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SOUHRN

Probiotika, prebiotika a jejich pozitivni vliv na lidské zdravi je v souCasnosti Casto
diskutované téma. Tato bakalafska prace shrnuje soucasné védecké poznatky o u€incich
probiotik a prebiotik na lidsky organismus, jejich vyuZziti v potravinaiském primyslu a

stanoveni prebiotickych vlastnosti.
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SUMMARY

Probiotics, prebiotics and their positive effect on human helth are frequently discussed
topics these days. This bachelor thesis summaries current scientific knowledge of effects of
probiotics and pebiotics on human organism, their utilisation in food industry and

determination properties of prebiotics.
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1 UVOD

V dobéch, kdy clovék musel tézce pracovat a mél nedostatek potravy, bylo jeho
hlavnim pozadavkem, aby mu strava dodala dostatek energie. V uplynulém stoleti jiz
nedostatek potravy piestal byt vyznamnym faktorem a zajem spotiebitelt se sousttedil na to,
aby strava byla chutnd, snadno pfipravitelnd a aby se potravinaiské vyrobky daly dlouho
skladovat. V dneSni dob& nejsou potraviny chipany jen jako ,pouhy* zdroj energie a
dilezitych Zivin. S rozvojem celé fady civilizacnich chorob a jinych zdravotnich obtizi u lidi
(kardiovaskularni onemocnéni, osteopordza, diabetes, rakovina, aj.) se zacalo vice studovat,
co nam mohou pfinést jednotlivé slozky potravy a kterymi latkami bude vyhodné potraviny
obohacovat. Zacalo se hovofit o tzv. funkénich potravinach.

Funkéni potraviny jsou jednou zoblasti potravinarského primyslu s nejvetsi
dynamikou rastu. Pfimo nebo preventivné ovliviiuji zdravi konzumenta, a tim jsou pro
spotiebitele atraktivni. Mezi takové potraviny patii praveé ty, jez obsahuji probiotické kultury
nebo prebiotické sacharidy (Rudolfova a Curda, 2005). Nejdiive vénovali pozornost funkénim
potravindm v Japonsku, poté v USA a nyni 1 v Evropé (Péanek a kol., 2002).

Tlusté stievo je metabolicky nejicinnéjSim organem v disledku vykonnosti jeho
mikroflory. Jeji sloZeni a ¢innost se daji ovlivnit Zddoucim smérem vyZivou. Proto se na tento
usek funkénich potravin soustfedil mimofadny zajem s cilem posilit normalni, pro zdravi
cloveéka ptiznivé funkce a predchdzet jejich naruseni. V poslednich desetiletich se dynamicky
rozvijel vyzkum probiotik a prebiotik (Kalac, 2003)

Dnes se problematikou funk¢nich potravin, zejména probiotiky a prebiotiky, zabyva
cela tada pfednich odbornikl z tad Iékaiti, biologi, mikrobiologi a dietologi.
V probiotickych a prebiotickych potravinach a preparatech je jesté velikd budoucnost. Je
ziejmé, Ze probiotika a prebiotika se vzajemné dopliuji. Probiotikum je podporovano
prebiotikem.

Synbiotikum je definovano jako produkt, ktery obsahuje jak probiotika, tak prebiotika,
piicemz se ocekava tzv. synergicky tcinek od téchto dvou slozek. Nejjednodussim prikladem
synbiotika pro lidskou vyzivu je jogurt s obsahem probiotickych bifidobakterii a prebiotickou
oligofruktozou (Rada, 2008).

Mezi prebiotika patii zejména oligosacharidy. V dneSni dobé je velky potencial

testovani novych prebiotik a jejich zacleniovani do potravinarského priimyslu.



Slovo probiotikum pochazi z feckého pro bios (= pro zivot) a pouZziva se pro Zivé
mikroorganismy (pfevazné bakterie mlééného kvaseni) (Rudolfova a Curda, 2005). Termin
,probiotikum* poprvé pouzili Stillwell a Lilly v roce 1965 (Sykora a kol., 20006).

Probiotika jsou mono- nebo smésné kultury Zivych organismi, které po aplikaci
prospésné ovliviiuji hostitele zlepSenim vlastnosti jeho vlastni mikrofléry. Mezi probiotika
jsou v soucasné dobé¢ tfazeny laktobacily, bifidobakterie, streptokoky, enterokoky a kvasinky

rodu Saccharomyces (Nevoral, 2005). Existuje ale 1 celd fada jinych definic terminu

probiotikum.

2 PROBIOTIKA

2.1 Druhy probiotik a néco malo z historie

Tab. ¢. 1: Nejcastéji pouzivana probiotika (upraveno dle Nevorala, 2005)

Rod Lactobacillus

. acidophilus

. casei, spec. rhamnosus (Lactobacillus GG)

. casei Shirota

. delbrueckii subsp. bulgaricus

. reuteri

. brevis

~ o~ N ] N ] =

. cellobiosus

L.

curvatus

L. fermentum

L. plantarum 299v

Grampozitivni koky

Lactococcus lactis subsp. cremoris

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus

Enterococcus faecium
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S. diacetylactis

S. intermedius

E. coli (sérotyp O83:K24:H1I)
Rod Bifidobacterium
. bifidum

. adolescentis

. animalis

. infantis

. longum

S| W ®| = W W

. thermophilum

Kvasinkovité mikroorganizmy

Saccharomyces boulardii

Vycet probiotickych mikroorganismti je vSak daleko pestiejSi a zahrnuje dalsi
bakterialni rody a druhy (Bacillus, Clostridium butyricum, Propionibacterium) a také plisné
(Aspergillus oryzae) (Rada, 2008).

Probiotické mikroorganismy maji uplatnéni jak ve vyzivé lidi, tak zvifat. Tyto

rtiznorod¢ kultury jsou dnes bézné ptidavany do riiznych potravin. Jsou jimi napft.:

e MiIécéné kysané vyrobky (hlavné bifidobakterie a Lactobacillus caser)
e Syry (bifidobakterie, laktobacily, propionové bakterie)
e Fermentované masné vyrobky (rtizné mlé¢né bakterie)

e Naplné susenek a oplatek (Enterococcus faecium) (Rada, 2008).

Také mohou byt do téla dodany v podobé lyofilizovanych kultur ve formé kapsli,
tablet nebo sirupt (Ebringer a kol., 1999).

Prospésné vlastnosti potravin obsahujici Zivé mikroorganismy, jako je fermentované
mléko, jsou znadmy jiz mnoho stoleti. O jejich vyuziti v 1é€be télesnych onemocnéni se
zminovaly jiz biblické texty. Uzndvani védci jako byl Hippokrates a mnoho dalSich
nepovazovali kysané mléko jen za potravinu, ale i za 1€k (Lourens-Hattingh a Viljoen, 2001).

Némecti autofi velice €asto za prvni popis probiotika uvadéji praci Ddderleinovu, ktery v roce
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1892 navrhl vaginalni bakterie produkujici kyselinu mlécnou k inhibici rlistu patogennich
mikroorganismll (Lata a kol., 2007). Vétsi védecky zdjem v této oblasti nastal az v roce 1908
po zvetejnéni knihy ,,Prodlouzeni zivota® od Ilji Me¢nikova. Ten ve svém dile naznacil, Ze by
lidé konzumaci fermentovaného mléka s obsahem laktobacili mohli prodlouzit svlij zivot
(Elmer a kol.,, 2007). Tuto hypotézu podlozil dlouhovekosti bulharskych rolnikd, ktefi
konzumovali fermentované¢ mléko skutecné ve velkém mnozstvi (Gibson a Fuller, 2000).
Nekteti autofi jdou jeste¢ dale do historie a jako jednoho ze zakladateli probiotik uvadéji
Henryho Tissiera, ktery v roce 1899 poprvé izoloval bifidobakterie (dnes asi nejpouZzivanéjsi
probiotické bakterie) ze stolice kojencli. Vyznamnou osobou je také Alfréd Nissle, ktery
vroce 1916 izoloval nepatogenni Escherichia coli ze stolice vojaka, ktery jako jediny
odolaval infekei uplavice. Tento kmen je zajimavy tim, Ze se jako probiotikum pro prevenci
sttevnich infekénich onemocnéni pouzivd dodnes (Rada, 2008). Od této doby se védci

zaobirali souvislostmi mlécnych bakterii a zdravim Clovéka 1 zvitat (Suvarna a Boby, 2005).

2.2 Pozadavky na probiotika

Probiotické ptipravky, respektive mikroorganismy v nich obsazené, musi vedle
prokazaného pozitivniho vlivu na zdravotni stav Clov€ka spliiovat 1 nékterd dalSi kritéria,
maji-li se stat skutecnymi pomocniky stievni mikroflote. Tato kritéria lze rozdélit do né¢kolika
kategorii (Nevoral, 2005).

Prospésnost pro zdravi
e Schopnost kolonizace a adherence
e Antagonisticky vliv na patogenni mikrofloru
e Schopnost tvorby antimikrobialnich substanci
e Schopnost imunomodulace
e Mcftitelnd a klinicky dokumentovatelna uzitecnost pro zdravi ptijemce
e Odolnost vkyselém prostiedi a v pfitomnosti zlu¢i (nesmi byt pii

pruchodu zazivacim traktem zniCeny nebo oslabeny) (Gaelle, 2009)

Mikrobiologické bezpe¢nostni pozadavky

e Moznost piesné¢ho taxonomického zatazeni
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e Humanni ptivod
e Netoxi¢nost a nepatogennost
e Geneticka stabilita

e Schopnost pfezivat, rist a byt metabolicky aktivni v travicim astroji

Priimyslové parametry
e Stabilita zaddanych vlastnosti béhem vyroby (pfezit napt. proces suseni a
lyofilizaci — Cupdakova a kol., 2002), transportu a skladovani
e Pfiznivé organoleptické vlastnosti
e Probioticky preparat musi obsahovat dostatecné velké mnoZstvi

zivotaschopnych bunék (Collins a Gibson, 1999).

Pozadavky na lidsky plvod probiotik a jejich aplikaci vzivém stavu jsou
relativizovany skutecnosti, Ze Streptococcus boulardii ma probiotické ucinky a neni lidského
pivodu a nékteré ucinky vykazuji také mikrobidlni komponenty (napt. peptidoglukan a
lipopolysacharid) (Fri¢, 2005). Bylo naptiklad zjiSténo, Ze za inhibici nddoru jsou zodpovédné
peptidoglukany bunéénych stén. Jsou sloZzené z muramylpeptidil a jejich protinddorové ucinky

jsou zaloZeny pravdépodobné na aktivaci makrofagti (Cupakova a kol., 2002).

2.3 Davky probiotik a legislativni uprava

Velice dulezitym aspektem pro ucinnost probiotik je samoziejmé jejich mnozstvi
v dané potraving, ¢i néjakém preparatu obsahujicim probiotické bakterie. Vzdy zalezi na tom,
zda budeme pouzivat probiotika k 1é¢b€ nebo jen jako prevenci. Dle toho se také 1isi davky
podavani. Probioticky preparat musi obsahovat ur¢it¢é minimalni mnozstvi kolonie tvoficich
jednotek (,,colony forming units“ — CFU) na davku. Denni davka 10° az 10° CFU se povazuje
za minimalni G¢innou davku pro terapeutické ucely (Sykora a kol., 2006). Ptipravky
s obsahem probiotickych bakterii 10° a men$im nemaji prakticky Zadny klinicky vyznam.
Optimalni terapeuticka davka by se méla pohybovat mezi 10'® a 10" CFU denn& (Mego,
2005).

Existuji samoziejm& urcité zdkonné pozadavky na obsah probiotickych bakterii

v danych potravindch. Tuto problematiku upravuje zejména Vyhlaska ¢. 77/2003 Ministerstva
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zemé&délstvi, kterou se stanovi jejich obsah pro mléko a mlééné vyrobky, mrazené krémy a
jedlé tuky a oleje. V ptiloze ¢. 2 (,,Fyzikdlni, chemické a mikrobiologické pozadavky na
jednotlivé mlééné vyrobky a na druhy mikroorganismit mlé¢ného kysani®) ve vySe zminéné
vyhlasce je pak uveden minimdlni obsah jednotlivych druhii probiotickych mikroorganismu

(Vyhlaska MZe &.77/2003 Sb.).

2.4 Mechanismus ucinku probiotik

Probiotika produkuji substance, kterymi mohou inhibi¢né piisobit na grampozitivni 1
gramnegativni bakterie. Mezi tyto inhibi¢ni substance patii organické kyseliny, peroxid
vodiku a bakteriociny. Snizuji pocet zivotaschopnych bunék, ovliviiuji metabolismus bakterii
a produkci jejich toxinl. N&které probiotické kmeny jsou mimoifadné schopné adherovat na
sttevni epitel, a proto kompetitivni inhibici blokuji adhezni mista na stfevnim epitelu pro
potencialni patogenni bakterie. Vyuzivaji také nutriety, které by jinak byly spotfebovavany
patogennimi mikroorganismy (Nevoral, 2003).

Neéktera probiotika maji schopnost degradovat receptory pro toxiny na stievni sliznici. Pro
preventivni a terapeutické pouziti probiotik je dilezita jejich schopnost stimulovat specifickou

1 nespecifickou imunitu (Nevoral, 2005).

2.5 Prehled ucinkii probiotik

Rizné studie v dne$ni dob€ postupné prokazuji piiznivy vliv probiotickych
mikroorganismi na lidské zdravi. Probiotika umoziuji zlepSeni osidleni traviciho Ustroji
mikroflorou, kterd miZe potlacovat neZadouci anaerobni, zejména klostridiovou mikrofloru a
jiné zastupce mikroflory traviciho Ustroji, které maji prokazateln€ neptiznivé u¢inky na zdravi

(Turek a Hruby, 2002).

