi pasivnim transportem pomoci bilkovinnych pienaSec. Pfes membranu bunck
stievniho epitelu a ledvinovych tubulii prochéazi aktivnim transportem, symportem se sodnymi
ionty. Pomoci mikroorganismti je pfeménovana na ethanol a laktat (Kodicek, 2007). Tato
fermentace se v mikrobiologii vyuziva pro identifikaci mikroorganismi. Pouzivaji se agary
s obsahem glukosy, naptiklad pro Bacilus cereus, Campylobacter spp., Listeria monocytogenes
a Clostridium botulinum (Ji¢inska & Havlova, 1996).

Glukosa je vyznamny zdroj energie pro organismus savcu. Z tohoto diivodu se pouziva
ve vodnych roztocich pro infuze pfti 1écbé rtiznych patologickych stavli (Kodicek, 2007). Pro
nekteré lidské bunky, zejména buiiky mozku a ¢ervené krvinky, je glukosa jedinym zdrojem

energie. Tyto tkané spotiebuji za 24 hodin piiblizné¢ 150 gramt glukosy. Na fizeni koncentrace
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v krvi se podileji hormony insulin, ktery snizuje koncentraci v krvi a glukagon, adrenalin,

kortizol a somatotropin, které hladinu glukosy zvysuji (Musil, 1994).

V pramyslu je pouzivana jako vychozi surovina pro dal$i procesy, napiiklad ethanolové
kvaSeni. Glukosa se ptipravuje kyselou hydrolyzou kukuti¢ného, pSeni¢ného ¢i bramborového
Skrobu, nebo také enzymovou hydrolyzou sacharosy. Farmaceuticky a chemicky primysl
vyuziva glukosu pfedev§im na vyrobu D-glucitolu a na n¢j navazujici vyrobu L-askorbatu

(Pacak, 1975).
2.2.1.2 Galaktosa

Galaktosa je monosacharid, ktery je bézné pfijiman stravou. V piirodé se vyskytuje pouze ve
vazané formé. Pfedev§im se nachazi v laktose, disacharidu, ktery je tvotfen jednotkou glukosy
a galaktosy. Dale se galaktosa vyskytuje v sdjovych oligosacharidech a v rostlinnych gumach

a slizech. U zivocichl se nachazi jako souc¢ast cerebrosidit mozku a nervové tkang.

V lidském téle slouzi ptedevsim jako zdroj energie, protoze se preménuje na derivaty
glukosy a vstupuje do glykolyzy. Také je substratem pro syntézu glykolipid, glykoproteind a
proteoglykand. Dulezitou ulohu hraje galaktosa v syntéze laktosy v mlécné zlaze matky.
Galaktosa se pomoci enzymu galaktosyltransferasy slou¢i s glukosou a vznikne laktosa.
V piirodé se vyskytuje i L-galaktosa, ktera je obsazena v agaru a v glykoproteinech (Jindra, et
al., 1966; Ledvina, 2009).

_O
OH
H——OH .
HO——H He X
HO——H g U
H OH
H——OH & Ay
“OH

Obrdazek 2 Struktura molekuly D — galaktosa (Anon., 2006)
2.2.1.3 Fruktosa

Fruktosa je monosacharid, ktery se bézné nachazi v ovoci a v medu. Ve vazané formé se
vyskytuje v disacharidu sacharose. Je nejrozsifengjsi hexoketosou v pfirod¢ a zaroven je to

ptirozeny cukr s nejvetsi sladivosti. Nezptsobuje zvyseni krevniho cukru, protoze mé odlisny
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metabolismus nez glukosa. Resorpce fruktosy stievni sliznici je pomalejsi nez u glukosy.

Prvnim organem, ktery fruktosu metabolizuje, jsou jatra (Ledvina, 2009).

Fruktosa je ze stieva transportovana glukosovymi transportéry GLUT 5 a difunduje do
portalni zily transportéry GLUT 2. Na rozdil od glukosy absorpce fruktosy z lumen stieva
nevyzaduje hydrolyzu ATP, coz usnadiiuje jeji akumulaci v jatrech. VétSina glukosy
resorbované ze stfeva je transportovana do cévniho obéhu, kde zvySuje glykémii a je vyuzita
v perifernich tkanich jako energeticky substrat nebo pro tvorbu glykogenovych a lipidovych
rezerv. Naproti tomu fruktosa po absorpci ze stfeva nezvysSuje krevni koncentrace fruktosy ani
glukosy, je pfivadéna portdlnim obéhem do jater, kde probihd jeji metabolickd preména

(Kazdova, et al., 2013).

Fruktosa v jatrech je vyuzita pro syntézu pyruvatu, laktatu, syntézu triacylglycerold a
castecné je i oxidovéana na oxid uhlicity. Pfic¢inou rozdilu v kvantitativni utilizaci fruktosy a
glukosy v jatrech je jednak vyrazné vyssi aktivita fruktokinasy fosforylujici fruktosu nez
fosfotransferas (glukokinasa a hexokinasa) fosforylujicich glukosu a dale pak fruktoso-1-P je
pfimo $tépen na triosy, to znamend, Ze obchdzi fosfofruktokinasovou reakci, kterd je rychlost
limitujicim krokem jaterniho metabolismu glukosy. Fruktosa v jatrech inhibuje oxidaci lipida
ve prospéch reesterifikace mastnych kyselin a syntézy VLDL frakce cholesterolu. Oproti tomu
glukosa je vjatrech utilizovana pievazné pro tvorbu glykogenu. Vysoka kapacita jater
syntetizovat prekurzory triglyceridi (mastné kyseliny, glycerofosfat, triacylglyceroly) a
vydavat je ve formé VLDL triglyceridi do cirkulace, je hlavni pfic¢inou
hypertriglyceridemického efektu vyvolaného zvySenym piivodem fruktosy. Na rozdil od
glukosy neni vysoka utilizace fruktosy v jatrech ovlivnéna inzulinem a je zachovana i za stav,
kdy utilizace glukosy ve tkanich je vyrazné snizena, napiiklad pti diabetu a hladovéni
(Kazdova, et al., 2013).

