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Probiotic microorganisms in dairy industry

Abstrakt

Probiotické mikroorganismy jsou v poslednich letech
predmétem ftady védeckych studii. Pfispévek shrnuje
pozadavky, které by mél probioticky mikroorganismus
spliiovat z hlediska jeho ptvodu, fyziologickych vlastnosti
a technologickych pozadavkl. Podrobnéji jsou shrnuta data
o zdravotné-funk¢nich tvrzenich a uvedeny pfiklady
nejcastéji pouZivanych a studovanych kment probiotickych
mikroorganismi.

Abstract

Probiotic microorganisms have been studied by many
scientists for many years. The article summarizes the
requirements for the probiotics from the point of view of the
origin, physiologic and technologic properties. In details the
data on health and functional benefits are summarized. The
most common probiotic strains are also listed.

Jiz pred vice nez 100 lety vyslovil rusky imunolog Ilja
Mecnikov teorii, Ze bakterie mlécného kvaSeni ovliviiuji
zdravotni stav Clovéka a prispivaji k prodlouzeni délky
Zivota. Ale teprve asi pred 20 lety zacal intenzivni vyzkum
a cilené technologické vyuziti probiotickych kultur.
Pfidavek probiotickych mikrobidlnich kultur modifikuje
potraviny na tzv. potraviny funkéni, jak bylo uvedeno
v pfedchazejicim piispévku (Horackovd, 2008). Probio-
tické potraviny jsou definovany jako potraviny obsahujici
Zivé mikroorganismy, které pozitivné ovliviluji zdravi
¢lovéka zménou ¢i udrZovanim urcité rovnovédhy stfevni
mikrofléry (Shah, 2007).

Vhodnost a zatazeni mikroorganismi mezi probiotické,
a tedy zdravi prospésné, je pfedmétem celé fady studii a lze
je posuzovat alespoi ze tii nasledujicich pohledd.

1. Puvod a vlastnosti samotného mikroorganismu

* Mikroorganismus by mél byt izolovan z gastrointestindl-
niho traktu zdravého clovéka, 1 kdyz ve zpravé
FAO/WHO z roku 2001 bylo téZ navrZeno, aby byl tento
pozadavek prehodnocen z diivodu nesnadné identifikace
pivodu nékterych mikroorganismi. Mikroorganismus by
mél byt pfesné taxonomicky uren - moderni metody
molekularni biologie umoziuji vytvareni velkych data-
bazi sekvenci 16S/23S rRNA, a tim usnadiiuji rychlou

a presnou klasifikaci uvaZovanych a novych probiotic-
kych kmeni (Vasiljevic a kol., 2008).

* Probioticky mikroorganismus nevykazuje Zadnou pato-
genitu. Bakterie mlécného kvaseni, které jsou dlouhodobé
pouZzivany pri fermentaci potravin, jsou povazovany za
zcela bezpecné. Pozornost je nutné vénovat novym
kmeniim zavadénym jako probiotika, nebot i pfes nizkou
pravdépodobnost byly zaznamenany nékteré piipady
infekci spojenych s kmeny rodu Lactobacillus (Havenaar,
Spanhaak, 1994). Velkou pozornost je v tomto ohledu
potieba vénovat zastupcim rodu Enterococcus, nebot
patii mezi nejcastéjSi pficinu infekénich onemocnéni
u lidi. Enterokoky izolované z potravin nebyly zatim
pfi¢inou klinickych infekci (Giraffa, 2002).

* ME¢l by byt tolerantni k Zalude¢nim kyselindm a Zlu¢ovym
solim. Tento poZadavek ovSem neni jednoznacny, nebot
nékteré pokusy s laktobacily ukédzaly znacné rozdily pfi
in vivo a in vitro studiich. Zfejmé pouze kmeny extrémné
citlivé ke kyselindm in vitro nejsou schopny prezit pre-
chod pres travici trakt (Morelli, 2007). Doporuceni IDF
téZ nezarazuje tuto vlastnost u mikroorganismd, které
maji byt pouzity jako preparity pro obnoveni ustni ¢i
vaginalni mikrofléry (Mercenier a kol., 2008).