Ptehled pozitivnich u€inkl probiotik:
e Zmiriiuji laktosovou intoleranci (Nevoral, 2005)
e Snizuji hladinu sérového cholesterolu (Turek a Hruby, 2002)

e Plsobi proti vzniku rakoviny (Nevoral, 2005)
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e Prospivaji imunitnimu systému (Krejsek a kol., 2007)

e ZvySuji adsorpci vapniku (Kohout, 2008)

e Zlepsuji prokrveni a hybnost stfeva (Kohout, 2008)

e Produkuji vitaminy skupiny B a vitamin K (Ebringer a kol., 1999)

Asi 10-15% dospélé populace ma vyrazné snizenou aktivitu sttevni laktasy a
po poziti jiZ malého mnoZstvi laktosy ma zaZivaci potize. Mluvime o tzv. intoleranci k laktose.
Laktosa je metabolizovana bakteriemi a vysledkem je flatulance, priijem, nausea a bolesti
bficha (Nevoral, 2005). Dalsim problémem souvisejicim s intoleranci laktosy je deficience
vapniku (Suvarna a Boby, 2005). Tito lidé 1épe snasi fermentovand mléka. Jejich efekt se
vysvétluje delsi cestou zazivacim ustrojim a u€inkem zivych bakterii, které obsahu;ji laktasu.
Probiotikum pomoci laktasy, kterou obsahuji, pomdha S§tépit laktosu v tlustém stfevé a tak
zlepSuje toleranci laktosy. Laktasu produkuji zejména mlé¢né bakterie jako je Streptococcus
thermophilus a Lactobacillus bulgaricus v jogurtech (Nevoral, 2005). Toleranci k laktose
mohou zlepsit 1 kmeny produkujici B-galaktosidasu. Ta je nezbytna k degradaci disacharidu
laktosy na glukosu a galaktosu (Suvarna, Boby, 2005).

Strevni mikroflora je téz schopna ovliviiovat tvorbu karcinomu produkci
enzymu, které méni ve stievé prekarcinogeny na karcinogeny. Mezi tyto enzymy patii -
glukuronidasa, azoreduktasa a nitroreduktasa. Nékteré mikroorganismy jsou vSak schopny
chrénit hostitele tim, Zze tyto enzymatické aktivity tlumi. Lactobacillus casei GG,
Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium bifidum vyznamné snizuji mnozstvi téchto
enzymu ve stolici. Nékteré studie na zviratech ukazaly schopnost probiotik inhibovat rist
nadorovych bunék. Nicméné prehled desitek epidemiologickych studii neprokazaly vyznamny
plosny vliv fermentovanych potravin na incidenci karcinomti (Wollowski a kol., 2001;
Nevoral, 2005).

Mlécné bakterie v mikroflofe traviciho ustroji se mohou podilet na sniZeni hladiny
cholesterolemie tim, Zze zvySuji vylucovani Zluovych kyselin stolici. K endogenni tvorbé
zlu€ovych kyselin vyuziva lidsky organismus jako zdkladni substrat cholesterol. Za béZnych
fyziologickych podminek probihad enterohepatilni obéh Zlucovych kyselin ze stieva zpét do
jater a je pouZzita znovu vice nez tfetina zluCovych kyselin. Pokud dojde k vazbé ZluCovych
kyselin na bakterialni bunky mlécné mikroflory, pak se zpétné nevsttebaji a jsou vylouceny
stolici. K tomuto efektu ptispiva téz vapnik obsazeny v mlé¢nych vyrobcich, protoze volné

ionty vapniku vytvareji se zluCovymi kyselinami nerozpustné slouceniny, které se téz
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neresorbuji a odchazeji stolici. Cim vét§i podil Zlu¢ovych kyselin je vyloudeno ze stieva
stolici, tim vét§i mnozstvi cholesterolu musi organismus pouZit k jeho doplnéni. Tim dochazi
ke snizeni hladiny cholesterolu v krvi (Turek a Hruby, 2002).

Ve studii Vyzkumného ustavu mlékarenského se zaméfili na sledovani u¢inku kmene
Enterococcus faecium CCDM 922, mj. na u€inky ve vztahu k lipidovému metabolismu. Tento
kmen byl vybrdn na zdkladé¢ jeho diiveéjSiho zapojeni spolecné s dal§imi mikroorganismy do
klinické studie provadéné Statnim zdravotnim Ustavem. Vysledky studie ukazaly schopnost
kmene snizovat celkovy cholesterol a zvySovat jeho frakci HDL (lipoprotein o vysoké hustoté;
high density lipoprotein). Studie byla provadéna ve spolupraci s 52 dobrovolniky ve véku 18-
82 let. Kohorta byla rozdélena do dvou skupin, pokusné a kontrolni. Obé& skupiny
konzumovaly jogurtovy napoj v mnozstvi 100 ml denné po dobu 12 tydnii. Pokusnd skupina
v jogurtovém napoji navic ptijimala kmen CCDM 922 v denzité minimaln& 3,7.10’ CFU. Po
testu doSlo u pokusné kohorty vlivem konzumace mléénych napoji ke zvyseni hodnoty HDL
o 0,16 mmol/l. Pomér rizikovosti onemocnéni kardiovaskularnimi nemocemi, tj. pomér
celkového cholesterolu a HDL cholesterolu se téz u celé kohorty zlepsil o 1,49 na 4,46, kterd
je uvadéna jako hodnota, kterd jiz nepredstavuje zvySené riziko kardiovaskularnich
onemocnéni (Salakova a kol., 2008).

Velmi dilezitou funkci mikrobidlni flory je jeji plsobeni jako ochranné bariéry —
oznacované nekdy jako kolonizacni rezistence anaerobil a aerobil gastrointestinalniho traktu
(GIT). Tato kolonizacni rezistence je zajiStovana nékolika mechanismy: receptorovou blokaci
(obsazeni potencidlnich vazebnych mist stfevni vystelky), brzdéni riistu ¢1 usmrceni cizich
mikroorganismli (produkce bakteriostatickych a baktericidnich latek), kompetici o nutri¢ni
substraty (vyzivové latky, vitaminy, rlGstové faktory), sniZzenim sttevniho pH, pifimym
antagonismem fyziologické mikroflory vic¢i patogennim a potencidlné patogennim
mikroorganismiim. Stfevni mikroflora tak zajiStuje ochranu proti Sirokému spektru sttevnich
patogenti (Salmonella, Shigella, Campylobacter, Yersinia,...), potencialnich patogena
(Clostridia, Helicobacter,...) a kvasinek (Candida albicans) (Forejt, 2008).

Probiotika jsou dnes také uspéSné¢ pouzivana k obohacovani krmiva pro zvifata.
Probiotika v krmivech posili daného zivocicha, rychleji roste a dojde ke zvySené produkci

napt. mléka a vajec (Dunne a kol., 2001).
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3 PREBIOTIKA

Prvné byl vyraz ,,prebiotikum® pouzit v roce 1990 (Gibson a Fuller, 2000). Prebiotika
jsou nestravitelné potravinové slozky, které ptiznivé ovliviiuji hostitele, a tim selektivné
stimuluji rist a aktivitu jednoho nebo limitovaného poctu bakterii v tlustém stieveé, ¢imz
zlepSuji zdravi svého hostitele (Gibson a Roberfroid, 1995). Tato definice byla aktualizovana
vroce 2004 a prebiotikum je nyni definovdno jako selektivné fermentovatelnd latka, kterad
umozni konkrétni zmény, a to jak ve sloZeni a/nebo Cinnosti gastrointestinalni mikroflory
(Wang, 2008). Jinymi slovy jsou prebiotika substance potravin, které podporuji rist
probiotickych mikroorganisma (Su a kol., 2007 a). Ve vétsiné pripadit se jedna o podporu
zvySeni poctu bakterii rodu Bifidobacterium a Lactobacillus, coz byl také jeden z prvnich
vétSich zajmi o prebiotika (Oliveira a kol., 2009). Jednd se to latky nenatravitelné enzymy
eukaryotickych bunék, ale ve stievé se stavaji substraty enzymt mikrofléry. Mikrobialni
enzymy S$tépi tyto substraty na latky vyznamné pro sttevni mikrofloru i sttevni sliznici (kratké
mastné kyseliny, aminokyseliny, polyaminy, ristové faktory a antioxidanty). Tyto substance
kryji zna€nou c¢ast nutricnich potieb kolonické sliznice, kterd neni schopna vyzivit se pouze
substraty z krevniho ob&hu (Fri¢, 2008). VySe zminénym mikrobialnim metabolismem
vedoucim k fermentaci sacharidii na organické kyseliny, hlavné butyrat, dochéazi ke kryti az
50% dennich energetickych pozadavku kolonické sliznice (Tuohy a kol., 2003).

Prebiotika Ize také definovat jako sacharidy se stupném polymerace dva a vice, které
jsou rozpustné v 80% ethanolu a nenatravitelné pankreatickymi enzymy gastrointestinalniho
traktu. Né&které sacharidy, v souasné dob¢ potencialni prebiotika, zjevné nespadaji do této
definice, jelikoZ nckteré maji stupenn polymerace 1 vys$i nez deset, coZ je mirné chemicky
odlisuje (Cummings a kol., 2001).

Moznost obohacovani potravin o prebiotika je mnohem S$ir$i, nez moznost ptridavani
probiotickych bakterii do potravin. Je to dano vétsi tepelnou stabilitou, rezistenci vici kysliku
a dalS$imi faktory (Manning a Gibson, 2004). V soucasnosti se mnoho prebiotickych latek
piidavad do jogurtii a ostatnich fermentovanych mlécnych vyrobku, tak jako 1 do celého
spektra dalSich potravin (Huebner a kol., 2008). Dile mohou byt pfidavany do népoju,
pomazéanek, kojenecké vyzivy, pekaiskych vyrobki, cukrovinek, Cokoladdy, Zvykacek,
polévek, omdcek a dresinkii, masnych vyrobki, instantnich potravin, konzervovanych
potravin, riiznych potravinovych dopliki, krmiv (Gibson a kol., 2004), bonbonii a ovocnych

stav (Looijer-van Langen a Dieleman, 2009).
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V mnoha potravinaiskych vyrobcich mohou prebiotika vyrazné zlepsSit organoleptické
vlastnosti. Pouzivaji se pro jejich technologické vlastnosti (Wang, 2008) nebo upravu 1épe

vyvazeného nutri¢niho sloZeni (Franck, 2002).

3.1 Pozadavky na prebiotika

Obdobné jako u probiotik jsou definovany nckteré pozadavky, které musi spliovat,
aby mohly byt za probiotikum povaZovany, plati také pro prebiotika urcité charakteristické
znaky. Od zavedeni pojmu prebiotikum se vénovalo této problematice mnoho pozornosti,
védeckého a primyslového zajmu (Roberfroid, 2007). V minulosti byl za diikaz uc¢innosti
prebiotika povazovan pouze bifidogenni uc¢inek néjaké latky (Ouwehand a kol., 2005). Dnes

jsou za zakladni kritéria pro latky s prebiotickymi G¢inky povazovany tyto skutecnosti:

e Substrat nesmi byt hydrolyzovan a/nebo vstiebavan v zaludku a tenkém streve

e Slouzi selektivné ur€itym bakteriim tlustého stieva jako substrat, ktery zvySuje
metabolickou aktivitu téchto bakterii nebo podporuje jejich rist

e Kvasenim substratu by mély byt navozeny prospéSné systémové ucinky na

hostitele (Manning a Gibson, 2004).

Uvedena podminka, ktera tikd, Zze prebiotikum nesmi byt hydrolyzovano a/nebo
vsttebavano v zaludku a tenkém stfeveé, nemusi byt vzdy GpIné tak striktni, ale mélo by byt
zaruceno, ze znacné mnozstvi této latky se dostane predevsim do tlustého stteva, kde bude
slouzit jako kvasny substrat (Roberfroid, 2007). Gibson a Roberfroid (1995) dale uvadéji, ze
prebiotika by méla mit celkové pozitivni vliv na zdravi a pohodu jedince. U latky, kterd ma
byt prebiotikem, musi byt znam ptivod, Cistota, chemické sloZeni a struktura (FAO, 2009).

Zatim u nas neexistuje zadna zékonna Uprava, ktera by oSetfovala mnozstvi nebo druh
prebiotik v potravindch. Je ale zfejmé, ze pro dobie rozvinutou mikrofléru jsou prebiotika
potiebna. Probiotika a prebiotika dohromady tvofi tzv. synbiotika. Strava je hlavnim faktorem
ovliviiujicim stfevni mikrofloru a pomoci potravin je mozné ovliviiovat slozeni stfevni
mikroflory. Prebioticky substrat je selektivné vyuzivany prospéSnou stievni mikroflorou, ale
nepodporuje potencidlni patogeny jako jsou bakterie rodu Clostridium produkujici toxiny,

proteolytické bakterie rodu Bacteroides a toxigenni Escherichia coli. Timto zplsobem se
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prospésnéjsi ¢ast mikroflory, coz jsou predev§im mlécné bakterie rodu Bifidobacterium a
Lactobacillus, stava ve stfevé dominantnéj$i a mohou podporovat blahodarné ucinky

(Manning a Gibson, 2004).

3.2 Fyziologické disledky fermentace prebiotik

Existuji dva hlavni typy anaerobni fermentace provadéné ve stieveé, sacharolytické a
proteolytické (Manning a Gibson, 2004). Fermentaci prebiotik dochazi ke snizeni pH
v tlustém stieve a nasledné ve stolici, coZ je zptisobeno produkei kratkofetézcovych mastnych
kyselin a kyseliny mlééné (Ebringer, 2002). Hlavnim produktem fermentace jsou mastné
kyseliny s kratkym fetézcem (SCFAs = short-chain fatty acids), hlavné acetat, propionat a

butyrat. Fermentace ptislusnych sacharidl je znazornéna na obr. ¢. 1.

