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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva studiem probiotickych bakterii, a to se zamétfenim na détskou
vyzivu. Navrhuje probioticky doplnék stravy s optimalizovanou probiotickou smési slozenou
z kmenu z rodu Lactobacillus a piedevsim z rodu Bifidobacterium, ktera by byla nejvhodnéjsi
pro détské spotiebitele.

Teoreticka Cast prace se zamétfuje na charakterizaci probiotickych bakterii, sloZeni
détského traktu a na screeningu probiotickych a Zelatinovych doplikt stravy jiz uvedenych
na trhu. V experimentalni ¢asti prace pak byly probiotické bakterie podrobeny modelovému
snizeni viability po traveni. Jako nejvhodnéjsi smés byla zvolena smés o sloZeni
Bifidobacterium breve CCM 7825, Bifidobacterium longum CCM 4990 a Lactobacillus casei
CCM 4798. Nasledna optimalizovand metoda PCR v realném Case navic prokazala pfitomnost
vSech kment ptidanych do smési i po modelovém traveni.

Na zéavér byl ze zjisténych udaji navrzen probioticky dopln€k stravy ve formé alginat-
agarového medvidku pro déti od tii let, ktery byl podroben senzorické analyze. Navrzeny
probioticky piipravek byl navic obohacen o dalSi vyzivové slozky, produkt tak obsahuje
aktivni latky obsaZené v Chlorelle a Spiruliné a vyssi obsah omega 3 a 6 mastnych kyselin
Z konopného oleje.

Klicova slova: probiotika, rod Bifidobacterium, détské doplnky stravy, PCR v realném case



Abstract

This Diploma thesis deals with probiotic bacterias for children nutrition. It proposes
a probiotic food supplement with a probiotic blend composed of a strain of the genus
Lactobacillus and of the genus Bifidobacterium, which would be most suitable for infant
consumers.

The theoretical part is focused on probiotics, constitution of the children’s ganstrointestinal
tract and screening of probiotic and gelatine supplements which are already sold
on the market. In the experimental part, probiotic bacteria were subjected to model digestion,
whereby mixtures of strains having the lowest reduction in viability after digestion were blend
based on the results. The blend of Bifidobacterium breve CCM 7825, Bifidobacterium
longum CCM 4990 and Lactobacillus casei CCM 4798 was chosen as the most suitable blend
of the lowest viability reduction. PCR in real time was demonstrated the presence of all
strains added to the blend after model digestion.

Finally, from the data was suggested a more comprehensive probiotic food supplement
in the form of an alginate-agar gummy-bear for children over three years of age. The probiotic
food supplement was subjected to sensory analysis too. The proposed probiotic food
supplement also contained Chlorella and Spirulina active compounds and higher content
of omega 3 and 6 fatty acids in hemp oil.

Keywords: probiotics, Bifidobacterium, food supplements for children, PCR in real time
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1 UVOD

Potravinové doplitkky v dnesni dobé jsou jiz plné uzivany dospélymi, tak i1 détmi.
Probiotickych produktii ur¢enych pro déti je na trhu ¢im dal tim vic. Tyto produkty jsou
slozené hlavné z probiotickych bakterii a oligosacharidi. Hlavni funkci téchto produktt je
osidlit oslabenou stfevni mikrofloru témito prospéSnymi bakteriemi, a tim obnovit jeji
rovnovahu. Jsou urcené tedy hlavné pro déti, které nemaji tuto mikrofloru ve spravné
rovnovaze, kdy k tomu nejcastéji dochazi nerozenim cisafskym fezem ¢i nekojenim ditéte
matefskym mlékem, protoZze jak ve vaginalnich cestich matky, tak i v matefském mléce se
vyskytuji vyznamné probiotické bakterie. Jedna se hlavné o bakterie rodu Bifidobacterium.
Tyto bakterie jsou ovSem nachylné na zmény pH prostredi, tudiz je o nich vSeobecné znamo,
ze jejich viabilita je pfi pruchodu travicim traktem vice snizena nez napt. U bakterii z rodu
Lactobacillus.

Oproti dospélym spottebitelim, musime u déti fesit formu, jakou jsou tyto bakterie détem
podavany. Malé déti tobolku s probiotickymi bakteriemi, ktera je chrani pted Zalude¢nimi
St'dvami, nejsou totiZ schopni spolknout. U malych déti se tedy doporucuje obsah této tobolky
traktem, tak aby nedoslo k razantnimu sniZeni jejich viability.

Dal$im problémem je, ze déti obecné nemaji moc rady uzivani jakychkoliv 1ékt. Jsou
pro n€ nevzhledné a chut'ové ne moc dobré az chutové nepiijatelné (odporné).

Predlozena diplomova prace se zabyva hledanim smési slozené hlavné z bakterii rodu
Bifidobacterium, ktera nebude mit, i bez pouziti enkapsulace, razantné snizenou Vviabilitu
po prichodu travicim traktem. Nasledné se zabyva navrhem vice komplexniho probiotického
doplniku stravy, ktery bude obohacen o dalsi vyzivové hodnotné latky, a nejen o probiotické
bakterie a oligosacharidy. Pti hledani je bran v potaz i vzhled potravinového dopliku a jeho
celkova chut’.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Probiotické bakterie

Probiotika definuje Organizace pro vyzivu a zemédélstvi a Svétovou zdravotnickou
organizaci (FAO/WHO) jako zivé organismy, které jsou v pfiméfeném mnozstvi pro ¢loveka
zdravi prospésné. Jsou to nepatogenni mikroorganismy, které pii poziti osidluji stievo,
zlepsuji jeho mikrobidlni rovnovahu a ptisobi prospésné pro zdravi a fyziologické pochody
hostitele [1][2].

Probiotika dosud v USA a ani v EU nemaji platny status 1é¢iv ¢i zdravotni tvrzeni. Vyroba
probiotik se proto fidi piedpisy pro potraviny. V Ceské republice je pouZivani probiotik
vymezeno Vyhlaskou ¢. 446/2004 Sb. [3], kterou se stanovi pozadavky na doplnky stravy
a na obohacovani potravin potravnimi doplitky. Mnozstvi a druh mikroorganismu obsazenych
v mléénych vyrobcich vymezuje Vyhlaska ¢. 77/2003 Sb.[4]. Mezi probiotika patii
laktobacily, bifidobakterie, streptokoky, enterokoky a saccharomyces [2].

Tabulka 1. Nejcasteji pouzivand probiotika[2][5]

Lactobacily Bifidobakterie Jiné baktenve n}lecneho Jiné
kvasSeni
e L. acidophilus ¢ B. adolescentis e Enterococcus faecium o E. coli (sérotyp
e L. amylovorus | e B. animalis e Lactococcus lactis subsp. 083:K24:H1; Nissle)
e L. brevis o B. bifidum cremonis e Saccharomyces
e L. casei o B. breve e Leuconostoc mesenteroides cerevisiae
o L. cellobiosus ¢ B. infantis e Streptococcus salivarius ¢ Saccharomyces
e L. crispatus ¢ B. lactis subsp. thermophilus bourlardii
e L. curvatus e B. longum e Streptococcus diacetylactis
o L. delbrueckii e B. thermophilum e Streptococcus intermedius
e L. fermentum
e L. gasseri
e L. rhamnosus
e L. johnsonii
e L. paracasei
e L. plantarum
e L. reuteri
e L. rhamnosus

Vybér probiotik je pfisny a probiotika musi spliiovat spoustu podminek. Musi mit
prokazatelné€ pozitivni vliv na ¢lovéka. Nesmi byt patogenni, toxické a zdravotné zavadné.
Testy patogenity se prokazuji in viro testy. Témito testy se dale testuje rezistence na zalude¢ni
kyseliny a Zlu¢, adherence na stfevni buiiky a produkce specifickych metaboliti. AZ po vSech
téchto testech dochazi k vyrobé probiotickych potravin. Dulezité je zohlednit i technologické
vlastnosti, urCuji se podminky skladovani a koncentrace Zzivych bunék v potraviné
¢iV potravnim doplitku. V pifipadé fermentovanych mlécnych, probiotickych vyrobka
se za ucinny obsah povazuje 10° zivotaschopnych bunék v gramu vyrobku [6][7][8].
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Tabulka 2 : Nejdiilezitéjsi charakteristika probiotik [9]

Prospésnost pro zdravi

Schopnost kolonizace a adherence

Antagonisticky vliv na patogenni floru

Schopnost tvorby antimikrobialnich substanci

Schopnost imunomodulace

Mg¢titelna a klinicky dokumentovatelna uzite¢nost pro zdravi pfijemce

Mikrobiologické bezpecnosti pozadavky

Moznost pfesného taxonomického zafazeni

Humanni ptivod

Netoxické a nepatogenni geneticky stabilni

Schopnost pfezivat, rist a byt metabolicky aktivni v travicim ustroji ptijemce
Potencionalné resistentni proti antimikrobidlnim substancim ptivodni mikrofléry ptijemce
Resistentni proti Zaludec¢ni kyseliné a Zlu¢ovym kyselinam

Primyslové parametry

e Stabilita Zadanych vlastnosti béhem vyroby, transportu a skladovani
e  Pfiznivé organoleptické vlastnosti

2.2 Historie probiotik a jejich definice

Zacatkem 20. stoleti predlozil rusky védec, pracovnik Pasteurova tstavu a nositel Nobelovy
ceny L. I. Me¢nikov. Jako prvni upozornil na probiotickou 1éc¢bu, kdy tvrdil, Ze konzumace
fermentovanych mléénych vyrobkil zlepSuje zdravotni stav. Starnuti dal do souvislosti
s chemickou intoxikaci mikrobidlni florou tlustého stfeva. Toto vSe vypozoroval ze zpiisobu
zivota bulharskych venkovant. Navrhnul vyménu proteolytickych mikrobi produkujicich
toxické latky (vcetné fenolu, indolu a amoniaku po traveni proteind) za jiné mikroorganismy.
Vyvinul dietu za pouziti mléka fermentovaného bakteriemi, které pojmenoval ,,Bulgarian
bacillus®. Ve stejné dobé Henry Tissier poukazal na vyznam bifidobakterii. Vypozoroval
vyznamné rozdily u fekalni mikroflory kojencii a nekojenych déti, kdy kojenci trpéli méné
¢astymi prujmy nez nekojeni, uméle ziveni novorozenci. Navrhnul, aby bifidobakterie byly
uméle podavany détem postizenym prijmem, aby jim tak bylo obnoveno rovnovazné slozeni
stfevni mikroflory [10][11][12].

Za vyznamného badatele problematiky mikrofléry traviciho traktu je povazovan
i Alfred NiB3le, ktery roku 1917 publikoval svou praci, ktera vedla K patentu na nepatogenni
kmen Escherichia coli, ktery ma inhibi¢ni vliv na rust jinych mikrobti. Bakterie byla
pojmenovana podle svého objevitele a roku svého popsani. Lyofilizovand biomasa
Escherichia coli kmene NiBlle 1917, sérotypu O6:K5:H1, se v klinické praxi pouziva
jako probiotikum pod nazvem Mutaflor. Tento kmen izoloval ze stolice vojaka, ktery
jako jediny odolaval infekci tplavice [13][14].

Termin probiotika poprvé pouzili Lilly a Stilwell v roce 1965. Ti definovali probiotika
jako faktory, které jsou produkovany mikroorganismy a maji ptiznivy ucinek na podporu
ristu zvifat. Zvitata, kterd jsou Zivena zakysanymi mléénymi vyrobky obsahujicimi tyto
faktory, byly celkové zdravéjsi a 1épe rostla. 1974 Parker probiotikum charakterizoval
jako organismy a substance, jez pfispivaji k mikrobidlni rovnovaze ve stievech.
Jako substance byly zahrnuty i mikrobialni metabolity, enzymy, aminokyseliny apod. Podle
této definice vSak mezi probiotika zapadala 1 n¢kterd antibiotika. OvSem pfi piekladu pojmu
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probiotikum znamend ,,pro zivot“, ziskdvame pravy opak vyznamu slova antibiotikum.
Antibiotikum Ize totiz definovat jako latku, ktera ptisobi proti bakteriim [15][16][17].

Prvni definici platnou ve svém smyslu a platici do dnes formuloval roku 1991 R. Fuller.
Definoval, Ze probiotika jsou zZivé mikrobialni dopliiky stravy, které piiznivé ovliviiuji zdravi
Cloveéka zlepSenim jeho stievni mikroflory. Dava tedy diraz na pouziti Zivych bunck
mikroorganismii. Havenaar a Huis in't Veld roku 1992 oznacovali probiotika
za zivotaschopnou mono ¢i sménou kulturu bakteridlnich bunék, ktera pti aplikaci zvireti
¢i ¢loveku pozitivné ovlivituje jeho stievni mikrofloru [18][19].

Michael de Vrese roku 1996 probiotikem rozumél piipravek nebo vyrobek, ktery obsahuje
zivé, definované mikroorganismy, které v dostatecném mnozstvi jsou schopny zmeénit
mikrofloru hostitele a vyvolaji ptiznivy zdravotni efekt [20].

V soucasné dob¢ je vSeobecné piijimana definice, Ze probiotikum je mikrobidlni soucést
potravy, kterd pifi konzumaci dostateného mnozstvi vykazuje pfiznivé ucinky na zdravi
konzumenta. Konecna definice ov§em nebyla potvrzena a stale se vyviji a neustale dochazi
k jejim obménam [1].

2.3 Slozeni mikrofléry traviciho traktu

Normalni fyziologickd mikroflora je definovana jako soubor mikroorganismu, které mohou
byt pfitomny v gastrointestinalnim traktu (GIT) zdravého ¢lovéka. Je velmi dilezité rozliSovat
patogenni mikrofloru mikroorganismi, jenz v tomto prostfedi za fyziologickych okolnosti
nesmi byt pfitomna [12].

V ustech je nejcastéjsi komponentou zubniho plaku bakterie Streptococcus metans.
Pod okraji zubni sliznice, a i v nosohrtanu mizeme nalézt velmi pocéetnou anaerobni floru
nesporulujicich druhtt (Bacteroides, Fusobacterium, Leptotrichie, Wollinela, Veillonela,
Aktinomycety, Bifidobacterie, Eubacterium, Arachnie, Treponema) [12].

V jicnu se, patrné velmi rychlou pasaZi obsahu do zaludku, obvykle normalni flora
neprokazuje. Vyskyt bakterii v zalude¢nim obsahu ucinné omezuje plisobeni pepsinu
a kyseliny chlorovodikové. Neni ovSem pochyb, ze celd fada bakteridlnich druhti mutze
zaludkem projit do dalSich ¢asti zaZivaciho traktu (napf. acidoresistentni bakterie -
laktobacily, enterokoky ¢i kandidy a plisn¢). Dale také piezivaji druhy, které svym
metabolismem neutralizuji kyselé prostiedi [12][21][22][23].

Distalnim smérem piibyva bakterialniho osidleni. Zpisobem vyzivy (vegetariani), podle
geografickych oblasti (tropy) apod. se da ovlivnit osidleni stieva, je proto u kazdého odlisné.
Mnozstvi bakterii je ovlivnéno aciditou zaludku, pohyblivosti stieva, kdy jejich snizeni je
spojeno se zvySenim mnozstvi bakterii. Pro nepatogenni mikroby jsou Zlucové soli toxickeé,
nebot’ na né¢ plsobi jako ,,Cisti¢*. Bézné stievni mikroby jako enterobakterie a enterokoky
jsou na zluCové soli ,zvyklé“, a proto se snimi Vnepatrnych poctech setkdvame
jiz v dvanactniku. Pro salmonely je ovSem zlu¢ vybornym selektivnim kultivanim
prostiedim. Vlivem kyseliny Zalude¢ni, Zlu€ovych soli a rychlé peristaltiky je v tenkém stievu
bakterii relativné malo. Nelze ovSem fici, Ze je sterilni [12][21][22][23].

Naproti tomu obsah tlustého stfeva je alesponi z poloviny pfedstavovan bakteriemi.
V jednom gramu stolice je piitomno asi 10' bakterii, kdy bylo identifikovano vice
nez 400 druht, které je mozno povazovat za normalni floru tlustého stfeva. Z tohoto mnozstvi
vice nez 95 % tvoii bakterie striktné anaerobnich druht Bacteroides, Bifidobacterium,
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Eubacterium, Peptostreptococcus, Peptococcus a Clostridium. Z ostatnich druht pfi aerobni
kultivaci pravideln¢ prokazovany enterobakterie, predev§im Escherichia coli. Jiné druhy
gramnegativnich ty€inek jsou kvantitativné zastoupeny a prokazuji se az ve chvili, kdy byla
zejména podanim antibiotik rovnovdha porusena, jsou tedy pii vyrazngjSim zastoupeni
dokladem dysmikrobie (Morganella, Providentia, Proteus, Pseudomonas). V travicim
systému se postupné zvétSuje pomér anaerobnich mikroorganisml vic¢i aerobnim. Aeroby
vychytavaji volné kyslikové radikaly a tim pfipravuji vhodné podminky pro rhst anaerobi.
Tabulka 3 informuje jaké mikroorganismy a v jakém poctu jsou zastoupeny v Castech
traviciho traktu. Obrazek 1 znazorfiuje procentualni zastoupeni jednotlivych mikroorganismu
Vv tlustém stieveé [12][21][22][23].

Tabulka 3: Kvantitativni rozloZeni a kvalitativni zastoupeni MO v travicim traktu [12]

Oddil Kvantitativni rozlozeni Kvalitativni zastupci

Zaludek a dvanéctnik 10"-10% ml mikroorganismi laktobacily, streptokoky, kvasinky

laktobacily, koliformni bakterie,
Laénik a kyc¢elnik 10*-10% ml mikroorganisma streptokoky, bakteroidy, bifidobakterie,
fusobakterie

bakteroidy, bifidobakterie, streptokoky,
eubakterie, fusobakterie, koliformni
Tra¢nik 10%-10%/ ml mikroorganismti bakterie, klostridia, veillonely, laktobacily,
proteus, stafylokoky, pseudomonéady,
kvasinky

Lactobacillus; 3% |

Clostridium; 1% |

Fakultativni
anaeroby
(Enterococcus,
Staphylococcus,
kvasinky,
Enterobacte-
riaceae); 2%

Obrazek 1: Slozeni mikroflory v tlustém stirevé clovéka [24]
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2.4 Mikroflora u déti

Stfeva novorozencu jsou pred narozenim zcela sterilni, neobsahuji zadné mikroorganismy.
Kratce po narozeni dochazi ke kolonizaci celé fady bakterii, jedna se prevazné o fakultativné
anaerobni a striktné anaerobni mikroorganismy. To, jak bude stfevni mikroflora slozena,
zavisi na n¢kolika faktorech [25].

Jednim z hlavnich faktort je, zda pfislo dit€ na svét pfirozenou cestou nebo cisaiskym
fezem. DalSim dilezitym faktor je zplsob vyzivy, tedy zda je dit¢ od zacatku krmeno
matefskym mlékem nebo umélou vyzivou [25].

Dité, které prislo na svét prirozenou cestou, se pifi priachodu vaginalni cestou matky
setkdva sjeji mikroflorou. Nejdiive jsou stfeva osidleny aerobnimi, fekalnimi
mikroorganismy z rodu Enterobacter, Streptococcus a Staphylococcus, které maji puvod
Vv mateiské vaginalni a fekalni bakteridlni flofe a spotfebovavaji kyslik a tim vytvareji vhodné
prostiedi pro mikroorganismy z matetského mléka, tedy anacrobni bakterie. Déti narozené
cisaiskym fezem zacinaji svij zivot s uplné bakteriologicky cCistym stavem, protoze
nepfichazi do styku s vaginalni mikroflérou matky. Tyto déti ziskdvaji hlavné mikroaerofilni
mikroorganismy a fakultativné-anaerobni mikroorganismy z pokozky matky nebo z rukou
nemocni¢nich pracovnikt, jako je tifeba bakterialni kmen Clostridium. Ve srovnani
S pfirozenym porodem je jejich pocet mnohonasobné nizsi. Takto narozené déti byvaji také
Castéji ihned po porodu hospitalizovany a jsou tak vystaveny pomérné sterilnimu prostiedi.
Tim, ze miminka jsou hospitalizovana V pomérn¢ sterilnim prostiedi, dochazi k opozdéni
kolonizace laktobacily a ostatnimi prospé$nymi bakteriemi [25][26][27][27].

U déti, které jsou krmené mateiskym mlékem, je prokazan vyssi pocet stievnich bakterii
nez u déti krmenych umélou mléénou vyzivou. Mateiské mléko matky obsahuje celou fadu
nepatogennich bakterii, jako jsou Streptococcus, Micrococcus, Lactobacillus, Staphylococcus,
Corynebacterium a Bifidobacterium. Diky tomu jsou bifidobakterie pievladajicimi bakterie
ve stievni mikroflofe ditéte. Dale naptiklad lysozym a laktoferrin v matetském mléce, které
obsahuji latky antimikrobialniho uc¢inky, zptsobuji nizky rast fakultativnich anaerobt. U déti
krmenych umélou mléénou vyzivou je vyssi zastoupeni fakultativnich anaerobu, bakteroidi
a klostridii. Bifidobakterie u nich také pievladaji, ovSem nejsou zastoupeny v tak hojném
po¢tu jako u kojenych déti. V nékterych piipadech mohou byt spiSe prevladajicimi
mikroorganismy bakteroidy, koliformni bakterie nebo enterokoky [25][26][27].
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Obrazek 2: Druhy bakterii ve stolici u lidi v riizném véku [24]

U déti narozenych cisafskym fezem ¢i nekojenych, tak neni osidleni stiev spravné a mize
dochézet k problémiim s imunitou a ¢astou nemocnosti. Jsou vyrazné nachylné¢jsi ke vzniku
alergii, astmatu a infekénim onemocnénim stfevniho traktu. Zde mohou probiotika, které jsou
umeéle podavana, pomoct a umozni vytvoreni rovnovahy ve stievé a tim i1 napravi imunitni
systém [26].

