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Viability and metabolic activity of non-encap-
sulated and encapsulated bifidobacteria

Abstrakt

V práci byl sledován vliv emulzní enkapsulace kmene
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12 do mléčné

bílkovinné matrice na jeho růst, metabolickou aktivitu, stabi-
litu v podmínkách simulující trávicí trakt a na stabilitu při
aplikaci do laboratorně vyrobeného sýra skladovaného v sol-
ném nálevu. Enkapsulace snížila metabolickou aktivitu
buněk, molární poměr vzniklých kyselin byl posunut ve
prospěch kyseliny mléčné. Enkapsulace významně zvýšila
životaschopnost buněk v simulovaných podmínkách trávicího
traktu (o 5 řádů v1 ml v porovnání s buňkami neenkapsulo-
vanými), ale neměla vliv na stabilitu v sýru skladovaném
v 16 % hm. roztoku NaCl s přídavkem syrovátky.

Klíčová slova: Bifidobacterium animalis subsp. lactis
BB12, enkapsulace, metabolická aktivita, GIT, čerstvý sýr

Abstract

In this study the effect of the emulsion encapsulation on
growth, metabolic activity, stability under conditions simu-
lating gastro-intestinal human tract and stability of Bifido-
bacterium animalis subsp. lactis BB12 in laboratory-made
fresh brined cheese was evaluated. Encapsulation
decreased the metabolic activity of the cells, the molar ratio
of the resulting acids was shifted in favour of lactic acid.
Encapsulation also significantly increased viability of the
cells BB12 exposed to gastro-intestinal conditions; free
cells BB12 decreased by 5 log cycles per ml compared to
encapsulated cells. No effect of encapsulation on stability
of the cells BB12 in the laboratory-made fresh cheese
while storing in brine solution (16 % w/w NaCl) with the
addition of whey was found.

Keywords: Bifidobacterium animalis subsp. lactis
BB12, encapsulation, metabolic activity, GIT, white cheese

Úvod

Pozitivní vliv probiotik na celkovou životní pohodu lidí
různého stáří od věku kojeneckého po velmi pokročilý věk
seniorský je dostatečně známý (Saarela, 2000). Terapeu-
tická role probiotik je nejčastěji zmiňována v souvislosti se
zlepšováním laktosové tolerance, nutričními benefity,
snižováním sérového cholesterolu a preventivním půso-
bením proti některým typům karcinomů a průjmovým
stavům po aplikaci antibiotik. Probiotické efekty jsou spo-
jeny s produkcí kyselin/bakteriocinů, kompeticí s patogeny
zabraňující jejich adhezi na střevní sliznici a posilováním
imunitního systému (Oelschlaeger, 2010). K zajištění
požadovaných pozitivních účinků je potřebný příjem pro-
biotik v dostatečném množství, doporučená denní dávka je
alespoň 108-109 živých buněk (Mortazavian, 2007).
V současné době je pozornost věnována způsobům
aplikace bifidobakterií do mléčných i nemléčných potravin
tak, aby se zachoval potřebný vysoký počet probiotik
v potravní matrici v průběhu výroby, skladování a prů-
chodu trávicím traktem člověka (Heidebach, 2009). 

Rod Bifidobacterium je společně s rodem Lactobacillus
nejčastěji používaným rodem probiotických bakterií pro
humánní výživu. Tvoří přirozenou součást mikroflóry
trávicího traktu savců včetně člověka (Anal a Singh, 2007;
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Karimi a kol., 2011), je gram-pozitivní, striktně anaerobní,
rostoucí v rozmezí pH 4,5 až 8,5, při rozkladu sacharidů
tvoří kyselinu mléčnou a kyselinu octovou, některé druhy
mohou produkovat bakteriociny i vitaminy skupiny B (Lee
a O´Sullivan, 2010; Boylston a kol., 2004).

Při aplikaci bifidobakterií při výrobě potravin je třeba
brát v úvahu jednak ochranu těchto citlivých bakterií před
nepříznivými faktory prostředí (nízké pH, kyslík v potravi-
ně rozpuštěný, skladovací teplota, druhy a kmeny asocio-
vané kulturní mikroflóry, druhy a koncentrace organických
kyselin, peroxid vodíku, koncentrace bílkovin syrovátky)
a jednak ochranu potraviny proti vzniku nežádoucí chuti
a vůně spojené se způsobem heterofermentace sacharidů
vedoucí k produkci kyseliny octové (Vivek, 2013, Parvez
a kol., 2006). Obojí může zajistit mikroenkapsulace buněk,
která byla v minulosti úspěšně použita k ochraně probio-
tických laktobacilů a publikována nedávno v tomto časo-
pise (Horáčková a kol. 2013).