Sacharidy

Travici enzymy

DD

Obr. €. 1: Zdroje bakterialni fermentace (Hermans a Buts, 2002)
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Mezi ostatni produkty kvaseni patii ethanol, laktat, sukcinat, formiat, valerat a kaproat.
Rozvétvené fetézce mastnych kyselin s kratkym tetézcem jako je isobutyrat, 2-methylbutyrat
a isovalerat mohou byt tvofeny fermentaci aminokyselin (Fooks a kol, 1999). Ty mohou byt
dale metabolizovany a mohou byt poskytovatelem energie pro hostitele, Caste¢né zasobuji
sliznici tlustého stfeva a pfiznivé plisobi na stfevni peristaltiku. Urychlenim peristaltiky se
zkrati doba, kdy je v kontaktu kolonocyt s peroralné pfijimanymi potravinovymi karcinogeny
(napt. 3,4-benzpyrén, nitrosaminy, pyrolyzaty bilkovin a aminokyselin) a sniZzené pH inhibuje
aktivitu dehydrogenas a hydroxylas, které méni Zlucové kyseliny na karcinogenni kyselinu
deoxycholovou a litocholovou (Ebringer, 2002).

Sacharidy jsou preferovany zdroj energie pro stfevni mikrofloru, ale v dobé&
nepiitomnosti nckterych skupin mikroorganismti, napiiklad klostridii, se fermentace
sacharolytickd zméni spiSe na proteolytickou (Ouwehand a kol., 2005). Kone¢né produkty
proteolytického kvaseni mohou byt toxické (Manning a Gibson, 2004), na rozdil od
metabolismu sacharidii, kde jsou konecné produkty neSkodné a nékteré dokonce potiebné pro
sveého hostitele (Fooks a kol, 1999). Mezi zminéné toxické produkty proteolytického kvaSeni
patfi fenolické slouceniny, aminy, amoniak (Manning a Gibson, 2004) a indol (Fooks a kol,
1999). Uvolnovani amoniaku maze vést ke zvySenému riziku vzniku rakoviny tlustého stifeva
a neoplastickému ristu epitelu tlustého stteva, tvorba fenolickych latek mize vést také ke
zvySené pravdépodobnosti vzniku rakoviny (Ouwehand a kol., 2005).

Fermentaci prebiotik se selektivné modifikuje mikroflora tlustého stfeva. Pfi
pfemnoZeni bakterii mlééného kvaseni se bakteroidy, koliformni bakterie a grampozitivni
koky zachovaji v pomérné nizkém poctu (Ebringer, 2002). V neddvnych studiich byly
identifikovany dal§i mikroorganismy (napt. Faecalibacterium prausnitzii), které maji
schopnost rozkladat prebiotika. Naopak produkty fermentace laktobacilii a bifidobakterii, jako
jsou kyseliny mlécna a octova, mohou byt degradovany jinymi bakteriemi jako jsou
Anaerostipes caccae nebo Roseburia intestinalis (Saulnier a kol., 2009).

Dochazi taktéZ ke zvySeni hmotnosti stolice, coz souvisi s vysokym obsahem bakterii
ptemnoZenych v disledku fermentacnich procesi. M4 to za nasledek vyssi frekvenci
vyprazdnovani stiev a napomaha piedchdzeni zacpé. Jeden gram oligofruktosy zvysi
hmotnost stolice o 1,5-2 g. Bakterie mlécného kvaseni produkuji také travici enzymy, které se
podileji na utilizaci balastnich latek z potravy (Ebringer, 2002).

Mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFAs = short-chain fatty acids) jsou schopny
zlepsit slizniéni morfologii vyssi tvorbou mucinu. Nékteré SCFA, pfedev§im butyrat, inhibuje

rust bun¢k rakoviny tlustého stfeva. SCFA se mohou vazat na specifické receptory jako je
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G-protein vazany na receptor 41 (Grp 41), tento receptor je silny regulator hostitelské
energetické rovnovahy (Saulnier a kol., 2009). Mechanismus u¢inku prebiotik je uveden na

obr. ¢. 2.

Prebiotikum ‘

Mineralni absorpce

v Kompetitivni
vylougeni + pH ’
l‘ -
Bakterialni SCFA ﬁ o —

fermentace y NN \
prebiotik % @- —

GLP-1
Pouziti fermentaénich

produkea 00000 - - T = ia, '@

Strevnr dutina

Zisk energie

Strevni ePitef Systémove dé’iﬂ&)f

Current Opinion in Biotechnology

Obr. €. 2: Mechanismus ucinku prebiotik (Saulnier a kol., 2009)

3.3 Strukturné-funkéni vztahy

Prebiotické vlastnosti sacharidii mohou byt ovlivnény nékolika faktory. Témito
faktory jsou zejména monosacharidové sloZeni, molekulovd hmotnost a obsah glykosidické
vazby. Bylo zjisténo, ze dosud znama prebiotika jsou slozena prevazné z glukosy, galaktosy,
xylosy a fruktosy. Prebioticky potencial oligosacharidli sloZzenych s jinych monosacharidii
neni zatim znam. Vazba mezi monosacharidovymi jednotkami je velice dilezitym a
rozhodujicim faktorem pii urovani selektivnosti kvaSeni a stravitelnosti v tenkém stievé.

Polysacharidy obecné nejsou povazovany za prebiotika, kdezto oligosacharidy ano. Inulin ma
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nejveétsi molekulovou hmotnost z prebiotickych oligosacharidi. Vliv molekulové hmotnosti
na prebiotické sacharidy je znazorfiovan tim, Ze xylan s vysokou molekulovou hmotnosti neni
prebiotikum, ale xylooligosacharidy s niz§i molekulovou hmotnosti jiz prebiotickou aktivitu
vykazuji. D4 se predpokladat, ze ¢im del$i oligosacharidovy fetézec, tim pomalejsi

fermentace v tlustém stievé (Manning a Gibson, 2004).

3.4 Druhy prebiotik

Predpokladem zatrazeni k prebiotikiim je stimulace nékterych bakterii ve stfevé. Po
poziti stravy obsahujici nestravitelné sacharidy dojde k selektivni fermentaci pomoci stievni
mikroflory (Manning a Gibson, 2004). Jakakoliv dietarni slozka, schopna projit
v neporuseném stavu do tlustého stfeva (nestravitelné nebo malo stravitelné sacharidy,
nekteré peptidy, bilkoviny nebo nekteré lipidy), miize byt potencidlnim prebiotikem (Fooks a
kol., 1999). VétSina z4jml o rozvoj prebiotik se soustfed’'uje na nestravitelné oligosacharidy
(Manning a Gibson, 2004). Siroka $kala prebiotik byla izolovana z rostlinnych materiald, napf.
B-glukany z ovsa, inulin z kofene ¢ekanky, oligosacharidy z cibule, pérku a fazoli (Su a kol.,
2007 b).

Jiz u celé tady raznych nestravitelnych oligosacharida byl prokazan prebioticky efekt

(Fooks a kol., 1999). Mezi tyto oligosacharidy jsou fazeny:

e Laktulosa

e Fruktooligosacharidy (FOS)

e (alaktooligosacharidy (GOS)

e Sojové oligosacharidy

e Laktosukrosa

e [somaltooligosacharidy

e Glukooligosacharidy

e Xylooligosacharidy

e Palatinosa (Manning a Gibson, 2004).

Tento vycet prebiotik je dopliiovan jesté o inulin (pattici mezi fruktooligosacharidy) a

gentiooligosacharidy (Rastall a Maitin, 2002).
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Existuje mnoho znamych oligosacharidii pouzivanych jako prebiotika hlavné na
japonském trhu. V Evropé¢ a USA jsou na trhu pouzivany predevsim fruktooligosacharidy a
inulin a to hlavné diky ekonomické vyrobé téchto latek a reprodukovatelné prokdzanym
prebiotickym U€inktim na lidi. Galaktooligosacharidy jsou také na trzich USA a Evropy
roz$iten¢, ale zatim nejsou tak vyuzivané. Navzdory mnoha komeréné¢ dostupnych
oligosacharidii je stale snaha identifikovat dalSi vhodné latky s prebiotickymi vlastnostmi

(Rastall a Maitin, 2002).

3.5 Prebiotické oligosacharidy

Jedna se o hlavni komponenty riznych dietnich vyrobkl (napt. mléko) a od roku 1980
je jejich vyuziti ve funk¢nich potravindch stale prozkoumavano (Kolida a kol, 2002). Béhem
uplynulych deseti let pfitahly pozornost jako funkéni sloZky potravin, zejména v Japonsku a
Evropé (Boehm a kol., 2005).

Oligosacharidy jsou glykosidy, obsahujici tfi az deset monosacharidovych
podjednotek. Piesto jsou 1 disacharidy, jako je laktulosa, svymi vlastnostmi velmi podobné
tri- a vyS$S§im sacharidiim a také je fadime mezi oligosacharidy v potravinach (Crittenden a
Playne, 1996). Na svétovém trhu se uplatiuje vice nez dvacet typu nestravitelnych
oligosacharidi (Sako a kol., 1999). Potravinaisky vyuzivané oligosacharidy jsou prevazné
smési oligosacharidii o rlizném stupni polymerace, monosacharidi a ptivodnich polysacharid
a disacharidt (Crittenden a Playne, 1996).

Oligosacharidy jsou rozpustné¢ ve vod¢ a mirn¢ sladké. Jejich sladivost se pohybuje
vrozmezi 0,3 a 0,6 ndsobku sladivosti sacharosy. Sladivost je zdvisla na molekularni
hmotnosti a na celkovém slozeni celé molekuly dan¢ho oligosacharidu. Nejvétsi zadjem o
oligosacharidy jako potravinaiské ptisady prameni z jejich mnoha fyziologicky prospéSnych
vlastnosti (Crittenden a Playne, 1996).

Diky prokdzanému Uc€inku probiotik na lidské zdravi existuje na svétovych trzich
velké mnozstvi produktii sobsahem probiotickych bakterii. Napiiklad v mlékarenskych
vyrobcich je velmi tézké zajistit dostateCny rozvoj pozitivnich mikroorganismti, zejména
bifidobakterii, v dasledku citlivosti na pH a obsah kysliku. Ptidavek vhodnych

oligosacharidovych  prebiotik  zajisti  pfeziti  dostate¢ného  poctu  bifidobakterii
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v mlékarenskych vyrobcich béhem standardni trvanlivosti produkti (Lourens-Hattingh a
Viljoen, 2001).

Mnoho oligosacharidii neni ¢lovékem tradveno a maji vyuZiti v nizkokalorickych
potravindch a vyrobcich pro diabetiky (Crittenden a Playne, 1996). Energeticka hodnota
nestravitelnych oligosacharida je 1,0 — 2,0 kcal/g, coz odpovida 30-50% energetické hodnoty
stravitelnych oligosacharidi (Sako a kol., 1999). Nestravitelnost ne¢kterych oligosacharidi
umoziuje plnit funkci vlakniny a prebiotika (Crittenden a Playne, 1996).

K nejvyznamnéj$im zdrojim oligosacharidi, které se nachazi ptirozené v potravinach,
patfi topinambur, cesnek, cekanka, por, artyCok, cibule, pSenice (Kala¢, 2003). Dalsi
potravindisky vyznamné oligosacharidy mohou byt vyrdbéné komeréné hydrolyzou
polysacharidl (napf. potravni vlaknina, Skrob) nebo prostfednictvim enzymatické ¢innosti a to
z jednoduchych sacharidl transglykosilaci (Manning a Gibson, 2004; Crittenden a Playne,
1996).

3.5.1 Laktulosa

Laktulosa je ze vSech oligosacharidi nejpouzivanéjSi a nejCastéji vyrabény
oligosacharid. Podobn¢ jako galaktooligosacharidy je laktulosa odvozena od laktosy
(Crittenden a Playne, 1996). Jedna se o synteticky disacharid ve form¢ B-D-Gal-(1—4)- B-D-
Fru. Laktulosa byla piivodné pouzivana jako projimadlo, protoze neni hydrolyzovdna nebo
absorbovana v tenkém stievé (Gibson, 2004). Pied 40 lety byla laktulosa pouzivdna jako
prebioticky dopln€k kojenecké stravy ke zvySeni poctu laktobacill ve stfevech kojenci.
Nicméné specifita tohoto substratu pro zvySovani poctu mikroorganismii nebyla potvrzena
z hlediska molekularné biologickych aspektt (Collins a Gibson, 1999).

Laktulosa se ziskdva z laktosy a to izomeracnim procesem v alkalickém prostiedi.

Jako minoritni produkt této reakce vznika soucasné epilaktosa (Velisek, 1999).

3.5.2 Laktosukrosa

Tento trisacharid se vyrabi zlaktosy a patii mezi bifidogenni oligosacharidy.
Laktosukrosa se vyrabi ze smési laktosy a sacharosy za Ucasti enzymu B-fruktofuranosidasy

(Gibson, 2004). Laktosukrosa byla vyvinuta v Japonsku ve spolupraci tfi firem zaméfenych
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na cukrovarnicky a farmaceuticky primysl. Poptdvka na tento oligosacharid a jeho pouziti se

v dne$ni dobé€ rapidné zvysSuji (Crittenden a Playne, 1996).