Tabulka 4: Onemocnéni détského véku, u kterych byla pouZita probiotika (alespon 1 publikovana

randomizovand kontrolovand studie) [5]

e priijmova onemocnéni spojend s uzivanim f s , e,
e akutni prijmova onemocnéni (virové,

ntibiotik
aH " Iootri infekce bakterialni)
o .
py‘ e prevence nozokomialnich prijmi
o alergie

e prevence infekci hornich cest dychacich a
traviciho traktu
e syndrom drazdivého tracniku

o idiopatické stfevni zanéty (idiopatické stievni
zanéty, idiopatickd proktokolitida, Crohnova
choroba)

L .. o funkéni obstipace
o nekrotizujici enterokolitida P

2.5 Nejcastéji vyuzivané probiotické bakterie

2.5.1 Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus jsou mikroaerofilni nebo fakultativné anaerobni bakterie mlé¢ného
kvaSeni. Patii do skupiny pravidelnych nesporulujich grampozitivnich ty€inek. Vyskytuji se
jednotlivé, ve dvojicich nebo tvofi kratké fetizky. Fermentuji glukozu a laktézu a hlavnim
vychozim produktem této fermentace je kyselina mlécna a v menSim mnozstvi kyselina
jantarova, kyselina octova, etanol a CO, [28].

Optimalni teplota pro jejich rtst je 15-45 °C podle druhu bakterie. Optimalni hodnota
pH je 4,5-6,4. Rod je pomérn¢ naro¢ny na ziviny v médiu, krom¢ zminéné laktozy a glukozy
také vyzaduje aminokyseliny, nukleotidy a nékteré vitaminy. V piirodé je velmi rozsifen. Je
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soucasti lidské stfevni mikroflory, hojné se vyskytuje v travicim traktu a v ustech u zvifat
aulidi. Déle se vyskytuje v mléce, kde vyvolava pfirozené¢ kysani, v travinach, v obili
a v puade [28][29].

z toho divodu, ze kyselina mlécné snizuje pH v prostiedi a tim zamezuje mnozeni hnilobnych
a patogennich bakterii. Bylo popsadno asi 128 druhd, ale jen n¢kolik malo kmenti je pouzivano
jako  probiotikum.  Mezi  homofermentativni  bakteric = fadime napf.  druhy
Lactobacillus acidophilus ¢i Lactobacillus helveticu, mezi fakultativné hererofermentani
napi. druh Lactobacillus fermentum a mezi obligatné heterofermentativni napt. druh
Lactobacillus casei a Lactobacillus plantarum [30][31].

Obrazek 3: Lactobacillus acidophilus [32]

2.5.2 Rod Bifidobacterium

Rod Bifidobacterium jsou striktné anaerobni heterofermentativni bakterie, které patii mezi
nepravidelné, nesporulujici, nepohyblivé, grampozitivni tyCinky. Né&které druhy snesou
ptitomnost kysliku jenom, pokud je pfitomny oxid uhli¢ity ¢i bifidogenni faktory. Na Petriho
misce za aerobnich podminek nerostou. Tvar maji kokovity, kyjovity nebo ty€inkovity.
Rostou jednotlivé, v fetizkach, v hvézdicovitém nebo v palisadovém usporadani. Nékdy
byvaji na jednom konci rozstépené [28].

Optimalni teplota pro rist je 37-41°C, minimum se pohybuje od 25°C do 28°C
a maximalni potom od 43 °C do 45 °C. Optimalni hodnota pH se nachazi v rozmezi 6,5—7.
Nesnaseji velmi kyselé prostiedi [28][29].

Kolonie jsou na polotuhych médiich hladké, smetanové bilé, vypuklé a mekké konzistence.
Pro tento rod je charakteristickd tvorba kyseliny octové a kyseliny mlééné v poméru 3:2, kdy
ob¢ kyseliny inhibuji nezadouci bakterie. Kyselina octova ma oproti kyseliné¢ mlé¢né silnéjsi
antagonisticky u¢inek ne nevitané gramnegativni bakterie. Dale v malém mnoZstvi vznika
ethanol, sukcinat a mravencan [30][31].

Vyskytuji se v dutin€ ustni a v travicim traktu. VyuZivaji se pro pfipravu mlécnych napojt.
U kojenych déti tvoii vétSinu, az 95 % stfevnich bakterii. U dospélych lidi je to pouze 25 %.
V  soucasnosti je definovano 38 bakteridlnich druhti. Nejcastéjsi jsou druhy
Bifidobacterium bifidum,  Bifidobacterium  lactis,  Bifidobacterium  adolescentis,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve a Bifidobacterium thermophilum [30][31].
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Obrdzek 4: Bifidobacterium longum [33]

2.6 Prebiotika

Prebiotika poprvé definovali v roce 1995 Gibson a Roberfroid jako nestravitelné potravni
ingredience, které ptiznivé ovliviiuji hostitele prostfednictvim selektivni stimulace rastu
a/nebo aktivity urcitych bakterii v tlustém stfevé. V roce 2004 navrhnul Glenn Gibson
upravenou definici: ,,Prebiotika jsou selektivné fermentované ingredience, které umoziuji
specifické zmény ve slozeni a/nebo aktivité stievni mikroflory, coz ma pfiznivy vliv
na hostitelovo prospivani a zdravotni stav.” V roce 2007 Marcel Roberfroid formuloval tii
Kritéria pro prebiotické substance:
1) musi to byt latky rezistentni vici zaludeénim kyselinam a vaci hydrolytickym
enzymilm v travicim traktu
2) musi byt naopak fermentovatelné stievnimi bakteriemi za vzniku mastnych kyselin
s kratkym fetézcem
3) musi selektivné stimulovat rust a/nebo aktivitu stfevnich bakterii, které maji pfiznivy
vliv na hostitelovo prospivani a zdravotni stav. Pro prospé$né bakterie slouzi jako zdroj
energie a hlavn¢ zdroj uhliku, ktery podporuje jejich viabilitu.
Zdrojem prebiotik je zelenina, obiloviny, rtizné rostliny ¢i ovoce. Prebiotika mohou byt
tedy ziskana z téchto pfirodnich zdrojii a déle také mikrobiologickou produkei, enzymatickou
syntézou nebo enzymatickou degradaci polysacharidt [34][35][36].
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Tabulka 5: Prebiotické slouceniny oviliviwjici strevni mikrofloru [24]

sOja, pSeni¢né otruby,
banany

Prebioticky faktor Piivod Stimulované mikroby Utinky
. ZvySeni poctu
Cibule, ¢esnek, kofen bifidobakterii
Oligosacharidy cekanky, lopuch, chiest, | b 1y gifigobacterium potlaceni
Jeruzalémsky artycok, hnilobnych

bakterii, prevence
zacpy a prujem

Frukto-oligosacharidy,
inulin, oligofruktésa

Cibule, ¢esnek, kotfen
¢ekanky, lopuch, chrest,
Jeruzalémsky artycok,
sOja, pSenicné otruby,

Druhy Bifidobacterium,
Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei,
Lactobacillus plantarum

Rust
bifidobakterii a
podpora kyselin

banany
K Bélici bily prasek z hliz .
Fruktany Jeruzalémského Druhy Bifidobacterium | L odpora riistu
artycoku bifidobakterii
Lidsky kappa kasein a Lidské mléko:
odvozeny chymotrypsin a Bifidobacterium bifidum | Podpora ristu
glykomakropeptid hydrolyzat pepsinu

Stachyoésa a rafindsa

Vytazek ze s6jovych
bobu

Druhy Bifidobacterium

Ristovy faktor

Kaseinovy makropeptid Hovézi mléko Druhy Bifidobacterium Podpora ristu
Laktitol
(4-0-p-D- Synteticky cukrovy . ;
galaktopyranosyl) ;/lkohol glaktéz\y/y Druhy Bifidobacterium Podpora rtstu
-D-glucitol
Lactulosa
(4-0--D- Synteticky derivat - . o
galaktopyranosyl) druhi laktozy Druhy Bifidobacterium Podpora rustu
-D-fruktosy

2.7 Dopliky stravy pro déti

Obecné na potravinové doplitky nejsou kladeny tak velké naroky jako na léky. V CR je
vyrobce ¢1 dovozce povinen oznamit Ministerstvu zemédé€lstvi uvedeni potravinového
dopliiku na trh. Neni zde nutné prikladat vysledky jakychkoliv testi ¢i kontrol o nezavadnosti.
Existuje pouze tzv. postmarketingova kontrola od Statni zemé&délské a potravinatskeé inspekce.

Ceska pediatricka spole¢nost se vyjadiuje k vyrobkaim uréenych pro déti do 3 let. Pouze mala
¢ast vyrobet ¢i dovozel nechava své vyrobky schvalit Statnimu zdravotnimu Ustavu.

V poslednich letech se velice rozmohlo podavat potravinové dopliiky kojenciim a détem.
Pomoci statistiky bylo prokdzano, ze v USA vice nez 30 % déti pravidelné¢ konzumuje
potravinové doplitky. Nej€astéji se jedna o multivitaminy a ptipravky s mineralnimi latkami.
Ditvodem konzumace potravinovych doplitkt détmi jsou k:

— zlepSeni celkového zdravi — 41 %

— udrzeni celkového zdravi — 37 %

— doplnéni stravy — 23 %

— prevenci zdravotnich potizi — 20 %

— zlepSeni imunity — 14 %
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Pouze v 15 % byly potravinové doplitkky doporuceny lékati nebo poskytovateli zdravotni
péce. Je dulezité si uvédomit, ze déti, které maji vyvazenou zdravou vyzivu, nepotiebuji
potravinové dopliikky. Vyjimka je pouze v prvnich letech zivota dité, napt. probiotika, kdy
matka nemuze své dité kojit, nebo vitamin D [37].

2.7.1 Probiotické dopliiky dostupné na ¢eském trhu

Existuje spousta probiotickych dopliki stravy pro déti. Nize jsou vypsany a popsany nckteré
z nich.

2.7.1.1 PROBIO-FIX 60 Zelatinovych tobolek

PROBIO-FIX obsahuje laktobacily a bifidobakterie. Probiotické kultury se po uziti produktu
PROBIO-FIX rozmnozi v travicim traktu, kde docasné kolonizuji zejména tlusté stievo.
Ptipravek je urcen pro kojence od ukonceného 4. mésice, pro déti a dospélé.

e Pro kojence od ukonceného 4. mésice obsah 1 tobolky. Tobolku lze otevfit a obsah

vysypat do vlazného mléka nebo prikrmu (kase, presnidavka, jogurt), ne do vody.

e Dospéli a déti od 3 let: 1-3 tobolky denné, zapit vodou.

Jedna tobolka obsahuje lyofilizované kultury Lactobacillus acidophilus La-5% 47 mg
a Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12" 18 mg (4 miliardy Zivotaschopnych bakterii
ulozenych v jedine¢ném polysacharidovém matrixu). Pomocné latky v Probiofixu: dextroza,
vytazek z kvasnic, stearan hotfeCnaty (prevence hrudkovaténi), askorban sodny (antioxidant)
inositol (antioxidant), glutamat sodny (stabilizator), alginat sodny (stabilizator), odstfedéné
susené mléko, Zelatina, oxid titani¢ity (barvivo) [38].

2.7.1.2 BEBA OPTIPRO Comfort 2

BEBA OPTIPRO Comfort 2 prémiova vyziva od Nestlé vyvinutd na zéklad€ 60 let vyzkumu
matefského mléka.

Obsahuje unikatni kombinaci slozek:

e OPTIPRO — specialni proces k ziskani smési bilkovin s cilem pfibliZit se matetskému

mléku

e Probiotické bakterie — L. reuteri

e Prebiotickou smés GOS/FOS

e Vitaminy a mineralni latky

Pokud je vase miminko s naSim vyrobkem spokojené, od 10. mésice doporucujeme piejit

na na$i navazujici novinku BEBA OPTIPRO Comfort 3 [39].

2.7.1.3 Walmark Biopron LAKTOBACILY Baby BiFi+

Walmark Biopron LAKTOBACILY Baby BiFi+je probiotikum s vysokym podilem
Bifidobaktérii. 1 miliarda CFU v denni dévce. Pro déti jiz od narozeni. Probiotické kmeny
preparatu BIOPRON Laktobacily Baby Bifi+ jsou pfirozenou soucasti détské stfevni
mikroflory, proto je piipravek bezpeény pii dlouhodobém pouzivani. Doporucuje se 1 tobolky
denn¢ béhem jidla.
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Zpusob uzivani u déti od narozeni do 3 let: Tobolku mirnym stiskem a pooto¢enim snadno
oteviete a obsah smichejte bezprostiedné pifed pozitim s mlékem ¢i jinym jidlem.
Neptekracujte doporucené denni davkovani. Déti od 3 let mohou tobolku spolknout.

Obsah v 1 tobolce: Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium  bifidum,
Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei 1 x 10° CFU’,
Fruktooligosacharidy 165,6 mg, (CFU je pocet zivych probiotickych mikroorganismu),
probioticky komplex (obsahuje mlécné a soéjové slozky), tobolka: Zelatina, barvivo oxid
titanicity [40].
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Obrazek 5: Dostupné probiotické dopliky pro deti [38][39][40]

2.7.2 Zelatinové dopliiky stravy bez probiotik dostupné na &eském trhu

Existuje nckolik Zelatinovych doplitki stravy pro déti. NiZe jsou vypsany a popsany nékteré
z nich.

2.7.2.1 Martanci Gummy

Martanci Gummy obsahuji doporuené mnozstvi dualezitych vitaminl v denni davce
pro podporu zdravi, imunity a vitality Vasich déti. Navic jsou obohaceny o extrakt z cerného
bezu/echinacey. Chutné Zelatinové tablety s riznymi ptichutémi (jahoda, tfesen, jablko, ¢erny
rybiz). Vhodné pro déti od 3 let. Obsahuji pouze piirodni barviva. Neobsahuji lepek,
konzervacni latky a laktozu.
e vytazek zcerného bezu pfispiva k normélni funkci dychaciho a napoméha
piirozené obranyschopnosti
e vytazek ztfapatky nachové (Echinacea purpurea) pfispiva k normalni funkci
dychaciho systému a podporuje pfirozenou obranyschopnost
Doporucend denni davka jsou dvé Zelatinové tablety, které dohromady obsahuji
Echinacea purpurea susena rostlina (extrakt z rostliny min. 6:1 40 mg) 240 mg / Cerny bez
(Sambucus nigra extrakt z kvétd min. 10:1-40 mg) 400 mg, vitamin B3 16 mg
(100 % DRHP), vitamin B5 6 mg (100 % DRHP), vitamin B12 2,5ug (100 % DRHP),
vitamin D3 5 pug (100 % DRHP), vitamin C 80 mg (100 % DRHP), vitamin E 12 mg
(100 % DRHP), vitamin K 25 ug (33 % DRHP), biotin 50 pg (100 % DRHP), kyselina listova
200 pg (100 % DRHP), zinek 10 mg (100 % DRHP). DRHP je denni referenc¢ni hodnota
prijmu.
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Déle obsahuje: glukozovy sirup, sacharoza, Zelatina, voda, kyselina L-askorbova, regulator
kyselosti (kyselina citronova), echinacea extrakt/Cerny bez extrakt, citrat zinec¢naty, D-alfa-
tokoferyl acetat, aroma jahoda, nikotinamid, koncentrat ¢erné mrkve, aroma tfesen, barvivo
(rostlinna uhlikova Cerii - pfichut’ tfeSefl)/ aroma cerny rybiz, koncentraty (Cernd mrkev—
pfichut cerny rybiz, spirulina a svétlice—pfichut’ jablko), aroma jablko, maltodextrin,
kokosovy olej, kyanokobalamin, cholekalciferol, fytomenadion, leStici latka (karnaubsky
vosk), kyselina pteroylmonoglutamova, D-biotin [41].

2.7.2.2 Dr.Max Kids Gummies AIRPLANES

Jedna se o dopln€k stravy s vyvazenou kombinaci vitaminli a mineralnich latek specialné
urcenych pro potieby déti. Jsou vhodné pro déti od 3 let a doporucené davkovani je 1—
2 tablety denn¢.

Dr.Max Kids Gummies Zelatinové vitaminy obsahuji:

e Vitamin C 40 mg, niacin 8 mg, vitamin E 6 mg, riboflavin 0,35 mg, vitamin A 400 pg,
kyselina listova 100 pg, biotin 25 ug, vitamin D3 2,5 pg, vitamin B12 1,25 pg, zinek
2,5 mg, rutin 5 mg v jednom zelé.

e Glukézovy sirup, sachardza, voda, veptova zelatina, kyselina citronovd, L-askorbova
kyselina, pfirodni aromata (pomerancové, citronovo-limetkové), jable¢né aroma,
malinové aroma, rostlinné koncentraty (fialovd mrkev, mrkev, jablko), koncentrovana
pomeran¢ova §tava, nikotinamid, DL-a-tokoferyl-acetat, rutin, citrat zine¢nany,
karnaubsky vosk, méd'naté komplexy chlorofylii a chlorofylind, riboflavin, retinyl-
palmitat, kyselina pteroylmonoglutamova, D-biotin, cholekalciferol, kyanokobalamin
[42].

2.1.2.3 Vibovit FARMA Zelé multivitaminy

Vibovit obsahuje komplex 11 vitamini a mineralnich latek s vynikajici ovocnou chuti
pro vSechny aktivni déti. Jedno zelé obsahuje 50 % doporucené denni davky vitaminu C,
niacinu, vitaminu E, zinku, kyseliny pantothenové, vitaminu A, kyseliny listoveé, selenu,
biotinu, vitaminu D a vitaminu B12. Vibovit je doporucovan hlavné v§em aktivnim détem,
jejichZ pravidelna fyzicka zatéz zvySuje poZadavky na piijem téchto latek. Obsahuje pouze
pfirodni barviva. Doporuc¢ena denni davka je 1-2 Zelé.

Dale obsahuje glukézovy sirup, cukr, voda, veptova Zelatina, kyselina citronova,
karnaubsky vosk, aroma, pomerancovy koncentrat, Stdva z ¢erného kotene, vytazek z pepie-
barvivo, mé&d’naty komplex chlorofylinu-barvivo, vitamin C (kyselina L-askorbovd). niacin
(nikotinamid). vitamin E (DL-alfa-tokoferyl-acetat). kyselina pantothenova (D-pantothenan
vapenaty), vitamin A (retinyl-acetat). folaty (kyselina pteroylmonoglutamova). biotin (D-
biotin). vitamin D (cholekalciferol), vitamin B12 (kyanobalamin). zinek (siran zinecnaty),
selen (selenan sodny). Piipravek miize obsahovat stopova mnozstvi vaje¢nych proteint [43].
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Obrazek 6:Dostupné Zelatinové dopliky na trhu[41][42][43]

2.8 Metody analyzy

2.8.1 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova ftetézova reakce je molekuldrné diagnostickd metoda. PCR je zalozena
na amplifikaci pozadovanych specifickych sekvenci nukleovych kyselin (pfedevsim DNA).
Podstatou je cyklicky opakujici se enzymova syntéza novych fetézct, kdy se k opaénym
konctim vybranych tseku fetézci denaturované DNA, ve sméru 5 = 3’ prostfednictvi DNA-
polymeréazy, hybridizuji dva kratké oligonukleotidy (primery) a utvaii se nova vlakna.
V tabulce 6 je uvedeno slozeni reakéni smési pro PCR [44][45].

Tabulka 6. Slozky reakcni smési pro PCR [44][45]

Matrice DNA (DNA templat)

Makromolekula DNA, podle které se komplementarné syntetizuji
nové fetézce. Obsahuje cilova mista pro primery.

Primery

Synteticky ptipravené oligonukleotidy komplementarni
k templatové DNA, ktera ma byt amplifikovana. Jsou sekvenéné
specifické a nesmi byt mezi sebou komplementarni. Jejich délka je
18 — 30 nukleotidi.

DNA-polymerasa

Syntetizuje novou DNA ve sméru 5° - 3”. Ke katalyze se
pouzivaji termostabilni polymerasy, kdy musi odolavat vysokym
teplotdm pii denaturaci. Casto se pouziva napt. Taq DNA-
polymeraza izolovana z termofilni bakterie Thermus aquaticus

veer

zijici v horkych pramenech

3’-deoxynukleosid-5"-trifosfaty

Stavebni kameny pro syntézu nové DNA. Optimalni koncentrace
je 200 uM. Koncentrace od 4 mM a vySe vyvazuje hofe¢naté ionty

Ll a tim plisobi inhibi¢né.
Jsou nezbytné pro aktivitu DNA-polymerasy. Obvykle se pouziva
Mg?* ionty koncentrace 1,5 mM Mg”". Vyssi koncentrace ionti sniZuje
specifitu PCR.
Vytvati optimalni prostfedi pro DNA-polymerasu. Standardni
Pufr pro PCR reakéni pufr obsahuje 10 mM Tris-HCI (pH 8,3-8,8), 50 mM KCl,

1,5 mM MgCl,.

Voda pro PCR

Slouzi k dopInéni smési pro PCR na pozadovany objem.
Nejvhodnéjsi je voda o odporu 18 mQ.

V 80. letech vrcholil rozruch zplsobeny revoluci v oblasti klonovani genti. Zavedeni
polymerazové fetézové reakce je inspiraci Kary B. Mullise, ktery dostal v roce 1985 népad.
Prisel na jednoduchou metodu dopliujici klonovani gent [46].
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PCR se provadi v jediné mikrozkumavce, kdy se DNA smichd se souborem reagencii
a mikrozkumavka se vlozi do termocykléru. Zakladnimi kroky PCR jsou:

Zahiati smési na teplotu 94 °C, kdy se porusi vodikové mustky. Vodikové mustky
k sob¢ poji vlakna dvouvlaknové molekuly DNA. Porusenim Se zpusobi denaturace
molekuly. Je dulezité, aby doslo k uplnému rozdé€leni, protoze by jinak molekuly
DNA rychle renaturovaly a dochéazelo by tak k nespecifickym vazbam primerQ
a ke zkresleni vysledk. Z tohoto divodu byva denaturace templatové DNA
V pocatecnim a konecném cyklu prodlouZena na né¢kolik minut. V dalSich cyklech
probiha tato faze po dobu 1545 s.

Smés je nasledné ochlazena na 50-60 °C a primery jsou komplementarné piipojeny
k oddélenym fetézcim DNA. D¢j probihd 3060 s. Teplota vhodna pro hybridizaci
zavisi na teplot¢ tani primerd i DNA, na délce oligonukleotidii a na zastoupeni part
bazi.

ZvySenim teploty na 74 °C, kterd je optimalni pro aktivitu enzymu Taq DNA
polymeraza piitomného ve smési, se tento enzym pfipojuje k jednomu konci
kazdého primeru a syntetizuje novd vldkna DNA, kterd jsou komplementdrni
k templatovym molekulam DNA. Po tomto kroku mame z ptivodnich dvou vlaken
Ctyfi vldkna molekuly DNA. Tato faze probihd 60-120 s. V poslednim cyklu byva
téz prodlouzena na né€kolik minut, aby se zajistilo kompletni syntetizovani DNA
[44][46].

