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Abstrakt

Spolecnost pro probiotika a prebiotika (SPP,
www.probiotika-prebiotika.cz) zah4jila testovani probio-
tickych potravin a potravnich dopliikit v roce 2009. Jsou
testovany bifidobakterie a dale také laktobacily v mlé¢nych
kysanych vyrobcich a lyofilizovanych prascich, pficemz je
stanovovan celkovy pocet Zivych bunék v priibéhu expiracni
doby. Testovani probihd podle IDF (International Dairy
Federation) standardll a s pouzitim dal$ich metod. Vyrobky
vesmés spliuji normu (kysané mlééné vyrobky), nebo
mnozstvi deklarované na obalu (lyofilizované produkty).
V nékterych lyofilizovanych preparatech vSak byly nalezeny
pocty zivych bunék mirné niz$i, nez udavaji hodnoty uve-
dené na obalu. Kromé poctu zivych bun¢k SPP provadi také
izolaci Cistych kultur a jejich identifikaci pomoci fenoty-
povych a genotypovych testll az na troven druhu, poddruhu
a pfipadné i kmene pomoci fingerprintovych metod.

V mlécénych kysanych vyrobcich je prakticky vyhradné
nalézan druh Bifidobacterium animalis subsp. lactis, zatimco
v lyofilizovanych vyrobcich byvaji zastoupeny také druhy
B. longum, B. breve a B. bifidum. Z laktobacilll byvaji piitom-
ny druhy Lactobacillus acidophilus, L. rhamnosus a L. casei.

SPP testuje také metody, jak selektivné stanovit ostatni
probiotické mikroorganismy, jako jsou kvasinky
(Saccharomyces cerevisiae a S. boulardii), enterokoky,
Escherichia coli (v CR jsou znidmy prepardty Mutaflor
a Coliinfant), Bacillus spp. a dalsi mikroorganismy.

VSichni vyrobci a distributori probiotik se mohou obratit
na SPP s Zadosti o test svého produktu. Je tfeba pfipome-
nout, Ze testy probihaji nad ramec standardnich metod
a pribézné se zarazuji nové metody pro stanoveni mnozstvi
zivych bunék (napf. RT-PCR, FISH) a pro identifikaci
druhtt a kmentl (napf. sekvence geni pro 16SrRNA
a HSP60, MALDI-TOF MS). Pfipadni zdjemci také mohou
kontaktovat pfimo Laboratof anaerobni mikrobiologie
Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky (rada@af.czu.cz)
na CZU v Praze, kde se testovani pro SPP provadi.

Klicova slova: probiotika, kysané mlécéné vyrobky,
Bifidobacterium, Lactobacillus, selektivni stanoveni pro-
biotickych mikroorganismi

Abstract

Society for Probiotics and Prebiotics (SPP,
www.probiotika-prebiotika.cz) began testing of probiotic
foods and dietary supplements in 2009. Bifidobacteria and
lactobacilli are tested in a milk fermented products and
lyophilized powders. The total number of viable cells are
determined during the expiration date. Testing carried out
by IDF (International Dairy Federation) standards and by
using other methods. The products generally meet the stan-
dard (fermented milk products), or the amount declared on
the label (lyophilized product). In some of lyophilized
preparations, however, were found living cell counts slight-
ly lower than values indicated on the packaging. Besides
the number of living cells SPP also performs the isolation
of pure cultures and their identification using phenotypic
and genotypic tests to the species, subspecies and possibly
strain levels using fingerprint methods.

In fermented dairy products is usually almost exclusive-
ly found Bifidobacterium animalis subsp. lactis, whereas in
lyophilized products are also represented species
B. longum, B. breve and B. bifidum. The lactobacilli are
present by species Lactobacillus acidophilus, L. casei and
L. rhamnosus.

SPP also tested methods to selectively determine other
probiotic microorganisms such as yeast (Saccharomyces
cerevisiae and S. boulardii), enterococci, Escherichia coli
(in the Czech Republic are known medications Mutaflor
and Coliinfant), Bacillus spp. and other microorganisms.