Cílem předložené práce bylo porovnat metabolickou
aktivitu enkapsulovaných a volných buněk Bifidobacterium
animalis subsp. lactis BB12, porovnat životaschopnost
tohoto komerčního probiotického kmene použitého jako
volné buňky a v enkapsulované podobě v laboratorně
připraveném čerstvém sýru skladovaném v solném nálevu
a v podmínkách modelového systému simulujícího prů-
chod buněk trávicím traktem člověka.

Materiál a metody

Použité mikroorganismy
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12 - DVS kultura

Christian Hansen, Německo
Mezofilní smetanová kultura FD, Laktoflora®, MILCOM,

a.s., ČR

Enkapsulace buněk
Byla provedena metodou dle Heidebacha a kol. (2009)

v modifikaci Lisové a kol. (2013) spočívající v přídavku
0,5% lecithinu jako emulgátoru do oleje.

Stanovení počtu buněk Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BB12

Počet neenkapsulovaných (volných) buněk v experimen-
tu testujícím vitalitu buněk v bujonu a v modelovém
prostředí trávicího traktu byl stanoven plotnovou metodou
po příslušném ředění fyziologickým roztokem. Počet
buněk byl stanovován dle ČSN ISO 29981 na půdě TOS
s přídavkem lithné soli mupirocinu zajišťující selektivní
stanovení bifidobakterií vedle bakterií mléčného kvašení.
Kultivace probíhala po dobu 72 h při teplotě 37 °C za
anaerobních podmínek (Anaerostat s absorbentem kyslíku
- AnaeroGen; Oxoid, Velká Británie).

Počet enkapsulovaných buněk byl stanovován po
rozrušení 1 g mikrokapslí v 9 ml citrátového pufru (20 g
citranu sodného v 1 l vody, pH 7,5) s přídavkem Tweenu 80
(0,5 g Tweenu 80 v 1 l citrátového pufru) střídáním inter-
valů 5 min třepání na vortexu, 5 min stání v klidu, celkem

po dobu 20 min k zajištění úplného uvolnění enkapsulo-
vaných buněk. Takto získané základní ředění bylo dále
ředěno obvyklým způsobem a kultivace zaočkovaných
ploten probíhala za podmínek uvedených výše pro jed-
notlivé typy experimentů.

Stanovení metabolické aktivity neenkapsulovaných
a enkapsulovaných buněk

Do 150 ml MRS bujónu s L-cystein hydrochlorid mono-
hydrátem (0,5 g.l-1) byl přidán 1 g lyofilizované kultury
nebo 1 g mikrokapslí. Zaočkovaný bujón byl kultivován po
dobu 72 h za anaerobních podmínek při teplotě 37 °C.
V čase 0, 24, 48 a 72 h byla provedena měření hodnoty pH
(3020 pH Meter, Jenway, Velká Británie), stanovení počtu
mikroorganismů metodami uvedenými výše a měření
obsahu kyseliny mléčné a kyseliny octové kapilární izota-
choforézou (analyzátor IONOSEP 2003, Recman, ČR, ve-
doucí elektrolyt byl složen z 10 mmol.l-1 HCl, 22 mmol.l-1

EACA, a 0,1% (w/v) HPMC o pH 4,5; koncový elektrolyt
obsahoval 5 mmol.l-1 kyselinu kapronovou).

Stanovení stability neenkapsulovaných 
a enkapsulovaných buněk v modelových 
podmínkách trávicího traktu

K simulaci podmínek trávicího traktu byl použit postup
dle Horáčkové a kol. (2013), který modifikoval postupy
Botese a kol. (2008) a Guglielmontiho a kol. (2007).

Stanovení stability neenkapsulovaných 
a enkapsulovaných buněk v laboratorně 
vyrobeném čerstvém sýru

Sýr byl vyroben v laboratorních podmínkách s využitím
metodiky Horáčkové a kol. (2013) s přídavkem buď volných
buněk z DVS kultury nebo enkapsulovaných buněk
získaných výše uvedenou metodou v takovém množství, aby
jejich počáteční koncentrace v sýru byla 108 až 109 KTJ v 1 g
sýra. Sýr byl skladován po dobu 4 týdnů v solném roztoku
(16 % hm. NaCl) s přídavkem sladké syrovátky (v poměru
3:1) při teplotě 16 °C. V čase 0, 1 a 4 týdny byl odebrán
z každé výroby jeden sýr, u kterého bylo stanoveno pH
a počet buněk Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12.

Všechny výsledky jsou uvedeny jako průměrné hodnoty
ze tří stanovení.