3.5.3 Galaktooligosacharidy

Jsou to oligosacharidy obsahujici galaktosu ve formé Glu al—4 [B Gal 1—6],. Kde n
nabyva hodnot od dvou do péti (Gibson, 2004). Jedna se o latky Zivoc¢iSného ptivodu,
zdrojem je hlavné kravské mléko (Rudolfova a Curda, 2005) nebo se galaktooligosacharidy
vyrab€ji komeréné z laktosy s vyuzitim galaktosyltransferazni aktivity p-galaktosidasy
(stru¢né schéma uvedeno na obr. €. 4) (Crittenden a Playne, 1996). Po reakci laktosy a daného
enzymatického preparatu nasleduji dalsi technologické kroky zahrnujici odbarveni,
demineralizaci, filtraci, koncentrovani a poté vznikd bud’ sirup nebo po technologickém
suSeni se ziskava praskova forma. Vazby mezi galaktosovymi jednotkami zavisi na enzymu a
podminkach reakce. Nejcastéji vznikd f 1—4 vazba (4’-GOS), kdy B-galaktosidasa pochazi
z bakterie Bacillus circulans nebo Cryptococcus laurentii a B 1—6 (6’-GOS) pficemz je tento
enzym ziskan z Aspergillus oryzae nebo Streptococcus thermophilus (Sako a kol., 1999).
Konkrétni struktury galaktooligosacharidii jsou na obr. ¢.3 a mozné mikrobialni zdroje B-

galaktosidas jsou uvedeny v tab. ¢.2.

CH.OH CHaOH CHyOH

Q—n 0 QO
Gal Gal Q Gic yHQH
4 zalaktosyllaktosa

CH.OH
G CH,OH
Gal 0 o
Gal 4 Gle 3 HOH
- galaktosyllaktosa

Obr. €. 3: Struktura 4’-GOS a 6’-GOS (Sako a kol., 1999)
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Bakterialni zdroje Kvasinkové zdroje Plistiové zdroje

Escherichia coli Kluyveromyces (Saccharomyces) lactis Aspergillus foetidus
Bacillus megaterium Kluyveromyces (Saccharomyces) fragilis Aspergillus niger
Bacillus circulans Candida pseudotropicalis Aspergillus flavus
Thermus equaticus Sporobolomyces singularis Aspergillus oryzae
Streptococcus lactis Aspergillus phoenicis
Streptococcus thermophilus Mucor pusillus
Lactobacillus delbrueckii ssp. Mucor miehei

bulgaricus

Lactobacillus helveticus Neurospora croussa
Bifidobacterium bifidum Penicillium chrysogenum
Sulfolobus solfataricus Penicillium simplicissimum

Tab. ¢. 2: Prehled nejpouzivanéjSich mikrobialnich zdroji B-galaktosidas

(Rudolfové a Curda, 2005)

Komer¢né dostupné preparaty galaktooligosacharidii jsou smési obsahujici vice nez
55% oligosacharida, kolem 20% laktosy, 20% glukosy a malé mnoZstvi galaktosy.
Galaktooligosacharidy jsou dostupné v kapalné 1 praskové formé. Relativni sladivost téchto
latek byva kolem 35% sladivosti Cisté sacharosy. Na japonském trhu existuje produkt
s obchodnim nazvem Oligomate 55, je viskoznéjsi neZ kukuficny sirup a ma podobny
osmoticky tlak a vodni aktivitu jako roztok sacharosy o stejné koncentraci. Mlze tedy byt
pouzit zaroven jako konzervacni latka v potravinaistvi (Sako a kol., 1999). U mrazenych
produktti ovliviiuji bod tuhnuti, u tepelné zpracovavanych potravin omezuji hnédnuti
v disledku Maillardovych reakci. Mohou byt také vyuzivany jako inhibitory retrogradace
$krobu (Rudolfova a Curda, 2005). Uvadi se, ze galaktooligosacharidy jsou nejéastéji
vyrabéné prebiotické sacharidy na svété (Boehm a kol., 2005).

Galaktooligosacharidy jsou pomérné stabilni slou€eniny (stabilnéj$i nez
fruktooligosacharidy) pfi zahfevu na 160°C po dobu 10 minut pfi neutrdlnim pH, 120°C po
dobu 10 minut pfi pH = 3 a 100°C po dobu 10 minut pii pH = 2. Stabilita se projevi i pfi
delSim skladovani a kyselém prostiedi (Sako a kol., 1999).

Prebioticka funkce je Casto studovéana z pohledu zkvasitelnosti ¢istou nebo smiSenou
mikrobiologickou kulturou. Tyto metody budou neobjektivni, pokud bude ve vzorku obsazena

D-glukosa, D-galaktosa a laktosa (Maischberger a kol., 2008). Podle studie byly rozdilné
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galaktooligosacharidy pouzity jako substraty pro rist Bacillus lactis a Lactobacillus
rhamnosus. Lactobacillus rhamnosus preferoval jako substrat monosacharidy a disacharidy,
kdezto bakterie Bacillus lactis rostly pfednostné na substratu obsahujicim trisacharidy a
tetrasacharidy. Zda se, 2ze Bacillus lactis ma specificky transportni systém
galaktooligosacharidti, ktery neni ptfitomny u Lactobacillus rhamnosus. Enzym [-
galaktosidasa, ktery se projevuje hydrolytickou aktivitou vic¢i galaktooligosacharidiim, ale ne
vuci laktose, byl popsan u Bifidobacterium adolescentis (Rastall a Maitin, 2002).

Vsechny testované kmeny bifidobakterii a pediokokl produkuji B-galaktosidasu, ktera
jim umoziuje rist na galaktosyllaktose. Zadny z testovanych kmenii laktokokii nemiize riist
na galaktosyllaktose jakozto jediném zdroji uhliku, jelikoz nevykazuje aktivitu f3-
galaktosidasy a pouze devét zjednadvaceti testovanych laktobacilti prokazovalo aktivitu

tohoto enzymu a tudiz byl mozny jejich nartst na galaktosyllaktose (Gopal a kol., 2001).

GALAKTOOLIGOSACHARIDY

Transgalaktosylace
galaktosidasou
LAKTOSA
Afalicks + sacharosa
Imomerace Transfruldosylace
fruktofuranosidasou
LAKTULOSA LAKTOSUKROSA

Obr. €. 4: Oligosacharidy primysloveé vyrabéné z laktosy (Crittenden a Playne, 1996)

3.5.4 Fruktooligosacharidy

Struktura
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Reprezentuji jednu z hlavnich skupin bifidogennich oligosacharidii (Crittenden a
Playne, 1996). Mezi prebiotiky zaujimaji pravé fruktooligosacharidy hlavni pozici v oblasti
vyzkumu. Molekuly téchto oligosacharidi jsou sloZzeny z B-D-fruktofuranos spojenych [-
(2—1) vazbou (Roberfroid, 2002). Jednd se o polymery s polymeraénim stupném 2-30
(Rudolfova a Curda, 2005). Prvni monomer v fetézci je bud glukosylovy (G) nebo
fruktosylovy (F) zbytek. Tvoii homologickou fadu oligosacharidi odvozenych od sacharosy
a jsou oznacovany zkracenym vzorcem GF, nebo FF, (Roberfroid, 2002). Ve skutecnosti se
jednd o oligomery typu [B-D-Fru-(2—1)]n.1-B-D-Fru-(2—1)-a-D-Glc, zkracené¢ GF, a nebo
typu [B-D-Fru-(2—1)],, pficemz n nabyva hodnot 2-9 (stupeii polymerace). Tyto slouceniny
se nazyvaji oligofruktosa (VeliSek, 1999).

Obchodni fruktooligosacharidy jsou komplexni smési oligosacharida (Rastall a Maitin,

2002). Struktura fruktan( je uvedena na obr. €. 5.

i.ﬂ.]:c A
CH,OH Q
o
OH CtHz
HO
HO (] o
HO
HOHC HOR.C
HO -:|]-|2 HO CIH:
0 n-1 O m-2
HOHC HOH,C
HO  CHOH HO  CHOH
GF, Fm

Obr. €. 5: Chemicka struktura fruktanti (Gibson a Roberfroid, 1995)

Vyroba
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Primyslovd vyroba se realizuje dvémi rozdilnymi procesy, coz ma za nasledek
nepatrné odliSné kone¢né produkty. Prvni metoda, pii niz vznikaji fruktooligosacharidy,
vychdzi ze sacharosy transfruktosilazni aktivitou enzymu B-fruktofuranosidasa, pro spravny
prubéh je potieba vysokd koncentrace pocatecnich surovin (Crittenden a Playne, 1996).
Priimyslové mohou byt vyrabény také hydrolyzou inulinu nebo ze sacharosy z Cervené fepy
uc¢inkem fruktosylfuranosidasy z plisné€ rodu Aspergillus niger (transfruktosylace) (Rudolfova
a Curda, 2005) nebo Gi¢inkem enzymu endoinulinasa (Roberfroid, 2000).

Davkovani

Uginktim pfi réiznych davkach se vénuje cela fada védeckych skupin a zajem o tuto
problematiku roste. U fruktooligosacharidii bylo zjisténo, ze jsou G€inné u ¢lovéka v davkach
5g denné, coz bylo potvrzeno ve studii ve vztahu ke zvySeni rastu bifidobakterii (Rastall a
Maitin, 2002). Primérnd spotieba byla odhadnuta na 1 az 4 g ve Spojenych statech
americkych, v Evropé¢ se zase nejcastéji udava spotieba vrozmezi 3 az 11 g. Je vidét, Ze
davky jsou udavany v mnoha studiich v rtiznych hodnotach (Roberfroid, 2000). Nékteti autofi
uvadéji denni potfebu az okolo 15 g, ale jiz pti davkach 3-6 g denné se snizuje produkce
toxickych slozek a nezadoucich enzymi ve stievech o 40-45% (Rudolfova a Curda, 2005).

Fruktooligosacharidy jsou rostlinného ptivodu, vyskytuji se zejména v plodinach jako
cekanka, cibule, rajcata, Cesnek, bandn (Rudolfova a Curda, 2005), pSenice, porek
(Roberfroid, 2000), zito, je¢men (Voragen, 1998) a topinambur (VeliSek, 1999). Hlavni
zastoupeni je tedy v mnoha druzich ovoce a zeleniny, kde je v Cerstvém stavu zpravidla okolo
6% fruktooligosacharidi (Rudolfova a Curda, 2005). Piesto se da konstatovat, Ze pouhy
pfijem zvySe jmenovanych zdroji fruktooligosacharidi neni postacujici na rozvoj

blahodarnych u¢inki (Manning a Gibson, 2004).

Vlastnosti

Fruktooligosacharidy jsou ve vod¢ dobie rozpustné latky, které vykazuji 40-60%
sladivosti sacharosy, nehydrolyzuji se sacharidasami, a proto jsou klasifikovany jako
nerozpustnd vldknina. V tlustém stfevé jsou vSak fermentovany mnoha anaerobnimi
bakteriemi za vzniku niZSich mastnych kyselin, L-mlécné kyseliny a plynt (oxidu uhli¢itého,
methanu, vodiku). Proto jsou také nazyvany stfevni potravou (Velisek, 1999). Na druhou
stranu ale nejsou vyuZzivany patogennimi mikroorganismy tlustého stieva (enteropatogenni
Escherichia coli - EEC, Clostridium perfringens) ani bakterii Streptococcus mutans v ustech a

tudiz nepfispivaji ke vzniku zubniho kazu (Rudolfovd a Curda, 2005). Piedeviim je
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ocenovana skutecnost, Ze fruktooligosacharidy jsou dalezitym ristovym faktorem blahodéarné

pusobicich probiotickych bifidobakterii (Bifidobacterium bifidum) (Velisek, 1999).

3.5.5 Inulin

Inulin patii sice mezi fruktooligosacharidy, je ale nejvice prostudovany, uzndvany a
pouzivany jako potravindiska pifisada v mnoha zemich bez jakéhokoli omezeni, proto je
v mnoha studiich posuzovan samostatné a oddélené od ostatnich frukrooligosacharidi. Skala
produktli, obsahujicich inulin a/nebo jinou oligofruktosu a majici ptiznivy vliv na stfeva a

celkové blaho, za¢inaji prevazovat na Evropském trhu (Kolida, 2002).

Struktura

Mezi tzv. inuliny se zatazuji polymery sloZzené z linedrnich tetézcl D-fruktofuranos
obsahujici zpravidla jako koncovou jednotku D-glukosu (glukofruktany). Jsou véazany
vzajemné glykosidickou vazbou (Velisek, 1999). Z chemického pohledu je linearni fetézec
inulinu bud’ a-D-glukopyranosyl-[ B-D-fruktofuranosyl],.;-B-D-fruktofuranosid nebo [-D-
fruktopyranosyl-[-D-fruktofuranosyl],.;- B-D-fructofuranosid. Ve vazb¢ fruktosyl-glukosa je
vzdy B-(2<»1) jako u sacharosy, ale u fruktosyl-fruktosové vazby je B-(1«<-2). Inulin je
obecny termin, ktery zahrnuje vSechny B-(1<-2) linearni molekuly. Pro oznacovani
oligofruktos a/nebo inulinu je povoleno oznaceni oligomery, ale 1 polymery (Roberfroid,
2007). Fruktany obecné jsou znacné polydisperzni slouceniny, jsou to smeési piibuznych
sloucenin se stupném polymerace (poctem vazanych molekul fruktosy) zpravidla 2 az 60 a

nekdy 1 vice (Velisek, 1999).

Vlastnosti

Jedna se o bilou krystalickou latku, fazenou mezi fyziologicky velmi pozitivné
pusobici nevyuzitelné polysacharidy, tedy mezi potravinovou vldkninu, nebot neni
hydrolyzovana v horni ¢asti gastrointestindlniho traktu hydrolasamy slin ani pankreatickou a
sttevni hydrolasou (a-amylasa, sacharasa, maltasa aj. sacharidasy) (Velisek, 1999). Tim se

dostava az do tlustého stfeva v neporuSeném stavu (Kolida, 2002).

Davkovani a vyskyt
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Denni doporucené davky inulinu (a produktii jeho hydrolyzy) pfijimaného spolecné
s potravou se pohybuji od 1 do 12 g v z&vislosti na stravovani. Pfirozeny inulin se vyskytuje
v kotenech ¢ekanky (Cichorium intybus), hlizadch topinambur (Heliantus tuberosus)
(Roberfroid, 2002; Velisek, 1999) a dalSich pfirodnich zdrojich, z nichZ ty nejvyznamné;jsi
jsou uvedeny u fruktooligosacharidi. Cekankovy inulin se sklada ze smési oligomert a
polymert se stupném polymerace 2-60, primérny stupeii polymerace je 12 (Roberfroid, 2007).