All manufacturers and distributors of probiotics may
apply to the SPP with a request to test their product. It
should be noted that the tests are performed in excess of the
standard methods and is continuously inserted new method
for determining the amount of living cells (such as
RT-PCR, FISH) and for the identification of species and
strains (such as a gene sequence for 16STRNA and HSP60,
MALDI-TOF MS). Potential applicants may also contact
the Laboratory of Anaerobic Microbiology, Department of
Microbiology, Nutrition and Dietetics, Faculty of
Agrobiology, Czech University of Life Sciences
(rada@af.czu.cz), where testing for the SPP is realised.

Key words: probiotics, fermented milk products,
Bifidobacterium, Lactobacillus, selective enumeration of
probiotic microorganisms

Uvod

S ohledem na trvale rostouci zdjem spotiebitelll o sorti-
ment potravin a potravnich dopliki, které obsahuji tzv.
probiotika, je velmi aktudlni vypracovani postupd pro
selektivni stanoveni téchto mikroorganismi. Podle
Organizace pro vyzivu a zemédélstvi a Svétové zdravot-
nické organizace (FAO/WHO, 2001) jsou probiotika Zivé
mikroorganismy ptidavané do potravin, které pti podavani
v adekvatnim mnozstvi pozitivné plsobi na travici trakt
konzumenta. Pro rutinni kontrolu probiotickych potravin je
pak idealni vyvinout jednoduché postupy, snadno pro-
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veditelné v béZnych laboratorich. V soucasné dobé¢ se vSak
zda vytvoreni takovych postupl neredlné a ke kontrole je
proto potfebné také vyuZiti narocnych technologii. Rizné
technologické pristupy je navic nezbytné kombinovat.
Proto, aby mohly byt ur€ité mikroorganismy vyuZité jako
probiotika, musi splilovat kritéria spojend s bezpecnostni-
mi, funkénimi a technologickymi vlastnostmi (Saarela
nosti probiotik patfi pouziti hostitelsky specifickych
kmend, rezistence vici kyselému prostiedi gastrointestinal-
niho traktu a Zlu¢ovym solim, schopnost (alespoii prechod-
né€) kolonizovat intestindlni trakt, schopnost adherence na
stfevni epitel, antagonistické piisobeni na patogenni bak-
terie, vylouceni faktoru patogenity, genetickd stabilita
a klinicky prokdzané pozitivni zdravotni G¢inky. Z techno-
logickych vlastnosti je kladen diiraz zejména na schopnost
zachovani ovéfitelné Zivotaschopnosti téchto mikroorganis-
mi béhem procesu vyroby a expiracni doby produktu
(Klaenhamer a Kullen, 1999; Kaur et al., 2002). Mikro-
organismy je nutné identifikovat na droven rodu, druhu
a kmene, pomoci fenotypovych a molekularné genetickych
metod, kmen musi byt uloZen v mezinarodni sbirce kultur.
Pro urceni bezpe€nosti a ucinnosti kmene jsou nutné
in vitro testy a/nebo testy na zvitatech a poté také dvojité
zaslepené, randomizované, placebem kontrolované
(DZPK) klinické studie. Vyrobek obsahujici probiotické
mikroorganismy pak musi obsahovat oznaceni rodu, druhu
a kmene a dale idaj o minimalni koncentraci mikroorga-
nismi do konce jeho zaruéni doby. S ohledem na tyto
pozadavky jsou jako probiotika nejéastéji vyuzivany razné
druhy laktobacild a bifidobakterii. Logicky proto vznikl
také pozadavek pro jejich kvantitativni kontrolu. Podle
mezinarodnich ISO/IDF norem vSak v soucasnosti existuje
pouze postup pro selektivni stanoveni druhu Lactobacillus
acidophilus. Pro ostatni druhy laktobacilii sice existuje
pozadavek (10° v 1 g & 1 ml vyrobku - tzv. terapeutické
minimum) pro pocet Zivych bunék obsazenych v produktu
do konce doby expirace, avSak neexistuje spolehliva
a zdvazna metoda jak pozadovany stav ovefit. Podobné
u bifidobakterii existuje pouze ISO/IDF norma pro stanoveni
rodu Bifidobacterium, pficemz dosud nebylo mozné rozlisit
jednotlivé, v souc¢asné dobé pouzivané, druhy.

