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ABSTRAKT

Cil prace byl zaméfen na studium podminek riistu kmeni Lbc. paracasei subsp. paracasei
CCDM 211, Lbc. paracasei CCDM 212, Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 213 a Lbc.
salivarius CCDM 216 v médiich sriznym obsahem zdroje uhliku (glukéza, laktéza
a syrovatka). Dalsi cast experimentu se zabyvala studiem podminek ristu bakterii
pfi stresovych podminkédch (nizké pH). Kontrola Cistoty bakterialni kultury byla ovéfena
kfizovym roztérem. Cistota DNA izolované z bakterii byla ovéfena agarézovou gelovou
elektroforézou, koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky. Pfitomnost bakterii
rodu Lactobacillus byla ovéfena pomoci polymerazové tetézové reakce (PCR) s rodové
specifickymi primery.

ABSTRACT

The aim of this study was focused on the study of conditions of growth of strains Lbc.
paracasei subsp. paracasei CCDM 211, Lbc. paracasei CCDM 212, Lbc. paracasei subsp.
paracasei CCDM 213 and Lbc. salivarius CCDM 216 in media with different amount of
carbon-source (glucose, lactose and whey). Next part of the experiment was dealed with study
of conditions of bacteria growth at stress conditions (lower pH). The purity od bacterial
culture was verified with help of streaking. Purity DNA isolated from bacteria was tested
using agarose gel electrophoresis, DNA concentration was estimated spectrophotometricaly.
The presence of bacteria of genus Lactobacillus was proved using polymerase chain reaction
(PCR) with genus specific primers.

KLICOVA SLOVA

Bakterie mlécného kvasSeni, rod Lactobacillus, rast, DNA, polymerazova tfetézova reakce
(PCR).

KEYWORDS

Lactic acid bacteria, genus Lactobacillus, growth, DNA, polymerase chain reaction
(PCR).
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UVOD

Rod Lactobacillus mizeme zatadit mezi bakterie mlééného kvaseni. Vyskyt je velmi
hojny. Vyskytuji se pfevdzné¢ na materidlech, které jsou bohaté na sacharidy, predevSim
glukozu nebo laktdozu. Nachézeji se jak u zivocichd, tak také na rostlindch. V lidském téle je
mozno zastupce rodu Lactobacillus nalézt predevSim ve sliznici zazivaciho traktu, ust
a vaginy. Dale se nachazeji u savcl, ptdkti i hmyzu, ve fermentovanych vyrobcich, mase,
mléku, zelening, na rostlinném materialu a dokonce 1 v ptid¢ a odpadni vode.

Pozitivni c¢inek nékterych druh rodu Lactobacillus spociva v jejich probiotickych
vlastnostech. Probiotika mohou byt pfirozenou slozkou potravin nebo doplilkky stravy.
Ptispivaji k ustanoveni rovnovahy mezi bakteriemi zdravi prospéSnymi a Skodlivymi.
Pfi nevyvéazeném slozeni stfevni mikroflory dochazi k riznym onemocnénim, at’ uz se jedna
vhodného kmene. Je taktéz zndmo, Ze imunitni systém je ovliviiovan spravnym sloZenim
sttevni mikroflory.

I kdyZ probiotické vlastnosti rodu Lactobacillus a jejich vyuziti jsou znamé jiz velmi
dlouhou dobu, védci stale zkoumaji nové moznosti jejich vyuziti. Zkoumaji nejen nové
potraviny, které by obsahovaly probiotické bakterie a mély pozitivni u€inek na lidské zdravi,
ale také zkoumaji nové kmeny s probiotickymi G¢inky. S timto vyzkumem je pevné spjato
1épe feceno pomér ceny vyroby k ucinnosti.

Rod Lactobacillus ma 1 své nevyhody v potravinaistvi. Miize zpiisobovat nezadouci
kazeni potravin. Tomuto jevu je mozné zamezit spravnym technologickym néavrhem,
spravnym mnozstvim pouzitych mikroorganismi nebo také pfidanim bakteriocinti. Tyto latky
jsou produkovany jinymi mikroorganismy a jsou schopné zamezit riist mikroorganismu, které
jsou nezddouci. V dneS$ni dob€ nejznaméjsi a nejpouzivanéjsi bakteriocin je nisin, ktery je
produkovany napt. kmeny Lactococcus lactis a Streptococcus lactis.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Milécéné kvasSeni a bakterie mlééného kvaSeni

J Y4

1.1.1 Bakterie mlééného kvaSeni

V soucasnosti jsou mezi bakterie mlééného kvaseni (BMK) zahrnovany grampozitivni
bakterie rodi Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus a Weissella.
Bakterie mlééného kvaseni jsou nejcastéji koky, s vyjimkou laktobacilli a karnobakterii, které
se vyskytuji jako tyCinky. VétSina z nich jsou povaZovana za organismy GRAS (obecné
povazované za bezpecné). Nekteré druhy, napt. Strepfococcus, jsou ovSem patogenni. [2]
V dnesni dobé se BMK vyuzivaji nejen v primyslu mlékarenském, ale také v primyslu
masném, tukovém, konzervarenském a pekarenském. Vyskytuji se v mléénych vyrobcich,
obilnych, masnych a rybich produktech, pivé, vin€, ovocnych §tavach a dalSich rostlinnych
zdrojich a v odpadni vod¢. Tvoii také piirozenou mikroflorou ust, traviciho traktu a vagin
zivocichu i lidi. [1]

Bakterie mlécného kvaSeni maji vysokou odolnost vii¢i kyselému prosttedi, mohou
piezivat pii pH 5 a niz§im v zavislosti na druhu a kmeni. Optimalni teplota ristu se pohybuje
od 20 do 45°C. [2] Nékteré druhy jsou schopny ristu i pfi teploté nizsi nez 15°C, maximalni
teplota, pfi které byl zjistén rist, je 62°C. [1]

Bakterie mlééného kvasSeni jsou velmi naroné na vyzivu. Maji omezené schopnosti
syntetizovat nékteré vitaminy a aminokyseliny. Proto v kultivaénim médiu vyzaduji kromé
sacharidu, které slouzi jako zdroj energie a uhliku, i nukleotidy, aminokyseliny a vitaminy.
Z aminokyselin vyzaduji vSechny druhy pro svij rist kyselinu pantotenovou a nikotinovou,
heterofermentativni bakterie vyzaduji také thiamin. [1]

BMK nejsou schopné syntetizovat ATP dychanim, coz ma za nédsledek fermentaci
sacharidl, kterd pomaha zachovat energii. Pfi fermentaci sacharidii témito bakteriemi je
hlavnim vyslednym produktem kyselina mlécna. Ve vSeobecnosti je mozno fici, ze bakterie
mlé¢ného kvaSeni jsou fakultativné anaerobni, katalazovy test je negativni, jsou nepohyblivé
a nesporulujici. [1]

1.1.2 Mlééné kvaSeni

Fermentace sacharidii pomoci bakterii mlééného kvaseni mize probihat tfemi riznymi
zpusoby. RozliSuje se fermentace:
1. Obligatné homofermentativni
2. Obligatné heterofermentativni
3. Fakultativné heterofermentativni

Homofermentativni bakterie fermentuji glukézu a jako vysledny produkt vznika kyselina
mlécna (Obr.1A). Pii kvaSeni heterofermentativnimi bakteriemi vznikd z glukézy
v ekvimolarnich mnozstvich kyselina mlé¢na, oxid uhliity a etanol nebo acetat. Tyto bakterie
vyuzivaji fosfoketaldzovou drahu (Obr. 1B). Pomér vzniklého etanolu a acetatu zavisi
na oxida¢né-redukénim potencidlu systému. VSechny bakterie mlé¢ného kvaseni, kromé
laktobacilt skupiny I (napt. Lbc. delbrueckii), jsou schopné fermentovat pentdzy, z cehoz
vyplyva, ze se jedna o fakultativné heterofermentativni bakterie. [2]
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Obr. 1 Katabolické drahy bakterii mlécného kvaseni [2]

Obligatné homofermentativni (A), Obligatné heterofermentativni (B), Fakultativn¢ heterofermentativni (C)
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Mezi fakultativné heterofermentativni bakterie patii napt. laktokoky. Tento zpisob
fermentace je vyuzivan pii nedostatku gluk6zy a rtst probiha na dalSich sacharidech nebo
piizvySeném pH a snizené teploté. Vedle kyseliny mlééné vznikd také etanol, acetat
a formiat. Oproti homofermentativni draze se 1isi produkty z pyruvatu, vedle kyseliny mlécné
je metabolizovan také formiat a acetyl-CoA. Acetyl-CoA vznikd pomoci enzymu pyruvat-
formiat lyaza (PFL) (Obr. 1C). Za ptitomnosti kysliku je tento enzym inaktivni a aktivuje se
alternativni drdha metabolismu pyruvatu pomoci pyruvat dehydrogendzy (PDH). V tomto
pripad¢ vzniké oxid uhli¢ity, acetyl-CoA a NADH. Z acetyl-CoA vznika acetat a etanol. [2]

1.2 Kyselina mlééna

Spravny chemicky nazev je 2-hydroxypropanova kyselina. Kyselina mlé¢na je sirupovita
hygroskopickéa kapalina, kterd je misitelna s vodou. Teplota tani je 25 — 26°C a ve formé
racematu 18°C. Vznikd z glukosy anaerobni glykolyzou, napt. pfi mlééném kvaSeni nebo
pii svalové praci. [6] Patii mezi univerzalni latky. Nejcastéjsi vyuziti nachazi kyselina mlécna
napf. jako:

1. okyselujici ptipravek, ochucovadlo a konzervacni ptipravek v potravinaiském,
farmaceutickém, kozedéIném a textilnim prumyslu,

2. surovina pti vyrobé chemickych sloucenin

3. monomer pfi pfipravé biologicky odbouratelnych polymléénych kyselin (PLA)

Ve své struktuie ma jeden chiralni uhlik, z ¢ehoz vyplyva, ze se mlize vyskytovat jako
dva optické izomery, D a L (Obr. 2). Ob¢ izomerni formy mohou byt polymerizované
a v zavislosti na slozeni mohou vznikat polymery s riznymi vlastnostmi. Asi 90% pouzivané
kyseliny mlééné je plvodem z bakteridlnich fermentaci a zbytek vznikd hydrolyzou
laktonitrilu. Kvasnd vyroba ma oproti syntetické vyrobé tu vyhodu, ze vybérem vhodného
kmenu bakterie mlécného kvaseni vznikd jen jeden z izomeril, coz umoznuje ziskat opticky
Cisty produkt. Pfi syntetické vyrobé vzdy vznika racemicka smés. Nékteré kmeny bakterii
mlécného kvaseni produkuji nepatrnd mnozstvi dal$iho izomeru. Druhy Lbc. helveticus a Lbc.
plantarum produkuji racemickou smés, slozeni této smési je proménlivé. Stereospecificky
enzym laktat dehydrogendza ptitomny v bakteriich mlééného kvaseni urcuje, ktery izomer
kyseliny mlé¢né bude vytvotreny. Pro nékteré aplikace, jako napt. pro syntézu polymléénych
kyselin, je Zaddouci opticky Cisty produkt nebo racemickd smes stalého slozeni. [2]

Pokud je pozadovan izomer L kyseliny mlé¢né, je vhodné pouzit druhy Lbc. amylophilus,
Lbc. delbrueckii a Lbc. rhamnosus, protoze vétSinou nedochdzi ke tvorbé izomeru D
pfi zméné¢ pH nebo mnoZstvi zivin. Na druhé stran¢, D-kyselina mléénd vznikd pomoci
bakterii druhu Lbc. delbrueckii subsp. bulgaricus pii vsadkové i kontinudlni kultivaci
z glukozy a laktozy, 1 pfi zméné mnozstvi zivin. SloZeni racematu vzniklého s pouZitim Lbc.
plantarum je mozné ménit aeraci a mnozstvim ptidaného NaCl. Mnozstvi ptevladajiciho
izomeru je vys$si pti vsadkové kultivaci nez pfi kontinualni. Mnozstvi pievladajiciho izomeru
se zvysSuje se zvySujicim se pH a mnozstvim substratu. Naopak se toto mnozstvi snizuje
s vy$$i teplotou a pii nekontrolovaném pH. [2]
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Na vyrobu kyseliny mlééné je mozné vyuzit obnovitelné zdroje jako napt. Skrob
a celulézu. Pii jejich pouziti se do atmosféry neuvoliiuje zadny oxid uhlicity, na rozdil
od zdroji, které nejsou obnovitelné, napi. nafta anebo fosilni paliva. Celul6za, hemicelul6za
a Skrob jsou nejhojnéji se vyskytujici slouceniny na nasi planeté, je mozno je hydrolyzovat
pievazné na glukozu, ktera je fermentovatelna fadou mikroorganismti. Hemiceluloza,
na rozdil od skrobu a celuldzy, obsahuje také pentdzy, diky kterym vznikaji vedlejsi produkty
jako acetat a etanol. [2]

Obr. 2 Stereoizomery kyseliny mlécné [7]
(;OOH (;OOH
Hmwe— ('~ OH OHme—( —
CH, CH,

D-mlééna kyselina L-mléénd kyselina

1.3 Rod Lactobacillus

1.3.1 Zarazeni

Rod Lactobacillus patii mezi bakterie s bunéfnou sténou grampozitivniho typu.
Taxonomické zatazeni tohoto rodu je uvedeno na Obr. 3. Patii do domény Bakteria, kmene
Firmicutes, ttidy Bacilli, fadu Lactobacillales a ¢eledi Lactobacillaceae [3]

Obr. 3 Taxonomickeé zarazeni rodu Lactobacillus [3]

Rod:
Enterococcus
Ttida: Rod:
- Clostridia Rad: Lactobacillus
Kmen: Ttida: | Bacillales Rod:
Firmicutes Bacilli [ . Lactococcus
{ Rad: )
Trida: - Lactobacillales Rod:
Mollicutes Leuconostoc
Rod:
Pediococcus
Rod:
Streptococcus
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Pro taxonomické zatazeni bakterii, které jsou dulezit¢ z hlediska potravinatského
iz hlediska technické mikrobiologie, se vyuziva Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology. Tento manudl rozd€luje bakterie do 33 sekci.

