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U¢inky hmyziho chitinu na bifidobakterie a jeho vyznam
jako prebiotika

Souhrn

Predpoklada se, Ze do roku 2050 se populace navysi na bezmala 9 miliard lidi a spolu s
tim stoupne az o 70 % poptavka po bilkovindch zivocisného piivodu. Aktudlni stav produkce
potravin je za téchto podminek neudrzitelny, a proto se v soucasné dobé hledaji alternativni
potravinaiské smeéry, které prichazejici poptavku uspokoji. Jednim z alternativnich zdrojt
potravy je entomofagie neboli konzumace jedlého hmyzu. Jedly hmyz je obecné bohaty na
bilkoviny a tuky. Hmyz je ov§em krom¢ toho také velmi dobrym zdrojem chitinu. Praimérné je
hmyz tvoien z 10 % chitinem, ktery je pro ¢lovéka nestravitelny, muze vSak pusobit prebioticky
na stfevni mikrobiom.

Cilem diplomové prace bylo zjistit, jak chitin v téle jedlého hmyzu miize ovliviiovat in
vitro rast bifidobakterii a mit tak prebioticky G¢inek. Pro tuto praci jsme vybrali tii hmyzi
moucky: larvy potemnika mouc¢ného (Tenebrio molitor), Svaba obecného (Blatta orientalis),
a cvrcka domaciho (Acheta domesticus), z nichz byl vytvofen bujon, ktery slouzil jako
kultiva¢ni médium pro nami zvolené probiotické bifidobakterialni kmeny: Bifidobacterium
pseudocatenulatum (DSM 20 438), B. breve (ATCC 15 700), B. adolescentis (DSM 20 083),
B. longum (ATCC 15 707), B. animalis (DMS 10 140) a B. bifidum (DSM 20 082).

Pro samotné hodnoceni schopnosti bifidobakterii vyuzivat hmyzi mou¢ku jsme zvolili tfi
zkousky. Prvni hodnoceni probéhlo pomoci plotnové metody na Petriho miskach za pomoci
decimalniho fedéni. Dale byla stanovena absorbance pomoci optické denzity kultivaénich médii
s bifidobakteriemi. Poslednim testovanim bylo stanoveni rustovych kiivek bifidobakterii.

Vysledky testll ukazaly, ze nami zvolené bifidobakterialni kmeny se dokazaly nejlépe
kultivovat na Wilkins-Chalgren s ptidavkem sojového peptonu, ktery slouzil jako idealni
médium pro rist bifidobakterii. U hmyzich moucek nebyl zaznamenan zadny prebioticky efekt
a narist na jednotlivych hmyzich mouckach se od sebe piili§ nelisil. Nase prvotni hypotéza tak
nebyla potvrzena.

Ziskané hodnoty ukazuji, Ze hmyzi moucka, jejiZ hlavni soucasti je chitin, nedokaze
pusobit prebioticky jako jediny zdroj uhliku. Dale jsme zjistili, ze hmyzi moucka neinhibuje
bifidobakterialni kulturu a jako potrava budoucnosti nebude naruSovat bifidobakterialni
spoleCenstvi stiev.

Kli¢ova slova: Bifidobacterie; hmyz; chitin; prebiotika; probiotika



Effect of insect chitin on bifidobacteria and function like
prebiotikum

Summary

The population is expected to increase to almost 9 billion people in 2050, and together
the demand for animal protein will increase by up to 70 %. Under these conditions the current
state is unsustainable, when it comes o food production. Therefore alternative food routes that
would satisfy the incoming demand are currently being sought. One alternative is entomophagy
—the practice of eating insects, especially by people. Edible insects are generally rich in proteins
and fats. Insects are the same and also a very good source of chitin. On average, insects are
made up of 10% chitin, which is indigestible to humans and can have a prebiotic effect on the
intestinal microbiome.

The aim of the diploma thesis was to find out how chitin in the body of edible insects
can affect the growth of bifidobacteria in vitro and thus have a prebiotic effect. For this work,
we selected three insect meal: larvae of mealworms (Tenebrio molitor), cockroach (Blatta
orientalis) and domestic cricket (Acheta domesticus). Based on the fact that a broth was created
as a culture medium for our chosen probiotic bifidobacterial strains: Bifidobacterium
pseudocatenulatum (DSM 20 438), B. breve (ATCC 15 700), B. adolescentis (DSM 20 083),
B. longum (ATCC 15 707), B. animalis (DMS 10 140) and B. bifidum (DSM 20 082).

To create an evaluation of the ability of bifidobacteria to perform insect meal, we chose
three tests. The first evaluation was performed by using plate methods on a Petri dish with the
help of decimal dilution, and the absorbance was determined by using the optical density of
culture media with bifidobacteria. The last test was to determine the growth curves of
bifidobacteria.

The results of the tests show that the selected bifidobacterial strains were the best

cultured on Wilkins-Chalgren with the addition of soy peptone, which serves as a medium for
the growth of bifidobacteria. No prebiotic effect was found in insect flours and individual insect
flours did not differ much from each other. Our initial hypothesis may not be confirmed.

The obtained data showes that chitin cannot act prebiotically as the only carbon source.
We have also found that insect meal does not inhibit bifidobacterial culture and as a food of the
future will not disrupt the bifidobacterial intestinal community.

Keywords: Bifidobacteria; insect; chitin; prebiotics; probiotics
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1 Uvod

V soucasnosti je vétSina zapadni spolecnosti navykla na dostatek vétsiny dostupnych
zdrojui, véci a potravin. S vyhledem na budoucnost a S rostouci svétovou populaci, ktera se
v roce 2050 ptredpoklada okolo 9 miliard lidi, coz predstavuje témét 50 % pftirtstek populace,
vSak za¢ne byt nedostatek dostupnych potravin. Tento nedostatek je v soucasnosti jiz patrny
v zemich tfetiho svéta. S takto rostouci populaci bude vyvijen tlak na vsechny, ale zejména na
potravinaisky systém, ktery bude muset uzivit celou populaci. Z tohoto divodu Vv soucasnosti
sili zdjem o udrzitelné potravinairské systémy, tak aby jiz nyni mohla byt tato poptavka
uspokojena a v budoucnu nedochazelo k vyraznému nedostatku. Jednim z takovych opatieni
muze byt entomofagie, neboli konzumace hmyzu.

Prestoze se tento potravinarsky smér nesetkava v zapadnim svéte s oblibou. Entomofagie
je béznou soucasti mnoha tradi¢nich pokrmd, a to zejména v asijském regionu, kde jedly hmyz
slouzi jako relativn¢ levny a bohaty zdroj proteinti. V porovnani s hospodaiskymi zvifaty, je
zde vyrazné niz$i spotfeba krmiv a vody na produkci 1 kg jedlého hmyzu a tim 1 nizs$i produkce
CO..

Mimo bohatého zdroje proteinu je hmyz i vyznamnym zdrojem chytinu, ktery mize mit
I prebioticky potencial pro lidsky sttevni mikrobiom.



2  Védecka hypotéza a cile prace

Chitin pfitomny v téle hmyzu, mize pozitivné ovlivilovat rist stfevniho mikrobiomu
a byt tak prebiotikem.

Cilem prace je zjistit, jak chitin v téle jedlého hmyzu muze ovliviiovat in vitro rist
bifidobakterii a mit tak prebioticky u¢inek.



3 Literarni reSerse

3.1 Jedly hmyz

Lidstvo konzumuje hmyz po tisicileti. V historii se jednalo o jednoduchy zptsob
obstarani potravy, ktery byl vyzivny a chutny (FAO 2010). V soucasné dobé se pouziva termin
,,entomofagie®, vyjadiujici proces konzumace hmyzu jako potravy (Gahukar 2011). Toto slovo
pochazi ze starofeckého entomos ,,hmyz* a fagos ,.k jidlu*“ (Boudot & Courtioux 2021).

Biomasa hmyzu je v mnohych ekosystémech vysoka. Tento fakt vede k zavéru, Ze je
hmyz povazovan za neomezeny zdroj potravy a krmiva (Yen 2015a). Hmyz je druhové
nejbohatsi skupinou zivocichu, ktera zahrnuje 70-95 % vSech druht zvifat (Hodkinson 1992).
Neni ovSem znamo, kolik druhii je potencialn¢ vhodnym krmivem pro zvitata ¢i potravou pro
¢lovéka. V soucasnosti se udava, ze lidé konzumuji ptiblizn¢ 2 000 druhti hmyzu z globalné
popsanych 1,1 milionu druht (Yen 2015a).

3.1.1 Entomofagie jako udrzitelny zdroj potravy

Entomofagie se praktikuje z nékolika diivodi. Prvnim z nich je, ze se hmyz pfirozené
vyskytuje v lesich a ve vodnich zdrojich, ¢imZ se stavé lehce dostupnym pro kazdého. Zije ve
velkych poétech na jednom misté a je mozné ho lehce sbirat. Hmyz lze také snadno chovat
a mnozit. To v§e na malém prostoru v kratkém ¢asovém obdobi, diky rychlému zivotnimu cyklu
a vysokému piirustku biomasy (Oonincx et al. 2010). Vice nez 92 % jedlého hmyzu je sbirano
z volné ptirody. Problém ovSem nastava v piipad¢, kdyZ jsou ve velkém sbirany ohrozené druhy
hmyzu, jak je tomu napiiklad u zastupcu druhu Lepidoptera, ktefi patii mezi hlavni skupiny
jedlého hmyzu sbhiraného z volné ptirody. Diky jejich velkému vyuziti v entomofagii, ale musel
byt umistén na Cerveny seznam IUCN (mezinarodni seznam ochrany pfirody) ohrozenych
druhti zvitat (Yen 2015a). KdyZ se nejedna o ohrozey druh je dostupnost jedlého hmyzu z volné
ptirody velkym pozitivem. Svym konzumentiim nabizi nejen vysokou nutri¢ni hodnotu, ale také
¢etnost ekologickych vyhod. Tyto vyhody spocivaji ve zmirnéni soucasného tlaku na globalni
zajisténi potravin, ristu populace a posunu stravovacich preferenci. Dalsi vyhodou chovu
hmyzu je fakt, Ze nezpiisoboje tak velké mnozstvi sklenikovych plynt jako je tomu u Zivocisné
vyroby, ktera produkuje pfiblizn€ 14,5 % celkovych emisi sklenikovych plynl vzniklych
lidskou ¢innosti (Gerber et al. 2013). Produkce téchto plyni je povazovana za jednu z hlavnich
pfi¢in zmény klimatu, kterému spole¢nost v soucasnosti ¢eli. Kromé toho hospodaiska zvitata
produkuji velké mnozstvi amoniaku (NHz), coz vede k nitrifikaci a okyseleni pidy (Ramos-
Elorduy 2009).

Neopomenutelnym pozitivem je, Ze hmyz spotiebovava mnohem méné energie nez bézna
hospodaiska zvifata. To je dano tim, Zze hmyzi organismus funguje poikilotermicky, coz
znamena, Ze nevyuzivad svij metabolismus k zahiivani nebo ochlazovani téla. Tim je
energeticky méné naro¢ny nez jini zastupci zivocisné tise (Yen 2009; Premalatha et al. 2011)
a konverze krmiva je tim padem u hmyzu mnohem vice efektivni (obr. 1). Hmyz ma primér
konverze krmiva (FCR) 0,9 — 1,5. Pro porovnani s hospodaiskymi zvifaty: kufata 2,5 FCR, vept
5 FCR askot 10 FCR (Smil 2002). Celkov¢ tedy plati, ze pfeména biomasy Krmiva na bilkovinu
nebo kalorie je u hmyzu vice efektivni nez u hospodarskych zvifat (Huis 2013). Dalsim
faktorem efektivity hmyzu je i vyssi reprodukce a rychlost dosahovani pohlavni zralosti, ktera
se pohybuje spise ve dnech, a ne v mésicich ¢i letech, jak je tomu u hospodaiskych zvitat. Kdyz
vezmeme spojeni FCR a rychlost reprodukce hmyzu jedna se o 11x efektivnéjsi proces
produkce bilkovin oproti skotu. Dale pak chov hmyzu vyzaduje mnohem mensi prostor pro
Zivot a nezpusobuje takové zne€isténi jako hospodaiska zvirata (Oonincx et al. 2010).

V neposledni fadé¢ je potfeba zvazit skutecnost, Ze v roce 2050 by se svétova populace
méla navysit o tietinu, a tak piekrocit 9 miliard lidi na planeté. V soucasnosti trpi hladem



priblizn¢ 1 miliarda lidi. Aby nedochazelo k navySovéani hladovéni Organizace pro vyzivu
a zemeédélstvi  Spojenych  narodit  (FAO) odhaduje, Zze Dbude zapotfebi zvysit
celostétovouprodukci potravin 0 60 % oproti aktualnimu stavu. Jiz v soucasné dob¢ je znatelny
tlak na potravinové zdroje, jelikoz za poslednich 50 let vzrostla poptavka po potravinach o 50 %
(Beddington 2010; Gahukar 2011; Hanboonsong et al. 2013). Jednim z feSeni by bylo navyseni
orné pudy a pastvin, coz ovSem piichazi na jedné stran¢ do konfliktu s nutnosti udrzovat lesy
a na stran¢ druh¢ s tlakem urbanizace. Rostouci zajem o ptidu vede k tomu, ze produkce masa
z hospodatskych zvifat je ¢im dal mén¢ udrzitelna. At uz z pohledu prostoru pro chov nebo pro
pestovani plodin, kterymi jsou hospodarskéa zvifata krmena. Roste také vyuziti krmiva pro
vyrobu energie z biomasy. Jednim z moznych zpusobii, jak tento problém obejit, je rozsifit
entomofagii (Premalatha et al. 2011). Hmyz v soucastnosti nabizi n¢kolik vyhod a zaroven je
extrémné bohaty na bilkoviny, vitaminy a mineraly (Nakagaki & Defoliart 1991; Hanboonsong

et al. 2013).
A m v ﬂ ﬁ Procento stravitelné
. ol biomasy
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Obrazek 1: VyuzZiti zdroji a parametry dopadu chovu hmyzu na Zivotni prostfedi ve srovnani s hospodarskymi
zvifaty. (A) Procento stravitelné biomasy, (B) konverzni pomér krmiva (Huis 2013), (C) produkce sklenikovych
plynt na kg pfirtstku télesné hmotnosti, (D) produkce znecisténi amoniakem na kg pfirtistku télesné hmotnosti
(Oonincx et al. 2010), (E) potencial globalniho oteplovani (Oonincx & de Boer 2012), (F) spotieba energie (Huis
2013), (G) vyuziti pudy (Oonincx & de Boer 2012), (H) vyuzitelnost vody (Huis 2013). Upraveno podle (Gahukar
2016).
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3.1.2 Jedly hmyz ve svété a v Ceské republice

V soucasnosti muze byt na entomofagii pohlizeno z n¢kolika uhli pohledu. Prvnim z nich
je kazdodenni zptsob obzivy. To se ovSem tyké pouze ¢asti Latinské Ameriky, Asie a Afriky.
V Evropé a Severni Americe mize byt na jedly hmyz nahlizeno jako na staromodni ¢i Spinavy
zpisob stravy. Na druhou stranu se v téchto zapadnich zemich mize jednat o urcitou vizitku
luxusu a originality. Jinde se na jedly hmyz pohlizi jako na pokrm, ktery muize pomoci
Vv environmentalnich problémech a udrzitelnosti. Diky vysokému obsahu bilkovin a dalsich
zivin jde o moznou nahradu zZivocisnych bilkovin. Navzéajem se tyto uhly prolinaji a moderni
populace je k tomuto zptisobu stravy stale oteviené&jsi (FAO 2010; Looy et al. 2014).

