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Abstrakt

Cilem prace bylo testovat odolnost vybranych kment
Lactobacillus rhamnosus a Lactobacillus casei ze Sbirky
mlékarenskych mikroorganismi Laktoflora® a zkoumat
jejich chovéni v simulovanych podminkam traviciho traktu.
Byl sledovéan vliv nizkého pH, zaludecni Stavy, pankrea-
tické Stavy a hovézi zluci na pocty sledovanych bakterii.
Vysledky ukazuji, Ze testované kmeny (5 kment
Lactobacillus casei a 10 kmenu Lactobacillus rhamnosus)
jsou rezistentni vii¢i nizkému pH, pankreatinu, hovézi zluci
a tolerantni vuci Zaludecni §taveé. Sledované bakterie Lbc.
casei a Lbc. rhamnosus prezivaji simulované podminky
traviciho traktu v dostate¢ném mnozstvi a jsou vhodné pro
dalsi vyuziti k vyrobé probiotickych potravin.

Klicova slova: Lactobacillus casei, Lactobacillus rham-
nosus, pepsin, pankreatin, hovézi Zlu¢, veprova zluc¢

Abstract

The aim of the study was resistance investigation of
strains Lactobacillus rhamnosus and Lactobacillus casei
(Culture Collection of Dairy Microorganisms Laktoflora®)
in simulated model conditions of digestion. The effects of
low pH, gastric and pancreatic juice and bovine biles on
counts of probiotic microorganisms were investigated.
Results show resistance of tested strains - 5 strains L. casei
and 10 strains L. rhamnosus to low pH, stomac and pan-
creatic juice and bovine bile, tolerance is to pepsin. Tested
strains are able to survive the simulated conditions of
digestion in high amount and they are suitable for next use
in the production of probiotic food.

Key words: Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamno-
sus, pepsin, pancreatin, bovine bile, svine bile

1. Uvod

V na$i praci jsme se zaméfili na sledovani Zivotaschop-
nosti vybranych kment laktobacilll ze Sbirky mlékérenskych
mikroorganismii Laktoflora®, kterd je soucasti Ceského
genofondu mikroorganismii a malych zivocichtl a rostlin
podle zdkona ¢.252/1997 Sb. ve znéni pozdéjsich predpisd,

v simulovanych podminkéich zazivaciho traktu clovéka.
Sledované mikroorganismy pro svoji dostupnost se mohou
stit po ovéreni probiotickych a dalSich technologickych
vlastnosti zdrojem inovaci pro ¢eské mlékarenské vyrobky.

Byla studovadna rezistence vybranych probiotickych
mikroorganismil predevsim vici nizkému pH (pH3) a vici
zaludecni Stavé, ktery je soucasti zalude¢niho sekretu a tak
simuluje pusobeni zaludecni Stavy. Déle jsme stanovili
odolnost testovanych bakterii k simulované pankreatické
Stavé za pouziti pankreatinu a k hovézi zZluci.

Probiotika je oznaceni pro mikroorganismy, které maji
pozitivni vliv na zdravi spotfebitele. Mezi probiotika patii
bakterie mlécného kvaseni zejména laktobacily a bifidobak-
terie. Jmenované bakterie jsou soucasti prirozené ochranné
bariery traviciho traktu proti nepfiznivym podminkdm
vnéjsiho prostedi. Chrani vnitini prostfedi organismu a to
cestou degradace kaseinu na peptidy, inhibuji proliferaci
lymfocytll a prozéanétlivych cytokint. Dlouhodobé konzu-
mace kysanych vyrobkil sniZzuje koncentraci hnilobnych
bakterii v gastrointestindlnim traktu. Timto se sniZuje
i mnozstvi nezddoucich metabolitl - toxickych enzymd,
které jsou hnilobnymi bakteriemi produkovany. Probiotické
mikroorganismy jsou nepatogenni a netoxické, pokud jsou
aplikovany v dostatecném mnozstvi, maji schopnost
priznivého pusobeni v lidském organismu jako prevence,
ale i jako terapeuticky prostedek v 1é€bé nékterych chorob.

