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a navyseni obsahu su§iny. Obsah sudiny nebylo moZno jiz
zvySovat WPC proteiny, z divodu jejich omezené rozpust-
nosti a v pripadé suSeného koziho mléka bylo nutné
z divodi nezadoucich senzorickych vlastnosti sniZit jeho
pridavek na 1,0 % hm. Substriat s kukuficnym Skrobem
nebyl pro vyrobu jogurtového vyrobku pouzit z divodu
nezadoucich technologickych vlastnosti v prvni Casti
pokusu (Spatna rozpustnost). Vysledky stanoveni obsahu
celkové suSiny a tuku ve vybranych substriatech pro vyrobu
jogurtového vyrobku jsou uvedeny v tabulce 4. Ve vSech
pfipadech s vyjimkou substritu prebiotika Orafti P95
s koncentritem syrovitkovych proteint, kdy doslo ke
sniZzeni suliny z 17,0 na 16,1 g/100 g vzorku, doslo
k Zidoucimu zvySeni obsahu celkové suSiny v porovnani
s tvodnimi pokusy.

Vybrané substraty byly zaockovany tfemi kombinacemi
kultur a kmen - I. - CCDM 176 a B. animalis subsp. lac-
tis Bb12, II. - CCDM 176 a Lbe. acidophilus CCDM 151
a IIL. - Str. themophilus CCDM 144 a Lbc. delbruckii subsp.
bulgaricus CCDM 66. Tabulky 4 a 5 prehledné shrnuji
vysledky mikrobiologickych a chemickych stanoveni, ze
kterych vyplyva, Ze nejvhodné&jSi substrat pro vyrobu
jogurtového vyrobku je substrat s vy$§im obsahem pre-
biotika (5.0 % w/w), koncentritu syrovitkovych bilkovin
(2,0 % wiw) nebo suSeného koziho mléka (1,0 % wiw).
V budoucnu by bylo mozné otestovat i kombinaci vySe
zminénych substrath, tedy prebiotika, WPC koncentratu
a suSencho koziho mléka a jejich optimalni pridavek.

Zavér

Na zakladé stanovenych chemickych a mikrobiologic-
kych vysledki byl vyhodnocen jako nejvhodnéjsi substrat
pro vyrobu jogurtového vyrobku substrit s pfidavkem pre-
biotika Orafti P95 (5,0 % w/w) a koncentratu syrovat-
kovych bilkovin (2,0 % w/w) nebo suSeného koziho mléka
(1,0 % wiw).
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SLEDOVANI ODOLNOSTI
VYBRANYCH KMENU_
LAKTOBACILU PRI RUZNYCH
TEPLOTACH SKLADOVANI

Salakové A., Roubal P, Drbohlav J., Dragounovd H.,
Kunova G.
Vyzkumny ustav mlékarensky s.r.o.

Observation of resistance selected lactobacilli
strains at various storage temperatures by
freezing

Abstrakt

Price byla zaméfena na zpiisob deponovani vybraného
souboru laktobacilii dvoufizovym oSetfenim - zchlazenim
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a rychlym zmrazenim a uchovavanim pfi teplotich -18 °C
a -40 °C. Laktobacily byly kultivovany ve smésném médiu
z mléka, peptonu, masového a kvasni¢ného extraktu. Do
poloviny vzorkt bylo pfidano 12,75 % glycerolu, poté byly
vzorky zchlazeny na 4 °C a poté zmraZeny na teplotu
-18 °C a -40 °C. Pocet KTJ]/ml byl stanoven za 24 hod a za
3 mésice po zmraZeni. V tomto experimentu nebyl zazna-
mendn vyznamny rozdil v poftu KTJ/ml laktobacili
v zdvislosti na teploté skladovani a pfidavku glycerolu.
Pridavek glycerolu v davece 12,75 % mél pozitivni vliv na
skladovani kment Lactobacillus helveticus CCDM 447
a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCDM 767
pfi teploté -18 °C.
Kli¢ova slova: Laktobacily, skladovéni, mraZeni

