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vzduchu je tudiZ velmi dulezitd. Kazda vyrobni ¢innost
vyZaduje priméfenou uroven Cistoty prostfedi, aby bylo
minimalizovano riziko mikrobialni nebo céasticové konta-
minace vyrobkd. Cisté prostory a zafizeni by mély byt
pravidelné monitorovany a vybér monitorovacich mist by
mél byt zaloZen na analyze rizik. Na kontrolu hygieny
ovzdusi se pouZivaji dvé zdkladni metody; pasivni metoda
(za pouziti spadll) mizZe byt v méné rizikovém prostredi
priméfenym prostfedkem na monitorovani biologické kva-
lity ovzdusi. Neodebira se konkrétni objem, takze vysledky
nejsou kvantitativni. Aktivni metoda vyuziva vzorkovace
(aeroskop), za pomoci kterych se nasiavd znamy objem
vzduchu. Sledovat je mozné i velké objemy vzduchu, coz je
nezbytné pro sledovani kvality ovzdusi v ¢istych prostorech,
kde je pocet mikroorganismti pravdépodobné velmi nizky.

Podeékovdni:

Tato prace byla podporovana grantem 2B08074 Mini-
sterstva $kolstvi, mladeZe a t&lovychovy CR a vyzkumnym
zamérem MSM ¢. 267228610. Podékovani patii i mlé-
karnam za spolupréci pti odbéru vzorkd.

Literatura: )

BONETTA, SA., BONETTA, SI., MOSSO, S., SAMPO, S., CARRARO,
E.(2010): Assessment of microbiological indol air quality in an Italian
office building equipped with an HVAC system. Environ. Monit. Asses.

. 161, 473-483. )

CSN EN ISO 14698-1 (2004): Cisté prostory a pfislusné fizené prostredi
- Regulace biologického zne€isténi - ¢ast 1 - Hlavni principy a metody

. Monitoringu. ;

CSN EN ISO 14698-2 (2004): Cisté prostory a pfislusné fizené prostredi
- Regulace biologického zneGisténi - ¢ast 2 - Vyhodnoceni ddaji o bio-

_ logickém znecisténi.

CSN EN ISO 4833 (2003): Mikrobiologie potravin a krmiv - HorizontdIni
metoda pro stanoveni celkového poétu mikroorganismd - Technika

. pocitani kolonif vykultivovanych pfi 30 °C.

CSN ISO 6611 (2009): Miéko a mlécné vyrobky - Stanoveni poctu jed-
notek vytvarejicich kolonie kvasinek a/nebo plisni - Technika pociténi
kolonii vykultivovanych pri 25°C.

KLANOVA, K. (2002): Standardni operacni postupy pro vySetfovéni
mikroorganismdi v ovzdu$i a pro hodnoceni mikrobiologického
zneCisténi ovzdusi ve vnitfnim prostredi. Acta hygienica, epidemiologi-
ca et microbiologica,1, s. 1-21. o o

LOPASQVSKA, J., PETRIKOVA, J., KORENOVA, J., STOLARQVA, K.
(2006): Monitoring Urovne hygieny a sanitdcie v malych potravi-
narskych prevadzkach. Zb. Bezpecnost a kontrola potravin, SPU Nitra,
april 2006, s. 65-69.

MARONI, M., BERSANI, M., CAVALLO, D., ANVERSA, A., ALCINI,
D.(1993): Microbial contamination in buildings: Comparison between
seasons and ventilation systems. In 0. Seppanen (Ed.), Proceedings of
indoor air ‘93, Helsinki, international conference on indoor air, quality
and climate (Vol. 4, s. 137-142).

NEVALAINEN, A., SEURI, M. (2005): Of microbes and men. Indoor Air,
15, s. 58-64.

PITZURA, 0. (2001): Microbial air monitoring in food industry. Laboratory
Journal, 2, s. 62-64.