Rod Lactobacillus je fazen do Sekce 14, ve které se vyskytuji Pravidelné nesporulujici
grampozitivni tycinky. V této sekci se vyskytuje kromé rodu Lactobacillus dalSich 6 rodt
(Tabulka 1). Ctyfi rody jsou mikroaerofilni a ziskavaji energii mléénym kvasenim. Zbyvajici
rody jsou aerobni a nefermentuji. Pro rist vSech rodil jsou nutnd média s fadou rastovych
latek. [4]

Tabulka 1 Charakteristické vlastnosti Sekce 14 Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology [4]

Rod Katabol. Schopnost Patogenita
metabolismus fermentace

Lactobacillus anaerobni mlécné kvaseni velmi vzacna
Erysipelothrix anaerobni mlécné kvaseni u obratlovct
Brochothrix anaerobni mlécné kvaseni nezjisténa
Listeria anaerobni mlécné kvaseni u obratlovci
Kurthia aerobni nekvasi nezjisténa
Caryophanon aerobni nekvasi nezjisténa
Renibacterium aerobni nekvasi u lososovitych ryb

1.3.2 Charakteristické vlastnosti

Vyskyt bakterii rodu Lactobacillus je velmi hojny. Zastupce tohoto rodu je mozno nalézt
v mléce, v Ustech a travicim traktu savcl, na travinach, obili i jinych rostlinach a v pidé.
VétsSina druhtt zkvasuje laktézu. Rod Lactobacillus je mozno rozdélit 1 podle produkta
katabolického metabolismu na tzv.:

= homofermentativni mlécné bakterie (napt.: Lbc. delbrueckii, Lbc. acidophilus, Lbc.
plantarum)

= heterofermentativni mlééné bakterie (napt.: Lbc. fermentum, Lbc. brevis, Lbc.
buchneri)

Zajimavy je druh Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii, nebot je schopen
fermentovat sachardzu, kterd je obsazena v melase, na kyselinu mlénou. Déle napft.
Lactobacillus plantarum se vyuziva pii konzervaci zeleniny a picnin, je soucasti kefirovych
zrn a ve smesi s heterofermentativnimi druhy (Lactobacillus brevis,

Obr. 4 Melasa [10]

Lactobacillus fermentum) se vyskytuje v pekarském kvasku. Vyskyt
laktobacili ma i své nevyhody. Ve vinafstvi a pivovarstvi zplsobuji
heterofermentativni druhy chutové vady. Ptfi vyrobé uzenin zpusobuji
peroxidy vodiku a jiné peroxidy, které jsou uvoliovany
heterofermentativnimi  druhy (nejCastéji  Lactobacillus  viridescens),
zelenani vyrobki. [4]
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1.3.3 Vlastnosti nékterych zastupct rodu Lactobacillus vyznamnych v potravinarském
priamyslu
Dnes je zndmo 117 druhtl laktobacilt a stale jsou popisovany nové druhy. Nékteré druhy
jsou znamy a vyuzivany mnoho let. SloZeni jednotlivych doporuc¢enych médii je uvedeno
v Tabulce 2. V potravinaiském primyslu jsou vyznamné nasledujici druhy:
1.3.3.1 Lactobacillus acidophillus

Kultivace:

— optimalni teplota: 37°C

— doba kultivace: 16 h

— doporucena kultiva¢ni média: obnovené mléko, MRS médium, syrovatkovy agar
Viastnosti:

— tyCinky jednotlivé, ve dvojicich nebo trojicich, fakultativné anaerobni

— chut mlécna, Cista, ostie kyseld, konzistence husta

— vyroba fermentovanych mléénych vyrobki, probiotické preparaty

— zvySena antibioticka aktivita

1.3.3.2 Lactobacillus casei subsp. casei
Kultivace:

— optimalni teplota: 30°C

— doba kultivace: 48 h

— doporucena kultiva¢ni média: odstiedéné mléko, MRS médium
Viastnosti:

— chut’ Cisté kyseld, konzistence husta

— doplikova kultura pro vyrobu syrt

1.3.3.3 Lactobacillus casei var. rhamnosus
Kultivace:
— optimalni teplota: 30°C
— doba kultivace: 16-18 h, aerobné
— doporucend kultivaéni média: odsttedéné mléko s 0,5% kvasni¢ného autolyzatu, MRS
médium
Vlastnosti:

— antifungalni G¢inky

1.3.3.4 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
Kultivace:
— optimalni teplota: 37 - 45°C
— doba kultivace: 16 - 20 h v tekutém médiu, 3-5 dni v agaru, aecrobn¢ i anaerobné

— doporucena kultivacni média: MRS médium
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Vlastnosti:
— chut’ vyrazné kysel4, aromatické jogurtova, konzistence husta, film potrhany

— pro vyrobu jogurtl a syri

1.3.3.5 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
Kultivace:
— optimalni teplota: 37 - 40°C
— doba kultivace: 16 - 24 h
— doporucend kultiva¢ni média: obnovené mléko, MRS médium
Viastnosti:
— G dlouhé ty¢inky, fakultativné anaerobni
— citlivost vii¢i bakteriocinlim acidocinu a nisinu v odstfedéném mléce
— chut mlécn4, Cista, vyrazné kyseld, konzistence husta

— syraiska kultura, vyroba syra s nizko- i vysokodohfivanou syfeninou

1.3.3.6 Lactobacillus kefiri
Kultivace:
— optimalni teplota: 30 - 42°C
— doba kultivace: 16 az 18 h
— doporucena kultivaéni média: obnovené mléko, MRS médium
Vlastnosti:
— G’ ty¢inky jednotlivé nebo ve dvojicich, fakultativné anaerobni
— tvorba vlédken
— chut’ ¢isté¢ mlécna

— soucast smésnych kefirovych kultur

1.3.3.7 Lactobacillus plantarum
Kultivace:
— optimalni teplota: 30°C
— doba kultivace: 18 h
— doporucend kultiva¢ni média: obnovené mléko, MRS médium

Viastnosti:

G kratké ty¢inky, aerobni

jednotlivé i ve shlucich

chut’ ¢ist€ mlécna, ostie kysela

dopliikova syraiska kultura, vyroba syra z ov¢iho mléka, soucast silaznich kultur
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1.3.3.8 Lactobacillus reuteri
Kultivace:
— optimalni teplota: 37°C
— doba kultivace: 16 - 18 h, aerobné
— doporucend kultivaéni média: odsttedéné mléko s 0,5% kvasnicného autolyzatu, MRS
médium
Viastnosti:
— G’ ty¢inky

— antifungélni a¢inky

1.3.3.9 Lactobacillus rhamnosus
Kultivace:
— optimalni teplota: 37°C
— doba kultivace: 18 h
— doporucena kultivacni média: obnovené mléko
Viastnosti:
— G kratké ty¢inky, anaerobni
— jednotlivé, ve dvojicich nebo trojicich
— chut’ Cist¢ mlécnd, vyroba fermentovanych mléénych vyrobki, probiotické preparaty

1.3.3.10 Lactobacillus sakei
Kultivace:
— optimalni teplota: 37°C
— doba kultivace: 16 - 18 h, aerobné
— doporucend kultivaéni média: odsttedéné mléko s 0,5% kvasni¢ného autolyzatu, MRS
médium
Viastnosti:
— G ty¢inky
— citlivy vii¢i acidocinu, pomaly riist v agaru, slaby nartst v tekutém médiu

1.3.3.11 Lactobacillus salivarius subsp. salicinus
Kultivace:
— optimalni teplota: 37°C
— doba kultivace: 16 - 18 h, aerobné
— doporucend kultivaéni média: odsttedéné mléko s 0,5% kvasni¢ného autolyzatu, MRS
médium
Viastnosti:
— G ty¢inky
- antifungalni G¢inky [5]
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Tabulka 2 Slozeni doporucenych kultivacnich médii [5]

MRS médium gI' |Syrovatkovy agar| gl' |Obnovené mléko| g’
kvasnicny extrakt 5 sladka syrovatka | 600 ml | SUNAR 130
hovézi extrakt 10 kvasni¢ny extrakt 5 voda 900
pepton 10 K,HPO,4 1 Sterilizace: 99°C, 90 min
glukéza 20 MgS0,4.7H,0 1
Tween 80 5ml | NaCl 2
K>;HPO4 2 citrat sodny 1
octan sodny 5 FeCl; 0,05
citrat amonny 2 voda 300 ml
MgS04.7H,0 0,2 agar 20
MnS0O4.7H,0O 0,05 |pH=6,9-7,0
pH=6,2-06,6 Sterilizace: 121°C, 15 min
Sterilizace: 121°C, 15 min

1.3.4 Probiotické preparaty

Probiotika jsou podle definice Organizace spojenych narodli pro vyzivu a zemédé€lstvi
(FAO) a Svétové zdravotnické organizace Zzivé nepatogenni mikroorganismy prevazné
lidského pivodu. V pfiméfeném mnozstvi pfiznivé ovliviiuji zdravotni stav a predchazi nebo
zlepSuji néktera onemocnéni. Nazev ,,probiotikum® pochdzi z fectiny a znamena ,,prostiedek
pro zivot“. Ilja Ilji¢ Mec¢nikov je autorem teorie antibidzy, tj. potlacovani rastu a jinych
zivotnich projevil jednoho mikroorganismu jinym mikroorganismem. [8]

V roce 1908 byla prof. I. I. Mecnikovi udélena Nobelova cena za vyzkum imunity.
Vyslovil jako prvni hypotézu, Ze dlouhoveékost — a to zejména u zemedélského obyvatelstva —
je zplisobena stravovanim, pievazné co se ty¢e konzumace velkého mnozstvi fermentovaného
kysaného mléka. Prof. I. I. Mecnikov v kysaném mléku identifikoval dva kmeny
mikroorganismil a piisoudil jim onen pozitivni vliv na dlouhovékost. Pozdéji byly tyto dva
kmeny identifikovany jako Streptococcus thermophilus a Lactobacillus bulgaricus Zijici
v symbioze. [14]

Obr. 5 [lja Ilji¢ Mecnikov [9]
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Jako probiotika se pouzivaji zejména kmeny laktobacili a bifidobakterii, nékteré
nepatogenni kmeny Escherichia coli a kvasinka Saccharomyces boulardii. Mnozstvi bakterii
piirozenych ve stfevni mikroflofe neni dostatecné a miize byt potravou (probiotiky) doplnéno.
u¢inkem. Rust stfevni mikroflory podporuji prebiotika (tj. rGzné druhy vlakniny
aoligosacharidi a jejich stépné produkty). Ke Stépeni prebiotik dochdzi plsobenim
mikrobidlnich enzymii a vznikaji kratké mastné kyseliny, nékteré aminokyseliny, polyaminy,
rustové faktory, vitaminy a antioxidanty, které ovliviiuji riist probiotik. [14]

Tabulka 3 Nejdiilezitéjsi komercné pouzivané kmeny bakterii s probiotickym ucinkem [15]

Kmen Vyrobce

Lbc. acidophilus NCFM Rhodia Inc.

Lbc. acidophilus DDS-1 Nebraska Cultures

Lbc. acidophilus SBT-2062 Snow Brand Milk Products
Lbc. acidophilus LA-1/LA-5 Chr. Hansen

Lbc. casei Shirota Yakult

Lbc. casei Immunitas Danone

Lbc. fermentum RC-14 Urex Biotech

Lbc. johnsonii Lal/Ljl Nestlé

Lbc. paracasei CRL 431 Chr. Hansen

Lbc. plantarum Probi AB

Lbc. renteri SD 2112/MM?2 xBiogaia

Lbc. rhamnosus GG Valio

Lbc. rhamnosus GR-1 Urex Biotech

Lbc. rhamnosus 271 Probi AB

Lbc. rhamnosus LB 21 Essum AB

Lbc. salivarius UCC 118 Univesity College Cork
Lbc. lactis L 14 Essum AB
Bifidobacterium lactis B6-12 Chr. Hansen
Bifidobacterium longum BB 536 Marinaja Milk Industry
Bifidobacterium longum SBT-2928 Snow Brand Milk Products
Bifidobacterium breve Yakult

Enterococcus faecium Arla Foods

1.3.4.1 PoZadované vlastnosti probiotik

Pouzivané mikroorganismy maji spliiovat nasledujici pozadavky. Nesmi mit Zadné
patogenni vlastnosti, musi byt rezistentni k nizkému pH Zzalude¢ni §tavy a Zluci, musi mit
schopnost kolonizovat stievo a adherovat na stfevni epitel. Musi byt prokdzan ptiznivy ucinek
na zdravotni stav jedince a zabezpeCena bezpecnost. Dalsi dilezitou podminkou je aplikace
v zivém stavu. Probiotické preparaty mohou obsahovat jeden kmen mikroorganismu
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(jednoslozkové) nebo vice kmenti (viceslozkové). Zadny kmen nebo preparat neni optimalni
pro vSechny indikace, ztoho divodu je pouziti viceslozkovych probiotickych preparati
piijatelné pouze za ptedpokladu dostatecné detailni definice jednotlivych kmend.

Miniméalni denni ddvka probiotického preparatu k dosazeni zddaného fyziologického nebo
terapeutického ucinku se pohybuje v rozmezi asi 100—-1000 jednotek tvoficich kolonie (CFU).
Ztraty zivotaschopnosti mikroorganismii vznikaji plsobenim kyseliny chlorovodikové,
zluCovych kyselin a travicich proteolytickych enzymu. Pro sniZeni téchto ztrat je mozné
pouziti enkapsulace s vyuzitim vhodného materidlu. MnoZstvi probiotika a jeho funkéni stav
ovliviiyje také celkovou aktivitu enzymu. [8]
1.3.4.2 Rekombinantni probiotika

V soucasnosti existuji také rekombinantni probiotika. Je
mozno zde vyuzit nékteré kmeny laktobacilt a Escherichia coli
(zejména E. coli Nissle viz Obr.6). Tento kmen byl
modifikovan s vyuzitim technik genovych manipulaci. Novou
terapeutickou strategii je vytvafeni mimikry pro vazbu
mikrobidlnich toxini (napf. toxinu cholery) na povrchu
rekombinantniho kmene E. coli. Pfi podani mimikry dochézi
k vazbé toxinu na membranu probiotika, ¢imZ se sniZuje
mnozstvi toxinu navdzaného na epitelidlni receptory. [8]

1.3.5 Bakteriociny
Vyuziti bakteriocinil je pfevazné v potravinaistvi jako konzervaéni ptipravek a v medicing
jako baktericidni a antivirova 1é¢iva. V Tabulce 4 je uveden piehled mlécnych bakterii a jimi
produkovanych bakteriocinti a bakterii, které jsou témito bakteriociny potlacovany.
Bakteriociny, které jsou produkované mléénymi bakteriemi, mizeme zafadit
do nasledujicich tfid:
— T¥ida I: lantibiotika
O obsahuji zvlastni aminokyseliny jako napft. lantionin, 3-metyllantionin a malé
molekuly: 2 az 3 kDa
O patii sem: nisin, subtilin, galidermin, epidermin a pep 5
— Trida II: nemodifikované tepelné odolné bakteriociny
0 velikost do 10 kDa, produkované kmeny rodt Pediococcus, Leuconostoc,
Lactobacillus a Enterococcus
0 podtiida Ila: pediocinové bakteriociny se silnym antilistéridlnim G¢inkem
0 podttida IIb: dvoupeptidobé bakteriociny
— Trida II: velké tepelné labilni bakteriociny

v

V potravinaistvi by nejvetsi uplatnéni nasly bakteriociny tfidy I a II. Nejvyznamnéjsi je
antibakterialni polypeptid nisin izolovany z bun€k Lactococcus lactis. Nisin zamezuje rustu
nezddouci mikroflory pii vyrobé mléénych vyrobkd a chrani pied sporami Clostridium
botulinum v pasterovanych syrech. V pribéhu kvaseni piva a vina je mozné pouzit nisin také
k zamezeni riistu mléénych bakterii, coz by umoznilo snizeni mnozstvi pouzitého oxidu
sifi¢itého. K fizenému S§tépeni pozadovanych kyselin v potravindch by ovSem bylo potteba
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pouzit mlécné bakterie rezistentni vic¢i nisinu. Bakterie rodu Lactobacillus produkuji fadu
polypeptidt s podobnymi vlastnostmi.

Bakteriociny se vyuZzivaji napf. proti bakteriim Listeria monocytogenes a dal$im (napf.
nisin, brevicin 286, sakacin A, divercin V41, pediociny, mesentericin Y105, enterocin A),
Bacillus cereus, Clostridium perfringens a Staphylococcus aureus. Vys$$i u€innosti nez nisin

a stabilitou pii vysokych teplotdich a spektru pH

= 3 - 8 se vyznaCuji bakteriociny

produkované bakteriemi rodu Pediococcus, tzv. pediociny. [16]

Tabulka 4 Prehled mlécnych bakterii, produkovanych bakteriocinii a potlacovanych bakterii [16]

Producent Bacteriocin Potlacované bakterie
Lactobacillus ssp., Listeria innocua,
Listeria grayi, Listeria monocytogenes,
Lactobacillus brevis Brevicin 286 | Streptococcus thermophilus,

Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium

Lactobacillus brevis

Brevicin 37

Lactobacillus ssp., Leuconostoc ssp.,
Pediococcus ssp.

Lactobacillus helveticus

Helveticin J

Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus casei

Lactobacillus helveticus

Lactocin 27

Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
acidophilus

Lactobacillus acidophilus

Lactacin B

Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus leichmanii,
Enterococcus faecalis

Lactobacillus sakei

Lactocin S

Lactobacillus ssp., Leuconostoc
mesenteroides, Pediococcus
acidilactici, Pediococcus pentosaceus

Lactobacillus sakei

Sakacin A

Lactobacillus ssp., Listeria
monocytogenes

Lactobacillus plantarum

Plantaricin A

Lactobacillus ssp., Pediococcus ssp.,
Leuconostoc ssp., Enterococcus faecalis

Lactobacillus plantarum

Plantaricin B

Lactobacillus plantarum, Leuconostoc
mesenteroides, Pediococcus damnosus

Lactobacillus plantarum

Plantaricin S

Lactobacillus ssp., Pediococcus ssp.,
Leuconostoc ssp., Lactococcus ssp.