Celosvétove je okolo 1 700 az 2 086 druhi jedlého hmyzu, ktery konzumuje az na 3 071
etnickych skupin, zijicich v 130 zemich, pfi¢emz africky, jiho-americky a asijsky kontinent jsou
nejvice entomofagickymi (Ramos-Elorduy 2009; Yen 2015a). Spojenim kulturnich
a nadbozenskych praktik se témto populacim podafilo integrovat rizné druhy hmyzu do svych
tradi¢nich pokrmi. Pfedavanim informaci o jedlém hmyzu po nékolik generaci si tyto etniky
nasly hmyz, ktery ma skvélé chutové vlastosti a vysokou nutriéni hodnotu. Entomofagie jim
tak umoznuje doplnit stravu, ktera byva Casto neplnohodnotna a nevyvazena (Boudot &
Courtioux 2021). Mezi 80 % nejvice konzumovanych druhti hmyzu patii brouci (Coleoptera),
blanok#idli (Hymenoptera), rovnoktidli (Orthoptera) a motyli (Lepidopter) (Ramos-Elorduy
2009; Yen 2015; Boudot & Courtioux 2021). Konzumované druhy jsou zavislé jak na
geografickych podminkach, tak na ro¢nim obdobi ¢i vyvojové fazy hmyzu (Huis 2003).

V kazd¢ ¢asti svéta je oblibeny jiny druh hmyzu. V Africe byl sestaven seznam ptiblizné
250 jedlych druht hmyzu. Z toho 30 % tvoti Lepidoptera, 29 % Orthoptera, 19 % Coleoptera
a zbylych 22 % zahrnuje Isoptera, Homoptera, Hymenoptera, Heteroptera, Diptera a Odonota
(Huis 2003). V Thajsku je za nejoblibenéjsi jedly hmyz sbirany ve volné piirodé povazovan
mravenec tkadlec (Oecophylla langinoda), bambusovy c¢erv (Omphisa fuscidentalis)
asarancata (Caelifera). Nejvice farmové chovani jsou zde vSak cvéci a larvy nosatce
palmového (Rhynchophorus ferrugineus). Thajsko je velmi expanzivni v chovu hmyzu, v roce
2013 zde existovalo pfiblizn€ 20 000 hmyzich farem a celkova produkce zde mezi lety 1996-
2011 ¢inila v praméru okolo 7 500 tun hmyzu ro¢né. Mistni farmy chovaji §vaby nebo cvrcky,
kteti umoznuji chov na malé ploSe za kratky ¢as. Hmyz je pak proddvéan za atraktivni cenu,
naptiklad chov cvrckil vyjde pouze na 1 euro mési¢né a ptinasi zisk 1 000 eur (Hanboonsong
et al. 2013; Boudot & Courtioux 2021). V Jizni Americe, zejména v mexické oblasti Oaxaca,
jsou soucasti mistni stravy zastupci fadu rovnok¥idlych obzvlasté rod Sphenarium spp. (Huis et
al. 2013).

Oproti tomu ochota zpadnich spotiebiteld zavadét do své stravy hmyz ¢i bilkoviny
pochazejici z hmyzu je obecné nizka. Na potraviny zaloZené na bazi hmyzu se pohliZi skepticky
a s nechuti (Vanhonacker et al. 2013). Z psychologického hlediska je hluboce zakofenény
pohled na hmyz jako na $pinavy, nechutny a nebezpecny (Looy et al. 2014). Studie House
(2016) zaméfena na akceptaci potravy na bazy hmyzu, dosla k poznatku, ze uvadéné pocatecni
motivace pro zkouSeni potravin z hmyzu se podstatné liSi od skutec¢nosti. I kdyz respondenti
nazacatku studie projevovali nadSeni z hmyzich produkti, tak se jim ovSem nepodafilo tyto
produkty zaclenit do kazdodenniho jidelnicku. VétSina hlavnich faktort ovliviiyjicich
potravin. Dalsimi stézejnimi faktory byla cena, chut, dostupnost produkti a jejich stupen
souladu se zavedenymi stravovacimi postupy, véetné ptizptisobeni preferenci jinych lidi. Stejna
studie ov§em uvadi 1 poznatek, Ze lidé nemaji problém pfijimat hmyzi protein jako nendpadnou
potravinaiskou pfisadu. Z ¢ehoz mize vychazet fakt, ze se v posledni dob¢ stalo modernim
pridavani moucky z hmyzu do n€kterych tradi¢nich a oblibenych potravin, jako jsou téstoviny,
tortilly, vepifova pastika a masové kulicky (Smarzynski et al. 2019; Mancini et al. 2019).
Nejvétsim potenciadlem pro Evropu a Severni Ameriku, co se ty¢e konzumace hmyzu je

11



Vv oblasti potravinovych doplikti, zpracovanych potravin a krmiv pro zvitrata (Cerritos 2009).
Zakonodarci Evropské unie na novy trend ptidavani hmyzu do potravin reagovali v roce 2018,
kdy byl hmyz zahrnut do nafizeni o novych potravinach (EU) 2015/2283 (Mancini et al. 2019).

Ceska republika (CR) v tomto odvétvi neziistiva pozadu. Byl proveden vyzkum
zaméfeny na hledani vhodnych druhti hmyzu pro entomofagii v CR. Vybrané druhy byly
hodnoceny z pohledu vhodnosti druhu k vyzive, senzorickych vlastnosti, zplisobu chovu,
zpracovani a vlastni postoj respondenti ke konzumovanym druhiim. Dotazniky prokazaly, zZe
pro Cesky trh jsou vhodné nasledujici druhy:

1. larvy potemnika mouc¢ného (Tenebrio molitor)

. larvy zavijec¢e voskového (Galleria mellonella)
. larvy potemnika brazilského (Zophobas morio)
. nymfy sarancete st€hovavého (Locusta migratoria)
. plod véely medonosné (Apis mellifera)
. nymfy cvrcka bananového (Gryllus assimilli)
7. kukly bource morusového (Bombyx mori)

AN L AW

Respondenti byli nejvice ochotni konzumovat plod véely medonosné, ale po zvazeni
dalsich faktord, jako je naptiklad obtiznost chovu, se tento druh hmyzu umistil az na patem
misté. Svabi byli dotazovanymi hodnoceni velmi zaporn& a u tohoto druhu nebyly provedeny
dal$i analyzy (Bednarova et al. 2013). Tento poznatek byl potvrzen i v jiné studii Kulma et al.
(2020Db), kde $vabi byli nejméné oblibenou volbou ¢eskych hodnotiteld. Co se tyée kukly
bource morusového, ktery je z pohledu vyZivy celosvétové hodnocen velmi kladné, pro Cechy
je tento druh nejméné pfijatelny, nejspise z divodu masitosti. Senzoricky nejlépe hodnocenym
byl potemnik moucny, cvréek bananovy a potemnik brazilsky. Pozitivem je, ze vSechny tyto
druhy jsou chovany v Ceské republice a neni tieba je dovaZet ze zahraniéi (Bednarova et al.
2013). PiestoZe je zdkaznik v Ceské republice v souasné dobé dostateéné informovan o jedlém
hmyzu z festivalll, televiznich potadli nebo ¢lankli v ¢asopisech, je zde stale k entomofagii
pocitovan zna¢ny ostych. Preferovany jsou spise vyrobky, ve kterych je hmyz ve skryté formé.
Jak muzi, tak Zeny, bez problému pfijali, takovyto druh vyrobkii i kdyZz byli pfedem
informovani, ze mouka, z které je vyrobek ptipraven je hmyziho pivodu. Vysledky ukazuji, ze
spotiebitelé v Ceské republice nemaji problém konzumovat produkty z jedlého hmyzu, zejména
pokud st mohou zvolit formu produktu a druh hmyzu ze kterého je vyrobek vyrobeny (Addmek
et al. 2020). Podobné vysledky ukazala i studie Kulma et al. (2020b), u které se doslo k zavéru,
ze z pohledu preference CeSti obCané, davaji pfednost mletému hmyzu nebo hmyzi moucce.
Pokud jde o konzumaci celého hmyzu, nejlépe hodnocenym hmyzem byly cvréci, sarancata
a kobylky. Ze sociodemografického hlediska byly odpovédi vyznamné ovlivnény vékem
a pohlavim. Mladsi lidé a muzi uvadéli pozitivngjsi postoje k entomofagii nez starsi lidé a Zeny.

3.1.3 Druhy jedlého hmyzu
Lepidoptera

Motyli a miry (Lepidoptera), jsou entomofagickym hmyzem, ktery je oblibeny v mnoha
zemich. Nékdy miize byt vyuzivan i jako 1ék. Radime sem témét 400 druhii jedlého hmyzu
(Yen 2015b). Z tohoto fadu jsou konzumovani denni i no¢ni motyli a to nejcastéji ve vyvojovém
stadiu housenky (Bukkens 1997).

Velmi oblibenymi ve svété jsou kukly bource morusového (Bombyx mori) (Gahukar
2011). Bourec je vyzivny hmyz, diky jeho vysokému podilu bilkovin (52,62 g na 100 g susiny)
a tukd (29,36 g na 100 g suSiny). Dostupny je ovSem pouze v omezené Casti roku, z ditvodu
krmeni listy moruSe, které nerostou celoro¢né.

Dalsim oblibenym zastupcem z fad Lepidoptera, ktery byl hodnocen ve vyzkumu
Bednarova et al. (2013), byla housenka zavijeCe voskového (Galleria mellonella), ktera
obsahovala vysoky obsah tuku (31,24 g na 100 g suSiny) a bilkovin (60,43 g na 100 g susiny).
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Je dobrym zdrojem olejové (18: 1) a palmitové (16: 0) mastné kyseliny. Senzoricky byl
hodnocem pozitivné, negativné byla hodnocena piedevs§im naro¢nost chovu.

Zajimavosti této Celedi je, ze mize byt vyuzivana i v medicin€. Larvy mir a motylt jsou
napadany housenici ¢inskou (Ophiocordyceps sinensis), ktera patii mezi parazitické houby
vyuzivané v tradi¢ni ¢inské medicing (Shrestha et al. 2010). Larvy napadené housenici jsou v
asijskych zemich podavany pii nemocich k dodéni sily nebo jako doplnék stravy sportovcim
(Cannon et al. 2009).

Orthoptera

Rovnokfidli (Orthoptera), tento fad zahrnuje sarancata (Caelifera) a kobylky (Ensifera)
mezi které jsou fazeni cvréei (Grylloidea). Tento fad je v entomofagii velmi popularni. Je zde
1 pomérné rozdil v obsahu nutri¢nich latek v zévislosti na druhu (Bukkens 1997).

Nymfy sarancete st€hovavého (Locusta migratoria), jsou nizko kalorickym zdrojem
potravin (364,74 kcal na 100 g su$iny), diky jejich pomérn¢ dobrému obsahu bilkovin (41 -
62,21 g na 100 g susiny) a nizkému obsahu tuku (12,61 g na 100 g susiny). Déle je dobrym
zdrojem linolové (18: 2) a glutamové kyseliny. V senzorickém hodnoceni jsou posuzovany
velmi dobfe obzvlasté z ditvodu jejich kiupavosti (Bedndrova et al. 2013).

V ethomofagii je velmi oblibeny cvréek domaci (Acheta domasticus). Cvréei jsou obecné
bohati na obsah bilkovin, ktery mize doséhnout az 70 g na 100 g suSiny a jejich hladina lipida
se obvykle pohybuje pod 20 g na 100 g susiny. Obsah nutri¢nich hodnot je ov§em z urcité miry
zavisly na vyvojové fazi, typu chovu hmyzu a pohlavi (Koutimska & Adamkova 2016; Kulma
et al. 2019; Montowska et al. 2019). Samice prokazuji vyssi energetickou hodnotu, coz je
ovlivnéno podstatné vySim obsahem lipidii a men$im zastoupenim bilkovin oproti samctum
(Kulma et al. 2019).

Coleoptera

Hlavnim zastupcem broukt (Coleoptera), z pohledu entomofagie je nosatec palmovy
(Rhynchophorus ferrugineus). U néhoz jsou konzumovany piedevsim larvy (Bukkens 1997).
Larvy nosatce palmového, jsou chovany hlavné v jihovychodnim Thajsku z diivodu hojného
vyskytu cykasu japonského (Cycas revoluta), ktery je hlavnim zdrojem potravy tohoto brouka
(Hanboonsong et al. 2013).

Vyznamnym zastupcem je potemnik moucny (Tenebrio molitor), jehoz larvy jsou
dobrym zdrojem linolové kyseliny (18: 2), ktera je jednou z esencidlnich mastnych kyselin.
Obsahu je 50,86 g bilkovin na 100 g susiny a 36,10 g tuku na 100 g susiny. Senzoricky je
hodnocen jako vynikajici at’ uz po strance konzistence a chuti tak vzhledové. Lidem nedéla
problém larvy tohoto brouka konzumovat jen v tepelné upravené formé a neni potieba je
maskovat ¢i mlyt (Bednarova et al. 2013). T. molitor je diky snadnému chovu, kratkému
zivotnimu cyklu, pomérn¢ dobrému podilu esencidlnich aminokyselin a vysoké nutri¢ni
hodnoté potencialnim zdrojem Zivoc¢isnych bilkovin pro astronauty. T. molitor je jednim ze
zvifecich kandidati na systém podpory bioregenerativniho Zivota ve vesmiru, kde jde
0 zuzitkovani nevyuzité rostlinné biomasy ke krmeni zvifat a poskytnout astronautiim zivocisné
bilkoviny (Li et al. 2013, 2015).

Dalsim zastupcem jsou larvy potemnika brazilského (Zophobas morio), ktery ma nizky
obsah vlhkosti 59,47 %, coz pti zpracovani miZe vést ke znané uspote energie, pfedev§im pak
pti suseni. Uroveti Zivin je spiSe praméma4, obsah bilkovin je 54,25 g na 100 g susiny a tuku je
40,26 g na 100 g suSiny s vySSim obsahem esencialni mastné olejové kyseliny (18: 1)
(Bednarova et al. 2013).
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Hymenoptera

Do fadu Blanok#idlych (Hymenoptera) z hlediska entomofagie fadime hlavné Celed’
mravencoviti (Formicidae) a vceloviti (Apidae). Obsah bilkovin se v ¢eledi mravencovitych
pohybuje v zavislosti na druhu. U africkych druht je obsah 7,5 - 25 g na 100 g suSiny
a U kolumbijskych druhti 42 - 52 g na 100 g susiny (Bukkens 1997).

Vcely jsou oblibené nejen diky cenénému medu a vedlejSim produktim, ale nékteré
narodnosti jejich larvy vyuzivaji jako pochutinu. Vysledky prace Ghosh et al. (2016) ukazuji,
ze u larev pfechazejici do fdze imago, dochazi ke snizovani sacharidii z 46,1 % na 30,6 % a tukil
z 14,5 % na 6,9 %, zatimco mnozstvi bilkovin se zvysSuje z 35,3 % na 51 %. Diky vysokému
obsahu bilkovin ve vSech vyvojovych stadiich by v€ely mohly byt idealni potravinou. Napovida
tomu i vyvazené slozeni nasycenych a mono-nenasycenych mastnych kyselin, a vyznamné
mnozstvi Zeleza a zinku (Bedndrova et al. 2013).

3.1.4 Chemické sloZeni hmyzu a jeho nutri¢ni hodnota

Jednotlivé druhy jedlého hmyzu se od sebe lisi velmi rozmanitou energetickou hodnotou
(tab. 1) (Payne et al. 2016; Kulma et al. 2020a).

Tabulka 1: Piehled energetické hodnoty vybranych druhd jedlého hmyzu (Huis et al. 2013).

Energeticka hodnota

Cesky nazev Latinsky nazev Vyvojova faze hodnota (kcal / 100g)
Saranée tlusté Chortoicetes terminifera Dospélec 499
Mravenec tkadlec Oecophylla smaragdina Dospélec 1272
Potemnik mou¢ny Tenebrio molitor Larva 206
Potemnik mouény Tenebrio molitor Dospélec 138
Mexicky mravenec Atta mexicana Dospélec 404
Cvréek dvojskvrnny Gryllus bimaculatus Dospélec 120
Japonska kobylka Oxya japonica Dospélec 149
Kobylka hnéda Cyrtacanthacris tatarica Dospélec 89
Bourec morusovy Bombyx mori Kukla 94
Sarance stéhovavé Locusta migratoria Dospélec 179

Nutri¢ni hodnota je do zna¢né miry hodné podobna masu zvifat a ryb (Huis 2003), nékdy
mohou mit hmyzi potraviny dokonce vyssi obsah energie, sodiku a nasycenych tukli nez maso
béZnych hospodaiskych zvitat (Payne et al. 2016). Energetickd hodnota jedlého hmyzu zavisi
na jeho slozeni a zejména na obsahu tuku. Co se tyce vyvojového stadia, larvy nebo kukly jsou
obvykle energeticky bohatsi ve srovnani s dospélymi jedinci (Smit et al. 2004; Bednarova et al.
2013; Kulma et al. 2020a).