V mlécnych vyrobcich s obsahem probiotik je kladen
diraz na vysoké pocty Zivych mikroorganismil a na jejich
dobrou Zivotaschopnost po celou dobu minimalni trvan-
livosti vyrobku. Nezbytna je jejich schopnost prezit pasazi
zazivaciho traktu hostitele, to znamena rezistenci ¢i ale-
sponi toleranci k nepfiznivym podminkdm v pribéhu
traveni v Zaludku a tenkém strevé.

Pavodné za probiotické bakterie byly pokladany pouze lak-
tobacily: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei subsp.
casei, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus v monokul-
tufe nebo ve smési. Pozdéji se zacaly k vyrob& pouZivat bifi-
dobakterie: Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium adoles-
centis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium infantis (Maxa,V., Rada, V. 2000).

Konzumaci probiotickych bakterii - pfedevs§im v mlé¢nych
vyrobeich, miZzeme predchazet riznym travicim potiZim,
probiotické bakterie pozitivnim zpisobem ovliviiuji klinické
projevy nékterych onemocnéni (Rogejl, L., et al. 2002), pro-
dukuji vitaminy, maji antialergické ucinky, pozitivné
ovliviiuji imunitni systém (Vaughan, E.E., Mollet, B. 1999),
metabolizuji rizné nekarcinogenni a antimikrobialni latky,
zabranuji kolonizaci stfev patogennimi mikroorganismy,
(Fuller, R.,1989, Gibson, G.R., et al. 1995).

Studiem rezistence celé fady rtznych probiotickych
mikrobialnich kment a kultur vici nizkému pH a zZluci se
zabyvala fada autord v minulosti i v soucasnosti.

Kimono-Nira, H., et al. (2009) ve své studii sledovali
souvislosti mezi Zlucovou rezistenci a zastoupenim nékte-
rych mastnych kyselin v bufice u 14 kment laktokokl
v riznych mediich (M17 - bez laktosy, GM17 - s glukosou,
LM17 - s laktosou). Plynovou chromatografii tukd a kore-
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la¢ni analyzou vSech kment narostlych na obou mediich
zjistili vyznamné pozitivni vztahy mezi Zlu€ovou rezistenci
a obsahem hexadekanové a oktadekanové kyseliny a nega-
tivni vztahy mezi Zlu¢ovou rezistenci a obsahem hexade-
cenové a C-19 cyklopropan mastné kyseliny. Zjistili také,
Ze 7lucova rezistence je zavisla na druhu, kmenu a rids-
tovém mediu. Kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis
rezistentni vuci zluci péstované na GM 17 mély vyznamné
vice oktadecenové kyseliny nez zlu¢ové senzitivni kmeny.
V LM 17 mediu méli Zlucové rezistentni kmeny vyznamné
vice oktadecenové kyseliny a vyznamné méné C19 cyklo-
propan mastné kyseliny. U testovanych kment Lactococcus
lactis subsp. lactis se méni zlucova rezistence podle rts-
tového media. Nékteré kmeny byly rezistentni k Zluci
v GM17, ale citlivé v LM17, nékteré byly rezistentni
v obou testovanych mediich.

Xiaodong Pan, et al. (2009), izolovali probioticky kmen
Lactobacillus acidophilus NIT z détskych feaces. Kmen
byl testovan na rezistenci vii¢i pH 2-4 a koncentraci Zluci
1-3%, na adhezi na Caco-2 builky, byla testovdna jeho
antimikrobialni aktivita proti stfevnim pathogennim bak-
teriim. L. acidophilus NIT vykézal toleranci vaci Zludi,
kyselosti a silnou antimikrobidlni aktivitu vuci testovanym
enteropathogentim, dile bylo v pokusu zjisténo, Ze ma
dobrou adherenci a vyznamny potencidl ke snizZovani
adheze patogent ke Caco-2 buiikam. Tyto vysledky ukazu-
ji, Ze Lactobacillus acidophilus NIT miZe byt uZiteCny pro
zlepSeni probiotickych receptur s ohledem na jeho schop-
nost ochrany proti enteropathogennim infekcim.