* MéI by mit schopnost adheze ke stfevni sténé€ a schopnost
preZivat v gastrointestindlnim traktu clovéka. Navazané
bakterie jsou schopné déle setrvat v gastrointestindlnim
traktu a maji tudiZ lepSi moZnost projevit imunomodu-
la¢ni dcinek. Diky adhezi je umoZnéna interakce
s povrchem sliznice a usnadnén kontakt s lymfoidni
tkani, kterd zprostfedkovdva imunitni G¢inky (Saarela
a kol., 2000).

e Nemél by byt pfenasecem genti zodpovédnych za prenos
antibiotické rezistence - u mnoha kmeni pouZivanych
laktobacilti, laktokokd i bifidobakterii byla zjiSténa rezis-
tence vuci nékterym antibiotikim (D" Aimmo a kol.,
2007), ovsem existuje jen mélo dat o schopnosti pfenosu
genl této rezistence na jiné mikroorganismy (Mathur,
Singh, 2005). Zvlasté laktobacily vykazuji rezistenci
vuci Siroké Skale antibiotik, ale tato rezistence neni
kédovana geny prenositelného typu. Pozornost by méla
byt vénovana hlavné rezistenci kédované na plasmidech,
i kdyZ neni u laktobacilli béZna (Saarela a kol., 2000).
Riziko pfenosu genil antibiotické rezistence je vysoké
i u potencidlné probiotickych enterokokd, jedna se
hlavné o rezistenci vic¢i vankomycinu, chloramfenikolu,
tetracyklinim (Flint, 2002).

¢ Nemél by produkovat biogenni aminy jako jsou histamin
a tyramin vzhledem k jejich toxikologickym ucinkim
(Ozogul, Ozogul, 2007; Kalac¢ a kol., 2000).

2. Technologické vlastnosti mikroorganismu

Probiotické mikroorganismy musi v dostate¢ném
mnozstvi (10° - 10° KTJ-g"' vyrobku) preZivat technologicky
i skladovaci proces a prinaSet vyrobku vhodné senzorické
vlastnosti. Nariast bunék za pouziti 1 - 10% inokula béhem
24 h by mél dosahovat denzitu 10® - 10° KTJ-mlI"' a kmeny
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by mély byt tolerantni vici kysliku pro kultivaci v mléce
(Gomez, Malcata, 1999).

Z. divodu rostouci koncentrace organickych kyselin klesa
béhem skladovani pH vyrobku a nasledkem toho se mohou
sniZovat pocty bifidobakterii (Donkor a kol., 2006). Pfi
porovnani vyrobkd balenych do rdznych druhd obald je
vys§§ich poctl probiotickych mikroorganismt dosahovano
v obalech sklenénych, které jsou lepsi bariérou pro plyny
(Dave, Shah, 1997).

Pfi vybéru vhodné probiotické kultury je nezbytné
zohlednit rozdilné pozadavky na aktivitu vody, redox poten-
cial, teplotu, kyselost, mozny antagonismus mezi jed-
notlivymi kmeny. Zivotaschopnost probiotickych kultur pfi
skladovani vyrobki zavisi na druhu potraviny - dostupnosti
Zivin, tvorb€ inhibi¢nich latek, teploté skladovani, koncen-
traci kysliku a jeho prostupnosti pfes obalovy materidl apod.

3. Zdravotni - funkéni viastnosti mikroorganismu

Potvrzeni zdravotnich tc¢inkt jednotlivych mikroorganis-
mu a jejich vlivu na lidsky organismus je jednou z nej-
zdravotniho tvrzeni by méla byt vzdy predloZena klinicka
studie - dvojité zaslepend, placebem kontrolovana a prove-
dend nejlépe na dvou nezavislych pracovistich. Témto
studiim provadénym na lidech ptedchazeji vzdy in vitro
studie a studie provadéné na zvifatech, coZ znameni
zna¢né finan¢ni naroky na vyzkum a potvrzeni zdravotnich
uc¢inkl téchto kmeni.