UTESCHER, C., FRANZOLIN, M.R., TRABULSI, L.R. (2007): Microbiolo-
gical monitoring of clean rooms in development of vaccines. Brazilian
Journal of Microbiology, 38, s. 710-716.

VYHLASKA C. 6/2003 Sb., kterou se stanovi hygienické limity chemic-
kych, fyziklnich a biologickych ukazatelli pro vnitini prostredi poby-
tovych mistnosti nékterych staveb.

www.merck-chemicals.cz

Prijato do tisku 8. 11. 2010
Lektorovdno 16. 11. 2010

APLIKACE PROBIOTICKYCH KULTUR
LAKTOBACIL( V MLEENYCH
VYROBCICH TYPU KEFIRU

Lacmanova Iva', Drab Vladimir®, Volna Lucie®
" MILCOM a.s., Praha
2 Vyzkumny Ustav mlékdrensky s.r.o, Praha

The application of probiotic lactobacilli
cultures in milk products of kefir type

Abstrakt

Predmétem provedeného experimentu bylo zjiSténi
schopnosti nékolika probiotickych kment laktobacill lid-
ského plivodu prezivat v kysaném mlécném vyrobku typu
kefiru béhem 28 dnii skladovani 4-6 °C a zhodnoceni jejich
pridavku na senzorické vlastnosti vyrobku. K vyrobku byly
rovnéZ pridavany bakterie propionového kvaseni za tcelem
zvySeni obsahu vitaminu B12 (Warminska-Radiko a kol.,
2002). Vsechny testované kmeny laktobacila byly schopné
prezivat ve vyrobku v dostate¢né vysokych poctech (min.
10° JTK/ml) b&hem 28 dni skladovani pfi 4-6 °C bez ne-
gativniho ovlivnéni jeho senzorickych vlastnosti.

Abstract

The topic of the experiment was the evaluation of the abili-
ty of several different probiotic lactobacilli strains of human
origin to survive for 28 days of storage (at 4-6 °C) in the fer-
mented milk product of kefir type. The effect of added lacto-
bacilli strains on the sensory characteristics of the product was
evaluated as well. The propionic acid bacteria were added to
increase the level of vitamin B12 in the product (Warminska-
Radiko et al., 2002). All tested lactobacilli strains were able to
survive at product in enough high numbers (min.
10° CFU/mL) without negative affect on the sensory proper-
ties till the end of the warranty period (28 days at 4-6 °C).

Uvod

V této préci byla sledovana aplikace probiotickych kultur
laktobacilti v mlé¢nych vyrobcich typu kefir.

Kefir je napoj vznikajici procesem mlééné-alkoholického
kvaSeni pomoci bakterii a kvasinek obsaZenych v kefi-
rovych zrnech. M4 jedinecnou chut a jedine¢né vlastnosti.
Béhem fermentace jsou tvoreny peptidy a exopolysa-
charidy, u kterych byly prokazany bioaktivni vlastnosti.
Bylo také prokdzano, Ze kefiry maji antikarcenogenni,
antimutagenni, antivirové a antimykotické vlastnosti
(Farnworth, 2005).

Probiotika se definuji jako zivé MO, které maji priznivy
ucinek na mikrofloru ¢lovéka ¢i zvirete. Uplatiiuji se nejen
v travicim traktu, ale i hornich ¢astech dychacich cest ¢i
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v urogenitdlnim systému. Maji jednoznacny pozitivni vliv
na lidské zdravi a stabilizuji stfevni mikrofléru produkci
antimikrobialnich latek. Tvorbou protilatek posiluji imuni-
tu, ale také sniZuji hladinu sérového cholesterolu. Pusobi
pozitivné pii osteopordze a usnadiiuji vstiebavani vapniku.
Velmi dobry vliv ma pravidelny piijem probiotik na pro-
jevy potravinovych alergii, atopickych ekzémi nebo chro-
nickych onemocnéni stfev (Nedopilova, 2008).

K zajisténi zlepSeni zdravi je podstatné, aby potraviny
vyhovovaly narokiim minimalni koncentrace probiotik
10° JTK ml” nebo g i na konci doby spotieby (Tamine, 2005).