Lactobacillus curvatus, Lactobacillus
plantarum, Pediococcus acidilactici,

Carnobacterium divergens V41 Divercin V41 o o
Listeria monocytogenes, Listeria
innocua, Enterococcus faecium
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus
plantarum, Pediococcus acidilactici,

Carnobacterium piscicola Pisciocin V1A Listeria monocytogenes, Listeria

innocua, Enterococcus faecium,
Clostridium divergens, Leuconostoc
mesenteroides

23




Lactococcus ssp., Lactobacillus
plantarum, Leuconostoc ssp.,
Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus, Lactobacillus helveticus,
Streptococcus thermophilus,
Clostridium tyrobutiricum

Lactococcus lactis Lactacin 481

Lactobacillus helveticus, Enterococcus
Lactococcus lactis Lactostrepsin | ssp. Leuconostoc ssp., Clostridium ssp.,
Lactococcus ssp.

Lactococcus ssp., Lactobacillus ssp.,
Lactococcus lactis Nisin Clostridium ssp., Bacillus ssp., Listeria
monocytogenes

Lactococcus lactis subsp. cremoris | Lactococcin A | Lactococcus ssp.

Lactobacillus ssp., Clostridium ssp.,
Pediococcus pentosaceus Pediocin A | Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus

Pediocin Lactobacillus ssp., Clostridium ssp.,

Pediococcus acidilactici AcH Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus
. Crer e Pediocin Lactobacillus ssp., Lactococcus ssp.,
Pediococcus acidilactici . .
PA-1 Listeria monocytogenes
.. Listeria monocytogenes, Listeria
. Mesentericin | . .. oo .
Leuconostoc mesenteroides Y105 innocua, Listeria ivanovii, Listeria

seeligeri, Listeria welshimeri

Lactobacillus sakei, Pediococcus
acidilactici, Pediococcus pentosaceus,
Enterococcus faecium Enterocin A | Listeria monocytogenes, Lactobacillus
plantarum, Enterococcus faecium,
Enterococcus faecalis

1.4 Turbidimetrie

Turbidimetrie je optickd metoda zalozend na meéteni prochazejiciho svétla, které je
zeslabené rozptylem na casticich. Hlavni podminkou vzorku je ziskani reprodukovatelné
suspenze, ktera je dostate¢né stald. Absorbované zareni koloidnim roztokem nebo roztokem
zakalenym jemnou srazeninou se méfi absorpcnimi fotometry a spektrofotometry. Schéma
turbidimetrie je uvedeno na Obr. 7.

Obr. 7 Schéma turbidimetrie [13]

zdroj lyveta se detektor
zafeni vzorkem
Fotometricka citlivost je nepfimo umérnd vlnové délce. Vztah mezi absorbanci
a koncentraci cCastic pro malé CcCastice byvad obvykle linedrni. To ale vétSinou neplati
pro imunochemické reakce. Linearita se také muze ménit se zménou vinové délky zateni.
Vyslednou absorbanci miize déale ovlivnit vznik castic odlisné velikosti. Pokud méfime
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turbiditu bezbarvé suspenze, mizeme pouzit jakykoliv fotometr nebo spektrofotometr. U této
metody je nutné eliminovat vliv interferujicich latek, i kdyby to mélo snizit citlivost méteni.

Zavislost intenzity proslého zéafeni na vlastnostech absorbujicitho prostiedi je
-7l

exponencialni: I, = I, -e™""|, kde I; = intenzita proslého zafeni, I, = intenzita svételné¢ho

zdroje, t = turbiditni koeficient, | = svételna draha kyvetou. [12]
Turbidimetricka métfeni zakalu (OD) kultivacnich médii v prabehu ristu bakteridlnich
buné¢k se provadi pti hodnoté A = 600 nm.

1.4.1 Méreni bunééné hustoty

Cell density meter biowave WPA CO 8000 (Obr. 8) je pfistroj urCeny k méfeni hustoty
bunék v suspenzi. Jedna z vyhod tohoto pfistroje je integrovand baterie, kterd umoziuje
pienaset pristroj piimo tam, kde se buiiky kultivuji. Vysledky mohou byt ulozené do paméti
nebo po pfipojeni pieneseny do PC nebo vytisknuty tiskarnou.

; ) Obr. 8 Cell density
Vysledky jsou udavané v jednotkach absorbance (OD).

meter biowave WPA
Je mozné pouzit rizné druhy kyvet a zkumavek o praiméru 10, 12 co 8000 [17]

a 16 mm. Tento maly pfistroj vyuzivda LED diodu s neomezenou
zivotnosti a pro méfeni nejsou potieba zadné filtry. Pfed samotnym
méfenim neni potieba zaddné zahtivani, staci pfistroj zapnout a je
piipraveny pro pouziti. Poskytnuté vysledky jsou srovnatelné s vétSimi
a draz$imi spektrofotometry. Specifikace tohoto pfistroje je uvedena
v Tabulce 5.

Tabulka 5 Specifikace pristroje Cell density meter biowave WPA CO 8000 [17]

Vinova délka 600nm

VInovy rozsah 40nm

Rozsah Opticka hustota - 0.3A az 1.99A

Presnost <+0.05A pii 1A

Reprodukovatelnost | +0.02A pfi 1A

Ovladaci prvky 6 tlacitek - on/off, REF, TEST, pamét, reset, vyvolat pamét’/tisk

Nepohyblivy s otvorem pro vytok vody. Akceptuje semi-mikro a
makro kyvety s optickou délkou 10mm nebo kulaté¢ zkumavky o

Drzak kyvet praméru 16mm. Mize akceptovat zkumavky 10 a 12 mm s
adaptérem (nestandardni)

Vystup RS232

Pamét’ 99 udajt

Displej Uzivatelsky LCD

Pozadavky vykonu E;[‘fﬁrgl adaptér (110 nebo 220V) nebo interni dobijeci NIMH

P¥ibliZné rozméry 180 x 150 x 60 mm

Viaha 0.5kg
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1.4.2 Riistova krivka

Rastova kiivka se vyuzivd jako grafické znazornéni vzristu poctu Zzivych bunék.
Pfi submersni ,,batch* kultivaci (tj. jednorazové) v tekutém médiu je cely systém uzavieny, to
znamena, ze v prub&hu kultivace nejsou pfidavany ani odebirdny jeho jednotlivé slozky.
Na osu x se vynasi ¢as udavany nejéastéji v hodinach, na osu y logaritmus poctu zivych bunck
nebo optickd hustota. Logaritmus poctu bunck se pouziva pti pocitani bun€k mikroskopicky
v pocitaci komutrce nebo kultivacné po vysevu na ztuzeném kultivacnim mediu na Petriho
misce. Optickd hustota se vyuziva pii méfeni narGstu bunécné hmoty turbidimetricky.
Pti kultivaci po zaockovani kultury do médii miizeme rozlisit nékolik fazi rastu (Obr. 9).
Lag-faze:

Béhem této faze se builkky nerozmnozuji, prozatim zvétSuji sviij objem a aktivuje se jejich
enzymovy systém. Délka lag-faze se liSi podle druhu mikroorganismu, fyziologického stavu
bunék, podle slozeni ristového média a nepiimo tmérné podle velikosti inokula.

Faze zrychlujiciho se ristu:
Tato faze je vétSinou kratka a prechodnd. Bunky se zaCinaji délit zvySujici se rychlosti
a zkracujici se generacni dobou.

Exponencialni faze:

Exponencialni faze se vyznauje intenzivnim a pravidelnym ristem bunék. Generacni
doba je v této fazi nejkratsi a konstantni. Pocet bun¢k roste exponencialné s casem. Tato faze
je také oznacovéna jako logaritmickd, protoze mezi logaritmem poctu bunék a dobou rlstu
dochazi k linearni zavislosti.

Faze zpomalujiciho se riistu:

V priubéhu této faze rychlost déleni bunék klesa az k rovnovaznému stavu. Zde jiz dochazi
k odumirani bunék.

Stacionarni faze:

Vétsinou dochazi k vyCerpani zivin nebo vzrlstu koncentrace toxického metabolitu nad
urcitou hranici a dochazi k zastaveni ristu bunécné populace. Bunky se pomalu déli a zaroven
1 odumiraji, jejich pocet ziistdva konstantni. Délka stacionarni faze se li§i u jednotlivych
mikroorganismi v zavislosti na jejich citlivosti k stresovym podminkdm (hladovéni,
pfitomnost toxického metabolitu apod.). Pii umirdni bakteridlnich bunék vétSinou klesé obsah
glykogenu a intracelularni RNA, pozd¢ji jsou metabolizovany vnitrobunécné proteiny.

Faze postupného odumirani:
Béhem této faze se bunky uz nedéli. Pouze hynou a koncentrace zivych bunék klesa. Tato

faze neni pfi turbidimetrickém méteni pozorovatelnd, protoze turbidimetr nerozpozna zivé
a mrtvé bunky. [18]
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Obr. 9 Faze rustové krivky [19]
I - Lag-faze, I - Faze zrychlujiciho se rastu, II - Exponencialni faze, IV - Faze zpomalujiciho se rustu,

V - Stacionarni faze, VI - Faze postupného odumirani
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1.5 KF¥Fizovy roztér

Principem kiiZzového roztéru je postupné vyfed’'ovani vzorku na agarové plotné pomoci
ockovaci klicky. Vysledkem spravného roztéru jsou izolované kolonie bakterii, které jsou
uniformni u ¢isté kultury a rizné u kultury smésné. Pii hodnoceni kolonii se sleduje velikost,
tvar, okraje, povrch, konsistence, profil, transparence, barva, okoli kolonie, zapach. Spravné
provedeni kiizového roztéru je zobrazeno na Obr. 10. [1]

Obr. 10 Krizovy rozter [1]
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1.6 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

Pro stanoveni koncentrace DNA se vyuzivd molekulovd absorpéni spektrometrie
v UV/VIS oblasti. Tato analyticka metoda je ptesna, rychla, citlivd a nenarocnd. Umoznuje
sledovat absorpci elektromagnetického zafeni v intervalu 200 - 800 nm. Béhem méfeni
dochdzi k absorpci energie, coz zndzornuje AE = E; —Ey=h-v =AE, + AE, + AE,.
U atomi bereme v Givahu pouze piechod elektronil, ale u molekul je nutné zapocitat také
vibraéni (E,) a rotacni (E;) stupné volnosti. Vznika pasové absorpcni spektrum.

V organickych slouceninach dochazi k intramolekularnim ptfechodiim a k pfechodiim
naboje. Pod pojmem intramolekuldrni pfechody se skryvaji ptfechody vazebnych elektront
z orbitall o nebo 7 a nevazebnych elektronti n do antivazebnych orbitali ¢ nebo = .
Pti pfechodu néboje dochazi k pfechodu elektronu ze zakladniho vazebného orbitalu m nebo
nevazebného orbitalu n donoru na antivazebny orbital akceptoru 7. [20]

1.6.1 NanoPhotometer" Implen

NanoPhotometer mé vSestranné vyuziti. UmoZziuje provadét analyzu o submikrolitrovych,
mikrolitrovych i béznych mililitrovych objemech. Pti velmi malych objemech (0,7 pl - 10 pl)
se vyuziva LabelGuard™ Cell, pti vétich objemech je mozné vyuzit bézné dostupné kyvety.
Specialni pouziti ma DiluCell™, ktera umoZiiuje stanoveni kolorimetrickych proteinti nebo
hustoty mikrobialnich bun€k (Agponm) pii objemech v rozmezi 100 - 200 pl.

Tento pfistroj umoZiluje nejvyssi flexibilitu ve fotometrii. Je schopny provést méteni pii
jedné vlnové délce i pii vice vinovych délkdch najednou, méfeni koncentrace, skenovani
celkého absorpéniho spektra, stanoveni kalibra¢ni kiivky, vypocet poméru a kinetiky.
V paméti pfistroje jsou jiz prednastaveny nékteré aplikace a je mozné si i ulozit Casto
pouzivané aplikace. K pfistroji je mozno pfipojit tiskdrnu nebo pfistroj propojit s pocitacem
pres USB nebo Bluetooth. [21] Zpisob naneseni vzorku a priichod svételného paprsku

pies celu LabelGuard je zobrazen na Obr. 11 a opticka draha v nanofotometru je zobrazena
na Obr. 12.

Obr. 11 Zpusob naneseni vzorku a priichod svételného paprsku LabelGuard Cell [22]
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Obr. 12 Opticka draha v nanofotometru [23]
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1.7 Agardzova gelova elektroforéza
Tato technika ma mnoho aplikaci, kromé& vyuziti v béznych vyzkumnych technikach je
vyuzivand i k detekci DNA pfi soudnich procesech. Umoziiuje rozdélit fragmenty DNA podle
jejich velikosti.
Pro pohyb molekuly DNA pies agar6zovy gel se
vyuziva elektricky proud. Agardza (Obr.13) je Obr. 13 Struktura agarézy [25]
polysacharid, jehoz matice funguje jako jakési sito

o
a pomaha "zachytit" molekuly podle toho, jak jsou CH":;H
transportovany elektrickym proudem. Pomoci této o " o~
techniky miizeme analyzovat jednotlivé fragmenty DNA g HO o

a urcit jejich velikost.

Obr. 14 Struktura DNA se zaporné nabitou fosfatovou skupinou [27]

i"iTH:

Nxcf'ﬂ%“

N Cy e C—H

Fosfatova
skupina OH OH
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Obr. 15 Struktura agarézového gelu [26]
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Molekuly fosfatu, které¢ se nachazeji na hlavnim ftetézci DNA, nesou zaporny naboj
(Obr. 14). KdyZ je molekula DNA umisténa do pole s elektrickym proudem, tyto negativné
nabit¢ molekuly DNA migruji smérem ke kladné elektrodé. Agardézovy gel je ponofen
do vany s pufrem. Pfi prichodu gelem se molekuly setkdvaji s odporem zesiténé agardzy
(Obr. 15). Principem rozdéleni fragmentti podle jejich velikosti je to, ze mensi molekuly jsou
schopné prochdzet rychleji nez ty vétsi, proto doputuji na gelu dale od nandsecich komurek.
Pti vyhodnoceni se vyuziva barveni DNA na gelu ethidium bromidem nebo znaceni molekul
DNA. Obé¢ tyto metody zvyrazni jednotlivé bandy fragmenti na gelu.

Pii stanoveni velikosti DNA fragmentii se vyuziva standard, u kterého jsou znadmé
velikosti jednotlivych fragment. Po provedeni elektroforézy se bandy neznamého vzorku
srovnavaji s bandy standardu a urci se jejich ptiblizna velikost. [24]

1.8 Polymerazova retézova reakce (PCR)

K amplifikaci specifické DNA sekvence se vyuziva polymerdzova fetézova reakce,
pii které dochdzi k enzymatické syntéze DNA in vitro. Béhem relativné kratké doby je mozno
syntetizovat z jedné molekuly DNA az 100 miliard kopii. Jde o velmi jednoduchou metodu,
ktera je dulezitd pro vyzkum a diagnostiku DNA a RNA. Specifi¢nost metody zavisi
na vybéru vhodnych primrti a vhodné teploty pro jejich pfipojeni k DNA matrici. Pfi splnéni
téchto podminek je ve vétSiné piipadii mozno amplifikovat bakteridlni DNA pifimo z lyzéatu
bunék.

Amplifikace DNA probiha v polymeracnich cyklech, které se skladaji ze tii krokii:

1. denaturace DNA

2. hybridizace primert

3. syntéza komplementarniho fetézce DNA.
Posledni krok, syntéza fetdzce DNA, vyuZiva termostabilni DNA polymerazu. Cistota
a vytéznost produktli PCR jsou ovlivnény vice parametry, z nichz nejdulezitéjsi je jiz zminéna
teplota piipojeni primeru. Pfi teploté, ktera neni optimalni pro pfipojeni, dochazi k syntéze
nespecifickych produktl, ¢imz dochazi ke snizeni vytézku specifického PCR produktu.
Nejveétsi nebezpeci vzniku nespecifickych produkta je pii syntéze dlouhych PCR produkti.
Jsou-li vSechny parametry této metody dokonale optimalizovany, je mozno ziskat
z 1 molekuly DNA az jeden mikrogram PCR produktu. [28]

Schéma prabéhu polymerazové fetézové reakce je uvedeno na Obr. 16.
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Obr. 16 Schéma metody PCR [29]
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Cil prace

Cil diplomové prace byl zaméfen na studium podminek ristu ¢ty vybranych kmeni rodu
Lactobacillus v médiich s riznym obsahem zdroje uhliku (glukéza, laktéza, syrovatka) a

v médiich s odlisnym pH (stresové podminky).