Z jedné dvouvldknové molekuly na zacatku po opakovani cyklu 25krat vznikne vice

nez 50 miliont novych dvouvlaknovych molekul. Kazda je kopii useku pivodni molekuly,

vymezeného misty, na které se ptipojily oba primery [44].
Vyslednym produktem PCR jsou amplikony, useky DNA definované délky o velikosti

obvykle desitky az tisice parli bazi (bp). Jejich pfitomnost v reakéni smési se prokazuje
elektroforézou na agarosovém nebo polyakrylamidovém gelu. Pfitomnost naamplifikovanych
useki DNA v realném case detekujeme pomoci intenzity fluorescencniho zafeni. V tabulce 7
jsou uvedena dalsi vyuziti PCR [46].

Tabulka 7: Vyuziti PCR a jejich modifikaci ve vyzkumu a praxi [46]

Zakladni vyzkum Aplikovany geneticky vyzkum Klinické discipliny Ostatni

e Izolace gentinebo | e Prenatalni diagnostika o Detekce e Archeologie

jejich ¢asti dédi¢nych chorob patogennich e Soudnictvi
o Sekvenovani DNA | e Detekce mutaci v genech bakterii, vira, e Kriminalistika
e Mutageneze in e Studium polymorfizmu prvokii a hub

vitro, modifikace gentl e Typizace

koncu DNA e Populaéni genetika patogennich
° Anal}'lza kKlont mikroorganismﬁ

z genovych e Identifikace

knihoven onkogenti
e Pfiprava o Typizace nadord

znacenych sond e Stanoveni

pohlavi
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2.8.2 Polymerazova retézova reakce v realném case

Polymerazova ftetézova reakce Vrealném case je modifikaci konvenéni PCR. Jedna se
0 metodu moderni, rychle se rozvijejici a citlivou. U této metody je umoznéno monitorovani
vznikajictho produktu PCR piimo béhem reakce prostfednictvim fluorescencniho signalu
Vv kazdém jednotlivém cyklu.

Dalsi velkou vyhodou je schopnost kvantifikace, tedy piesného urceni vychoziho mnozstvi
pozadované sekvence templatové DNA v analyzovaném vzorku (odtud téz oznaceni
kvantitativni PCR—-gPCR) [46].

2.8.2.1 Priubéh reakce, sloZeni smési qPCR a detekce produktu reakce

Pribéh qPCR je podobny jako u konvencni PCR. Zakladem je cyklicky se opakujici
denaturace templatu, hybridizace primerti a syntéza novych fetézcii cilového useku DNA.
Krom¢ komponent pro konvencni PCR, obsahuje qPCR navic fluorescencni molekuly,
z diivodu monitorovani vzniku produktii PCR jiz béhem reakce. Fluorescence je meétena
v kazdém cyklu, pficemz intenzita fluorescencniho zafeni je pfimo imérna mnozstvi produktu
pritomného v reakéni smési [6]. Fluorescenéni latky jsou déleny do 3 charakteristickych
skupin:

e Interkalac¢ni barvivo vazici se na DNA. Nejcastéji se pouziva fluorescenéni barvivo
SYBR Green I. Samostatné v qPCR smési emituje zafeni jen velmi malé intenzity,
jakmile se vSak zacleni do nové vzniklé dvousroubovice DNA, dochdzi k vyrazné
emisi fluorescenéniho zafeni, ktera se zvySuje srostoucim mnozstvim produktu.
Mg¢fteni intenzity signalu probihd na konci faze elongace nebo prubézné. Hlavni
nevyhodou fluorescen¢nich barviv je nemoznost odliSeni nespecifickych produkti,
protoZe se mohou vazat do jakékoli dvouSroubovice DNA. Jsou jednoduché na pouZiti
a financn¢ dostupné.

e Fluorescenéné znacené sondy vazajicich se na stfedni ¢ast amplifikovaného produktu.
Sondy TagMAnTM jsou oligonukleotidy. Maji vyssi hodnotou teploty tani (Tm)
asi 0 10 °C nez je Tm primerd. Na 5' - konci obsahuji fluorescenéni latku a na 3' -
konci zhase€. Zhase¢ se nachazi v blizkosti fluoroforu, a proto pohlcuje fluorescenci
emitovanou fluorescenc¢ni latkou. Sondy detekuji vyhradné specifické produkty. Jejich
hlavni nevyhodou je vysoka cena a komplikovana optimalizace, nelze je uZit
pfi analyze kiivky tani.

e Fluorescenéné znacené primery jako napt. AmpliFluor™ nebo technologie LUX,
s vlasenkovou strukturou funguji na podobném principu jako sondy (k vyrazné emisi
dochazi az pfi naruSeni struktury primeru béhem syntézy DNA u specifickych
produktt)[46][47].

2.8.2.2 VysokorozliSovaci analyza kiivek tani (HRM)

VysokorozliSovaci analyza kiivky tani (HRM - High Resolution Melting) je nova, citlivéjsi
verze analyzy kifivek tani. Detekuje velmi malé rozdily ve tvaru kiivek tani a v hodnotach
teploty tani (Tm), kdy teplota tani zavisi jak na délce DNA fetézce, tak na poc¢tu pard bazi
guaninu a cytosinu. JelikoZz guanin a cytosin jsou v antiparalelnich fetézcich molekuly
nukleové kyseliny vazany tfemi vodikovymi mdistky, zatimco adenin s tyminem pouze

24



dvéma, je teplota tani fetézce tim vyssi, ¢im vice obsahuje parti bazi guaninu a cytosinu.
HRM je tedy vhodna i k rozliSeni tisekii DNA lisicich se pouze o jednu bazi.

Pro analyzu je nutno pouzit saturacni interkalacni barviva, kterd pln¢ obsazuji vSechna
mista na vznikajicich dvouSroubovicich. Tato barviva neplisobi inhibicné na DNA
polymerazu ani ve vysoké koncentraci, napt. LC Green PLUS, Eva Green nebo SYTO?9.

Pii vytvafeni primeri pro PCR-HRM je kladen hlavné duraz na to, aby spolu dvojice

prislusnych primert netvotily dimery primert. Teplota tani a tvar kiivky tani jsou ovlivnény
délkou amplikonu, kdy by nemély byt ptili§ dlouhé (idealn¢ kolem 300 bp), protoze ¢im delsi
amplikony vzniknou, tim mensi budou rozdily v jejich kiivkach tani, coz by mélo za nasledek
pokles citlivosti analyzy. Dal$im ovlivnénim jsou sekvence bazi a mnozstvi obsazenych part
bazi guaninu a cytosinu [48][49].

2.8.3 Enkapsulace

Enkapsulace neboli zapouzdieni je proces, pti kterém jsou bunky obaleny do biopolymernich
matric. Slouzi k ochrané bun¢k béhem zpracovani, skladovani a pii prichodu travicim
soustavou, tedy ptred pusobenim kyselého prostiedi zaludku, pied zlucovymi solemi
a pred travicimi enzymy. K uvolnéni probiotickych bunék dojde néasledné az v tlustém stieva,
V misté G¢inku. Pfidanim prebiotik do kapsle navic miizeme jesté vice zvysit Zivotaschopnost
bunék.

Materialy pouzit¢é pro ochranny obal castice musi byt potravinaiské, biologicky
rozlozitelné a schopné tvofit bariéru mezi vnitini fazi a jeho okolim. Rozdélujeme je
do n¢kolika skupin, jako jsou polysacharidy, proteiny a lipidy. Mezi nejéastéji pouzivané
polysacharidy patii alginaty, karagenany, agar, arabska guma, xanthanova guma, $krob a jeho
modifikace, celuldza, pektin inulin, chitosan a jiné. Z proteint se vyuziva hlavné polypeptid
polylysin a proteiny jako zelatina, syrovatka, rostlinné a mlécné proteiny. Z lipidi se
nejcastéji vyuzivaji vosky, fosfolipidy a oleje [50].

2.8.3.1 Enkapsulator

Enkapsulator je poloautomaticky pfistroj, ktery slouzi k polymernimu zapouzdieni
chemickych latek, biologickych molekul, extrakti, bun€k a mikroorganismi za sterilnich
nebo nesterilnich podminek. Zvolenim velikosti trysky zajistime vyslednou velikost ¢astic,
ktera se pohybuje od 0,15 do 2 mm. Pro vytvofeni probiotickych ¢astic s prebiotiky pro déti je
idealni zvolit velikost trysek okolo 300 um, aby castice nedé€laly pii polykani détem
problémy.

Enkapsulovand latka se smicha s polymerem, ktery tvofi vnéj$i obal a vSe se umisti
do tlakové lahve. Pomoci stlateného vzduchu je smés dodavana do pulzacni komory.
Nasledné prochdzi smés systémem trysek o definované velikosti a na jeho vystupu dochazi
k rozdélovani a vysledkem jsou kapicky o stejné velikosti. Mezi tryskou a elektrodou se
nachazi elektrické pole a priichodem pies n¢j ziskavaji kapky povrchovy néboj. Plisobenim
elektrostatické odpudivé sily dojde k rozptyleni kapek. Ty nasledné¢ dopadaji
do vytvrzovaciho roztoku CaCl,, ktery je uzemnén. Vytvrzovaci roztok je neustale michan
magnetickym michadlem, aby se zabranilo shlukovanim cCastic. Pfistroj se sklada z regulacni
jednotky se stfikaCkovym cerpadlem, elektrickym a pneumatickym systémem a reakéni
nadoby [51].
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Tabulka 8: Techniky a postupy pouzivané pro zapouzdreni probiotickych mikroorganismii [52]

Mikroenkapsulacni
technika

Druhy materialti na obal

Hlavni kroky v procesu

Sprejové suSeni

Ve vodé rozpustné
polymery

Ptiprava roztokt, véetné mikroorganismi

. RozpraSovani produktu zavadéného do spreje

Suseni spreje
Separace suSené latky ve formé produktu

Sprejové tuhnuti

Vosky, mastné
kyseliny, ve vodé
rozpustné a ve vodé
nerozpustné polymery,
monomery

Ptiprava roztokd, obsahujicich jadro
(napt. probiotika)

. Tuhnuti povrchu tuhnutim rozpusténych materialt

tvoficich obal

iii. Odstranéni nerozpustnych materialt sorpci, pouziva

se extrakce nebo odpatovaci techniky

Fluidni vrstva

Ve vodé nerozpustné a
ve vod¢ rozpustné

polymery, lipidy, vosky

. Pfiprava povlakovych roztokt
. Fluidizace ¢astic tvoticich jadro
iii. Pokryvani ¢astic povlakovymi roztoky

Vytlacovani

Ve vodé rozpustné a
ve vod¢€ nerozpustné

polymery

Ptiprava roztokl povlakovych materiala

. Disperze materialti tvotici jadro
iii. Chlazeni nebo pokryti smési pomoci dehydrata¢ni

kapaliny
i. Materialy tvofici jadro se disperguji v roztoku

potahovaciho polymeru

ii. Nanaseni povlaku, je toho dosaZeno kontrolovanym,
fyzikalni miseni a pokrytim

iii. Ztuzeni povlaku teplem nebo desolvataci za vzniku
funkénich mikrokapsli

iv. VytlaCovani smési pokryvnych materialli v opaéné
nabitych roztocich

v. Lyofilizace mikrokapsli nebo jejich suseni v peci

Ve vodé rozpustné

Koacervace
polymery

2.8.4 Lyofilizace

Lyofilizace se tadi mezi enkapsulaéni techniky. Pouziva se k enkapsulaci ve vodé
rozpustnych pfirodnich aromatickych latek, esenci a materiala citlivych na teplo. Lyofilizaci
dojde k odstranéni castecek ledu nebo zmrazenych komponent materialu sublimaci.
Lyofilizaci dojde k uchovavani materidlu citlivého na teplo, jako jsou bilkoviny,
mikroorganismy, farmaceutika, tkdn¢ nebo plasma.

Nosi¢ a aktivni latka se nejprve rozpousti ve vod¢ a nasledné zamrazuji. Za vakua je voda
odstranéna pomoci sublimace. Sublimace je pfeména pevné latky pifimo na plynou,
bez prechodu pfes kapalné skupenstvi. V nékterych piipadech se pouzivaji i tzv.
kryoprotektanty, které¢ maji za ukol chranit a stabilizovat citlivé sloZky pfi mraZeni.

Ptistroj se skladéa z chladici jednotky, vakuového systému, kontrolni jednotky, rozdélovaci
komorou a kondenzatorem [53].

2.8.5 Chromatografie

Chromatografie patii mezi separa¢ni metoda, pii které dochazi k separaci sloZzek obsazenych
ve vzorku. Vzorek se nandsi mezi mobilni a staciondrni fazi, které jsou vzajemné nemisitelné
faze. Stacionédrni je nepohyblivd, mobilni fdze je pohyblivd. Vzorek se umisti na zacatek
stacionarni faze. Pohyblivou mobilni fazi je potom vzorek pies staciondrni fazi unaSen.
Slozky vzorku mohou byt stacionéarni fazi zachycovany a tim se rizné zdrzuji. Vice se zdrzi
slozky, které jsou stacionarni fazi poutany silngji. Na detektoru jsou potom postupné vidét
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slozky sefazené¢ od nejméné zadrzovanych po nejvice zadrZzované. Svym urCenim je
chromatografie metodou kvalitativni a kvantitativni analyzy vzorku [54].

2.8.5.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografic je metoda, kde je vzorek kolonou unaSen proudem vzduchu
tzv. nosnym plynem. Kvuli dal§imu transportu musi byt vzorek ihned pfeménén na plyn.
V koloné se slozky separuji na zékladé rizné schopnosti poutat se na stacionarni fazi. Slozky
opoustejici kolonu nésledné indikuje detektor. Pro nutnost pfemény analytti v plyny mohou
byt separované jen takové latky, které maji dostatecny tlak syté pary, jsou tepelné stalé a maji
relativni molekulovou hmotnost mensi nez 1 000. Obecné muze byt plynova chromatografie
pouzita k separaci plynt, vétSiny nedisociovanych kapalin a pevnych organickych molekul
amnoha kovovych latek. Neni pouzitelnd pro separaci makromolekul, organickych
a anorganickych soli [54].

2.8.5.2 Kapalinova chromatografie

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina. Na rozdil od plynové chromatografie
rozhoduji o separaci slozek vzorku nejenom jejich interakce se stacionarni fazi, ale velmi
vyrazné¢ 1 pouzitd mobilni fadze. Béhem separace se analyt rozd€luje mezi mobilni
a stacionarni fazi. Cas, jaky stravi v jedné nebo v druhé fazi, zavisi na afinité analytu ke kazdé
z nich. Tato metoda je vhodna i pro separaci tepelné nestalych a netékavych sloucenin,
protoZze muzeme pracovat za laboratorni teploty a neni zde nutné prevadét vzorek na plyn
[54].
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3 CILE PRACE

Cilem prace byl vyvoj a charakterizace doplnkt stravy s obsahem probiotickych bakterii
pro détskou vyzivu. Za timto ucelem byly feSeny nasledujici dil¢i ukoly:

1.

Kultivace vybranych kment probiotickych bakterii a ovéteni zachovani jejich viability
pfi pruchodu travicim traktem

Vybér vhodné probiotické smési do détskych piipravkll a zvySeni jeji odolnosti
enkapsulaci a lyofilizaci

Névrh optimalniho slozeni détskych doplitkti stravy s obsahem probiotickych bakterii
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Agar powder, Himedia (IND)

Agarosa pro elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)

Alginat sodny, Sigma-Aldrich (USA)

Bile salts — smés kyseliny cholové a deoxycholové, Sigma-Aldrich (D)
D-glukosa monohydrat p.a., Lach:Ner (CR)

Dihydrogenfosfore¢nan sodny monohydrét p.a., Vitrium-Lach:Ner (CR)
DNA standard (Malamité, Moravské Prusy, CR)

Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Escherichia coli strain B (ultra pure, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).
Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, CR)

Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)
Fenol p.a., Lach:Ner (CR)

GelRed (Biotium, USA)

Hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p.a., Vitrium-Lach:Ner (CR)
Hydrogenuhli¢itan sodny p.a., Lach:Ner (CR)

Hydroxid sodny p.a., Lach-Ner (CR)

Chlorid vapenaty p.a., Lachema (CR)

Chloroform (Penta, Chrudim, CR)

Isoamylalkohol (Lachema, Brno, CR)

Kyselina chlorovodikova 35%: Lach:Ner (CR)

Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN)

Midori Green (Elisabeth Pharmacon, Brno, CR)

MRS Broth médium, Himedia (IND)

Nanaseci pufr Yeallow load (Top-Bio, Praha, CR)

Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

Pankreatin (veptovy pankreas), Sigma-Aldrich (D)

Pepsin, Sigma-Aldrich (D)

Proteindza K (Serva, Heidelberg, SRN)

Tris-baze (Tris-hydroxymethyl-aminomethan) (Serva, Heidelberg, SRN)

4.2 Pouzité pristroje a pomiicky

Analytické vahy: Boeco (D)

Centrifuga, Sartorius, Biotech (CR)

Cycler Rotor-gene 6000 (Corbett Life Science, Concord, USA)
ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (SRN)

Enkapsulator Biichi B-395 Pro (CH)

Mikrovinna trouba PROLINE SM117

Minilnkubator Labnet (Labnet international Inc., New Jersey, USA)
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA)

Piedvazky Kern 440-33 (D)
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Termostat INCU-Line, VWR (USA)

Vortex: Genius 3, IKA Vortex (D)

Zatizeni pro elektroforézu OWL D2, (OWL Separation Systems, Inc., Portsmouth, NH, USA)
Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International, Woodbridge,
USA)

4.3 Roztoky pro PCR

1M TrisHCI (121,1 g Tris-baze, koncentrovana HCI pro apravu pH 7,8 (8,0) a destilovana
voda do 1 000 ml)

0,5 M EDTA, pH 8,0 (186,1 g EDTA, 20 g NaOH a destilovana voda do 1 000 ml)

Lyzaéni pufr | (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0)

Lyza¢ni pufr 11 (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0; lysozym 3 mg/ml)

TE pufr (1 ml 1M Tris-HCI (pH 8,0), 0,2 ml 0,5M EDTA (pH 8,0) a destilovana voda
do 100 ml)

CIZ (smés chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1)

5xTBE pufr (549 Tris-baze, 27,59 kyselina borita, 20ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
a destilovana voda do 1 000 ml)

4.4 Pouzité mikroorganismy

V praci byly pouzity probiotické bakterialni kultury Lactobacillus acidophilus CCM 4833,
Lactobacillus casei CCM 4798, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCM 7190,
Lactobacillus plantarum  CCM 70397, Lactobacillus rhamnosus CCM  1825",
Bifidobacterium adolescentis CCM 4987, Bifidobacterium bifidum CCM 3762,
Bifidobacterium breve CCM 7825 a Bifidobacterium longum CCM 4990. Kultury byly
ziskany z Ceské sbirky mikroorganismi Masarykovy univerzity v Brné.

4.5 Pouzité materialy

Pro testovani byly v praci dale pouzity komeréné prodavané fasy a sinice: Chlorella,
Spirulina, Kombu, Arame, Hijiki, Wakame. Déle byly pouzity: Sirup Hello mango, sirup Yo
lesni plody, doméaci bezinkovd Stava. Na senzorickou analyzu byl vyuZit probioticky
ptipravek Biopron Junior a loupana konopna seminka, viz obrazek 7.

E sackd
Biopron

JUNIOR

Probiotika s vysokym
podilem prebiotik

pro deti iz

od ukonceneho
1. mesice

Obrazek 7: Pouzité probiotika a konopné seminka
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4.6 Metodické postupy

4.6.1 Kultivace probiotickych bakterii

Pro kultivaci bakterii Lactobacillus acidophilus CCM 4833, Lactobacillus casei CCM 4798,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCM 7190, Lactobacillus plantarum CCM
70397, Lactobacillus rhamnosus CCM 1825', Bifidobacterium adolescentis CCM 4987,
Bifidobacterium bifidum CCM 3762, Bifidobacterium breve CCM 7825" a Bifidobacterium
longum CCM 4990 byl pouzivan komer¢ni MRS bujon. V Erlenmayerové barice bylo
smichano 55,15 g MRS bujonu, jak udava vyrobce, s 1000 ml destilované vody. Banka byla
nasledn¢ sterilovana 30 minut v tlakovém hrnci s otevienym ventilem. Kultury byly
zaockovany ve sterilnim boxu vzdy 1 ml kultury do 15 ml bujonu do plastovych zkumavek.
Kultury byly kultivovany 24 hodin v termostatu pii 37 °C. Po kultivaci byly bunky nejprve
zcentrifugovany pii 5 000 otackach po dobu 5 minut. Po centrifugaci byl ze zkumavek slit
supernatant a do zkumavek bylo pifidano 10 ml sterilni vody pro promyti. Nasledné byly
buiiky opét zcentrifugovany pii 5 000 otackéach po dobu 5 minut. Po centrifugaci byl opét slit
supernatant a buiiky byly ponechany k dal§im experimentim.

4.6.2 Modelové travici §tavy

Modelové travici Stavy byly pouzivany pro testovani viability bakteridlnich bunck
v simulovaném prostiedi lidského traveni. Probiotické buiiky Vv potraviné byly v poméru 1:1
vloZeny nejprve do Zaludeéni §tavy, zde traveni probihalo po dobu 20 minut. Nasledné byly
pridany stavy pankreatickd a zluCova (v poméru 1:1). Ptidavek stievnich $tav byl v poméru
1:1 k potraving a $taveé zaludecni. Traveni ve stievé probihalo 2 hodiny. V pribéhu celého
traveni byly vzorky michany a inkubovany na temperované tiepacce pii teploté¢ 37 °C.
Ve zvolenych intervalech byly odebirany vzorky k analyze.

4.6.2.1 SloZeni modelové Zaludecni st'avy

0,25 g pepsinu bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody a nasledné bylo ptidano 0,84 ml
35% kyseliny chlorovodikové. Celkové pH bylo upraveno na hodnotu 0,9 [55].

4.6.2.2 SloZeni modelové pankreatické $t'avy

0,25 g pankreatinu a 1,5 g hydrogenuhli¢itanu sodného bylo rozpusténo ve 100 ml destilované
vody. Celkové pH roztoku bylo upraveno na hodnotu 8,9 [55].

4.6.2.3 SloZeni modelové Zlucové §t’avy

0,8 g Zlucovych soli bylo rozpusténo ve 200 ml fosfatového pufru. Celkové pH roztoku bylo
upraveno na hodnotu 8 [55].