Výsledky a diskuse

V první části práce byla pozornost věnována porovnání
růstu a metabolické aktivity enkapsulovaných a neenkap-
sulovaných buněk testovaného mikroorganismu při kulti-
vaci v MRS bujónu. Výsledky jsou uvedeny v tabulce 1 a 2. 

Metabolická aktivita volných buněk Bifidobacterium ani-
malis subsp. lactis BB12 v bujonu byla podstatně vyšší než
u buněk enkapsulovaných. U enkapsulovaných buněk bylo
pozorováno nejen nižší množství vytvořené kyseliny
mléčné a octové, ale i změněný molární poměr obou
kyselin ve prospěch kyseliny mléčné. Jak je popsáno v lite-
ratuře, bifidobakterie tvoří za optimálních podmínek více
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kyseliny octové (Lee a O’Sullivan, 2010). K podobným
výsledkům dospěl i Elhamid (2012) při aplikaci volných
a enkapsulovaných buněk Bifidobacterium adolescentis
ATCC 15704 do měkkého egyptského sýra Kariesh. Nižší
produkci kyseliny mléčné a zvláště kyseliny octové
u enkapsulovaných bifidobakterií při současném zachování
vysokého počtu vitálních buněk lze hodnotit jednoznačně
pozitivně z hlediska snížení negativního vlivu kyseliny
octové na chuť a vůni fermentovaných mléčných výrobků.

Stabilita a životaschopnost bakterií při průchodu gastro-
intestinálním traktem je jednou ze základních podmínek
kladených na probiotické bakterie (Kamiri a kol., 2011).
Výsledky srovnávající schopnost přežít v podmínkách
simulujících podmínky trávicího traktu (žaludek a tenké
střevo) u neenkapsulovaných a enkapsulovaných buněk jsou
uvedeny v tabulce 3. Je zřejmé, že enkapsulované buňky
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12 vykazovaly

vyšší odolnost vůči podmínkám modelového trávicího trak-
tu než buňky volné. Počet vitálních buněk uzavřených
v mikrokapslích klesl během celého měření z počáteční
koncentrace 1,4.109 KTJ.ml-1 na 5,3.108 KTJ.ml-1 (pouze
o 1 řád). Naproti tomu počet enkapsulovaných buněk klesl
celkem o 6 řádů z počáteční koncentrace 2,0.109 KTJ.ml-1 až
na 3,3.103 KTJ.ml-1. Nejati a kol. (2011) ve své studii
zkoumal vitalitu volných a do alginátu enkapsulovaných
buněk Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12 v mo-
delových podmínkách trávicího traktu. Celkově rovněž
zjistil vyšší životaschopnost u enkapsulovaných buněk ve
srovnání s buňkami volnými. Na rozdíl od našich výsledků
však konstatoval nejvyšší úbytek volných buněk v pod-
mínkách simulujících prostředí žaludku, kde byla hodnota
pH upravena v rozmezí pH 1,4 až 1,9. V našich pokusech
byl nejvyšší úbytek volných buněk prokázán až v prostředí
simulujícím tenké střevo, kde bylo nízké pH prostředí
žaludku (2,0 až 2,1) zvýšeno na hodnotu 6,8 a aplikovány
žlučové soli (0,3 % hm.) a pankreatin (0,1 % hm.).

Úspěšnost aplikace bifidobakterií jako probiotik do sýrů
závisí podle Boylstona a kol. (2004) na mnoha faktorech
jako je výběr vhodného odolného kmene bifidobakterií,
aktivita bakterií mléčného kvašení, které se používají při
výrobě sýrů jako startovací kultura, složení sýru (zvláště
pH a sloučeniny ovlivňující aktivitu vody včetně NaCl),
výrobní podmínky a způsob zrání sýrů. V práci připravený
čerstvý sýr, kde byla jako zákysová kultura použita
mezofilní smetanová kultura FD, skladovaný v solném
nálevu po dobu 1 měsíce při teplotě 16 °C se ukázal jako
vhodná matrice pro aplikaci Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BB12. Jak je patrné z tabulky 4 enkapsulace
neměla vliv na životaschopnost bifidobakterií po dobu
1 měsíčního skladování sýru v solném nálevu za chladu.
I když došlo u tohoto typu sýra k mírnému poklesu bifi-
dobakterií, zůstával jejich počet po skladování vysoký
(108 KTJ.g-1). Určitý pozitivní vliv enkapsulace bifidobak-
terií lze očekávat ve zlepšení senzorických parametrů sýra. 

