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

Abstrakt

V préci byl sledovan vliv emulzni enkapsulace kmene
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12 do mlécné

bilkovinné matrice na jeho riist, metabolickou aktivitu, stabi-
litu v podminkédch simulujici travici trakt a na stabilitu pfi
aplikaci do laboratorné vyrobeného syra skladovaného v sol-
ném nalevu. Enkapsulace snizila metabolickou aktivitu
bunék, molarni pomér vzniklych kyselin byl posunut ve
prospéch kyseliny mlécné. Enkapsulace vyznamné zvysila
Zivotaschopnost bun€k v simulovanych podminkéch traviciho
traktu (o 5 fadd vl ml v porovnani s buitkami neenkapsulo-
vanymi), ale neméla vliv na stabilitu v syru skladovaném
v 16 % hm. roztoku NaCl s ptidavkem syrovatky.

Klicova slova: Bifidobacterium animalis subsp. lactis
BB12, enkapsulace, metabolické aktivita, GIT, cerstvy syr

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

Uvod

Pozitivni vliv probiotik na celkovou Zivotni pohodu lidi
rtzného stafi od véku kojeneckého po velmi pokrocily veék
seniorsky je dostate¢né znamy (Saarela, 2000). Terapeu-
tickd role probiotik je nejcastéji zmifiovana v souvislosti se
zlepSovanim laktosové tolerance, nutriénimi benefity,
snizovanim sérového cholesterolu a preventivnim puso-
benim proti nékterym typim karcinomd a prijmovym
stavim po aplikaci antibiotik. Probiotické efekty jsou spo-
jeny s produkeci kyselin/bakteriocint, kompetici s patogeny
zabranujici jejich adhezi na stfevni sliznici a posilovanim
imunitniho systému (Oelschlaeger, 2010). K zajiSténi
pozadovanych pozitivnich Gc¢inkll je potfebny pifijem pro-
biotik v dostateéném mnozstvi, doporucend denni davka je
alespoit 10%-10° Zivych bun&k (Mortazavian, 2007).
V soucasné dobé je pozornost vénovana zpuisobim
aplikace bifidobakterii do mlécnych i nemlécnych potravin
tak, aby se zachoval potfebny vysoky pocet probiotik
v potravni matrici v pribéhu vyroby, skladovani a pra-
chodu travicim traktem ¢lovéka (Heidebach, 2009).

Rod Bifidobacterium je spolecné s rodem Lactobacillus
nejcastéji pouzivanym rodem probiotickych bakterii pro
humanni vyZzivu. Tvofi pfirozenou soucast mikroflory
traviciho traktu savcl véetné ¢lovéka (Anal a Singh, 2007;
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Karimi a kol., 2011), je gram-pozitivni, striktné anaerobni,
rostouci v rozmezi pH 4,5 az 8,5, pfi rozkladu sacharida
tvori kyselinu mlécnou a kyselinu octovou, nékteré druhy
mohou produkovat bakteriociny i vitaminy skupiny B (Lee
a O~ Sullivan, 2010; Boylston a kol., 2004).

Pfi aplikaci bifidobakterii pfi vyrobé potravin je tfeba
brat v uvahu jednak ochranu téchto citlivych bakterii pred
nepiiznivymi faktory prostfedi (nizké pH, kyslik v potravi-
né rozpustény, skladovaci teplota, druhy a kmeny asocio-
vané kulturni mikrofléry, druhy a koncentrace organickych
kyselin, peroxid vodiku, koncentrace bilkovin syrovatky)
a jednak ochranu potraviny proti vzniku nezadouci chuti
a viné spojené se zpusobem heterofermentace sacharidi
vedouci k produkcei kyseliny octové (Vivek, 2013, Parvez
a kol., 2006). Oboji muZze zajistit mikroenkapsulace bunék,
kterd byla v minulosti dspé$né pouzita k ochrané probio-
tickych laktobacilt a publikovana nedavno v tomto caso-
pise (Horackova a kol. 2013).

Cilem predloZzené priace bylo porovnat metabolickou
aktivitu enkapsulovanych a volnych bunék Bifidobacterium
animalis subsp. lactis BB12, porovnat Zivotaschopnost
tohoto komercniho probiotického kmene pouzitého jako
volné buniky a v enkapsulované podobé v laboratorné
pripraveném cerstvém syru skladovaném v solném nalevu
a v podminkdch modelového systému simulujictho pra-
chod bunék travicim traktem clovéka.