Pisano, M.B., et.al.(2008) izolovali 14 kment laktobacila
ze syra Fiore Sardo, které byly schopné ruast pii pH 2,0
a v pritomnosti 0,3% Zluci. Byly vyhodnoceny pro své
funk¢ni typické vlastnosti k pouziti jako probiotické kultu-
ry. VétSina kment prezila podminky v travicim traktu,
vykazala antagonistickou aktivitu proti L. monocytogenes
ATCC 7644, E. coli ATCC 35 150 a Y. enterocolitica ATCC
9610. Sest kmenii vykédzalo in vitro nékolik kmenovych
vlastnosti a bylo by jich vhodné vyuZzit jako doplnék do
kultur pro vyvoj probiotickych syrt.

Millette, M., et al.(2008) zkoumali odolnost kmeni
Lactobacillus acidophilus, L. casei a L. rhamnosus v zaZi-
vacim traktu a jejich pfizptsobeni stfevni mikroflote.
Komer¢ni smési L. acidophilus a L. casei jsou vyuZzivané
pro produkci probioticky fermentovanych mlék a proto
u nich byla hodnocena rezistence vic¢i zZlucovym solim
a kyselému prostfedi ve srovnani s ostatnimi mléénymi
bakteriemi (LAB: L. rhamnosus ATCC 53 103, ATCC 9595
a RW- 9595M). Tyto komerc¢ni kultury a 3 kmeny L. rham-
nosus vykazovaly tuplnou odolnost vici pH >= 2.,5.
Minimélni inhibi¢ni koncentrace Zlu¢ovych soli byla 50 g/l
pro vSechny bakterie. Kmeny byly testoviny také metodou
in vivo na zdravych mySich C 57BI/6. Analyzované vzorky
fekalni mikrofléry ukazaly celkové zvySeni kulturnich
LAB a sniZeni populace Staphylococcus spp. Bylo zjisténo,
Ze tyto kultury by mohly zlepsit zdravi stiev.

Girija Aswathy et al.(2008) uvadi, ze LAB - mlé¢né bak-
terie byly izolovany z fermentované zeleniny, kynutého

tésta, mléénych vyrobkl a ze vzorku lidskych feaces.
U nové izolovanych kultur byly hodnoceny probiotické
vlastnosti jako odolnost vi¢i Zlucovym solim, chloridu sod-
nému, nizkému pH, hydrofobicita povrchu bunék, odolnost
k nizké koncentraci fenolu, antimikrobialni aktivita
a citlivost vii¢i vancomycinu a erythromycinu. Vybrané kul-
tury byly testovany z hlediska jejich schopnosti produkce
vybranych sloZek jako kyseliny listové a exopolysacharida.
Dva izolaty CB2 ze zeli a kynutého tésta SD2 byly shledany
jako producenti extracelularnich a intracelularnich folatd.
Jeden izolat z jogurtu MC-1 a 1 izolat ze syrovatky W3
tvotily vyznamné mnozstvi EPS - exopolysacharidt, max.
produkce: 8,79 + nebo 0,05 g/l u MC-1.

Guglielmotti, D., et al. (2007), zkoumali mutagenni
kmen Lactobacillus delbrueckii rezistentni vic¢i fagim
s pozadovanou toleranci vici Zluci a tfi komercni k fagiim
senzitivni kmeny L. delbrueckii (Abl, YSD V, Ib3)
a 4 kmeny, které vznikly spontanni mutaci (A7, A17, V2,
139). VSechny kmeny s probiotickymi vlastnostmi dfive
vykazaly toleranci ke zluCovym solim (volskd Zzluc).
Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MICs) byla od 0,30% do
0,35% volské zluci. Kultury byly vystaveny postupné
zvySujicim se koncentracim zluéi s cilem ziskat ke Zluci
rezistentni izolaty. Stabilni izolaty tolerujici az 0,9% Zzluci
byly ziskany z L. delbrueckii Abl a stejné tak i jeho
fagorezistentnich mutanti A7, A17. RAPD-PCR analyza
odhalila silnou genetickou homologaci mezi izolaty odol-
nymi vici Zluéi a jejich neadaptabilitu k pivodnim
kmentm. Izolaty udrZely obecné fenotypovou fagovou
rezistenci neodolnych kmend (s vyjimkou A7). Izolaty
s nejvyssi toleranci vici zluCové soli se staly senzitivni
k fagim, ale izolaty s nizkou nebo stfedni rezistenci si
uchovaly rezistenci fagovou. Technologické vlastnosti
izolatt rezistentnich vici zluci byly srovnatelné s ptivodni-
mi kmeny. Vysledky ukazaly moznost ziskat pfirozenou
selekéni strategii probiotické kmeny s pozadovanou tole-
ranci vicéi zluci. Pokud si izolaty udrzuji tyto vlastnosti,
bylo by je moZzné vyuZit pro vyrobu funkénich potravin.