V posledni dobé¢ je vénovana znacnd pozornost zvySené akumulaci triglyceridii v jatrech,
ktera je definovana jako zvyseni obsahu triglyceridi na 5 az 10 % hmotnosti jater. Na zaklad¢
vysoké prevalence inzulinové rezistence u pacientli s jaterni steatosou a Vv fad¢ studii zjisténa
akumulace lipidii v jatrech u osob s metabolickym syndromem, je dnes jaterni steatosa
povazovana za soucdst poruch provazejici metabolicky syndrom. U zdravych dobrovolnikil
dieta s obsahem 25 % celkové energie ve form¢ sacharosy zvysila hladiny jaternich enzymi
AST a ALT jiz po 18 dnech podavani. Vysledky této studie jsou alarmujici vzhledem k tomu,
ze souCasny prumeérny piijem fruktosy v USA ¢ini 12 % celkového energetického piijmu a

muze dosahovat u nékterych osob az 15 %. V epidemiologické studii se ukézalo, Ze osoby

14



S jaterni steatosou v porovnani s kontrolni skupinou nebo béznou populaci, konzumovaly
dvojnasobné mnozstvi sladkych napoji. V mechanizmu negativnich G¢inkt fruktosy na jaterni
steatosu muze hrat dilezitou ulohu vycerpani ATP (adenosintrifosfatu) pii fosforylaci fruktosy
na fruktoso-1- fosfat enzymem fruktokinasou, které je davano do souvislosti s rozvojem zanétu

a progresi steatosy do steatohepatitidy (Kazdova, et al., 2013).

Fruktosa se primyslové vyrabi z inulinu. Inulin se ziskdva z plodin, které obsahuji jeho

vysoké mnozstvi. Jsou to dekanka a topinambur (Simko, 2009).
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Obrazek 3 Struktura molekuly D — fruktosa (Anon., 2006)

2.2.2 Oligosacharidy

Oligosacharidy vznikaji spojovanim monosacharidli glykosidickou vazbou, skladaji se
maximalné z 10 monosacharidl. Podle po¢tu monosacharidovych jednotek je rozliSujeme na

disacharidy, trisacharidy atd.

Disacharidy, které jsou béZnou slozkou potravy, nejsou vstiebavany ze stfeva a musi byt
Vv jeho sténé hydrolyticky $tépeny na své monosacharidové jednotky. Nejvyznamnéjsi je
v tomto sméru laktosa ve vyzivé mlad’at savca a sacharosa, ktera je zasobni latkou nékterych

rostlin (Sipal, et al., 1992).
2.2.2.1 Laktosa

Laktosa je mlécny cukr. Je to disacharid tvofeny z glukosy a galaktosy, které jsou spojeny 3
1— 4 glykosidickou vazbou.
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CH,OH CH,OH
OH O O. OH

OH OH
Obrazek 4 Struktura molekuly laktosa (Minichova, et al., 20015)

Tvofti zékladni slozku sacharidi matefského mléka vSech savct. Obsah laktosy v mléce
je ovlivnén mnoha faktory, napiiklad ZzivociSnym druhem, fazi laktace, vyzivou nebo
zdravotnim stavem. Laktosa se podili spolu s draselnymi, sodnymi a chloridovymi ionty na
osmotické rovnovaze v mlécnych zlazach. Spolu s tuky a bilkovinami tvoii zékladni nutri¢ni

slozku mléka (Fox, et al., 1998).

Tabulka 2 Prehled slozeni hlavnich druhui mlék v g na 100 g mléka (Michaelsen, et al., 2003)

Druh Bilkovina Mléény Mineralni
mléka Voda(g) () TUk(©@  cukr@@  ldtky (9)
materské

(lidske) 87,6 1,2 41 7,1 0,2
kravské 87,4 3,2 3,7 4,7 0,8

kozi 86,6 3,6 4,2 4,8 0,8

ovéi 83,9 5,2 6,2 4,2 0,9

Asi u 70 % populace, zejména v Asii, Africe a Jizni Americe, se po skonceni kojeni
vyrazné snizuje produkce laktasy. Laktasa je enzym, ktery umoziuje Stépeni laktosy. Tato
laktasova deficience vede ke snizené absorpci laktosy a dale az k vytvofeni laktosové

intolerance (McSweeney & Fox, 2009).

Laktosa je velmi dobife zkvasitelna bakteriemi mléného kvaSeni, zejména rody
Lactococcus spp. a Lactobacillus spp., na mléénou kyselinu. Toho se vyuziva pii vyrobé
kysanych mlécnych vyrobki. Dale se zlaktosy vyrabi xantanova guma, kterda ma
V potravinarstvi hojné vyuziti. U této vyroby slouzi laktosa jako substrat pro Xanthomonas

campestris (Fox, et al., 1998).
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Isomeraci laktosy se vyrabi laktulosa. Laktulosa je synteticky disacharid, isomer laktosy.
Je sladsi nez laktosa, je antikariogenni a neni hydrolyzovana v tenkém stfevé. Pokracuje do
tlustého stfeva, kde je fermentovdna bakteriemi mlééného kvaSeni vcCetné bifidobakterii.
Z tohoto duvodu se laktulosa vyuziva k pozitivnimu ovlivnéni sttevni mikrobioty. Naptiklad je
pfidavana do kojenecké umélé vyzivy pro podporu bifidogennich a mirn€ laxativnich u¢inka
matefského mléka. Také je vyuzivana jako veterinarni a humanni projimadlo (Wong & Jenness,

1999; Fox, et al., 1998).

2.2.2.2 DalSi oligosacharidy

Dalsimi oligosacharidy jsou rafinosa, stachyosa a verbaskosa. Vyskytuji se v semenech lusténin
a zpusobuji nadymani u lidi i u zvifat. Tyto sacharidy unikaji trdveni v horni ¢asti
gastrointestinalniho traktu, protoze zde pro né neexistuje zadna enzymova aktivita (o-
galaktosidasa). V dusledku toho je metabolizuji bakterie ve spodni ¢asti gastrointestinalniho
traktu a tvoii velké mnozstvi oxidu uhli¢itého a vodiku. Mnozstvi a slozeni vyprodukovanych
plynt odrazeji rozdily v typu, umisténi a mnozstvi stfevnich mikroorganismi majicich a-
galaktosidasu v pfiznivém zivném prostiedi (Rackis, 1975).
CH,OH
HO /—O

OH
O HOCH, O

CH,OH
OH

Obrdazek 5 Struktura molekuly rafinosa (Marias, 2017)