Material a metody

PouZité mikroorganismy

Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12 - DVS kultura
Christian Hansen, Némecko

Mezofilni smetanova kultura FD, Laktoflora®, MILCOM,
a.s., CR

Enkapsulace bunék

Byla provedena metodou dle Heidebacha a kol. (2009)
v modifikaci Lisové a kol. (2013) spocivajici v pridavku
0,5% lecithinu jako emulgétoru do oleje.

Stanoveni poctu bunék Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BB12

Pocet neenkapsulovanych (volnych) bunék v experimen-
tu testujicim vitalitu bunék v bujonu a v modelovém
prostredi traviciho traktu byl stanoven plotnovou metodou
po prislusném fedéni fyziologickym roztokem. Pocet
bun&k byl stanovovan dle CSN ISO 29981 na pidé TOS
s pfidavkem lithné soli mupirocinu zajiStujici selektivni
stanoveni bifidobakterii vedle bakterii mlééného kvaseni.
Kultivace probihala po dobu 72 h prfi teploté¢ 37 °C za
anaerobnich podminek (Anaerostat s absorbentem kysliku
- AnaeroGen; Oxoid, Velka Britanie).

Pocet enkapsulovanych bunék byl stanovovan po
rozruSeni 1 g mikrokapsli v 9 ml citratového pufru (20 g
citranu sodného v 1 1 vody, pH 7,5) s ptidavkem Tweenu 80
(0,5 g Tweenu 80 v 1 1 citratového pufru) stfiddnim inter-
vald 5 min tfepani na vortexu, 5 min stani v klidu, celkem

po dobu 20 min k zajisténi tplného uvolnéni enkapsulo-
vanych bunék. Takto ziskané zakladni fedéni bylo dile
fedéno obvyklym zptsobem a kultivace zaockovanych
ploten probihala za podminek uvedenych vyse pro jed-
notlivé typy experimentd.

Stanoveni metabolické aktivity neenkapsulovanych
a enkapsulovanych bunék

Do 150 ml MRS bujénu s L-cystein hydrochlorid mono-
hydratem (0,5 g.I") byl pfidan 1 g lyofilizované kultury
nebo 1 g mikrokapsli. Zaockovany bujon byl kultivovan po
dobu 72 h za anaerobnich podminek pfii teploté 37 °C.
V case 0, 24, 48 a 72 h byla provedena méfeni hodnoty pH
(3020 pH Meter, Jenway, Velka Britanie), stanoveni poctu
mikroorganismi metodami uvedenymi vySe a méfeni
obsahu kyseliny mlé¢né a kyseliny octové kapilarni izota-
choforézou (analyzator IONOSEP 2003, Recman, CR, ve-
douci elektrolyt byl sloZen z 10 mmol.I"" HCI, 22 mmol.I"
EACA, a 0,1% (w/v) HPMC o pH 4,5; koncovy elektrolyt
obsahoval 5 mmol.l" kyselinu kapronovou).

Stanoveni stability neenkapsulovanych
a enkapsulovanych bunék v modelovych
podminkdch travicitho traktu

K simulaci podminek traviciho traktu byl pouZit postup
dle Horackové a kol. (2013), ktery modifikoval postupy
Botese a kol. (2008) a Guglielmontiho a kol. (2007).

Stanoveni stability neenkapsulovanych
a enkapsulovanych bunék v laboratorné
vyrobeném cCerstvém syru
Syr byl vyroben v laboratornich podminkach s vyuZitim
metodiky Hordckové a kol. (2013) s pridavkem bud volnych
bunék z DVS kultury nebo enkapsulovanych bunék
ziskanych vyse uvedenou metodou v takovém mnoZzstvi, aby
jejich pocate¢ni koncentrace v syru byla 10° a7 10° KT v 1 g
syra. Syr byl skladovan po dobu 4 tydnl v solném roztoku
(16 % hm. NaCl) s ptidavkem sladké syrovatky (v poméru
3:1) pfi teploté 16 °C. V case 0, 1 a 4 tydny byl odebrin
z kazdé vyroby jeden syr, u kterého bylo stanoveno pH
a pocet bunék Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12.
Vsechny vysledky jsou uvedeny jako primérné hodnoty
ze tii stanoveni.