4.6.3 Stanoveni po¢tu bunék pomoci zakalu

4.6.3.1 Kalibracni kiivka

1 ml nakultivovanych bun¢k rozsuspendovanych v médiu byl postupné fedén pro sestaveni
kalibracni zavislosti. Jednotlivé vzorky byly nejdiive stanoveny pomoci spektrofotometricky
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S vyuzitim 96 jamkové mikrotitraéni desti¢ky, byla zméfena absorbance pii 630 nm, vzorky
byly nasledn¢ stanoveny i neptimou kultivacni metodou uvedenou v kapitole 4.6.4.

4.6.3.2 Rustova kitvka

Nejprve byly u vSech kmeni zméfeny rastové kiivky, kdy byly buriky v triplikatech kazdého
kmene napipetovany na 96 jamkovou desticku a to vzdy 30 pl daného kmene a 300 ul MRS
tekutého média do jedné jamky a po dobu 24 hodin byla v 30minutovych intervalech métena
absorbance pii 630 nm.

4.6.3.3 Stanoveni jednotlivych kmenit a smési

Vzorky promytych bunék jednotlivych kment dle postupu v kapitole 4.6.1 byly
rozsuspendovany v 10 ml destilované vody. Nasledné byl odebran 1 ml vzorku (u smési bylo
napipetovano 0,5 ml daného kmene a celkovy objem byl upraven podle poctu kmenil
ve smési), ktery byl pfidan do 9 ml destilované vody.

Po 15 minutach byl odebran 1 ml vzorku k analyze a do smési bylo pfidano 9 ml zalude¢ni
$tavy. Po 20 minutach traveni bylo pfidano k 18 ml smési 9 ml pankreatické §tavy a 9 ml
zluCové §tavy. Smés byla ponechana na temperované tfepacce 2 hodiny. Po traveni byly
bunky nejprve zcentrifugovany pii 5 000 otackach po dobu 5 minut. Po centrifugaci byl
ze zkumavek slit supernatant a do zkumavek bylo pfidano 10 ml sterilni vody a bunky
ve vod¢ byly ponechany k analyze. VSechny vzorky byly nasledné naneseny na 96 jamkovou
desti¢ku, kdy do kazdé jamky bylo napipetovano 300 ul ¢isttho MRS média a 30 ul daného
vzorku vzdy v triplikatech. Po dobu 24 hodin byla v 30minutovych intervalech méfena
absorbance pii 630 nm.

4.6.3.4 VIiv Fas a sinic na viabilitu probiotickych bakterii

Nejdtive byly ptipraveny extrakty testovanych fas. Od kazdé fasy byl navazen vzdy 1 g, ktery
byl pfidan k 10 ml destilované vody. Takto pfipravena smés byla ponechdna na tfepacce
24 hodin. Pro vyhodnoceni vlivu uéinki jednotlivych fas bylo na 96 jamkovou desti¢ku
po tripletech napipetovano 230 pl MRS tekutého média, 75 ul bunék a 25 pl extraktu.
Nasledné byla po dobu 24 hodin v 30minutovych intervalech méfena absorbance pii 630 nm.

4.6.4 Nepiimé stanoveni po¢tu bunék kultivaéni metodou

Pro nepfimé stanoveni poctu bun€k kultivaéni metodou byla pouZita metoda ptelivem.
Pro tuto metodu byly pouzity vzorky uvedené v kapitole 4.6.3.1. Zkazdé jamky bylo
odebrano 330 ul vzorku, které byly napipetovany do Petriho misek a zality sterilnim MRS
agarem (55,15 g MRS média a 20 g agaru ve 1 000 ml vody) o teploté 45 °C. Po rozliti se
agar krouzivym pohybem promichal a nechal ztuhnout. Poté byly misky kultivovany
pii teploté 37 °C po dobu 48 hodin a nésledné byl vyhodnocen pocet bunék.

4.6.5 Priprava hrubych lyzati bakterialnich bunék

Piiprava hrubych lyzati byla provedena z narostlych bakteridlnich bunék z 96 jamkové
desticky uvedené Vv kapitolach 4.6.3.3. Z 96 jamkové desticky bylo do zkumavky Eppendorf
napipetovano 330 pl vzorku, nasledné byly vzorky zcentrigugovany pti 14 500 otackéach
po dobu 5 minut. Supernatant byl slit a sediment byl rozsuspendovan v 500 ul lyza¢niho
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pufru I. Po promichani byla suspenze opét zcentrifugovana pii 14 500 otackach po dobu
5 minut. Po sliti supernatantu bylo k sedimentu pfidano 500 pl lyzaéniho pufru Il. VVzorky
byly inkubovany 1 hodinu pti laboratorni teploté. Nasledné bylo do kazdé zkumavky
Eppendorf pfidano 25 pl 10% SDS a 5 ul proteinasy K (0,1 mg/ml). Vzorky byly inkubovany
Vv inkubatoru pii teploté 55 °C do druhého dne, viz obrazek 8. Z hrubych lyzatt bunék byla
izolovana DNA.

Obrazek 8: Vzorky v inkubdtoru pri teploté 55 °C

4.6.6 Izolace DNA fenolovou extrakei

K500 pl lyzatu bunck bylo pfidano 500 ul fenolu (ptfedestilovany, pH 7,8). Smés byla
kyvavym pohybem michana 4 minuty. Poté byla smés zcentrifugovana pii 14 500 otackach
po dobu 5 minut. Do ¢isté zkumavky Eppendorf byla odebrana vodni faze obsahujici DNA
a byla doplnéna TE pufrem na celkovy objem 500 pl. Do kazdé zkumavky bylo nasledné
pridano 700 pl roztoku CIZ (chloroform:isoamylalkohol, 24:1) a smés byla opét kyvavym
pohybem promichavdna po dobu 4 minut. Smés byla opét zcentrifugovana
pii 14 500 otackach po dobu 5 minut a poté byla odebrana vodni fdze do Cisté zkumavky
Eppendorf.

4.6.7 Presrazeni DNA ethanolem

Objem vzorkd DNA ziskanych fenolovou extrakei byl upraven TE pufrem na celkovy objem
400 pl. Nasledné bylo do kazdé zkumavky pifidano 20 pl 3M octanu sodného a roztok byl
promichan. Ke kazdému vzorku bylo pfidano po 1 ml vychlazeného 96% ethanolu (—20 °C),
smés byla poté promichana a ponechana k inkubaci pii —20 °C po dobu 20 minut.
Po ukonceni inkubace byla smés zcentrifugovana pii 14 500 otackach po dobu 15 minut.
Supernatant byl odlit a sediment DNA byl vysuSen v exsikatoru (15 minut) a byl rozpustén
ve 100 ul TE pufru. Takto precisténa DNA byla uchovavana pfti teploté 4 °C.

4.6.8 Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA spektrofotometricky

Pomoci ptistroje NanoDrop 2000 byla proméfena absorbance izolované DNA v TE pufru
proti ¢istému TE pufru. K méfeni bylo pouzito 2 ul vzorku. Absorbance byla odectena
pro vinové délky 230 nm (minimum absorbance pro DNA), 260 nm (maximum absorbance
pro DNA), 280 nm (maximum absorbance pro proteiny). Z hodnoty absorbance pro 260 nm
byla stanovena koncentrace DNA ve vzorku. Z hodnoty Azsonm/Azsonm byla uréena Cistota
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vzorku DNA. Hodnoty Ao nm/Azs0nm by se méla pohybovat v rozmezi 1,8-2,0, pokud je
vyssi nez 2,0, indikuje to znecisténi vzorku RNA, pokud je nizsi hodnota nez 1,8, indikuje
to znecisténi vzorku proteiny.

4.6.9 Provedeni polymerazovych retézovych reakci

Byly pfipraveny smési pro PCR, nasledné byly provedeny PCR reakce a byly detekovany
produkty PCR elektroforeticky. Jednotlivé reakce se odlisovaly pouzitymi primery.

4.6.9.1 Primery pro PCR

Pro pifipravu PCR smési byly pouzity primery specifické pro doménu Bacteria (F_eub,
R_eub) [56], pro rod Lactobacillus (F_all lact, R_all lact) [56] a pro rod Bifidobacterium
(Bif164 a Bif662) [57].

Pro druhové specifickou PCR byly pouZity primery pro Bifidobacterium breve CCM 78257
(BiBRE1, BIiBREZ2) [58], Bifidobacterium bifidum CCM 3762 (BiBIF1, BiBIF2) [58]
a Bifidobacterium longum subsp. infantis CCM 4990 (BiLON-1, BiLON-2; BiINF-1, BiINF-
2) [58].

Sekvence primert specifickych pro doménu Bacteria, pro rod Lactobacillus, pro rod
Bifidobacterium a druhové specifické PCR se nachazi v tabulce 9.

Tabulka 9: Specifické primery pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus, rod Bifidobacterium

a druhové specifické PCR
Primer Sekvence (5" - 3") Ve“kos(tb%;OdUKtu
Doména Bacteria [56]
1 F_eub TCC TAC GGG AGGCAGCAGT 466
2 R_eub GGA CTACCA GGG TAT CTAATCCTGTT
Rod Lactobacillus [56]
1 F_alllact TGG ATG CCT TGG CAC TAG GA 92
R_alllact AAA TCT CCG GAT CAAAGCTTACTT AT
Rod Bifidobacterium [57]
Bif164 GGG TGG TAA TGC CGG ATG 523
Bif662 CCA CCG TTA CAC CGG GAA
Bifidobacterium bifidum CCM 3762 [58]
1 BiBIF1 CCACATGATCGCATGTGATT 278
BiBIF2 CCG AAGGCTTGCTCCCAAA
Bifidobacterium breve CCM 7825 [58]
1 BiBRE1 CCG GAT GCT CCATCA CAC 288
BiBRE2 ACAAAGTGCCTTGCTCCCT
Bifidobacterium longum CCM 4990 [58]
BiLON-1 TTCCAGTTGATCGCATGGTC 831
BiLON-2 GGG AAGCCG TATCTCTACGA
Bifidobacterium longum subsp. infantis CCM 4990 [58]
BilNF-1 TTCCAGTTG ATCGCATGGTC
2 BilNF-2 GGA AAC CCC ATC TCT GGG AT 828
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4.6.9.2 Priprava smési pro PCR

Vsechny komponenty pro PCR byly pfed pouzitim rozmraZeny, promichany a kratce
zcentrifugovany.

Pro PCR specifickou pro doménu Bacteria byla jako DNA matrice pouzita DNA zfedéna
na koncentraci 10,0 ng/ul. Pro PCR specifickou pro rod Lactobacillus byla jako DNA matrice
pouzita neziedéna DNA, pro rod Bifidobacterium byla DNA ziedénid na koncentraci
10,0 ng/ul a pro druhové specifickou PCR byla jako DNA matrice pouzita nezfedéna DNA.
Do reak¢ni smési byla DNA piidavana jako posledni, viz tabulka 10.

Analogicky byla pfipravena negativni kontrola (NK), matrice DNA byla nahrazena
stejnym mnozstvim vody pro PCR. Pozitivni kontrola (PK) byla pfipravena obdobnym
zpusobem, kdy jako matrice byla pouzita DNA izolovana z ¢isté bakterialni kultury
(koncentrace 10-1 ng/ul).

Pro kmen Bifidobacterium longum CCM 4990 byla pro optimalizaci pouzita upravena
smés pro PCR, ktera je uvedena v tabulce 11.

Tabulka 10: Priprava smési pro PCR v redlném case dle doporuceni vyrobce Master Mix

Krok Komponenta Objem [pl]
1 Voda pro PCR 9,5
2 gPCR 2x SYTO-9 Master Mix 12,5
3 Primer 1 (10 pmol/ul) 1,0
4 Primer 2 (10 pmol/ul) 1,0
5 Matrice DNA 1,0
Celkem 25,0

Tabulka 11: Priprava smési pro PCR v redlném case pro druh Bifidobacterium longum

Krok Komponenta Objem [pl]
1 Voda pro PCR 7,5
2 gPCR 2x SYTO-9 Master Mix 12,5
3 Primer 1 (10 pmol/ul) 2,0
4 Primer 2 (10 pmol/pl) 2,0
5 Matrice DNA 1,0
Celkem 25,0

4.6.9.3 Programy amplifikace DNA

Byla provedena amplifikace izolované DNA. Teplotni programy byly zvoleny v zavislosti
na pouzitych primerech, viz tabulka 9. Teplotni program pro doménu Bacteria, pro rod
Lactobacillus a druhové specifické PCR se nachazi v tabulce 12.

Teplotni programy optimalizované pro druhové specifické PCR Bifidobacterium bifidum
a Bifidobacterium longum se nachazi v tabulce 13.
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Tabulka 12: Teplotni programy

ProdlouZena Syntéza LRI N
Denaturace Hybridizace yni DNA Melt
denaturace DNA . . novych . e
, DNA primeru Sy V poslednim analyza
v prvnim cyklu retézci DNA
cyklu
Doména Bacteria
_ 95°C/30s | 55°C/30s | 72°C/1 min .
94 °C/5 min . 72 °C/5 min
30 cykld
Rod Lactobacillus
05 °C/5 min 94°C30s | 55°C/30s | 72°C/1 min T oS
m min °
30 cyklt 5%—99 C/
— X S pro
Rod Bifidobacterium kazdy °C
_ 94°C/lmin | 55°C/Lmin | 72°C/I min _
94 °C/5 min 72 °C/5 min
35 cykli
Bidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum
_ 94°C20s | 55°C20s | 72°C/30s ,
94 °C/5 min 72 °C/5 min
35 cykla
Tabulka 13: Optimalizace teplotniho programu pro Bifidobacterium bifidum a Bifidobacterium
longum
o g . Dosyntetizovani
Prodlouzena - Syntéza
denaturace DNA Denaturace Hyb!’ldlZ?Ce - DNA ’ Me!t
g DNA primeri oS V poslednim analyza
v prvnim cyklu retézciit DNA cyklu

1. optimalizace Bifidobacterium bifidum a Bifidobacterium longum

04°C)5 mi 94°C/30s | 55°C/30s | 72°C/40 min T oC)s i
min min o
40 cykli P09
2. optimalizace Bifidobacterium longum kaid?/ oC
_ 94°C/30s | 55°C/30s | 72°C/1 min ,
94 °C/5 min 72 °C/5 min
40 cykla

4.6.10 Detekce produkti PCR agarosovou gelovou elektroforézou

Byl ptipraven 1,2%, 1,5% nebo 1,8% agarosovy gel pro detekci amplikonli navazenim 1,2 g,
159 ¢i 1,89 agarosy a jejim rozpusténim ve 100 ml 0,5xTBE pufru. Suspenze byla
rozvafena v mikrovinné troub& Po vychladnuti na teplotu cca 60 °C byla suspenze
promichéana a bylo ptidano fluorescenéni barvivo GelRed (10 ul barviva/100 ml). Suspenze
byla nalita do pfipravené formy. Gel byl ponechan k tuhnuti po dobu 30 minut a do komirek
vzniklych po vyjmuti hiebinku byly naneseny produkty PCR smisené v poméru 5:1
s nanasecim pufrem Yeallow load. Do jedné z komurek byl nanesen DNA standard (100 bp)
0 objemu 5 ul (dle doporuceni vyrobce), obsahujici fragmenty DNA o velikosti 100, 200, 300,
400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 a 1500 bp. Po vlozeni do elektroforetické vany byl
gel prevrstven 0,5 x TBE pufrem do vysky 0,5 cm nad gel. Elektroforéza probihala po dobu
1,5hodiny pii konstantnim napéti 60 V. Po t¢ byl gel vyhodnocen v UV svétle
na transilluminatoru TVR- 3121 pfi vinové délce 305 nm. Na obrazku 9 je znazornén pribch
elektroforézy.
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Obrazek 9: Nazorna ukazka elektroforézy pro rod Lactobacillus
4.6.11 Enkapsulace

4.6.11.1 P¥iprava algindtovych ¢astic s konopnym olejem/probiotikem

Konopna seminka byla za studena lisovana. Z konopného oleje a 2% alginatu sodného byla
pfipravena alginat-olejovd emulze. Alginatové Castice byly nasledné piipraveny z emulze
na enkapsulatoru B-395 Pro od firmy BUCHI, viz obrazek 10, byla vyuzita tryska o velikosti
400 pm. Vytvrzovacim roztokem byl 2% roztok CaCly. Castice byly nasledné ponechany
ve vytvrzovacim roztoku po dobu 30 minut. Poté byly ¢&astice zfiltrovany, promyty vodou
a uchovany pro senzorickou analyzu. Obdobnym zplsobem, ale s vyuZzitim trysky s velikosti
300 um byly ptipraveny i alginatové ¢astice s obsahem probiotik.

-\‘t—"
R — 4
. "_] :..‘ ! l( 2

Obrazek 10: Enkapsulator B-395 Pro
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4.6.12 Specifikace konopného oleje, Chlorelly a Spiruliny v doplitku stravy

4.6.12.1 Stanoveni celkovych polyfenolii

Do zkumavek byl napipetovan 1 ml 10krat fedéného Follin-Ciocaltautova ¢inidla, 1 ml vody
a50 ul vzorku Chlorelly a Spiruliny. Roztok byl promichan a ponechan 5 minut stat
pfi laboratorni teploté. Pak byl do zkumavky pfidan 1 ml nasycené¢ho roztoku NayCOs.
Roztok byl opét promichan a nechan 15 minut stat pii laboratorni teploté. Po 15 minutach
byla méfena absorbance roztoku pii A = 750 nm oproti blanku, kdy se misto vzorku ptidala
voda.

Pro sestrojeni kalibracni kiivky byla pfipravena kalibra¢ni fada kyseliny gallové od 0,1
do 0,7 mg/ml.

4.6.12.2 Kvantifikace lipidit pomoci plynové chromatografie

Extrakty lipidickych vzorka (Folch, Soxhlet apod.) byly rozpustény v 10 ml chloroformu.
Z takovéto piipravené smési byl do vialky napipetovan 1 ml, ke kterému bylo nasledné
pridano 0,8 ml transesterifikatni smési. Transesterifikacni smés tvofila 15% H>SOq
vV methanolu (p.a.) a 0,5 mg/ml C17 jako vnitiniho standardu. Vialky byly inkubovany
pii teploté 85 °C po dobu 2 hodin. Po uplynuti této doby se nechaly vialky voln¢ vychladnout
na laboratorni teplotu. Do 4 ml vialek bylo poté napipetovano 0,5 ml 0,005 M roztoku NaOH,
nasledné byl vlit cely obsah vialek po transesterifikaci a k této smési byl ptidan 1 ml hexanu.
Smeés byla intenzivné promichana, aby doslo k dokonalému oddé€leni jednotlivych fazi.
Po odd¢leni fazi bylo zhorni fize odpipetovano 0,1 ml do disté vialky se zéavitem
pro plynovou chromatografii. Do této vialky bylo poté jest¢ napipetovano 0,9 ml hexanu.
Takto ptipraveny vzorek byl analyzovan na plynovém chromatografu.

4.6.13 Senzoricka analyza

4.6.13.1 Senzorické hodnoceni

Senzoricka analyza probéhla 14. 3. 2019 v ¢ase od 9 do 14 hodin. Senzorické hodnoceni bylo
zaméfeno hlavné na chutovy a zrakovy vjem. Zucastnilo se celkem 43 hodnotiteld.
Hodnotitelé byli studenti, doktorandi a akademicti pracovnici Fakulty chemické VUT v Brné.
Jejich hodnoceni odpovidd hodnoceni proskolenym hodnotitelim.

4.6.13.2 Analyzované vzorky

Pro hodnoceni byly vzorky pfipraveny z 2% alginatu a 2% agaru v poméru 1:1 a s dalSimi
pfidanymi slozkami, ve tvaru gumovych medvidkd. Slozeni preparati je popséno
v tabulce 14. Na obrazku 11 je znazornéna vyroba probiotickych preparatu.
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Tabulka 14: Slozeni probiotickych prepardtii k senzorické analyze

S SloZeni preparatu
vzorku
A0l alginat:agar (1:1); domadci bezinkova §t'dva; cukr; vodny extrakt ze Spiruliny
BO1 alginat:agar (1:1); probiotick4 smés Biopron Junior; sirup lesni plody
Co1 alginat:agar (1:1); alginat - olejové kulicky z konopného oleje; mangovy sirup
D01 alginat:agar (1:1); Spirulina; mangovy sirup; cukr
E01 alginat: agar (1:1); Chlorella; mangovy sirup; cukr
Fo1 alginat: agar (1:1); Spirulina; probiotické} smes Bioprop Junior; alginat - olejové kulicky
z konopného oleje; mangovy sirup; cukr

e .

Obrazek 11: Ukdazka vyroby probiotickych preparatii — plnéni do silikonovych forem

4.6.13.3 Metody vyuZité pii senzorickém hodnoceni

Hodnoceni se skladdalo ze stupnicového hodnoceni a byla hodnocena celkovéa pfijatelnost
vzorku. Pro hodnoceni vzhledu, barvy a viiné byla pouzita pé&tibodova stupnice (1 vynikajici
— 5 nevyhovujici). Pro intenzitu sladkosti a celkové chuti byla pouZita obracena pétibodova
stupnice (1 nevyhovujici — 5 vynikajici).

Poslednim testem byl potfadovy test, kdy hodnotitelé setazovali vzorky dle vlastnich

preferenci.
Protokol/formulai hodnoceni naleznete v pfiloze 1, viz kapitola 9.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Piedlozena prace se zabyva studiem probiotik uréenych predev$im pro déti, z hlediska
viability téchto probiotickych bun¢k v priubéhu traveni. V praci byly testovany probiotické
bakterie rodu Bifidobacterium, ke kterym byl vybran a dale s nimi analyzovan jeden kmen
zrodu Lactobacillus, s cilem navrhnout vhodny produkt pro détskou vyzivu o nejlepSim
slozeni probiotickych bakterii z rodu Bifidobacterium a s ptidavkem aktivnich latek, jako jsou
naptiklad mastné kyseliny, nebo extrakty z fas.

5.1 Kalibraéni zavislost

Na zakladé¢ zmeétené absorbance viz kapitola 4.6.3.1 a nepfimého stanoveni poctu bunck
kultivaéni metodou Viz kapitola 4.6.4 byla sestavena kalibracni zavislost absorbance na poctu
zivych bunék. Na obrazku 12 je znazornéna ukazka narostlé kultury na Petriho misce.