2.2.3 Polysacharidy

Polysacharidy jsou nejrozsifené€jsi biopolymery v pfirod¢. Skladaji se z velkého poctu
monosacharidi nebo jejich derivata. Ty jsou spojeny glykosidovymi vazbami do linedrnich
nebo rozvétvenych fetézci. Pokud je fetézec tvoien pouze jednim druhem monosacharida,
jedné se o homoglykan. Pokud se ve stavbé molekuly nachazeji riizné monosacharidy jedna se
o heteroglykan. Stavebnimi jednotkami polysacharidi nejsou jednotlivé monosacharidy, ale

oligosacharidy. V zavislosti na struktufe maji rizné polysacharidy rizné vlastnosti. Nékteré
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jsou rozpustné ve vodeé, napriklad amylosa, nékteré bobtnaji a tvofi viskozni roztoky, napiiklad
pektiny, jiné jsou ve vodé zcela nerozpustné, napiiklad celulosa. V organismech plni funkci
podpurnych a stavebnich struktur, jako celulosa a chytin, nebo jsou zasobnimi latkami jako
Skrob u rostlin nebo glykogen u zivocichi anebo plni funkci fyziologicky aktivnich latek,

naptiklad heparin (Sipal, et al., 1992).
2.3 Prebiotika

Prebiotika jsou definovana jako nestravitelné slozky potravy, které ptiznivé ovliviiuji hostitele
tim, ze selektivné stimuluji rGst nebo ¢innost bakterii, obvykle bifidobakterii a laktobacilt
slozkam potravy (Gibson & Roberfroid, 1995). Aby tyto slozky potravy mohly byt zahrnuty

mezi prebiotika musi spliiovat nasledujici kritéria podle (Gibson, 1998):
e nesmi byt hydrolyzovany ani absorbovany v horni ¢asti gastrointestinalniho traktu,
e jsou fermentovany prospéSnymi bakteriemi v tlustém stievé,

e jsou schopny meénit stfevni mikrobiotu ke zdravéjSimu sloZeni, a to zvySujicim se
poctem sacharolytickych druhit a zaroveil snizovanim poctu hnilobnych

mikroorganisma.

Jako prebiotika se casto pouzivaji fruktooligosacharidy, galaktooligosacharidy,
isomaltooligosacharidy, so6jové oligosacharidy, hlavn€ rafinosa, xylooligosacharidy,

laktosacharosa, laktulosa a laktitol (Sekhon & Jairath, 2010).

Mezi nejvice studovana a dobfe zavedend prebiotika patii inulin a oligofruktosa. Spliuji
nestravitelnost v horni ¢asti gastrointestinalniho traktu, takze se do tlustého stieva dostanou
prakticky beze zmény. Diky tomu jsou fermentovany sacharolytickymi bakteriemi stfevni
mikrobioty. Uéinky inulinu a oligofruktosy na lidskou stievni mikrobiotu byly rozsahle
studovany v in vivo i in vitro studiich. VétSina studii uvadi selektivni fermentaci prospésnou

mikrobiotou, hlavn¢ bifidobakteriemi a v mens$i mife laktobacily (Kolida, et al., 2002).

Gibson & Wang (1994) potvrdili prebiotické ucinky inulinu a oligofruktosy v in vitro
studiich. Fermentace byla porovndvéana sfadou referencnich sacharidi. Naméfené udaje
bakteridlniho ristu ukazaly prednostni fermentaci bifidobakteriemi, zatimco populace

Escherichia coli a Clostridium perfringens byly udrZzovany na relativné nizké trovni.
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2.3.1 Laktulosa, laktitol a kyselina laktobionova

Laktulosa vzniké izomeraci glukosylu v laktose zptisobené zahiatim mléka. V malém mnoZzstvi
je tedy ptirozenou slozkou tepelné osetieného mléka a mlécnych vyrobku. Patrny vliv na stievni
mikrobiotu ma ve vyssich koncentracich. Laktitol vzniké elektrolytickou redukci nebo redukci
tetrahydridoboritanem sodnym (Modler, 1994). Laktulosa a laktitol se podavaji pacientim
s encefalopatii, coz je intoxikace mozku mocovinou v diusledku nefunk¢nosti jater, a
s chronickou zacpou. Jsou fermentovany v tlustém stievé tamni mikrobiotou a redukuji tvorbu
amoniaku. Kyselina laktobionova vznikd z laktosy oxidaci. M4 sladkou chut’, nizkou

energetickou hodnotu a pisobi jako prebiotikum (Schaafsma, et al., 2003).

Laktulosa a kyselina laktobionova nejsou metabolizovany v tenkém stfeve, zatimco
laktitol Caste¢né ano. Laktulosa je v tlustém stievé 1épe vyuzivana bifidobakteriemi nez
fruktooligosacharidy a laktitol. Bohuzel je také dobte fermentovana klostridiemi. U dospélého
¢loveka vede prijem 3 g laktulosy denné ke kolonizaci stiev bifidobakteriemi ze 47 % (Gomes
& Malcata, 1999).

2.3.2 Fruktooligosacharidy

Fruktooligosacharidy jsou polymery D-fruktosy spojené B (2—1) vazbami a zakoncené
molekulou glukosy. Polymerac¢ni stupen je 2 az 30. Jsou rostlinného ptivodu. Vyskytuji se
naptiklad v ¢ekance, cibuli, artyCoku, rajCatech, cesneku nebo bandnu. Primérny obsah
Vv Cerstvé zelenin€ a ovoci se pohybuje okolo 6 %. Primyslové se vyrabi bud’ hydrolyzou
inulinu nebo ze sacharosy cervené fepy ucinkem fruktosylfuranosidasy z Aspergillus niger
(Rudolfova & Curda, 2005). Fruktooligosacharidy nejsou vyuZzivany patogennimi
mikroorganismy tlustého stfeva, jako jsou napiiklad Escherichia coli a Clostridium
perfringens. Nejsou vyuzivany ani Streprococcus mutans Vv ustech, tim padem nepfispivaji
tvorb& zubniho kazu. Pfi davkovéni fruktooligosacharidii 3 az 6 graml za den dochéazi ke
sniZzeni produkce toxickych slozek a nezddoucich enzymi ve stfeveé az o 40-45 %. Pozitivni
efekt ma davka 2-10 gramii za den, ovSem priimérna spotieba je pouze kolem 0,8 gramii denné

(Rivero-Urgell & Santamaria-Orleans, 2001).
2.3.3 Galaktooligosacharidy

Galaktooligosacharidy jsou zivocisného pivodu (kravské mléko). Vyrabi se priamysloveé

z laktosy transgalaktosylaci (Playne & Crittenden, 1996). Transgalktosylace je doprovodna
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reakce enzymové hydrolyzy laktosy na glukosu a galaktosu ucinkem [-galaktosidasy. Ta
pusobi pienos galaktosylu uvolnéného rozstépenim vazby mezi glukosou a galaktosou na jiny
sacharid, ktery je pfitomny v prostfedi. V nejjednodussim piipadé se jednd o molekulu vody a
vznika volna galaktosa (hydrolyza). V ostatnich pfipadech vznikaji transgalaktosylaci di-, tri-,
tetra- a penta- sacharidy (Rudolfova & Curda, 2005). Galaktooligosacharidy ptisobi jako
rozpustna vlaknina podobné jako fruktooligosacharidy. Maji vyznamné fyzikalné-chemické
vlastnosti, diky kterym se vyuzivaji ve vyrobé potravinarskych produktd. Ptikladem jsou
zvySovani viskozity vyrobki, zadrz vlhkosti, vazbou vody snizuji jeji aktivitu a tim vyznamneé

omezuji projevy mikrobialni kontaminace (Crittenden & Playne, 1996).