Material a metody

Pro testovani bakterii obsaZenych v probiotickych
vyrobcich bylo v prvé fadé pouZito jejich stanoveni pomoci
dostupnych selektivnich médii. Déle byla provedena identi-
fikace na tdroven rodu (F6PPK, PCR) a na uroven druhu
a kmene (API, PCR, MALDI-TOF MS, sekvenace genil -
16SrRNA, HSP60). DNA vzorkl byla izolovana podle pro-
tokolu PrepMan® (Applied Biosystems®). Pro identifikaci
pomoci MALDI-TOF MS byly pfipraveny cerstvé narostlé
kultury (Kmet a Drugdova, 2012). Stanoveni bifidobakterii je
upraveno normou ISO 29981:2010 (IDF 220). Stanoveni bifi-
dobakterii v mléénych produktech. Bylo pouzito médium
TOS s mupirocinem (50 mg/ 1), pii pH 7,4 probihala kultivace

anaerobné 48 hodin pti 37°C. Pro selektivni stanoveni Bifido-
bacterium bifidum bylo vyuZito jeho schopnosti utilizovat
mucin. Bylo testovino médium sestavajici z tryptonu
(5,0 g/l), zZivného bujénu &. 2 (25,0 g/l), kvasnicného
autolyzatu (2,5 g/l), tweenu (0,5 ml/l), cysteinu (0,25 g/l),
mucinu (20 g/l) a bromkresolové ¢ervené (0,01 g/l). Byl vy-
vinut selektivni MM (mucin, mupirocin) agar pro stanoveni
druhu B. bifidum. Slozeni MM agaru: trypton (5,0 g/l), Zivny
bujon (Nutrien) (5,0 g/1), kvasni¢ny autolyzat (Yest) (2,5 g/l),
tween (0,5 ml/l), cystein (0,25 g/l), technicky agar (10 g/l),
mucin (20 g/l), mupirocin (100 mg/l). Pro selektivni
stanoveni B. longum a B. breve byla vyvinuta selektivni
média s obdobnym zdkladnim sloZenim (MM bez mucinu),
kde jako zdroj uhliku byly pouZity: pro B. longum turanosa
apro B. breve sorbitol a mannitol. Stanoveni Lactobacillus aci-
dophilus bylo provedeno podle normy ISO 20128:2006 (IDF
192). Stanoveni Lactobacillus acidophilus v mléénych pro-
duktech. Zde bylo pouzito médium MRS s klindamycinem
(0,1 mg/ 1), médium vSak neni dostatecné selektivni a nebylo
mozné jim odlisit fadu jinych druhti laktobacili a rovnéz
kvasinky. Pro stanoveni L. casei mezinarodni ISO/IDF norma
neexistuje. Zde byl pouzit MRS agar (Oxoid) s pfidavkem
1,5% 7luci (Oxoid) a pH 5,4 (Vinderola a Reinheimer, 2000).
Na Rogosa agaru pfi pH 5,4 probihala kultivace anaerobné
14 dnt pfi 15 °C (Champagne et al., 1997).

Vysledky a diskuse

Perspektivni probioticky druh, typicky pro travici trakt
clovéka, je Bifidobacterium bifidum. Casto se vyskytuje
u kojenych novorozencu, dobfe vyuziva oligosacharidy
matefského mléka a je schopen vyuzivat mucin. Setkdme se
s nim hlavné v lyofilizovanych probiotickych produktech.
Byl navrzen MM agar (mucin, mupirocin agar), ktery se
ukazal byt vhodny ke kultivaénimu stanoveni druhu
B. bifidum. Byly stanoveny pocty B. bifidum v testovanych
vyrobcich v fadech od 10° do 10" KTJ/g vyrobku (Tab. 1).