Materialy a metody

Pouité kmeny:
Jednotlivé kultury a testované kmeny byly ziskany
z MILCOM a.s. (Praha, CR) a CCDM (Sbirka mlékaren-
skych mikroorganismi Laktoflora, Tibor, CR).
Lactobacillus acidophilus - RL22-P
Lactobacillus gasseri - RL24-P, RL5-P, RL8-P
Lactobacillus plantarum - RL26-P
kefirova kultura - MTO36LV (MILCOM a.s.)
propionova kultura - CCDM 160

PouZitd Zivnd média:

FHN agar (Isolini et al., (1996)+ vankomycin (50 mg/l)
+ nalidixova kyselina (40 mg/l), stanoveni fakultativné he-
terofermentativnich lactobacili, kultivace anaerobni 3 dny
pii 37 °C, sloZeni FHN agaru - navazky uvedené v gramech
na 1000 ml:

Proteoso pepton (OXOID) 10 g, Lab lemco (OXOID)
10 g, kvasni¢ny autolyzat 1 g, manitol 20 g, MnSOy . 4H,O
0,1 g, MgSO4 . 7TH>0 0,1 g, Tween 80 1 ml, 1M acetatovy
pufr pH 5,4 200 ml (29 ml IM CH3;COOH + 171 ml
CH3COONa), agar 15 g, sterilace 115 °C, 20 min., pH 5.4.

GKCH agar (MILCOM a.s., Tbor, CR) - pro stanoveni
kvasinek, kultivace aerobni 5 dni pri 25 °C

GLIM agar (Thierry, Madec, (1995)

stanoveni rodu Propionibacterium, Kultivace anaerobni
6 dni pri 30 °C

sloZzeni GLIM agaru:

trypton 10 g/l, kvasnicny autolyzat 5 g/l, lithium laktat
4.5 g/, KoHPO4 0,25 g/1, MnSOy4 . 4H,0 0,05 g/1, glycerol
6 g/l, bromkresol purpur 0,05 g/l, agar 15 g/l, sterilace
115 °C, 20 min., pH 7,0

MALT-LB (HIMEDIA M253) - stanoveni Lactobacillus
brevis, kultivace aerobni 5 dni pri 23 °C, navazka 45 g/l,
sterilace 118 °C, 15 min., pH 5,5

M17 agar dle Terzaghi (Merck, 1.15108) - stanoveni lak-
tokok, kultivace aerobni 3 dny pii 30 °C, navazka 55 g/1,
sterilace 121 °C, 15 min., pH 7,2

MRSC: MRS bujoén (Merck 1.10661) navazka 50 g/l +
NaHCO;s 2 g/l, sterilace 121 °C, 15 min., pH 6,25

MRS57 agar (Merck 1.10660) + vankomycin (50 mg/l)
- stanoveni fakultativné heterofermentativnich lactobacila,
kultivace anaerobni 3 dny pfi 30 °C, navazka 68,2 g/l, ste-
rilace 121 °C, 15 min., pH 5,7

RCASS: RCM agar (Oxoid CMO0151) + clindamycin
(0,5 mg/l) - navazka 52,2 g/l, sterilace 121 °C, 15 min.,
upravené pH na 5,5, pro stanoveni Lactobacillus gasseri,
kultivace anaerobni 3 dny pfti 42 °C.

10 % RSM (susené mléko Laktino - PROMIL) - navazka
100 g/1, sterilace 115 °C, 20 min

YEL bujon: trypton 10 g/l, kvasni¢ny autolyzat 5 g/l,
KH>PO4 5 g/l, kyselina mlécnd 80 % 12,5 g/l, sterilace
115 °C, 20 min., pH 7,0

Ke GLIM, M17, MRS57 a FHN agaru byl pfidan pi-
maricin v koncentraci 9 mg/l pro potlaceni rtistu kvasinek.