Abstract

The work was focused on the method of depositing
selected strains of lactobacilli by two-phase treatment -
cooling and shock freezing and storage at temperatures of
-18 °C and -40 °C. Lactobacilli were cultured in mixed
media of milk, peptone, yeast and beef extracts, in half of
the samples was added 12,75% glycerol, and then the sam-
ples were cooled to 4 ° C and then frozen at -18 ° C and
-40 °C. CFU / ml were determined after 24 h and for
3 months after freezing. No significant difference was
determined in the count of CFU / ml of lactobacilli,
depending on the storage temperature and the addition of
glycerol. Addition of glycerol had a positive effect on the
storage Lactobacillus helveticus CCDM 447 and
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCDM 767 at
-18 °C.

Key words: Lactobacilli, storage, freezing

Uvod

Laktobacily nachéazeji Siroké spektrum vyuZiti. BéZné
jsou pouZiviny v mlékirenském primyslu pfi vyrobé
kysanych mléénych vyrobki a syrt. Pro své vyznamné pro-
biotické vlastnosti jsou z nich pfipravovany vyZivové
dopliiky, které mohou byt nasledné aplikovany v prevenci
a v terapii nékterych onemocnéni.

Lékarské studie ukazuji na pfiznivy vliv laktobacili na
potiZze zpusobené draZzdivym tracnikem. Sinn a kol. (2008)
sledovali vliv podavani kment Lactobacillus acidophilus
SDC 2012 a 2013 40 pacientim v randomizované studii.
Bylo konstatovdno, Ze skupina pacientd uZivajici probioti-
ka méla po &tyfech tydnech niZsi skore bolestivosti bficha
a pocitu diskomfortu nez skupina kontrolni.

Laktobacily maji pozitivni vliv i na dal8i onemocnéni
spojena s prajmy. Laktobacily byly testovany a vyu-
zivany v prevenci prijmi spojenych s 1é¢bou antibiotiky
(Hickson a kol., 2007). Star$im pacientim (prameérny
vék 74 let), ktefi uZivali antibiotika, byla podavana smés
kment Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei
a Streptococcus thermophilus. Tato probiotika vyznamné
pozitivné plsobila v prevenci antibiotického prijjmu

oproti placebové skupiné, kterd uZivala sterilni mlé¢ny
napoj.

Jind studie poukazuje na uCinek prepardtu Lactinex
(smés laktobacill Lactobacillus acidophilus a Lactoba-
cillus bulgaricus), ktery prokazal v randomizované dvojité
zaslepené studii na 96 pacientech zlepSeni stavu v pokusné
skupiné oproti skupiné s placebem. Studie byla zaméifena
na prijmova onemocnéni zptisobena podavanim ampicilinu
(Gotz a kol.,1979).

Neékteré laktobacily maji i dal§i vyznamné vlastnosti.
Lactobacillus gasseri OLL 2716, na zdkladé studie
Sakamoto a kol. (2001), je schopen potlacovat infekéni
bakterii Helicobacter pylori u lidi a soucasné omezuje
zanét Zaludecni sliznice.

Obdobné vysledky byly zjidtény pusobenim kmene
Lactobacillus johnsonii Lal (Gotteland and Cruchet,
2003).

Aby bylo moZno kmeny laktobacild s pozitivnimi uinky
vhodné aplikovat, je tfeba zajistit jejich odpovidajici
vyrobu, provéfit konzerva¢ni moZnosti a nalézt vhodné
podminky pro skladovdni.

Mrazeni, lyofilizace, vakuové a sprejové suSeni jsou
nejvice pouZivané metody ochrany produktid s obsahem
bakteridlnich sloZek v potravinarstvi, zemédélstvi a farma-
ceutickém pramyslu. Béhem téchto procesi mizZe byt bio-
logicky materidl nendvratné poSkozen (Conrad a kol.,
2000).

Z tohoto didvodu jsou hledany nové cesty optimalizace
téchto konzervaénich postupil.