Ptiklady zastoupeni inulinu v nékterych plodindch je uvedeno v tab. €. 3.

Tab. €. 3: Obsah inulinu v nékterych rostlinach (g/100 g) (Ebringer, 2002)

Cibule 2-17
Cesnek 9-16
Porek 3-10
ArtyCok 3-10
Cekanka (kofen) 3547
Topinambur (hliza) 16 —20
Chrest 4-18
Pampeliska 12-15
Banan 0,3-0,7
Ryze 0,5-1,0
JeCmen 0,5-1,5
PSenice 1-4

Inulin je vétSinou pouzivany pii vyrobé vyrobkil s nizkym obsahem tuku, zatimco
oligofruktosy jsou vyuzivany vesmés v nizkokalorickych ovocnych produktech jako jsou
jogurty, kde vyrovnavaji sladkost a vysokou intenzitu sladidel pouzivanych v potravinarskych

ptipravcich (Oliveira, 2009).

Splnéni kritérii prebiotik

Odolnost inulinu a oligofruktos na travici procesy byly jiz velice rozséhle studovany
v raznych studiich a rGznymi metodami jak ,,in vivo* tak ,,in vitro“. Jednd se skute¢né o
nestravitelny oligosacharid a je klasifikovan také jako dietni vldknina (Gibson a kol., 2004).
Vétsina studii podava informace o fermentaci blahodarnou flérou, zejména bifidobakteriemi a

v mensi mife laktobacily, zatimco celkové pocty bakterii Escherichia coli a Clostridium
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perfringens byly zachovany na pomérné nizkych hodnotéch, jelikoZ nedoSlo k podpote rastu
técho mikroorganismi vlivem pusobeni prebiotik (Kolida, 2002). Metody ,,in vivo* a ,,in
vitro® byly provadény na zvifatech, zejména byli pouzZiti potkani. Bifidogenni efekt byl
pozorovan u potkani krmenych oligofruktosou, zatimco pocty laktobacilli byly ve zvySené
mife zjiStény u potkanti krmenych bud’ samotnymi oligofruktosami nebo smésmi oligofruktos
a inulinu. Zaroven dochazelo k potlaeni bakterii rodu Clostridium zvySenim relativniho
podilu butyratu (Gibson a kol., 2004). Byl sledovan vybér 28 bakterii mlécného kvaseni (rod
Lactobacillus) a bifidobakterii a jejich schopnost fermentace inulinu a oligofruktos na MRS
agaru. Jedenact z Sestnacti bakterii rodu Lactobacillus a sedm z deviti bifidobakterii byly

schopné fermentovat substrat (Kaplan a Hutkins, 2002).

3.5.6 Sojové oligosacharidy

Jedna se o a-galaktosyl derivaty sacharosy (Velisek, 1999). Mezi zndmé zéstupce
sojovych oligosacharidil jsou fazeny stachyosa a rafinosa. V poslednich letech zacal nartistat
zajem o rostlinné polysacharidové bunécné stény jako zdroje novych prebiotickych latek
(Rastall a Maitin, 2002). Stachyosa i1 rafinosa jsou nestravitelné, a proto se dostavaji
v nedotéené podobé do stiev, kde pisobi jako prebiotika, jelikoz zde stimuluji riist zejména
bifidokakterii (Crittenden a Playne, 1996). Obsah sojovych oligosacharidii ve vybrannych

plodinéach je uveden v tab. €. 4.

Tab. €. 4: Obsah stachyosy a rafinosy ve vybranych luSténinach (% v susSin¢) (VeliSek, 1999)

Lusténina Rafinosa Stachyosa
fazol obecny 0,3-1,1 3,5-5,6
hrach sety 0,6-1,0 1,9-27
Cocka jedla 0,3-0,5 1,9-3,1
soja Stétinata 0,2-1,8 0,02-4,8
cizrna beranni 0,7-0,9 1,5-24

Vyroba
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Na rozdil od jinych oligosacharidl jsou sojové oligosacharidy extrahovany piimo ze
surového materialu a tyto vyrobni procesy nevyzaduji Zzadné enzymatické pochody (stru¢né
schéma vyroby je uvedeno na obr. €. 6). [zolovand a zakoncentrovand sojova syrovatka, coz
je vedlejsi produkt vyroby sojovych bilkovinnych izolat a koncentrath (Velisek, 1999),
obsahuje velké mnoZzstvi oligosacharidii jako je rafinosa, stachyosa, tak jako sacharosa,
glukosa a fruktosa. VSechny tyto cukry jsou extrahovany ze sojové syrovatky a koncentraci se

vyrabi sirup sojovych oligosacharidl (Crittenden a Playne, 1996).

Sojovi syravitka ; Sojove oligosachandy
odstranénd proteind a
sali

Obr. €. 6: Vyroba sojovych oligosacharida (Crittenden a Playne, 1996)

Splnéni kritérii prebiotik

Sojové oligosacharidy jako je stachyosa a rafinosa jsou schopné odolavat zalude¢ni
kyselosti a enzymatické hydrolyze. Jsou schopny se dostat bez velkych ztrat do tlustého stieva.
Fermenta¢ni schopnosti téchto oligosacharidii byly studovany bud’ ve smési nebo samostatné
jako individuédlni komponenty. Jedna z prvnich studii se zabyvala kvasenim rafinosy v Cistych
kulturach mikroorganismi a bylo zjiSténo, Ze byla metabolizovana bifidobakteriemi a fadou
sttevnich mikroorganismu, s vyjimkou Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecalis a
Escherichia coli. | mnoho nésledujich studii potvrdilo tyto zavéry, na nékteré stievni bakterie
byl dokazan dokonce az inhibi¢ni vliv. Diikazy o stoprocentnim prebiotickém chovani zatim

ale stale chybi (Gibson a kol., 2004).

3.5.7 Xylooligosacharidy

Na pocatku 90. let byl na trhu zastoupen pouze velice maly podil téchto oligosacharidi.
Nicméné v dneSni dobé je pozadovana rostouci tendence vyroby i pouziti v potravinarském
prumyslu (Crittenden a Playne, 1996). Komercéni produkty jsou slozené pievazné
z disacharidu xylobiosa a malym mnoZstvim vysSich oligosacharidii (Gibson a kol., 2004).
Jsou pouzivany zejména pi1 vyrob¢ riiznych prebiotickych napojt, jelikoZ maji schopnost

podporovat rist bifidobakterii ve stievech (Crittenden a Playne, 1996).
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Vyroba

Surovy materidl pro syntézu xylooligosacharidii je polysacharid xylan, ktery je
extrahovan prevazné zkukufice (Gibson a kol., 2004). Xylan je hydrolyzovan na
xylooligosacharidy fizenou enzymatickou aktivitou enzymu endo-1,4-B-xylanosa (Crittenden

a Playne, 1996). Stru¢né schéma vyroby xylooligosacharida je uvedeno na obr. €. 7.

XYLAN | XYLOOLIGOSACHARIDY
etizyimaticka hydroliza

pomoci endoxylanasy

Obr. €. 7: Vyroba xylooligosacharidii (Crittenden a Playne, 1996)

Splnéni kritérii prebiotik

Xylan byl oznacen jako dietni vaknina, to naznacuje, ze xylooligosacharidy by mohly
dosahnout tlustého stfeva v neporuseném stavu, ale tento predpoklad nebyl doposud zcela
davéryhodné potvrzen. Studie provadéné na zkvasitelnost a stimulaci rastu nckterych
probiotickych mikroorganismli dokazuji, Ze jsou xylooligosacharidy metabolizovatelné
vétSinou bifidobakterii, laktobacili a dalSich bakterii, vyjimku tvofi rod Bacteroides a
Clostridium  butyricum. Nov¢j$i neddvna studie s cCistymi kulturami prokdzala, ze
xylooligosacharidy z ovesného xylanu byly metabolizovany bifidobakteriemi, bakteriemi rodu
Bacteroides, Clostridium difficile a Escherichia coli. Metabolizovatelnost téchto
oligosacharidu se v této studii nepotvrdila. Tato studie poukazuje na nedostatecnou selektivitu
pti kvaseni. Tyto testy ale byly provadény s Cistymi kulturami a nenavozuji skute¢né prostiedi

v tlustém stievé (Gibson a kol., 2004).

3.5.8 Isomaltooligosacharidy

Komer¢né vyrabéné isomaltooligosacharidy se dodavaji ve forme¢ smési slozenych z
oligosacharidii o rGznych molekulovych hmotnostech (Gibson a kol., 2004). Jedna se o
oligosacharidy obsahujici 2-5 glukosovych jednotek propojenych vazbami a-D-(1—6) a

castecné také a-D-(1—4) (VeliSek, 1999). Provedené studie na modelu stfevnich podminek
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ukazaly, ze pfi fermentaci se zvySoval pocet bakterii mlécného kvaSeni (Gibson, 2004).
Fermenta¢ni vlastnosti téchto oligosacharidli byly testovany s ¢istymi kulturami a byly
provedeny 1 studie na lidech. Pti testech s ¢istymi kulturami bylo zjisténo, ze Bifidobacterium
adolescentis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve a Bifidobacterium infantis
metabolizuji tyto oligosacharidy. Byly metabolizovany 1 rodem Bacteroides, dale
Enterococcus faecalis a Clostridium ramnosus, ale ne tfadou dalSich stfevnich bakterii.
Dostupné ,,in vitro* zkouSky neprokazaly selektivni stimulaci riistu bakterii. ,In vivo* byly
provedeny zkousSky u dobrovolnikli a vysledné pocty bakteridlni populace byly zjiStovany na
selektivnich agarovych puadach, nebyl ale zjiStén vyrazny nartst bifidobakterii. V jinych
studiich u lidi bylo zase pii vysSich davkach potvrzeno zvySeni poctu bifidobakterii. Kvalitu
prebiotik a splnéni pozadavki na prebiotika nelze ale hodnotit jen podle narasth bifidobakterii
a celkového poctu mikroorganismi, proto se v dneSni dobé nepovazuji za pravoplatna

prebiotika a jsou provadény dalsi studie (Gibson a kol., 2004).

3.6 Vlaknina jako prebiotikum

Mezi tzv. nevyuzitelné polysacharidy se fadi celulosa, hemicelulosy a pektin, dale
polysacharidy pouzivané jako aditivni latky (polysacharidy motskych ftas, mikrobidlni
polysacharidy, rostlinné gumy a slizy, modifikované polysacharidy) a lignin. N¢které z nich,
napf. pektin, mohou byt relativné dobie vyuzitelné. Tyto latky se souhrnné nazyvaji sice
zavadéjicim, vagnim, nepfesnym a obtizné¢ definovatelnym, avSak vSeobecné rozSifenym a
akceptovanym terminem vlaknina nebo také vldknina potravy (VeliSek, 1999). Vldknina je
béZznou slozkou vétSiny potravin rostlinného pivodu (Blaut, 2002). V potrave je zjednodusené
rozdélena do tfi skupin podle jeji rozpustnosti ve vodé (Kvasnickova, 2000). Jedna se o
rozpustnou, nerozpustnou a smésnou vladkninu. Nejdulezitéjsi charakteristikou vSech tii
skupin je jejich rezistence k ucinklim hydrolytickych enzymu traviciho traktu, coz z nich déla
vhodny substrat pro mikrobidlni fermentaci (Farkas a Francanova, 2008). Obecné lze fici, ze
jak zkvasitelnd, tak 1 nezkvasitelnd vlaknina ma za néasledek zvyseni ristu sttevni mikroflory
(Blaut, 2002). Jednotlivé druhy vldkniny mizeme nalézt v riznych druzich plodd, semen,
ofechll a lusténin. Pfiklady obsahu vlakniny ve vybranych potravinach jsou uvedeny v tab. ¢.

5. Doporucené denni mnozstvi vlakniny je piiblizné 30-35 g, coz zhruba odpovida 0,5 kg
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ovoce a zeleniny (Farka$ a Francanova, 2008). Pomér nerozpustné a rozpustné vlakniny

v potravé by mél byt asi 3:1 (Velisek, 1999).

Tab. ¢. 5: Priklady obsahu vldkniny v potravinach (Velisek, 1999)

Vlaknina (% susiny)

rozpustna nerozpustna celkem
ovoce
jablka 56-5,8 73-7,5 12,8-13,3
broskve 41-71 34-6,4 7,5-13,5
jahody 51-7,7 6,8-10,6 11,9-18,3
pomerance 6,5-9,8 3,9-5,2 10,4 — 15,0
zelenina
mrkev 4.4-149 10,4 - 11,1 14,8 - 26,0
zeli 13,5- 16,6 4,2 -20,8 27,6-37,4
rajCata 0,8-3,5 3,2-12,8 6,7-13,6
zeleny hrasek 59 15,0 20,9
lusténiny
fazole 72-12,4 9,1-9,6 16,8 - 21,5
brambory
syrove 2,8-3,5 2,4-3,2 52-6,7
vafené 4,8 2,6 2,2
cerealni vyrobky
mouka pSeni¢na bila 2,0 1,2 3,2
mouka p3enicna
celozrnna 2,6 1,7 10,3
chléb pSenicny 1,6-2,7 1,1-2,9 2,7-5,6
chléb Zitny 6,7 6,6 13,3
kukufi¢né lupinky 0,2-04 0,5 0,7-0,9

3.7 Potencialni prebiotika

V mnoha studiich byl vySetfovan prebioticky potencidl mnoha dalSich sloucenin.
Avsak dikazy, poukazujici na spliiovani prebiotickych podminek, nejsou natolik piesvédcive,
aby se provadély né¢jaké podrobnéjsi analyzy. Mezi takovéto slouceniny patii oligodextrany,
kyselina glukonova, gentiooligosacharidy, pektinové oligosacharidy, mannooligosacharidy,
rezistentni Skrob a jeho derivaty, N-acetylchito-oligosacharidy, polydextrosa a cukerné
alkoholy (Gibson a kol., 2004). Mezi dalsi potencialni prebiotika patii arabinooligosacharidy
z cukrové rhamnogalacturonooligosacharidy z jablka,

fepy, arabinoxylooligosacharidy
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z pSenice, galakturonooligosacharidy, které lze ziskat z polygalakturonové kyseliny. Tyto
latky byly doposud zkouseny jen v Cistych kulturdch tady stfevnich bakterii. U pektinovych
oligosacharidi byl prokazan bifidogenni efekt, ne ale o takové selektivité, jako tfeba u
fruktooligosacharidii (Rastall a Maitin, 2002).