Mitto, J., et.al. (2004) uvedli metodiku testovani rezis-
tence bifidobakterii, kterou jsme upravili podle podminek
nasi laboratore a zjiStovali rezistenci nékterych probiotic-
kych bakterii ze sbirky Laktoflora® v r 2009.

Pimentel - Gonzalez, D.J., et.al. (2009) ovérovali
zivotaschopnost a odolnost bunék Lactobacillus rhamno-
sus, obalenych dvéma emulzemi na zakladé sladké
syrovatky, vi¢i simulovanym podminkam zazivaciho trak-
tu. Kontrolni neobalené buriky vykazovaly log CFU. ml"
6,57 = 0,3 a procento rezistence vuci nizkému pH
a zluCovym solim 71 - 89%. Buiiky obalené, chranéné
emulzemi vykazovaly log CFU. ml" 6,74 + 0,2 a procento
rezistence 108 - 128%.

Vinderola, C.G., et. al. (2003) zjistovali probiotické
charakteristiky (dekonjugaci Zlucovych soli, hydrofobicitu,
beta-galaktosidazovou aktivitu) a rezistenci proti biolo-
gickym bariéram (zZaludecni $tavé a ZluCovym solim)
u 24 kmenu bakterii mlééného kvaseni (Streptococcus ther-
mophillus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,

X
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Lactococcus lactis) a 24 kmenu probiotickych bakterii
(Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactoba-
cillus rhamnosus, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacte-
rium longum, Bifidobacterium sp.). Nejlepsi probiotické
charakteristiky a vysokou rezistenci vic¢i Zaludecni Stave
a Zlucovym solim vykazovaly kmeny Lactobacillus aci-
dophilus, Bifidobacterium bifidum a Lactobacillus del-
brueckii subsp. bulgaricus.

Material

Prehled testovanych kmenii

Lactobacillus rhamnosus (CCDM: 118, 157, 158A, 233,
441, 579, 610, 821, 963A, 963B) katalogové Cislo sbirky
Laktoflora®

Lactobacillus casei (CCDM: 145,198, 199, 422, 650)
katalogové ¢islo sbirky Laktoflora®

Metodika

Chemikdlie a roztoky:
dehydratovana hovézi Zlu¢ - SIGMA B 3883, pepsin ze
sliznic zaludkt prasat - SIGMA P 7000, pankreatin-

SIGMA p 3292, NaCl, dest. H>O, 0,2M HCI, 0,2M KCl,

0,IM KH,POq, 0,1M NaOH
A) priprava acidického roztoku pH 3:

0,2 ml 0,2M HCI + 9,8 ml destilované vody, kontrola pH,
sterilace, uchovani pti 4 °C
B) priprava testovaciho Zivného média o koncentraci
0,3% zluce
Ptiprava 10 % roztoku hovézi Zluce:
10 g praskové Zluci rozpustit ve 100 ml destilované vody,
sterilace, uchovani pfi 4 °C,
Priprava média: 100 ml sterilntho MRS agaru + 3 ml 10%
roztoku zluce
C) priprava simulované Zaludecni Stavy o koncentraci
0,3% pepsinu:
Ptiprava pufru pH 2: 50 ml 0,2M KCI + 13 ml 0,2M HCI
Ptiprava Stavy: 10 ml pufru o pH 2 + 0,03 g pepsinu + 0,05 g
NaCl +10 ml pufru pH 2, sterilace, uchovani pfi -60 °C
D) priprava simulované pankreatické stavy o koncen-
traci 0,1% pankreatinu:
Pfiprava pufru pH 8: 100 ml 0,IM KH2PO4 + 93,4 ml
0,1M NaOH
Pfiprava $tavy: 10 ml pufru pH 8 + 0,01 g pankreatinu +