PouZité suplementy:

Zasobni roztok clindamycinu 5 mg/100 ml destilované
vody, sterilace mikrofiltraci 0,22 um, skladovéno pii - 20 °C.

Zasobni roztok L-cystein hydrochloridu 50 g/l, sterilace
mikrofiltraci 0,22 um, skladovano pfi - 20 °C.

Zasobni roztok kyseliny nalidixové 8 mg/ml 1% NaOH,
sterilace mikrofiltraci 0,22 pum, skladovano pfi - 20 °C.

Zasobni roztok pimaricinu 0,9 g/l, sterilace 110 °C,
20 min, skladovano pii 4 °C.

Zasobni roztok vankomycinu 10 mg/ml, sterilace mikro-
filtraci 0,22 um, skladovano pfi - 20 °C.

Pracovni postup:

Kultivace laktobacilt byla provadéna v MRSC bujonu pfi
37 °C z kultur uchovavanych pii - 70 °C v kryozku-
mavkach. Pfi kultivaci byl pridavan L-cystein hydrochlorid
na vyslednou koncentraci 0,05 % (hm). Po obnoveni
(inokulum 10 %) byly kmeny 2x preockovavany do 9 ml
10 % RSM a kultivovany za optimalnich podminek do
srazeni mléka.

Pro pfipravu propionové kultury byl pouzit kmen
Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii CCDM
160 obnoveny v YEL bujoénu a kultivovany pfi 30 °C po
dobu 48 hodin. Poté byl prfeockovan do suseného mléka
(10 % RSM) a kultivovan za stejnych kultivac¢nich pod-
minek. Provozni propionova kultura byla pfipravena
zaoCkovanim mléka Tatra s 0,5 % kvasni¢ného extraktu
a kultivovéana 48 hodin pfti 30 °C.

Pro pfipravu provozni kefirové kultury byla pouZita
lyofilizovana kultura MTO36LV podle davkovani
doporuceného dodavatelem kultury (MILCOM a.s., Praha,
CR). Provozni kefirova kultura byla pfipravena zaocko-
vanim lyofilizované kultury MTO36LV do 90 ml 3,5 %
mléka Tatra a kultivovana po dobu 20 h pfi 23 °C.

Na vyrobu kefiru s pfidavkem laktobacilu bylo pouzivano
3x50 ml mléka Tatra sterilovaného pfi 110 °C po dobu
20 minut v 50 ml sklenénych vialkach. Mléko bylo nasled-
né zaockovano 1% kultury vzniklé smichanim provozni
kefirové a propionové kultury (9:2) a 1% kultury lakto-
bacilt. Po 18 h kultivace pti 30 °C byly odebrany vzorky na
stanoveni poctl a senzorické hodnoceni. Zbyvajici vzorky
byly uchovéavény pfi 4-6 °C do doby analyzy.

Ze vzorku kefirovych néapoji byly odebirany vzorky na
stanoveni poctll jednotlivych skupin mikroorganismii po
1, 14 a 28 dnech. Prvni fedéni bylo pfipraveno smichanim
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1 ml kultury s 9 ml 2 % (hm.) citratu trisodného. Nasledné
byla pfipravena desitkova fedéni ve fyziologickém roztoku
a ockovana prelivem na jednotlivé Zivné pudy.

V piipadé anaerobni kultivace byla anaerobni atmosféra
vytvofena pomoci generdtori anaerobni atmosféry
Anaerogen (Oxoid, Basingstoke, VB) v anaerostatech
o obsahu 2,5 1 (Oxoid) nebo saccich pro vakuové baleni
potravin (Madapack, CR). Pro stanoveni poctu jed-
notlivych mikrobidlnich skupin byla pouZivdna pfislusna
selektivni média (viz. Pouzita Zivna media).

Vzorky byly hodnoceny skupinou 4-6 hodnotitelti slovné
a poradim vzorkl ve skupiné od nejlepsiho (1) po nejhorsi
(6). Praimérné hodnoty senzorické analyzy i ostatni vysled-
ky jsou uvedeny v tabulce 1.