Pti fermentaci prebiotik vznikaji obvykle acetat, propionat a butyrat. Tyto latky snizuji
pH v tlustém stfev€é, mohou ovliviiovat peristaltiku stiev a slouzi jako energeticky zdroj.
Butyrat slouzi jako energeticky zdroj kolonocytim. Propionét pravdépodobné snizuje hladinu

cholesterolu v krvi (Andoh, et al., 2003).

Kombinaci prospésnych ucinka probiotik a prebiotik se vyvinula synbiotika. Prebiotika
zvySuji zivotaschopnost probiotickych mikroorganismi, se kterymi jsou spoleéné obsazeny

v synbiotiku (Sekhon & Jairath, 2010).

Tabulka 3 Bézneé uzivand synbiotika (Sekhon & Jairath, 2010)

Probiotikum Prebiotikum
laktobacily laktitol

laktobacily inulin

bifidobakterie fruktooligosacharidy
bifidobakterie galaktooligosacharidy

laktobacily a bifidobakterie

fruktooligosacharidy (inulin)
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3 Cil

Cilem této diplomové prace je testovat rtzné sacharidy pii kultivaci bakterii druhu
Bifidobacterium animalis. Pfi testovani budou sacharidy pouzity jako jediny zdroj uhliku.
Budou pouzity mono i oligosacharidy. Z monosacharidi bude ruast testovan na glukose a
galaktose a jako oligosacharid bude pouzita laktosa. Pomoci turbidimetrie bude zméiena
opticka denzita, nasledné budou stanoveny riistové vytézky vahovou metodou. Vyzkum bude
dale zaméfen na enzymovou aktivitu daného druhu. Z naméfenych dat bakalafské prace
(Dvotakova, 2015) se zda, ze poddruh Bifidobacterium animalis subsp. lactis obtizné vyuziva
galaktosu jako zdroj uhliku, a proto pomoci API ZYM testu bude testovdna a porovnana

enzymova aktivita u celych a rozbitych bunék zminéného poddruhu.

Vyslovena hypotéza je, Ze ruzné substraty budou rozdilné¢ vyuzivany druhem

Bifidobacterium animalis, coz se projevi na ristovych vytézcich.
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4 Material a metoda
V této kapitole budou popsany vSechny materidly, které byly pouzity pro vyzkum prace, a také
vSechny postupy vyzkumu.

4.1 Mikroorganismy

Pro vyzkum této diplomové prace byly pouzity mikroorganismy se sbirky Katedry
mikrobiologie, vyzivy a dietetiky Fakulty agrobiologie, pfirodnich a potravinovych zdroju

Ceské zeméd¢lské univerzity:

e Bifidobacterium animalis subsp. lactis — izolovany z fermentovaného mlé¢ného
vyrobku (kmen DAN)

e Bifidobacterium animalis subsp. lactis — izolovany ze stolice §ténéte (kmen V1/2)
4.2 Pouzita kultiva¢ni média

V této podkapitole je popsan pouzity bujon pro kultivaci bakterii, vyznam jeho jednotlivych

sloZek a jeho ptiprava.
4.2.1 Wilkins-Chalgren bujon

Wilkins-Chalgren (Oxoid) bujon se pouziva pii kultivaci anaerobnich mikroorganismu. Je
odvozen od Wilkins-Chalgren Agaru, ktery byl pivodné vyvinut pro stanoveni minimalni
inhibi¢ni koncentrace pro antibiotika anaerobnich bakterii (Anon., 2015). V ramci vyzkumu byl

pouzit pro kultivaci bakterii po vyndani z mraziciho boxu pro jejich aktivaci.

Tabulka 4 Receptura Wilkins-Chalgren bujonu (Anon., 2015)

Prisady g.litr?
Trypton 10,0
Pepton 10,0
Séjovy pepton 5,0

Kvasni¢ny autolyzat 5,0

Glukosa 1,0

23



Piisady g.litr?!

Chlorid sodny 5,0
L-Arginin 1,0
Pyruvat sodny 1,0
Menadione 0,0005
Haemin 0,005

Pti kultivaci bunék pro méfeni optické denzity a stanoveni riistovych vytézkl byl pouzit
Wilkins-Chalgren bujon obohaceny o cystein 0,5 g.I"! a tween 1 g.I"* a do zékladni receptury
nebyla pfidana glukosa. Sacharidy byly pfidany dle testované varianty v podobé& zdsobniho

roztoku az po odkysli¢eni a sterilaci.
4.2.2 Vyznam sloZek bujonu

Trypton a pepton slouzi jako zdroj dusiku, aminokyselin a minerdlnich latek. Kvasni¢ny
autolyzat je ptidavan pro dostate¢ny obsah vitamint a dalSich ristovych faktort, jako jsou
puriny a pirimidiny. Glukosa je zdrojem uhliku. Chlorid sodny udrzuje osmotickou rovnovahu
média. L-Arginin napomaha riistu, pyruvat sodny poskytuje energii a heamin a menadione jsou

nezbytné pii ristu mnoha anaerobnich bakterii.
4.2.3 Piiprava bujonu

Wilkins-Chalgren bujon byl smichan s destilovanou vodou v pifedepsaném poméru (Viz
Tabulka 4) a rozpustén. Nasledné¢ byl nadavkovan do zkumavek ¢i laboratornich nadobek, tzv.
penicilinek. Ty byly poté probublany kysliku prostym oxidem uhli¢itym pfes médénou kolonu
a rychle uzavieny. Nasledovala sterilace pii 110°C po dobu jedné hodiny. Do takto
pfipraveného bujonu byly naockovany zdsobni roztoky sacharidi dle testované varianty.
Zasobni roztoky sacharidl byly pfipraveny navazenim sacharidii a smichanim s destilovanou

vodou. Dale nasledovalo jejich odkysliceni a sterilace.
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4.3 Kultiva¢ni podminky

Testované kultury byly pieockovany z mraziciho boxu do penicilinek s Wilkins-Chalgren
bujonem. Inokula¢ni davka byla 0,4 ml z narostlé kultury. Kultivace probihala anaerobné

béhem 24 hodin v laboratornim inkubatoru pfi teploté 37 °C. Nasledné byla aktivovana kultura

zkontrolovana mikroskopicky z diivodu ovéfenti jeji Cistoty nebo piipadné kontaminace.