Druhy s nizkou energetickou hodnotou, maji obecné vyssi obsah bilkovin (Smit et al.
2004). Vysoky obsah bilkovin maji zastupci fadu rovnokiidlych. Sarance st¢hovavé ze studie
Bednarova et al. (2013) obsahovalo 62,21 g na 100 g suSiny, coz byl nejvyssi obsah ze
sledovanych druhi v této studii (tab. 2). Jina studie Hyun et al. (2012) provedla analyzu
na Oxya chinensis formosana, fadici se také do fadu rovnokfidlych. Obsah bilkovin v suseném
podilu byl pfiblizné 72,01 %, coz je vice neZ obsah u proteinu u Zivo¢isnych produktt, jako je
hovézi maso (steak 17,5 %, libové maso 20,0 %), vepiové maso (steak 14,1 %, libové maso
17,8 %) a kufeci maso (libové maso 19,8 %, stehno 20,6 %). Takto vysoké hodnoty ovsem
mohou byt na jednu stranu zkreslené. Jelikoz vypocty proteinu jsou provadéné pomoci
Kjeldahlovy metody, ktera pocita s obsahem dusikatych latek a nebere v potaz mnozstvi
kutikuly, ktera je primarné slozena z chitinu a N-acetylglukosaminu (Adi & Martinez 2017).
Dilezitym faktorem pi#i hodnoceni kvality bilkovin je slozeni esencidlnich aminokyselin
(EAA). Obecné jsou hodnoty EAA hmyzu srovnatelné s bilkovinou soji. KdyZz se vSak
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porovnaji EAA hmyzu s EAA Zivoc¢isnych bilkovin naptiklad kaseinu je hodnota EAA hmyz
nizsi (tab. 3) (Yi et al. 2013). Dalsim faktorem urcujicim kvalitu bilkovin jsou limitujici
aminokyseliny. Témi jsou v jedlém hmyzu pfedevsim tryptofan, lysin, leucin a aminokyseliny
obsahujici siru a to methionin a cystein. Zalezi v§ak pfedevsim na druhu hmyzu (Bukkens 1997;
Finke 2013; Kohler et al. 2019).

Tabulka 2: Obsah bilkovin v susin¢ jedlého hmyzu (Bednarova et al. 2013; Kulma et al. 2019,
2020a).

. s L Obsah proteinu
Cesky nazev Latinsky nazev Vyvojova faze (% v susing)

Bourec morusovy Bombyx mori Kukla 53
Véela medonosna Apis melifera Veeli plod 54
Sarande stéhovavé Locusta migratoria Nymfa 62
Zavije¢ voskovy  Galleria mellonella Housenka 38
Cvrcek bananovy Gryllus assimilis Nymfa 59
Potemnik moucny Tenebrio molitor Larva 51
Potemnik brazilsky  Zophobas atratus Larva 54
Cvréek domaci Acheta domesticus Dospélec 63
Svab smrtihlav Blaberus craniifer Dospélec 67

Tabulka 3: Predled EAA obsazenych v péti druzich hmyzu (Tenebrio molitor, Zophobas
morio, Alphitobius diaperinus, Acheta domesticus a Blaptica dubia), kaseinu a sdjového
proteinu (Yi et al. 2013).

Jednotka (mg /g A. T. Z. A. B. Kasein Séjové

dusikatych latek)  diaperinus Molitor Moritor domesticus Dubia boby
Histidin 34 29 31 21 23 32 25
Isoleucin 43 43 46 36 31 54 47
Leucin 66 73 71 66 56 95 85
Lysin 61 54 54 53 43 85 63
Methionin + cystein 26 26 24 25 23 35 24
Fenylalanin + tyrosin 120 100 111 92 93 111 97
Threonin 39 39 40 35 32 42 38
Tryptofan 12 12 14 9 8 14 11
Valine 58 61 63 55 52 63 49
Soudet EAA 459 437 454 392 361 531 439

Energetickd hodnota je nejvice ovlivnéna mnozstvim lipidi. Ty jsou pro organismus
zdrojem energie a esencialnich mastnych kyselin (Smit et al. 2004).Obsah lipidd v hmyzu se
pohybuje od méné nez 10 % do vice nez 30 % na 100 g ¢isté hmotnosti. To potvrzuje studie
Finke (2013) zaméfena na porovnani ¢tyt druhti hmyzu. Rozsah tuku v této praci byl mezi 1,9
a 29,4 %. Nejvyssi obsah tuku maji housenky (Tzompa-Sosa et al. 2014), kde v n¢kterych
pripadech mize byt zastoupeni tuku az 50 g na 100 g susiny (tab. 4) (Bukkens 1997; Koufimska
& Adamkova 2016).

Tabulka 4: Obsah tuku v su$in¢ jedlého hmyzu (Bednarova et al. 2013; Kulma et al. 2019,
2020a).

R s Lo Obsah tuku

Cesky nazev Latinsky nazev Vyvojova faze (% v susing)
Bourec morusovy Bombyx mori Kukla 29
V¢&ela medonosna Apis melifera Veeli plod 31
Sarance stéhovavé Locusta migratoria Nymfa 13
Zavije€ voskovy Galleria mellonella Housenka 57
Cvréek bananovy Gryllus assimilis Nymfa 34
Potemnik moouény Tenebrio molitor Larva 36
Potemnik brazilsky Zophobas atratus Larva 40
Cvréek domaci Acheta domesticus Dospélec 16
Svib smrtihlav Blaberus craniifer Dospélec 24
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Hmyz ma v relativné vysokych hodnotach zastoupenou olejovou (18: 1), linolovou (18:
2) a alfa-linolenovaou (18: 3) kyselinu (tab. 5) (Tzompa-Sosa et al. 2014). Co se ty¢e poméru
nasycenych (SFA) a nenasycenych mastnych kyselin (MUFA). Vice zastoupenymi jsou
MUFA. Tento fakt potvrzuje i to, Ze prevladajici mastnou kyselinou (FA) je olejova kyselina,
pattici mezi MUFA (Rumpold & Schliiter 2013). U Oxya chinensis formosana je celkové
mnozstvi tuku je 9,02 g na 100 g susiny, piicemz obsah MUFA je 71-74 % a SFA je 26-29 %
(Hyun et al. 2012). Pro porovnani sjinymi druhy je obsah SFA v rozmezi od 30,83 %
u Hymenoptera a do 41,97 % u Isoptera (Rumpold & Schliiter 2013) Dalsim aspektem
sledujicim pfi posuzovani lipidi je obsah cholesterolu. Ze studie Tzompa-Sosa et al. (2014) je
ziejmé, ze prumérné mnozstvi cholesterolu u jedlého hmyzu je nizsi nez 3,6 %. Tuk je v hmyzu
ptitomen v né€kolika formach. Triacylglyceroly tvofi asi 80 % tuku. Slouzi ptedevs§im jako
energetickd rezerva pro obdobi vysoké energetické narocnosti, kterou mize byt delsi let. Dalsi
dulezitou skupinou lipidt jsou fosfolipidy, jejichz obsah je obvykle nizs§i nez 20 %.
Tabulka 5: Obsah mastnych kyselin v susin¢ jedlého hmyzu v g na 100 g susiny (Bednarova
et al. 2013).

Cesky nézev Latinsky nazev Vy;;;:” 18:0 18:1 18:2 18:3
Bourec morusovy Bombyx mori Kukla 146 223 3,17 913
Véela medonosna Apis melifera Veeliplod 3,12 518 2,16 1,14

Sarance stéhovavé Locusta migratoria Nymfa 1,88 2,13 355 0,64
Zavije¢ voskovy Galleria mellonella  Housenka 0,72 2891 4,02 0,19

Cvréek bananovy Gryllus assimilis Nymfa 0,42 3,25 4,92
Potemnik moou¢ny Tenebrio molitor Larva 1,49 11,04 14,58
Potemnik brazilsky Zophobas atratus Larva 3,09 1435 7,93

Jedly hmyz je zajimavy z pohledu mineralnich latek, jako je Zelezo, zinek, draslik, sodik,
vapnik, fosfor, hoi¢ik, mangan a méd’ (Huis 2013). Obsah vapniku je dokonce vyssi, nez v mase
obratlovct, ale ne zas tak vysoky jako v plnotu¢ném mléce (Bukkens 1997). Pro ptedstavu
obsahu mikronutrietd a vitaminu provedl studii na Oxya chinensis formosana (tab. 6) (Hyun et
al. 2012).

Tabulka 6: Obsah mineralnich latek a vitaminu v Oxya chinensis formosana (Hyun et al. 2012).

T Obsah . . Obsah
Mineralni latky (mg/100g susiny) Vitaminy (mg/100g susiny)

Na 115,7 vit. A /
Fe 6,8 vit. Bs 0,0478
Ca 84,4 vit. B, 0,7421
Mg 84,6 vit. Bs 2,5076
K 902,5 vit. C /
Mn 2,2 vit. D /
P 545,5 niacin 2,02
Z 14,6
Cu 6,2

3.2 Chitin

Hmyz obsahuje vyznamné mnozstvi nerozpustné (hrubé) vlakniny, kterd je obsazena
piedevsim ve formé chitinu (Finke 2007). Chitin je po celul6ze druhym nejhojnéji zastoupenym
v piirod¢ (Merzendorfer & Zimoch 2003). Vyskytuje se ve sténé¢ hub, v mikrofilarnim plasti
parazitickych hlistic a v exoskeletu vSech ¢lenovct (Finke 2007). Exoskelet je ¢aste¢né slozen
z chitinu a sekundérnich sacharidi obsahujicich dusik. Obsah vlakniny v hmyzu se muze

16



pohybovat v rozmezi 4,9 - 12,1 g na 100 g susiny (tab. 7) (Bukkens 1997; Finke 2007, 2013).
Vlaknina obsazena v hmyzu se skldda nejen z chitinu, ale také z vyznamného mnozstvi
aminokyselin, které predstavuji kutikularni proteiny. Hmyzi exoskelet miize byt tvrdy nebo
mékky. Tvrdost neni dana mnozstvin chitinu, jak se dlouhou dobu myslelo, ale obsahem
kutikuldrnich aminokyselin. Hmyz s jejich vy$s$im podilem ma tvrdsi kutikulu, a naopak hmyz
s me&kéi kutikulou jich ma méné (Finke 2007).

Tabulka 7: Obsah nerozpustné vlakniny (Bednarova et al. 2013; Kulma et al. 2019, 2020b).

Cesky nazev Latinsky nazev Vyvojova faze O?,jjl:’ :ll:;l::él)n Y

Bourec morusovy Bombyx mori Kukla 14
Véela medonosna Apis melifera Veeli plod 11
Sarance stéhovavé Locusta migratoria Nymfa 27
Zavije€ voskovy Galleria mellonella Housenka 21
Cvréek bananovy Gryllus assimilis Nymfa 8
Potemnik moouény Tenebrio molitor Larva 18
Potemnik brazilsky Zophobas atratus Larva 17
Cvréek domaci Acheta domesticus Dospélec 17
Svib smrtihlav Blaberus craniifer Dospélec 7

Exoskelet u hmyzu funguje jako kostra, podporuje kutikulu epidermis, pradusnice
a peritrofické matrice (PM) lemujici stfevni epitel (Merzendorfer & Zimoch 2003). PM je
extracelularni, polopropustny biokompozit, ktery lemuje stievni ¢ast vétSiny hmyzu. PM ma
vysoce dynamickou strukturu, ktera se sklada hlavné z chitinovych vlaken zasiténych proteiny,
glykoproteiny a proteoglykany (Liu et al. 2019a). Piedpoklada se, Ze podporuje traveni,
poskytuje ochranu pted abrazivnimi ¢asticemi potravy a enterickymi patogeny (Agrawal et al.
2014).

Chitin je hlavnim polysacharidem v  kutikule hmyzu. Je slozen =z
2- acetamido- 2- deoxy- D- glukdzy spojeny pomoci B- (1-4) -glykosidovymi vazbami (obr. 2)
(Kramer et al. 1995).

HO
HO

NH NH

n

Obrazek 2: Strukturni vzorec chitinu.

Chitin se vyskytuje ve tfech forméach a-chitin, B-chitin a y-chitin. a-Chitin je pevné
zhutnény a polymorfné nejkrystali¢t&jii typ chitinu. Retézce jsou zde uspotadany antiparalelng,
spojeny silnou vodikovou vazbou ¢imz tvoii nejstabilnéjsi formu z tii krystalickych variaci.
Retézce a-chitinu se nachdzeji ve skofapkach krabd, humrt, krevet, clenovcii a v bunéénych
sténach hub. Jedna se také o nejrozsifenéjsi formu chitinu (Jang et al. 2004; Raabe et al. 2006).
VétSina chitinovych nanofibril v PM hmyzu je povaZzovéna za B-chitin (Liu et al. 2019a), hojné
se také vyskytuje v olihnih (Loligo) (Jang et al. 2004). V B-chitinu jsou fetézce paralelni. Jedna
se o krystalicky hydrat, kde voda mize pronikat mezi fetézce p-chitinu (Mohan et al. 2020).
B- chitin je charakterizovan slabymi mezibunéénymi silami. Vykazuje se vysSi reaktivitou
a vyssi afinitou k rozpoustédlim nez o-chitin. y-Chitin je smés o- a B-chitinu se dvémi
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paralelnimi fetézci v jednom sméru a tfetim ve sméru opaéném (Raabe et al. 2006). y-chitin
existuje v kokonovych vlaknech brouka vrtavce zhoubného (Ptinus fur) a v zaludku olihné
(Loligo) (Jang et al. 2004).

SloZeni 1 mnozstvi chitinu v hmyzu zavisi pfedevSim na druhu a na fazy vyvojového
cyklu. U cvrcka polniho (Gryllus testaceus) se obsah chitinu u dospélce pohybuje od 7 do 8,7 %
v suSin¢ a u larvy 12 % (Wang et al. 2004; Adamkova et al. 2017). Piedstaviteli s vyS$§Sim
obsahem chitinu jsou naptiklad zastupci z fadu Orthoptera kde Oedaleus decorus obsahuje
16,5 + 0,7 % a Calliptamus barbarus dokonce 20,5 + 0,7 % (Kaya et al. 2015). Obsah chitinu
je dale ovlivnén mnozstvim aminokyselin (Longvah et al. 2011).

Hmyzi chitin a chitosan mayji Siroké spektrum biologickych aktivit, jako jsou antioxidacni
a antibakterialni u¢inky s podstatnymi reologickymi vlastnostmi, které¢ by mohly byt pouzity v
potravinaiském prumyslu ke zvyseni bezpecnosti potravin, trvanlivosti a kontroly kvality (Park
& Kim 2010; Mohan et al. 2020).

3.2.1 Metabolismus chitinu

Chitin mtze byt degradovan specialnimi enzymy — tak zvanymi chitindzami (Bierbaum
et al. 2005; Madan et al. 2020). Chitinazy byly identifikovany v fadé organismu pies bakterie,
viry, houby, parazity, hmyz, rostliny i savce (Gianfrancesco & Musumeci 2004; Hamid et al.
2013). Enzym chitinaza je glykosidhydrolasa, ktera se vaze na chitin a nahodné §tépi
glykosidické vazby v chitinu a chitodextrinech v neprocesivnim rezimu, pfi¢emz generuje
chitooligosacharidy s volnymi konci (Lombard et al. 2014).