Vysledky a diskuse

Byla vyhodnocovana sada kefirovych napoju, ktera se
lisila pfidavkem probiotickych kmentd laktobacilii. Sada
obsahovala Sest vyrobkid. Kontrola kefirového napoje byla
pripravena zaockovanim mléka Tatra 1% kultury vzniklé
smichanim provozni kefirové a propionové kultury, tudiz
byla bez obsahu probiotickych kmeni.

V nasledujici tabulce jsou uvedeny pocty pridanych pro-
biotickych laktobacilt, log JTK/ml v kefirovych napojich
po 1, 14 a 28 dnech skladovani pfi teploté¢ 4-6 °C, dale
pouzita zivna média, podminky kultivace pri stanoveni jed-
notlivych skupin mikroorganismi, hodnoty pH a sen-
zorické hodnoceni 4-6 hodnotiteld.

Vsechny testované probiotické kmeny laktobacili byly
schopné prezivat v poctech vyssich nez 10° JTK/ml po
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Obr. 1 Zmény v obsahu Zivych bunék Lbc. plantarum

RL26-P stanovenych na FHN agaru béhem
skladovani kefiru po dobu 28 dni pfi 4-6 °C

celou dobu skladovani. Na obrazku 1 muZeme pozorovat
zmény v obsahu bunék Lbc. plantarum RL26-P stanovené
na FHN agaru. Schopnost pfeZiti ostatnich laktobacild, kul-
tivovanych na RCASS s clindamycinem, je zndzornéna na
obrazku 2.

Pocet laktokoki rostoucich na M17 agaru s pimaricinem
béhem celkové doby skladovani fadové klesal, zatimco
Zivotnost rodu Propionibacterium kultivovaného na GLIM
agaru s pimaricinem nebyla vyrazné ovlivnéna.

Pridavek probiotickych kment laktobacili mél za
néasledek zpomaleni rtstu kvasinek v kefirech. Obsah
kvasinek po 28 dnech skladovani byl u kontrolniho vzorku
fadove vyssi nez u kefird s pridavkem testovanych lakto-
bacild, jak je patrné z grafu 3. Nejvyraznéjsi inhibici ristu
kvasinek zpusobil kmen Lactobacillus plantarum RL26-P.
Pozorovana inhibice miZe byt zplisobena vyuZitim rids-

Tab. 1 Stanoveni hodnoty pH, poétu jednotlivych skupin mikroorganismd (log JTK/ml) po 1, 14, 28 dnech skladovani
pfi 4-6 °C a senzorické hodnoceni kefirovych napoju s pfidavkem laktobacili

sada kefirovyjch napoju s pfidavkem probiotickych kultur laktobacili
30°C/3d 30°C/6d 30°C/3d 23°C/5d 37°C/3d 42°C/3d 25°C5d
/A* /AN*  /AN* /A* /AN* /AN* /A*

staii  M17 GLIM MRS57 Malt-LB  FHN
kontrola 1 9,10 7,64 7,73 8,73 <6
14 8,68 7,66 7,61 8,26 3,88
28 7,68 7,78 7,61 7,09 4,85
RL22-P 1 9,04 7,64 7,99 - -
14 8,88 7,79 7,86 - -
28 8,47 7,56 7,60 - -
RL26-P 1 9,11 7,62 8,16 8,88 8,04
14 8,73 7,84 7,65 8,52 7,49
28 7,88 7,65 7,65 7,68 6,73
RL5-P 1 9,08 7,60 7,91 - -
14 8,77 7,74 7,73 - -
28 1,72 7,71 7,62 - -
RL8-P 1 9,06 7,63 797 - -
14 8,81 7,81 7,80 - =
28 7,88 7,61 7,86 - -
RL24-P 1 9,06 7,60 8,00 - -
14 8,87 7,83 7,03 - -
28 8,01 7,71 7,66 - -