Obrazek 6 Bifidobacterium animalis subsp. lactis (DAN)
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Obrdazek 7 Bifidobacterium animalis subsp. lactis (V1/2)

4.3.1 Méreni optické denzity turbidimetrickou metodou

Aktivovana a zkontrolovana kultura byla pfeockovana do zkumavek s 9 ml Wilkins-Chalgren
bujonu, upravenym pro tuto ¢ast vyzkumu, a 1 ml zdsobniho roztoku sacharidu. Vysledna
koncentrace sacharidu byla 2 g.I"t. Mnozstvi zao¢kované kultury bylo 0,3 ml. Nasledné bylo
provedeno prvni vychozi méfeni optické denzity v ¢ase 0 naockované kultury pomoci
spektrofotometru (Biosan). Dale nasledovala kultivace po dobu 24 hodin v laboratornim

inkubdtoru pfi teploté 37 °C. Poté bylo provedeno druhé méfeni pomoci spektrofotometru.

Kultivovaly se dva poddruhy bifidobakterii na tfech zdrojich uhliku (glukosa, galaktosa,
laktosa). Kazdy ve ¢tyfech kopiich. U méfeni byla provedena kontrola v podobé zkumavky

S bujonem a sacharidem bez zaockované kultury.
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Obrazek 8 Demonstrace rustu bakterii pomoci detekce zakalu (turbidimetrie), vlevo Cisty
bujon, vpravo plné narostla kultura

43.2 APl ZYM test

API ZYM test byl proveden u obou testovanych kment, a to z celych bun¢k, z odstfedénych
bunck (supernatant) a z rozbitych bunék. Z narostlé kultury byly odebrany 2 ml a ptfevedeny do
zkumavky — eppendorfky. Nasledovalo odstfedéni po dobu 3 minut na 14500 g. Vzorek
supernatantu nebyl dal upravovan a rovnou byl nanesen na API ZYM test. U vzorku celych
bun¢k byl vylit supernatant a buniky byly promyty dvéma mililitry pufru. Slozeni pufru viz
Tabulka 5. Ze vzorku na rozbijeni bunék byl také vylit supernatant, buiky byly promyty
1,6 mililitry pufru a potom k nim byl ptidan CTAB (hexadecyltrimethylamoniumbromid,
Sigma) v mnozstvi 0,4 mililitru. API ZYM test byl pfipraven nanesenim malého mnozstvi
destilované vody na dil s jamkami. Do jamek byly pfevedeny vzorky. Poté byly testy vlozeny
na 4 hodiny do laboratorniho inkubatoru na kultivaci pti 37 °C. Po kultivaci byla do kazdé
jamky ptidana kapka roztoku API ZYM A a kapka roztoku API ZYM B. Tim doslo k barevnym

zménam a nasledovalo vyhodnoceni.
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Obrazek 9 APl ZYM test

Tabulka 5 Slozeni pufru

Prisady MnoZzstvi
Hydrogfenfosforecnan 0,12¢g
draselny

D1hydr<?genfosforecnan 0,0333 g
draselny

Cystein 0,059
Destilovana voda 100 ml

433 Ristové vytézky

Aktivovana a zkontrolovana kultura byla pfeockovana do penicilinek s 9 ml Wilkins-Chalgren
bujénu, upravenym pro tuto cast vyzkumu, a 2,25 ml zasobniho roztoku sacharidu. Vysledna
koncentrace sacharidu byla 2 g.It. Mnozstvi zaockované kultury bylo 0,3 ml. Nésledovala
kultivace po dobu 24 hodin v laboratornim inkubatoru pfi teploté 37 °C. Kultivovaly se dva
poddruhy bifidobakterii se dvéma zdroji uhliku (glukosa a laktosa), kazdy ve tiech kopiich.
Nasledovala centrifugace po dobu ¢tyi minut pii 6000 g. Poté byl slit supernatant, vzorky byly
promyty destilovanou vodou a znovu centrifugovany za stejnych podminek. Nasledn¢ byly ke
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vzorkum pridany 4 ml destilované vody a vzorky byly zmrazeny na teplotu minus 50 °C a poté
byly vlozeny do lyofilizatoru k lyofilizaci. Lyofilizace neboli vakuové vymrazovani je metoda
suSeni vlhkych materidli. Pouziva se zejména pro material, ktery nesndsi vyssi teploty jako jsou
napiiklad bunky nebo bakterie. Uplatiiuje se 1 pii suSeni potravin a ve farmaceutickém
primyslu. Princip lyofilizace je zalozen na odstranéni vody vakuovou sublimaci ledu (Poole &
Poole, 1991). Po dvou dnech byly penicilinky vyndany a zvazeny. Obsah narostlé biomasy byl
vysypan a penicilinky byly promyty destilovanou vodou. Nasledn¢ byly zmrazeny, opct
lyofilizovany po dobu dvou dnil a zvaZzeny. Divodem druhé lyofilizace byl fakt, ze po otevieni
se do penicilinky dostala vzdusna vlhkost, ktera ovliviiovala hmotnost, a proto bylo poticba
penicilinky opétovné lyofilizovat pro odstranéni vlhkosti. Rustovy vytézek se rovna rozdilu

obou vazeni.

Obrazek 10 Lyofilizace
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4.4 Pristroje pouZité pri vyzkumu
V této kapitole jsou popsany pfistroje, které byly pouzity pti vyzkumu této prace.
4.4.1 Mikroskop Nikon eclipse E200

Mikroskop s fazovym kontrastem byl pouzit pro zhodnoceni Cistoty kultur.