ZamraZovani a nasledné rozmraZovéni, stejné tak délka
skladovani a teplota mraZeni poikozuje buné&nou
membranu a buiiky se tak stavaji vice citlivé viaéi chlo-
ridu sodnému a ZluCovym solim (Fernandez Murga
a kol., 1998). Autofi sledovali produkci kyseliny mlé¢né
a proteolytickou aktivitu mraZzenych kment Lacto-
bacillus acidophilus CRL 640 a CRL 800. Bylo zjisténo,
7e jiz po 21 dnech skladovani pii -20 °C doslo k poklesu
jak produkce kyseliny mlécné tak i ke sniZeni proteo-
lytické aktivity, zatimco aktivita beta galaktosidizy
byla vyssi.

Fonseca a kol. (2006) testovali kmen Lactobacillus del-
brueckii subsp. bulgaricus pti nizkych teplotich skladovani
az do -196 °C. Zamérili se kinetiku mraZzeni a ndsledné
skladovaci teploty a jejich efekt na biologickou aktivitu.
Kmen L. delbrueckii subsp. bulgaricus byl zamraZen za
pfitomnosti glycerolu pfi teplotich -196 a -20 °C a dale
vzorky byly skladovany pii teplotich -196 a -80 °C. Bylo
konstatovano, Ze jak na acidifikaéni aktivitu tak na Zivot-
nost ma rychlé zamrazeni v tekutém dusiku minimalni vliv.
Vzorky skladované pii -20 °C a rychle zmrazené mély
nejvyssi ztratu Zivotnosti a kysaci aktivity. Autofi toto
vysvétluji osmotickou disbalanci pfi rozmrazovani vzorki
a nikoliv tvorbou intraceluldrniho ledu.

Cilem této prace bylo provéfit, jaké podminky tchovy
mrazenim jsou vhodné pro soubor vybranych laktobacild,
uvedenych v tabulce ¢.1, ktery je v laboratofi v soucasnos-
ti dlouhodobé testovan.
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Material

Tab. 2 Stanoveni aktivni kyselosti a poctu KTJ/mi pfed

Tab. 1 Kmeny laktobacilil ze Sbitky mlékarskych
mikroorganismd Laktoflora®

Pofadi Kmen Shirkové gislo
1 Lactobacillus acidophilus CCOM 151
2 Lactobacillus casei CCDM 198
3 Lactobacillus casei CCDM 199
4 Lactobacillus helveticus CCDM 62
5 Lactobacillus helvelicus CCDM 92
6 Lactobacillus helveticus CCDM 98
7 Lactobacillus helveticus CCDM 447
8 Lactobacillus plantarum CCDM 182
9 Lactobacillus plantarum CCDM 385
10 Lactobacillus plantarum CCDM 388
1 Lactobacillus paracasei CCDM 818
12 Lactohacillus paracasei CCDM 819
13 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCDM 66
14 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCDM 767
15 Lactobacillus rhamnosus CCDM 156
16 Lactobacillus rhamnosus CCDM 821

mraZenim
1 4,55 2810
2 4,34 3.7.10°
3 433 5,4.10°
4 416 3.5.10°
5 3,47 3,6.10°
6 3,52 6,8.10°
7 3,42 2,210°
8 427 2,5.10°
9 4,20 9,0.10°%
10 4,25 2.3.10°
11 4,33 2,5.10°
12 427 2.2.10°
13 41 3,0.10°
14 428 8,0.10°%
15 419 7.9.10°
16 413 32.10°

Tab. 3 Stanoveni poctu KTJ/ml testovanych kmend po
rozmrazeni s a bez pfidavku 12,75 % glycerolu
deponovanych pfi - 18 °C a - 40 °C po dobu

Zivnd média a pomocné ldatky:
Miéko 1,5 % tuku
MRS bujén Merck 1.10661.0500
Glycerin bezvody p.a. Lach:ner
ZaFizeni:
Mrazici box Electrolux (-40 °C)
Mrazici a chladici box Elektrolux
ZamraZovaci zafizeni Shirman
Mikroskop Axio Zeiss

Vysledky a diskuze

Substrt pro kultivaci kment byl pfipraven z mléka 1,5 %
tuku s pfidavkem 10 % MRS bujénu. Jednotlivé slozky
byly sterilovany pfi 121 °C po dobu 15 minut. Po zchlazeni
na kultiva&ni teplotu byly substraty zaoCkovany kmeny lak-
tobaciltt v divce 2 % obj., u kmeni & 1, 5, 13, 14 byla
davka inokula zvy$ena na 5 % obj.. Poté byly kmeny kul-
tivovany v termostatu pfi 37 °C po dobu 16 hodin.