Dal$im cilem bylo izolovat z bakteridlni kultury DNA a prokézat ptitomnost bakterii rodu
Lactobacillus pomoci PCR s vyuzitim rodové specifickych primerti. Materidly a metody

2.2 Mikroorganismy a pouZité materialy

2.2.1

Analyzované mikroorganismy

Ke studiu podminek aerobni kultivace byly pouzity mikroorganismy rodu Lactobacillus,
které byly izolovany ze stolice zdravych pln¢€ kojenych déti. Byly pouzity kmeny:
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 211 (OM10N)9/07
Lactobacillus paracasei CCDM 212 (OM10N)8/07
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 213 (OM10N)9/07
Lactobacillus salivarius CCDM 216 (OM10N)9/07.

2.2.2

Chemikalie

2.2.2.1 Pro pripravu kultiva¢nich médii

citrat amonny
destilovana voda
glukéza (20%)
HCI (1 M)
hovézi extrakt
K,HPO,
kvasni¢ny extrakt
laktéza (20%)
MgS04.7H,0

2.2.2.2 Roztoky pro lyzi bunék

2.2.23
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Lyzacni roztok (A)
0 Tris-HCI (10 mM, pH 7,8)
o EDTA (5 mM, pH 8,0)
proteinaza K (100 pg/ml)
SDS (20%)
Roztoky pro purifikaci DNA
CIZ (chloroform:izoamylalkohol 24:1)
ethanol

fenol (ptfedestilovany, pH 7,8)
octan sodny (3 M)

MnS0O4.7H,0O

MRS agar (Oxoid, Anglie)
MRS broth (Oxoid, Anglie)
NaOH (1 M)

octan sodny

pepton

syrovatka suSena

Tween 80

Lyzacni roztok (B)
0 Tris-HCI1 (10 mM, pH 7.8)
o EDTA (5 mM, pH 8,0)
0 lysozym (3 mg/ml)

TE pufr
0 Tris (10 mM, pH 7,8)
o EDTA (1 mM, pH 8,0)



2.2.2.4 Roztoky pro spektrofotometrické stanoveni
— TE pufr
0 Tris-HCI (10 mM, pH 7,8)
o EDTA (1 mM, pH 8,0)
2.2.2.5 Komponenty pro agarozovou gelovou elektroforézu

— agar0za — TBE pufr (5x koncentrovany)
— ethidium bromid (1 pg/ml) 0 54 g Tris-base
— nanaSeci pufr (pro gelovou 0 27,5 g kyselina borita
elektroforézu DNA) 0 20 ml EDTA (0,5 M, pH 8)
— PCR vkladdaci pufr (pro PCR
produkt)
2.2.2.6 Komponenty pro PCR
— 10x reakéni pufr kompletni — DNA primery
— dNTP smés (10 mM) 0 LbLMA 1(10 pmol/ul)
— DNA polymeraza Taq 1.1 (1U/ul) 0 R 16-1 (10 pmol/ul)
— voda pro PCR
2.2.2.7 Roztoky pro pripravu hrubého lyzatu bunék povarenim
— PCR voda

2.3 Metody méreni

2.3.1 Kaultivace bunék v MRS médiu s glukézou

— pro ptipravu kultivaéniho média bylo pouzito komeréné dostupné MRS médium
a destilovana voda (5,2 g média na 100 ml H,0O)

— kultivace byla provadéna v 50 ml kultivacniho média s 1 ml kultury narostlé pies noc
(ON, over night) aerobné bez ttepani pti teploté 37°C

— v prubéhu kultivace byly odebirany vzorky v hodinovych intervalech a byla métena

optickd hustota pifi 600 nm (Ag) pomoci piistroje Cell density meter biowave
WPACO 8000

— (Cistota kultury byla ovéfena kiizovym roztérem a metodou PCR

2.3.2 Kaultivace bunék v MRS médiu s lakt6zou o obsahu 2% ve vétSim objemu
— bylo pfipraveno MRS médium bez glukozy a 20% roztok laktozy

— kultivace byla provadéna v 50 ml kultivacniho média (45 ml média + 5 ml 20%
roztoku laktdzy) s 1 ml kultury narostlé pfes noc (ON, over night) aerobné bez tfepani
pii teploté 37°C

— v pruabéhu kultivace byly odebirany vzorky v hodinovych intervalech a byla métfena

opticka hustota pfi 600 nm (Agyp) pomoci pfistroje Cell density meter biowave
WPACO 8000
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Kultivace bunék v MRS médiu s laktézou o obsahu 2%
bylo pfipraveno MRS médium bez glukézy a 20% roztok laktozy

kultivace byla provadéna v 10 ml kultiva¢niho média (9 ml média + 1 ml 20% roztoku
laktézy) se 100 pl kultury narostlé pies noc (ON, over night) aerobn¢ bez tiepani
pfi teploté 37°C

v pribehu kultivace byly odebirdny vzorky a byla méfena optické hustota pii 600 nm
(As00) pomoci pristroje Cell density meter biowave WPACO 8000

Kultivace bunék v MRS médiu s laktézou o obsahu 4%
bylo pfipraveno MRS médium bez glukézy a 20% roztok laktozy

kultivace byla provadéna v 10 ml kultiva¢niho média (8 ml média + 2 ml 20% roztoku
laktézy) se 100 ul kultury narostlé ptres noc (ON, over night) aerobné bez tiepani
pfi teploté 37°C

v pribéhu kultivace byly odebirdny vzorky a byla métena opticka hustota pii 600 nm
(As00) pomoci pristroje Cell density meter biowave WPACO 8000

Kultivace bunék v MRS médiu s riznym obsahem syrovatky ve stresovych
podminkach

bylo pfipraveno MRS médium bez glukézy a roztok syrovatky, aby obsah sacharidi
v syrovatce byl 20% (13,1 g syrovatky na 50 ml)
byla ptfipravena média s riiznym obsahem syrovatky:

0 2% sacharid: 9 ml MRS média + 1 ml roztoku syrovatky

0 4% sacharid: 8 ml MRS média + 2 ml roztoku syrovatky

0 6% sacharid: 7 ml MRS média + 3 ml roztoku syrovatky

0 8% sacharidi: 6 ml MRS média + 4 ml roztoku syrovatky
tyto média byly upraveny 1 M HCI na pH 4,0; 4,5; 5,0 a 5,5
kultivace byla provadéna se 100 pl kultury Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
CCDM 211 narostlé pfes noc (ON, over night) aerobn¢ bez tfepani pii teploté 37°C

v prubéhu kultivace byly odebirany vzorky a byla méfena optickd hustota pti 600 nm
(As00) pomoci pfistroje Cell density meter biowave WPACO 8000, jako blak bylo
pouzito kultivaéni médium i MRS médium

Cistota kultury byla ovétena kiizovym roztérem a ptislusnost k rodu Lactobacillus byla
prokdzana metodou PCR zhrubych lyzatd bakteridlnich kolonii kultivovanych
na MRS agaru

Analyza chovani kultury ve stresovych podminkach

stresové podminky byly vytvofeny snizenim pH MRS média s laktézou, pH bylo
upraveno 1 M HCl na hodnoty 3,0; 3.5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5

do zkumavek bylo napipetovano 9 ml média o daném pH, 1 ml 20% roztoku laktdzy



2.3.7

2.3.9

po sterilizaci bylo médium zaockovano 100 pl kultury narostlé ptes noc (ON, over
night) aerobn¢ bez tfepani pfti teploté 37°C
kultura byla kultivovana v termostatu pii 37°C

v priibéhu kultivace byly odebirany vzorky a byla méfena opticka hustota pti 600 nm
(Ago0) pomoci ptistroje Cell density meter biowave WPACO 8000

na pocatku byl vzorek i blank zfedén 5x, pfi hodnoté OD vyssi nez 0,90 byl vzorek
i blank ziedén 10x ve sterilni H,O

Cistota kultury byla ovétena metodou PCR

Turbidimetrické stanoveni riustové kiivky

rust bunécné kultury byl stanoven méfenim optické hustoty pti 600 nm (Agoo) pomoci
ptistroje Cell density meter biowave WPACO 8000

jako blank bylo pouzito kultiva¢ni médium

pfi hodnoté OD vyssi nez 0,90 byl vzorek i blank natedén (viz jednotlivd méteni)

K¥iZovy roztér

kultura narostld pifes noc v MRS médiu byla nanesena ockovaci klickou kiizovym
roztérem na MRS agar

Petriho miska byla vlozena do termostatu nastavené¢ho na 37°C na dobu asi 30 hodin

narostlé kolonie byly vyfotografovany a vizualn¢ vyhodnoceny

Izolace bakterialni DNA

Priprava a lyze bunék

1 ml kultury narostlé v MRS médiu byl napipetovan do zkumavky eppendorf

suspenze byla centrifugovana pii 15 000 otackach po dobu 3 minuty, supernatant byl
opatrné slit

sediment byl rozsuspendovan v 100 pl roztoku A, po dikladném promichéni bylo
pridano 900 pl roztoku A

suspenze byla centrifugovana pii 15 000 otackach po dobu 5 minut, supernatant byl
opatrné slit

sediment byl rozsuspendovan v 500 pul roztoku B

vzorky byly inkubovédny pfi laboratorni teplot¢ po dobu 1 hodiny za obcasného
promichani

k suspenzi bylo ptidano 12,5 pl 20% SDS a 5 pl proteinazy K (100 pg/ml)
po promichéni byly vzorky inkubovany pii 55°C do druhého dne

Fenolova extrakce

k lyzatu bun€k bylo piidano 500 pl fenolu a smés byla kyvavym pohybem
promichavana po dobu 4 minuty

suspenze byla centrifugovana pti 15 000 otac¢kach po dobu 5 minut
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pomoci pipety s ustfizenou Spickou byla odebrdna vodna faze s DNA do nové
zkumavky eppendorf

k vodné fazi s DNA bylo pfidano 700 ul CIZ
suspenze byla kyvavym pohybem promichavéana po dobu 4 minuty

suspenze byla centrifugovana pti 15 000 otackach po dobu 3 minuty
vodné faze s DNA byla opét odebrana do nové zkumavky eppendorf

Presrazeni DNA ethanolem

2.3.11
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ke vzorku DNA bylo ptfidano 40 pl octanu sodného, suspenze byla promichana

k suspenzi byl pfidan 1 ml ethanolu a suspenze byla opét dikladné promichéna
suspenze byla ponechana pii - 20°C po dobu 15 minut, aby doslo k vysraZzeni DNA
suspenze byla centrifugovana pii 15 000 otackach po dobu 15 minuty, supernatant byl
slit

sediment byl susen v exikatoru po dobu asi 15 minut

vysuseny sediment byl rozpustén v 500 ul TE pufru

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA
spektrofotometrické stanoveni bylo provedeno na pfistroji Nanophotometer Implen

podle ptedpokladané koncentrace a tabulky ptilozené k pfistroji byl zvolen LID faktor
10, faktor 50 a potiebny objem 3 pl

po napipetovani byla cela ptikryta vickem a byla zméfena koncentrace a absorbance
vzorku

jako blank byl pouzit TE pufr

Gelova elektroforéza bakterialni DNA

byl ptipraven 0,6% agardézovy gel (0,3 g agaru, 50 ml TBE pufru), suspenze byla
dobfe rozvatena v mikrovinné troubé, nalita do misky s hfebinkem a ponechéana asi
1 hodinu zatuhnout

na podlozce bylo smichano 20 ul DNA v TE pufru s 4 pl nanaseciho pufru, piipadné
30 ul DNA v TE pufru s 6 pl nanaSeciho pufru, pfipravené smési byly naneseny
do komurek gelu

vanic¢ka s gelem byla opatrné prevrstvena 0,5x TBE pufrem a bylo zapnuto napéti
(60 V), elektroforéza probihala asi 2 a pul hodiny

po ukonceni byl gel obarven ethidium bromidem (0,5 pg/ml) po dobu asi 1 hodiny
gel byl oplachnut v destilované vodé a umistén na transiluminator

gel byl vyfotografovan v UV svétle pomoci digitalniho fotoaparatu



2.3.12 Rodové specificka PCR s pouZitim purifikované DNA jako DNA matrice

byla pfipravena PCR smés, jednotlivé komponenty byly vkladany v nasledujicim
poradi a mnoZzstvi:

0 PCR voda 19 ul
0 10x reakéni pufr kompletni 2,5ul
O dNTP smés (10 mM) 0,5 ul
0 primer LbLLMATI (10 pmol/pul) 0,5 ul
0 primer R16-1 (10 pmol/pl) 0,5 ul
0 DNA polymeraza Taq 1.1 (1U/ul) 1ul

0 DNA matrice (10 ng/pl) Tl

jako matrice DNA byla pouzita purifikovand DNA zfedéna na pozadovanou
koncentraci v TE pufru (10 ng/ul)

byla pfipravena negativni a pozitivni kontrola, do negativni kontroly byla vloZena
PRC voda misto DNA matrice, do pozitivni byla vlozena DNA Lactobacillus casei

(10 ng/ul)
PCR smés byla vlozena cykleru a byl zvolen program pozadovany pro rod
Lactobacillus (LBC ROD), jehoz pribe¢h je:

1. 95°C -5 minut
2. 95°C — 30 vtefin- dochazi k denaturaci DNA Pfi tomto nastaveni
3. 55°C —30 vtefin - pfipojuji se primery bylo provedeno 30
4. 72°C — 30 vtefin - probiha syntéza DNA fetézce cykla

pfi poslednim cyklu byl posledni krok (72°C) proveden po dobu 10 minut

Detekce PCR produktu pomoci agarosoveé gelové elektroforézy

byl pfipraven 1,8% agardzovy gel (0,9 g agaru, 50 ml TBE pufru), suspenze byla
dobte rozvatena v mikrovinné troub¢, nalita do misky s hfebinkem a ponechéana asi
1 hodinu zatuhnout

PCR smés vzorku i kontrol (25ul) byla smichdna s 5 ul stop pufru

smés vzorkl byla nanesena do komirek, vedle byl nanesen DNA standard (5 pl), pak
negativni kontrola a nakonec kontrola pozitivni

vanicka s gelem byla opatrné prevrstvena TBE pufrem a bylo zapnuto napéti (60 V),
elektroforéza probihala asi 2 hodiny

po ukonceni byl gel obarven ethidium bromidem po dobu asi 1 hodiny
gel byl oplachnut v destilované vodé a umistén na transiluminator

gel byl vyfotografovan v UV svétle pomoci digitalniho fotoaparatu

2.3.13 Rodové specificka PCR s pouzitim DNA matrice z hrubého lyziatu bunék

Priprava hrubého lyzatu bunék povarenim

do zkumavky eppendorf byl napipetovan 1 ml kultury narostlé pii stresovych
podminkach (pH 5,0; 5,5; 6,0; 6,5)
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suspenze byla centrifugovana pti 15 000 otackach po dobu 1 minuty, supernatant byl
opatrng slit, sediment byl rozsuspendovan v 1 ml sterilni vody

suspenze byla centrifugovana pti 15 000 otackach po dobu 1 minuty, supernatant byl
opatrné slit, sediment byl dokonale rozsuspendovan v 100 pl serilni vody

suspenze byla vloZena do cykleru a program BOIL na dobu 10 minut

Priprava PCR smési s DNA z hrubého lyzatu bunék

byla pfipravena PCR sm¢és, jednotlivé komponenty byly vkladany v nasledujicim
poradi a mnozstvi:

0 PCR voda 18 ul
0 10x reakeni pufr kompletni 2,5ul
O dNTP smés (10 mM) 0,5 ul
0 primer LbLLMAT (10 pmol/ul) 0,5 ul
0 primer R16-1 (10 pmol/pl) 0,5 ul
0 DNA polymeraza Taq 1.1 (1U/ul) 1ul

0 DNA matrice 2ul

jako matrice DNA byl pouzit 10x, 100x a 1000x ztedény hruby lyzat, pfed pfidanim
do smési byla DNA matrice vloZena do cykleru, kde byla zahtivana po dobu 5 minut
na 95°C

byla pfipravena negativni a pozitivni kontrola, do negativni byla vlozena PRC voda
misto DNA matrice, do pozitivni byla vlozena DNA Lactobacillus paracasei subsp.
parnasie CCDM 211 (10 ng/pl)

PCR smés byla vlozena cykleru a byl zvolen program pozadovany pro rod
Lactobacillus (LBC ROD), jehoz pribé¢h je:

1. 95°C -5 minut
2. 95°C — 30 vtefin- dochazi k denaturaci DNA Pfi tomto nastaveni
3. 55°C —30 vtefin - pfipojuji se primery bylo provedeno 30
4. 72°C — 30 vtefin - probiha syntéza DNA fetézce cykli

pfi poslednim cyklu byl posledni krok (72°C) proveden po dobu 10 minut

Detekce PCR produktu s hrubym lyzatem bunék pomoci agarosové gelové elektroforézy
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byl pfipraven 1,8% agarézovy gel (1,8 mg agaru, 100 ml TBE pufru), suspenze byla
dobie rozvatrena v mikrovinné troubé, nalita do misky s hfebinkem a ponechdna asi
1 hodinu zatuhnout

PCR smés vzorku i kontrol (25ul) byla smichéna s 5 pl stop pufru

smés vzorkl byla nanesena do komirek, vedle byl nanesen DNA standard (5 pl), pak
negativni kontrola a nakonec kontrola pozitivni

vanicka s gelem byla opatrné pievrstvena TBE pufrem a bylo zapnuto napéti (60 V),
elektroforéza probihala asi 2 hodiny

po ukonceni byl gel obarven ethidium bromidem po dobu asi 1 hodiny
gel byl oplachnut v destilované vodé a umistén na transiluminator

gel byl vyfotografovan v UV svétle pomoci digitalniho fotoaparatu



3 VYSLEDKY

3.1 Rustové krivky

Byly studovany podminky ristu vybranych mikroorganismii v MRS médiu s riznym
obsahem zdroje uhliku (glukoéza, laktdza). Rust byl sledovan jako zavislost hodnoty
absorbance métené pii 600 nm (Agpo) na Case.

