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Inhibice

V tabulce 4 je uveden pfiklad inhibici pro indikdtorové
kmeny CCDM 188, CCDM 466, CCDM 862 a CCDM 269.
Je zde vidét rozdil mezi pouzitim bunék Zivych a super-
natantu s upravenym pH a také mezi pouzitim bujonu
a MM. U zivych bunék dochazelo obecné k vyssimu stup-
ni inhibice nez u stejného, ale sterilniho média. Béhem
rustu bakterii dochazelo k produkci organickych kyselin,
které u zivych bunék zvysuji inhibici. U superatantt (steril-
nich médii) byl tento efekt vyloucen pomoci tpravy pH.
Izolaty identifikované jako Lbc. brevis a nékteré neidenti-
fikované laktobacily vykazovaly u vétSiny pouZitych
indikdtorovych kment jen mirnou, nebo Zadnou inhibici.
Ostatni laktobacily, Lbc. paracasei, Lbc. plantarum a Lbc.
mindensis se liSily v mife inhibice s pouZitym indika-
torovym kmenem.

Zaver

Bylo zjisténo, ze néktery z téchto izolati by mohl byt
vhodny pro zafazeni do kvasu. Izolity AMBR-FHN-5B,
AMBR-FHN-4B, DRIII-57-5B, JM-M638-6A a JM-APT-
7A béhem 3 dnt kultivace snizily pH matrice pod hranici
4,0 a vzorky DRIII-M103-5B, OT-M103-7B, 5-APT-5B
a DRIII-57-5C pod hranici 4,5. Tvorba EPS byla nalezena
u DRIII-M103-5B, AMBR-FHN-4B, AMBR-FHN-5B,
DRIII-57-5B, DRIII-57-5C, JM-MG638-6A, JM-APT-7A,
5-APT-5B, DNV-M103-7A a AMBR-57-7EP1. Izolaty CRL-
M225-7A, GUS-M638-6B, MAGE-M225-7A, BF-M17-6A,
PHC-M17-6A nepotlacuji rist u vétsiny testovanych mikroor-
ganismu, které se v kvasu pfirozené vyskytuji.

Vzhledem ke zjiSténym vlastnostem izolovanych
mikroorganismii, by bylo vhodné do nového kvasu zaradit
néktery z izolatt AMBR-FHN-5B, AMBR-FHN-4B,
DRIII-57-5B, IM-M638-6A, JM-APT-7A, DRIII-M103-
5B, 5-APT-5B a DRIII-57-5C, které snizuji pH matrice
a zéaroven tvoii EPS. Pro zarazeni nékterého z téchto lakto-
bacilii (nebo smési vice bakterii) mezi kvasové kultury by
bylo nutné provéfit dal§imi pokusy jejich vzdjemny dcinek
na preziti ostatnich kvasovych mikroorganismti a nasledné
na vlastnosti pekédrenského vyrobku. Dalsi testovanou
oblasti musi byt tvorba EPS, ktera mtZe byt ovlivnéna ostat-
nimi kvasovymi mikroorganismy a zménou pH matrice.
Pfiznivou vlastnosti by také bylo potlaceni nezadouci
mikroflory, které zpusobuje vady pekarskych vyrobki.
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Lactobacillus casei and its selective
determination in mixtures with other lactic
acid bacteria

Abstrakt

V préci jsou shrnuty zdkladni udaje tykajici se vyskytu,
morfologie a fenotypovych vlastnosti mikroorganismu
skupiny L. casei (L. casei, L. paracasei, L. rhamnosus).
Dale prace teoreticky shrnuje kultivaéni média a kultivacni
podminky, které byly dosud publikovany v odborné lite-
ratufe pro selektivni stanoveni druhu L. casei. Nejcastéji
doporucované kultivaéni pidy pro selektivni stanoveni
tohoto mikroorganismu ve smésich s jogurtovou kulturou,
L. acidophilus nebo bifidobakteriemi jsou LC-agar
s ribosou v kombinaci se sniZzenim kultivaéni teploty na
15 °C po dobu 14 dni, MRS agar s pridavkem Zluc¢i, MRS
agar s pridavkem vankomycinu ¢i tzv. M-RTLV agar.