Rafinosové oligosacharidy jsou nestraviteln¢ oligosacharidy se stupném polymerace
tf1 az Sest. Semena vic¢iho bobu jsou nejbohat$im zdrojem téchto rafinos (obsah je az 120 g/kg
susiny), u kterych bylo prokazano v ptfedbéznych studiich prebiotické chovéani. Testy byly
provadény na potkanech a bylo dosazeno vysledkl srovnatelnych s vysledky pii pouZiti Cisté
rafinosy nebo fruktooligosacharidii. Byla tedy potvrzena selektivni stimulace ristu bakterii
rodu Bifidobacterium latkami ze semen viI¢ich bobu, je potieba vSak provést dalsi srovnavaci

studie pro definitivni zavéry (Martinez-Villaluenga a kol., 2008).

37



4 UCINKY PREBIOTIK

Existuje mnoho blahodarnych 1uc¢inkl, doprovézejicich vyuzivani probiotickych
bakterii. Jelikoz prebiotické sacharidy podporuji probiotika, daji se G€inky probiotik spojovat
s uCinky prebiotik. Mezi hlavnimi U¢inky prebiotik jsou uvadény v mnoha literaturach
vstiebatelnost minerdlnich latek, vliv prebiotik na metabolismus lipidl, prebiotika jako

ochrana pted rakovinou tlustého stieva apod.

4.1 Vstirebavani mineralnich latek

Prebiotika  jako  jsou inulin, oligofruktosy, glukooligosacharidy a
galaktooligosacharidy stimuluji absorpci nékterych mineralnich latek, zeyména pak hoiciku,
vapniku a zeleza. Osteoporosa je velice rozSifend choroba, nabyvajici epidemiologické
zavaznosti. Jednim z rizikovych faktori je pravé nedostateny ptijem vapniku (Scholz-Ahrens
a kol., 2001). Ackoliv je tenké sttevo hlavnim mistem absorpce vapniku v lidském organismu,
existuje myslenka, Ze k absorpci dochazi v celé délce sttev, tudiz je maximalni vstiebavani i
v tlustém stievé velice Zadouci (Manning a Gibson, 2004). Existuji védecké dikazy o podpofie
vsttebavani vapniku inulinovym typem fruktanfi. Zkousky byly provadény na zvitatech i1 na
lidech (Roberfroid, 2001). Velice dulezité je, ze zvySena vstiebatelnost vapniku vede k jeho

zvySenému mnozstvi v kostech (Macfarlane a kol., 2006).

4.2 Vliv fruktanovych prebiotik na metabolismus lipidi

V problematice metabolismu lipidi jsou velice Casto diskutovana také prebiotika
(Roberfroid, 2001). Strava poddvand potkantim, na kterych byl sledovany vliv prebiotik
fruktanového typu na metabolismus lipidi, byla obohacena 10% oligofruktosy a doSlo
k vyznamnému sniZeni koncentrace triacylglycerolt a fosfolipidt. To je témét vyhradné dano
poklesem koncentrace VLDL (lipoprotein o velmi nizké hustoté; very low density
lipoprotein). To je pravdépodobné vysledek snizené syntézy triacylglycerolii v jatrech. Jaterni
buiiky izolované z modelovych potkanti mély mirné niZ§i schopnost esterifikovat palmitat

(C14) na triacylglycerol, ale o 40% niz8i schopnost syntetizovat triacylglycerol z acetatu (C14)
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v porovnani s jaternimi bunikami kontrolnich potkant. Tyto vysledky podporuji hypotézu, Ze
opét doslo k poklesu tvorby mastnych kyselin (lipogenese) v jatrech z diivodu snizeni aktivity
vSech lipogennich enzymi. V neddvné studii se ukazalo, ze kdyz byla oligofruktosa ptidavana
do stravy obsahujici 10% veptfového sadla, 4% kukuficného oleje a 0,15% cholesterolu po
dobu 3 tydn, doSlo ke snizeni koncentrace volného cholesterolu 1 pfes tucnost podavané

stravy (Delzenne a Kok, 2001).

4.3 Prebiotika a rakovina tlustého stireva

Mnoho chorob lidskych stiev vznikd v distdlnim tracniku, zejména se jedna o rakovinu
tlustého stfeva (Manning a Gibson, 2004). Prebiotika mohou ptedchézet vzniku rakoviny
tlustého stfeva (Buddington a kol., 1996). Celkové druhou nejcastéjsi rakovinou u lidi je
pravé rakovina tlustého stfeva a predpoklada se, Ze nadory vznikaji asi 100 krat cCastéji
v tlustém stfevé nez v tenkém stfev€. DoSlo k n€kolika studiim o vyuZiti prebiotik jako
prevence rakoviny stiev, a to pfedevS§im na zvifecich modelech. Prebiotika mohou chranit
pied rozvojem tohoto zdvazného onemocnéni dvéma mechanismy.

Prvnim je tvorba ochrannych metaboliti. Butyrat jako jeden z konecnych produktii
fermentace prebiotik stimuluje apoptozu karcinogennich bunck. Z tohoto diivodu je zadouci
zvySit mnozstvi butyratu vznikajiciho ve stfevech. Mezi hlavni producenty butyratu pfi
fermentaci z hlediska stfevni mikroflory jsou bakterie rodu Clostridium a Eubacterium.
Druhou moznosti je ovlivnéni metabolismu bakterii tlustého stieva tak, aby produkovaly vétsi
mnozstvi prospéSnych metabolitd. Hlavnim cilem je zaménit metabolismus bakterii rodu
Clostridium a Bacteroides z proteolytického na sacharolyticky. Dodnes bylo malo prebiotik
hodnoceno ztohoto pohledu na lidech a na zvifatech. Je potiebné provést dalsi studie

(Manning a Gibson, 2004).

4.4 Prebiotika v kojenecké vyzivé

Prebiotika jsou rovnéz velice vyznamna v kojenecké vyzivé. U kojencl

krmenych uméle pfipravenou détskou vyzivou byly zaznamenany obvykle niz$i hodnoty
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bifidobakterii v porovnani skojenymi détmi. Mnoho studii vtomto ohledu potvrdilo
prebiotické ucinky matetského mléka (Saulnier a kol., 2009). Matei'ské mléko obsahuje fadu
substrati pro bakteridlni rast (Reid, 2008) a vede k mnohem rozmanitéj§i mikrofléte
s pfevahou bifidobakterii a laktobacilii v zazivacim traktu kojencti (Boehm a kol., 2003).
Kromé¢ 7% laktosy obsahuje jesté pfiblizn€é 1% neutrdlnich oligosacharidl a asi 0,1%
kyselych oligosacharidi. Jejich biologicka funkce neni jesté zcela objasnéna. Existuji vSak
dikazy o tom, jak jsou oligosacharidy matefského mléka vyznamné pro jiz zminované
bifidogenni uc¢inky, ale 1 protiinfek¢ni a protialergické. Doposud bylo charakterizovano
zhruba 130 neutrdlnich a kyselych oligosacharidi. Jejich spektrum v matefském mléce je
zavislé hlavn€ na krevni skupiné matky (Boehm a kol., 2005). Oligosacharidy matetského
mléka mohou chranit déti pfed prijmovym onemocnénim a snad 1 proti respiracnim chorobam.
Bylo potvrzeno, ze inhibuji patogeny jako je Campylobacter jejuni, Vibrio cholerae,
enteropatogenni Escherichia coli a Streptococcus pneumoniae pti ,in vitro“ 1 ,in
vivo“ testech (Haschke a kol., 2001) a jsou silnymi inhibitory bakteridlni adheze na stfevnim
epitelu (Walker a Dufty, 1998). Nedavno bylo prokazano, Ze oligosacharidy jsou rezistentni
vic¢i enzymatickému trdveni v horni ¢asti gastrointestinalniho traktu, coz je jedna z podminek
prebiotik (Boehm a kol., 2003). Oligosacharidy, vCetné¢ N-acetylglukosaminu, glukosovych,
galaktosovych a fukosovych oligomert nebo nékterych glykoproteinti, tvotici podstatnou cast
mateiského mléka, jsou specificke riistove faktory pro bifidobakterie (Collins a Gibson, 1999).
Kravské mléko obsahuje jen malé mnozZstvi prebiotik. Je ale mozné ho prebiotickou
vlakninou, podobnou, jakd je v mléce matetském, obohatit. Nelze doplnit ale vSechny takové

slouceniny do umélé vyzivy (Gregora, 2004).

4.5 Antiadhesivni vliv prebiotik

Prebiotické oligosacharidy mohou selektivné zabranit adhesi nékterych bakteridlnich
druht napodobovanim vazebnych mist. Nedavné studie dokazuji, ze prebiotika mohou
pusobit jako ldkadlo pro patogenni bunécné receptory ve stievé. Galaktooligosacharidy

dokonce snizuji ptilnavost enteropatogenni Escherichia coli (Saulnier a kol., 2009).
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5§ TESTOVANI PREBIOTICKYCH
VLASTNOSTI

Optimalni vyziva je kliCovy faktor ovlivilujici fyziologické funkce kazdého
jednotlivece. Kromé vitaminli, optimalniho obsahu energetickych a strukturdlnich sloZzek
potravy, které jsou vét§inou uvolnovany travicimi enzymy a resorbovany jiz v tenkém stieve,
patii k optimalni vyziveé 1 zdravi prospés$né stievni mikroorganismy, které se obecné nazyvaji
probiotika (problematice probiotik se vénuje kapitola 2). Schopnost kolonizovat sttevni niku
je dana jednak genetickymi vlastnostmi mikroorganismii a jednak vhodnym prostfedim
podporujicim rist. Hlavnimi soucastmi prostiedi, které pozitivné ovliviiuji rast probiotik, jsou
pravé prebiotika (Erban, 2005). Jestlize maji byt shromazd’ovany smysluplné, objektivni a
spolehlivé tidaje na rGznd prebiotika, musi byt rigordzni zkousSky potencidlnich prebiotik
provedeny pomoci standardizovanych metod. Pro kazdé potencidlni prebiotikum by tyto
metody mély prokdzat odolnost wvici zaludecni kyselosti, enzymatické hydrolyze,
gastrointestindlnimu vstfebavani, dale by mély prokdzat schopnost kvaseni stfevni

mikroflérou a selektivni stimulaci riistu a/nebo aktivity sttevnich bakterii (Roberfroid, 2007).

5.1 Nestravitelnost — testovani odolnosti prebiotik k Zaludeé¢ni kyselosti,
enzymatické hydrolyze a gastrointestinalnimu vstirebavani

Chceme-li aby bylo prebiotikum U¢inné, musi se dostat do stfev alespoil v néjaké
podobé. Diky chemické struktuie prebiotickych oligosacharidua tyto latky nepodlehnou traveni
ve slinivee biiSni a trdveni sttevnimi enzymy a dostanou se tedy do tlustého stieva. Je ale
sloZit¢ a casové narocné shroméazdit experimentalni dikazy (Cummings a kol., 2001).
Uc&innost prebiotika mize byt testovano metodami ,,in vivo* 1 ,,in vitro®. ,,In vitro® metody
zahrnuji pfevdzné stanoveni odolnosti vici kyselym podminkdm (napt. silné kyselé pH
v zaludku) a enzymatické hydrolyze (napf. ve slinach, slinivce bfiSni, tenkém stfevé). Po
vhodné inkubaci a hydrolyze produktli je stanoven obsah pomoci chemickych nebo
enzymatickych standardizovanych metod. Pfi ,,in vivo*“ metodach se pouZzivaji k méfeni

odolnosti vic¢i jakymkoli endogennim travicim procesim méfeni ve stolici potkani bez
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mikroorganismli nebo po antibiotickém potlaceni stievni flory (Gibson a kol., 2004). Dalsi
invazivni metody zahrnuji intubaci do gastrointestinalniho systému zivych potkanti. Modely
pouzitelné pro lidi zahrnuji bud’ pfimé vyuZiti nestravenych molekul v distdlnim ileu a
vykalech nebo metody nepiimého hodnoceni, kdy se ani glykémie ani insulinémie po
peroralnim podadni prebiotického sacharidu vyrazné¢ nezvysi (Roberfroid, 2007). Modely,
které jsou hojn€ uznavany jako hodnotnd alternativa ke studiu, jsou fyzické osoby, které¢ byly
podrobeny ileostomii (fez kycelniku ptes btisni sténu) (Gibson a kol., 2004). Studie dokazaly,
ze kdyz se oligosacharid inulinového typu nebo olifruktosa pouzije pii ileostomii, primérné
vyuziti v ileu je mezi 86 a 89%. Testy po izolaci stfevniho obsahu po poziti stravy s obsahem
oligofruktos taktéz dokazuji vyuzitelnost okolo 89%.