3.1.1 Zdroj uhliku: glukéza

Hodnoty absorbance Aggo ziskané pii métfeni ristové kiivky béhem kultivace kmenti Lbc.
paracasei subsp. paracasei CCDM 211, Lbc. paracasei CCDM 212, Lbc. paracasei subsp.
paracasei CCDM 213 a Lbc. salivarius CCDM 216 v MRS médiu s glukézou pii 37°C jsou
uvedeny v Tabulce 6. V 5. hodin¢ ristu bylo nutné vzorky fedit, protoZze hodnoty absorbance
pfesahovaly hodnotu 0,9. Pfi fedéni byla hodnota absorbance vypocitdna ze zméfenych
hodnot jako trojnasobek hodnoty (resp. devitinasobek hodnoty). Vypocitané hodnoty byly
vyneseny do Grafii 1, 2, 3 a 4 jako zavislost absorbance na Case.

Tabulka 6 Zavislost absorbance A,

o0 ha case behem kultivace

RS RS KRS S
g ° ~ | 8 ° ~ || £ ° ~ | S0 I~
AL R LR R REN
S 8 X S O < &g |OT R O g
o = — o -~ — 3 O = | = g2 > | = 3
sas [h] = s = =
0 0,08 0,07 0,07 0,05
1 0,00 0,00 0,01 0,00
3 0,31 0,33 0,32 0,25
4 0,52 0,58 0,52 0,45 W
5 0,90 0,99 1,02 0,86 0,33 0,34 S(
6 1,95 1,98 1,92 1,77 0,65 0,66 0,64 0,59 %
7 2,61 2,67 2,64 2,55 0,87 0,89 0,88 085 | °
8 3,33 3,87 3,42 3,15 0,37 0,43 0,38 0,35
9 4,14 4,68 4,14 4,41 0,46 0,52 0,46 0,49
10 5,13 5,40 4,86 4,68 0,57 0,60 0,54 0,52 | o
11 4,59 4,77 4,77 4,32 0,51 0,53 0,53 0,48 S(
12 6,03 5,67 5,58 5,67 0,67 0,63 0,62 0,63 §2
13 5,94 5,85 5,85 5,85 0,66 0,65 0,65 0,65 | °
14 6,03 6,03 6,30 6,03 0,67 0,67 0,70 0,67
24 7,29 7,47 7,38 7,20 0,81 0,83 0,82 0,80
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Graf 1 Rustova kiivka kultivace Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211 v MRS médiu s glukozou (zavislost

A600

absorbance na Case pii 600 nm)
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¢as[h]

Graf 2 Rustova kiivka kultivace Lbc. paracasei CCDM 212 v MRS médiu s glukozou (zavislost absorbance

A600

40

na Case pii 600 nm)
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Graf 3 Rustova kiivka kultivace Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 213 v MRS médiu s glukozou (zavislost
absorbance na ¢ase pti 600 nm)
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Graf 4 Ristova kiivka kultivace Lbc. salivarius CCDM 216 v MRS médiu s glukozou (zavislost absorbance

na Case pii 600 nm)

A600

01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
¢as [h]

= Ze vsech rustovych kiivek jsou zifejmé vSechny faze ristu. Maximalni zjiSténa absorbance
je do hodnoty 7,5.
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3.1.1.1 Porovnani ristu kmeni na MRS médiu s glukézou jako zdrojem uhliku

Porovnani ristovych kiivek kmenl Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211, Lbc.
paracasei CCDM 212, Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 213 a Lbc. salivarius CCDM
216 béhem kultivace v MRS médiu s gluk6zou je uvedeno na Grafu 5.

Graf 5 Porovnani riistovych krivek behem kultivace v MRS médiu s glukozou (zavislost absorbance na Case

pfi 600 nm)
A8
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5
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= Pfi porovnani jednotlivych ristovych kiivek bylo zjisténo, Zze do 7. hodiny je rust
jednotlivych mikroorganismi téméei shodny. Po 8. hodiné rustu se hodnoty jiz mirné
lisily.

3.1.2 Zdroj uhliku: laktoza

Hodnoty absorbance Aggo ziskané pii méteni ristové kiivky béhem kultivace kmenti Lbc.
paracasei subsp. paracasei CCDM 211, Lbc. paracasei CCDM 212, Lbc. paracasei subsp.
paracasei CCDM 213 a Lbc. salivarius CCDM 216 v MRS médiu s laktézou pii 37°C jsou
uvedeny v Tabulce 7. V 7. hodin¢ ristu bylo nutné vzorky fedit, protoze hodnoty absorbance
pfesahovaly hodnotu 0,9. Pfi fedéni byla hodnota absorbance vypocitdna ze zméfenych
hodnot jako trojnasobek hodnoty (resp. devitinasobek hodnoty). Vypocitané hodnoty byly
vyneseny do Grafl 6, 7, 8, 9 jako zavislost absorbance na Case.
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Tabulka 7 Zavislost absorbance Agyy na case béehem kultivace

s IS s 5
SS | o T |54 S5 -5 |5s |5
S |g< |85 |8f |lEs|cs |8f |8
g =~ — 9 g = S g RS |93 | = 3
éas [h] - o - =
0 0,17 0,11 0,14 0,13
2 0,20 0,15 0,17 0,17
3 0,31 0,27 0,27 0,30
4 0,40 0,41 0,35 0,39
5 0,52 0,53 0,48 0,54
6 0,80 0,80 0,74 0,82
7 1,74 1,65 1,74 1,80 0,58 0,55 0,58 0,60 E{w
8 246 | 234 | 249 | 258 |[ 082 | 078 | 083 | 086 |E”
9 2,88 3,24 2,97 3,06 0,32 0,36 0,33 0,34
10 4,05 4,50 4,23 4,41 0,45 0,50 0,47 0,49
11 4,86 5,40 4,95 5,04 0,54 0,60 0,55 0,56
12 5,58 6,12 5,85 5,67 0,62 0,68 0,65 0,63 |2
13 5,94 6,21 5,94 6,21 0,66 0,69 0,66 0,69 [F;o:
&
14 6,21 6,30 6,03 6,48 0,69 0,70 0,67 0,72 | 3
15 6,57 6,57 6,30 6,84 0,73 0,73 0,70 0,76
24 7,38 7,29 7,56 7,56 0,82 0,81 0,84 0,84
25 7,11 7,38 7,56 7,65 0,79 0,82 0,84 0,85
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Graf 6 Riistova krivka kultivace Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211 v MRS médiu s laktozou (zavislost

A600

absorbance na Case pii 600 nm)
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Graf 7 Riistovd krivka kultivace Lbc. paracasei CCDM 212 v MRS médiu s laktozou (zavislost absorbance

A600
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na ¢ase pii 600 nm)
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Graf 8 Riistova krivka kultivace Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 213 v MRS médiu s laktozou (zavislost

A600

absorbance na ¢ase pti 600 nm)
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Graf 9 Riistovd krivka kultivace Lbc. salivarius CCDM 216 v MRS médiu s laktozou (zavislost absorbance
na Case pii 600 nm)
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= Ze vSech rustovych kiivek jsou ziejmé vSechny faze rustové kiivky. Maximalni zjisténa
absorbance je do hodnoty 7,7.
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3.1.2.1 Porovnani ristu kmenii na MRS médiu s lakt6zou jako zdrojem uhliku

Porovnani riistovych kiivek kmenl Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211, Lbc.
paracasei CCDM 212, Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 213 a Lbc. salivarius CCDM
216 béhem kultivace v MRS médiu s laktézou je uvedeno na Grafu 10.

Graf 10 Porovnani ristovych kiivek béhem kultivace v MRS médiu s laktozou (zavislost absorbance na Case

pfi 600 nm)
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= Pfi porovnani jednotlivych ristovych kiivek bylo zjisténo, Zze do 8. hodiny je rust
jednotlivych mikroorganisml téméei shodny. Po 9. hodiné rustu se hodnoty jiz mirné
lisily.

3.1.2.2 Porovnani rustu kmeni na MRS médiu s glukézou a laktézou jako zdrojem
uhliku

Porovnani rtstovych kiivek kment Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211, Lbc.
paracasei CCDM 212, Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 213 a Lbc. salivarius CCDM
216 béhem kultivace v MRS médiu s glukézou a v MRS médiu s laktézou je uvedeno
na Grafu 11, 12, 13, 14.
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Graf 11 Porovnani ristovych kiivek kultivace Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211 v MRS médiu
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8

s glukozou a v MRS médiu s laktézou (zavislost absorbance na case pii 600 nm)
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Graf 12 Porovnani ristovych kiivek kultivace Lbc. paracasei CCDM 212 v MRS médiu s glukozou a v MRS
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Graf 13 Porovnani ristovych kiivek kultivace Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 213 v MRS médiu

A600

8

s glukozou a v MRS médiu s laktozou (zavislost absorbance na ¢ase pii 600 nm)
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Graf 14 Porovnani rustovych krivek kultivace Lbc. salivarius CCDM 216 v MRS médiu s glukozou a v MRS

A600

8

médiu s laktozou (zavislost absorbance na Case pii 600 nm)
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= Na pocatku exponencialni faze rlstu jsou ziejmé vyssi hodnoty absorbance pii kultivaci
v MRS médiu obsahujici glukézu. Na konci exponencidlni faze rlstu jsou ziejmé vyssi
hodnoty absorbance pfi kultivaci v MRS médiu obsahujici laktozu.
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3.2 Ki¥izovy roztér

Po kultivaci v MRS médiu s glukézou byl proveden kiizovy roztér a kultivace na MRS
agaru pii 37°C. Hodnoceni kolonii po kultivaci bylo nasledujici: tvar okrouhly, okraje hladké,
povrch hladky, profil vypoukly, transparence neprtihlednd, barva bila, okoli kolonie beze
zmény. Fotografie kolonii bakteridlnich kultur kmenG Lbc. paracasei subsp. paracasei
CCDM 211, Lbc. paracasei CCDM 212, Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 213 a Lbc.
salivarius CCDM 216 narostlych na MRS agaru s glukézou jsou na Obr. 17.

Obr. 17 Plotny MRS agaru s narostlymi bakterialnimi koloniemi po kultivaci v MRS médiu s glukozou

= Jednotlivymi kiizovymi roztéry byla prokazéana Cistota bakteridlnich kultur.

3.3 Kultivace bunék v MRS médiu s riiznym obsahem syrovatky pfi stresovych
podminkach

Obsah syrovatky v médiu byl v rozsahu 2 - 8% a jako stresové podminky bylo voleno
nizké pH v rozsahu 4,0 - 5,5. Kultivace probihala pti 37°C aerobn¢ bez tiepani. Pii zvolenych
podminkach byl studovan pouze kmen Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211.

3.3.1 Obsah syrovatky 2%

Vysledky ziskané pti studiu riistu béhem kultivace pti 2% obsahu syrovatky jsou uvedeny
v Tabulce 8. Jelikoz bylo jiZ plvodni médium zakaleno syrovatkou, bylo voleno jiz
na poc¢atku fedéni. Pfi fedéni byla hodnota absorbance vypocitana ze zméfenych hodnot jako
desetinasobek hodnoty (resp. dvacetindsobek hodnoty). Vypocitané hodnoty byly vyneseny
do Grafu 15, 16 jako zavislost absorbance na Case.
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Tabulka 8 Zavislost absorbance Agy na case béhem kultivace pri stresovych podminkdach v MRS médiu

obsahujicim 2% syrovatky
Blank: kultivaéni médium

Cas[h] | pH4,0 | pH4,5 | pH5,0 | pHS5,5|[ pH4,0 | pH4,5 | pHS5,0 | pHS5,5 | N,
6 -0,50 -1,30 -1,50 -1,90 -0,05 -0,13 -0,15 -0,19 % <:3
8 -1,00 -1,40 -1,50 -1,90 -0,10 -0,14 -0,15 -0,19 |©@
23 0,80 2,60 5,10 5,70 0,08 0,26 0,51 0,57 |
25 1,60 5,40 6,60 7,60 0,08 0,27 0,33 038 |<
27 1,60 5,60 7,00 7,60 0,08 0,28 0,35 0,38 %‘
29 1,80 5,60 7,00 7,80 0,09 0,28 0,35 0,39 §
48 1,20 5,40 6,60 7,80 0,06 0,27 0,33 0,39 °

Blank: MRS médium

Cas[h] | pH4,0 | pH4,5 | pH5,0 | pHS55 || pH4,0 | pH4,5 | pH5,0 | pH5,5 | N,
6 3,80 3,00 2,70 2,40 0,38 0,30 0,27 0,24 2“;: §
8 3,60 3,30 2,80 3,20 0,36 0,33 0,28 0,32 8
23 5,30 8,10 11,00 | 12,00 0,53 0,81 0,55 0,60 o
25 5,60 9,40 11,00 | 12,40 0,28 0,47 0,55 0,62 |
27 5,40 9,20 11,20 | 12,20 0,27 0,46 0,56 0,61 [:E
29 5,80 9,40 11,40 | 12,40 0,29 0,47 0,57 0,62 %‘
48 5,40 9,20 11,40 | 12,20 0,27 0,46 0,57 0,61

Graf 15 Riist Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211 pri stresovych podminkach v MRS médiu obsahujicim

2% syrovatky - blank: kultivacni médium (zavislost absorbance na ¢ase pii 600 nm)
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Graf 16 Riist Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211 pri stresovych podminkach v MRS médiu obsahujicim

2% syrovatky - blank: MRS médium (zavislost absorbance na case pti 600 nm)
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3.3.2 Obsah syrovatky 4%

Vysledky ziskané pfi studiu riistu béhem kultivace pti 4% obsahu syrovatky jsou uvedeny
v Tabulce 9. Jelikoz bylo jiz pivodni médium zakaleno syrovatkou, bylo voleno jiz
na poc¢atku fedéni. Pfi fedéni byla hodnota absorbance vypocitana ze zméfenych hodnot jako
desetindsobek hodnoty (resp. dvacetindsobek hodnoty). Vypocitané hodnoty byly vyneseny

do Grafu 17, 18 jako zavislost absorbance na Case.