Obrdzek 12: Ukdzka kultury jednoho kmene narostld pri fedéni 10°

Naméfena data jsou uvedené v tabulce 15. Kdy jako nulovy bod, bylo stanoveno Cisté
MRS médium. VSechna méfeni byla provedena tfikrat a z naméfenych hodnot byl vypocitan
primér a smérodatna odchylka.

Tabulka 15: Hodnoty kalibracni kiivky

Cislo Prlg\ner Pocet bunék z kultiva¢ni metody Prumér poc¢tu bunék
1 0,081 0 0 0 0
2 0,317 |6,15-10% | 6,03- 108 6,24- 108 6,14- 108 + 8,60 - 10°
3 0,408 | 8,23-10% | 8,49- 108 8,03 108 8,25- 108 + 1,88 - 107
4 0,513 | 1,10-10° | 9,99- 108 1,12-10° 1,07-10% £ 5,08 - 107
5 0,552 | 1,20-10° | 1,20-10° 1,21-10° 1,20-10° £ 6,16 - 10°
6 0,612 |155-10°| 1,57-10° 1,562-10° 1,55-10° + 1,93 - 107
7 0,777 |1,89-10° | 1,93-10° 1,90- 10° 1,90- 10° +£2,02 - 107

Z grafického znazornéni zobrazeného na obrazku 13 je vidét, ze bod 6 je nejvice odchylen
od linearni zavislosti, proto byl z kalibra¢ni zavislosti vyfazen.
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Obrazek 13: Kalibracni zavislost absorbance na poctu bunck

5.2 Rod Lactobacillus

5.2.1 Riistové krivky

Nejdiive byly sestrojeny rustové kiivky na zakladé zméfenych absorbanci pro rod
Lactobacillus, postup uveden v kapitole 4.6.3.2. Na vSech kiivkach neni vidét faze odumirani
bun¢k. Je to z toho divodu, ze pro nasledujici méfeni bylo pro nés dulezité predevsim
stanoveni hranice mezi exponencialni a stacionarni fazi.

Na obrazku 14 je znazornéna ristova kiivka kmene Lactobacillus acidophilus CCM 4833.
Na ristové kiivce tohoto kmene je vidét, ze prechod mezi exponencidlni a stacionarni fazi
se nachazi mezi 10 a 12 hodinou ristu. Maximalni hodnota namétené absorbance byla 0,376.
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Obrdzek 14. Riistovd ki'ivka kmene Lactobacillus acidophilus CCM 4833
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Na obrazku 15 je znazornéna rustova kiivka kmene Lactobacillus casei CCM 4798.
Na ristové kiivce tohoto kmene je vidét, ze prechod mezi exponencidlni a staciondrni fazi
se nachazi mezi 8 a 14 hodinou ristu. Pfechod na stacionarni fazi neni ov§em tak zietelny a je
pozvolngjsi. Maximalni hodnota naméfené absorbance byla 1,499.
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Obrazek 15: Rustova kifivka kmene Lactobacillus casei CCM 4798

Na obrazku 16 je znazornéna rastova kiivka kmene Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus CCM 7190. Na rastové kiivce tohoto kmene je vidét, ze ptrechod mezi
exponencialni a stacionarni fazi se nachazi mezi 8 a 10 hodinou rustu. Maximalni hodnota
naméiené absorbance byla 1,304.
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Obrazek 16. Riistova krivka kmene Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCM 7190
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Na obrazku 17 je znazornéna ristové kiivka kmene Lactobacillus plantarum CCM 7039".
Na ristové kiivce tohoto kmene je vidét, ze prechod mezi exponencidlni a staciondrni fazi
se nachazi mezi 10 a 12 hodinou ristu. Maximalni hodnota namétené absorbance byla 1,664.
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Obrazek 17: Riistovd kiivka kmene Lactobacillus plantarum CCM 70397

Na obrazku 18 je znazorndna ristova kiivka kmene Lactobacillus rhamnosus CCM 1825,
Na ristové kiivce tohoto kmene je vidét, ze prechod mezi exponencidlni a stacionarni fazi
se nachazi mezi 8 a 10 hodinou ristu. Maximalni hodnota naméfené absorbance byla 1,711.
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Obrdzek 18: Riistova kifivka kmene Lactobacillus rhamnosus CCM 1825"

Na zéklad¢ ristovych kiivek bylo dale pracovano s kmeny po 10 hodindch kultivace
Vv médiu.
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5.2.2 Modelové traveni jednotlivych kmenu

Na zaklad¢ rastovych kfivek byly nakultivovany vSechny kmeny, tak aby se nachéazely
Vv horni ¢asti exponencialni faze, pro spravné urceni vhodného kmene k dal§im experimentim.
Kmeny byly podrobeny modelovému traveni uvedenému v kapitole 4.6.3.3. VSechna méteni
byla provedena tfikrat a z naméfenych hodnot byl vypocitan primér a smérodatnd odchylka.
Ziskané hodnoty jsou uvedeny V tabulce 16.

Tabulka 16: Modelové traveni kmenii z rodu Lactobacillus

Pred travenim Po traveni Procento snizené
viability
A | Primér Pocet bunék A | Primér Pocet bunék [%]
Lactobacillus casei CMM 4798

1,677 1,589
1,654 | 1,665 | 4,25-10°+2,56-107 | 1,582 | 1,589 | 4,04-10° = 1,44- 107 4,84 £0,52
1,663 1,595

Lactobacillus acidophilus CCM 4833
1,624 1,509
1,512 | 1,590 | 4,05-10°+1,49-108 | 1,509 | 1,508 | 3,83-10° +2,55-10° 5,44 £ 3,62
1,633 1,507

Lactobacillus plantarum CCM 7039
2,032 1,207
2,018 | 2,015 | 5,20-10°+4,13-107 | 1,097 | 1,155 | 2,87-10°+1,22- 108 4479 £2,26
1,995 1,162

Lactobacillus rhamnosus CCM 1825"
1,793 1,197
1,771 | 1,785 | 4,57-10°+2,64-107 | 1,152 | 1,189 | 2,96 10° + 7,45- 107 35,27 +1,31
1,790 1,218

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCM 7190

1,304 1,195
1,280 | 1,280 | 3,21-10°+5,31-107 | 1,145 | 1,151 | 2,86-10° +9,14- 107 10,89 +£1,39
1,256 1,113

V tabulce 16 je uvedeny pocet bun¢k pied a po traveni, vypocet byl proveden na zakladé
kalibraéni zavislosti uvedené v kapitole 5.1. Z téchto hodnot bylo nésledné spocitano procento
poctu bun€k po traveni a procento 0 Kolik se snizila viabilita bun€k po traveni. Pro lepsi
znazornéni procenta snizeni viability bun€k po traveni, byl sestrojen graf, viz obrazek 19.
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Obrazek 19: Porovnani jednotlivych kmenii rodu Lactobacillus po modelovém traveni

Z grafu je patrné, ze nejmensi rozdil po traveni maji dva kmeny Lactobacillus casei
CCM 4798 a Lactobacillus acidophilus CCM 4833. Viabilita kmene Lactobacillus casei
CCM 4798 po traveni byla 0 4,84 % mensi ve srovnani se zacatkem traveni a u kmene
Lactobacillus acidophilus CCM 4833 byla 0 5,44 % mensi. A jelikoz hledame nejlep$i smés
probiotickych bakterii pro déti, byl jako nejlepsi kmen zrodu Lactobacillus vybran
Lactobacillus casei CCM 4798. Nejlepsi smési je mySlena ta smés, ktera bude mit nejmensi
snizeni viability bunék po traveni, bez pouzité enkapsulacni metody. Jelikoz hleddme smes
vhodnou pro déti, je zrodu Lactobacillus vybran pouze jeden kmen. Kmen Lactobacillus
casei CCM 4798 byl dale vyuzivan i v dal$ich experimentech.

5.3 Rod Bifidobacterium

5.3.1 Ristové kiivky

Tak jako u rodu Lactobacillus byly sestrojeny rustové kiivky na zakladé zméfenych
absorbanci pro rod Bifidobacterium, podle postupu uvedeného v kapitole 4.6.3.2, kde bylo
opé€t stanoveni ristové kiivky ukonceno pied nastupem faze odumirani, z divodu hledéani
hranice exponencialni a stacionarni faze, kvuli dal§im experimenttim.

Na obrazku 20 je znazornéna riistova kiivka kmene Bifidobacterium breve CCM 7825
Na ristové kiivce tohoto kmene je vidét, ze prechod mezi exponencidlni a stacionarni fazi
se nachazi mezi 8 a 10 hodinou rstu. Maximalni hodnota naméfené absorbance byla 1,714.
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Obrazek 20: Riistovd kiiivka kmene Bifidobacterium breve 7825"

Na obrazku 21 je znazornéna rustova kiivka kmene Bifidobacterium bifidum CCM 3762.
Na ristové kiivce tohoto kmene je vidét, ze prechod mezi exponencidlni a stacionarni fazi
se nachazi mezi 8 a 10 hodinou ristu. Maximalni hodnota naméfené absorbance byla 1,665.
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Obrazek 21: Rustova kiivka kmene Bifidobacterium bifidum CCM 3762

Na obrazku 22 je znazornéna rustova kiivka kmene Bifidobacterium longum CCM 4990.
Na rustové kiivce tohoto kmene je vidét, ze pfechod mezi exponencialni a stacionarni fazi
se nachazi mezi 6 a 8 hodinou rtstu. Maximalni hodnota namétené absorbance byla 1,213.
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Obrdzek 22: Riistova krivka kmene Bifidobacterium longum CCM 4990

U kmene Bifidobacterium adolescentis CCM 4987, nedochazelo ke zvySeni viability
po dobu 24 hodin, ani po né€kolika opakovanich, i pfes vytvofeni optimdlnich podminek
pro jeho rast.

Proto byl tento kmen jiz na zakladé ristové kiivky z dalSich analyz vyfazen jako nevhodny
pro nalezeni nejlepSi smési probiotickych bakterii pro déti. Jelikoz kmeny, které budou
do nejlepsi smési vybrany by mély, kromé jiz zminénych informaci v kapitole 5.2.2, idealné
mit co nejlepsi vlastnosti. Na zakladé ristovych kiivek bylo dale pracovano s kmeny po 10
hodinach kultivace v médiu.

5.3.2 Modelové traveni jednotlivych kmeni

Na zakladé rustovych kiivek stejné jako u rodu Lactobacillus, byly kmeny rodu
Bifidobacterium nakultivovany, tak aby se nachazely v horni ¢asti exponencialni faze. Kmeny
byly podrobeny modelovému traveni uvedenému v kapitole 4.6.3.3 VSechna méfeni byla
provedena tiikrat a z naméfenych hodnot byl vypocitan primér a smérodatna odchylka.
Ziskané hodnoty jsou uvedeny v tabulce 17.
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Tabulka 17: Modelové traveni kmenii z rodu Bifidobacterium

Pred travenim Po traveni Procento snizené
A | Primér | Po&et bungk A |Pramér|  Potet bundk viability [%6]
Bifidobacterium breve CCM 7825"
1,832 1,218
1,671 1,797 4,61-10°+2,49-108 | 1,214 | 1,234 |3,08-10° +7,03- 107 33,07 +2,80
1,888 1,271
Bifidobacterium bifidum CCM 3762
2,048 1,302
2,016 2,022 5,22-10°+5,12-107 | 1,362 | 1,358 |3,42-10°+1,21-108 34,47 £2,94
2,003 1,411
Bifidobacterium longum CCM 4990
1,524 1,233
1,573 1,551 3,94-10°+5,52-107 | 1,274 | 1,260 | 3,15-10° +5,11- 107 20,04 £0,38
1,557 1,272

V tabulce 17 je uvedeny pocet bun¢k pted a po traveni spoéitany na zakladé kalibra¢ni
zavislosti uvedené v kapitole 5.1. Z téchto hodnot bylo nasledné spoéitano procento poctu
bunék po traveni a procento o kolik se sniZila viabilita bunék ve srovnani se za¢atkem traveni.
Pro lepsi zndzornéni procenta snizeni viability bunék po traveni, byl sestrojen graf,
Viz obrazek 23.
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Obrdzek 23: Porovnani jednotlivych kmenii rodu Bifidobacterium po modelovém traveni

Z grafu je patrné, ze nejmens$i rozdil po traveni ma kmeny Bifidobacterium longum
CCM 4990. Snizeni viability po traveni tohoto kmene bylo o 11,14%. U kmene
Bifidobacterium breve CCM 7825" bylo zaznamenéano sniZeni viability bungk o 33,07 %
a u kmene Bifidobacteirum bifidum CCM 3762 0 34,47 %. Zde nebyl vybiran nejlepsi kmen.
Meéfenim bylo potvrzeno, ze rod Bifidiobacterium huie snasi velké zmény pH, ke kterym
béhem traveni dochazi, takze vyssi procento snizeni viability bun¢k oproti rodu Lactobacillus,
zde neni velkym ptekvapenim. Pfedevs§im s ohledem na pfipravu vhodné probiotické smési
pro détskou vyzivu, ve které byl kladen diraz na pfitomnost velkého podilu bunék z rodu
Bifidobacterium, byly vSechny tfi tyto kmeny vyuzivany v dalSich experimentech. Pficemz
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viabilita bun€k po traveni bude nasledné¢ zvysena, pravé piidanim do smési, nebo naslednou
enkapsulaci ¢i lyofilizaci.

5.4 Modelové traveni smési kmenua rodu Lactobacillus a Bifidobacterium

Na zaklad¢é méfeni, které jsSou popsany vyse V kapitolach 5.2 a 5.3, byly dale na experimenty
pouzity tyto Ctyfi kmeny: Lactobacillus casei CCM 4798, Bifidobacterium bifidum
CCM 3762, Bifidobacterium breve CCM 7825" a Bifidobacterium longum CCM 4990.
Vsechny kmeny z rodu Bifidobacterium mély daleko vyssi procento snizeni viability bunék
po pruchodu travicim traktem nez nejlepsi kmen z rodu Lactobacillus. Je to z divodu velké
zmény pH, jak jiz bylo zminéno vyse. Tyto Ctyfi kmeny byly proto nasledné¢ mezi sebou
miseny tak, aby vzdy u kazdé smési byly alespon dva kmeny z rodu Bifidobacterium. Byly
tedy sestaveny smési o ruzném slozeni kment z rodu Bifidobacterium. Nasledn¢ ke vSem
takto vytvofenym smésim byl piidan nejlepsi kmen z rodu Lactobacillus, tedy Lactobacillus
casei. Kmeny byly mezi sebou miseny z toho divody, abychom zjistili, zda je jejich tmrtnost
snizi nebo zvysi. Domnivame, se totiz, ze by kmeny spolu mohly spolupracovat, a tedy
V porovnani smési a ¢istych kment z rodu Bifidobacterium by méla byt 1épe zachovana jejich
viability po skonceni traveni. Na obrazku 24 je nazorng vidét 96 jamkova desticka po traveni
smesi.

Obrazek 24: 96 jamkova desticka po traveni smesi

Vysledné slozeni smési probiotik a jejich naméfené hodnoty absorbanci pied a po traveni
je uvedeno v tabulce 18. Vsechna méfeni byla provedena tiikrat a z naméfenych hodnot byl
vypoéitan praimér a smérodatna odchylka. Z naméfenych hodnot v tabulce 18 bychom mohli
smési probiotik sefadit podle procenta snizeni viabilty takto: 5, 1, 2, 4, 3, 8, 6, 7, kde smés
probiotik ¢islo 5 ma nejnizsi procento snizeni viability a smés probiotik Cislo 7 nejvyssi.
Pokud bychom porovnavaly smési probiotik s rodem Lactobacilllus a ¢isté smési probiotik
pouze srodem Bifidobacterium, tak ze smési probiotik s kmenem z rodu Lactobacillus je
na tom nejhife smes probiotik ¢. 6 s procentem snizeni viability 0 10,91 % a nejlépe vychazi
smés probiotik ¢. 5 s procentem sniZeni viability 0 pouhych 3,37 %. U smési probiotik pouze
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Cist¢ s rodem Bifidobacterium vychazi nejhiie smés probiotik ¢. 7 s procentem snizeni
viability 0 15,23 % a nejlépe smés probiotik ¢. 1 0 7,88 %.
Pro lep$i znazornéni byl vytvoren graf, viz obrazek 25.
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Cislo smési
Obrazek 25: Porovnani jednotlivych smési po modelovém traveni
V grafu je vidét, ze smés probiotik ¢. 5, tedy ta, ktera ma nejnizs$i procento snizeni

cv v

V porovnani vSech smési probiotik se samostatnymi kmeny zrodu Bifidobacterium,
uvedenych v tabulce 17, vysla pozitivné naSe domnénka, ze by spolu kmeny probiotik mohly
spolupracovat, jelikoz vSechny smési probiotik vysly v porovnani s procentem snizeni
probiotik bylo u Bifidobacterium longum CCM 4990, a to o 20,04 %. Tato hodnota je vsak
pofad vyssi i v porovnani s nejvy$§im procentem snizeni viability u smési probiotik. Nejvyssi
hodnota u smési probiotik vysla u smési ¢. 7 a to 15,23 % snizeni viability.
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Tabulka 18: Modelové traveni smési

Pred travenim

Po traveni

Procento sniZeni

C.s SloZeni smési S
A Prumér Pocet bunék A Prumér Pocet bunék viability [%]
Bifidobacterium breve 1,932 1,852
1 olfidobacterium breve, 77 9767 1 979 507-10°+8,29-107 | 1,773 | 1,822 4,67-10% + 9,46 107 7,88 + 2,58
Bifidobacterium bifidum
2,007 1,841
Bifidobacterium breve 1,800 1,632
2 lTidobacter - [1,753 | 1,787 4,58-10°+6,65-107 | 1,648 | 1,637 4,17-10° + 2,04- 107 8,87+ 1,78
Bifidobacterium longum
1,809 1,632
e . e 2,001 1,878
g | Bifidobacterium bifidum, =99/ 5505 | 516.10941,77-107 | 1,748 | 1,806 | 4,63 10° + 1,46- 108 10,27 +2,77
Bifidobacterium longum
2,010 1,792
Bifidobacterium breve, | 1,971 1,750
4 Bifidobacterium bifidum, | 1,962 | 1,954 5,03- 10° +4,89- 107 1,801 | 1,781 4.56-10° + 6,06+ 107 9,29 + 1,84
Lactobacillus casei 1,929 1,793
Bifidobacterium breve, 1,378 1,273
5 Bifidobacterium longum, | 1,410 | 1,402 3,54-10° + 4,68- 107 1,394 | 1,358 3,42-10° +1,63- 108 3,37 +£3,38
Lactobacillus casei 1,418 1,407
Bifidobacterium bifidum, | 2,046 1,794
6 Bifidobacterium longum, | 2,013 | 2,029 5,23- 107 + 3,65- 107 1,881 | 1,818 4,66- 10° + 1,22- 108 10,91 + 2,84
Lactobacillus casei 2,028 1,779
Bifidobacterium breve, | 2,057 1,709
7 Bifidobacterium bifidum, | 2,016 | 2,042 5,27-10° + 5,00- 107 1,780 | 1,746 4,47-10° + 7,86- 107 15,23 +£2,24
Bifidobacterium longum | 2 053 1,748
Si_fidobacte_rium .b(eve, 1,990 1,768
g | Bifidobacteriumbifidum, %y 617 1 969 | 507.109+652:107 | 1,768 | 1768 | 453 107+ 1,28 10° 10,73+ 1,13
Bifidobacterium longum,
Lactobacillus casei 1,935 1,767
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Pro lepsi znazornéni byl sestaven graf, viz obrazek 26, kde je znazornéna po traveni
jednotlivych kment z rodu Bifidobacterium a smési probiotik. Hrani¢ni ¢ara urcuje hranici,
kterd je dana hodnotou nejniz§iho procenta snizeni viability u rodu Bifidobacterium,
ato 020,04 %. Ta nazorn¢ ukazuje fakt, Ze u smési probiotik bylo, diky spolupraci
jednotlivych kment, daleko nizsi procento snizeni viability.
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N |
(=
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? A 'ﬁ\f‘&ﬁ w‘*"’gu
Cislo smési / kmeny B- B

Obrdzek 26. Porovnani procenta snizeni viability po traveni smési a jednotlivych kmenii z rodu
Bifidobacterium

5.5 Vliv enkapuslace a lyofilizace na viabilitu probiotickych bakterii

V dalsi casti prace bylo provedeno modelové traveni u lyofilizovanych algindtovych ¢astic
s enkapsulovanymi probiotickymi bunkami, které bylo srovnano s modelovym travenim
neenkapsulovanych probiotickych bunék. Enkapsulace probiotickych bunck byla provedena
do alginatovych c¢astic dle postupu uvedeného v kapitole 4.6.11.1. Testovani bylo provedeno
pouze pro kmen Bifidobacterium breve CCM 7825".

Stanoveni poctu bun¢k pfed a po traveni bylo v tomto pfipadé provedeno nepfimym
stanovenim, tedy kultiva¢ni metodou dle postupu uvedeného v kapitole 4.6.4. Vsechna
méfeni byla provedena tfikrat a z naméfenych hodnot byl vypoc€itdn primér a smérodatna
odchylka.

Ziskané hodnoty jsou uvedeny v nasledujici tabulce 17. Pfed vlastnim provedenim
modelového traveni u enkapsulovanych bunék byly lyofilizované alginatovych ¢astic nejprve
rehydratovany.
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Tabulka 19: Srovndni modelové trdaveni neenkapsulované a enkapsulované varianty kmene
Bifidobacterium breve CCM 7825"

Pocet bunék pred travenim Pocet bunék po traveni Procento sniZené viability [%o]

Bifidobacterium breve CCM 7825"

4,61-10° £2,49- 108 3,08- 102 + 7,03- 107 33,07 2,80

Bifidobacterium breve CCM 7825' enkapsulovany do alginatovych &astic s naslednou lyofilizaci
2,39-10° + 4,33 107 2,08-10° + 4,21 107 12,96 + 1,76

Dle dosazenych vysledkl lze potvrdit i nds dalsi predpoklad, a to ten, Zze enkapsulaci
Ize vyznamné zvysit viabilitu bunék rodu Bifidobacterium po prichodu travicim traktem.