Obrdazek 11 Mikroskop Nikon eclipse E200

4.4.2 Laboratorni inkubator

Laboratorni inkubator slouzil k inkubaci bakterii pii teplot¢ 37 °C u vSech méfeni tohoto

vyzkumu.
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Obrazek 12 Laboratorni inkubdator

4.4.3 Spektrofotometr (denzitometr) Biosan, McFarland DEN 1B

Pomoci denzitometru byla méfena opticka denzita narostlé kultury ve zkumavce. Denzitometry
jsou urceny pro méfeni zédkalu bunééné suspenze. Denzitometry poskytuji moZnost méteni
zakalu roztoku Vv §ir§im rozsahu, az do 15,0 McFarland jednotek. Denzitometr se pouziva pro
meéfeni  koncentrace bunék Vv pribéhu fermentaéniho procesu, stanoveni citlivosti
mikroorganismtl na antibiotika, identifikace mikroorganismti za pouziti riznych testovacich
systémi, pro meéfeni absorpce na urcité vinové délce, tak i pro kvantitativni stanoveni
koncentrace barevného roztoku, absorbujici zelené svétlo. Princip ¢innosti je zaloZzen na méteni
optické hustoty s digitalni prezentaci vysledki v McFarland jednotkach. Vinova délka svétla

generovaného pfistrojem je A = 565 £ 15 nm.
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Obrazek 13 Denzitometr
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4.4.4 Centrifuga Eppendorf Mini Spin a Universal 320R

Pti vyzkumu byly pouzity dvé centrifugy. Jedna slouzila pro odstfedéni vzorkl ve zkumavkach
eppendorf na 14500 g pti API ZYM testu. Druha centrifuga slouzila pro odsttedéni vzorkd na

6000 g ve zkumavkach pti postupu ve stanovovani rustovych vytézki.

Obrazek 14 Centrifuga Eppendorf Mini Spin

Obrdazek 15 Centrifuga Universal 320R
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4.4.5 Lyofilizator Power Dry LL3000

V lyofilizatoru probihala lyofilizace bun€k pro stanoveni ristovych vytézka.

Obrazek 16 Lyofilizator

446 Laboratorni vahy Mettler AE 200

Laboratorni vahy byly pouzity pro navazky sacharidii pro zasobni roztoky, pro navazky pii

pripravé bujonu a zejména pro stanoveni rustovych vytézki.

Obrazek 17 Laboratorni vahy
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5 Vysledky

V této kapitole jsou uvedeny namétené hodnoty z méfeni optické denzity, vysledky stanoveni
rastovych vytézka spolu se statistickym vyhodnocenim a fotograficky zdokumentované
vysledky API ZYM testu.

5.1 Méreni optické denzity

Pomoci denzitometru byla méiena opticka denzita v Case 0 a po 24 hodinach kultivace.
Tabulka 6 Opticka denzita vzorku Bifidobacterium animalis subsp. lactis (DAN)
Sacharid

Glukosa Laktosa Galaktosa

Opticka denzita (McFarland)

Cas Primer Smérodatna Primer Smérodatna Primer Smérodatna
(h) odchylka odchylka odchylka

0 1,2 0,05 1,2 0,08 1,3 0,06

24 6,8 0,1 6,8 0,05 1,3 0

Tabulka 7 Opticka denzita vzorku Bifidobacterium animalis subsp. lactis (V1/2)

Sacharid
Glukosa Laktosa Galaktosa

Opticka denzita (McFarland)

Cas Primer Smérodatna Promer Smérodatna Promer Smérodatna
(h) odchylka odchylka odchylka

0 1,2 0 1,2 0,05 1,3 0,06

24 6,8 0,05 6,6 0,13 1,3 0,1
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Obrazek 18 Porovnani optické denzity vzorkit DAN a V1/2 po 24 hodindch pri ristu na
glukose, laktose a galaktose

5.2 Ristové vytézky

Pro zjiSténi, zda se zmétené riistové vytézky vzorkli mikroorganismi liSi vyznamné pfi riistu
na laktose a glukose, nejdiive provedeme dvou vybérovy F-test pro shodu rozptylt. Timto
testem se zjisti, zda jsou ¢i nejsou rozptyly vah piirastku stejné. Pokud v testu je F > F kriticka,
potom rozptyly souborti dat nejsou stejné (Anon., 2016). Pokud stejné jsou, pouzije se pro
zjisténi, zda se prirustky 1isi statisticky vyznamné, dvou vybérovy T-test pro soubory dat se
stejnym rozptylem. Pokud rozptyly stejné nejsou, pouZije se dvou vybérovy T-test pro soubory
dat s nestejnym rozptylem. Pokud je v testu t Stat > t kriticka (2), potom se testované soubory
dat 1i8i vyznamné (Anon., 2016). Vsechny nasledujici statistické testy byly provadény pii

nastavené hladin€é vyznamnosti « = 0,05.
5.2.1 Rustové vytézky vzorki kmene DAN

Byly zjistovany ristové vytézky vzorki kmene DAN pfi ristu na glukose a laktose a provedeno

statistické zhodnoceni ptirtastki.
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Tabulka 8 Riistové vytezky vzorkit kmene DAN pri rustu na glukose

Hmotnost Hmotnost Hmotnost vzorku
Vzorek zkumavky véetné  zkumavky bez (Mg)
vzorku (g) vzorku (g) g
1 18,2661 18,2631 3
2 33,1464 33,1426 3,8
3 18,8067 18,8027 4

Tabulka 9 Riistové vytezky vzorkit kmene DAN pri riistu na laktose

Hmotnost

Vzorek zkumavky véetné  zkumavky bez I(—|mrg§)tnost vzorku
vzorku (g) vzorku (g)
1 30,6014 30,5992 2,2
2 32,2846 32,2824 2,2
3 32,6577 32,6556 2,1

Hmotnost

Tabulka 10 Dvou vyberovy F-test pro rozptyl pro riistové vytézky vzorkit kmene DAN pri riistu
na glukose a laktose

Hmotnost
vzorku p¥i
laktose (mg)

Hmotnost
vzorku pri
glukose (mg)

Sti'. hodnota 3,6 2,166666667
Rozptyl 0,28 0,003333333
Pozorovani 3 3
Rozdil 2 2
F 84
P(F<=f) (1) 0,011764706
F krit (1) 19
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Pii dvou vybérovém F-testu pro rozptyl pro ristové vytézky vzorkti kmene DAN pfi ristu na
glukose a laktose je F > F kriticka, coz znamena, ze rozptyly vah piirastkd pro glukosu a laktosu
nejsou stejné. Pro zjisténi, zda se vahové prirastky lisi vyznamné, se tedy pouzije dvou

vybérovy T-test pro soubory dat s nestejnym rozptylem.