Tabulka 9 Zavislost absorbance Agy na case béhem kultivace pri stresovych podminkach v MRS médiu

obsahujicim 4% syrovatky

Blank: kultiva¢ni médium

Cas[h] | pH4,0 | pH4,5 | pH5,0 | pH5,5| pH4,0 | pH4,5 | pH5,0 | pHS5,5 % _
6 -0,50 -1,30 -0,60 -1,50 -0,05 -0,13 -0,06 0,15 &
8 1,60 1,20 1,00 0,60 0,16 0,12 0,10 0,06 2
23 2,00 4,20 6,20 8,00 0,10 0,21 0,31 0,40 |
25 2,60 4,40 7,60 9,40 0,13 0,22 0,38 0,47 =4
27 2,40 4,60 7,80 9,60 0,12 0,23 0,39 0,48 o
29 2,20 4,40 7,60 9,40 0,11 0,22 0,38 0,47 §
48 2,00 4,00 7,00 9,20 0,10 0,20 0,35 0,46 |°
Blank: MRS médium
cas[h] | pH4,0 | pH4,5 | pH5,0 | pH5,5| pH4,0 | pH4,5 | pH5,0 | pHS5,5 % _
6 5,80 5,10 4,90 4,50 0,58 0,51 0,49 045 |&
8 5,80 5,40 5,10 4,80 0,58 0,54 0,51 0,48 2
23 6,80 9,80 12,80 | 15,40 0,34 0,49 0,64 0,77 | o
25 6,60 10,00 13,60 16,00 0,33 0,50 0,68 080 |
27 6,60 9,80 13,80 | 15,80 0,33 0,49 0,69 0,79 %
29 6,40 9,80 13,60 | 15,80 0,32 0,49 0,68 0,79 gﬁ
48 6,00 9,40 13,20 15,60 0,30 0,47 0,66 0,78 |°
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Graf 17 Riist Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211 pri stresovych podminkach v MRS médiu obsahujicim

4% syrovatky - blank: kultivacni médium (zavislost absorbance na ¢ase pii 600 nm)
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Graf 18 Riist Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211 pri stresovych podminkach v MRS médiu obsahujicim

4% syrovatky - blank: MRS médium (zéavislost absorbance na ¢ase pii 600 nm)
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3.3.3 Obsah syrovatky 6%

Vysledky ziskané pfi studiu riistu béhem kultivace pti 6% obsahu syrovatky jsou uvedeny
v Tabulce 10. Jelikoz bylo jiz plvodni médium zakaleno syrovatkou, bylo voleno jiz
na pocatku fedéni. Pti fedéni byla hodnota absorbance vypocitdna ze zméfenych hodnot jako
desetindsobek hodnoty (resp. dvacetindsobek hodnoty). Vypocitané hodnoty byly vyneseny
do Grafu 19, 20 jako zavislost absorbance na Case.
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Tabulka 10 Zavislost absorbance Agyy na case behem kultivace pri stresovych podminkach v MRS médiu

obsahujicim 6% syrovatky

Blank: kultiva¢ni médium

Cas[h] | pH4,0 | pH4,5 | pH5,0 | pHS5,5|[ pH4,0 | pH4,5 | pHS5,0 | pHS5,5 | N,
6 -0,30 -1,10 -0,60 -1,70 -0,03 -0,11 -0,06 -0,17 % <:3
8 1,80 1,50 1,30 0,90 0,18 0,15 0,13 0,09 |°
23 2,20 4,80 6,20 8,00 0,11 0,24 0,31 0,40 |
25 1,80 5,00 7,40 9,00 0,09 0,25 0,37 045 |
27 1,60 5,00 7,60 9,20 0,08 0,25 0,38 0,46 ED:
29 1,60 4,80 7,40 9,20 0,08 0,24 0,37 0,46 | &
48 1,40 4,80 7,20 9,00 0,07 0,24 0,36 0,45 °

Blank: MRS médium

Cas[h] | pH4,0 | pH4,5 | pH5,0 | pH55 || pH4,0 | pH4,5 | pH5,0 | pHS5,5 | N,
6 8,60 7,80 7,30 6,90 0,86 0,78 0,73 0,69 g‘;— §
8 8,50 8,30 8,20 7,60 0,85 0,83 0,82 0,76 |©°
23 9,80 13,20 | 16,40 | 18,00 0,49 0,66 0,82 0,90 o
25 10,00 | 13,60 | 16,60 | 18,00 0,50 0,68 0,83 0,90 |
27 9,80 13,60 | 16,40 | 18,20 0,49 0,68 0,82 0,91 %‘
29 9,80 13,60 | 16,40 | 18,00 0,49 0,68 0,82 0,90 §°:
48 9,60 13,40 | 16,20 | 17,80 0,48 0,67 0,81 0,89

Graf 19 Riist Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211 pri stresovych podminkach v MRS médiu obsahujicim

6% syrovatky - blank: kultivacni médium (zavislost absorbance na Case pti 600 nm)
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Graf 20 Riist Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211 pri stresovych podminkach v MRS médiu obsahujicim
6% syrovatky - blank: MRS medium (zavislost absorbance na ¢ase pii 600 nm)
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3.3.4 Obsah syrovatky 8%

Vysledky ziskané pfi studiu riistu béhem kultivace pti 8% obsahu syrovatky jsou uvedeny
v Tabulce 11. Jelikoz bylo jiz pivodni médium zakaleno syrovatkou, bylo voleno jiz
na pocatku fedéni. Pii fedéni byla hodnota absorbance vypocitana ze zmétenych hodnot jako
desetinasobek hodnoty (resp. dvacetindsobek ¢i Ctyficetinasobek hodnoty). Vypocitané
hodnoty byly vyneseny do Grafu 21, 22 jako zavislost absorbance na Case.

Tabulka 11 Zavislost absorbance Agyy na case behem kultivace pri stresovych podminkach v MRS médiu
obsahujicim 8% syrovatky
Blank: kultivaéni médium

Cas[h] | pH4,0 | pH4,5 | pHS5,0 | pHS5,5 || pH4,0 | pH4,5 | pHS5,0 | pH 5,5 %
6 -0,60 -1,50 -1,20 -2,00 -0,06 -0,15 -0,12 -0,20 | & §
8 0,90 0,70 0,30 0,10 0,09 0,07 0,03 0,01 2
23 1,20 5,00 6,60 8,20 0,06 0,25 0,33 041 |
25 2,20 6,40 8,40 10,80 0,11 0,32 0,42 0,54 =
27 2,60 7,00 8,40 11,00 0,13 0,35 0,42 0,55 ?;(
29 2,40 6,80 8,20 10,80 0,12 0,34 0,41 0,54 go?
48 2,00 6,40 8,00 10,40 0,10 0,32 0,40 0,52 |°

Blank: MRS médium

cas[h] | pH4,0 | pH4,5 | pH5,0 | pH55|| pH4,0 | pH4,5 | pHS5,0 | pH 5,5
6 10,00 9,80 9,60 8,60 0,50 0,49 0,48 0,43
8 13,80 13,40 12,60 12,20 0,69 0,67 0,63 0,61
23 13,00 16,80 19,60 | 22,80 0,65 0,84 0,49 0,57
25 13,00 17,60 | 20,40 | 23,60 0,65 0,88 0,51 0,59
27 12,80 17,60 | 20,00 | 22,80 0,64 0,88 0,50 0,57
29 13,00 17,40 | 20,40 | 22,80 0,65 0,87 0,51 0,57
48 12,80 17,20 | 20,00 | 22,00 0,64 0,86 0,50 0,55

ouQpaJZ
X0¢

OURPAIZ X0t
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Graf 21 Riist Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211 pri stresovych podminkach v MRS médiu obsahujicim

8% syrovatky - blank: kultivacni médium (zavislost absorbance na ¢ase pii 600 nm)
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Graf 22 Riist Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211 pri stresovych podminkach v MRS médiu obsahujicim
8% syrovatky - blank: MRS médium (zavislost absorbance na ¢ase pii 600 nm)
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= U vSech mnozstvi syrovatky je ziejmé, ze nejvetsi nartist mikroorganismu byl pti pH 5,5
a nejmensi pii pH 4,0.

3.3.5 KF¥FiZovy roztér

Po kultivaci v MRS médiu se syrovatkou, kterd nebyla vysterilizovana, byl proveden
ktizovy roztér a kultivace na MRS agaru pii 37°C. Hodnoceni kolonii po kultivaci bylo
nasledujici: tvar okrouhly, okraje hladké, povrch hladky, profil vypoukly, transparence
nepruhlednd, barva bil4, okoli kolonie beze zmény. Fotografie kolonii bakterialnich kultur
kment narostlych na MRS agaru s gluk6zou jsou na Obr. 18.
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Obr. 18 Plotny MRS agaru s narostlymi bakterialnimi koloniemi po kulivaci v MRS se syrovatkou

= Jednotlivymi kiizovymi roztéry byla prokézana cCistota bakterialnich kultur. Velikost
bakteridlnich kolonii se liSila pouze u ploten, na které byly naneseny bakterie kultivované
v MRS médiu s 2% syrovatkou a pH 5,5 a s 4% syrovatkou a pH 4,5. Kolonie z téchto dvou
agaru byly zkoumany metodou PCR.

3.4 Analyza ristu bakteridlnich kultur p¥ri stresovych podminkach

Jako stresové podminky bylo voleno nizké pH. Kultivace probihala v MRS médiu
s laktézou pii 37°C o pH 6,5; 6,0; 5,5; 5,0; 4,5; 4,0; 3,5 a 3,0.
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3.4.1 Analyza riastu Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211 pii stresovych

podminkach

Vysledky ziskané pii studiu rGstu béhem kultivace kmenl Lbc. paracasei subsp.
paracasei CCDM 211 jsou uvedeny v Tabulce 12. Jiz pti prvnim méfeni bylo voleno fedéni
dle poznatkii ziskanych pifi studiu ristovych kiivek. Pfi fedéni byla hodnota absorbance
vypocitana ze zmétenych hodnot jako pétinasobek hodnoty (resp. desetindsobek hodnoty).
Vypocitané hodnoty byly vyneseny do Grafu 23 jako zavislost absorbance na Case.

Tabulka 12 Zavislost absorbance Ay na case béhem kultivace pri stresovych podminkdach

Cas[h] | pH3,0 | pH3,5 | pH4,0 | pH4,5 | pH5,0 | pH5,5 | pH6,0 | pH6,5

5 0,30 0,50 0,60 0,70 0,75 0,80 0,70 0,75

7 0,35 0,70 0,80 1,10 1,40 1,85 2,00 1,80

22 0,30 2,80 3,90 5,10 5,90 6,20 6,50 7,20

24 0,20 2,90 4,10 5,20 6,50 6,60 6,80 7,50

26 0,20 3,00 4,20 5,40 6,50 6,70 6,90 7,50

28 0,20 3,00 4,10 5,30 6,50 6,70 6,90 7,60

5 0,06 0,10 0,12 0,14 0,15 0,16 0,14 0,15 ED: o
7 0,07 0,14 0,16 0,22 0,28 0,37 0,40 0,36 g( 8
22 0,03 0,28 0,39 0,51 0,59 0,62 0,65 0,72 =
24 0,02 0,29 0,41 0,52 0,65 0,66 0,68 0,75 | %
26 0,02 0,30 0,42 0,54 0,65 0,67 0,69 0,75 gi
28 0,02 0,30 0,41 0,53 0,65 0,67 0,69 0,76 g

Graf 23 Ruist Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211 pri stresovych podminkach (zavislost absorbance

na Case pii 600 nm)
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3.4.2 Analyza ristu Lbc. paracasei CCDM 212 p¥i stresovych podminkach

Vysledky ziskané pii studiu rastu béhem kultivace kment Lbc. paracasei CCDM 212
jsou uvedeny v Tabulce 13. Jiz pfi prvnim méfeni bylo voleno fedéni dle poznatkti ziskanych
pii studiu rastovych kiivek. Pfi fedéni byla hodnota absorbance vypocitana ze zméfenych
hodnot jako pétindsobek hodnoty (resp. desetindsobek hodnoty). Vypocitané hodnoty byly
vyneseny do Grafu 24 jako zavislost absorbance na Case.

Tabulka 13 Zavislost absorbance Agyyna case behem kultivace pri stresovych podminkach

as[h] | pH3,0 | pH3,5 | pH4,0 | pH4,5 | pH5,0 | pH5,5 | pH6,0 | pH6,5
5 035 | 045 | 0,555 | 060 | 0,65 | 080 | 0,85 | 095
7 030 | 065 | 080 | 1,05 | 1,45 | 1,80 | 2,30 | 2,05
22 0,30 | 2,60 | 4,00 | 540 | 570 | 610 | 640 | 7,10
24 0,20 | 3,00 | 410 | 540 | 640 | 670 | 690 | 7,20
26 020 | 3,00 | 430 | 550 | 640 | 680 | 690 | 730
28 0,30 | 3,00 | 420 | 550 | 640 | 6,80 | 690 | 730

5 0.07 | 009 | 011 | 012 | 013 | 016 | 017 | 019 |g
7 006 | 013 | 016 | 021 | 029 | 036 | 046 | 041 |&~
22 | 003 | 026 | 040 | 054 | 057 | 061 | 064 | 071 |
24 | 002 | 030 | 041 | 054 | 064 | 067 | 069 | 072 |*
26 | 002 | 030 | 043 | 055 | 064 | 068 | 069 | 0,73 §

®)

28 0,03 0,30 0,42 0,55 0,64 0,68 0,69 0,73

Graf 24 Riist Lbc. paracasei CCDM 212 pri stresovych podminkdch (zavislost absorbance na ¢ase pti 600 nm)
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3.4.3 Analyza riastu Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 213 pii stresovych

podminkach

Vysledky ziskané pii studiu rGstu béhem kultivace kmenl Lbc. paracasei subsp.
paracasei CCDM 213 jsou uvedeny v Tabulce 14. Jiz pti prvnim méfeni bylo voleno fedéni
dle poznatkli ziskanych pfi studiu ristovych kiivek. Pfi fedéni byla hodnota absorbance
vypocitana ze zmétenych hodnot jako pétinasobek hodnoty (resp. desetindsobek hodnoty).
Vypocitané hodnoty byly vyneseny do Grafu 25 jako zavislost absorbance na Case.

Tabulka 14 Zavislost absorbance Agyyna case béhem kultivace pri stresovych podminkach

cas[h] | pH3,0 | pH3,5 | pH4,0 | pH4,5 | pH5,0 | pHS5,5 | pH6,0 | pH 6,5

5 0,25 0,40 0,50 0,55 0,60 0,65 1,00 0,80

7 0,30 0,60 0,70 1,05 1,40 1,70 1,95 1,50

22 0,30 2,50 4,30 5,80 6,50 6,90 7,20 7,60

24 0,20 2,80 4,40 5,80 6,60 7,00 7,50 7,60

26 0,30 2,90 4,50 6,00 6,50 7,10 7,40 7,70

28 0,20 2,80 4,50 5,90 6,50 7,20 7,40 7,70

5 0,05 0,08 0,10 0,11 0,12 0,13 0,20 0,16 ED: o
7 0,06 0,12 0,14 0,21 0,28 0,34 0,39 0,30 g( 8
22 0,03 0,25 0,43 0,58 0,65 0,69 0,72 0,76 =
24 0,02 0,28 0,44 0,58 0,66 0,70 0,75 0,76 | %
26 0,03 0,29 0,45 0,60 0,65 0,71 0,74 0,77 gi
28 0,02 0,28 0,45 0,59 0,65 0,72 0,74 0,77 g

Graf 25 Riist Lbc. paracasei CCDM 212 pri stresovych podminkdch (zavislost absorbance na ¢ase pti 600 nm)
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3.4.4 Analyza rustu Lbc. salivarius CCDM 216 p¥i stresovych podminkach

Vysledky ziskané pii studiu ristu béhem kultivace kment Lbc. salivarius CCDM 216
jsou uvedeny v Tabulce 15. Jiz pfi prvnim méteni bylo voleno fedéni dle poznatki ziskanych
pri studiu rastovych kiivek. Pii fedéni byla hodnota absorbance vypocitana ze zméfenych
hodnot jako pétindsobek hodnoty (resp. desetindsobek hodnoty). Vypocitané hodnoty byly

vyneseny do Grafu 26 jako zavislost absorbance na Case.

Tabulka 15 Zavislost absorbance Agyyna case béhem kultivace pri stresovych podminkach

cas[h] | pH3,0 | pH3,5 | pH4,0 | pH4,5 | pH5,0 | pHS5,5 | pH6,0 | pH 6,5

5 0,25 0,40 0,60 0,65 0,70 0,95 0,90 0,85

7 0,30 0,65 0,75 1,10 1,45 2,10 1,95 1,60

22 0,30 3,00 4,40 5,40 6,20 7,00 7,10 7,30

24 0,30 3,10 4,50 5,50 6,30 7,20 7,40 7,70

26 0,20 3,00 4,50 5,60 6,30 7,00 7,30 7,50

28 0,30 3,10 4,60 5,50 6,40 7,10 7,40 7,60

5 0,05 0,08 0,12 0,13 0,14 0,19 0,18 0,17 % 9
7 0,06 0,13 0,15 0,22 0,29 0,42 0,39 032 |3
22 0,03 0,30 0,44 0,54 0,62 0,70 0,71 0,73 =
24 0,03 0,31 0,45 0,55 0,63 0,72 0,74 0,77 | %
26 0,02 0,30 0,45 0,56 0,63 0,70 0,73 0,75 g
28 0,03 0,31 0,46 0,55 0,64 0,71 0,74 0,76 2

Graf 26 Riist Lbc. salivarius CCDM 216 pri stresovych podminkdch (zavislost absorbance na ¢ase pii 600 nm)
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= Pii porovnani jednotlivych hodnot absorbance bylo zjiSténo, Ze rist jednotlivych
mikroorganismu se zvysuje se zvysujicim se pH.