Pracovni skupina FAO/WHO vytvofila "privodce pro
hodnoceni probiotik v potravindch" s nésledujicimi
pozadavky (Guidelines for the Evaluation of Probiotics in
Food, 2002):
¢ identifikace mikrobidlniho kmene fenotypovymi i geno-

typovymi metodami,

* in vitro testy nebo testy na zvifatech, pfipadné studie na
lidech pro urceni bezpec¢nosti mikroorganismu,

* in vitro testy, testy na zvifatech pro charakterizaci
funk¢nich vlastnosti,

e dvojité zaslepend, ndhodnd, placebem kontrolovani
studie na lidech k potvrzeni zdravotnich u¢inkl mikroor-
ganismd,

 porovnani probiotik se standardni stravou,

e charakterizace vyrobku - minimalni mnoZstvi Zivych
bunék na konci skladovaci doby, spravné skladovaci pod-
minky apod.

Podobna doporuceni byla publikovana jiz nékolikrat
(Guarner, Schaafsma, 1998). Jednim z poslednich je
doporuceni Mezindrodni mlékatiské federace (Mercenier
a kol., 2008), ktera vytvofila skupinu expertd, jejichz cilem
je postihnout minimalni kriteria pro probiotické mikroorga-
nismy, jejich fyziologické a funkéni vlastnosti a charakte-
rizovat metody k ohodnoceni téchto vlastnosti.

Pozitivnimi zdravotnimi u¢inky probiotickych mikroor-
ganismi se zabyvaji stovky védeckych praci. Svétova
gastroenterologickd organizace shrnuje ucinky probiotik
nasledujicim zptisobem (Probiotics and Prebiotics, 2008):

Y

* imunologicky d¢inek:
e zvySeni pritomnosti antigenu k B lymfocytim a zvy-
Seni produkce imunoglobulinu A,
* ovlivnéni profilu cytosind,
* ovlivnéni reakce na potravinové alergeny,
* neimunologicky ucinek:

» kompetice o zdroje energie s patogennimi mikroorga-

nismy,

e zména lokalniho pH vytvafejici nepfiznivé podminky

pro patogeny,

e produkce bakteriocind,

e stimulace produkce mucinu,

e likvidace radikalu,

* zlepSeni funkce intestindlni bariéry,

* kompetice o adhezi ke stfevni sténé s patogennimi

mikroorganismy,

» modifikace toxinll vytvofenych patogeny.

Vsechny vySe zminéné ucinky prokazatelné ovliviiuji
nejriznéjsi onemocnéni. Mezi nejcastéji uvadéné piiznivé
ucinky probiotik patii antimikrobidlni aktivita v souvislosti
s nejriznéjSimi druhy gastrointestindlnich infekci (akutni
prijmové onemocnéni, prijmové onemocnéni spojené
s uZivanim antibiotik, ozafovanim, prevence tzv. cestovnich
prijmil), spolu s antibiotiky potlaceni infekce Helicobacter
pylori, ddle pak zmirnéni prubéhu nespecifickych stfevnich
zanéth (ulcerdzni kolitida, Crohnova choroba), prevence
atopického ekzému, zlepSeni traveni laktosy, redukce
hladiny sérového cholesterolu, antikarcinogenni ucinky,
stimulace imunitniho systému, léceni urovagindlnich
infekci apod. (Marteau, Rambaud, 1993; Zubillaga a kol.,
2001; Shah, 2007; Probiotics and Prebiotics, 2008).

Pfiklady kment probiotickych mikroorganismi jsou uve-
deny v tabulce 1 (Gibson, 1999; Collins, Gibson, 1999;
Shah, 2007; Vasiljevic, Shah, 2008).