Klicova slova: skupina L. casei, selektivni stanoveni
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Abstract

In this work basic information concerning occurrence,
morphology and phenotypic properties of microorganisms
belonging to L. casei group (L. casei, L. paracasei,
L. rhamnosus) are summarized. Furthermore, this work
recapitulates cultivation media together with cultivation
conditions which have been published in scientific litera-
ture till now for the selective enumeration of L. casei
species. The most recommended media for the selective
enumeration of this microorganisms in mixtures with
yogurt culture, L. acidophilus or bifidobacteria are LC-agar
with ribose in combination with decreased cultivation tem-
perature to 15 °C for 14 days, MRS agar with bile, MRS
agar with vancomycin or M-RTLV agar.

Key words: L. casei group, selective determination

V poslednich dvaceti letech se znaéné€ zvysil zdjem o tzv.
funkéni potraviny, které by mély, kromé svoji nutriéni
funkce, spliovat i pozadavek pozitivniho ovlivnéni
zdravotniho stavu spotfebitele zvlasté v pripadé
dlouhodobé konzumace téchto potravin. Jednim z velmi
diskutovanych témat v této oblasti je pouziti tzv. probio-
tickych bakterii. I kdyZ kromé tvrzeni tykajici se jogurtové
kultury a jejiho pozitivniho vlivu u osob s intoleranci lak-
tosy (Nafizeni komise €. 432/2012) nebylo Evropskou
komisi na doporuceni panelti EFSA schvéleno zatim Zadné
dalsi zdravotni tvrzeni o probiotikdch, nelze o kladném
pusobeni bakterii mlééného kvaSeni pochybovat (Saad
a kol., 2013; Rolfe, 2000). Pouziti laktobacili a bifidobak-
terii jako pfidavnych, probiotickych a protektivnich kultur
do nejriznéjSich fermentovanych potravin je proto stale
roz§irenéjsi. S timto rostoucim trendem roste také potieba
jejich presné kvantifikace ve smésich s ostatnimi (zaklad-
nimi) kulturami bakterii mlééného kvaSeni, aby byla
potvrzena jejich pritomnost v mnozstvi, které je potreba
k zaji§téni zdravotniho benefitu.

V soucasné dobé& existuji mezinarodni i narodni (CSN
ISO 20128, CSN ISO 7889, CSN ISO 29981) normy pro
selektivni stanoveni druh@t Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus
thermophilus a Bifidobacterium spp. Dal§im probiotickym
druhem, ktery se ve vétsi mife pouziva zvlasté v kombinaci
s jogurtovou kulturou, je Lactobacillus casei. Jeho selek-
tivni stanoveni vSak neni Zddnym normativnim doku-
mentem definovano.

L. casei byl poprvé izolovan ze syra Orla-Jensenem
v roce 1916, ktery jej pojmenoval Streptobacterium casei
(Crow, Curry, 2003). Od té doby byl tento druh nalezen
v celé fadé rtznych prostredi, jako je rozkladajici se rost-
linny materidl, silaZ, gastrointestinalni trakt a dutina dstni
¢lovéka, kvasek, odpadni materidl ¢i nejriznéjsi mlécné
produkty. L. casei je grampozitivni, nepohybliva, nesporu-
lujici, katalasa-negativni tyCinka o Sitce 0,7-1,1 pm a délce
2,0-4,0 um, kterd mé casto Ctvercové zakonceni, kvuli
kterému maji buriky tendenci se fetézit. Genotypové a feno-
typove riznorodé buiiky jednotlivych kment L. casei se ale