Existuji dvé hlavni kategorie chitinaz (endo-chitindzy a exo-chitinazy) rozliSené¢ na
zakladé mechanismu u¢inku bud’ exo-lyticky nebo endo-lyticky (Brzezinska et al. 2013). Mezi
endo-chitinazy patfi chitotriosidaza, chitinaza 1 (CHIT1) a acidic mammalian chitinase
(AMCase) (Madan et al. 2020). Tyto enzymy S§té€pi chitinovy polymer ze vnité na nahodnych
mistech a vytvareji malé multimerni jednotky, jako je chitotetraza a chitotrioza (Farah et al.
2016). Kvuli strukturni podobnosti chitinu a celulozy sleduji chitinolytické a celulolytické
drahy paralelni kroky. Chitinova hydrolyza spoc¢iva v prvnim $tépeni polymeru na ve vodé
rozpustné oligomery, ndsledované St€penim téchto oligomerli na dimery jinym enzymem, ktery
Stépi dimery na monomery. Tento proces zahrnuje endo-pusobici chitinazu, ktera nahodné
hydrolyzuje chitin a vysledné oligomery a uvoliluje smés konecnych produkti rtznych
velikosti. Tento enzym vSak neni schopen rozlozit molekuly z diacetylchitobiozy. Na druhé
stran¢ B-N-acetylhexosaminidazy pusobi exo-lyticky a §tépi chitinové oligomery a chitin z
neredukujiciho konce (Veliz et al. 2017). Exo-chitinazy jsou n¢kdy také oznaCovany jako
chitobiaza (CTBS) (Adrangi & Faramarzi 2013) a napadaji chitin na vnéjSich koncich.
Rozdéluji se do dvou kategorii na zdkladé postupné degradace chitobiosidaz
a B- 1,4 N- acetylglukosaminidaz. Enzymatickym piisobenim chitobiosidazy se uvolni diacetyl
chitobiose, ktery je dale Stépen na  oligomerni  jednotky  plsobenim
B - 1,4 N- acetylglukosaminidazy (Farah et al. 2016).

Teprve nedavno byly chitindzy nalezeny v né€kolika lidskych tkanich a jejich role byla
spojena s obranou proti parazitickym infekcim a nékterymi alergickymi stavy (Paoletti et al.
2007). U lidi se chitinazy nebo enzymy degradujici chitin skladaji jak z enzymaticky aktivnich
chitinaz, tak z proteind podobnych chitinaze, ozna¢ovanych jako chi-lektiny, které postradaji
enzymatickou aktivitu (Bussink et al. 2007). Prvni identifikovana chitindza v lidském
organismu byla chitotriosidaza (Renkema et al. 1995; Bussink et al. 2006; Hamid et al. 2013).
Druhou identifikovanou chitinazou byla AMCase, kde nazev vyplyva z jeji aktivity v kyselém
pH okolo 2 (Boot et al. 2001). Chitotriosidaza je enzym specificky pro fagocyty a AMCase je
exprimovana v plicich a gastrointestinalnim traktu (Boot et al. 2005). Aktivitu AMCase ovsem
nemaji vSichni jedinci. Pfiblizn€ 80 % populace ji ma obsazenou ve svych zaludec¢nich §tavach.

cey

AMCase se vyskytuje v podstatn¢ vyssi miie u obyvatel Zijicich v tropickych oblastech. Tento
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fakt mize byt dan dvéma faktory. Prvnim znich je, Ze v téch to oblastech je vy$$i mira
entomofagie. Druha z moznosti je, ze lidé zijici v tropickych oblastech maji pfirozen¢ vyssi
obranyschopnost vici parazitim (Paoletti et al. 2007). U osob, které maji AMCase enzym
neaktivni, je chitin pouze ¢astecné hydrolizovan lysozymem a kyselinou chlorovodikovou ve
slinach a zaludku (Huis 2013).Vyzkum zaméfeny na aktivitu AMCase U 25 italskych pacienti,
prokazal, ze tento enzym byl pfitomny v Zzalude¢nich §tavach 20 pacienti a u 5 z nich byla
aktivita velmi vysoka. Nedostatecna aktivita u 20 % zalude¢nich $tav muze byt disledkem
absence chitinového jidla v zdpadni stravé (Paoletti et al. 2007).

3.2.2 Chitin jako prebiotikum

I kdyz lidé mohou chitin $tépit jen do urcité miry a néktefi viibec ne, je zde moznost
Stépeni chitinu mikrobiotou lidskych stiev. V roce 1936 George L. Clark uvedl: ,.chitin
(CsH1305N) je modifikovany polysacharid obsahujici dusik se strukturou analogickou s
nestravitelnou celulézou. Je povazovan za nerozpustnou vldkninu s potencidlnimi
prebiotickymi vlastnostmi, ktera by mohla prospét lidskému zdravi tim, ze selektivné podpoii
rust prospésnych bakterialnich druhii ve stfevech® (Clark & Smith 1936). JelikoZz hmyz nebyl
vyznamnou slozkou lidské stravy, jako zdroj prebiotik byl testovan teprve nedavno. Studie Stull
et al. (2018) m¢la za cil posoudit snasenlivost a dopad konzumace cvrcciho prasku na
mikrobiotu stfev. Vysledky naznacuji, Ze konzumace 25 g cvrcku (G. sigillatus) denné po dobu
14 dnt je bezpetna a po tuto dobu nebyl pozorovan Zadny neptiznivy Géinek na lidsky
organismus. Konzumace cvrckti béhem obdobi studie nijak nenarus$ila zdravou mikrobiotu.
Piijem cvrckl byl spojen se zvySenim hojnosti péti bakterialnich taxonti, z nichz jeden se
nejvice shodoval se sekvencemi Bifidobacterium animalis, ktery je povazovan za jedno z
hlavnich probiotik. To ze muze byt chitin vyuzivan bifidobakteriemi podporuje i fakt, Ze
chitooligosacharidy, které jsou podobné tém, které se vyskytuji v cvrccich, jsou oznacovany
jako bifidogenni (Chen et al. 2002). Byla provedena in vitro studie Young et al. (2020), jejiz
vysledky jasn¢ ukazuji, ze rizné druhy jedlého hmyzu maji potencial modifikovat lidsky stievni
mikrobiom. Mezi pozorovanymi druhy hmyzu byly larvy chroustu (Costelytra giveni), ktefi
pozitivné ovliviiovali rist bakterii Faecalibacterium a Prevotella. Cvréci dobie pusobili na
bakterie skupiny Escherichia-Shigella, Dialister a Lachnospiraceae. Vyznamna zména ve
stitevni mikrobioté spojend s konzumaci jedlého hmyzu v podobé cvrckl byla zaznamenana na
Lactobacillus spp. (LAB) a Leuconostoc, kdy pii 14 denni konzumaci doslo k 3x az 4x snizeni
téchto rodl. Snizené mnozstvi LAB by mohlo ovSem souviset s nahradou potraviny s obsahem
téchto probiotickych rodd, jako jsou naptiklad jogurty ¢i fermentované mlécné vyrobky za
hmyzi produkty (Stull et al., 2018).

Studie Stull et al. (2018) také hodnotila vylucované SCFA pro méfeni zmén v
mikrobidlnim metabolismu. Bylo pozorovano malé snizeni vylu¢ovaného acetatu a propionatu
pfi konzumaci cvrckl, 1 kdyZz hladiny butyratu se nezmeénily. CoZ milZe naznacovat
neptizplisobivost mikrobioty, ktera nemusi byt schopna vyuzivat nové zdroje vldkniny, jakym
je chitin. Na proti tomu je zde studie Borrelli et al. (2017) provedena na nosnicich, ktera
zkoumala t¢inek larvy Hermetia illucens na stieva mikrobiom a produkci SCFA. Hmyzi strava
méla pozitivni vliv na rust Bacteroides plebeius, Elusimicrobium minutum, Alkaliphilus
transvaalensis, Christensenella minuta, Vallitalea guaymasensis a Flavonifractor plautii. Z
nich, F. plautii, C. minuta, A. transvaalensis maji potencial degradovat chitinovou hmyzi
moucku. Tyto mikroorganismy tak mohou spojovat degradaci chitinu s vysokou produkci
SCFA. Vysledky této studie, tedy naznacuji, ze larvy H. illucens maji u nosnic potencial
prebiotik.
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3.3 Gatsrointestinalni trakt

Gastrointestinalni trakt (GIT) je komplexni systém, slozeny z ustni dutiny (cavum oris),
hltanu (pharynx), jicnu (oesophagus), zaludku (gaster), tenkého stfeva (intestinum tenue) -
(duodenum, jejunum, ileum), tlustého stieva (intestinum crassum) - (intestinum caecum, colon,
rectum) a fitniho otvoru (anus), které spole¢né s pomocnymi zazivacimi organy tvofi travici
systém (obr. 3) (Maukonen & Saarela 2015). Pro zjednodusSeni a lepsi predstaveni lze GIT d¢lit
na tii ¢asti - horni GIT (Gsta, jicen, zaludek); stfedni GIT (tenké stievo); dolni GIT (kolon).
Ctvrtou ¢asti mohou byt oznacovany piidatné organy, které oviem nejsou ptimo souéasti travici
trubice. Tato ¢ast zahrnuje slinné zlazy (glandula salivaria), slinivku biisni (pankreas), jatra
(iecur) a zlu¢nik (vesica fellea). Kazdy z téchto organti ma nezaménitelnou funkci pro spravné
fungovani zazivaciho traktu. Spoleénym znakem vétSiny, téchto organt je slozeni stény travici
trubice, ktera zahrnuje ctyfi vrstvy — mukéza (vnitini vrstva — sliznice), submukoéza
(podslizni¢ni vazivo), svalova vrstva (muscularis extrema) a vnéjsi vrstva serosa (Smith &
Motron 2010; Johnstone et al. 2014).

Dutina ustni —

Jicen A _ \ Zaludek
Zluénik TR Slinivka
“ ‘ '. brisni
; racnik
/ Tenké stievo
X\
Appex;l‘élix KODBFNLS »
7 Ritni otvor
r \

Obrazek 3: Schéma lidského traviciho traktu (National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases
2017).

Travici systém ma fadu sofistikovanych a autonomnich funkci, které je mozno shrnout
do nékolika krokd. Prvnim krokem je traveni, které se odehrava v horni ¢asi GIT, jde
0 mechanické a chemické rozloZeni sloZek stravy na malé molekuly. Nésleduje vstfebavani
a pfechod selektovanych latek sténami GIT do krevniho fecisté, tento krok probihd do urcité
miry po celé délce travicicho traktu, ale nejmasivnéji se odehrava ve stfednim a dolnim GIT.
Poté nasleduje distribuce, vyuZiti ptipadné skladovani Zivin. Nevyuzité slozky jsou v posledni
fazy z organismu vylouceny. Dulezitou funkci je obrana proti potencialnim patogenim. Mezi
hlavni obranné mechanismy patii hlen, epitelidlni piekazky, travici $tavy a symbiotické
mikroorganismi (Cheng et al. 2010; Maukonen & Saarela 2015; Wang et al. 2020). Tyto
mikroorganismi osidluji stievni trak a spolupracuji s bunkami celého téla (Zschocke 2017).
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3.4 Mikrobiom lidskych stiev

V lidském stfevnim traktu je 10*® az 10'* bakterii, coz je 10x az 20x vys§i podet nez
celkové mnozstvi tkanovych bunék v celém téle (Suau et al. 1999; Dinan & Cryan 2012;
Zschocke 2017).

Travici trakt je v celé své délce jistym zpusobem osidleny mikroorganismi. Slozeni
gastrointestinalni mikrobioty je urc¢eno fadou faktort, at’ uz ze strany hostitele (genetika, travici
sekrece, fyziologie traveni, vrozena a adaptivni imunita, strava, nemoci, uzivani drog
a antibiotik), mikrobiologickych (soutéz o ziviny a mista adheze, metabolické kooperace,
bakteridlni antagonismus) a faktory prostiedi (dostupnost substratu, lokalni pH, redoxni
potencial, geografie) (Macfarlane & Macfarlane 2012; Rinninella et al. 2019). U zdravych
jedincti ma zaludek a horni ¢ast tenkého stieva relativné nizky pocet mikroorganismt, a to diky
antimikrobialnim vlastnostem dusitant, oxida dusnatych ¢i kyseliny chlorovodikové, které jsou
soucasti zalude¢nich kyselin. Dalsim faktorem nizkého osidleni je kratka doba vydrze
zaludeéniho obsahu V Zaludku, kde je podet Zivota schopnych bakterialnich bunék do 10? na
ml, pfi¢emz ptevladaji kyselé grampozitivni druhy, jako jsou laktobacily a streptokoky
(Macfarlane & Macfarlane 2012). V oblasti dvanactniku je bakterialni kolonizace potlacena
nékolika mechanismy, ¢imz je rychly tranzitni Cas, antimikrobialni peptidy, proteolytické
enzymy, kyselé pH a toxicka koncentrace zlu¢i (Yadav et al. 2017). Dolni tenké stfevo je
ptechodnou zé6nou mezi mirn¢ osidlenym hornim a stfednim GIT a siln€ bakterialn€ osidlenym
tlustym sttevem. Rychlost pohybu sttevniho obsahu se v tlustém stieveé vyrazné zpomaluje, coz
usnadiiuje vyvoj velkych a komplexnich bakteridlnich komunit. Tlusté stievo je proto hlavnim
mistem trvalé mikrobialni kolonizace v lidském téle. Ve spodni ¢asti tlustého stieva, se pocet
bakterii zvysuje na tiroveti 10° az 107 mikroorganismii na ml triveniny. Tato gastrointestinalni
mikrobiota je povazovana za prvni biologickou bariéru pro patogenni bakterie. Pocty bakterii
ve stieveé se postupné zvysuji z proximalniho tra¢niku do distalniho a n¢které studie Liévin-Le
Moal & Servin (2006); Macfarlane & Macfarlane (2012); Yadav et al. (2013, 2017) provedené
za poslednich né€kolik let naznacuji, Ze pocet zivotaschopnych bunék ve fekalnim materialu se
pohybuje od pfiblizng 10! do 102 na g traveniny. Drtiva vétsina téchto organismil jsou
obligatni anaeroby.

Diky takto vysokému poctu osidleni a vyznamnym funkcim, byl vznesen nazor, Ze stfevni
mikrobiota mize byt do urcité miry chapana jako mikrobidlni organ umistény v hostiteli
(Béickhed et al. 2005). Stfevni mikrobialni komunita ma kolektivni genom, oznacovany jako
mikrobiom (Turroni et al. 2008). Obsahuje také 150x vice gend, nez je lidsky genom (Qin et
al. 2010). Lidsky ,,metagenom® je tedy slozen jak z geni Homo sapiens sapiens, tak z
bakterialniho mikrobiomu (Turnbaugh et al. 2007; Backhed et al. 2015). Mikrobiom, kéduje
funkce, o nichz se predpoklada, ze maji vyznamny dopad na lidskou fyziologii (Turroni et al.
2008; Islam 2016). Ma schopnost ziskavat energii a ziviny ze stravy (Ley et al. 2016). Podili se
na pfijmu, pfeméné a uvolilovani latek v téle, a to nejen z potravy, ale také ze vzduchu. Je
nevyhnutelné propojen s buitkamy imunitniho systému. Mikrobiom dale ovliviiuje nervovy
systém a je spojen s hormonalnimi cykly (Islam 2016). Obecné¢ 1ze fict, ze mikrobiom koduje
zna¢nou ¢ast metabolickych funkci (Ley et al. 2016). Pfedpoklada se, ze mikrobiom vyznamné
zvySuje metabolismus aminokyselin a glykanovych kyselin, obrat xenobiotik, methanogenezi
a biosyntézu vitamina (Turroni et al. 2008). Dale spotiebovava a uklada energii, fyziologicky
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zprosttedkovava dualezité chemické transformace a je schopen se sam replikovat (Béckhed et
al. 2005).

Tyto funkce jsou pro lidsky organismus nezbytné jiz od jeho narozeni. Pocate¢ni slozeni
lidské mikrobioty ma dlouhodobé metabolické u€inky a je znamo, ze pocatecni slozeni lidskych
stievnich bakterii ovliviiuje vyvoj postnatalniho imunitniho systému (Biasucci et al. 2010).
Piedpoklada se, ze zdravy lidsky plod se vyviji v aseptickém prostiedi (Dominguez-Bello et al.
2010). Kolonizace lidského organismu za¢ina v momenté porodu, kdy podle zptsobu porodu
nastava osidlovani odliSnou mikrobiotou (obr. 4) (Korpela & Vos 2018; Liu et al. 2019b).