Tab. 1 Priklady probiotickych mikroorganismd

Mikrobialni druh kmen

Bifidobacterium
acidophilus
longum B536, SBT-2928
breve Yakult
bifidus Bb-11
lactis (animalis) Bb-01
infantis Shirota
Lactobacillus
acidophilus LA1/LA5, NCFM
delbrueckii ssp. bulgaricus Lb 12
paracasei CRL 431, F19
casei Shirota, Immunitass
rhamnosus GG1, GR-1
plantarum 299v
salivarius UCC118
lactis Lat
reuteri SD2112
fermentum RC-14
Jjohnsonii Lat
helveticus B02
Lactococcus lactis L1a
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I kdyz probiotické ucinky byly potvrzeny i u jinych
mikroorganismu (napt. Enterococcus faecium, E. coli Nissle
1917, Saccharomyses boulardii), je z prehledu patrné, Ze
tyto UCinky jsou pfipisovany a zkoumdny pievazné u bak-
terii mlé¢ného kvaseni a bifidobakterii. Tim se mlékarenské
vyrobky stdvaji hlavni potravinovou matrici k prenosu
prospésnych mikroorganismi do organismu clovéka, coz
dava velky potencial vyrobctim téchto produktd.

Kromé potravin s probiotickymi mikroorganismy je
v soucasné dobé na nasem trhu registrovano pres 90 druhti
probiotik jako dopliiku stravy. Je tieba zdlraznit, Ze u téchto
vyrobkii soucCasna legislativa nepozaduje potvrzeni
klinickych ucinkid, podléhaji pfedpisim o potravinach
a k uvedeni na trh je potfebna pouze notifikace (ozndmeni na
Ministerstvo zem&d&lstvi CR a Ministerstvo zdravotnictvi CR
tykajici se zdravotnich a vyZivovych tvrzeni), na rozdil od pro-
biotik, kterd se maji pouzivat jako IéCiva a ktera jsou schvalo-
vana Stitnim tstavem pro kontrolu 1é¢iv (Michalova, 2007).
Tato praxe by méla byt zménéna - v roce 2009 by na zékladé
Naftizeni Evropského parlamentu a Rady ¢. 1924/2006 mél
vzniknout schvéleny seznam zdravotnich tvrzeni, ktera budou
moci pouzivat vSichni vyrobci potravin. Zdravotni tvrzeni
tykajici se sniZeni rizika onemocnéni a tvrzeni tykajici se
vyvoje a zdravi déti dle ¢l. 14 Nafizeni ¢. 1924/2006 podlé-
haji zvla$tnimu schvalovani Evropské komise na zdkladé
doporuceni EFSA. K této zadosti je zapotiebi doloZit pozi-
tivni i negativni védecké studie zaloZené na jiZ vySe uve-
denych zasadach (klinické studie) (Winklerova, 2008).

Podékovdni
Prace byla podpotfena grantem MSM 6046137305.

Literatura

Collins M.D., Gibson G.R.: American Journal of Clinical Nutrition 69, 1052
-1057 (1999).

D’Aimmo M.R., Modesto M., Biavati B.: International Journal of Food
Microbiology 115, 35-42 (2007).

Dave R.l., Shah N.P: International Dairy Journal 7, 31 - 41 (1997).

Donkor 0. N., Henriksson A., Vasiljevic T., Shah N.P: International Dairy
Journal 16, 1181 - 1189 (2006).

Flint S.: Encyclopedia of Dairy Sciences. 1st ed. London: Academic
Press, 2002, s. 904 - 907. ISBN 0-12-227237-4.

Gibson G.R.: Journal of Nutrition 129, 1438 - 1441 (1999).

Giraffa G.: FEMS Microbiology Reviews 26, 163 - 171 (2002).

Gomez A.M.P, Malcata FX.: Trends in Food Science and Technology 10,
139 - 157 (1999).

Guarner F,, Schaafsma G.J.: International Journal of Food Microbiology
39, 237 - 238 (1998).