Tab. 1 Pocty kolonii Bifidobacterium bifidum na

MM agaru
Vyrobek LogKTJ / 1 g vyrobku
Lepicol 8,05
Biopron Junior 8,06
Laktobacilky Baby 79
Probioflora 7,18
AB Aktiv 7,16

Déle byly stanoveny druhy B. longum a B. breve. Byla
uzita vyvinutd selektivni média, modifikované MM
médium, s riznymi zdroji uhliku: pro stanoveni B. longum
turanosa, pro B. breve sorbitol a mannitol.

Kultivaéni selektivni stanoveni druhtt B. bifidum,
B. longum a B. breve bylo potvrzeno uZitim druhové speci-
fické PCR a dalSich metod (Tab. 2, Obr. 1). Kmeny bifi-
dobakterii byly identifikovany pomoci pozitivni F6PPK,
rodové i druhové PCR, API 50 CHL, Rapid ID 32 A
a MALDI-TOF MS.
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Tab. 2 Identifikace bifidobakterii izolovanych
Z probiotickych vyrobku

Vyrobek F6PPK PCR PCR API 50 Rapid

rodova druhova CH ID32A
Lepicol +  |Bifidobacterium | B. bifidum | B. bifidum | B. bifidum
Pangamin Bifi +/- | Bifidobacterium | B. longum |B. longum | B. longum
Probioflora +  |Bifidobacterium | B. bifidum | B. bifidum | B. bifidum

Bifidobacterium | B. bifidum | B. bifidum | B. bifidum
Bifidobacterium | B. breve | B. breve | B. breve

Biopron Junior W
Candi Stop +/-

Lactobene +/- | Bifidobacterium | B. bifidum | B. bifidum | B. bifidum
Laktobacilky + |Bifidobacterium | B. bifidum | B. bifidum | B. bifidum
Baby

AB Aktiv + | Bifidobacterium | B. bifidum |B. bifidum | B. bifidum

(Pozn.: PCR dle Matsuki et al., 2003; F6PPK: + pozitivni, +/- nejednoznacny vysledek)

Obr. 1 Selektivni stanoveni a identifikace bifidobakterii
B. bifidum, B. longum a B. breve pomoci druhové

Obr. 2 Charakterizace Lactobacillus casei a pribuznych
druhd izolovanych z miéénych kysanych vyrobkd
pomoci rep-PCR
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Obr. 3 Sekvenace genu pro HSP60 u dvou kmendi
laktobacil - Sipky oznacuji odli$né baze
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Mlécné kysané vyrobky obsahovaly Lactobacillus casei
v fadech od 10° do 10® KTJ/g vyrobku (Tab. 3). Byla také
provedena identifikace Lactobacillus casei na turoven
kmene (Actimel, Milblu). Vyhodnoceni biochemickych
testd API 50 CHL programem Apiweb u produktt: Milblu
Natur: L. paracasei subsp. paracasei (99,7 %; 0,79 T),
Milblu Jahoda: L. paracasei subsp. paracasei (99,8 %;
0,775 T), Actimel (Natur, Jahoda): L. paracasei subsp.
paracasei (99,6 %; 0,83 T), korespondovalo s rep-PCR
(Obr. 2). Pro potvrzeni ziskanych vysledka byla provedena
sekvenace geni 16S rRNA a HSP60 (Obr. 3). Kmeny
z Danone a Milblu se u 16S rRNA nelisily, lisily se vSak ve
dvou bazich u genu pro HSP60.