Normalni x cisarsky porod

mesico MR b Bifidobacteria
L A 4 " Proteobacteria

AW B Clostridia

»

1 mésic %“ - Bacteroidia
B Bacili
2 meésic ’.‘.“
3 meésic D‘w“
4 mesic —,“i
6 mesic i*‘-
9 mésic ‘V_‘_
12 mésic 'é
24 mesic "4‘

Obrazek 4: Porovnani slozeni stievni mikrobioty normalniho (vaginalniho) a cisatského porodu a jeho
zména v prib&hu prvnich 24 mésict od narozeni (Korpela & Vos 2018).

Lidska plodova voda a placenta obsahuji jedinecnd mikrobidlni spolecenstvi, kterad
mohou poskytnout poc¢ate¢ni inokulum pro kolonizaci stiev (Collado et al. 2016). S vaginalnim
porodem pfirozené osidluji novorozence matetské vaginalni bakterie, a to predevsim kmene
Bifidobacterium spp., Lactobacillus, Prevotella nebo Sneathia spp. (Dominguez-Bello et al.
2010; Fernandez et al. 2013b). U porodu cisafskym fezem zna¢né¢ dominuji kozni bakterie
a bakterie operacniho salu. Mikroiota je pak zastoupena bakteriemy Staphylococcus,
Corynebacterium, Enterococcus, Propionibacterium spp. a dochazi ke zpomalené kolonizaci
Bifidobacterium (Dominguez-Bello et al. 2010; Heshmati et al. 2011; Shao et al. 2019). Dalsim
faktorem, ktery je podstatny pro rozvoj mikrobioty je zpisob stravy. Kojenci, ktefi jsou ziveni
matefskym mlékem maji v GIT dominantnéj$i bifidobakterie, laktobacily, bakteroidy
a staphylokoky (obr. 5) (Backhed et al. 2015; Senn et al. 2020). Tyto bakterie maji funkci
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chranit kojence pted infekcemi a mimo jiné pfispivat k rozvoji imunitniho systému (Fernandez
et al., 2013b). Kojenci Ziveni umélou vyzivou mivaji $ir$i zastoupeni mikrobioty. Sife tohoto
zastoupeni je ovlivnéna predev§im typem umélé vyzivy a pfidanymi probiotickymi slozkami.
Obecné se u takto zivenych kojenct vyskytuje vyssi osidleni Bifidobacteriaceae, Clostridia,
Enterococcus a Enterobacteriaceaea (Senn et al. 2020). S nastupem batoleci stravy se rozdily
v mikrobioté zpisobené typem porodu, kojenim ¢i umélou stravou do uréité miry sjednoti.
Uvadi se, Ze ke sjednoceni dojde do 6 az 9 mésicti po odstaveni (Reyman et al. 2019; Shao et
al. 2019). Studie Chu et al. (2017) dokonce uvadi, Ze ke sjednoceni rozdilnosti vzniklych
porodem dojde jiz béhem prvnich 6 tydnt zivota. Mikrobiota kojenct prochazi podstatnou
reorganizaci, kterd je primarn¢ fizena télem ¢i zpiisobem stravy a nikoli zpisobem porodu.
Faktor ktery ovSsem muze narusit normalni vyvoj mikrobioty ditéte je pfijem antibiotik, které
vyrazné naru$i pfirozeny rozvoj mikrobioty. Toto naruSeni méni mikrobidlni signaly, které
hostitel piijima, coz mize ovlivnit jeho nasledny vyvoj (Korpela & Vos 2018).

Plod Novorozenec / Kojenec Odstaveny kojenec Détstvi

Tradicni strava
vice vlakniny a

Tuha strava
Mikrobiota Mikrobiota ::om,‘,";:::;
vaginy a kiize matefského mléko

Staphylococcus
dlEnterobacteriaceae A Bifidobacterium Q @ Firmicutes

Déloha
plodova voda

Vaginalni Cisarsky faz Umélé mléko
Lactobacillus 1 | Staphylococcus 1 Bacteroides 1
Prevotella 1 |Corynebacterium 1 Clostridium 1
Sneathia t |Propionibacterium? | Clostridium difficilet

[ Antibiotika: Enterococcus 1, Bifidobacterium |, Proteobacteria 1 ]

ice tukl a
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Obrazek 5: Kolonizace stfevni mikrobioty od porodu do détstvi a dulezité faktory, které tento proces ovliviuji
(Tanaka & Nakayama 2017).

Ve véku jednoho roku je détskd mikrobiota zastoupena piedevsim:
Akkermansiamuciniphila, Bacteroides, Veillonella, Clostridium coccoides spp. (Tidjani Alou
et al. 2016). Koncetrace Bifidobacterium spp. se béhem dospivani postupné snizuje (Derrien et
al. 2019). Okolo dvou let je mikrobiota jedince srovnatelna se sloZzenim mikrobioty dospélého
¢lovéka. Obsah mikroorganismu dospélych jedinct je ovSem velmi riznorody, ovliviiuje jej
fada faktoru jako je geograficka lokalizace, urovenn hygieny a raznorodé podnebi.
Obecné ovSem plati, ze dominantnimi kmeny stfevni mikrobioty u dospélych jedinct jsou
Firmicutes (65,7 %) a Bacteroidetes (16,3 %) (obr. 6) (Eckburg et al. 2016; Ley et al.
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2016). Kmen Firmicutes se sklada z vice nez 200 rGznych rodd, jako jsou Lactobacillus,
Bacillus, Clostridium, Enterococcus a Ruminicoccus. Rody Clostridium pifedstavuji pfiblizné
95 % kmene Firmicutes. Bacteroidetes se sklada z Bacteroides a Prevotella (Arumugam et al.
2011). Dalsimi zastoupenymi kmeny jsou Proteobakterie (8,8 %); Aktinobakterie (4,7 %);
Verukomikrobie (2,2 %); Fusobakterie (0,67 %) (Eckburg et al. 2016; Ley et al. 2016) .

Lactobacillaceae
Firmicutes Staphylococcaceae
Negativicutes
(65,7 %)

Prevotella

Bacteroldes

Sphmgobactema

Bacteroidetes
(16,3 %)

Bacteroidia

Obrazek 6: Dominujici kmeny mikroorganismi ve stfevech dospélého jedince. Upraveno podle (G. T.
Macfarlane et Macfarlane 2012; Rinninella et al. 2019)
Ke konci zivota se sloZzeni mikrobioty opét méni disledkem ztraty zubi, snizenim funkce
slin, zpomalenim traveni a prichodu stfev. Uvadi se, Zze mikrobiota u star§ich lidi je vsak,

wewr

rozmanit&jsi ve srovnani s mlads$imi dosp€lymi (Maukonen & Saarela 2015).
3.4.1 Probiotika

Termin probiotika pochazi z fectiny a vznikl slozenim slov "pro" (pfiznivy) a "bios"
(zivot). Vyznam slova je pouzivan k definovani zivych nepatogennich organismu a jejich
piiznivych Géinkt na hostitele. Pojem ,,probiotika“ poprvé zavedl Vergin v roce 1954, kdyz
studoval $kodlivé ucinky antibiotik a jinych antimikrobialnich vlastnosti na mikrobialni
populaci ve stievech. Poznamenal, ze ,,probiotika“ pusobila pfiznivé na stfevni mikrobiom.
Pojem probiotika byl pak Lilly a Stillwell vroce 1965 ptedefinovan jako ,,Produkt
produkovany jednim mikroorganismem stimulujicim rust jiného mikroorganismu® (Pandey et
al. 2015; Markowiak & Slizewska 2017). Fuller (1989) definoval ,,probiotika jako ,.Zivy
mikrobialni dopln¢k krmiva, ktery ptizniveé ovliviiuje hostitelské zvite zlepSenim jeho stievni
mikrobidlni rovnovahy*. Podle aktudlné ptijaté¢ definice FAO a WHO jsou probiotika zivé
mikroorganismy, které pii podavani v dostateném mnozstvi poskytuji hostiteli zdravotni
piinos (Fioramonti et al. 2003). Mnoho z probiotik je soucasti lidské stfevni mikrobioty, kde
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ziji v symbiotickém vztahu (Ley et al. 2016). Mikrobialni spolecenstvi (bakterie, houby, archea,
viry a prvoci) se nachazeji v lidském GIT, plicich, kizi a existuji v komenzalnim vztahu
S hostitelskymi bunikami, ¢imz hraji vyznamnou roli v lidském zdravi (Bustamante et al. 2020).
Vétsina probiotik spadd do skupiny organismii zndmych jako bakterie mlécného kvaSeni
(BMK), které produkuji mlécnou kyselinu. Obvykle se konzumuji ve formé jogurtd,
fermentovaného mléka nebo jinych fermentovanych potravin (Parvez et al. 2006).

Hlavnim zastupcem kvasinek je Saccharomyces cerevisiae a pfednimi ptredstaviteli BMK
jsou ptredevsim kmeny Lactobacilli spp. a Bifidobacterium spp., jez jsou povazovany za
nejucinngjsi a nejcastéjsi probiotika (Guarner et al. 2008; Yadav et al. 2017). BMK jsou
nepatogenni, netoxické, grampozitivni, fermentujici bakterie, které jsou spojeny s produkci
mlécné kyseliny ze sacharidt, ¢ehoz je vyuzivano pii kvaseni potravin. (Guarner et al. 2008).

Mezi ptiznivé G¢inky konzumace BMK patfi: zlepSeni zdravi stievniho traktu; redukce
infekce Helicobacter pylori; zlepSeni imunitniho systému; syntéza a zvySeni biologické
dostupnosti zivin; snizeni pfiznakl intolerance laktdzy; snizeni alergickych reakci a snizeni
rizika nékterych druht rakoviny. Dale pak posiluji stievni slizni¢ni bariéry proti Skodlivym
latkdm (Schrezenmeir & Vrese 2001; Fioramonti et al. 2003; Parvez et al. 2006; Guarner et al.
2008; Scaldaferri et al. 2013; Bustamante et al. 2020). Bylo navrzeno, ze probiotika by méla
byt konzumovéna denné v davkach 108 az 10 koloniich tvofici jednotky (KTJ), aby byly
prokazany priznivé u¢inky na zdravi jedince (Bustamante et al. 2020).

Mechanismy, kterymi probiotika uplatiiuji své ucinky, jsou do znacné miry neznamé, ale
mohou zahrnovat upravu pH stiev, stimuluji imunomodulaé¢ni buriky a antagonizaci patogenim
produkci antimikrobialnich slouéenin (Parvez et al. 2006). Probiotické kmeny inhibuji
patogenni organismy tim, Ze S nimi soutézi 0 Substrat potiebny pro fermentaci. Kromé toho si
konkuruji v navdzani na receptory a zabranuji adhezi patogennich bakterii k hostitelskym
bunkam (Eizaguirre et al. 2002; Mangell et al. 2002; Parvez et al. 2006). Piikladem je
mechanismus fungovani Lactobacillus plantarum, ktery muze pfilnout k buinkam lidského
tlustého stfeva. Jakmile probiotikum pfilne k buiice, dochazi k riiznym biologickym aktivitam,
které zahrnuji pfedevSim uvoliiovani cytokinti a chemokint. Ty pak uplatiiuji svoji sekundéarni
aktivitu, jako je stimulace slizni¢ni a systémové imunity hostitele (Delcenserie et al. 2008). Je
také znamo, ze nékteré sttevni bakterie produkuji vitaminy (Parvez et al. 2006). Probiotika
uvoliovanim svych metaboliti (arginin, glutamin, mastné kyseliny s kratkym fetézcem
a konjugované linolové kyseliny) chrani stfeva. Probiotickd antimikrobidlni aktivita je déna
vylu¢ovanim produktli zvanych bakteriociny a latek, jako jsou organické kyseliny (mlécna,
octova a maselna kyselina) a H>O, (de Keersmaecker et al. 2006). Tyto metabolity ptsobi
bakteriocidné tim, Ze maji tendenci snizovat pH stfevniho obsahu. Probiotika mohou také
ovlivnit dal§i ochranné funkce stfevni sliznice, v€etné syntézy a sekrece antibakteridlnich
peptida @a mucinu (de Keersmaecker et al. 2006; Parvez et al. 2006).

3.4.2 Rod Bifidobacterium spp.

Bifidobakterie jsou grampozitivni, anaerobni prokaryota, které pfirozené¢ kolonizuji
zvifeci ¢i lidsky GIT a vaginu. Ackoli nejsou numericky dominantni ve slozité stifevni
mikrobioté, jsou povazovany za kli¢ové komenzali, které podporuji zdravy jedince (Schell et
al. 2002; Turroni et al. 2009). Patii mezi prvni bakterie, které kolonizuji lidsky GIT.
Predpoklada se, Ze maji pozitivni €inky na podporu zdravi, jako jsou ochranné aktivity proti
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patogentim, produkci antimikrobidlnich latek (napft. bakteriociny), anebo blokovani adheze
patogenti a modulace imunitni odpovédi (Turroni et al. 2009).

Provedend analyza ukdazala, ze kultivovatelna populace bifidobakterii ze stfevnich
a fekalnich vzorkt zahrnuje Sest hlavnich fylogenetickych taxond, tj. Bifidobacterium longum,
B. pseudocatenulatum, B. adolescentis, B. pseudolongum, B. breve a B. bifidum a dva druhy
vétsinou detekované ve vzorcich stolice, tj. B. dentium a B. animalis subp. Lactis (obr. 7).
Zastoupeni téchto kment bifidobakterii se béhem Zivota postupné méni. Nejdominantnéjsim
ovSem zustava B. longum (obr. 8) (Turroni et al. 2009).

M B. animalis subp. Lactis

«f3  Vzoreksliznice oy Vzorek stolice
g | | 1,50%

m B. pseudocatenulatum

m B. bifidum
l B. breve

M B. adolescentis
M B. pseudolongum

HB. longum

M B. dentium

Obrazek 7: Procentualni zastoupeni identifikovanych bifidobakterii ze vzorki stolice a sliznice tlustého stieva.
Upraveno podle (Turroni et al. 2009).

Déti _mqm Dospeli

] 2%

M B. animalis subp. Lactis
2%
m B. pseudocatenulatum
M B. bifidum

B. breve
M B. adolescentis

M B. pseudolongum

W B. longum

Obrazek 8: Procentualni zastoupeni identifikovanych bifidobakterii ze vzorka odebranych dospélym jedinciim
a détem. Upraveno podle (Turroni et al. 2009).

Vyskyt a pomér zastoupeni bifidobakterii zavisi také na typu konzumované stravy.
Stravitelné a relativné jednoduché mono-, di- a trisacharidy (laktéoza a sachardza), jsou
metabolizovany v horni ¢asti tlustého stieva, kde jsou piedevsim kolonizovany laktobacily
(Hooper et al. 2002; Vaughan et al. 2005). Naproti tomu bakterie aktivni v dolnich ¢astech
tlustého stfeva, jako jsou bifidobakterie, maji schopnosti metabolizovat komplexni sacharidy
nepodléhajici traveni V hornich castech (Hooper et al. 2002). Bifidobakterie degraduji
polymerni sacharidy na oligosacharidy s nizkou molekulovou hmotnosti, které nésledné
rozkladaji na monosacharidy. Ty se pomoci enzymu pfeménuji na meziprodukty fruktdza-6-
fosfat a nasledné na mastné Kkyseliny s kratkym fetézcem (SCFA; short chain fatty acids)
(Pokusaeva et al. 2011). Pravé timto zpusobem fermentace se bifidobakterie lisi od jinych
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BMK, které maji enzymy aldolaza a glukéza-6-fosfat NADP + oxidoreduktaza. Naproti tomu
klicovym enzymem fermentace bifidobakterii je fruktdza-6-fosfat fosfoketolasa (F6PPK).
Enzym katalyzuje $tépeni fruktoza-6-fosfatu na erythrose-4-fosfat a acetyl-fosfat, ktery je poté
pfeménén na octovou Kkyselinu, ktera je spolu s mlé¢nou kyselinou hlavnim produktem
fermentace (Fandi et al. 2001). Bifidobakterie tedy degraduji hex6zové cukry glukézu
a fruktozu jedine¢nym zptisobem s nazvem ,,bifid shunt* (obr. 9) (Pokusaeva et al. 2011). Timto
procesem se produkuje vice energie ve formé ATP ze sacharid nez fermenta¢nimi drahami
pusobicimi napiiklad u BMK. Bifidobakterialni draha poskytuje 2,5 molekuly ATP z 1 molu
fermentované glukézy a 1,5 molu octanu a 1 mol laktatu (Palframan et al. 2003; Suzuki et al.
2010).