Havenaar R., Spanhaak S.: Current Option in Biotechnology, 5, 320 - 325
(1994).

Hordckova S.: Migkarske listy - Zpravodaj 111, 23 - 25 (2008).

Kala¢ P, Spicka J., Krizek M., Pelikdnovd T.: Food Chemistry 70, 355 -
359 (2000).

0zogul F,, Ozogul Y.: European Food Research Technology, 225, 385 - 394
(2007).

Marteau P, Rambaud J-C.: FEMS Microbiology Reviews 12, 207 - 220 (1993).

Mathur S., Singh R.: Internation Journal of Food Microbiology 105, 281-
295. (2005).

Mercenier A., Lenoir-Wijnkoop |., Sanders M. E.: Bulletin of the
International Dairy Federation 429, 1 - 6, 2008.

Michalova |.: Priivodce spotiebitele - Doplitky stravy 12, 15 - 16 (2007).
ISBN 978-80-903930-1-1.

Morelli L.: International Dairy Journal 17, 1278 - 1283 (2007).

Saarela M., Morgensen G., Fondén R., Matto J., Mattila-Sandhlolm T.:
Journal of Biotechnology 84, 197 - 215 (2000).

Shah PN.: International Dairy Journal 17, 1262-1277 (2007).

Vasiljevic T., Shah N.P: International Dairy Journal 18, 714-728 (2008).

Zubillaga M., Weill R., Postaire E., Goldman C., Caro R., Boccio J.:
Nutrition Research 21, 569 - 579 (2001).

Guidelines for the Evaluation of Probiotics in Food (2002):
http://www.who.int/entity/foodsafety/fs_management/en/probiotic_
guidelines.pdf, staZeno 15. 1. 2009.

Narizeni Evropského parlamentu a Rady ¢. 1924/2006 ze dne 20.12.2006
0 vyzivovych a zdravotnich tvrzenich pfi oznacovani potravin.

Probiotics and Prebiotics (2008):
http://www.worldgastroenterology.org/probiotics-prebiotics.html,
stazeno 15. 1. 2009.

Winklerova D.: Piedndska na semindfi Aktudini informace 2008 o vyvoji
potravinového prava EU a CR a novych povinnostech provozovatelli
potravindiskych podnikd, Institut profesni pfipravy, Praha 4. 12. 2008.

Prijato do tisku 20. 1. 2009
Lektorovdno 30. 1. 2009

PLOTNOVE METODY STANOVENI
PROTEOLYTICKYCH
MIKROORGANISMU A JEJICH
ENZYMU V MLECE

1. Némeékova', L. Cervenkova', M. Pechaéovd?,
P. Roubal?

"~ MILCOM a.s., Praha

2 _ Vyzkumny Ustav mlékérensky s.r.o., Praha

Plate methods for proteolytic microorganisms
and their enzymes determination in milk

Souhrn

Testovany byly jednoduché, levné a v provoznich pod-
minkéch dostupné plotnové metody stanoveni proteolytic-
kych mikroorganismi a jejich enzymu.

Porovnany byly pidy pro kultivacni stanoveni proteoly-
tickych mikroorganismt - Calcium Caseinate agar, Calcium
Caseinate agar s pfidanym mlékem a GTK agar s 10 % ob;.
sterilniho mléka. VSechny tfi poskytly kvantitativné srov-
natelné vysledky, navic pocet vSech mikroorganismi
narostlych na GTK agaru s mlékem odpovidal celkovému
poc¢tu mikroorganismii podle CSN EN ISO 4833 (2003).

Difuzni agarovd metoda stanoveni proteolytickych
enzyml je vhodnd zejména ke studiu vlastnosti jedno-
tlivych enzymt. Aplikace metody na mléko je limitovana
relativné nizkou koncentraci enzymi a rozdilnymi pod-
minkami pro jejich aktivitu.

Summary

Simple, cheap and dairy plant laboratories available plate
methods for proteolytic microorganisms and their enzymes
determination were tested.
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