3.4.5 Porovnani rustu kmeni na MRS médiu s lakt6zou pri stresovych podminkach

Porovnani rastu kmenti Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211, Lbc. paracasei
CCDM 212, Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 213 a Lbc. salivarius CCDM 216
béhem kultivace v MRS médiu s laktézou pfi stresovych podminkéch je uvedeno na Grafu 27
(po 7 hodinéch) a Grafu 28 (po 28 hodinach).

Graf 27 Porovnani riistu behem kultivace v MRS médiu s laktozou pri stresovych podminkdch po 7 hodindch

2,5
A ’ @CCDM 211
600

@CCDM 212
QCCDM 213
@CCDM 216 ‘

pH3,0  pH35 pH40 pH45 pH50  pHS55 pH60  pH6S

Graf 28 Porovnani ristu behem kultivace v MRS médiu s laktozou pri stresovych podminkach po 28 hodinach
8 -

A @CCDM 211
“_, | |ccom212
OCCDM 213
¢ | BCCDM 216

5 .

4 A

3 .

2 A

1 1

0 -

pH 3,0 pH 3,5 pH 4,0 pH 4,5 pH 5,0 pH 5,5 pH 6,0 pH 6,5

= Z grafi porovnavajicich riist kmenti pfi rizném pH je ziejmé, Zze v 7. hodiné rastu bylo
nejvhodnéjsi pH 5,5 - 6. Ve 28. hodin¢ jiz bylo nejvyhodnéjsi pH 6,5. Rust pii stejném
pH je u vSech kment témét shodny.
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3.5 Analyza ristu bakteridlnich kultur p¥i riizném obsahu laktézy

Byl testovan rist bakteridlnich kultur v MRS médiu s riznym obsahem zdroje uhliku.
Jako zdroj uhliku byla pouzita laktéza obsahu 2% a 4% v médiu a kultivace probihala
pti 37°C.

3.5.1 Analyza rustu Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211 p¥i rizném obsahu
laktozy

Vysledky ziskané pti studiu ristu béhem kultivace kmenG Lbc. paracasei subsp.
paracasei CCDM 211 jsou uvedeny v Tabulce 16. Jiz pii prvnim méteni bylo voleno fedéni
dle poznatkli ziskanych pfi studiu rastovych kiivek. Pii fedéni byla hodnota absorbance
vypocitana ze zméfenych hodnot jako pétinasobek hodnoty (resp. desetindasobek hodnoty).
Vypocitané hodnoty byly vyneseny do Grafu 29 jako zavislost absorbance na Case.

Tabulka 16 Zavislost absorbance Agyy na case behem kultivace v MRS médiu s riiznym obsahem laktozy

Gas[h] | 2% 4% 2% 4%
4 0,15 | 020 || 0,03 0.04 |
6 030 | 0,35 006 | 007 |y
8 0,55 | 0,60 || 0,11 012 | &
10 1,75 1,80 || 035 036 |©
24 690 | 620 |[ 069 | 062 |5 _
26 6,90 | 6,10 || 069 | 061 |52
28 7,00 6,20 0,70 062 |3

Graf 29 Ruist Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211 v MRS médiu s riiznym obsahem laktozy (zavislost

absorbance na Case pti 600 nm)
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3.5.2 Analyza ristu Lbc. paracasei CCDM 212 p¥i riizném obsahu laktézy

Vysledky ziskané pii studiu rastu béhem kultivace kment Lbc. paracasei CCDM 212
jsou uvedeny v Tabulce 17. Jiz pfi prvnim méfeni bylo voleno fedéni dle poznatkli ziskanych
pii studiu rtstovych kiivek. Pii fedéni byla hodnota absorbance vypocitana ze zmétenych
hodnot jako pétindsobek hodnoty (resp. desetindsobek hodnoty). Vypocitané hodnoty byly

vyneseny do Grafu 30 jako zavislost absorbance na Case.

Tabulka 17 Zavislost absorbance Agyyna case behem kultivace v MRS médiu s riznym obsahem laktozy

Cas[h] [ 2% 4% 2% 4%
4 020 | 025 |l 004 | 005 |y,
6 035 | 035 || 007 | 007 |x
8 0,65 | 0,70 || 0,13 | 0,14 %
10 1,80 1,95 0,36 0,39 |°
24 700 | 650 |[ 071 [ 065 [
26 7,00 | 630 |[ 0,70 | 0,63 % S
28 7,10 | 640 |[ 0,71 | o064 |8

Graf 30 Rust Lbc. paracasei CCDM 212 v MRS médiu s riznym obsahem laktozy (zavislost absorbance na Case

pii 600 nm)
Agoo 8
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3.5.3 Analyza ruastu Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 213 pfi rizném obsahu

laktozy

Vysledky ziskané pii studiu ridstu béhem kultivace kmenG Lbc. paracasei subsp.
paracasei CCDM 213 jsou uvedeny v Tabulce 18. JiZ pfi prvnim méteni bylo voleno fedéni
dle poznatkti ziskanych pfi studiu ristovych kfivek. Pfi fedéni byla hodnota absorbance
vypocitana ze zméfenych hodnot jako pétinasobek hodnoty (resp. desetindsobek hodnoty).
Vypocitané hodnoty byly vyneseny do Grafu 31 jako zavislost absorbance na Case.

Tabulka 18 Zavislost absorbance Ay na case béhem kultivace v MRS médiu s riiznym obsahem laktozy

cas[h] | 2% | 4% || 2% | 4%
4 | 025 | 030 || 0,05 | 006 |o,
6 | 035 | 040 |[ 007 | 008 |&
8 | 085 | os0 || 017 | 016 |&
10 | 19 | 200 || 038 | o040 |°
24 | 750 | 680 075 | 068 |,
26 | 740 | 670 || o4 | 067 |EF
28 | 740 | 680 || 074 | 068 |3

Graf 31 Riist Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 213 v MRS médiu s riuznym obsahem laktozy (zavislost

absorbance na ¢ase pti 600 nm)
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3.5.4 Analyza ristu Lbc. salivarius CCDM 216 pii rizném obsahu laktozy

Vysledky ziskané pii studiu rastu béhem kultivace kment Lbc. salivarius CCDM 216
jsou uvedeny v Tabulce 19. Jiz pfi prvnim méfeni bylo voleno fedéni dle poznatkti ziskanych
pii studiu rtstovych kiivek. Pii fedéni byla hodnota absorbance vypocitana ze zmétenych
hodnot jako pétindsobek hodnoty (resp. desetindsobek hodnoty). Vypocitané hodnoty byly

vyneseny do Grafu 32 jako zavislost absorbance na Case.

Tabulka 19 Zadvislost absorbance na c¢ase béhem kultivace v MRS médiu s riiznym obsahem laktozy

Gas[h] | 2% 4% 2% 4%
0,25 0,30 0,05 0,06 | o
0,35 0,40 0,07 0,08 |,
085 | 080 || 0.17 | 0.6 %
10 1,90 2,00 0,38 0,40 |°
24 7,50 6,80 0,75 0,68 |,
26 7,40 6,70 0,74 0,67 % §
28 7,40 6,80 0,74 0,68 |°

Graf 32 Rust Lbc. salivarius CCDM 216 v MRS médiu s riznym obsahem laktozy (zavislost absorbance na ¢ase

pfi 600 nm)
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= Pfi porovnavani ristu v mediich obsahujicich rtizny obsah laktézy bylo zjiSténo, zZe
pti prvnich 10 hodindch ristu nema obsah zdroje uhliku vliv na rychlost rustu.
Ve stacionarni fazi je zfejmé, Ze pti vysSim obsahu laktdzy jsou hodnoty absorbance nizsi.
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3.6 Izolace DNA a ovéreni Cistoty

Bakterialni DNA byla izolovana z bakteridlnich kultur, které byly pouzity pro méfeni
absorbance a z nichz byl proveden kiizovy roztér. Izolovana DNA byla precisténa fenolovou
extrakci a presraZzena 96% ethanolem. Pfitomnost izolované DNA byla ovéfena agar6zovou
gelovou elektroforézou na 0,6% agar6zovém gelu. Na gel bylo nanaSeno 20ul a 30 pl
purifikované DNA. Vysledny gel je zobrazen na Obr. 19. Schéma naneseni vzorkd na gel
a detekce DNA jsou uvedeny v Tabulce 20.

Obr. 19 Agarozova gelova elektroforéza purifikované DNA z bakterialnich kmenit Lactobacillus

Tabulka 20 Detekce purifikované DNA

Béh Vzorek Mnozstvi Ptitomnost
[ DNA DNA
1 | Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211 20 ul +
2 | Lbc. paracasei CCDM 212 20 pl +
3 | Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 213 20 pl ++
4 | Lbc. salivarius CCDM 216 20 pl ++
5 | Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211 30 ul ++
6 | Lbc. paracasei CCDM 212 30 ul ++
7 | Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 213 30 ul ++
8 | Lbc. salivarius CCDM 216 30 ul ++

++  ptitomnost DNA detekovéna silné
+  pfitomnost DNA detekovana slabé

= Gelovou elektroforézou bylo dokazano, ze purifikovana DNA vSech vzorka je relativné
intaktni. Intenzita detekce byla pfiblizné imérnd mnozstvi DNA nanesené na gel.

66



3.7 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

Vysledné hodnoty absorbance a koncentrace DNA po spektrofotometrickém stanoveni
jsou uvedeny v Tabulce 21.

Tabulka 21 Vysledky spektrofotometrického stanoveni koncentrace DNA

Kmen Absorbance Asg Koncentrace [ng/ul]
Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211 0,258 12,9
Lbc. paracasei CCDM 212 0,328 16,9
Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 213 0,238 11,9
Lbc. salivarius CCDM 216 0,310 15,5

= DNA byla izolovéana v dostate¢ném mnozstvi pro PCR.

3.8 Rodové specificka PCR s pouzitim purifikované DNA jako DNA matrice

Purifikovana bakteridlni DNA byla zfedéna na koncentraci 10 ng/ul a amplifikovana
pomoci metody PCR. K amplifikaci byly pouzity specifické primery pro rod Lactobacillus.
Ptitomnost DNA byla ovétena agar6zovou gelovou elektroforézou na 1,6% agar6zovém gelu.
Vysledny gel je zobrazen na Obr. 20. Schéma naneseni vzorki na gel a detekce PCR produkt
jsou uvedeny v Tabulce 22.

Obr. 20 Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii (250 bp) amplifikované purifikované DNA

300 bp

250 bp

200 bp
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Tabulka 22 Detekce PCR produktii amplifikované purifikované DNA

B¢h Vzorek Mnozstvi DNA Ptitomnost PCR
C. ore v PCR sm¢si produktu
1 Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 10 ng n
211
2 | Lbc. paracasei CCDM 212 10 ng +
3 Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 10 ng n
213
4 | Lbc. salivarius CCDM 216 10 ng +
S | Standard 100 bp zebticek
NK | Negativni kontrola -
Pozitivni kontrola (Lbc. paracasei subsp.
PR aracasei cCCDM 211) 10ng i

+  PCR produkt detekovan
- PCR produkt nedetekovan
= Po amplifikaci purifikované¢ DNA byl detekovan specificky PCR produkt

3.9 Rodové specificka PCR s pouzitim DNA matrice z hrubého lyzatu bunék

3.9.1 Urceni citlivosti rodové specifické PCR s pouzitim DNA matrice z hrubého lyzatu
bunék

Byl piipraven hruby lyzat bun¢k (viz kapitola 2.2.3.13) a DNA byla amplifikovana
pomoci metody PCR. K amplifikaci byly pouzity specifické primery pro rod Lactobacillus.
Pritomnost PCR  produkti byla ovéfena agarézovou gelovou elektroforézou
na 1,6% agarézovém gelu. Vysledny gel je zobrazen na Obr. 21. Schéma naneseni vzorkl na
gel a detekce PCR produktil jsou uvedeny v Tabulce 23.

Jako nejvyhodnéjsi bylo zvoleno fedéni 1000 x, protoZe pii niz§im fedéni byly zfejmé
poziistatky vzorku v komtrkach gelu.

Obr. 21 Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii (250 bp) amplifikované DNA z hrubého lyzatu Lbc.
paracasei subsp. paracasei CCDM 211 (kultivace pii pH 6,5)

e NS PR
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Tabulka 23 Detekce PCR produktii amplifikované DNA z hrubého lyzatu Lbc. paracasei subsp. paracasei

CCDM 211 (kultivace pfi pH 6.5)

Beh _— MnoZstvi DNA | bt s minost PCR
< Redéni matrice v PCR
¢. . . produktu
smési
I [ 10x 2 ul +
2 | 100x 2 ul +
3 | 1000 x 2ul +
NK | Negativni kontrola (+H)*
S | Standard 100 bp zebricek
PK Pozitivni kontrola (Lbc. paracasei subsp. 2ul n

paracasei CCDM 211)

+  PCR produkt detekovan

(+)* doslo k pteliti vzorku ze sousedni komirky, pfi dalSich opakovanich nebyl PCR

produkt v NK detekovan

= Po amplifikaci DNA z 10x az 1000x zfedénych hrubych lyzati byl detekovan specificky
PCR produkt

3.9.2 Rodové specificka PCR s pouzitim DNA matrice z hrubého lyzatu bunék

Déle byl testovan 1000x ziedény hruby lyzat bunék. DNA byla amplifikovana pomoci
metody PCR. K amplifikaci byly pouzity specifické primery pro rod Lactobacillus.
Ptitomnost DNA byla ovétena agar6zovou gelovou elektroforézou na 1,6% agar6zovém gelu.
Vysledny gel je zobrazen na Obr. 22. Schéma naneseni vzorki na gel a detekce PCR produkta
jsou uvedeny v Tabulce 24.

Obr. 22 Agarozova gelova elektroforéza PCR produktit (250 bp) amplifikované DNA z hrubého lyzatu (kultivace

pii pH 6,5; 6,0; 5,5 5,0)
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Tabulka 24 Detekce PCR produktii amplifikované DNA z hrubého lyzatu (kultivace pri pH 6,5, 6,0; 5,5, 5,0)

MnoZstvi
Bveh Vzorek pH média DNA Ptitomnost PCR
¢. matrice v produktu
PCR sm¢ési
Lbc. paracasei subsp. paracasei
' | ccomani 6.5 2ul ™
2 | Lbc. paracasei CCDM 212 6,5 2ul ++
Lbc. paracasei subsp. paracasei
3 CCDM 213 6,5 2ul ++
4 | Lbc. salivarius CCDM 216 6,5 2l +
Lbc. paracasei subsp. paracasei
> | ccom il 6.0 2ul i
6 | Lbc. paracasei CCDM 212 6,0 2ul ++
Lbc. paracasei subsp. paracasei
7 CCDM 213 6,0 2 ul +++
8 | Lbc. salivarius CCDM 216 6,0 2 ul +++
Lbc. paracasei subsp. paracasei
9 CCDM 211 5,5 2ul ++
10 | Lbc. paracasei CCDM 212 5,5 2l ++
Lbc. paracasei subsp. paracasei
11 CCDM 213 5,5 2ul ++
12 | Lbc. salivarius CCDM 216 5,5 2 ul ++
Lbc. paracasei subsp. paracasei
13 CCDM 211 5,0 2 ul ++
14 | Lbc. paracasei CCDM 212 5,0 2ul ++
Lbc. paracasei subsp. paracasei
15 CCDM 213 5,0 2ul (+)
16 | Lbc. salivarius CCDM 216 5,0 2 ul (+)
S | Standard 100 bp Zebfticek
NK | Negativni kontrola -
PK Pozitivni kontrola (Lbc. paracasei 2l n

subsp. paracasei CCDM 211)

+++, ++, +, (+) rizné intenzity detekce PCR produktu
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- PCR produkt nedetekovan
= Byly detekovany PCR produkty rizné intenzity, ktera odrazi rtizna
v hrubych lyzatech.

mnozstvi bunék




3.9.3 Rodové specificka PCR s pouzitim DNA matrice z hrubého lyzatu kolonii

PtisluSnost bakterialnich kolonii po kultivaci v MRS médiu se syrovatkou byla potvrzena
metodou PCR. Jako DNA matrice byl pouzit 10x ziedény hruby lyzat, ktery byl pfipraven
povafenim z kolonii kultivovanych na plotnach MRS agaru. DNA byla amplifikovana pomoci
metody PCR. K amplifikaci byly pouzity specifické primery pro rod Lactobacillus.
Ptitomnost DNA byla ovétena agar6zovou gelovou elektroforézou na 1,6% agar6zovém gelu.
Vysledny gel je zobrazen na Obr. 23. Schéma naneseni vzorki na gel a detekce PCR produkt
jsou uvedeny v Tabulce 25.