2 molekuly glukozy

LK
ﬂ 3 molekuly

Fruktoza-6-fosfat ATP
: 3 molekul —)
Xylilosa-5-fosfat acetyl Y gg : T;I:\l:: v
fosfatu kyseliny
2 molekuly EE——)
ATP
2 molekuly

mlécné kyseliny

Obrazek 9: Schéma ,,bifid shunt“. Dvé molekuly mlé¢né kyseliny, tfi molekuly octové kyseliny a p&t molekul
ATP se vyrabgji ze dvou molekul glukozy. Fosfoketolaza katalyzuje rozklad dvou molekul glukézy ve tiech
krocich. Upraveno dle (Suzuki et al. 2010).

3.4.3 Prebiotika

Aby mohlo dochazet k produkci vyse zminéné energie museji byt piitomna prebiotika.
Prebiotika jsou definovana jako ,substrat, ktery selektivné podporuje rust nebo aktivitu
stfevnich mikroorganismii a zlepSuje tim zdravotni stav konzumenta.“ Tato nova definice
umoziuje zahrnuti latek bez obsahu sacharidi a aplikaci do jinych télnich mist, nez je
gastrointestinalni trakt. Nové jsou zde také zahrnuty prebiotika pouzivana u zvitat (Gibson et
al. 2017). Vétsinou se jedna o neskrobové polysacharidy a oligostacharidy Spatné travené
lidskymi enzymy (Macfarlane et al. 2006; Guarner et al. 2008). V soucasné dobé¢ jsou
nejdominantnéj§imi a nejucinnéjsimi prebiotiky zejména oligosacharidy, jako fruktany
(fruktooligosacharidy (FOS) a inulin) a galaktany (galaktooligosacharidy (GOS)), které velmi
dobie podléhaji metabolické transformaci rodt Lactobacillus a Bifidobacterium (Gibson et al.
2017).

Oligosacharidy, jsou §t€peny bakterialni fermentaci v tlustém stievé (Blaut 2002). Nejen
ze produkty této fermentace mohou pisobit specifické zmény ve slozeni a cinnosti
gastrointestinalni mikrobioty, ale také pozitivné ovliviiuji zdravi hostitele (Guarner et al. 2008).
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Fermentace v tlustém stfevé ma velké mnozstvi fyziologickych ucinkt, jako je zvySeni
absorpce vapniku, ndrtst fekalni hmotnosti, zkraceni doby prichodu gastrointestindlnim
traktem a snizeni hladiny lipidu v krvi. Pfedpoklada se, ze narust bifidobakterii v tlustém stievé
prospiva lidskému zdravi produkci sloucenin, které inhibuji potencialni patogeny snizenim
hladiny amoniaku v krvi a produkci vitamin a travicich enzymut (Guarner et al. 2008; Dahiya
etal. 2017).

Lidské t€lo produkuje pouze omezeny pocCet enzymi potiebnych k degradaci
komplexnich sacharidl. Savci jsou vybaveni tak, aby absorbovali jednoduché cukry (napf.
glukozu, fruktozu), hydrolyzovali konkrétni disacharidy (napf. Ssachardézu a maltdzu) a Stépili
pouze velmi omezeny pocet polysacharidi (napt. $krob). Naproti tomu nemohou travit jiné
dietni polysacharidy (napf. pektin a polysacharidy obsahujici xylan a arabindzu).
Nestravitelnost téchto cukrli odrazi nedostatek lidskych enzymii potfebnych pro jejich
degradaci (Vaughan et al. 2005; Sonnenburg et al. 2005). U téchto nestravytelnych sacharida
neprobiha hydrolyza a nevstiebavaji se v tenkém stieve. Patii sem sacharidy, jako je rezistentni
Skrob a rezistentni dextriny; neSkrobové polysacharidy (napt. pektiny, arabinogalaktany,
arabska guma, guarova guma a hemiceluloza); nestravitelné oligosacharidy (napt. fruktany
inulinového typu, galaktany, manany, rafinéza a stachyoza); nestravené podily disacharidi
(napf. laktdza); a cukerné alkoholy (napf. laktitol a isomalt) (Shahrul & Rastall 2011).

Termin fruktany inulinového typu zahrnuje vSechny f (2 < 1) linearni fruktany vcetné
nativniho inulinu, oligofruktézy, a také specifické kombinace oligofrukt6zy a inulinu. Fruktany
inulinového typu odolavaji traveni a funguji jako vlaknina (Roberfroid 2007). Tyto latky jsou
nejcastéji izolovany z kotfent ¢ekanky Cichorium intybus L. Obecné lze ovSem fict, Ze jsou
hojné zastoupeny u rostlin ¢eledi Liliaceae, Amaryllidaceae, Poaceae a Compositae (Gupta et
al. 2019).

Fruktany a galaktany jsou oligosacharidy pfednostné metabolizované bifidobakteriemi.
Bifidobakterie obsahuji enzym [-fruktanosidazovych a B- galaktosidazovych, které snadno
degraduji vazby ve FOS a GOS (Shahrul & Rastall 2011). Prebioticka oligofruktoza se
pfirozené¢ nachdzi v mnoha potravinach. Nejcastéji se s nimi setkame v pSenici, cibuli,
bananech, medu, ¢esneku a porku (Guarner et al. 2008).

Prvnimi prebiotiky, se kterymi se ¢loveék setkava jsou oligosacharidy lidského mléka.
Jedna se o zvlasté dilezitou slozku kojenecké stravy, majici dalezity vliv na vyvoj stievni
mikrobioty, metabolickych a imunologickych systéml novorozeného ditéte. Matetské mléko
obsahuje i vysoky pocet rodu Bifidobacterium, ¢imz je ptfirozené zvySovan obsah téchto
bakterii ve stievech kojenct (Garrido et al. 2015). Lidské kolostrum a mléko bylo tradi¢né
povazovano za sterilni. Ze vzorka lidského mléka bylo vSak dosud izolovano vice nez 200
ruznych bakterialnich druht, vcetné stafylokokti, BMK a bifidobakterii. Je zajimavé, ze stejné
bakterialni kmeny byly nalezeny jak v matefském mléce, tak v kojeneckych vykalech riiznych
pari matka-dité, coz potvrzuje Vliv matefského mléka na bakteridlni kolonizaci stfev
kojence. Tyto komenzalni bakterie chrani stieva kojence a podileji se na zrani imunitniho
systétmu (Fernandez et al. 2013a). Do mléka by se tyto bakterie mohli dostat z ust ditéte
ptipadné z pokozky prsu matky nebo bakterialni translokaci z gastrointestinalniho traktu matky
do mlééné zlazy. Tato drdha je oznaCovéna jako entero-mléCnou drahou (Fernandez et al.
2013a; Rodriguez 2014; Moossavi & Azad 2020). Lidské mléko je tedy zdrojem probiotik
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a prvnich prebiotik, s nimiz se novorozenci setkavaji (Garrido et al. 2015; Al-Khafaji et al.
2020).

Prebiotika obsahuji konfigurace glykosidovych vazeb, ktera je odolna vuci hydrolyze
sttevni kyselinou a travicimi enzymy. U prebiotik proto nedochazi ke $tépeni Vv hornich
oblastech gastrointestinalniho traktu a mohou se dostat do intestinalniho traktu, kde jsou stievni
mikrobiotou odbouravany na octovou, propionovou, maselnou a mlé¢nou Kyselinu a také plyny
CO2 a Hz (Bustamante et al. 2020).

Bakteridlni skupiny, které v tlustém stfevé nejcastéji fermentuji nestravitelné
oligosacharidy, jsou nazyvany sacharolytickymi organismy a jedna se o rody Bacteroides,
Bifidobacterium, Ruminococcus, Eubacterium, Lactobacillus a Clostridium. Naproti tomu
skupiny mikrobti, jako je Streptococcus, Clostridium, Bacillus a Staphylococcus, maji
schopnost fermentovat aminokyseliny a jsou tedy fazeny mezi proteolitické organismy (Shahrul
& Rastall 2011). Sacharidy jsou fermentovany v proximalni ¢asti tlustého stifeva a vysledkem
metabolickych procest fermentace za anaerobnich podminek jsou piedevs§im SCFA, primarné
acetat, propionat a butyrat, dale laktat - sil mlécné kyseliny (ktery se hromadi v téle nebo mtize
byt ptfeménén na SCFA) a plyny (CO2, CHs a H). Tyto plyny jsou nasledné exkretovany stolici
¢i vydychany (Cummings & Macfarlane 1991). Proteiny jsou pfedevsim §tépeny V distalni ¢asti
tlustého stieva, na mastné kyseliny s rozvétvenym fetézcem, jako je isobutyrat, isovalerat a fada
dusikatych sloucenin. Nékteré z téchto metaboliti mohou byt dale metabolizovany na toxické
latky, jako je naptiklad amoniak, aminy a somefenolové slouceniny (Cummings & MacFarlane
1997; Shahrul & Rastall 2011; Macfarlane & Macfarlane 2012).

SCFA jsou hlavnimi produkty fermentace, poskytujici zdroj energie pro fadu organt, jako
jsou svaly, ledviny, srdce a mozek. Tvoii témét 10 % denni energetické potfeby mikrobiomu
tlustého stieva a vice nez 70 % energie pro bunééné dychani. (Blaut 2002; Guarner et al. 2008;
Kasubuchi et al. 2015). Mimo to SCFA také ovliviiuji metabolismus lipidi ¢i sacharida
Vv jatrech a okyseluji obsah tlustého stfeva, kde vétSinou probiha i jejich absorpce do krevniho
fecisté (Cummings & MacFarlane 1997). SCFA jako acetat, propionat a butyrat vznikaji v
poméru 60:20:20 (Havenaar 2011; Macfarlane & Macfarlane 2012). Acetat se metabolizuje
hlavné v lidskych svalech, ledvinach, srdci a mozkovych tkanich. Propionat piispiva k inhibici
syntézy cholesterolu v jatrech aregulaci ukladani tukové tkané. Butyrat je metabolizovan
predevsim epitelem tlustého stfeva, kde slouZi jako hlavni energeticky substrat a jako regulator
bunééné diferenciace. Uvadi se, Ze butyrat hraje ochrannou roli proti kolorektalnimu karcinomu
a kolitid¢é. Bylo zjiSténo, Ze rektaln€ podavany butyrat sniZzuje zénéty u subjektl s aktivni
idiopatickou ulcer6zni kolitidou (Shahrul & Rastall 2011; Kasubuchi et al. 2015).
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4 Material a metodika

4.1 Material

Pro testovani byly pouzity tfi druhy hmyzu: larvy potemnika mouéného (Tenebrio
molitor), svab obecny (Blatta orientalis), a cvréek domaci (Acheta domesticus), jez poskytl
Ing. Martin Kulma, Ph.D. z katedry zoologie a rybatstvi (FAPPZ).

Pro vlastni testovani byly vyuzity bakterialni kmeny: Bifidobacterium
pseudocatenulatum (DSM 20 438), B. breve (ATCC 15 700), B. adolescentis (DSM 20 083),
B. longum (ATCC 15707), B. animalis (DMS 10140) a B. bifidum (DSM 20 082).
Z piistrojového zafizeni byl pouzit mikroskop Nikon 2000, tiepacka Vortex, vodni lazen,
kolona s CO2 a Hz. a z bézného spotiebniho materialu podlozni a kryci sklicka, Petriho misky,
injekéni stiikacky, vialky.

Chemikalie vyuzité pro piipravu kultivacnich medii, Wilkins-Chalgren s pfidavkem
sojového peptonu (WSP), Wilkins-Chalgren agaru s pfidavkem sojového peptonu a média na
fedici fadu jsou uvedeny v tabulce 8, chemikalie pro provedeni F6PPK testu v tabulce 9.

Tabulka 8: Material potfebny pro piipravu medii a agaru.

Médium SloZeni média na 1000 ml Médium SloZeni média na 1000 ml
10g Tryptone Wilkins-
10 g Nutrient broth N.2 33 g Wilkins-Chalgren bujonu
R e, Chalgren s S
Kultivaéni 5 g kvasni¢ny extract FidAnim 5 g sojového peptonu
médium zaklad 1 ml Tween (Scharlau) prdan 0,5 g L-cysteinu (Sigma)
. . sojového
0,5 g Cystein (Sigma) eptonu 1 ml Tweenu (Scharlau)
+ 1 g zdroje uhliku Pep
59 _Tryptone Wilkins- 33 g Wilkins-Chalgren agar
5 g Nutrient broth N.2 L
e, Chalgren agar s 5 g sojového peptonu
N 2,25 g kvasniény extract s
Redici Fada pridavkem 1 ml Tween (Scharlau)
0,5 ml Tween (Scharlau) . i
N sojového 0,5 g Cystein (Sigma)
0,25 g Cystein (Sigma) ST
peptonu 50 mg mupirocinu

Vyrobcem jednotlivych sloZek médii je OXOID (UK), pokud neni uvedeno jinak.
Tabulka 9: Cinidla pro F6PPK test.

Nazev Cinidla SloZeni
Roztok 1 0,36 g KzHPO4, 0,10 g KH2PQO4, 0,15 g cysteinu, 300 ml H,O
Roztok 2 120 mg NaF, 200 mg Na-iodoacetatu, 20 ml H,O
Roztok 3 4,17 g hydroxylaminu, 30 ml H20
Roztok 4 3 g trichloroctové kyseliny, 20 ml H2O
Roztok 5 2,48 ml HCI, 17,52 ml H,O
Roztok 6 1 g FeCl3, 62 ul HCI, 20 ml H,0
Roztok 7 290 mg fruktosa-6-fosfatu, 5,5 ml H,0

Roztok CTAB detergent cetridium bromidu (45 mg/100 ml H20)

4.2 Metodika

4.2.1 Stanoveni ¢istoty kultur

Na zacatku vlastniho testovani byla zkontrolovana Cistota sbirkovych kment a jejich
morfologie. Pfed provedenim kontroly byly kultury zaockovany (0,3 ml) do sklenénych vialek
obsahujici 10 ml WSP, kde byla anaerobni atmosféra a ponechany 24 hodin kultivovat pfi
37 °C. Po kultivaci byla provedena kontrola Cistoty narostlych bakteridlnich kultur. Kazda
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bakterialni kultura byla pfevedena pomoci sterilni injek¢ni jehly na podlozni sklicko a umisténa
pod mikroskop (Nikon 2000), kde byla pozorovana jejich morfologie.

Kontrola pomoci F6PPK

Nasledné byla provedna druha kontrola na rodové urovni na zaklad¢ detekce fruktozo-6-
fosfat fosfoketolazy, enzymu, ktery je specificky pro ¢eled’ Bifidobacteriaceae.

Narostl¢ kultury na WSP byly odstfedény v centrifuze na 5 minut pii 12 000 otackach.
Vznikly supernatan byl slit, rozpustén v 0,5 ml bifipufru a nasledné 2x proplachnut roztokem 1.
K rozbiti bunék bylo pfidano 0,2 ml CTAB a kultivace probihala pii pokojové teploté po dobu
5 minut. Nasledné se k rozbitym bunkam ptidalo 0,125 ml roztoku 2 a 0,2 ml roztoku 7. Vzorek
se nechal kultivovat 30 minut ve vodni lazni pii teploté 37 °C. K zastaveni reakce byl pouzit
roztok 3 v mnozstvi 0,75 ml. Nasledna inkubace probihala pii pokojové teploté 10 minut.
V poslednim kroku bylo dodano jesté 0,5 ml roztoku 4, 5 a 6.