Po kultivaci bylo provedeno stanoveni morfologickych
znak mikroskopicky. Preparaty byly obarveny methylenovou
modii. Dile byla zmé&fena aktivni kyselost a byl stanoven
potet KTJ/ml . Tyto hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢. 2.

Poté byly fermentované substraty rozplnény do sterilnich
zkumavek. Do poloviny zkumavek byl pfidian kryopro-
tek&ni roztok 85 % glycerolu v davee 15 % tj. 12,75 %
glycerolu. Zkumavky byly nejprve zchlazeny na teplotu
4 °C, poté rychle zmraZeny v zamrazovacim zafizeni
Shirman, uréeném pro rychlé mraZeni, na sledovanou
teplotu a pak umistény do mrazicich boxi o teplotich
-18 a -40 °C. Za 24 hodin po zamrazeni byla prvni ¢ast zku-
mavek $etrné rozmraZena ve vodni lazni o teploté 30 °C.
Nasledna kontrola byla zaméfena na porovnani poltu
KTJ/ml s a bez pfidavku glycerolu v zavislosti na vlivu
teploty zamraZeni. Tyto vysledky ukazuje tabulka ¢.3.

24 hodin

Kmen KTJ/mi KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml

€. pfi teploté  pfi teploté  pfi teploté  pii teploté

skiadovani  skladovani  skladovani skladovani
-18 °C -18 °C -40 °C -40 °C

bez glycerolu s glycerolem hbez glycerolu s glycerolem

1 2,0.10° 3,0.10° 2,0.10° 2,010°
2 3,5.10° 2.7sl 0 3.9.10° 3.4.10°
3 4,7.10° 2,7.10° 5,7.10° 3,8.10°
4 3,1.10° 5,0.10° 4,0.10° 3,0.10°
5 22107 1,0.107 3,0.10° 2,010
6 6,0.10° 6,0.10° 6,1.10° 6,1.10°
7 1,1.10° 3,6.10° 1,2.10° 5,1.10°
8 1,8.10° 2,8.10° 2,3.10° 3,3.10°
9 2,0.10° 1,7.10° 3,1.10° 6,0.10°
10 3,0.10° 2.8.10° 2.4.10° 1,8.10°
11 35.10° 3,1.10° 3,5.10° 2,5.10°
2 S hu 0 1,9.10° 3,4.10° 2,7.10°
13 34108 9,0.10° 3,0.10° 2,0.108
14 8,0.10° 6,0.10° 1,3.10° 6,0.10%
15 7.0.10% 8,0.10° 1,3.10° 5,0.10%
16 2,6.10° 3,3.10° 3.2.10° 2,8.10°

U kmenu &. 2, 3, 5,9, 10, 11, 12 a 14, kde bylo pfiddno
kryoprotekéni médium a kmeny byly deponovéiny pfi
teploté -18 °C, byl pocet KTJ/ml niZsi neZ u kmeni bez pfi-
davku. Rozdily v hodnotich jsou v ramci stejného fadu.

SniZeny pocet KTJ/ml byl zaznamendn i u kmena s kry-
oprote¢nim médiem deponovanych pii teploté -40 °C a to
u kment &. 2, 3, 4, 5, 10, 11, 12, 13 a 16. Rozdily jsou mi-
nimalni a lze konstatovat, Ze zji§téné hodnoty maji
odchylku v ramci mikrobiologické chyby.

Z téchto vysledk(i vyplyvd, Ze po 24 hodinach mraZeni
pfi teplotach -18 a -40 °C nebyl zaznamendn vyznamny
pozitivni vliv pouzitého kryoprotekéniho média na pocet
KTJ/ml.
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Po tfech mésicich skladovani byly mraZzené kultury opé-
tovné testovany, jak preZivaji mikroorganismy za testo-
vanych podminek skladovini pii teplotich -18 a -40 °C
a vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 4.