5.6 Vliv Fas a sinic na viabilitu probiotickych bakterii

Z rustovych kiivek z postupu uvedeného v kapitole 4.6.3.4 a pomoci kalibra¢ni zavislosti
z kapitoly 5.1 byly sestrojeny dva grafy, viz obrazek 27 a obrazek 28. Sledovan byl
antimikrobidlni Uc¢inek testovanych fas a sinic na probiotické buiiky. Tato zavislost byla
testovana z divodu mozného piidavani téchto komponent do probiotickych preparati
pfipravovanych k senzorické analyze, kdy bylo nutné¢ ovéfit, zda nebude negativné
ovlivnéna viabilita pouzitych probiotickych bunék. VSechna méfeni byla provedena tiikrat
a z namétenych hodnot byl vypocitan primér a smérodatna odchylka.

Na obrazku 27 je vidét vliv fas a sinic na kmen Lactobacillus casei CCM 4798. Hrani¢ni
¢ara nam ukazuje maximalni pocet bun¢k, kterého bylo dosazeno kultivaci bez pridavku
testovanych vzorkt. V porovnani blanku s kultivacemi s extrakty z fas a sinic mizeme fici,
Ze pouzité fasy a siniCe nevykazuji negativni vliv na viabilitu probiotického kmene, i kdyz
maji potencialné antimikrobialni G¢inek [59]. V ptipadé extrakti Chlorelly a Arame, kdy oba
tyto extrakty byly 10krat ziedény, byla v dob&é ukonéeni méfeni ve Srovnani s kontrolou
stanovena niz§i koncentrace bunék. Ob¢ ristové kiivky se vSak stdle jeSté nachazely
Vv exponencialni fazi rustu. Lze tedy pfedpokladat, ze probiotické bakterie byly pouze slabé
inhibovany a jejich rast byl pouze malinko zpomalen. Naopak u pouziti koncentrovanéjsich
extrakti bylo vesrovnani s kontrolni kultivaci zaznamenano zvySeni koncentrace
probiotickych bun¢k. Tento fakt mohl byt zptsoben vyuzitim aktivnich latek extraktu
probiotickou kulturou.

53



5,00E+09 il ¥ N
Hranicni cara

Pocet bunék

4,00E+09 3
3,00E+09
2,00E+09
1,00E+09
0,00E+00 ==
oF

z
& o L Y T
4 Z$ 'S'~$ 4 ESE -Ts-b J*GSE ..-;b‘} St i 'i'd& E-Sb k‘.& J‘_E-Su
. A A

(P? . o i >
p @ 4 & 4 el &
& e e Ay _§~ ‘&1 ' &7 ¢-'p Al " &
& A 4 A 4 4 4
é’b K. K K. K K &
W & > & & B A
W o & & " 3
-\P{ . {S‘ ‘35‘4’ . N? o &\
o R ' & -

Obrazek 27: Vv fas a sinic na Lactobacillus casei

Na obrazku 28 je vidét vliv fas a sinic na kmen Bifidobacterium breve CCM 7825,
Vsechna meétfeni byla provedena tfikrdt a z naméfenych hodnot byl vypocitdn primér
a smérodatna odchylka. I zde nam hrani¢ni ¢ara ukazuje maximalni pocet bungk, kterého bylo
dosazeno v kontrolni kultivaci. V porovnani blanku s extrakty z fas a sinic mtizeme tvrdit, ze
pouzité fasy a sinice zde opét nevykazuji negativni vliv na viabilitu testovaného probiotického
kmene. V piipadé extraktu Kombu, ktery byl 10krat ziedén, bylo zaznamenano zpomaleni
rastu stejné, jak tomu bylo u kmene Lactobacillus casei. V grafu je, kromé¢ Arame a Hijiki,
opét videt trend pozorovany v predchozim ptipadé, kdy byl vétsi nartst probiotickych bunék
zaznamenan u extraktG svyS$§i koncentraci aktivnich latek. OvSem v porovnani
s kmenem Lactobacillus casei, zde neni celkovy nardst bunék tak vysoky.
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Obrazek 28: Vliv ras a sinic na Bifidobacterium breve
Na zékladé obou grafii, mizeme teda tvrdit, Ze vSechny pouzité fasy a sinice, nemaji
na probiotické bakterie antimikrobialni ucinek a ve vétSiné piipadd maji na jejich rust
pozitivni Vliv. Lze, je tedy pouzit do probiotickych doplnki stravy.
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5.7 Stanoveni koncentrace a ¢istoty bakterialni DNA spektrofotometricky

Na piistroji NanoDrop 2000 byla proméfena absorbance vyizolované DNA, dle postupu
uvedeného Vv kapitole 4.6.8, v rozmezi vlnovych délek 220-280 nm. Vysledky stanoveni
pro jednotlivé smési a kment probiotickych bakterii jsou uvedeny v tabulce 19. Pismenka a,
b, ¢ znaCi opakovani. Pokud pomér A2e60280 nm vySel Vrozmezi 1,8-2,0, byl povazovan
za Cistou DNA, pomér vyss$i nez 2,0 znacil znecisténi RNA. Nizsi hodnota nez cca 1,8
indikovala znecisténi proteiny. Z tabulky 20 vyplyva, ze ani jeden ze vzorki nebyl znecistén
proteiny.

Tabulka 20: Spekerofotometrické stanoveni DNA

CbNA CbNA
Vz. Acsonm | Agonm | A260/280 nm [ng/ul] Vz. Acsonm | Azgonm | A260/280 nm [ng/ul]
la 1,502 0,745 2,02 75,1 7a 4,559 2,543 1,79 2279

1b 2,498 | 1,224 2,04 1249 7b 3,663 | 1,984 1,85 183,1
1c 2,425 | 1,255 1,93 1213 7c 2,389 | 1,283 1,86 1194

2a 1,999 | 1,022 1,96 100,0 8a 1,987 | 0,996 1,99 99,3
2b 1,984 | 1,014 1,96 99,2 8b 2,695 | 1,381 1,95 134,7
2c 1,673 | 0,902 1,86 83,6 8c 2,459 | 1,216 2,02 1229

3b 3,129 | 1518 2,06 156,4 9a 6,879 | 3,361 2,05 277,0
3c 2,330 | 1,179 1,98 116,5 9b 5539 | 2,772 2,00 183,2
4a 2,357 | 1,272 1,85 117,9 9c 3,663 | 1,760 2,08 343,9

4b 1,947 | 0,981 1,98 97,4 10a 5,409 | 2,606 2,08 270,5
4c 1,895 | 0,956 1,98 94,8 10b 6,801 | 3,337 2,04 340,0
5a 1,690 | 0,928 1,82 84,5 10c 7,236 | 3,626 2,00 361,8
5b 2,223 | 1,138 1,95 1111 1la 5099 | 2,442 2,09 255,0
5¢c 1,966 | 1,034 1,90 98,3 11b 5279 | 2,579 2,05 264,0

6a 2517 | 1291 1,95 1259 11c 4,235 | 2,059 2,06 2117
6b 2,302 | 1,127 2,04 115,1 12a 5106 | 2,584 1,98 255,3

12b 4,867 | 2,386 2,04 243,4
o 2537 | 1,283 198 126.9 12c 2,615 | 1321 1,98 130,7

5.8 PCR Vv realném c¢ase

Vyizolovana DNA smési probiotik a jednotlivych kment z kapitol 4.6.6 a 4.6.7, byla ptidana
do smési pro PCR, viz tabulka 10 a tabulka 11, a byla provedena PCR podle kapitoly 4.6.9.

5.8.1 Prokazani pritomnosti DNA domény Bacteria metodou PCR

Purifikovana DNA E.coli byla vyfedéna desitkovym fedénim TE pufrem na koncentrace
vrozmezi od 0,001 ng/ul do 100 ng/ul. Takto ziedéna DNA byla pouzita pro sestrojeni
kalibracni ktivky. Nasledn€¢ byla provedena PCR s primery specifickymi pro doménu
Bacteria. Pomoci kalibra¢ni kiivky byla urCena koncentrace DNA vyizolované z Cistych
kultur kment Lactobacillus casei CCM 4798, Bifidobacterium bifidum CCM 3762,
Bifidobacterium breve CCM 7825" a Bifidobacterium longum subsp. infantis CCM 4990.
Kalibra¢ni kiivka standardi E.coli je na obrazku 30. Namétené amplifikacni kiivky jsou
znazornény na obrazku 29.
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Obrazek 29: Kalibracni zavislost E.coli

Z parametrii uvedenych na obrazku 29 byla sestrojena rovnice: y =M -x + B, kde M
urc¢uje sklon a B prisecik. Z této rovnice po dosazeni parametrii byly spocitany jednotlivé
koncentrace DNA, uvedené v tabulce 21. Jelikoz byly pouzity nafedéné vzorky pro méfeni,
koncentrace byla vyndsobena ptivodnim zfedénim. Tyto koncentrace byly nasledné pouzity
pro vytvoteni jednotlivych kalibracnich zavislosti pro rodoveé specifické PCR a poté
i pro specifickou PCR jednotlivych druhd.

Tabulka 21: Spocitané koncentrace DNA odpovidajici specifické sekvenci domény Bacteria
pro jednotlivé kmeny (neziedené)

Spocitana Spocitana Spoditana
Vzorek | C; | koncentrace | Vzorek Cr koncentrace Vzorek Cr koncentrace

ng/ul ng/ul ng/ul
9a 23,24 0,7312 10c 18,29 25,2100 12b 23,78 0,3501
%9a 23,65 0,5476 10c 21,20 3,2436 12b 23,66 0,3804
9a 23,39 0,6578 10c 20,31 6,0861 12b 23,67 0,3758
9b 18,11 14,0361 1la 15,32 142,2421 12¢ 23,02 0,3090
9b 18,13 13,9253 1la 18,56 14,5261 12¢c 23,43 0,2305
9b 19,03 7,3489 1la 19,83 5,9290 12¢c 22,63 0,4068
9c 15,44 142,2923 11b 19,48 7,8842
9c | 17,25| 39,8684 1b | 1622 | 782345 | 100ng/ml | 1165 77,3263
9c 13,48 566,2990 11b 17,68 27,9019 100 ng/ul 11,5 85,4337
10a 16,27 77,6524 11c 19,03 8,5985 100 ng/ul 11,4 92,2524
10a 16,57 62,6737 11c 18,46 12,8362 10 ng/nl 14,01 14,6431
10a 17,31 37,1056 11c 20,69 2,6564 1 ng/pl 17,23 1,5162
10b 22,81 0,9768 12a 22,92 0,6746 0,1 ng/ul | 21,04 0,1032
10b 21,44 2,5740 12a 21,55 1,7711 0,01 ng/ul | 24,86 0,007
10b 21,07 3,3231 12a 21,30 2,0998 0,001 ng/ul | 27,58 0,001

Pro zjisténi velikosti produktd byla provedena agarosova gelova elektroforéza, podle
postupu uvedeného V kapitole 4.6.10. V obou piipadech, uvedenych na obrazku 30
a na obrazku 31, byla velikost produktt 466 bp. Byly detekovany produkty PCR 0 velmi silné
intenzité. Intenzita detekovanych produkti pro jednotlivé kmeny a kalibra¢ni zavislost je
uvedena v tabulce 22 a v tabulce 23.
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Obrazek 30: Agarosova gelova elektroforéza produktii PCR, kalibracni zavislost E.coli, specifickych
pro doménu Bacteria

Tabulka 22: Vyhodnoceni produktii PCR specifickych pro doménu Bacteria z agarosového gelu,
kalibracni zavislost E.coli (- nedetekovino, PCR produkt: +++ silné intenzity)

Béh Produkt | Béh Produkt | Béh Produkt

& DNA PcR | & | PNA 1 pcr | & | PNA | bR

1 D'\élegt%rF‘)‘;a” i 8 | Olngul | +++ | 15 | 10ngul | +++

2 0,001 ng/pl +++ 9 | 0lng/ul | +++ 16 | 10 ng/ul +++

3 0,001 ng/pl +++ 10 | O,1ng/ul | +++ 17 | 100 ng/ul | +++

4 0,001 ng/pul +++ 11 1 ng/ul +++ 18 | 100 ng/ul +++

5 0,01 ng/ul +++ 12 | L1nghl 4+ 19 | 100 ng/ul | +++

6 0,01 ng/pl +++ 13 1 ng/ul +++ 20 NK i

7 0,01 ng/ul +++ 14 10 ng/pl +++

10 11 12 13 94 15 18 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 8

1000 bp

v

YYVYVVVYVIVVIIVYVY VYV - YYNgYYIYY Y. -

100 bp

Obrazek 31: Agarosova gelova elektroforéza produktit PCR, jednotlivych, samostatnych kmenii,
specifickych pro doménu Bacteria
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Tabulka 23: Vyhodnoceni produktit PCR specifickych pro doménu Bacteria z agarosového gelu,
samostatné kmeny (- nedetekovano, PCR produkt: +++ silné intenzity)

Béh Produkt | Béh Produkt | Béh Produkt
| BNA PCR | & RN PCR | & PV PCR
1 12¢c +++ 14 11b +++ 27 10a +++
2 12c +++ 15 11b +++ 28 10a +++
3 12¢ +++ 16 1la +++ 29 9c +++
4 12b +++ 17 11a +++ 30 9c +++
5 12b +++ 18 1l1a +++ 31 9c +++

DNA standart

6 12b +++ 19 (100 bp) - 32 9b +++
7 12a +++ 20 10c +++ 33 9b +++
8 12a +++ 21 10c +++ 34 9b +++
9 12a +++ 22 10c +++ 35 %9a +++
10 11c +++ 23 10b +++ 36 9a +++
11 11c +++ 24 10b +++ 37 9a +++
12 11c +++ 25 10b +++

13 112 +++ 26 10a +++ 38 NK i

Dale byla provedena PCR na prokazani piitomnosti DNA domény Bacteria pro netedéné
vzorky jednotlivych kmend a jednotlivych smési probiotik. Velikost produkti byla 466 bp,
viz obrazek 32. U vSech vzorki byla detekovana silna intenzita produkti PCR specifickych
pro doménu Bacteria, viz tabulka 24.

6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

Obrazek 32: Agarosova gelova elektroforéza produktit PCR, samostatnych kmenii i smési, specifickych
pro doménu Bacteria
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Tabulka 24: Vyhodnoceni produktii PCR specifickych pro doménu Bacteria z agarosového gelu,
Jjednotlivé smési (- nedetekovano, PCR produkt: +++ silné intenzity)

Béh Produkt | Béh Produkt | Béh Produkt
| BNA PCR | & RN PCR | & PV PCR
1 12¢ +++ 14 8b +++ 27 4b +++
2 12b +++ 15 8a +++ 28 4a +++
3 12a +++ 16 7c +++ 29 3c +++
4 11c +++ 17 7b +++ 30 3b +++
5 11b +++ 18 Ta +++ 31 2¢C +++

DNA standart

6 11a +++ 19 (100 bp) - 32 2b +++
7 10c +++ 20 6c +++ 33 2a +++
8 10b +++ 21 6b +++ 34 lc +++
9 10a +++ 22 6a +++ 35 1b +++
10 9c +++ | 23 5¢ +++ | 36 1a A
11 9% +++ 24 5b +++

12 %a +++ 25 5a +++ 37 NK i
13 8c +++ 26 4c +++

V jednotlivych smésich i v jednotlivych kmenech byla prokazana pfitomnost bakterialni
DNA. Obrazek 33 zobrazuje amplifika¢ni kfivky. Ct je oznaceni pro tzv. ,.threshold cycle*
¢ koncentrace DNA, tim vyssi je hodnota Ct. Pokud je tedy
hodnota Cr piili§ velika, amplifikaéni kiivka nestihne v ramci 30 cykld dosahnout 100%
intenzity fluorescence. Sklon amplifikaénich kiivek je vé&tsi, coz zpusobuje snizeni
korela¢niho koeficientu pfi vypoctu koncentrace DNA.

(cyklus prahu). Cim n

cv v

1781 j
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Obrazek 33: Amplifikacni kiivky kalibracni kiiivky E.coli a jednotlivych kmeni
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5.8.2 Prokazani piitomnosti DNA rodu Lactobacillus metodou PCR

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky pro PCR specifickou pro rod Lactobacillus byl vybran vzorek
DNA 12a (Lactobacillus casei CCM 4798). DNA byla zfedéna desitkovym fedénim
TE pufrem na koncentrace v rozmezi od 0,01 do 1 ng/ul a pfidana do smési PCR. Namétenou
kalibra¢ni zavislost 1ze vidét na obrazku 34.

“', ; Parametry:
L T e ettt L R=0,99952
i | R*2=0,99905
24 ] | M=-4,555
P | B=18,232
i S —— S OO Utinnost =0,66
20 _____________________________________________________________________________________
184 4
10 10 10
Koncentrace

Obrazek 34: Kalibracni zavislost rodu Lactobacillus

Byla sestrojena rovnice: y = M - x + B. Na zaklad¢ této rovnice byla vypocitana pivodni
koncentrace DNA ve smési probiotik ptidané do PCR smési, ktera odpovida specifické
sekvenci rodu Lactobacillus, viz tabulka 25.

Tabulka 25: Spocitand koncentrace DNA odpovidajici specifické sekvenci rodu Lactobacillus
ve vzorcich smési probiotik

Vzore Ct Spocitana koncentrace Vzorek Ct Spocitana koncentrace

k ng/pl ng/pl

la - - 6a 26,15 0,018 3+0,000 5
1b - - 6b 25,50 0,025 3+0,000 7
1c - - 6c 25,63 0,023 8 + 0,000 6
2a - - 7a - -

2b - - 7b - -

2¢C - - 7c - -

3b - - 8a 25,86 0,021 2+0,000 7
3c - - 8b 26,20 0,017 8+ 0,000 6
4a 26,34 0,016 6 + 0,000 5 8c 27,64 0,008 6 + 0,000 2
4b 26,55 0,014 9+ 0,000 4 kal 1 18,21 1,010 7+ 0,028 1
4c 26,38 0,016 2 £ 0,000 4 kal 1 18,15 1,039 7+ 0,029 9
5a 27,08 0,011 4+0,000 3 kal 0,1 22,98 0,090 6 + 0,002 5
5b 26,79 0,013 2+0,000 3 kal 0,01 27,25 0,010 5+ 0,000 2
5C 26,64 0,014 240,000 4 NK - -

Dle vysledki PCR nebyla ve vzorcich 1a az 3c a 7a az 7¢ detekovana ptitomnost bakterii
rodu Lactobacillus, coz je v souladu s tabulkou 18, kde je uvedeno slozeni smési bakterialnich
kultur. Do vzorkl la az 3c a 7a az 7c nebyla ptidana bakterialni kultura Lactobacillus casei
CCM 4798. Tabulka 24 ukazuje, ze ve vzorcich la az 3c a 7a az 7c, nebyla urcena zadna
koncentrace rodu Lactobacillus. Pokud tuto informaci porovname s tabulkou 18, ve které je
uvedeno slozeni smési, dojdeme k zavéru, Ze v téchto vzorcich spravné nemuze byt spocitana
koncentrace rodu Lactobacillus, nebot' v téchto vzorcich se kmen Lactobacillus casei
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CCM 4798 nenachazi. Slozeni smési i zvoleny teplotni program byl spravny. Jednotlivé
vzorky spolu s intenzitou popisuje tabulka 26. Z agarosové gelové elektroforézy, viz obrazek
35, je vidét, ze vzorky, které neobsahuji rod Lactobacillus, nevykazuji zadnou intenzitu
vyhodnocenych produkti PCR specifickych pro rod Lactobacillus. Velikost produkti byla
92 bp.

1 23 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 1819 20 21 22 23 24 2526 27 28 29 3031 32 33 34 35

500 bp

100 bp

92 bp “. o

Obrazek 35: Agarosova gelova elektroforéza produktit PCR, vzorkit smési, specifickych pro rod
Lactobacillus

Tabulka 26: Vyhodnoceni produktit PCR specifickych pro rod Lactobacillus z agarosového gelu,
Jednotlivé smési (- nedetekoviano, PCR produkt: + slabé, ++ stiedni, +++ silné intenzity)

Béh Produkt | Béh Produkt | Béh Produkt
&, DNA PCR | & DNA PCR | & DNA PCR
1 1 ng/ul +++ 13 1c - 25 5¢c +++
2 1 ng/ul +++ 14 2a - 26 6a +++
3 0,1 ng/ul +++ 15 2b - 27 6b +++
4 0,1 ng/ul +++ 16 2c - 28 6c +++
5 0,01 ng/pl +++ 17 Dl\é,ﬁ)gt%r;c)iart - 29 7a -

6 0,01 ng/ul +++ 18 3b - 30 7b -
7 0,001 ng/ul +++ 19 3c - 31 7c -
8 0,001 ng/ul +++ 20 4a +++ 32 8a +++
9 | 0,0001 ng/ul + 21 4b +++ 33 8b +++
10 | 0,0001 ng/ul + 22 4¢ +++ 34 8c +++
11 la - 23 5a +++

12 1b - 24 5b ot 3 NK i

Obrazek 36 zobrazuje amplifika¢ni kiivky pro rod Lactobacillus. Sklon amplifika¢nich
kiivek je vétsi, coZ zplsobuje sniZeni korela¢niho koeficientu pii vypoctu koncentrace DNA.
Obrazek 37 znazoriuje analyzu kiivek tani. Melt analyza slouzi pro potvrzeni piitomnosti
bakterialni DNA rodu Lactobacillus a vylouceni mozné kontaminace PCR smési. Tyto kiivky
potvrzuji pritomnost DNA z rodu Lactobacillus. Teplota tani specifickych produkti PCR byla
urcena na 82,91 °C.
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Obrazek 36: Amplifikacni kiivky kalibracni kiivky pro rod Lactobacillus a jednotlivych vzorkii smési probiotik
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Intenzita fluorescence (druha derivace)
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Obrazek 37: Melt analyza DNA pro rod Lactobacillus (Tm = 82,91 °C)
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5.8.3 Prokazani piitomnosti DNA rodu Bifidobacterium metodou PCR

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky pro PCR specifickou pro rod Bifidobacterium byl vybran
vzorek DNA 9b (Bifidobacterium breve CCM 7825"). DNA byla zfedéna desitkovym
fedénim TE pufrem na koncentrace v rozmezi od 0, 1 do 10 ng/ul a pfidana do smési PCR.
Nameéftenou kalibraéni zavislost Ize vidét na obrazku 38.

3

22 -| Parametry
‘ ' R=0,99563
Bllffe~suensasnsusnsdensy iRt T S I ST R S O TR
v ' M=-5654
e | '| B=27,271
Ol i i i i A o i A W - mnm-—m---| Utinnost=0,50
B e it s e W S e W bt gt it IR T
. e e TR b mmmmmm e m e o STl -
-10 10 10

Koncentrace
Obrazek 38: Kalibracni zavislost rodu Bifidobacterium

Byla sestrojena rovnice: y = M - x + B. Na zaklad¢ této rovnice byla vypocitana pivodni
koncentrace DNA ve smési probiotik pfidané do PCR smési, kterd odpovida specifické
sekvenci rodu Bifidobacterium, viz tabulka 27.