Identifikace pomoci MALDI-TOF

Pro identifikaci na druhovou turoven byla pouzita MALDI-TOF. Jedna se o Setrnou
ioniza¢ni techniku, pfi které dochézi k tvorbé iontli bez fragmentace molekul. Sterilni jehlou
byl odebran 1 ml narostlé ¢isté kultury do sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek, které se poté
nechaly odstfedit po dobu 2 minut pii 14 000 otacek. Po centrifugaci byl supernatan slit. Ke
vzniklému peletu, ktery zGstal na dné zkumavky byl ptidan 70% ethanol 0 objemu 500 pl. Takto
vznikly roztok se nechal odstiedit na 14 000 otacek po dobu 2 minut. Supernatan byl opét slit
a zbyvajici ethanol se opatrn¢ odstranil odpipetovanim, tak aby nedoslo k poskozeni peletu.
Nasledné bylo k peletu pfidano 15 ul 70% kyseliny mravenci (CH202) a 15 ul 100% acetonitrilu
(C2H3N), které slouzi k naruSeni buiiky a uvolnéni ribozomalniho proteinu. K promichani
CH20; a C2HsN byla pouzita tfepacka (Vortex) po dobu 30 sekund a vzorky byly opét vlozeny
do centrifugy a stoceny na 2 minuty pii 14 000 otackach.

Vznikly supernatan byl nanesen na MALDI desticku ve dvou kopiich v mnozstvi 1 pl.
Vzorky na desti¢ce se nechaly zaschnout a néasledné byla nanesena matrice MATRIX takeé
vmnozstvi 1 pl. Desticka se pii pokojové teploté nechala zaschnout a byla pfipravena
k analyze. Samotna analyza prob&hla na MALDI-TOF Autoflex Speed Bruker a vysledna
spektra byla vyhodnocena softwarem Bruker MALDI Biotyper.

4.2.2 Priprava hmyzu

V tomto testovani byly pouzity 3 druhy hmyzu — cvréci, $vabi, larvy potemnika
moucného. Kazdy druh byl samostatné lyofilizovéan, doSlo k jeho zmraZeni - 80 °C a nasledné
byl hmyz suSen ve vakuu pfi - 56 °C. Jednotlivé druhy byly samostatné mixovany v Grindomix
GM200 po dobu zhruba 2 minut na 2.0 x 1000 rpm s cilem zajistit jemnou a Sypkou konzistenci.

4.2.3 Testovani rustu bifidobakterii

Schopnost bifidobakterii vyuzivat hmyzi moucku, byla testovana pomoci stanoveni
rustovych kiivek, stanoveni optické denzity média a kultivaénim stanovenim bakterialnich
bunck.

Stanoveni poc¢tu bifidobakterii po kultivaci na médiich s hmyzi mouckou

Pro testovani vyuzitelnosti hmyzi moucky bifidobakteriemi byla pouzita kultivaci media

vvvvv
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byla pouzita glukoza. Poslednim pouzitym kultivaénim médiem byl Wilkins-Chalgren
s pridavkem sojového peptonu, ktery obsahoval veskeré nutné ziviny pro kultivaci
bifidobakterii. Slozeni kultivaéniho média je uvedeno v tabulce 7. VSechny piisady
jednotlivych medii byly navdzeny a rozvafeny. Bujony byly nadavkovany do zkumavek po
10 ml. Zkumavky byly vloZeny do vodni lazné s teplotou 100 °C na 10 minut, ¢imZ doslo
k vyvareni kysliku a ¢astecnému zajisténi anaerobniho prostiedi.

Po vyjmuti z vodni lazné bylo u v8ech zkumavek zcela vytvoieno anaerobni prostiedi
probubldnim média oxidem uhli¢itym. Nasledn¢ byly zkumavky rychle uzavieny gumovou
zatkou s plastovym tésnénim. VSechny zkumavky byly dale vlozeny do autoklavu (121 °C,
1 hod). Po vyjmuti z autoklavu se nechaly zkumavky zchladit na pokojovou teplotu a byly do
nich zaoc¢kovany jednotlivé kmeny bakterii S naslednou 24 hodinovou kultivaci pti 37 °C.

Pocet bakterii v jednotlivych mediich byl stanoven kultivaéné¢ pomoci plotnové metody
na Petriho miskach. Abychom mohli stanovit co nejpfesnéjsi pocet narustu kultivovanych
bifidobakterii na médiich s riznym zdrojem uhliku, byla vyutvotena fedici fada. Zaockovana
a kultivovana média byla nafedéna decimalnim fedénim do koncentrace 107 a u Wilkins-
Chalgren bujonu do 108, ¢imz byla zajisténa lepsi viditelnost naristu bakterialnich kmen.

Ptiprava média na fedici fadu byla navafena dle receptu popsaného vyse. VSechny
pottebné piisady byly spolecné rozvateny a naddvkovany po 9 ml do vialek. Poté se vialky
umistily do vodni lazné ptiblizné€ na 15 minut pii teploté 100 °C, ¢imz opét doslo k vyvateni
kysliku. Po vyndéni zvodni l4zn€¢ bylo u vSech vialek vytvofeno anaerobni prostiedi
probublanim média oxidem uhli¢itym. Nasledné byly zkumavky rychle uzavieny gumovou
zatkou s hlinikovou krytkou. Vialky byly vlozeny do autoklavu (121 °C, 1 hod), ¢imz doslo ke
starilaci media. Soubézné s piipravou média na fedici fadu, byl udélan i agar Wilkins-Chalgren
s pridavkem sojového peptonu. VSechny potiebné slozky (tab. 7) byly rozmichany
Vv destilované vod¢, rozvareny a také sterilovany.

Po skonceni kultivace bifidobakterii v kultivaénim médiu, bylo z jednotlivych zkumavek
s médiem odebrano pomoci sterilni injekéni jehly 1 ml do 9 ml vialky s médiem urc¢enym pro
fedici fadu, ¢imz nam vzniklo 1. fedéni. Z tohoto fedéni bylo odebrano 0,1 ml a vloZeno do
dalsi vialky s 9 ml fediciho média, ¢imz bylo docileno vzniku 3. fedéni. Nasledna 4. az 7. fedéni
vznikla odebranim 1 ml z pfedchazejici vialky a vloZzenim do dalsi vialky s 9 ml fediciho média.
U fedici fady urcené pro kultivacni médium Wilkins-Chalgren se sojovym peptonem, bylo
fedéni provedeno az do 8. stupné (obr. 10). Vzorky z fedicich fad byly injek¢énimi stiikackami
naneseny na Petriho misky a pfelity modifikovanym Wilkins-Chalgren agarem s piidavkem
sojového peptonu. Cely proces probihal ve sterilnim prostiedi u hoficiho kahanu. Kultivace
byla provedena za anaerobnich podminek pomoci aerostatu 48 hodin pfi teploté 37 °C.

Po kultivaci byly kolonie spocitany na pocitadle. Ziskané hodnoty byly dvakrat nasobeny

kvli aplikaci 0,5 ml na Petriho misky, pfi¢emz vzorec je vztazeny na 1 ml. Celkové mnoZstvi
bakterii ve vzorku bylo vypocitano podle vzorce:
P =[(P1+ P2)/11]*F
P1, P2 = pocet kolonii na dvou po sobé jdoucich pocitatelnych Petriho miskach,
F = ptfevracena hodnota vyssiho fedéni.
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oml 5F —> 0,5ml
Iml  6F % 0,5 ml
oml T —> 0,5ml
oml 8 —> 05ml

Obrazek 10: Znazornéni provedeni fedici fady do 8 fedéni.

1 ml

1Tml

1Tml

Meéfeni optické denzity média

Po kultivaci bifidobakterii na médiich s hmyzimi mouc¢kami byla dale stanovena opticka
denzita, kterd je pfimo Umérnd nardstu bakterii v médiu. Byl pouzit piistroj Specol 1300
a vlnova délka 620 nm. Nulova hodnota byla nastavena oproti sterilnimu kultivaénimu médiu.
Do dal$ich kyvet bylo postupné pipetovano 1,5 ml zaockovaného kultivacniho média se §vaby,
cvréky, mouénymi Cervy a WSP.

Riustova krivka

Abychom ziskali informaci o narGistu mnoZstvi biomasy bifidobacterii na mediich
s hmyzi mouckou v zavislosti na ¢ase, vyuzili jsme metodu rustové kiivky. Bifidobakterie byly
nao¢kovany do médii se ¢tyfmi typy uhliku a Wilkins-Chalgren se sojovym peptonem, ktery
slouzil jako standartni prostfedi pro rust bifidobakterii na idealnim médiu. Média byla
pfipravovana stejnym zpusobem jako media pro kultivaéni stanoveni (uvedeno vyse). Prvni
méfeni bylo provedeno ihned po zaoCkovani v ase 0 minut, ndsledujicich Sest méfeni bylo
provadéno po 30 minutach a poslednich deset méfeni po jedné hodiné. Po kazdém méfeni se
zkumavky ukladaly do vodni lazné pfi teploté¢ 37 °C, coz je optimalni teplota pro rast
bifidobakterii. Postupny rist bakterii byl stanoven spektrofotometricky sledovanim zmén
absorbance kultury pii 620 nm. za pomoci denzitometru McFarland (typ DEN-1B). Jedna se
0 optickou metodu, kterd méfi mnozstvi svétla pohlceného vzorkem v zavislosti na vlnové
délce. Tento pristroj byl vyuzit z divodu snadné manipulace a rychlého dosazeni vysledkd.

4.2.4 Statistické vyhodnoceni

Vysledky byly dale statisticky vyhodnoceny pomoci programu STATISTIKA 12.
Vyznamnost rozdilu vyuzitelnosti medii s obsahem ¢tyf riznych druhi uhliku bifidobakteriemi
byla vyhodnocovana t-testem pti hladiné vyznamnosti p < 0,01 a p < 0,05. Kde byly nasledné
porovnavana média s hmyzem a s WSP, které ma idealni slozeni zivného média a bylo
sestaveno tak, aby v ném bifidobakterie rostly co nejlépe.
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5 Vysledky

5.1 Ildentifikace bifidobakterii

Orientacni identifikace bifidobakterii na wrovni rodd provedend pomoci enzymu
fruktozo-6-fosfat fosfoketolazy, kdy doslo k barevné zméné pouzitych roztoku ze zluté na
fialovou (obr 11). Tato barevna zména znaci pozitivni vysledek zkousky a je indikatorem rodu
Bifidobacterium spp.. Identifikace na Girovni kmene pomoci MALDI-TOF vysla také pozitivng.
Z celkovych 6 identifikovanych kmentl, doslo k identifikaci s vysokym skorem u péti kultur,
alespont v jednom opakovani. Vysoké skore je oznacené zelenou barvou a pohybuje se
v rozmezi hodnot 2,00 — 2,20. Jeden kmen byl identifikovan pouze se stfednim skore, kde se
hodnota identifikace pohybuje v rozmezi od 1,70 — 1,99 a je oznaceno zlutou barvou. V tomto
piipadé se jednalo o B. pseudocatenulatum (obr. 12).

Obrazek 11: Pozitivni zkouska fruktozo-6-fosfat fosfoketolazy.

Nezev | pyzorky | Oroanismus (nejlepsi ﬁz,:’g: Organismus (druhd nojlosi f,:%":
(+!))_?B) 1;[3,%&?"” ps%iz:?g::;x:m 1.84 Bifidobacterium catenulatum 177
(+%B) mf&".ﬁm ) Bifidobacterium catenulatum | 1.97 pgﬂlﬁ‘;?gzlm:lm 191
(++—% (B) (;t;?r\s‘zn?gni) Bifidobacterium breve Bifidobacterium indicum
(++§ (B) (,‘l,,sdl?gm, Bifidobacterium indicum Bifidobacterium breve
(*‘{%\) (s(i?gxﬁni) Bifidobacterium adolescentis | 1.89 | Bifidobacterium adolescentis | 185
(++.l:_¥ (A) ( “Sﬂﬁ‘}ni) Bifidobacterium adolescentis Bifidobacterium adolescentis .
(++% (A) (slz}nst;l;%ni) Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum 1.98
(+E)J('%) (.\u}ns‘;’;%ni) Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum 179
( PL)I( A) (Sm::g:dni) Bifidobacterium animalis Bifidobacterium animalis 1.86
( PL)Z( A) le\‘d%?dn“ Bifidobacterium animalis Bifidobacterium animalis 1.98
(++I:_])l( A) ( 5‘3,?;):3““ Bifidobacterium bifidum Bifidobacterium bifidum

Ed 20082 Bifidobacterium bifidum Bifidobacterium bifidum

(+++) (A) (standardni)

Obriazek 12: Vysledek MALDI-TOF.
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5.2 Rust bifidobakterii v médiu s hmyzi mouckou

Stanoveni poctu bifidobakterii po kultivaci pomoci plotnové metody na Petriho miskach
ukazala, ze nejvyssi bakterialni narust byl zaznamenan na Wilkins-Chalgren se sojovym
peptonem (WSP) 8,58 + 0,38 log KTJ/ml, ostatni varianty v podob¢ medii s hmyzi mouckou
a glukoézou mely nizsi narast. Mezi WSP a médii s hmyzem byl zaznamenan statisticky
vyznamny rozdil pfi hladin¢ vyznamnosti p<0,01 a p<0,05. Média s cvrcky, Svaby, moucnymi
¢ervy mezi sebou nejevily statisticky vyznamny rozdil pifi hladiné vyznamnosti p<0,01 ani
p<0,05. Ze tii medii s hmyzem byl zaznamenan nejvyssi nartst bifidobakterii na médiu s §vaby
(7,78 £ 0,09 log KTJ/ml) (tab. 10, obr. 13).

Tabulka 10: Rust bifidobakterii na péti riznych mediich. Hodnocenych pomoci kultivace
kment log KTJ/ml + smérodatna odchylka (SD) a absorbance + SD.

Typ media log KTJ/ml Absorbance
Cvréci 7,66 £0,1748  0,24+0,1148
Svabi 7,78 £0,09 A48 0,24 £ 0,07 A8
Mouéni Gervy 7,78 £0,28 A8 0,25 £ 0,08 AB
WSP 8,58 + 0,38 1,22 £ 0,31
Glukéza 72+1,044 -

Data log KTJ/ml jsou vyjadiena primérem Sesti bakterialnich kultur + SD; Absorbance je vyjadiena jako opticka
denzita pfi 620 nm priimérem Sesti bakteridlnich kultur + SD. A Statisticky vyznamny rozdil s porovnanim
s Wilkins-Chalgren se sojovym peptonem (p <0,05); B Statisticky vyznamny rozdil s porovnanim s Wilkins-

Chalgren se sojovym peptonem (p <0,01).
A AB AB AB
Svabi WSP

glukdza

12

10

KIT/ml
N R o ®

o

cvréci moucny cerv
Hmyzi médium

mRadal MRada2 ®Rada3 mRada4 MRada5 M Rada6

Obrazek 13: Porovnani jednotlivych medii stanovené fedici fadou. Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér KTJ/ml + SD. Rada
1 - Bifidobacterium pseudocatenulatum, fada 2 - B. breve, fada 3 - B. adolescentis, fada 4 - B. longum, fada 5 - B.
animalis, fada 6 - B. bifidum. A Statisticky vyznamny rozdil s porovnanim s Wilkins-Chalgren se sojovym
peptonem (p <0,05); B Statisticky vyznamny rozdil s porovnanim s Wilkins-Chalgren se sojovym peptonem (p
<0,01).

Vysledky méfeni optické denzity zaockovanych a kultivovanych medii, vysly obdobné
jako hodnoty rustu bifidobakterii kultivaénim stanovenim. Nejvétsi denzita byla naméfena na
WSP (1,22 + 0,31 absorbance + SD). Bifidobakterie na kultivaénich médiich s hmyzem rostly
op¢t velmi podobné a nebyl mezi nimi zaznamenan statisticky vyznamy rozdil pfi hladiné
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vyznamnosti p<0,01 ani p<0,05. Nejvyssi hodnota na mediu shmyzi mouckou byla
zaznamenana pii rastu bifidobakterii na mou¢nych cervech (0,25 + 0,08 absorbance + SD).
Statisticky vyznamny rozdil byl zaznamenan pii hladiné vyznamnosti p<0,01 a p<0,05 mezi
hmyzimi medii a WSP (tab 10, obr 14). Rozdil nartstu bifidobakterii na mediich s hmyzem
a WSP byl patrny jiz pfi pohledu pouhym okem (obr. 15).