0,05 g NaCl, sterilace, uchovani pii - 60 °C

Lyofilizované kultury pouzitych kmend byly nejprve
obnoveny nékolikanasobnym preockovanim v MRS bujonu
pro ucely zjiSténi rezistence a v obnoveném mléce nebo
obnoveném mléce s kvasniénym autolyzitem - pro ucely
ovéreni pouziti kultur pro vyrobu mléénych probiotickych
vyrobkd.

Po 4. preockovani v MRS bujonu, bylo provedeno
mikroskopické vySetfeni testovanych kment a byly
stanoveny pocty. Pocty mikroorganismt testovanych
kment byly stanoveny v rozmezi 10°* a7 10°. Nésledovala
priprava primarni suspenze kmenu bakterii a stanoveni

rezistence vuc¢i nizkému pH, rezistence vici hovézi zludi,
zaludeCni Stavé, pankreatické Stave.

Stanoveni rezistence bylo zaloZeno na kultiva¢nich
metodéch, kdy se porovnavaly pocty charakteristickych bakte-
rii narostlych na kontrolnim MRS agaru s pocty bakterii
narostlych na MRS agaru s ptidavkem sterilniho roztoku hovézi
zluCe, s pridavkem sterilniho roztoku simulované Zaludec¢ni
Stavy, pankreatické $tavy, roztoku HCl o pH 3 s vydrzi 30 minut.

Plotny byly ockovany pfelivem pfislusného desitkového
fedéni a inkubovany za specifickych kultivaénich pod-
minek vhodnych pro dany druh laktobacila (37°C po dobu
72 hodin, anaerobné). Po kultivaci byly vyhodnoceny pocty
KTJ/1 ml, logaritmus poctd se porovnal s kontrolou
a vyjadrtil v procentech.

Zhodnoceni rezistence: < 90- 100 % bakterie jsou rezis-
tentni, 50 - 90 % bakterie jsou tolerantni, < 50 % bakterie
jsou inhibované.

Vysledky

Tab. 1 Rezistence testovanych kmend viéi vybranym
inhibitordm v procentech

hovézi Zaludeéni pankreaticka

7lué 0,3% stava tava
CCDM 145 103 % 99 % 0% 103 %
CCDM 198 102 % 99 % 59 % 100 %
CCDM 199 101 % 102 % 59 % 101 %
CCDM 422 100 % 99 % 59 % 102 %
CCDM 650 102 % 99 % 65 % 100 %
CCDM 118 102 % 98 % 46 % 99 %
CCDM 157 100 % 100 % 51 % 100 %
CCDM 158 A 98 % 99 % 61 % 99 %
CCDM 233 99 % 99 % 64 % 103 %
CCDM 441 99 % 96 % 67 % 96 %
CCDM 579 98 % 97 % 64 % 100 %
CCDM 610 101 % 96 % 54 % 98 %
CCDM 963 A 98 % 96 % 58 % 99 %
CCDM 963 B 99 % 96 % 54 % 101 %
CCDM 821 101 % 95 % 70 % 99 %

Tab. 2 Rezistence testovanych kmend vici vybranym
inhibitordm (log KTJ/ml)

pH 3 hoveézi Zaludeéni pankreaticka

7lué 0,3% stava stava
CCDM 145 8,32 8,58 <3,00 8,34
CCDM 198 8,32 8,63 4,93 8,40
CCDM 199 7,99 8,62 479 8,15
CCDM 422 8,56 8,81 5,00 8,59
CCDM 650 7,90 8,23 5,23 8,04
CCDM 118 8,28 8,26 3,85 8,30
CCDM 157 8,67 8,91 4,45 8,61
CCDM 158 A 8,34 8,52 5,15 8,38
CCDM 233 8,23 8,48 5,32 8,53
CCDM 441 8,53 8,45 5,83 8,43
CCDM 579 8,08 8,18 5,23 8,23
CCDM 610 8,34 8,32 454 8,32
CCDM 963 A 8,04 8,11 471 8,04
CCDM 963 B 7,87 7,79 4,26 7,97
CCDM 821 8,56 6,83 6,0 8,57
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Diskuze