Obr. 23 Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii (250 bp) amplifikované DNA z hrubého lyzatu

bakterialnich kolonii

22 23 24 S NK PK

8 9% 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

300 bp

250 bp

200 bp

Tabulka 25 Detekce PCR produktii amplifikované DNA z hrubého lyzatu bakteridlnich kolonii

... | Mnozstvi na Mnozstvi .. | MnoZstvi na MnoZstvi
produkt | pCR smesi produkt | peR smesi

1 2l ++ 7 2 ul +)

2 2ul ++ 2 ul )

3 2ul () 2 ul -

4 2ul - 10 2 ul +)

> 2l - 11 2ul )

6 2l (+) 12 2 ul +
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Beh Mnozstvi na MB?\?XW Béh Mnozstvi na M]g(ﬁiw
ée- PCR matrice v (j PCR matrice v
produkt | pCR smesi produkt | peR smesi

13 2l i o1 2l )

14 2l (+) 22 2 ul +

15 2l + 23 2l +)

16 2l (+) 24 2 ul 4

i i > e
18 2l (+) NK ]

19 2ul - PK 2ul +

20 2ul ]

++, +,(+)  razné intenzity detekce PCR produktu

- PCR produkt nedetekovan

= Byly detekovany PCR produkty rtizné intenzity, mohou byt zapfiinény piitomnosti
inhibitortt PCR (zdroj inhibitort syrovatka).
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4 DISKUZE

Bakterie rodu Lactobacillus se nejCastéji kultivuji na MRS médiu. [3] Mohou rist aerobné
1 anaerobn¢ a jako hlavni produkt tvofi kyselinu mlécnou. [4] Pfi studiu rGstu nové
izolovanych kment Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211, Lbc. paracasei CCDM 212,
Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 213 a Lbc. salivarius CCDM 216 pfi ndmi zvolenych
podminkach bylo nejprve provedeno meéteni optické hustoty v pribéhu kultivace v MRS
médiu, které obsahovalo glukézu jako zdroj uhliku. Kultivace byla provadéna za aerobnich
podminek pii 37°C.

VSechny ristové kiivky bakterii kultivovanych v MRS médiu s gluk6zou maji sigmoidni
tvar a jsou ziejmé vSechny faze ristu ve shod¢ s vysledky zkoumani jednotlivych fazi
rastu. [18] Po 11 hodinach rlstu nastal u vSech studovanych kmenti pokles absorbance. Tento
pokles mohl byt zptisoben tepelnym Sokem. Ve stacionarni fazi rastu (po 24 hodinach rastu)
byly dosazeny maximalni hodnoty absorbance v rozsahu 7,20 - 7,47.

Porovnanim rtstovych kiivek jednotlivych kment rodu Lactobacillus bylo zjisténo, Ze
prvnich 7 hodin rlstu jsou hodnoty absorbance, tedy 1 mnoZstvi bunck, téméf shodné. Ke
konci exponencidlni faze ristu se hodnoty absorbance jiz mirné liSily, i kdyz rozdil nebyl
velmi vyrazny.

Déle byl studovan rust kmenl Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 211, Lbc.
paracasei CCDM 212, Lbc. paracasei subsp. paracasei CCDM 213 a Lbc. salivarius CCDM
216 v MRS médiu v némz byla glukéza nahrazena laktézou. Rist byl studovan za aerobnich
podminek pfi teploté 37°C. Nekteré bakterie mohou vyuzivat nejen glukozu, ale také laktozu
jako zdroj uhliku. [4] I zde maji kiivky sigmoidni tvar a jsou ziejmé vSechny faze ristu. [18]
Ve stacionarni fazi rastu (po 24 hodinach ristu) byly dosaZzeny maximalni hodnoty
absorbance v rozsahu 7,11 - 7,65.

Pfi porovnani rastovych kfivek jednotlivych kment rodu Lactobacillus na MRS médiu
s laktézou bylo zjisténo, ze na rozdil od ristu v MRS médiu s glukézou byl téméf shodny rist
po dobu 8 hodin. I v tomto pfipad€ se hodnoty absorbance ke konci exponencidlni faze ristu
mirné liSily, 1 kdyz rozdil nebyl velmi vyrazny.

U vSech kment jsou rozdily ristu velmi podobné. Az do pocatku exponencialni faze ristu
jsou zieyjmé vysSi hodnoty absorbance po kultivaci v MRS médiu s glukozou, zcehoz
vyplyva, Ze bakterie maji kratsi lag-fazi, kdyZ je jako zdroj uhliku pouzita glukdza. OvSem
od konce exponencialni faze riistu se situace meéni. Vyssi hodnoty absorbance a tudiz 1 vyssi
koncentrace bun¢k je dosazena pfi kultivaci v MRS médiu s laktézou.

Pro kontrolu ¢istoty bakteridlni kultury byl proveden kiizovy roztér. [1] Kultivace byla
provedena na MRS agaru. Hodnoceni kolonii po kultivaci bylo nasledujici: tvar okrouhly,
okraje hladké, povrch hladky, profil vypoukly, transparence neprihlednd, barva bila, okoli
kolonie beze zmény. V mistech hustSiho nartstu rostly vedle vétSich kolonii i kolonie mensi.
Jelikoz vSechny kolonie byly pfiblizné stejného vzhledu, jednalo se o Cistou bakterialni
kulturu. Cistota kultury taktéZ potvrzuje praci za sterilnich podminek.

Ruast bakterii byl zkoumdn také v prubéhu kultivace za aerobnich podminek pii 37°C
v MRS médiu se syrovatkou jako zdrojem uhliku. Samotné kultiva¢ni médium bylo zakaleno
syrovatkou, a v prib¢hu riistu mikroorganismu se zakal snizoval. Z tohoto diivodu bylo jako
blank pouzito i MRS médium bez cukru. Na pocatku exponencidlni fadze byly nejnizsi
hodnoty absorbance dosahovany pii pH 5,5, ovSem na konci exponencialni faze ristu
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a ve stacionarni fazi byly pti tomto pH hodnoty absorbance nejvyssi. Tyto vysledky dokazuji
nejvetsi narast bakterii pti tomto pH.

Jelikoz pti ptipravé kultivacniho média byla pouzita nesterilni syrovatka, bylo potieba
provést kontrolu Cistoty kultury, a to kiizovym roztérem a kultivaci na MRS agaru. Zjisténé
vlastnosti kolonii narostlych na MRS agaru odpovidaji vlastnostem rodu Lactobacillus
a tdajim v literatute. [30]. Zjisténé vlastnosti jsou nasledujici: tvar okrouhly, okraje hladké,
povrch hladky, profil vypoukly, transparence neprthlednd, barva bila, okoli kolonie
beze zmény. Velikost kolonii se liSila v mistech hustSiho nartistu, vedle kolonii vétSich rostly
imensi kolonie. Ze zjisténych vlastnosti kolonii lze vyvozovat, ze byla kultivovana cista
bakteridlni kultura.

Jako stresové podminky rlstu bylo zvoleno niz§i pH média, vici kterému jsou bakterie
mlééného kvaseni odolné. [1] Pii studiu rustu bylo dokdzano, Ze se snizujicim se pH se
sniZuje rist bakterii. Jesté pii pH 3,5 je zfejmy rust bakterii. Pfi nejvy$$im méteném pH (6,5)
dosahovala absorbance hodnot v rozsahu 7,3 - 7,7. Pfi pH 3,5 se hodnoty absorbance
pohybovaly v rozsahu 3,0 - 3,1. Pii pH 3,0 nebyl rlst bakterii pozorovan.

Pfi stresovych podminkdch byl porovnavan rist jednotlivych kmenti na pocatku
exponencialni fize rGstu a ve stacionarni fazi rastu. Po 7 hodinach ristu (pocatek
exponencialni faze rastu) je na Grafu 19 zfejmé, Ze nejvyhodnéjsi pro rlst Lbc. paracasei
subsp. paracasei CCDM 211, Lbc. paracasei CCDM 212 a Lbc. paracasei subsp. paracasei
CCDM 213 je pH 6 a pro Lbc. salivarius CCDM 216 je hodnota pH 5,5. Pro praktické vyuziti
ristu). Na Grafu 20 je zfejmé, ze nejvyssi hodnoty absorbance jsou dosazeny pii kultivaci
v médiu o pH 6,5. Pii porovnani ristu jednotlivych kment pfi urcitém pH je rtst piiblizné
shodny. Pfi pH vrozsahu 5,0 - 6,5 je mozné docilit dostate¢ného naristu bakterii rodu
Lactobacillus. Rust, 1 kdyz omezeny, byl sledovan dokonce pfti pH 3,5.

Dale byl studovan rtst bakterii v pribéhu kultivace v MRS médiu, které obsahovalo riizna
mnozstvi laktdzy jako zdroje uhliku. Vysledky porovnavaji rist jednotlivych kmenii rodu
Lactobacillus kultivovanych v médiu obsahujicim 2% a 4% laktézy. Rust v prvnich deseti
hodinach (pocatek exponencialni faze rastu) byl u vSech kmenii téméf shodny v obou
kultiva¢nich médiich. Ve staciondrni fazi ristu jsou jiz ziejmé rozdily. Pii vySSim obsahu
laktézy byly naméteny nizs$i hodnoty absorbance, coz znac¢i niz§i pocet bakteridlnich bunék
narostlych v prib&hu kultivace.

Po izolaci bakteridlni DNA fenolovou extrakci byla tato DNA detekovana pomoci metody
PCR. Vysledky po gelové elektroforéze [24] prokéazaly, Ze purifikovand DNA je relativné
intaktni. Ve vzorcich byla detekovana RNA. Mnozstvi DNA nanesené na gel bylo pfiblizné
umérné intenzité¢ detekce. Mnozstvi izolované DNA je dostatecné pro pouZiti v metodé PCR.
Obvykle u metody PCR je potifeba mensich mnozstvi DNA diky skute¢nosti, Ze je mozno
touto metodou ziskat z 1 molekuly DNA az 1 ug PCR produktu. [28]

Skute¢nost, Ze mnoZstvi izolované DNA je dostatecné pro PCR, byla potvrzena také
spektrofotometrickym stanovenim koncentrace [20, 21]. Koncentrace se pohybovala
mezi hodnotami 11,9 - 16,9 ng/ul.

Pro potvrzeni piislusnosti vzorkil k rodu Lactobacillus byla pouzita pro PCR s rodové
specifickymi primery LbLMA 1 a R16-1 (Dubernet a spol., 2001) s vyuzitim purifikované
DNA jako DNA matrice. Pouzitd koncentrace DNA v DNA matrici byla 10 ng/ul. Pfi
agardzové gelové elektroforéze byl detekovan u vSech vzorkl specificky PCR produkt
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o velikosti 250 bp. Detekce tohoto PCR produktu potvrzuje ptislusnost vSech vzorkl k rodu
Lactobacillus.

Pii amplifikaci DNA z hrubych lyzatd byla nejprve stanovena citlivost metody PCR.
Hrubé¢ lyzaty byly zredény desetkrat, stokrat a tisickrat. Po amplifikaci rodové specifickymi
primery LbLMA 1 a R16-1 (Dubernet a spol., 2001) byl detekovan intenzivni PCR produkt.
Pro potvrzeni pfislusnosti hrubych lyzati bunck kultivovanych pii stresovych podminkach
k rodu Lactobacillus bylo voleno tisicindsobné fedéni lyzatd. Detekce PCR produktt
po amplifikaci DNA z hrubych lyzati bakteridlnich bunék byla riizn¢ intenzivni. Rlzna
intenzita PCR produktu pravdépodobné odrazi riiznd mnozstvi bunc¢k v hrubych lyzéatech.
I ptes odlisnou intenzitu byly PCR produkty detekovany u vSech vzorkl, coz potvrzuje, Ze
pti kazdém pH se v médium pfi kultivaci nachazely studované kmeny rodu Lactobacillus.

Po kultivaci na MRS médiu se syrovatkou byla kontrolovana cistota kultury kiiZovym
roztérem. Aby bylo mozno s bezpeCnosti fict, ze kolonie kultivované na MRS agaru jsou
kmeny rodu Lactobacillus, musela byt provedena amplifikace DNA z hrubych lyzati kolonii.
Byly detekovany PCR produkty rtizné intenzity. V péti vzorcich byl PCR produkt stanoven
inhibitort (mineraly - hlavng Ca’") PCR je syrovatka. [28] Dal§i mozna pfi¢ina je nizsi
mnozstvi DNA v hrubych lyzatecha a nebo ptitomnost jinych bakterii nez rodu Lactobacillus.

Vsechny uvedené vysledky by bylo vhodné prokazat statisticky. Tato diplomova prace
byla zaméfena na ziskani prvotnich vysledki. Experimenty budou dale optimalizovany
aupravovany pro zisk ptresnych a jasnych vysledkl, které bude mozno prokazat také
statisticky.
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ZAVER

Diplomovéa prace byla zaméfena na studium rastu ¢tyf kmend rodu Lactobacillus
v médiich s riznymi zdroji uhliku. Riast v médiich obsahujicich glukézu nebo laktézu nebyl
rozdilny. Z vysledkt vyplyva, Ze buiiky jsou schopné ristu na médiu s riznym mnozstvim
laktézy.

Dal8im kritériem ovliviiujicim riist bakterii je pH. Stresové podminky rastu byly dosazeny
okyselenim kultivaéniho média na hodnoty pH 3,0 - 6,5. Pifi pH vrozsahu 5,0 - 6,5
dosahovala absorbance u vSech studovanych kmenti velmi podobné hodnoty, z ¢ehoz lze
vyvodit, ze lze v tomto rozsahu pH docilit dostatecného nartstu bakterii rodu Lactobacillus.
Raist, 1 kdyZ omezeny, byl sledovan dokonce pii pH 3,5.

Kromé glukdzy a laktozy byla také syrovatka zkoumana jako mozny zdroj uhliku. Vyuziti
syrovatky je velmi ekonomicky vyhodné. Syrovatka je odpadni produkt mlékarenskych
vyrob. Rust bakterii byl studovan nejen pii rizném mnozstvi syrovatky v médiu, ale také

Vw7

Pti kultivaci vySe uvedenych kmenti je mozno nahradit glukozu laktézou nebo piimo
syrovatkou, ktera obsahuje ze sacharidi pfevazné laktozu, a snizit pH kultivaéni média.
Snizeni pH umozni zamezeni ristu nezddoucich mikroorganismu, protoze vétSina bakterii
neni schopnd rastu pfi kyselém pH, zatimco studované kmeny rodu Lactobacillus jsou
schopny rustu i pfi pH 3,5.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
bp pary bazi

dNTP deoxynukleotidtrifosfat

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

FAO Organizace spojenych narodi pro vyzivu a zemédélstvi
GRAS obecné povazované za bezpecné
Lbc. Lactobacillus

LDH laktat dehydrogenédza
MRS Man Rogosa Sharpe medium

NK negativni kontrola
oD optickd hustota
PCR polymerazova fetézova reakce

PDH pyruvat dehydrogenaza

PFL pyruvat-formiat lyaza

PK pozitivni kontrola

PLA polymlééna kyselina

RNA ribonukleova kyselina

SDS dodecylsulfat sodny

TBE tris-borat-etylendiamintetraoctova kyselina
TE tris-etylendiamintetraoctova kyselina

Tris-HCI tris-hydroxymethyl-aminomethan hydrochlorid
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