Vysledky a diskuse

V prvni Casti prace byla pozornost vénovana porovnani
ristu a metabolické aktivity enkapsulovanych a neenkap-
sulovanych bunék testovaného mikroorganismu pri kulti-
vaci v MRS bujénu. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 1 a 2.

Metabolicka aktivita volnych bunék Bifidobacterium ani-
malis subsp. lactis BB12 v bujonu byla podstatné vyssi nez
u bunék enkapsulovanych. U enkapsulovanych bunék bylo
pozorovano nejen niz$i mnozstvi vytvorené kyseliny
mlécné a octové, ale i zménény molarni pomér obou
kyselin ve prospéch kyseliny mlé¢né. Jak je popsano v lite-
ratute, bifidobakterie tvori za optimalnich podminek vice
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Tab. 1 Rist a metabolickd aktivita neenkapsulovanych
bunék Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12
béhem kultivace v MRS bujonu pri 37 °C
za anaerobnich podminek

vy$$i odolnost vii¢i podminkdm modelového traviciho trak-
tu nez buiky volné. Pocet vitdlnich bunék uzavienych
v mikrokapslich klesl béhem celého méreni z pocatecni
koncentrace 1,4.10° KTJ.ml" na 5,3.10° KTJ.ml" (pouze
o 1 tad). Naproti tomu pocet enkapsulovanych bunék klesl

pocet bunk (KTJ.mI") 16107 | 3710% | 8610° | 1,410° celkem o0 6 ¥adl z po&ate¢ni koncentrace 2,0.10° KTJ.ml" az
kys. miécn (g.I") 31 9.0 9.8 9.9 na 3,3.10° KTJ.ml". Nejati a kol. (2011) ve své studii
kys. octova (¢.1) 08 89 95 107 zkoumal vitalitu volnych a do alginitu enkapsulovanych
pm:lém[ Uil 6N2 04'627 [2619 04612 bunék Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12 v mo-

*kyselina miécnd/kyselina octovd

Tab. 2 Rdst a metabolickd aktivita enkapsulovanych bunék
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12
béhem kultivace v MRS bujonu pfi 37 °C
za anaerobnich podminek

delovych podminkach travicitho traktu. Celkové rovnéz
srovnani s butikami volnymi. Na rozdil od naSich vysledkt
vSak konstatoval nejvyssi ubytek volnych bunék v pod-
minkéch simulujicich prostfedi Zaludku, kde byla hodnota
pH upravena v rozmezi pH 1,4 az 1,9. V naSich pokusech
byl nejvyssi ubytek volnych bunék prokazan az v prostiedi

pocet bungk (KTJ.ml") 1,7.10° 1,6.10° 2.0.10° 26.10° simulujicim tenké stfevo, kde bylo nizké pH prostredi
kys. mlécna (g.I") 2,0 3,7 35 9,2 zaludku (2,0 az 2,1) zvySeno na hodnotu 6,8 a aplikovany
kys. octova (g.I") 0 33 3,1 45 7lucové soli (0,3 % hm.) a pankreatin (0,1 % hm.).

moldrni pomér kyselin* N 0,75 0,75 1,36 Uspé&snost aplikace bifidobakterii jako probiotik do syrii
pH 6,2 4,6 4,3 4,2 zavisi podle Boylstona a kol. (2004) na mnoha faktorech

*kyselina mlécnd/kyselina octovd

Tab. 3 Zivotaschopnost enkapsulovanych
a neenkapsulovanych bunék Bifidobacterium
animalis subsp. lactis BB12 v podminkach
simulujicich travici trakt (KTJ.ml")

neenkapsulovné buriky

enkapsulovné burky

kyseliny octové (Lee a O’Sullivan, 2010). K podobnym
vysledkiim dospél i Elhamid (2012) pfi aplikaci volnych
a enkapsulovanych bunék Bifidobacterium adolescentis
ATCC 15704 do mékkého egyptského syra Kariesh. Nizsi
produkci kyseliny mlééné a zvlasté kyseliny octové
u enkapsulovanych bifidobakterii pfi soucasném zachovani
vysokého poctu vitalnich bunék lze hodnotit jednoznacné
pozitivné z hlediska sniZeni negativniho vlivu kyseliny
octové na chut a vini fermentovanych mléénych vyrobka.