Existuji 1 dal$i metody zkoumani nestravitelnosti. Jedna se pievazné o nepiimé metody.
Nekolik studii ukazalo, Ze po ptfijmu prebiotik se zvySuje mnozstvi vydechovaného vodiku.
Ptestoze se jednd o dikaz zkvasitelnosti prebiotik, neposkytuje ale informace o skutecném
rozsahu jejich nestravitelnosti. Fruktooligosacharidy se stupném polymerace dva a tfi byly
inkubovany ,,in vitro* s lidskymi slinami nebo s potkanim pankreatickym homogenatem a
bylo stanoveno, Ze nejsou stravitelné nebo piesnéji velice obtizné stravitelné. Zadna zména
v obsahu glukosy v krvi ani inzulinu nebyla zaznamendna pfi podavani 25 g davky smési
fruktooligosacharidii se stupném polymerace dva, tfi a Ctyfi zdravym jedincim. Stejné tak
nebylo zjisténo zvySené mnozstvi glukosy v krvi pfi podavéani fruktani extrahovanych
z artyCokl (polymeraéni stupent sedm, 1 vice), které byly podavany v davkach 5, 10 nebo 20 g
samostatné nebo v kombinaci 1 s jinymi sacharidy (Cummings a kol., 2001). Nilsson a kol.
inkubovali v Cerstvych Zalude¢nich $tavach frakce fruktanii ziskané z riiznych obilovin po
dobu lhodiny a tyto testy dokdzaly, ze pii pH 1,05 bylo 10-15% fruktanti hydrolyzovano, ale
pfi pH vétSim neZ 1,8 bylo degradovano méné nez 1% fruktani. Kdyz probihala inkubace
s potkanim homogenizovanym obsahen stfev, mira hydrolyzy fruktan také neptesahla 1%.
Vsechny tyto studie se tykaji fruktani o rtiznych velikostech molekul. Nebyly ziskany
presvédcivé dikazy o traveni v zaludku a tenkém stfevé s pouZitim specifickych travicich
enzymu savcu (Nilsson a kol., 1988).

Relativné jednoduchy soubor kritérii z hlediska stravitelnosti je potfeba posoudit u lidi.
Lidské studie jsou ¢asoveé narocné a bylo by nerozumné o¢ekavat, ze kazdé nové prebiotikum
podstupuje cely proces zkouSeni stravitelnosti, resp. nestravitelnosti. V praxi to znamena, ze
»in vitro® vlastnosti novych prebiotik jsou pravdépodobné souvisejici s jejich fyziologickou
funkci a analytickymi vysledky, které mohou byt pouZity pro posouzeni potencialu prebiotik.
Tyto analytické vysledky by mély obsahovat né¢kolik boda. Jedna se o:
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e podrobny popis chemické struktury
e stanovovani odolnosti vii¢i zalude¢nim Stavam
e stanoveni odolnosti vii¢i enzymiim slinivky bfi$ni

e stanoveni odolnosti vii¢i enzymiim tenkého stieva

Déle by méla byt posouzena 1 zkvasitelnost prebiotik (Cummings a kol., 2001).

5.2 Testovani kvaSeni pomoci stfevni mikroflory

Vsechny sacharidy, které se dostanou do stfev, jsou potencidlni substraty pro kvaseni
pomoci mikroflory intestinalniho traktu. Existuje mnozstvi ,,in vitro® a ,,in vivo* studii
zabyvajicich se fermentaci sacharidli stfevnimi bakteriemi (Cummings a kol., 2001).
NejCastéji pouzivané metody ,,in vitro“ studii anaerobnich fermentaci smiSenymi
bakteridlnimi populacemi, piedev§im fekalnimi bakteriemi, jsou davkové a nepfetrzité
fermentacni systémy. Jako davky do fermentort jsou oCkovany bud’ cCisté kultury nebo
vybrané druhy bakterii nebo nejlépe vykaly s obsahem sacharidd, které maji byt studovany.
Multikomory kontinualnich kulturnich systémt byly vyvinuty pro napodobovani télesnych,
anatomickych a nutri¢nich charakteristik gastrointestindlniho traktu. Tyto modely jsou
uzitené pro odhad mista a rozsahu prebiotického kvaseni (Gibson a kol., 2004). ,In
vivo“ fermentace nestravitelnych sacharidi mize byt studovana v laboratornich podminkéch
na zvifatech, hospodaiskych zvifatech a lidech. Pii pokusech u potkanti jsou pfidavana
testovana prebiotika do potravin nebo pitné vody, ale mohou byt podavany také sondou.
Zvirata jsou pak v pfedem daném case usmrcena. Fekalni vzorky a obsah traviciho traktu jsou
pak shromazd’ovany k analyze. Studium fermentace sacharidi v potravé cloveka je
realizovano dvéma hlavnimi pfistupy. Prvni z nich je nepfimé shromaZzd’ovani vydechovaného
vzduchu u dobrovolnikli v pravidelnych casovych intervalech a métfeni koncentrace plynii,
piredevS§im vodiku. Ostatni postupy se skladaji ze shromazd'ovani vykali po peroralnim

24

podavani a méfi se vyuziti testovanych sacharidii (Roberfroid, 2007).
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5.2.1 Testovani kvaseni pomoci fermentori

Nejjednodussi ,,in vitro* fermentor je statické davkovaci zatfizeni. Substrat o znamé
koncentraci v nadobé obsahuje déale fekalni suspenzi nebo piesné¢ definované kultury.
Inkubace se provadi anaerobné pii teploté 37°C po kratkou dobu, ve vét§in€ ptipadi po dobu
24-48 hodin. Vzorky jsou odebrany v pravidelnych Casovych intervalech. Tato metoda je
pomérné rychld a mize tedy slouzit jako rychly srovnavaci postup jednotlivych substrati.
Dalsi vyhodou je potieba jen malého mnoZstvi vzorku, coz je dileZité zeyména v piipadech,
kdy je nedostatek testované¢ho materialu.

Fermentory jsou uzaviené systémy, ve kterych je substrat v limitovaném mnozstvi.
Rast kultury Ize popsat typickou ristovou kiivkou. Kontinualni systémy (chemostaty) mohou
byt pouzity k simulaci stfevnich podminek dikladnéji. Proménlivé fedéni a dalSi parametry
optimdlni pro rist mohou byt uréeny podle ustidlenych pravidel. V semikontinualnich
systémech je médium piidavano a kultura je ve stanovenych intervalech odstrafiovana.
Existuji 1 jiné wvarianty chemostati. Napiiklad byl pouzit systém o dvou nadobach
s membrdnou mezi nimi, jedna se o difizni chemostat. Tady je umoznéna difize ristovych
faktorti a jejich metaboliti mezi jednotlivymi komorami, pro bunky je vSak membrana
nepropustna. Byly také vyvinuty vicestupnové chemostaty a jsou vyuzivany jako ucinny
sttevni model, vnémz kazdd c¢ast predstavuje jiny region stfeva zpohledu fyzikdlng-
chemickych charakteristik prostfedi. Model podle Macfarlana se sklada ze tii Casti spojenych
do série (zapojeni chemostatu je zndzornéno na obr. €. 7). Prvni blok je bohaty na Ziviny,
dochazi k rychlému priachodu, jsou zde nastaveny kyselé¢ podminky a ma maly provozni
objem. Tteti st systému ma mnohem méné Zivného substratu, je zde neutralni pH, pomaly
pruchod a nejvyssi provozni objem. Ve druhém bloku jsou nastaveny podminky mezistupné
mezi blokem 1 a 3. Prvni blok simuluje tedy podminky, které jsou v proximalnim traktu
stteva, druhy blok simuluje podminky pti¢ného traniku a tteti blok sestupného tracniku

(Gibson a Fuller, 2000).
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Obr. €. 7: Kontinualni chemostat pouZivany k imitaci mikrobialniho prostfedi tlustého stieva

(slozeny ze tii Casti—V1,V2,V3 — liSici se podminkami a velikosti) (Gibson a Fuller, 2000).

Testovani probiotik a prebiotik se vénuji na Univerzité Reading ve Velké Britanii.
Probiotické a prebiotické ucinky testuji na obdobném zatizeni, které modeluje lidské stievni

prostiedi, jesté pred zkouskami na lidech (uvedeno na obr. €. 8) (Gibson, 2007).
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Obr. ¢. 8: Aparatura modelujici prostfedi tlustého stieva pouzivana k testovani probiotik a

prebiotik (Gibson, 2007)

5.3 Testovani selektivni stimulace rastu a/nebo ¢innosti stievnich bakterii

Splnéni tohoto kritéria je velice ¢asto testovano a je nejvice diskutabilni. Zahrnuje

anaerobni odbér vzorkl, nasleduji spolehlivé a kvantitativni mikrobiologické analyzy na
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Sirokou Skalu bakteridlnich rodt. Jednoduché potvrzeni kvaSeni a stimulace jednoho
mikrobialniho kmene nelze povaZzovat za potvrzeni prebiotického uinku.

Mnohé z prvnich publikaci vtomto sméru a nckterd soucasnd literatura popisuji
provadéné studie s Cistymi kulturami. Obvykle to =zahrnuje vybér z fady kment
Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp. a jinych bakterii jako jsou Bacteroides spp.,
Clostridium spp., Eubacterium spp. a Escherichia coli. Pocet testovanych kment kolisa
v raznych studiich a pifehledech. Problémem pfistupu k vyzkumim je samoziejmé to, ze
vybrané¢ kmeny nemohou byt skuteCné povazovany za reprezentativni zastupce mikroflory
tlustého stfeva. DalSim problémem v mnoha studiich je pouziti Siroké Skaly bakterii rodu
Bifidobacterium a Lactobacillus, ale pouze jednoho nebo dvou kmenll ztéch
,hezadoucich® druhti. Takové studie nemohou posoudit, zda dochézi k selektivni metabolizaci
a m¢ly by takové zavéry byt vyuZity jen v pocateCnim vySetiovani prebiotik (Gibson a kol.,
2004). Vice vyznamné ,,in vitro® metody ke studiu prebiotickych oligosacharidi pouzivaji
fekalnich vzorka, které zajiStuji, ze této zkouSce budou vystaveny zastupci riznych
bakterialnich druhti. Studia zmén v populacich vybranych roda a druht mohou poukazat na to,
zda je stimulace selektivni, ¢1 nikoliv. PouZiti fekalii dava presnéjsi reprezentacni zastoupeni
mikrofléry distdlniho tracniku stfeva. Hlavnim problémem pii pouziti fekalnich vzorka je

identifikace jednotlivych rodt a druht mikroorganismii (Roberfroid, 2007).

5.3.1 Testovani na selektivnich agarech

Tradicné se identifikace mikroorganismt déla kultivaci na fadé selektivnich agart a
nasleduji morfologické a biochemické testy (Roberfroid, 2007). Ke kultivatnimu posouzeni
uc¢inku daného prebiotika na mikroorganismy lze vyuzit ¢isté kultury stfevnich bakterii nebo
jejich smésné kultury, které 1épe vystihuji rozmanitost sttevni mikroflory. Tyto metody jsou
vhodné pro rychlé porovnani nékolika prebiotik. Jejich vyhodou je, ze mlze byt provedeno
nékolik simultdnich méfeni, 1ze pracovat v malém métitku a analyza je hotova do 24 hodin
(Rycroft a kol., 2001). Tento pfistup je postacujici pro stanoveni, ze prebiotika selektivné
podporuji zddouci mikroorganismy a potlacuje ty nezadouci, ale nedava skutecny obraz o
zménach v osidleni, ke kterym doSlo. To je nevyhnutelné, protoze se udava, ze asi jen 50%
mikrobl v tlustém stfevé bylo dosud identifikovano (Gibson a kol., 2004). Rast stfevnich

smésnych kultur byl donedavna zjiStovan jako pocet kolonii na selektivnich agarech.

47



Nicméné tento pfistup je nevyhodny z nékolika zdvaznych davodd. Jde hlavné o ¢asovou
naro¢nost takové ¢innosti, pracovni naro¢nost, malou rozliSovaci schopnost (Rycroft a kol.,
2001) a subjektivni pohled pracovnika (Gibson a Fuller, 2000). Efektivnéjsi a spolehlivé;si
jsou molekularni metody hodnoceni ristu a identifikace bakterii. Molekularné biologické

metody jsou vyhodnéj$i, spolehlivéjsi a zahrnuji detekci rGznorodych druht bakterii

(Roberfroid, 2007).

5.3.2 Spektrofotometrické méreni ristu mikroorganismii

Spektrofotometrickému stanoveni mikroorganismii v podminkach prebiotik, tedy
jejich zvySenému ristu nebo naopak inhibici, se vénuji autofi v mnoha odbornych ¢lancich.
Jednodenni kultury mikroorganismil, které se testuji na ovlivnéni prebiotickymi
oligosacharidy, kultivované v bujonu podle Wilkinse-Chalgrena se pfenesou v mnoZzstvi 0,3
ml do 10 ml zdkladniho media, obsahujiciho trypton (10 g), Zivny bujén €. 2 (10 g), Tween 80
(1 ml), L-cystein hydrochlorid (0,5 g), destilovanou vodu (1 1) a pH se upravi na hodnotu 7.
Zakladni medium se doplni testovanym prebiotikem. VesSkeré pritomné monosacharidy se
odstrani predkultivaci s bakterii Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, tento kmen
vyuzije z média monosacharidy jako je glukosa, fruktosa, laktosa a galaktosa. Zkumavky se
zaoCkovanym zakladnim médiem doplnéné o sledované prebiotikum se inkubuji pfi vhodné
teploté a Case pro dany mikroorganismus. Nasledné se prométuje absorbance pii 620 nm

(Rada a kol., 2008).