RCA55

<1
<1
<1
7,58
7,46
7,23

8,21
8,08
7,70
8,09
7,43
7,16
7,42
7,33
7,26

senzorické hodnoceni

GKCH pH  chuf primér

2,96 4,47 | smetanovd, miécné kyseld 3,3
483 414 | vyrazné kysela, jinak nevyraznd 3,8
6,11 4,39 | mirné kyseld, nahorkld 6,0
3,06 4,44 | perlivd, kyseld, kefirovd 35
3,66 4,44 | kyseld, kefirovd 1,6
5,90 4,38 | nevyrazng, kysela 35
3,00 4,45 | mlécné nakysla, Cistd, slabé nakysla 2,3
3,15 4,38 | smetanovd, kyseld 2,4
3,91 4,34 | nevyraznd, mirné kysela 1,8
3,04 4,43 | hodné kysela, nasladla dochut 48
4,42 4,33 | nevyrazna chut, vodova, mélo kysela 54
5,96 426 | nevyrazng, kyseld 2,8
3,14 4,43 | vyrazné kyseld, miné nasladld 3,8
4,38 4,34 | hodné kyseld, slabé smetanova 3,4
5,09 4,28 | kysela, lence nahorkla 45
3,09 4,44 | méné smetanova neZ kontrola, naslédla 315
4,58 4,37 | hodné kyseld 4.4
514 4,34 | kvasnicnad 2,5

*d = dny; A = aerobni kultivace; AN = anaerobni kultivace
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Obr. 2 Zmény v obsahu Zivych bunék probiotickych
kmen( laktobacilt stanovené na RCA55 agaru
behem skladovani kefiru po dobu 28 dni pri 4-6 °C

tovych substratd potfebnych pro rast kvasinek nebo
inhibiénim pusobenim metaboliti produkovanych lakto-
bacily - bakteriociny, kyselina 3-fenylmléc¢na (Lacroix
a kol., 2008, Bayrock a Ingledew, 2004).

Positivni vliv na senzorické vlastnosti kefiru mély zejmé-
na kmeny Lactobacillus acidophilus RL22-P a Lactobacillus
plantarum RL26-P. Vyrazné negativni vliv na senzorické
vlastnosti nebyl pozorovan u zadného z testovanych kmeni
laktobacil.
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Obr. 3 Zmény v obsahu Zivych bunék kvasinek stanovené
na GKCH agaru béhem skladovani kefiru po dobu
28 dni pfi 4-6 °C

Zaver

VSechny testované probiotické kmeny laktobacild byly
schopné prezivat v poctech vyssich nez 10° JTK/ml po
celou dobu skladovani. U testovanych kment laktobacili
nebyl pozorovan vyrazné negativni vliv na senzorické
vlastnosti kefirového napoje.

Pro vyrobu kefirového napoje obohaceného probioticky-
mi kmeny by mohly byt pouZité vSechny testované kmeny
laktobacilu, jelikoz pfezivaly v dostateéné vysokych
poctech po 28 dnech skladovani pfi teploté 4-6 °C a nega-
tivné neovlivitovaly senzorické vlastnosti kefirového
napoje.
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The effect of milking way and treatment
of lacteal gland and on microhiological
and chemical parameters of sheep milk

Abstrakt

Na tfech farmach byla sledovéana v pribéhu laktace varia-
bilita mikrobiologickych a chemickych parametri ovéiho
mléka. Byly hodnoceny vzorky individudlni a bazénové.
Z mikrobiologickych ukazateli byly sledovany celkové
pocty mikroorganismti (CPM), koliformni bakterie (CB),
Escherichia coli (E. coli), kvasinky a plisné. Byla sledova-
na uroven kvality ustdjeni (spady) a hygiena vemene pred
dojenim (stéry s povrchu strukil). Z chemickych parametrii
byly hodnoceny celkovy obsah tuku, bilkovin, kaseinu, lak-
tozy a tukuprosté susiny na pristroji MilkoScan FT2.

Abstract

The variability of microbiological and chemical parame-
ters of sheep milk during lactation was monitored on
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