1,6
14

1,2
1
0,8 * %k
0,6
0,4 I
o lansl I
silizn Bsmniz Rmmnil

0

Absorbance

cvréci Svabi moucny cerv

Hmyzi médium
mRadal ®Rada2 mRada3 mRada4 mRada5 M Rada6

Obrazek 14: Porovnani jednotlivych medii hodnocenych optickou denzitou pii 620 nm pfistrojem Specol. Hodnoty jsou
vyjadteny jako primér absorbance. Rada 1 - Bifidobacterium pseudocatenulatum, fada 2 - B. breve, fada 3 - B. adolescentis,
fada 4 - B. longum, fada 5 - B. animalis, fada 6 - B. bifidum..* Statisticky vyznamny rozdil s porovnanim s Wilkins-Chalgren
se sojovym peptonem (p <0,05) i (p <0,01).

wmoL aw‘runw.
Lyl @ WY i - -

)'w.\"‘ | .-

N4

Obrazek 15: Rozdil narGstu bifidobakterii na jednotlivych mediich. V levo ¢isté nezaockované medium s hmyzem,
stfed medium s hmyzem po 24 hodinové kultivaci bifidobakterii, v pravu WSP po 24 hodinové kultivaci bifidobakterii.

Rust jednotlivych bifidobakterialnich kmenti se na mediich s hmyzem vyrazné nelisil.
Nejlépe dokazal vyuzit hmyzi moucku jako jediny zdroj uhliku B. pseudocatenulatum
a B. animalis (tab. 10).
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Tabulka 10: Pramér ristu bifidobakterialnich kmenti na mediich s hmyzem (absorbance + SD).

Absorbance
Kmen .
primeér + SD
B. pseudocatenulatum 0,39 + 0,04
B. breve 0,17 £0,02
B. adolescentis 0,21+0,01
B. longum 0,22 £0,02
B. animalis 0,24 + 0,06
B. bifidum 0,23+0,04

Data absorbance jsou vyjadiena jako opticka denzita pti 620 nm. Data jsou primérem jednotlivych kment
bifidobakterii na medii s hmzem a WSP + SD.

Vysledky rastovych ktivek podpotily vysledky z méfeni plotnové kultivace i optické
denzity. Ze ziskanych hodnot je ziejmé, ze bifidobakterie nejsou schopné plné vyuzit hmyzi
moucku, jako jediny zdroj uhliku (obr. 16). Kdyz tyto hodnoty opét porovname s idealnim
médiem WSP je vidét vyrazny rozdil (obr. 17). Z divodu minimalniho rtstu bifidobakterii na
hmyzich médiich nebyla spocitana specificka rastova rychlost, jez je parametr kvantitativné
charakterizujici exponencialni fazi rustu.

5,5

5
. ///H—\\__._‘/.__\
T 45 \¥
N
® ) 288
a0
S

3,5

0O o5 1 15 2 25 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12,5 14 24
¢as v hodinach

—@— Cvrdci Svabi Mouény &erv

Obrazek 16: Ristova kiivka bifidobakterii na médiu ze cvréka, Svaba a moucného Gerva
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Wilkins-Chalgren se sojovym peptonem
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Obrazek 17: Ristova kiivka bifidobakterii na idedlnim médiu Wilkins-Chalgren se sojovym peptonem.
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6 Diskuze

Diky stale rostouci populaci se piedpoklada, ze jedly hmyz do budoucna bude nedilnou
soucasti lidské stravy jako hlavniho zdroje proteinu. A to nejen v oblastech, kde je jiz
Vv soucasné dob¢ béznou soucasti jidelnickti tamni populace, ale jeho konzumace vzroste také
v zapadnich zemich, Evropu nevyjimaje. Tento fakt je odivodnén hned nékolika predpoklady,
kterymi jsou snaha o udrzitelné hospodaistvi, omezeni budouciho nedostatku potravin a tim
souvisejici hladomor. Jednim z hlavnich divodu je také snizeni ekologické stopy na produkci
proteinu, tim i omezeni vy¢erpavani pudni kapacity a sniZeni spotieby vody nutné k produkci
na kilogram proteinu (Oonincx & de Boer 2012; Gahukar 2016).

Urcité slozky stravy, které jsou pro ¢lovéka nestravitelné napt. oligosacharidy, jsou dobie
traveny bakteriemi, které tyto slozky pfeménuji na energii a jiné metabolity (Kasubuchi et al.
2015). Z tohoto pohledu jsou nejvyznamnéj$imi bakteriemi v lidském téle rody Lactobacillus
a Bifidobacterium. Tyto dva rody jsou nejvice prozkoumanymi probiotiky z hlediska lidského
zdravi a maji schopnost vyuzivat prebiotického materialu (Dahiya et al. 2017).

Néami dosazené vysledky nepotvrdily hypotézu, Ze hmyz muize ptlisobit prebioticky.
Nejvyraznéjsi narast kolonii byl zaznamendn na bujonu Wilkins-Chalgren s pfidavkem
sojového peptonu, kde hodnota byla 8,58 + 0,38 log KTJ/ml. To bylo zptisobeno slozenim
zivného média, které bylo sestaveno pro idealni rust bifidobakterii. Oproti tomu Zivna média
s obsahem hmyziho chitinu nebyla nijak obohacovana o ziviny. Zjisténé vysledky
nevykazovaly vyrazny rust na mediich s hmyzem. K podobnym hodnotam vyzkumu dospéla
Iin vitro studie Kowalczewski et al. (2021), ktera primarné hodnotila nutri¢ni hodnotu
a biologickou aktivitu bezlepkového chleba obohaceného cvrééim praSkem a mimo jiné 1 vliv
tohoto chleba na nékolik bakterialnich rodt. V ramci této studie bylo provedeno in vitro traveni,
po kterém byl proveden ucinek tohoto chleba na bakterialni rody Bifidobacterium,
Lactobacillus, Enterococcus a Escherichia coli. Ziskané vysledky ukazuji, Ze zde nebyl
pozorovan zadny inhibi¢ni U¢inek chleba obohacené¢ho cvrcky. Lze tedy ptedpokladat,
ze piidani cvré€i moucky do potravin nebrani ristu mikrobiomu. V naSem ptipadé hmyzi
moucka neprosla procesem traveni a Z navaznosti na tuto studii je pravdépodobné, Ze by tento
vlivem chitinu z krevet na sloZzeni stfevni mikrobioty. Bylo zjisténo, ze chitinové frakce
vyznamné neméni celkovy pocet druht nebo mnozstvi stfevni mikrobioty. To je ve shodé
snami dosazenymi vysledky obdobné jako ve studii Kowalczewski et al. (2021). Jsou zde
ovsem vyzkumy Borrelli et al. (2017); Stull et al. (2018); Carvalho et al. (2019), které ukazuji,
Ze hmyzi moucka miliZze podporovat rlst ur¢itych bakteridlnich rodu.

Nami testovany mouény ¢erv nejevil vyznamny vliv na rast bifidobakterii oproti ostatnim
testovanym druhim hmyzu. Podle Carvalho et al. (2019), vykazuje Bifidobacterium spp.
podobné vysledky rustu jak na in vitro natravené hmyzi moucce, tak i na nenatravené. Vyrazny
rust bifidobakterii byl zaznamenan pouze na kontrole stejn¢ jako v naSem testu. Obecné méla
ovSem tato moucka pozitivni dopad na stfevni bakterie, jelikoZ podporovala rlst
Bacteroidaceae a Prevotellaceae. Moznym ddvodem sSnizené vyuzitelnosti moucky
z mou¢ného cerva bifidobakteriemi oproti Bacteroidaceae a Prevotellaceae muze byt ten,
Ze moucny ¢erv ma pomeérné vysoké zastoupeni proteinti. Bacteroidaceae a Prevotellaceae je
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diky svym proteolytickym vlastnostem mohou vyuzivat k vlastnimu rdstu oproti
bifidobakteriim (Gibson & Macfarlane 1988; Griswold et al. 1999).

Prestoze jsme nezjistili prebioticky efekt testovanych vzorkl na bifidobakterie, vysledky
dvou nedavnych studii Borrelli et al. (2017); Stull et al. (2018), naopak uvadéji, Ze hmyzi prasek
nejenze nenarusuje mikrobiom stfev, ale dokonce muze byt potencionalnim prebiotikem. Tyto
dv¢ studie tak podporuji hypotézu nasi prace. Bylo také zjiSténo, Ze strava obohacena o cvrcky
ma prebioticky efekt na bifidobakterie, jejichz obsah vzrostl ve vzorcich stolice témét 6%, ve
srovnani S béznou stravou. Ze sledovanych kment, zde byl nejvétsi narist zaznamendn u kmene
B. animalis. Nicméné tyto vysledky jsou v pfimém rozporu s vysledky, které jsme zjistili my,
kdy cvrc¢ci moucka neméla nijak vyznamny vliv na nardst B. animalis. Naproti tomu B.
pseudocatenulatum mél absorbanci téméi dvounasobnou a jeho vyuzitelnost média se cvrééi
mouckou byla vyrazné vyssi jak u B animalis.
sekvence publikované Pokusaeva et al. (2011) obsahuji ptedev§im B. pseudocatenulatum
(DSM 20 438) a B. longum subsp. longum (NCC 2 705). Na rozdil od B. pseudocatenulatum,
je B. longum subsp. longum jiného sbirkového kmenu, néz byl vyuzit v této praci (ATCC
15 707) a je mozné, ze obsahuje mén¢ aktivni chitinazu. Hodnota optické denzity B. longum
subsp. longum v této praci byla 0,22 + 0,02 absorbance & SD, coZ je jednou ze stiednich hodnot
a od ostatnich kmeni se vyrazné nelisila.

Jak ukazuji vysledky Borrelli et al. (2017), chitin mze mit prebiotické vlastnosti Vv in vivo
podminkach na nosnicich. Bylo zjiSténo, Ze chitin jako jeden z hlavnich biopolymerii v hmyzi
moucce, spolu s bakteriemi ve stievech nosnic, mohou spolupracovat a tvofit SCFA.
Fermentovatelny chitin jako potencidlni prebiotikum miiZe u nosnic podporovat mikrobiotu
a zdravi nosnic. Je zde nutno podotknout, Ze tato studie se zaméfila na bakterie kmeny
Bacteroides plebeius, Elusimicrobium minutum, Alkaliphilus transvaalensis, Christensenella
minuta, Vallitalea guaymasensis a Flavonifractor plautii a ne na bifidobakterie a Ze nosnice
mayji acidickou chitinazu v Zaludku a ve sttevé, ktera $tépi chitin za vzniku chitooligosacharidi
(COS), které jsou pro bakterie 1épe stravitelné (Tabata et al. 2017).

Chitinolytické enzymy se ovSem u lidské populace vyskytuji ptiblizné u 80 % piicemz
vétsina jedincli nema tyto enzymy plné aktivni (Boot et al. 2005; Paoletti et al. 2007). Tim
padem nemuiZe dojit k nastépeni na polysacharidy, které by byly ndsledné sttevnim bakterialnim
spolecenstvim vyuzity. Diikazem toho, ze bifidobakterie mohou vyuzivat nastépeny chitin, je
studie Jozefiak et al. (2020) provedena na brojlerech. Brojlerim byl podavan potemnik mouény
(Tenebrio molitor) a potemnik brazilsky (Zophobas morio) a pozorovan jejich vliv na
mikrobiom. Podavani potemnika brazilského vedlo k vyznamnému zvySeni relativniho
mnozstvi rodu Bifidobacteriaceae s nejvyssim zastoupenim Bifidobacterium pseudolongum.
Tyto vysledky naznacuji, ze pro jedince, se schopnosti $tépeni chitinu, by chitin mohl byt
potencialnim prebiotikem. Studie Selenius et al. (2018) dosla k poznatku, ze prebiotické ucinky
chitinu pfi konzumaci hmyzu zavisi nejen na tom, jak dobfe je chitin $té€pen travicimi enzymy,
ale také na jak dlouhé¢ fetézce jsou molekuly derivovany a jakého druhu jsou postranni fetézce.
COS sledované v praci Selenius et al. (2018) ptsobily prebioticky na Lactobacillus rhamnosus
a inhibovaly rust Escherichia coli. Tato studie podporuje vysledky Lee et al. (2002) kde byl
zkouman prebioticky potencial COS na rust bakterii. COS stimulovaly riist vétsiny Lactobacillu
ssp. a B. bifidium KCTC 3440. Dale bylo zjisténo, Zze mnozstvi rustu a specificka rychlost rustu
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B. bifidium se zvysuje se zvysujici se koncentraci COS. Studie Simtnek et al. (2010), také
prokazala, ze COS nevykazuje inhibi¢ni ucinek na bifidobakterie a zde byla dokonce
pozorovana zvysena rychlost rustu v ptipadé B. bifidum, B. catenulatum a B. infantis. Z nasich
vysledkt, zaznamenavajici rastovou kiivku, byl patrny pouze neinhibi¢ni ucinek, ale ne
prebioticky a specificka rustova rychlost z naSich nizkych hodnot nebyla spocitana. Dtivodem,
pro¢ v naS§em méfeni nebyl zaznamenan prebioticky efekt muze byt, Ze jsme pouzivali ¢istou
hmyzi moucku a ne COS jako ve studii Lee et al. (2002).

Dle dostupnych tdaju a z nasich analyz je patrné, ze hmyzi chitin neplsobi inhibi¢nim
ucinkem na rast bifidobakterialnich kultur. Tyto kultury ov§em nejsou schopny vyuzivat chitin
z hmyzich moucek jako jediny zdroj uhliku. Jedna se pro né o pfili$ slozitou strukturu, kterou
tyto mikroorganismy nedokazi nastépit. Jako zdroj prebiotik pro bifidobakterie je mozné
vyuzivat nastépeny hmyzi chitin, ktery ovSem vétSina lidské populace nastépit nedokaze,
z dtivodu absence ¢i snizené aktivity chitinolytickych enzymd.

41



[ Zavér

Cilem prace bylo zjistit, jak chitin v téle jedlého hmyzu muze ovliviiovat in vitro rust
bifidobakterii a mit tak prebioticky tc¢inek. Vysledky naznacuji, Ze chitin obsazeny v hmyzi
moucce neplsobi na nami testované kmeny bifidobakterii a nebyl zaznamenam prebioticky
ucinek.

Hmyz jako potrava budoucnosti ma i tak velky potencial, pfedevs§im z pohledu nahrazeni
soucasnych bilkovinych zdroju a také jako udrzitelna potravina. V navaznosti na tuto praci, by
bylo zajimavé provést in vitro traveni hmyzi moucky pomoci lidské AMCase a na takto
natraveném materialu sledovat rist bifidobakterialnich kment. Piedevs§im z toho diivodu, aby
bylo patrné, jak chitin mohou vyuzivat stfevni mikroorganismy lidi, ktefi maji funkéni
chitinolytické enzymy a zda by pro tyto osoby mohl byt hmyz prebiotikem.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

AMCase (acidic mammalian chitinase)
BMK (bakterie mlé¢ného kvaseni)

COS (chitooligosacharidy)

CTBS (chitobiaza)

CR (Ceska republika)

EAA (esenciadlnich aminokyselin)

FO6PPK (frukt6za-6-fostat fosfoketolasa)

FA (mastné kyseliny)

FCR (konverze krmiva)

FOS (fruktooligosacharidy)

GIT (Gastrointestinalni trakt)

GOS (galaktooligosacharidy)

CHIT1 (chitindza 1)

IUCN (mezinarodni seznam ochrany pfirody)
KTJ (kolonie tvofici jednotky)

LAB (Lactobacillus spp.)

MUFA (nenasycené mastné kyseliny)

PM (peritroficka matrice)

SCFA (mastné kyseliny s kratkym fetézcem; short chain fatty acids)
SD (smérodatna odchylka)
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