Tab. 3 Pocty kolonii izolovanych laktobacilt
(Lactobacillus casei)

Vyrobek LogKTJ / 1 g vjrobku

Actimel Jahoda 8,93
Actimel Natur 8,92
Probioticky drink natural 8,31
Bifidus Natur 7.8
Vian Probiotic Drink 7,73
Vivacto Probiotic jogurt drink 7,72
Acti Plus Drink 7,71
Probiotic Drink Classic 6,78

Milblu l' l

TTATCCGCGAAGGCATGAAGAACGTTACAGCCGGTGCTAATCCTGTTGGCATTCGLACAGGGATTGAAAAGG CAACTA
AGGCTGCCGTTGACGAATTGCACAAGATTAGCCACAAAGTTAATGGTAAGAAAGAAATCGLGCAGGTTGCGTCCGTTT
CTTCCTCAAATACAGAAGTTGGTAGTCTGATTGCTGACGCCATGGARAAAGTTGGCCACGATGGTGTGATTACCATTGA
AGAAAGCAAAGGGATTGACACTGAACTCTCTGTTGTTGAAGGGATGCAGTTTGATCGCGGCTATCTGAGCCAATACAT
GGTTACCGATAATGATAAGATGGAAGCTGACCTTGACGATCCTTATATCTTGATCACCGACAARAAGATTTCCARTATTC
AGGACATTTTGCCGCTGTTACAAGAAATCGTTCAACAAGGTAAGGCACTGTTGATCATTGCTGACGACGTTGCTGGTG
AAGCATTGCCAACCTTAGTTCTGAACAAGATTCGTGGTACCTTCAATGTTGTTGCGGTTAAGGCCCCCGGLTTCGGLG
ACCACCATCCTGTGTG

Danone
TTATCCGCGAAGGTATGAAGAACGTTACAGCCGGTGCTAATCCTGTTGGCATTCGCACAGGGATTGAAAAAGCAACTA
AGGCTGCCGTTGACGAATTGCACAAGATTAGCCACAAAGTT) ATCGCGCAGGTTGCGTCCGTTT
CTTCCTCAAATACAGAAGTTGGTAGTCTGATTGCTGACGCCATGGAAAAAGTTGGCCACGATGGTGTGATTACCATTGA
AGAAAGCAAAGGGATTGACACTGAACTCTCTGTTGTTGAAGGGATGCAGTTTGATCGCGGCTATCTGAGCCAATACAT
GGTTACCGATAATGATAAGATGGAAGCTGACCTTGACGATCCTTATATCTTGATCACCGACAAAAAGAT TTCCARTATTC
AGGACATTTTGCCGCTGTTACAAGAAATCGTTCAACAAGGTAAGGCACTGTTGATCATTGCTGACGACGTTGCTGGTG
AAGCATTGCCAACCTTAGTTCTGAACAAGATTCGTGGTACCTTCAATGTTGTTGCGGTTAAGGCCCCCGGLTTCGGG
ACCACCATCCTGTGTG

Zaver

Stanoveni vétsiny druhti bifidobakterii v potravinach je
mozné a spolehlivé. Médium s mucinem je vhodné pro
selektivni stanoveni B. bifidum, lze selektivné stanovit
i ostatni aplikované druhy bifidobakterii.

Je nutné vypracovat spolehlivou normu pro stanoveni
L. casei a L. acidophilus. Metody fungujici pro mlécné
vyrobky nemusi fungovat pro jiné potraviny (fermentované
masné vyrobky).

Stanoveni kvasinek v probiotickych vyrobcich je snadné,
jejich identifikace je vSak problematicka.

Obr. 4 Vyrobci, kterym SPP udélila prdvo pouzivat logo
spolecnosti

Logo SPP udéleno

Firmé Danone a.s., Konopistska 905, 256 37 Benelov
za vyrobky

— Activia napoj *

— Activia lehka & fit *

— Actimel Natur

— Actimel Jahoda
* Firmé ASP Czech s.r.o., K Teplinam 679, Sludovice za vyrobek

— Lepicol

S&D Pharma Ltd., Westfield Lane, Harrow HA39ED, Velka Britanie za vyrobky
— Probio-Fix *
— Probio-Fix Imun *

Valosun a.s., Kytnerova 403/5, 621 00, Brno za vyrobek
— Biopron Junior

* testované virobioy nezmifcvand v inky
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VétSina vyrobkd, testovanych SPP v roce 2013, obsaho-
vala deklarované mikroorganismy, pocty Zivych bakterii
byly vSak v nékterych ptripadech niZsi.