Tabulka 27: Spocitand koncentrace DNA odpovidajici specifické sekvenci rodu Bifidobacterium
ve vzorcich smési probiotik

Vzorek Ct Spocditana koncentrace Vzorek Ct Spocditana koncentrace
ng/pl ng/pl

la 25,21 15,040 7 £ 0,601 6 6a 26,70 14,618 5+0,397 5
1b 23,66 49,9895+ 1,428 6 6b 25,94 18,076 1 + 0,526 8
1c 22,34 83,049 8 +£2,290 9 6c 26,61 15,3034 +0,428 0
2a 24,89 23,7555+ 0,853 7 7a 24,14 77,9799+20223
2b 24,54 27,1275+ 0,895 6 7b 24,69 49,5776 +1,516 7
2¢C 24,94 19,022 7+0,760 9 7c 23,94 42,4888 +1,164 1
3b 27,45 13,616 7+0,540 1 8a 23,21 46,6387 +1,3100
3c 25,83 19,1381 +0,764 7 8b 22,29 94,713 4 + 2,450 6
4a 24,46 33,9302+0,932 8 8c 22,55 88,3184 +2,292 8
4b 21,22 102,896 0 + 2,058 0 kal 10 21,31 11,3205+0,3145
4c 24,77 23,4735+ 0,674 4 kal 1 27,88 0,780 3+0,022 3
5a 24,07 27,406 3+0,756 9 kal 0,1 32,62 0,1132+0,003 1
5b 23,69 435428 +1,116 4 NK - -

5C 24,56 26,632 2 +0,809 7 NK - -

DNA nalezici do rodu Bifidobacterium byla identifikovana ve vSech vzorcich PCR
Vv realném case i detekci produktii PCR agarosovou gelovou elektroforézou, kde byla u vSech
vzorki identifikovana silnd intenzita PCR produktt pro rod Bifidobacterium, viz obrazek 39
a tabulka 28. Vzorky 1 a 2 nebyly detekovany, protoze koncentrace DNA piitomné v PCR
smési byla pfilis nizka na to, aby byla amplifikovana. Velikost produkti byla 523 bp.
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B 9 10 11 12 13 14 15 17 18 19 20 21 22 23 24 26 26 27 28 29 30 31 32 33 4

Obrdzek 39: Agarosova gelova elektroforéza produktit PCR, jednotlivych smési, specifickych pro rod
Bifidobacterium

Tabulka 28: Vyhodnoceni produktii PCR specifickych pro rod Bifidobacteirum z agarosového gelu,
Jjednotlivé smési (- nedetekovano, PCR produkt: + slabé, ++ stiedni, +++ silné intenzity)

Béh Produkt | Béh Produkt | Béh Produkt
¢ | DNA PCR | & DINA PCR | & DINA PCR
1 | 0,001 ng/ul - 13 2a +++ 25 6a +++
2 0,01 ng/ul ++ 14 2b +++ 26 6b +++
3 | 0,01 ng/ul ++ 15 2c +++ 27 6C +++
4 | Odngpl | +++ | 16 D“éﬁ)gtma” . 28 7a bt
5 | 0,1ng/yl +++ 17 3b +++ 29 7b +++
6 1 ng/ul +++ 18 3c +++ 30 7c +++
7 1 ng/ul +++ 19 4a +++ 31 8a +++
8 10 ng/pl +++ 20 4b +++ 32 8b +++
9 10 ng/pl +++ 21 4c +++ 33 8c +++
10 la +++ 22 5a +++
11 1b +++ 23 5b +++ 34 NK -
12 1c +++ 24 5c +++

Obrazek 40 znazornuje amplifikaéni kiivky pro rod Bifidobacterium. Zde neni patrny sklon
amplifikac¢nich kifivek, tudiZz nedochdzi k ovlivnéni korela¢niho koeficientu pii vypoctu
koncentrace DNA. Obrazek 41 zobrazuje analyzu kiivek tani. Tyto kiivky potvrzuji
ptitomnost DNA z rodu Bifidobacterium. Teplota tani specifickych produkti PCR byla uréena
na 91,48 °C.
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Obrazek 40: Amplifikacni kifivky kalibracni kiiivky pro rod Bifidobacterium a jednotlivych vzorkii smési probiotik
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Intenzita fluorescence (druha derivace)
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Obrazek 41: Melt analyza DNA pro rod Bifidobacterium (Tm = 91,48 °C)
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5.8.4 Druhové specificka PCR pro druh Bifidobacterium breve

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky pro PCR specifickou pro druh Bifidobacterium breve byl
vybran vzorek DNA 9b (Bifidobacterium breve CCM 7825"). DNA byla ziedéna desitkovym
fedénim TE pufrem na koncentrace v rozmezi od 0,1 do 10 ng/ul a pfidana do smési PCR.
Nameétenou kalibra¢ni zavislost 1ze vidét na obrazku 42.

" Parametry:
304 “| R=0,99951
R"2=0,99502
i | M=-5,330
— 26 ______________________________________________________________ 8?25,983
o Utinnost =0,54
T R B I S I S e S ) S B S B e R P P PP S T S RS TR S &Iy
22": “““““““““““““““““““““ :"““““““““"“"“‘“" “"“““‘T‘
1 1¢ 1d
Koncentrace

Obrizek 42: Kalibracni zavislost Bifidobacterium breve CCM 7825"

Byla sestrojena rovnice: y = M - x + B. Na zaklad¢ této rovnice byla vypocitana pivodni
koncentrace DNA pfidané do PCR smési, ktera odpovida specifické sekvenci druhu
Bifidobacterium breve, viz tabulka 29.

Tabulka 29: Spocitand koncentrace DNA odpovidajici specifické sekvenci druhu Bifidobacterium
breve ve vzorcich smési probiotik

Vzore Ct Spocitana koncentrace Vzorek Ct Spocitana koncentrace

k ng/pl ng/pl

la 24,17 2,188 9+ 0,062 3 6a - -

1b 22,12 5,294 9+0,146 9 6b 32,41 0,062 2+0,0015
1c 24,28 2,0851+0,0565 6¢ - -

2a 24,43 1,958 6 + 0,059 9 7a 23,71 2,667 0+0,074 6
2b 24,61 1,805 9 + 0,062 5 7b 24,89 1,602 9+ 0,044 2
2c 24,81 1,657 9+ 0,047 4 7c 24,02 2,3351+0,064 3
3b - - 8a 23,26 3,243 1+0,088 6
3c - - 8b 23,02 3,594 0+ 0,099 7
4a 20,53 10,553 8 + 0,587 9 8c 23,11 3,454 1+ 0,095 8
4b 24,71 1,7338+ 0,039 3 kal 10 20,56 10,4245+0,324 4
4c 23,97 2,380 7+0,078 2 kal 1 26,18 0,9202+0,0256
5a 23,88 2,4811+£0,0724 kal 0,1 31,22 0,104 2+0,002 9
5b 23,24 3,2771+0,0011 NK - -

5¢c 24,14 2,2194+0,0616 NK - -

Dle vysledkit PCR byl kmen Bifidobacterium breve CCM 7825 identifikovany ve viech
vzorcich, ve kterych mél tento kmen byt v souladu s tabulkou 18. Ve vzorku 6 mizeme fict,
7e vtomto vzorku se kmen Bifidobacterium breve CCM 7825 nevyskytuje, protoze byla
pfitomnost DNA kmene Bifidobacterium breve CCM 7825 identifikovéana jen v jednom (6b)
ze tii opakovani a jednalo se tedy s nejvyssi pravdépodobnosti o kontaminaci. Z agarosové
gelové elektroforézy, viz obrazek 43, je vidét, Ze vzorky, které neobsahuji kmen
Bifidobacterium breve CCM 7825, nevykazuji témé&f Zadnou intenzitu vyhodnocenych
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produktti PCR specifickych pro kmen Bifidobacterium breve CCM 7825", viz tabulka 30.
Velikost produkti byla 288 bp.

4 § 6 7 8 9% 10 11 12 13 14 15 16 17 18 15 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

1 000 bp

"vvvvvvvvvv VU"" * WYwVv , 28abp

100 bp

Obrazek 43: Agarosova gelova elektroforéza produktit PCR, jednotlivych smési, specifickych pro druh
Bifidobacterium breve

Tabulka 30: Vyhodnoceni produktit PCR specifickych pro druh Bifidobacterium breve z agarosového
gelu, jednotlivé smési (- nedetekovano, PCR produkt: + slabé, ++ stiedni, +++ silné intenzity)

Béh Produkt | Béh Produkt | Béh Produkt
¢ | DNA PCR | & DNA PCR | & DNA PCR
1 | 0,001 ng/ul - 13 1c +++ 25 5b +++
2 | 0,001 ng/ul - 14 2a +++ 26 5c +++
3 0,01 ng/ul ++ 15 2b +++ 27 6a +
4 | 0,01 ng/ul ++ 16 2c +++ 28 6b ++
5 | OLlngul | +++ | 17 D'\("l“ogt%g‘;a” ; 29 6¢ +
6 0,1 ng/ul +++ 18 NK - 30 7a +++
7 1 ng/ul +++ 19 3b + 31 7b +++
8 1 ng/ul +++ 20 3c - 32 7c +++
9 10 ng/ul +++ 21 4a +++ 33 8a +++
10 10 ng/ul +++ 22 4b +++ 34 8b +++
11 la +++ 23 4c +++
12 1b +++ 24 5a +++ 3 8 T

Obréazek 44 znazoriuje amplifikaéni kiivky pro kmen Bifidobacterium breve CCM 7825,
Zde neni patrny sklon amplifikacnich kiivek, tudiZz nedochédzi k ovlivnéni korela¢niho
koeficientu pti vypoctu koncentrace DNA. Obrazek 45 zobrazuje analyzu kiivek tani. Tyto
kiivky potvrzuji ptitomnost DNA specifického produktu PCR pro druh Bifidobacterium
breve. Teplota tani specifickych produkti PCR byla ur¢ena na 92,12 °C.
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Obrazek 44: Amplifikacni kiivky kalibracni krivky pro druh Bifidobacterium breve a jednotlivé vzorky smési probiotik
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Intenzita fluorescence (druha derivace)
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Obrazek 45: Melt analyza DNA pro druh Bifidobacterium breve (Tm = 92,12 °C)

72



5.8.5 Druhové specificka PCR pro druh Bifidobacterium bifidum

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky pro PCR specifickou pro kmen Bifidobacterium bifidum CCM
3762 byl vybran vzorek DNA 10a (Bifidobacterium bifidum CCM 3762). DNA byla ziedéna
desitkovym fedénim TE pufrem na koncentrace v rozmezi 0,001 do 10 ng/ul. U toho kmene
ovSem nebylo mozné sestrojit kalibra¢ni zavislost. Amplifikacni k¥ivky standardi nedoséhly
ani po 40 cyklech dostate¢né intenzity fluorescence pro spolehlivé vyhodnoceni kvantifikace.
Byla provedena agarosova gelova elektroforéza produkti PCR a byly detekovany produkty
specifické velikosti (278 bp) pro druh Bifidobacterium bifidum. Lze tedy potvrdit pfitomnost
kmene Bifidobacterium bifidum CCM 3762 ve vSech vzorcich, dle tabulky 18. Agarosova
gelova elektroforéza je znazornéna na obrazku 46. Velikost produktt byla 278 bp. Tabulka 31
uvadi intenzitu produkti PCR pro jednotlivé vzorky.

—
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Obrdzek 46: Agarosova gelova elektroforéza produktit PCR, jednotlivych smési, specifickych pro druh
Bifidobacterium bifidum

Tabulka 31: Vyhodnoceni produktit PCR specifickych pro druh Bifidobacterium bifidum
Z agarosového Qelu, jednotlivé smési (- nedetekovino, PCR produkt: + slabé, ++ stiedni, +++ silné

intenzity)

Béh Produkt | Béh Produkt | Béh Produkt
w || PCR | & DINA PCR | & DhA PCR
1 10a ++ 10 3b ++ 19 6a ++
2 10b +++ 11 3c + 20 6b +++

DNA standart

3 10c +++ 12 (100 bp) - 21 6C +++
4 la + 13 4a + 22 7a ++
5 1b ++ 14 4b + 23 7b ++
6 1c + 15 4c + 24 7c +++
7 2a - 16 5a - 25 8a +++
8 2b - 17 5b - 26 8b ++

27 8c +++
9 2c - 18 5c - 28 NK -
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Pro moznost kvantifikace by bylo vhodné optimalizovat tpravou teplotniho programu nebo
PCR smési.

Obrazek 47 zobrazuje analyzu kiivek tani. Teplota tani specifickych produkti PCR byla
uréena na 91,12 °C.
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Intenzita fluorescence (druha derivace)
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Obrazek 47: Melt analyza DNA pro druh Bifidobacterium bifidum (Tm = 91,12 °C)
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5.8.6 Druhové specificka PCR pro druh Bifidobacterium longum

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky pro PCR specifickou pro druh Bifidobacterium longum byl
vybran vzorek DNA 1la (Bifidobacterium longum CCM 4990). DNA byla zifedéna
desitkovym fedénim TE pufrem na koncentrace vrozmezi od 0,0001 do 1 ng/ul
Amplifika¢ni kfivky nedosahly ani po 40 cyklech dostate¢né intenzity fluoresence
pro spolehlivé vyhodnoceni kvantifikace. Bylo zjisténo, ze Bifidobacterium longum, ktery byl
pouzit, je v Ceské sbirce mikroorganismii uveden pod &islem CCM 4990. Jedna se viak
o Bifidobacterium longum subsp. infantis. Zddvodu negativnich vysledki PCR
s primery specifickymi pro Bifidobacterium longum BiLON-1 a BiLON-2 (tabulka 11,
obrazek 48) byly pouzity primery specifické pro Bifidobacterium infantis.

8 9 10 11121514 1616 17 181920 2122 23 2425 26 27 28 29 303132 33 3435
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Obrazek 48: Agarosova gelova elektroforéza produktii PCR, jednotlivych smési, specifickych pro druh
Bifidobacterium longum

Bylo provedeno dal$i méfeni, a to se specifickymi primery pro Bifidobacterium infantis,
tedy BiINF-1 a BilNF-2. Opét byla pouzita kalibra¢ni zavislost jako u primeri BiLON-1
a BILON-2. Amplifika¢ni kiivky standardi nedosahly ani po 40 cyklech dostate¢né intenzity
fluorescence pro spolehlivé vyhodnoceni kvantifikace. Byla provedena agarosova gelova
elektroforéza produkti PCR a byly detekovany produkty specifické velikosti (828 bp)
pro Bifidobacterium infantis téméf u vSech vzorku, podle kterych dle tabulky 18 mél byt,
viz obrazek 50 a tabulka 32. U smési probiotik 2, 3 a 7, byl kmen Bifidobacterium longum
subsp. infantis CCM 4990 prokazan, alespon u jednoho z triplikatd. Velikost produkti byla
828 bp. Na obrazku 49 lze pozorovat nespecificky produkt, ktery by bylo mozné odstranit
upravou PCR smési a teplotniho programu.

76



1234506 789 10111213141516

17 1819 20 2122 23 24 25 26 27 28 2930 313233 34 35

g

1000 bp

828 bp

Obrazek 49: Agarosova elektroforéza pri pouziti primerii specifickych pro druh Bifidobacterium

subsp. infantis (BiINF-1, BiINF-2)

Tabulka 32: Vyhodnoceni produktit PCR specifickych pro druh Bifidobacterium longum subsp.
infantis z agarosového gelu, jednotlivé smési (- nedetekovano, PCR produkt: + slabé, ++ stredni,
+++ silné intenzity)

Béh Produkt | Béh Produkt | Béh Produkt
& DNA PCR | & DNA PCR | & DNA PCR
1 0,0001 ng/ul - 13 1c - 25 5c -

2 | 0,0001 ng/ul - 14 2a ++ 26 6a +++
3 | 0,001 ng/ul - 15 2b T 27 6b ++
4 | 0,001 ng/ul - 16 2¢ T 28 bc ++
5 | 0,01ngul i 17 D'\élegt%’;‘;a” : 29 7a :
6 | 0,0Lng/ul - 18 3b - 30 7b -
7 0,1 ng/ul - 19 3c + 31 7c ++
8 0,1 ng/pl - 20 4a - 32 8a ++
9 1 ng/ul ++ 21 4b - 33 8b T+
10 1 ng/ul ++ 22 4c - 34 8c +++
11 la - 23 5a +

1 1b - 24 5b | P NK -

Pro moZnost kvantifikace by bylo vhodné optimalizovat Gipravou teplotniho programu nebo
PCR smési.
Obrazek 50 zobrazuje analyzu kiivek tani. Teplota tani specifickych produkti PCR byla

ur¢ena na 91,62 °C.
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Intenzita fluorescence (druha derivace)

-la -1b -1c 2a 2b - 2c 3b 3c 4a
4b 4c -5a -S5b -5¢ -6a -6b -6¢ 7a

7b 7c 8a 8b -8c -kall-kall-NK -NK

72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96
Teplota [°C]

Obrazek 50: Melt analyza DNA pro druh Bifidobacterium longum subsp. infantis (Tm = 91,62 °C)
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5.9 Charakterizace Chlorelly, Spiruliny a konopného oleje

V ramci pouziti v senzorické analyze byly charakterizovany komercné dostupné vyrobky
Chlorella, Spirulina a loupana konopna seminka. U Chlorelly a Spiruliny bylo sledovano
mnozstvi polyfenold. U konopného seminka, které bylo lisovdno za studena, byl
charakterizovan obsah mastnych kyselin

5.9.1 Stanoveni celkovych polyfenola

Podle pracovniho postupu uvedeného v kapitole 4.6.12.1 byla stanovena kalibra¢ni ktivka
kyseliny gallové. Rovnice regrese ma tvar: y = 1,5934 - x. Dale bylo provedeno stanoveni
polyfenoli pro Chlorellu a Spirulinu. Pomoci rovnice regrese byl vypocitan obsah polyfenoli
Vv Chlorelle a Spiruling 1 se smérodatnou odchylkou. Ziskané hodnoty v jednotkach polyfenola
v mg/g jsou uvedeny v tabulce 33. VSechna méfeni byla provedena tfikrat a z naméfenych
hodnot byl vypocitan primér a smérodatna odchylka. Absorbance 1 u Spiruliny nebyla
z diivodu velké odchylky od ostatnich do vypocti zafazena.

Tabulka 33: Obsah polyfenolii v Chlorelle a Spiruline

Slozka Al A2 A3 Pramér A ¢ [mg/g]
Chlorella 0,424 0,443 0,435 0,4350 2,723 7+ 0,004 9
Spirulina 1,173 1,305 1,312 1,308 5 8,212 0+ 0,002 2

Z vysledki uvedenych v tabulce 33 vyplyva, ze celkovy obsah polyfenoli je vyssi
u Spiruliny. Toto stanoveni bylo u téchto vzorkd provedeno z divodu, Ze slouceniny
ze skupiny polyfenoli mohou vykazovat antimikrobidlni ucinek, a tudiz by mohly mit
negativni vliv na probiotické bakterie. OvSem pfi porovnani vlivu fas a sinic na viabilitu
probiotickych bakterii, z kapitoly 5.5, miZzeme konstatovat, ze i vys$§i obsah polyfenolt
u Spiruliny nema negativni vliv na viabilitu probiotickych bakterii.

5.9.2 Stanoveni obsahu mastnych kyselin u konopného oleje pomoci GC

Konopny olej, lisovany za studena, byl podroben analyze plynovou chromatografii, podle
pracovniho postupu uvedeného v kapitole 4.6.12.2, z hlediska obsahu mastnych kyselin.
V tabulce 34 jsou uvedeny jednotlivé druhy mastnych kyselin s danymi obsahy v jednotkach
mg/ml obsazené v konopném oleji, které byly pomoci metody plynové chromatografie
stanoveny.
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Tabulka 34: Obsah jednotlivych typit mastnych kyselin v konopném oleji

Mastna Kkyselina Ko:([)gléffgt])lej Mastna kyselina KO: ([)r?ﬂll;;"g(])lej
Kyselizs myistovs 0,081 440,002 3 O laaney | 1536222242551
KYSelina( gelrrét%()lecenové 0,046 5 +0,001 0 Kyseli(réalwé-:g;lg;enové 15,024 5 + 0412 0
Kyseli(nél%'c}g;ﬁtové 15,2772 + 0,892 3 Kyseli(rgl‘é:gﬁE;"HOVé 47,2965+ 1,410 2
Kyselina( gigl:lji.;oolejové 0,423 7+ 0,018 9 Kysel(igz; gzrg)chové 1,448 8 + 0,043 2
Kyselinezénlﬂ;;tggiecylové 8,555 1 + 0,258 0 KyseliI(lg 2(:Ci)l:<i))senovz:'1 1,159 2+ 0,033 1
Kyselinazgelrl;t:i()lecenové 0,063 1+ 0,001 9 Kyselércl:z g%‘)eno"é 0,414 6+0,012 4
Kysel(igig:tgairové 84125+ 03150 Kyse"r(‘égg‘a’)san‘wé 0,285 3 + 0,008 8
KY(Sélllgal‘;llgegva 37,8709 + 1,098 3 Kyse“r(‘égf%‘)’cerm 0,112 440,003 1
Kysel?éalgznz(ﬁggidm 0,904 5+ 0,040 2 Kyse(ﬁcng 4‘:1%‘;““5‘ 0,045 7+ 0,001 2

Ze stanovenych koncentraci lze pozorovat, ze konopny olej obsahuje celou fadu mastnych
kyselin. Z vyzivového hlediska jsou pro nds hodné zajimavé omega 3 a 6 mastné kyseliny
[60], které jsou v tomto oleji zastoupeny v pomérné velkém mnozstvi.

5.10 Senzoricka analyza

Vzorky pfipravenych probiotickych preparatu s piidavkem fas a mastnych kyselin hodnotilo
celkem 43 hodnotiteld, jejich veék a stanoviska jsou znazornéna v grafech na obrazku 51,
obrazku 52, obrazku 53, obrazku 54.