Závěr

Enkapsulace do bílkovinné matrice představuje velmi
dobrou alternativu ochrany citlivých bifidobakterií před
nežádoucími účinky technologického procesu výroby
mlékárenských výrobků i před nežádoucím působením
podmínek trávicího traktu člověka. Enkapsulace bifidobak-
terií se pozitivně uplatňuje také při korekci nepříjemné
chuti a vůně fermentovaných mléčných výrobků po
kyselině octové, která je bifidobakteriemi produkována při
rozkladu laktosy přítomné v mléce. 
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čas (h) 0 24 48 72
počet buněk (KTJ.ml-1) 1,6.1010 3,7.1012 8,6.109 1,4.108

kys. mléčná (g.l-1) 3,1 9,0 9,8 9,9
kys. octová (g.l-1) 0,8 8,9 9,5 10,7
molární poměr kyselin* N 0,67 0,69 0,62
pH 6,2 4,2 4,1 4,1

Tab. 1 Růst a metabolická aktivita neenkapsulovaných
buněk Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12
během kultivace v MRS bujónu při 37 °C 
za anaerobních podmínek

*kyselina mléčná/kyselina octová

čas (h) 0 24 48 72
počet buněk (KTJ.ml-1) 1,7.108 1,6.109 2,0.109 2,6.109

kys. mléčná (g.l-1) 2,0 3,7 3,5 9,2
kys. octová (g.l-1) 0 3,3 3,1 4,5
molární poměr kyselin* N 0,75 0,75 1,36
pH 6,2 4,6 4,3 4,2

Tab. 2 Růst a metabolická aktivita enkapsulovaných buněk
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12
během kultivace v MRS bujónu při 37 °C 
za anaerobních podmínek

*kyselina mléčná/kyselina octová

žaludek tenké střevo
pH 2,0 - 2,1 pH 6,8

čas (h) 0 2 4 6
neenkapsulovné buňky 2,0.109 1,6.108 4,7.103 3,3.103

enkapsulovné buňky 1,4.109 1,3.109 5,6.108 5,3.108

Tab. 3 Životaschopnost enkapsulovaných 
a neenkapsulovaných buněk Bifidobacterium 
animalis subsp. lactis BB12 v podmínkách 
simulujících trávicí trakt (KTJ.ml-1)

BB12  sýr syrovátka skladování sýra
před solením po solení 1. týden 3. týden 4. týden

neenkapsulované buňky 1,2.1010 1,4.1010 2,0.108 1,1.1010 1,6.1010 1,3.1010

enkapsulované buňky 2,0.108 5,5.108 2,3.108 1,8.108 5,3.108 4,1.108

Tab. 4 Životaschopnost enkapsulovaných a neenkapsulovaných buněk Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12 
při výrobě sýra a během skladování sýra v solném nálevu (16 % hm. NaCl) při 16 °C po dobu 4 týdnů 
(KTJ.g-1, příp. KTJ.ml-1)
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Evaluation of statistical results of qualitative
parameters of raw cow's milk

Abstrakt 

Byly vyhodnoceny výsledky kvalitativních ukazatelů
syrového kravského mléka sledovaného v letech 2012
a 2013. Mléko bylo odebíráno od šesti farem a soubory
vzorků byly označeny jako farma I až VI. Do hodnocení
byly dále zahrnuty i výsledky z nepravidelného odběru
dalších sedmi farem, které byly souhrnně označeny jako
farma VII. Cílem práce bylo posoudit, zda dílčí statistické
výsledky kvality syrového kravského mléka (bazénové
vzorky) mohou být využity k redefinici a inovaci nebo nové
definici parametrů (limitů) kvalitativních standardů
mléčných ukazatelů a rovněž k redefinici a inovaci kvalita-
tivních standardů mléka malých přežvýkavců. Z výsledků
je zřejmé, že kvalitativní ukazatelé sledovaných souborů
mléka vykazovaly shodné nebo nepatrně lepší výsledky
kvalitativních ukazatelů ve srovnání s celorepublikovými
hodnotami a normovanými limity a lze je tedy využít jako
podklad pro tvorbu nebo inovaci kvalitativních parametrů
mléka malých přežvýkavců.

Klíčová slova: kravské mléko, základní parametry,
zdravotní a bezpečnostní ukazatele, fyzikální a technolo-
gické parametry 

Abstract

There were evaluated the results of qualitative parame-
ters of raw cow's milk monitored between years 2012 and
2013. Milk was collected from six farms and sample sets
were identified as farm I to VI. The results from irregular
sampling of seven other farms, which were together identi-
fied as farm VII, were included as well. The aim of the
study was to assess whether the partial results of the statis-
tical quality of raw cow's milk can be used for upgrade,
redefining or for a new definition of the milk parameters
(limits), and whether the results are useful also for redefi-
ning and innovation a quality standards of small ruminants
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