Sledované kmeny vykazovaly velmi dobrou odolnost
viéi nizkému pH, hovézi Zlu¢i a pankreatické Stave.
Simulovand Zaludecni S$tidva s pepsinem sniZila pocty
mikroorganismil, u kmene CCDM 821 o 2 fady, u dalSich
kmeni az 3-5 add, kmeny CCDM 145 a 118 byly simulo-
vanou Zaludeéné Stivou vyznamné inhibovany. Zatimco
inhibitory - nizké pH, hovézi Zlu¢ a pankreatickd Stiva
pusobily na testovany soubor kmenti vyrovnané, u sle-
dované odolnosti vici zalude¢ni §tavé byly zaznamenany
vyznamné rozdily mezi kmeny. Nejvyssi pocty mikroor-
ganismu po pusobeni modelovych inhibitort traviciho trak-
tu byly stanoveny u kmene Lactobacillus rhamnosus
CCDM 157.

Zavér

Z dosazenych vysledkt vyplyva, Ze kmeny testovanych
bakterii Lactobacillus casei a Lactobacillus rhamnosus
CCDM 198, 199, 422, 650, 157, 158A, 233, 441, 579, 610,
963A, 963B, 821 ze Sbirky mlékarenskych mikroorganismti
Laktoflora® jsou rezistentni nebo tolerantni vici simulo-
vanym podminkam v travicim traktu a Ize je vyuzit k vyrobé
probiotickych potravin. Testované bakterie maji dobré ris-
tové schopnosti jak v syntetickych Zivnych médiich, tak
i v mléce, kde dosahuji pocty 10% - 10° v 1 ml média.

Vyzkum byl feSen v ramci vyzkumného zdméru MSM
2672286101.
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VYHODNOCENI VYSLEDKU
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ODBERU BAZENOVYCH VZORKU
MLEKA
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Evaluation of control method results
for manual bulk milk sampling

Abstrakt

Vzorkovani bazénového mléka je dilezité pro kontrolu
kvality syrového mléka a podporu bezpecnosti a kvality
mlécného potravinového fetézce. Kontrolou kvality
syrového mléka je plnéna dilezitd spoleCenska zakazka.
Dodrzovani metodického pokynu si klade za cil pfispét ke
zvySovani kvality Cinnosti, které predchazeji hodnoceni
jakosti mléka v akreditovanych laboratofich. Cilem prace
bylo vyhodnotit vysledky, které byly ziskany od pracovnikd,
kteii prodélali v CR oficidlni $koleni podle platné metodiky
manuéalniho vzorkovani (MV). Z 86 kontrolnich MV 23,3 %
nevyhovélo. To je vysokém Cdislo a zdiraziiuje vyznam
vzorkovani pro kontrolu kvality mléka. Udaj podtrhuje
nezbytnost kontroly vzorkovaci ¢innosti. Podle kontrolo-
vanych parametrit MV nevyhovélo: 8,1 % MV u tuku (T)
obou nadrzi; 3,5 % MV u bodu mrznuti mléka (BMM)
2. nadrze; 3,5 a 9.3 % MV u tuku smésnych vzorkd.
Nejnaroénéjsim kritériem byla homogenita odbéru mléka
s ohledem na tuk. Celkovy pocet mikroorganismi (CPM)
nebyl problematicky. Limity pro splnéni MV byly pivodné
odvozeny kvalifikovanym odhadem. Nyni byly odvozeny
exaktnim postupem na hladiné pravdépodobnosti 95 % (kon-
vencng, smerodatnd odchylka x 1,96). Konkrétné by tedy
limity odchylek pro budouci aplikaci metody kontroly a cer-
tifikace MV pro T, BMM a CPM mohly ¢init +: 0,1025 %;
3,7841 m°C x (-1); 17,35 %. Nicméné, ptisnéjsi predchozi
limity (T a BMM, 0,04 a 3) prostfednictvim kvalifikovaného
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