Tab. 4 Stanoveni po¢tu KTJ/ml testovanych kmend po
rozmrazeni s a bez pfidavku 12,75 % glycerolu
deponovanych pfi - 18 °C a - 40 °C po dobu

3 mésice

Kmen KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml

¢. pfi teploté  pii teploté  pii teploté  pri teploté

skladovani  skladovani  skladovani skladovani
-18 °C -18 °C -40 °C -40 °C

bez glycerolu s glycerolem bez glycerolu s glycerolem

1 2,2.10° 5.2.10° 4710 4,310
2 4,4.10° 1,8.10° 41.10° 6,4.10°
3 2,8.10° 3,6.10° 4910° 3,5.10°
4 4,0.10° 5,0.10°8 5,0.10°% 3.0.10°
5 50107 5,0.107 2510 4910
6 6,4.10° 6,0.10° 6,0.10° 6,0.10°
7 6,2.10° 1,1.10° 21108 7,0.10°
8 1,0.10° 2.3.10° 2,0.10° 2,010°
9 1,1.10° 2.2.10° 1,5.10° 5,9.10°
10 2.1.10° 1,4.10° 1,1.10° 2,6.10°
1 4,5.10° 1,9.10° 1,8.10° 1,4.10°
12 2,8.10° 3,1.10° 2,6.10° 7,0.108
13 1,8.10° 1,2.10% 29.10° 1,4.10°
14 2,6.10° 8,7.10° 6,0.10° 6,0.10°
15 1,3.10° 1,0.10° 1,5.10° 45.10°
16 3.3.10° 2,2.10° i A0 2.5.10°

Na zikladé zjiSténého poctu mikroorganismil 1ze konstato-
vat, 7e teplota -18 °C je vhodnou teplotou pro tchovu
mlékaiskych kultur po dobu 3 mésicu. Vyznamné rozdily
mezi kulturami bez a s pfidavkem 12,75 % glycerolu nebyly
zjistény. Pouze u kmend ¢. 7 a & 14 pfidavek glycerolu
vyrazné&ji pozitivné pusobil tim, Ze nedoslo ke snizeni poctu
MO, zatimco kultury bez glycerolu sniZily pocet o pil fadu
KTJ/ml.

Obdobné vysledky jsme zaznamenali pfi pouZiti konzer-
vacni teploty -40 °C. Ani zde nebyly zjiStény vyznamné
rozdily mezi kulturou skladovanou 24 hodin a 3 mésice. [ tato
teplota je vhodnd pro dlouhodobé skladovani laktobacilt.

Zavér

Na ziakladé zjisténych vysledki lze konstatovat, Ze
vybrany soubor laktobacild lze deponovat dvoufizovym
oSetfenim - zchlazenim a poté rychlym zmraZzenim
a uchovavanim za teplot -18 °C a -40 °C po dobu 3 mésici
bez vyznamné ztraty na poétu KTJ/ml. Mezi sledovanymi
teplotami nebyly zjistény vyrazné rozdily. PouZity smésny
substrdt na bazi mléka s peptonem, masovym a kvasniénym
extraktem je vhodnou kultivaéni pidou a i kryoprotekénim
médiem. Pfidavek glycerolu v davce 12,75 % mél pozitivni
vliv na pocet KTJ/ml kmenti Lactobacillus helveticus CCDM
447 a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCDM
767 pri teploté skladovani -18 °C.
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Study of selected microbial and chemical
parameters in colostrum from the Czech red
cattle

Abstrakt

Cilem této studie bylo testovani mikrobiologickych
a chemickych ukazatel kvality kravského kolostra od
prvotelek i dojnic Ceského dervenostrakatého skotu.
Z mikrobiologickych parametri byly sledovdny pocty
kvasinek, plisni, koliformnich bakterii, E. coli, koagulaza
pozitivnich stafylokokii a celkovy pocet mikroorganismi.
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