5.3.3 Testovani pomoci fluorescen¢ni hybridizace in situ (FISH)

Nejcastéji pouzivanym molekularnim ptistupem je metoda FISH (fluorescent in situ
hybridization), ktera zahrnuje pouziti specifickych oligonukleotidovych sond, orientujicich se
na diskrimina¢ni oblasti v RNA molekulach. Mezi cCasté cilové skupiny, pro které jsou
pouzivany oligonukleotidové sondy, patii rod Bacteroides, Bifidobacterium, Lactobacillus,
Enterococcus, Eubacterium (Roberfroid, 2007) a Clostridium. Tato moderni technika
umoznuje zjistit riznorodost bakterialni flory rychlym, kulturné nezavislym a spolehlivym

zpusobem. Cilem této metody je urcita oblast v rRNA molekulach, specifické skupiny bakterii
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lze odlisit od ostatnich bakterii ve smésné kultufe. Metoda FISH je vyznamnd tim, Ze
odstraniuje nejednoznacnost, ktera je vyznamnym rysem tradicnich kultivaci na selektivnich
agarech. Krom¢& toho je fluorescencni hybridizace kulturné nezavisla technika, kterd
nevyzaduje predchozi anaerobni kultivace a rast mikroorganismii na laboratornich médiich
(Gibson a kol., 2004). Pfi fluorescencni hybridizaci in situ dochéazi k interakci mezi rodoveé
specifickymi fluorescenéné znaCenymi oligonukleotidy a extraktem vzorku, ktery obsahuje
bakterialni rRNA. Timto zplsobem oznacené bunky se vy€isluji pomoci fluorescen¢ni
mikroskopie (Rycroft a kol., 2001) nebo s pouzitim tzv. ,.flow cytometru® (Franks a kol.,
1998). Pfi prutokové cytometrii (flow cytometry) dochéazi ke kvantifikaci bakterii pi1 FISH
metod€. V soucasné dobé dochazi ke zlepSovani metod a zvétSovani rozliSovacich schopnosti

prutokové cytometrie (Gibson a kol., 2004).

5.3.4 Testovani pomoci polymerazové retézové reakce (PCR)

Moznost taxonomického zafazeni umoziiuji metody zalozené na izolaci bakterialni
DNA piimo z pfirodniho materialu, ndsledné amplifikaci tseku kddujiciho 16S rRNA (Uhlik
a kol., 2008). Bakterialni ribosomy obsahuji molekuly, které mohou byt identifikovany na
molekuldrni trovni (Gibson a kol., 2004). Po mnoha letech zkoumani na sebe molekularni
techniky zaloZzené¢ na 16S rRNA sekvencich pfitahly velkou pozornost, jakozto to na
spolehlivé metody detekce a identifikace bakteridlnich druhti. Metody zahrnujici 16S rRNA
hybridizacni sondy a PCR primery umoziiuji pomérné rychlou a hlavné specifickou detekci
mikroorganismi. Metody PCR (polymerazova fetézova reakce) mohou byt vyuzity k detekci
bakteriii v riznych fylogenetickych trovnich v zavislosti na pouzitych primerech,
hybridizacnich metodach a rGznych technikaich PCR (Matsuki a kol., 2002). Franks a kol.
(1998) zacali pouzivat osm 16S rRNA cilenych sond pro velké druhy a skupiny anaerobnich
sttevnich bakterii ve vykalech dobrovolnikli. Na druhou stranu techniky PCR se zvlastnimi
16S rDNA oligonukleotidovymi primery byly vyvinuty pro detekci bakterii v slozitém
ekosystému. Zatim byly konkrétni oligonukleotidové primery navrZeny pro mnoho druhil
bakterii, u kterych je zndmo, ze se vyskytuji ve stfevnim traktu, a tyto primery jsou Uspésné
pouzivany. Nicméné mikrofloru ve stfevech je obtizné studovat pouze s primery, které jsou
specifické pouze na Urovni druhu v disledku velké rozmanitosti mikroorganismi. Je tedy

vyhodnéjsi pouzit primery specifické pro vyznamné rody a skupiny pfitomné ve sttevech.
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Rodové specifické primery byly vytvofeny pro bakterie rodu Bifidobacterium a byly také
rozsahle testovany (Matsuki a kol., 2002).

Vyuzitim raznych oblasti sekvenci 16S rRNA je mozné urcit potadi basi, které jsou
charakteristické pro rizné taxony a mohou byt pouzity jako cile pro genové sondy (Gibson a

kol., 2004).

5.4 Testovani odolnosti prebiotik pri technologickém zpracovani

Prebiotika, kterd maji slouzit jako funk¢ni slozky potravin, musi byt chemicky stabilni
pi1 zpracovani potravin, musi tedy odolavat vySSim teplotam, nizkému pH a pribéhu
Maillardovych reakci. Této problematice se vénuje nékolik studii.

Napftiklad suchy zahtev inulinu z ¢ekanky nebo arty¢okl na 60 minut pii teploté¢ mezi
135 a 195°C ma za nasledek zna¢nou degradaci inulinu, ktera se pohybuje mezi 20 a 100% a
casto to vede ke vzniku novych produkti. Presto 1 kdyZ se prebiotika chemicky pozméni, svou
funk¢ni aktivitu si mohou zachovat nebo dokonce se jejich funkéni aktivita zvysi po tepelném
oSetteni. Zahtati inulinu na 195°C po dobu 30 minut ma za nasledek upIny rozklad na fetézce
fruktanii a novych nizkomolekularnich latek. To ma ve vysledku za ndsledek prokéazanou
vyznamné vySS§i stimulaci ristu rodu Bifidobacterium a c&eledi Enterobacteriaceae a

vyznamnou inhibici ristu potencidlnich patogeni.

5.4.1 Prebioticka ¢innost a prebioticky index (PI)

Je efektivni hodnotit stabilitu prebiotik pii podminkach zpracovani po chemické i
funk¢ni strance (Huebner a kol., 2008). Prebiotické aktivita odrazi schopnost daného substratu
podporovat rlst organismu v porovnani s jinymi organismy a ve srovnani srdstem na
neprebiotickych substratech jako je glukosa (Huebner a kol., 2007). Proto sacharidy maji
pozitivni prebiotickou ¢innost pokud jsou metabolizovany stejné jako glukosa probiotickymi
bakteriemi, ale nejsou metabolizovany ostatnimi stfevnimi mikroorganismy. Prebiotika jsou
funk¢né stabilni, pokud jejich prebiotickd ¢innost pfed a po zpracovani potravin zistane stejna
nebo vzroste. Vysledky takovych studii mohou byt uzitecné pro identifikaci prebiotik

piidavanych do mlé¢nych vyrobki a jinych potravin (Huebner a kol., 2008).
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Stanovovani prebiotick¢ého indexu se provadi vétSinou zaockovanim 1% (V/V)
jednodenni ¢isté kultury probiotické bakterie do samostatnych zkumavek obsahujicich MRS
bujon s 1% (m/V) glukosy nebo 1% (m/V) testovaného prebiotika. Zkumavky se kultivuji pii
37°C za anaerobnich podminek (85% N, 10% CO,, 5% H,) v anaerostatech pro bakterie rodu
Bifidobacterium a Lactobacillus, pro aerobni bakterie ptfi bézné okolni atmosféte. Po 0, 24 a
48 hodinach inkubace je zjistovano pomnozeni dan¢ bakterie. Pomnozeni enterickych bakterii
se zjiStuje ptidanim 1% (V/V) enterické smési mikroorganismi do zkumavek obsahujici M9
bujon s 1% (m/V) glukosy nebo 1% (m/V) testované¢ho prebiotika, po inkubaci za aerobnich
podminek se opét po 0, 24 a 48hodinach vyhodnocuje pomnoZeni enterickych bakterii
(Huebner a kol., 2007). Podstatné je, Ze se bunécna hustota stanovuje na bazi optické hustoty
(optical density, O.D.) spektrofotometrickym proméfovanim pii 600 nm. Jednd se o
jednodussi a rychlejSi techniku ur€ovani prebiotické aktivity. Experimenty potvrdily, ze
vysledky spektrofotometrického stanoveni jsou srovnatelné s hodnotami ziskanymi pocitanim
kolonii na agarovych selektivnich ptdach. Prebioticka aktivita je vyjadfena pomoci rovnice

(Huebner a kol., 2008):

[ log O.D. probistickych bakter m prebiotiku po 24hed. - log O.D. probictickich bakters ma prebictiku po chod.

Prebioticka aktivita =
]:g oL :Er:'I:J:t:ﬂr_::':h baktend z2 g}.ﬂ:mr po zahod. - ]l:g oD ]_:ru".'n:tlﬂr_::':h 4 g}l.l.]':l’!}l' Po ched.

log OD. stfevoich baktens zx prebactiku po 24hod. - Jog OD. stievoich bakten ze prebictiou po chod ]

log O.0. sfevoich bakterd za ghikose po 24hod. - log OD. stievaich bakterd zz glukose po chod J

Obecné plati, ze tyto metody poskytuji indexy, které odrazeji relativni schopnost
daného prebiotika specificky plsobit na dané probiotické bakterie. Jsou zaloZeny na méteni
mikrobialni populace, rychlosti riistu a asimilaci substratu. Tyto indexy lze vyuzit pro
srovnavani riznych sacharidi a jejich potencidlu ke stimulaci riistu konkrétnich probiotik

(Huebner a kol., 2007).

5.4.2 Vliv nizkého pH na prebiotika
Pii testovani vlivu nizkého pH bylo pfidano zkouSené prebiotikum do citrat-

fostatového pufru o koncentraci 20 mmol/I pti pH 3,0; 4,0; 5,0 a 6,0. Vzorky byly po dobu 24
hodin pfi pokojové teploté (21°C). Po 24 hodinach bylo upraveno pH na hodnotu 7,0
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s pouzitim hydroxidu sodné¢ho nebo kyseliny chlorovodikové. Poté byla opét méfena opticka
hustota bunék v médiu. Lze konstatovat, Ze prebiotika jsou odolnd nizkym hodnotam pH

(Huebner a kol., 2008).

5.4.3 Vliv tepla a nizkého pH na prebiotika

Pti testech bylo opét pfidano sledované prebiotikum do citrat-fosfatového pufru o
koncentraci 20 mmol/l pi1 pH 4,0; 5,0; 6,0 a 7,0. Vzorky byly 30 minut ve vodni lazni o
teploté 85°C. Poté byly vzorky ochlazeny, pH bylo upraveno na hodnotu 7,0 kyselinou
chlorovodikovou nebo hydroxidem sodnym a podrobeny méfeni optické hustoty bunck.
Vysledky takovych pokust ukazuji, ze vysokd teplota a nizk¢é pH dohromady mulze

zpusobovat ¢astecnou hydrolyzu prebiotickych oligosacharidi (Huebner a kol., 2008).

5.4.4 Vliv Maillardovych reakci na prebiotika

Lze tici, Ze tvorba Maillardovych reakci miize snizit ¢innost prebiotickych sacharidi.
Pti Maillardovych reakcich redukujici cukry reaguji s aminokyselinami za vzniku produktd o
vys$$i molekulové hmotnosti, které mohou mit vliv na chut’, viini a barvu potravin.

Prebiotika se pridavaji pii testovani odolnosti vii¢i Maillardovym reakcim opét do
fostat-citratového pufru o koncentraci 20 mmol/l a pH 7,0 s 1% glycinem. Roztok se zahteje
na teplotu 85°C ve vodni ldzni. Vzorky se po urcitych casovych intervalech odstraiuji z vodni
laznég, ptipadné se upravi pH roztoku na hodnotu 7,0 pomoci kyseliny chlorovodikové nebo
hydroxidu sodné¢ho. Tvorba produktli Maillardovych reakci se sleduje v urcitych casovych
intervalech méfenim absorbance pii vinové délce 420 nm. Méfeni absorbance pii 420 nm je
uznavand metoda stanovovani indexu zhnédnuti. Vznik produkti Maillardovych reakci vede
k narGistu absorbance. Zhnédnuti se stanovuje pro kazdé prebiotikum v riznych casovych
intervalech vzhledem k rozsahu zhnédnuti ve vzorku obsahujicim glukosu po 3 nebo 6

hodinéch. Procentné vyjadiené relativni zhnédnuti 1ze vyjadtit vztahem:
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Procento relativniho zhnédooti —

Frimér absorbanci pfi 420 nm smési = prebiotikem v fase t1

w 100%

Primér absorbanci pfi 420 nm smési £ glukosou v ase t2

(Huebner a kol., 2008)

5.5 Smérnice pro hodnoceni prebiotik

Na konferenci FAO (Food Quality and Standards Service) o prebiotikdch byly
vysloveny doporucené pokyny pro metodiky hodnoceni prebiotik, aby vedly k efektivnimu a
bezpecnému pouziti v potravinach. Stru¢né schéma hodnoceni prebiotik dle organizace FAO

je uvedena na obr. €. 9.

Obr. €. 9: Smérnice pro hodnoceni prebiotik (FAO, 2009)
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6 ZAVER

Modifikace lidské stfevni mikroflory méa v soudasné dob& velky potencial. Uprava
vhodnym a pozadovanym smérem muze byt realizovana dvéma zptisoby. Prvnim je zatadit do
stravy vyznamny podil prospé€Snych probiotickych bakterii nasledné kolonizujicich trévici
trakt, predevSim bakterie rodu Bifidobacterium a Lactobacillus, druhym zplsobem je
piidavani nestravitelnych prebiotickych oligosacharidi do stravy a tim podpofit rozvoj
zadoucich bakterii (Montesi a kol., 2005).

Koncepce prebiotik je pomérné mladd oblast védeckych vyzkumia ve sméru
mikrobiologie, chemie a biochemie potravin. Pocatek zajmu o prebiotika byl v poloviné 90.
let minulého stoleti. Dnes je jiz zfejmé, ze zajem v této oblasti je opravnény a zaddouci. Ve
velkém rozsahu jsou vdneSni dobé vyvijeny nové latky s prebiotickymi vlastnostmi
podrobované piisnym zkouSkam. Této problematice se vénuje celd fada ptednich svétovych
univerzit a vyzkumnych tymi. V dobé, kdy jsou ve svéte¢ feSeny velké problémy
s civilizaCnimi chorobami, je aktudlni fesit problematiku funk¢nich potravin a jejich ptinos

lidskému zdravi.
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