Tabulka 11 Dvou vybérovy T-test pro soubory s nestejnym rozptylem pro riistové vytézky
vzorkiit kmene DAN pri rustu na glukose a laktose

Hmotnost Hmotnost
vzorku pri vzorku pri
glukose (mg) laktose (mg)
Sti. hodnota 3,6 2,166666667
Rozptyl 0,28 0,003333333
Pozorovani 3 3
Hyp. rozdil st¥. 0
hodnot
Rozdil 2
t Stat 4,664004843
P(T<=t) (1) 0,021512826
t krit (1) 2,91998558
P(T<=t) (2) 0,043025653
t krit (2) 4,30265273

Plati, ze t Stat > t kriticka (2), takZze je moZné prohlasit, Ze primérny vahovy pririustek

vzorkid kmene DAN pfi ristu na laktose a glukose se liSi vyznamné.
5.2.2 Rustové vytézky vzorka kmene V1/2

Byly zjistovany ristové vytézky vzorkd kmene V1/2 pfi riistu na glukose a laktose a provedeno

statistické zhodnoceni ptirtstki.
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Tabulka 12 Ruistové vytézky vzorkii kmene V1/2 pri riistu na glukose

Hmotnost Hmotnost Hmotnost vzorku
Vzorek zkumavky véetné  zkumavky bez (Mg)
vzorku () vzorku () g
1 30,6183 30,6149 3,4
2 32,9153 32,9118 3,5
3 32,465 32,4614 3,6

Tabulka 13 Riistové vytezky vzorkii kmene V1/2 pri riistu na laktose

Hmotnost Hmotnost

Vzorek zkumavky véetné  zkumavky bez I(—|mrg§)tnost vzorku
vzorku (g) vzorku (g)
1 32,6179 32,6154 2,5
2 31,9499 31,9476 2,3
3 33,3428 33,3404 2,4

Tabulka 14 Dvou vyberovy F-test pro rozptyl pro riistové vytézky vzorkii kmene V1/2 pri riistu
na glukose a laktose

Hmotnost Hmotnost
vzorku pri vzorku p¥i
glukose (mg) laktose (mg)
Sti. hodnota 3,5 2,4
Rozptyl 0,01 0,01
Pozorovani 3 3
Rozdil 2 2
F 1
P(F<=f) (1) 05
F Kkrit (1) 19
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Pfi dvou vybérovém F-testu pro rozptyl pro rustové vytézky vzorkt kmene V1/2 pfi ristu na
glukose a laktose je F < F kriticka, coz znamena, ze rozptyly vah piirastkd pro glukosu a laktosu
jsou stejné. Pro zji$téni, zda se vahové prirastky 1isi vyznamné, se tedy pouZzije dvou vybérovy

T-test pro soubory dat se stejnym rozptylem.

Tabulka 15 Dvou vybérovy T-test pro soubory se stejnym rozptylem pro ristové vytezky
vzorkiit kmene V1/2 pri ristu na glukose a laktose

Hmotnost Hmotnost
vzorku pri vzorku pri
glukose (mg) laktose (mg)
Sti. hodnota 3,5 2,4
Rozptyl 0,01 0,01
Pozorovani 3 3
Hyp. rozdil st¥. 0,01
hodnot
Rozdil 0
t Stat 4
P(T<=t) (1) 13,47219359
t krit (1) 8,78177E-05
P(T<=t) (2) 2,131846786
t krit (2) 0,000175635

Plati, ze t Stat > t kriticka (2), takZze je moZné prohlasit, Ze primérny vahovy pririustek

vzorki kmene V1/2 p¥i riistu na laktose a glukose se lisi vyznamné.
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5.2.3 Grafické porovnani priristku

V kapitole jsou graficky porovnany vahové ptirtstky vzorkt DAN a V1/2 pii rGstu na glukose

a laktose.
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Obrazek 19 Porovnani zmérenych riistovych vytézku pri rustu na laktose a glukose pro vzorky
kmenii DAN a V1/2
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Obrazek 20 Porovnani zmérenych riistovych vytezkii vzorkit DAN a V1/2 p7i ristu na laktose
a glukose
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5.3 API ZYM test

APl ZYM testem byly zkoumany bunky vzorki DAN a V1/2 tfemi riznymi zplsoby (na

obrazcich shora doli):
1. Rozbité bunky

2. Odstfedéné bunky (supertenant)

3. Celé buiiky

Obrazek 21 APl ZYM test pro vzorky DAN pro rozbité, odstiedené a celé bunky

Obrazek 22 AP1 ZYM test pro vzorky V1/2 pro rozbité, odstiredéné a celé bunky
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Obrazek 23 Navod pro vyhodnoceni API ZYM testu
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Tabulka 16 Vyhodnoceni API ZYM testu podle navodu pro vzorky DAN pro rozbité,
odstredené a celé bunky

lf)z?lityé Supernatant Celé bunky
Cislo
enzymu v Vyhodnoceni vysledku podle navodu
navodu
1 0 0 0
2 0 0 0
3 1 0 1
4 1 0 1
5 0 0 0
6 5 0 5
7 1 0 1
8 0 0 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 1 0 1
12 1 1 5
13 1 0 5
14 5 0 5
15 0 0 0
16 5 1 5
17 5 0 5
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0
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Tabulka 17 Vyhodnoceni API ZYM testu podle navodu pro vzorky V1/2 pro rozbité,
odstredené a celé bunky

l:)?lzf:)li;é Supernatant Celé bunky
Cislo
enzymu v Vyhodnoceni vysledku podle navodu
navodu
1 0 0 0
2 0 0 0
3 1 0 1
4 1 0 1
5 0 0 0
6 5 0 5
7 1 0 1
8 0 0 0
9 0 0 0
10 0 0 0
11 1 0 1
12 1 0 3
13 3 0 5
14 5 0 5
15 0 0 0
16 5 0 5
17 5 0 3
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0
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6 Diskuse

Z naméfenych vysledki lze obecné konstatovat, Zze oba testované kmeny poddruhu
Bifidobacterium animalis subsp. lactis pravdépodobné nejsou schopny vyuzivat galaktosu jako

zdroj uhliku, a to jak ve form¢ samotného monosacharidu, tak jako soucast disacharidu.

Z vysledkti méteni optické denzity vyplyva, Ze oba kmeny velmi dobte (pIn€) vyuzivaji
glukosu. Zde byla opticka denzita naméfena nejvyssi. Rovnéz vyuzivaji laktosu, zde byl narast
niz8i nez u glukosy a u galaktosy optickd denzita viibec nevzrostla. Tyto vysledky napovidaji,
ze bunky v ptfipad¢ laktosy, ktera se sklada z glukosy a galaktosy, vyuzily pouze glukosu, a
proto byl nariist na tomto disacharidu niz§i. V ndvaznosti na tyto poznatky bylo provedeno
méfeni ristovych vytézku.