Na zakladé vysledki realizovanych testi udéluje SPP
vyrobctim pravo pouZzivat logo spolecnosti (Obr. 4).
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STANOVENI LAKTOSY

V MLECNYCH MATERIALECH

S UPRAVENYM OBSAHEM
MLECNE SUSINY METODOU HPLC
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Determination of lactose in dairy materials
with modified milk dry matter content by HPLC

Abstrakt

Laktosa byla v mléénych materidlech s upravenym obsa-
hem mlécné suSiny stanovena technikou vysokoucéinné

kapalinové chromatografie na koloné Phenomenex Luna
NHj; s refraktometrickou detekci. Kvantifikace laktosy byla
provedena metodou pfidavku vnitfniho standardu monohy-
dratu D(+)-melezitosy.

Podrobnéji byl sledovan vliv navySeni obsahu mlécnych
bilkovin v mlééném vzorku pridavkem tekutych mlécnych
retentatd, suSeného nizkotuéného a plnotuéného mléka na
obsah laktosy ve vzorku. V pripadé tekutych retentatti nebyl
zaznamenan vyznamny rozdil v obsahu laktosy. Pfidavkem
suseného mléka se obsah laktosy zvySil z plvodnich
4,65 g/100 g na 4,93 az 5,66 g/100 g. Vysledky stanoveni
laktosy technikou HPLC odpovidaly predpoklddanému
obsahu laktosy vypoctenému z hmotnostni bilance vychozi
suroviny a jednotlivych pfidavkl. Ziskané vysledky
potvrdily, Ze metoda HPLC je vhodna pro stanoveni laktosy
v mléénych matricich s upravenym obsahem mlécné susiny.

Klicova slova: laktosa, HPLC, bilkovinné koncentraty

Abstract

Lactose in milk material with modified milk dry matter
content was determined using high pressure liquid chro-
matography on Phenomenex Luna NH; column with
refractometric detection. Quantification of lactose was per-
formed by addition of the monohydrate D(+)-melezitose
internal standard.

The effect of increase of milk proteins content in milk
sample by addition liquid milk retentates, dried skim and
whole milk for lactose content of the sample was followed
in great detail.

In the case of liquid retentate wasn't observed significant
difference in the content of lactose. The content of lactose
was increased by addition of dried milk from original
4.65 g/100 g to 4.93 up to 5.66 g/100 g. The results of
determination of lactose by HPLC were similar as pre-
sumed content of lactose calculated from the mass balance
of individual portions. The results verified that the method
is suitable for HPLC determination of lactose in dairy
materials with modified milk dry matter content.

Keywords: lactose, HPLC, protein concentrates

Uvod

V soucasné dobé je v mlékarenském primyslu patrny
trend vyvoje novych vyrobki, u kterych jsou uplatiovany
zdokonalené a nové prvky technologie (napf. ultrafiltrace),
pti kterych dochazi ke zméné sloZeni obsahu sloZek mlécné
suSiny vstupni suroviny. S timto rozvijejicim se trendem
zavadéni novych mléénych produktd obohacenych o jed-
notlivé slozky mlécné suSiny, je nutnosti zavést a optimali-
zovat vhodné metody pro stanoveni jednotlivych slozek
mlécné susiny, které nejsou ruseny zménou matrice vzorku.

V praxi se Casto pouzivd navySeni obsahu mlécnych
bilkovin v mlééné matrici, a proto byla pozornost zamére-
na zejména na vliv pfidavku mlécné bilkoviny na obsah
laktosy ve findlnim produktu. Pfidavek bilkovinné slozky
do vstupni suroviny na vyrobu mlécnych vyrobkt mizZe byt
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