18- 25 let

M 26-30let

30+

Obrdazek 51: Vekové rozpéti hodnotitelii
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m a) Necokoladové
cukrovinky na bazi
zelatiny mam velmi
rad/a

m b) Necokoladové
cukrovinky na bazi
Zelatiny nemam prilis
rad/a
c) Necokoladové
cukrovinky na bazi
Zelatiny vibec rad/a

Obrdzek 52: Otdzka ¢. 1- Jaké je Vase stanovisko pred ochutndvanim? (Zelatinové bonbony)

M a) Potraviny s Fasou
mam velmirad/a

m b) Potraviny s fasou
nemam prilis rad/a

c) Potraviny s fasou
nemam vibec rad/a

® d) Nikdy jsem Zadnou
potravinu s fasou
nejedl|/a

Obrazek 53: Otazka ¢. 2 - Jaké je Vase stanovisko pred ochutnavanim? (fasa)

® a) Probiotické
vyrobky uzivam
casto

7%

® b) Probiotické
vyrobky spise
neuzivam

c) Probiotické
vyrobky viibec
neuzivam

Obrazek 54: Otazka ¢. 3 - Jaky mate vztah k probiotickym vyrobkiim?

Hodnoceno bylo celkem Sest vzorki, jejichz slozeni je uvedeno v kapitole 4.6.13.2.
Chlorella a Spirulina byly upfednostnény pred motskymi fasami, kviili dostupnosti na ¢eském
trhu. Na obrazku 55 jsou zobrazeny pfipravené probiotické vzorky hodnoceny v senzorické
analyze. Slozeni probiotickych preparatli k senzorické analyze je uvedeno v tabulka 14.
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Obrazek 55: Vzorky probiotickych preparatii hodnocenych na senzorické analyze

Prvni ¢asti senzorické analyzy bylo provedeni senzorické hodnoceni probiotickych vzorka
pétibodovym stupnicovym testem (1 byla pro nejlepsi, 5 byla pro nejhorsi). Znamky
ze senzorického hodnoceni ptipravenych probiotickych preparatii byly zprimérovany a jsou
znazornény graficky pomoci trojihelnikového grafu, kdy hodnota 1 byla oznacena
jako vyborny a je v grafu zaznamenana ve stiedu trojuhelniku a nevyhovujici hodnota 5 je
v grafu jako okrajova hodnota, viz obrazek 56.

Vzhled a barva
60 -
— 01
50 &
—B01
4,0 —CO1
3,0 —D01
EO1
2
—F01
Celkové -
' Vane
hodnoceni

Obrazek 56: Senzorické hodnoceni vzhledu, barvy, viiné a celkového hodnocent

Z grafu uvedeného na obrazku 56 vyplyva, Ze parametr vzhledu a barvy byl nejlépe
hodnocen u dvou vzorka AO1 a CO1 s primérnou znamkou 1,9. Na druhém misté se umistil
vzorek BO1 s primérnou znamkou 2,1. Tfeti misto obsadil vzorek DO1 s primérnou hodnotou
2,5. Na ¢tvrtém misté skoncil vzorek FO1 se znamkou 2,7. Posledni misto obsadil vzorek EO1
se znamkou 3,2. Vzhledové se sice vzorek BOl umistil na druhém misté, ovSem vétSina
hodnotitelti uvedla, ze z hlediska tvaru ,,medvidka* je nejhor$i. To bylo zplsobeno tim,
ze ve vzorku byl obsazen probioticky preparat, tudiz celkova smés se pii plnéni do silikonové
formy nemohla zahtat na vysokou teplotu, aby nedoslo k usmrceni probiotickych bakterii.
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A konzistence smési tak nebyla idedlni pro formovani pozadovaného tvaru. Probiotické
bakterie byly obsazeny i ve vzorku AO1 a FO1. V téchto vzorcich byl oproti vzorku B01 navic
pfidan vodny extrakt fasy, kterym se smés nafedila. Konzistence smési tak byla idedlni
a vytvorila tak krasny tvar ,,medvidka“. V ptipad¢ vzorkti DO1, EO1 a FO1 se hodnotitelim
ve vétsing pripadi vzhledove nelibily fasy/sinice viditelné v ,,medvidkovi®.

Dal$im hodnoticim parametrem byla viiné danych preparati. Zde byl nejlépe hodnocen
vzorek CO1 s primérnou znamkou 1,5. Na druhém misté se znamkou 2,0 umistil vzorek DO1.
Tteti misto obsadil s primérnou hodnotou 2,4 vzorek BO1. Na ¢tvrtém misté skoncil vzorek
FO1 s primérnou hodnotou 2,6. Posledni dvé mista obsadily s hodnotami 3,1 a 3,2 vzorky
A0l a EOl. U vzorki AOl hodnotitel¢ uvadeli, ze vzorky byly zhlediska viiné
neidentifikovatelné.

Poslednim hodnoticim parametrem v prvni ¢asti senzorické analyzy bylo celkové
hodnoceni pfipravenych probiotickych preparatii. Zde byl opét nejlépe hodnocen vzorek CO1
s prumérnou znamkou 1,6. Na druhém misté se pak umistil vzorek BO1 se znamkou 2,1 a se
znamkou 2,2 obsadil tfeti misto vzorek DO1. Vzorek ¢islo A0l skonéil se znamkou 2.4
na ctvrtém misté. Paté misto obsadil vzorek FO1 se zndmkou 2,6. A jako posledni skoncil
vzorek EO1 se znamkou 3,2.

V druhé c¢asti byla hodnocena intenzita sladké chuti a celkova chut, kde byla pouzita
obracena pétibodova stupnice. Body ze senzorického hodnoceni pfipravenych probiotickych
preparatii byly zpramérovany a jsou znazornény graficky pomoci paprskového grafu, 1 byla
oznacena jako vyborny a je v grafu zaznamenana ve sttedu grafu a nevyhovujici hodnota 5 je
v grafu jako okrajova hodnota, viz obrazek 57 a obrazek 58.

AD1

FOl 801

EO1 Co1

Dol

Obrdzek 57: Senzorické hodnoceni intenzity sladké chuti
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AD1

FOl B01

EO1 co1

Do1
Obrazek 58: Senzorické hodnoceni celkové chuti

Obrazek 57 ukazuje, ze parametr intenzita sladké chuti byl nejlépe hodnocen u vzorku CO1
s pramérnou znamkou 3,9. Na druhém misté se umistil vzorek BO1 s primérnou znamkou 3,6.
Tteti misto obsadil vzorek D01 s primérnou znamkou 3,4. Na ¢tvrtém misté skoncil vzorek
FO1 se znamkou 3,2. Paté misto obsadil vzorek se znamkou 3,1 EO1 a jako posledni vzorek
A0l s 2,5.

Druhym hodnoticim parametrem byla celkova chut danych preparatd, viz obrazek 58.
Zde byl nejlépe opét hodnocen vzorek CO1 s prim&rnym poétem boda 4,6. Na druhém misté
se s 4,0 body umistil vzorek BO1. Tteti misto obsadil s primérnou hodnotou 3,8 vzorek DO1.
Na ¢tvrtém misté skoncil vzorek FO1 s primérnou hodnotou 3,6. Posledni dvé mista obsadily
s hodnotami 3,0 a 2,9 vzorky A01 a EO1. U vzorku A01 hodnotitelé uvadéli, ze vzorky byly
chutové hoiké, umélé a piichut’ byla neidentifikovatelna. U vzorku BO1 se hodnotitelé
ve vétsing pripadu trefili do prichuté lesni plody, kdy psali, Ze se jedna o jahodu nebo malinu.
Ptichut’ vzorku CO1 vétSina oznalila jako citron. Pétina lidi uvadéla exotické ovoce. EO1
hodnotiteliim chutnala jako trava. 5 hodnotitelli napsalo, ze jim to pfipomind zeleny caj
Matcha.

Poslednim testem byl poradovy test, kdy hodnotitelé sefazovali vzorky dle vlastnich
preferenci od nejchutnéjsi po nejhorsi (tedy od 1 do 6), viz obrazek 59. | v posledni testu
zvitézil vzorek CO1, ktery byl nasledovan vzorky BO1 a DO1.
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FO1, 801

ED1"- - - - - 01
DOl
Obrazek 59: Poradovy test hodnocenych vzorkii

Pomoci funkce COUNTIF v Excelu byla sestrojena tabulka 35, ktera informuje
0 cetnosti vyskytu jednotlivych probiotickych preparati na uréitém misté od nejlepsiho
(1.) po nejhorsi (6.)

Tabulka 35: Cetnost vyskytii jednotlivych vzorkii

Poradi A0l BO1 Cco1 D01 EO1 F01
1. 0 4 29 6 2 2
2. 1 17 8 8 2 7
3. 6 9 2 12 4 10
4. 6 3 12 3 15
5. 17 4 1 11 6
6. 15 3 0 1 21 3

V tabulce 35 je pro kazdé misto na stupnici zvyraznéna nejvyssi hodnota. Tedy tato
hodnota odpovida vzdy nejvyssimu vyskytu daného vyrobku na zdkladé sefazeni hodnotiteltl.
Na prvnim misto umistilo vzorek C0O1 29 hodnotitelti. Naopak jako nejhorsi vzorek byl 21krat
ohodnocen vzorek EOL.

Nejlepsim vyrobkem podle hodnotiteli byl ve vSech testech vzorek CO1, ve kterém byla
pouze mangova Stava a enkapsulovany konopny olej. Konopny olej byl 1 ve vzorku FO1
a zadny z hodnotiteltl k nému nemél vyhrady. Ve vyrobcich s ptidanou fasou nebo sinici, byla
v testech lépe hodnocena sinice Spirulina. Rasa Chlorella vétsing hodnotiteléi nechutnala,
psaly k vyrobkiim, Ze maji pachut’ travy.

5.11 Navrh vlastniho probiotického produktu

Poslednim cilem této diplomové prace bylo navrzeni optimélnéj$§im slozenim détskych
dopliku stravy s obsahem probiotickych bakterii, nez maji komeréné dostupné produkty. Jako

vwr

po prichodu travicim traktem, byla stanovena smés ¢. 5 o slozeni Bifidobacterium breve
CCM 7825", Bifidobacterium longum CCM 4990 a Lactobacillus casei CCM 4798. V ramci

v

procentem snizené viability do produktu navic zaenkapsulovat. Déale je mozné probioticky
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ptipravek obohatit o dalsi aktivni latky. V této praci byla sledovana piedev§im mozZnost
ptidavku fas a jejich extraktu.
Z testovanych vzorku dle senzorického hodnoceni byla vyhodnocena pro hodnotitele jako
piijatelngjsi Spirulina, a to v ramci piidavku biomasy i v ramci obohaceni produktu vodnym
extraktem. Diky vy$§imu obsahu polyfenold, ma tato sinice pozitivni antioxidac¢ni G¢inky,
avSak v experimentalni Casti bylo prokazano, ze nemaji vliv na viabilitu probiotickych
bakterii, ba naopak pozitivné ovliviiuji rist probiotickych bakterii, takze by mohla zastavat
funkci prebiotik. Dalsi vyzivové vyznamnou slozkou z hlediska mastnych kyselin, o kterou
1ze finalni probioticky produkt obohatit, je konopny olej za studena lisovany, ktery obsahuje
hlavné omega 3 a 6 mastné kyseliny. Dal§im nutnym piidavkem do navrhovaného produktu,
kvuli hotké chuti alginatu, je sachar6za nebo jiné sladidlo. V senzorickém hodnoceni
hodnotitelim nejvice vyhovoval mangovy sirup. Po shrnuti dosazenych vysledki byla
navrhnuta jedna forma unikatniho probiotického produktu pro déti o dvou sloZenich.

Navrhovanou formou jsou probiotické burniky s ptidavkem Spiruliny a konopného oleje
ve form¢ gumovych medvidka. Tato forma byla navrzena tak, aby byla pro détské
spotiebitele atraktivni, jelikoz bude pfipominat jimi oblibené gumové bonbony. Probiotické
bunky jsou navic enkapsulovany do alginatovych c¢astic a dochazi tak naptiklad k jejich
ochrané pred neptiznivym prostiedi Zalude¢nich $tav a souCasné je zajisténo jejich pozvolné
uvolnéni v cilovém misté uréeni. Dals$i vyhodou téchto produkti, je i fakt, ze medvidek je
navrhnuty z alginatu a agaru, tudiz pro maminky veganky, je to daleko pfijatelnéjsi, nez
produkt ze zelatiny.

Celkové shrnuti sloZeni obou navrzenych probiotickych preparati pro déti je uvedeno
v tabulce 36.

Tabulka 36: SloZeni navrhovanych probiotickych produktit pro déti

Gumovy medvidek 1 Gumovy medvidek 2
Enkapsulované probiotické burky, Enkapsulované probiotické buriky,
smés €. 5 smés €. 5
Enkapsulovany konopny olej Enkapsulovany konopny olej

Vodny extrakt Spiruliny Biomasa Spiruliny
Alginat, agar Alginat, agar
Sachar6za / mangovy sirup Sachar6za / mangovy sirup
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6 ZAVER

Predlozena prace se zabyvala probiotickymi bakteriemi pro déti. Cilem bylo hledani a vybér
vhodné probiotické smési pro déti na zakladé vyhodnoceni nejmensiho snizeni viability
po prichodu travicim traktem a naslednym névrhem optimalniho slozeni doplnkt stravy
pro déti.

V prvni ¢asti prace byly testovany jednotlivé kmeny rodu Lactobacillus a Bifidobacterium
samostatné v pribé¢hu modelového traveni. Méfeni bylo provedeno pomoci
spektrofotometrického stanoveni, kdy byly vzdy vyhodnoceny ristové kiivky jednotlivych
kment. Z naméfenych vysledkd byl z rodu Lactobacillus vybran kmen Lactobacillus casei
CCM 4798 s procentem snizeni viability o 4,84 %. U rodu Bifidobacterium byl pfi méfeni
rastovych kiivek vylou¢en kmen Bifidobacterium adolescentis CCM 4987, ktery
ani po 24 hodinach nezacal v optimalnich podminkach rust. A jelikoz byla hledana optimalni
probiotickd smés pro déti, bylo hlavnim cilem mit ve smési zastoupeny pievazné¢ kmeny
zrodu Bifidobacterium. Proto byly dale vyuzivany vSechny vyhovujici bunky z rodu
Bifidobacterium. Vybrany byly tedy kmeny Bifidobacterium bifidum CCM 3762,
Bifidobacterium breve CCM 7825 a Bifidobacterium longum CCM 4990. Nasledné byly
s vybranymi kmeny vytvofeny smési o rizném sloZeni a byl opét sledovan vliv modelového
traveni na viabilitu bunék. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno u smési o slozeni
Bifidobacterium bifidum CCM 3762, Bifidobacterium longum CCM 4990 a Lactobacillus
casei CCM 4798, kde poklesla viabilita bun€k po skonceni traveni pouze o 3,37 %. Pokud
bychom chtéli pouzit smés, ktera neobsahuje rod Lactobacillus, byla by nejlepsi smés
Bifidobacterium bifidum CCM 3762 a Bifidobacterium breve CCM 7825", kde poklesla
viabilita 0 7,88 %. Téchto procent bylo navic dosazeno bez pouziti enkapsula¢ni techniky.
Pii porovnani viability jednotlivych smési probiotickych bakterii s viabilitou jednotlivych
kmend zrodu Bifidobacterium, byla u vSech smési probiotik vyS$Si viabilita, nez
u srovnavaciho kmene Bifidobacterium longum CCM 4990, ktery mél procento snizeni
viability po priichodu travicim traktem 20,04 %. Viabilitu bunék po traveni lze tedy uspésné
zvysit ptipravou vhodné probiotické smési. Dal§i moznosti jak ochranit jednotlivé kmeny
pfed nepiiznivym prostiedim traviciho traktu je enkapsulace, u které byla rovnéz potvrzena
zvySend viabilita bunék po skonceni traveni ve srovnani s neenkapsulovanou variantou.

V druhé c¢asti prace byla pomoci metody PCR v redlném case prokazovéana piitomnost
jednotlivych kmend v probiotickych smésich z prvni ¢asti, tedy po traveni. Nejdiive byla
prokazovana ptitomnost vyhodnocenim produkti PCR specifickych pro doménu Bacteria,
nasledné vyhodnocenim produkti PCR specifickych pro rod Lactobacillus a pro rod
Bifidobacterium. Nakonec byly vyhodnoceny produkty PCR specifické pro druhy
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum a Bifidobacterium longum. Kvantifikovat
se podafilo rod Bifidobacterium a kmen Bifidobacterium breve CCM 7825". U rodu
Lactobacillus se kvantifikace povedla také, ovsem sklon amplifikacnich kiivek byl vétsi,
coz zpusobilo snizeni korelacniho koeficientu pii vypoctu koncentrace DNA. U kment
Bifidobacterium bifidum CCM 3762 a Bifidobacterium longum CCM 4990 se kvantifikace
nezdafila. Pro jeji ziskani by bylo nutné vice optimalizovat PCR smés nebo teplotni program.
Hlavni cil byl ovSem splnén a to zji$téni, ze vSechny kmeny, které byly do smési ptidany
pted travenim, v ni byly obsazeny i po traveni.
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V ftieti ¢asti prace byl hodnocen vliv fas a sinic na probiotické bakterie, sledovan byl
pfedevS§im mozny antimikrobidlni u¢inek pfitomnych polyfenolii po obohaceni probiotického
preparatu o tyto slozky. Na zdkladé méfeni bylo ovSem zjisténo, ze U testovanych vzork
vys§i obsah polyfenolii nemél negativni vliv na probiotické bakterie, ba naopak probiotické
bakterie rostly rychleji. Pridavek fas a jejich extraktd do navrhovaného probiotického
pripravku tak mtze byt vhodnou formou. Déle byla testovana moznost obohaceni probiotické
smési 1 o dalsi aktivni latky. Testovan byl ptidavek konopného oleje, u kterého byl stanoven
profil mastnych kyselin a z vyzivového hlediska byl zjistén zejména vyssi obsah omega 3 a 6
mastnych kyselin. Na zavér byla provedena senzoricka analyza mnou pfipravenych
probiotickych doplikl stravy. Na tuto senzoriku byl pouzit komeréné dostupny probioticky
ptipravek Biopron Junior, fasa Chlorella, sinice Spirulina, za studena lisovany konopny olej
a riizné druhy sirupti. Na zéklad¢ hodnoceni 43 hodnotiteld, kteti byli rizné vékové kategorie,
byl nejlépe hodnocen produkt s mangovou Stdvou a enkapsulovanym konopnym oleje.

Po shrnuti vSech vysledkli byl navrzen probioticky doplnék stravy pro déti od tii let
ve formé alginat-agarového medvidku o slozeni: probioticka smés ¢ 5: Bifidobacterium breve
CCM 7825", Bifidobacterium longum CCM 4990 a Lactobacillus casei CCM 4798, mangovy
sirup, za studena lisovany konopny olej a Spirulina (vodny extrakt nebo biomasa).
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Pouzité jednotky

g-—gram

mg — miligram

ug — mikrogram

ml — mililitr

ul — mikrolitr

nm — nanometr

°C — stupn¢ Celsia

S — vtefina

min — minuta

M — mol/litr

mM — milimol/litr

pmol — pikomol

mQ — miliohm

bp — pocet komplementarnich part bazi
CFU — colony forming units, kolonie tvofici jednotky

8.2 Zkratky

CO; — oxid uhlicity

CR — Ceska republika

D — Némecko

DRHP - denni referen¢ni hodnota piijmu

FAO — Food and Agriculture Organization, Organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi
GC — gas chromatography, plynova chromatografie

GIT — gastrointestinalni trakt

CH — Svycarsko

HCI — kyselina chlorovodikova

IND — Indie

KCI — chlorid draselny

MgCI; — chlorid hofecnaty

PCR — polymeréazova fetézova reakce

SRN — Spolkova republika Némecko

USA — Spojené staty americké

WHO — World Health Organisation, Svétova zdravotnicka organizace
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9 PRILOHY

Ptiloha 1 — Dotaznik senzorické analyzy

.I Dotaznik pro senzorické hodnoceni dopliikii stravy

Vazeni hodnotitelé,
zhodnotte, prosim, piedlozené vzorky doplnk stravy.

Hodnotitel: Student / Doktorand / Akademik

Datum: 14. 3. 2019
Cas:
Zdravotni stav: kurak / nekurak

Jaké je VaSe stanovisko pred ochutnavanim? (Zelatinové bonbony)

1.  Necokolddové cukrovinky na bazi Zelatiny mém velmi rad/a
2.  Necokoladové cukrovinky na bézi zelatiny nemam pfili$ rad/a
3. Necokoladové cukrovinky na bazi Zelatiny viibec rad/a

Jaké je VaSe stanovisko pred ochutniavanim? (fasa)

Potraviny s fasou mam velmi rad/a

Potraviny s fasou nemam pftili$ rad/a
Potraviny s fasou nemam vubec rad/a

Nikdy jsem Zadnou potravinu s fasou nejedl/a

Mo RE

Jaky mate vztah k probiotickym vyrobkiim?

1.  Probiotické vyrobky uzivam Casto
2. Probiotické vyrobky spiSe neuzivam
3. Probiotické vyrobky viibec neuzivam
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Senzorické hodnoceni vzorkiu pomoci stupnice

Vzhled, viiné

1 — vynikajici; 2 — velmi dobra; 3 — dobra; 4 — uspokojiva; 5 — nevyhovujici

Kod vzorku Vzhled a barva Viiné Celkové hodnoceni

A0l

BO1

co1

D01

EO1

FO1

Chut’
Intenzita chuti: 1 - velmi slaba; 2 — slaba; 3 — stiedni; 4 — silnéj$i; 5 — velmi silna

Celkova chut’: 1 —nepftijatelna (nepiijemnd, netypickd, vyrazné negativni pachut’)
2 — nevyhovujici (nevyrazna, prazdna, neutralni)
3 —mén¢ dobra
4 — dobré (mirné odchylky od stupné ,,vynikajici®, méné vyraznd)
5 — vynikajici (vyrazna, charakteristicka — 1ze dobie identifikovat, pfijemna,

harmonicka)

Chut’ — Oznacte nejlepsi

Kod intenzita | Celkova chut’ Piichut’ / ¢i pripadna pachut’ vzorek ( +J) ;
vzorku | sladkosti (Cislo) (slovy) o
< nejhorsi vzorek (-)

(Cislo)
A01
BO1
co1
D01
EO1
FO1

96



Poradovy test — sefad’te jednotlivé vzorky podle vlastnich preferenci a zdiivodnéte

Poradi Kdd vzorku Divod (¢i pripadné jina pozniamka)
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