Stabilita a Zivotaschopnost bakterii pfi prichodu gastro-
intestindlnim traktem je jednou ze zakladnich podminek
kladenych na probiotické bakterie (Kamiri a kol., 2011).
Vysledky srovnavajici schopnost prezit v podminkach
simulujicich podminky traviciho traktu (Zaludek a tenké
stfevo) u neenkapsulovanych a enkapsulovanych bunék jsou
uvedeny v tabulce 3. Je zfejmé, Ze enkapsulované buriky
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12 vykazovaly

jako je vybér vhodného odolného kmene bifidobakterii,
aktivita bakterii mlécného kvaseni, které se pouZzivaji pfi
vyrobé syrt jako startovaci kultura, sloZeni syru (zvlasté
pH a slouceniny ovliviiujici aktivitu vody vcetné NaCl),
vyrobni podminky a zptisob zrani syri. V praci pripraveny
Cerstvy syr, kde byla jako zdkysova kultura pouzita
mezofilni smetanova kultura FD, skladovany v solném
néalevu po dobu 1 mésice pri teploté 16 °C se ukazal jako
vhodna matrice pro aplikaci Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BB12. Jak je patrné z tabulky 4 enkapsulace
neméla vliv na Zivotaschopnost bifidobakterii po dobu
1 mési¢niho skladovéni syru v solném ndlevu za chladu.
I kdyZ doslo u tohoto typu syra k mirnému poklesu bifi-
dobakterii, zlstaval jejich pocet po skladovani vysoky
(10° KTJ.g"). Urcity pozitivni vliv enkapsulace bifidobak-
terii 1ze ocekavat ve zlepSeni senzorickych parametrd syra.

Zaver

Enkapsulace do bilkovinné matrice predstavuje velmi
dobrou alternativu ochrany citlivych bifidobakterii pred
nezadoucimi ucCinky technologického procesu vyroby
mlékarenskych vyrobkll i pfed nezaddoucim pusobenim
podminek traviciho traktu ¢lovéka. Enkapsulace bifidobak-
terii se pozitivné uplatiiuje také pfi korekci nepiijemné
chuti a viné fermentovanych mléénych vyrobkil po
kyseliné octové, ktera je bifidobakteriemi produkovana pfi
rozkladu laktosy pfitomné v mléce.

Tab. 4 Zivotaschopnost enkapsulovanych a neenkapsulovanych bunék Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12
pfi vyjrobé syra a béhem skladovani syra v solném nalevu (16 % hm. NaCl) pfi 16 °C po dobu 4 tydn(

(KTJ.g7, prip. KTJ.ml")

syr syrovatka

skladovani syra
3. tyden
1,6.10"
5,3.10°

pred solenim
1,2.10"
2,0.10°

po soleni
1,4.10"
5,5.10°

1. tyden
1,1.10"
1,8.10°

4. tyden
1,3.10°
4,1.10°

neenkapsulované burky
enkapsulované buriky

2,0.10°
2,3.10°
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Evaluation of statistical results of qualitative
parameters of raw cow's milk

Abstrakt

Byly vyhodnoceny vysledky kvalitativnich ukazatel
syrového kravského mléka sledovaného v letech 2012
a 2013. Mléko bylo odebirano od Sesti farem a soubory
vzorkt byly oznaceny jako farma I az VI. Do hodnoceni
byly déale zahrnuty i vysledky z nepravidelného odbéru
dalsich sedmi farem, které byly souhrnné oznaceny jako
farma VII. Cilem préace bylo posoudit, zda dil¢i statistické
vysledky kvality syrového kravského mléka (bazénové
vzorky) mohou byt vyuZity k redefinici a inovaci nebo nové
definici parametrtd (limitd) kvalitativnich standarda
mlécnych ukazatelii a rovnéZ k redefinici a inovaci kvalita-
tivnich standardit mléka malych pfeZvykavcl. Z vysledkl
je zfejmé, Ze kvalitativni ukazatelé sledovanych soubori
mléka vykazovaly shodné nebo nepatrné lepsi vysledky
kvalitativnich ukazatel ve srovnani s celorepublikovymi
hodnotami a normovanymi limity a Ize je tedy vyuzit jako
podklad pro tvorbu nebo inovaci kvalitativnich parametrt
mléka malych prezvykavca.
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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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