Pro méfeni ristovych vytézka byly zvoleny sacharidy glukosa a laktosa pro ovéfeni
hypotézy, ze testované kmeny nevyuziji galaktosu z laktosy, coz se projevi na rdstovém
vytézku niz$im nariistem biomasy ve srovnani s glukosou. Po statistickém vyhodnoceni
namétenych vysledki se hypotéza potvrdila. Je mozné prohlasit, ze primérny vahovy ptirastek

vzorkd obou kment pfi ristu na laktose a glukose se 1isi vyznamng.

Rod Bifidobacterium rychle vyuziva mnozstvi oligosacharidii ve srovnani s jejich
monosacharidovymi slozkami (Mitsuoka, 1992). Hopkins, et al. (1998) testovali schopnost
bifidobakterii fermentovat rtizné zdroje uhliku s ohledem na rustové parametry, jako je
napiiklad specificka riistova rychlost. Tato studie ukazuje, ze mnoho kment vyuziva 1épe
oligosacharidy nez samotné monosacharidy, ze kterych se skladaji. Watabe, et al. (1983)
popisuji deset kmenu Bifidobacterium gallinarum. Jeden z kmend nebyl schopen vyuzit
samotnou glukosu, ovS§em dobfe rostl na médiu obsahujicim sacharosu. Také podle (Trojanova,
et al., 2006) druhy Bifidobacterium breve a Bifidobacterium animalis maji znacné vyssi
specifickou rastovou rychlost na sojovych oligosacharidech (rafinosa, stachyosa) nez na
glukose. Podle (Rockova, et al., 2012) vykazuji jednotlivé druhy bifidobakterii specifické

rozdily ve vyuzivani sacharidovych substrati.

Pomoci API ZYM testu byla testovana enzymaticka aktivita obou kmenti. AP1 ZYM test
umoziuje testovat aktivitu dvaceti enzymii. U kazdého kmene byly testovany tii varianty, a to
testovani enzymatické aktivity rozbitych bunck, celych bun€k a supernatantu. Aktivita
supernatantu vysla v ptipadé kmene V1/2 nulova a u kmene DAN byla zaznamenana mirna
aktivita u dvou enzymd, a to u naftol-AS-Bl-fosfohydrolasy a alfa-glukosidasy. Na zakladé

tohoto vysledku se zda, ze enzymy jsou pfitomny pouze uvniti bunék. Mezi rozbitymi a celymi
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bunikami kmene DAN byly zaznamendny odliSnosti u tff enzym, u cystinarylamidasy, naftol-
AS-Bl-fosfohydrolasy a alfagalaktosidasy. V tomto piipad¢é se vzdy jednd o slabsi aktivitu
rozbitych bunék. Tento fakt by mohl byt zplisoben tim, ze rozbitd bunka jiz neni schopna
Stépeni substratu. Mezi rozbitymi a celymi bunikami kmene V1/2 byly zaznamenany odlisnosti
u tif enzymi, u naftol-AS-Bl-fosfohydrolasy a alfagalaktosidasy a beta-glukosidasy. V pfipadé
naftol-AS-Bl-fosfohydrolasy a alfagalaktosidasy se jedna o vyssi aktivitu celych bun¢k

a v piipadé beta-glukosidasy o vyssi aktivitu rozbitych bunék.

Fakt, ze oba kmeny nejsou schopné vyuzit galaktosu jako zdroj uhliku, by mohl byt
zpusoben tim, ze se galaktosa nedostane pres bunéénou membranu do buiikky. O mechanismu
absorpce sacharidlii u bifidobakterii zatim neni mnoho informaci, ovSem podle (Degnan &
Macfarlane, 1993) pravdépodobné maji vyssi efektivitu ve vstiebavani dimernich a
oligomernich zdroj uhliku a mensi efektivitu u n€kterych monosacharid. U obou kment byla
zaznamenana aktivita enzymu alfa-galaktosidasy a beta-galaktosidasy. Z tohoto divodu jsou
bunky schopny vyuzit laktosu jako zdroj uhliku. Jsou tedy schopny rozlozit laktosu na glukosu
a galaktosu a glukosu vyuzit. Zd4 se tedy, ze builky nejsou schopny galaktosu vyuzit ani v

pfipad¢, Ze se ve formé laktosy dostane do buiiky.

V ptipad¢ pouziti vyse zminénych kment poddruhu Bifidobacterium animalis subsp.
lactis ve fermentovaném mlécném vyrobku poslouZi jako zdroj uhliku bakteriim pouze glukosa

a galaktosa zustane z laktosy nevyuzita.

48



[ Zavér

V Gvodu této diplomové prace bylo uvedeno, Ze druh Bifidobacterium animalis je druhem
bifidobakterii bézn¢ pouzivanych v potravinaiském primyslu, ktery je uvadén na trh po celém
svété v riznych mlé¢nych vyrobcich a kojenecké vyzivé (Saavedra, et al., 2004). Druh vykazuje

vlastnosti typické pro rod Bifidobacterium (Hopkins, et al., 1998).

Z bakalatské prace (Dvorakova, 2015) vychazel predpoklad, ze rizné substraty jsou
rozdilng€ vyuzivany druhem Bifidobacterium animalis, coz se projevuje na rastovych kiivkach,

a ze tento poddruh neni schopen vyuZzivat galaktosu.

Cilem prace bylo testovat rizné sacharidy pii kultivaci bakterii druhu Bifidobacterium animalis
za podminek, ze sacharidy byly pouzity jako jediny zdroj uhliku. Byly pouzity glukosa,
galaktosa a laktosa. Pomoci turbidimetrie byla zméfena optickd denzita a stanoveny ristové
vytézky vdhovou metodou. Dal§im cilem bylo zaméfit se na enzymovou aktivitu daného druhu.

Vsechny zminéné cile byly v praci dosazeny.

Vyslovena hypotéza byla, Ze rGzné substraity budou rozdilné vyuzivany druhem
Bifidobacterium animalis, coz se projevi na ristovych vytéZzcich. Tato hypotéza byla potvrzena.
Ristové vytéZzky narostlé na laktose byly niZs§i neZ na glukose, protoZe oba testované kmeny
pravdépodobné nejsou schopny galaktosu vyuZit jako zdroj uhliku, a to ani jako soucast laktosy.

Tento fakt je statisticky prukazny.
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