vyskytuji i samostatné i v parech. L. casei je fakultativné
heterofermentativni mikroorganismus, fermentuje hexosy
Embden-Meyerhofovou cestou na kyselinu mlécnou bez
produkce plynu. V prostiedi, kde je limitovana koncentrace
glukosy, vytvari L. casei vedle kyseliny mlécné jesté
kyselinu octovou, ethanol a kyselinu mravenci. Pentosy
pomoci fosfoketolasy preméniuje na kyselinu mlécnou
a octovou. Cinnost enzymii fosfoglukonatové cesty je pot-
lacovana v médiu pfitomnou glukosou (Gobbetti, 2003).
VétSina kmend produkuje L™ izomer kyseliny mlé&né.
Bunécna sténa tohoto mikroorganismu obsahuje L-Lys-D-
Asp peptidoglykan a polysacharidy tvofené rhamnosou,
glukosou a galaktosou. Neprodukuje enzym ureasu,
z argininu netvoii amoniak. Pro svij rist vyzaduje fadu
rastovych faktori - napf. riboflavin, kyselinu listovou,
kalcium-D-panthotendt, niacin, nékteré kmeny i pyridoxal
a pyridoxalamin. Optimélni teplota rastu je 30 °C, ale
dokaze rist v pomérné Sirokém rozsahu teplot 15 - 45 °C.
Typicka pro nékteré kmeny je také tvorba exopolysacharidd,
které jsou tvoreny pievazné z glukosovych, rhamnosovych
a stopové galaktosovych a arabinosovych jednotek (Crow,
Curry, 2003; Gobbetti, 2003; Toh a kol., 2013).

Jak uZ bylo teceno, vykazuji kmeny oznacované jako
skupina L. casei velkou miru fenotypické i genotypické
heterogenity, kterd vyvolava diskuse ohledné zarazeni jed-
notlivych druht a kment do této skupiny. V minulosti byly
na zakladé pouze fenotypickych znakt (hlavné fermentace
sacharidf)) vSechny druhy této skupiny oznacovéany jako
L. casei s péti subspeciemi (alactosus, casei, pseudoplan-
tarum, rhamnosus a tolerans). V soucasné dobé se skupina
na zakladé sekvence /6S rRNA (Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology) déli na tfi rozdilné druhy:
L. casei, L. rhamnosus a L. paracasei, ktery se dale déli do
dvou podskupin L. paracasei subsp. paracasei a L. paraca-
sei subsp. tolerans (Toh a kol., 2013; Sato a kol., 2012).
Podrobné je vyvoj tykajici se zafazeni téchto mikroorga-
nisml véetné diskuse ohledné typovych kmena L. casei,
L. paracasei, L. rhamnosus a pfifazeni druhu L. zeae
popsan ve studii Felis a Dellaglio (2007). RozliSeni druht
skupiny L. casei je z hlediska zdkladnich fenotypickych
znakd velmi obtizné. Nejcastéji se uvadi rozdilna schop-
nost rastu pii 45 °C - L. casei a L. paracasei pti této teploté
nerostou, zatimco L. rhamnosus ano. Tento druh charak-
terizuje také schopnost tvofit kyseliny z rhamnosy.
Podskupina Lactobacillus paracasei subsp. tolerans se
odliSuje od ostatnich tim, Ze je schopnd piezit zdhfev na
72 °C po dobu 40 sekund a tim, Ze fermentuje mnohem
méné sacharidi neZ ostatni podskupiny. Zajimava je
i skuteCnost, ze n¢které kmeny L. casei nefermentuji lakto-
su a sacharosu (Crow a Curry, 2003).

Kromé jiz zminéného probiotického vyuziti L. casei se
tento druh pouziva i jako doplitkova kultura pfi zrani syra.
Ale 1 bez jeji pfimé aplikace jej 1ze z vétSiny syrti vyizolo-
vat, nebot je pfirozenou soucésti tzv. NSLAB druhii (non-
started lactic acid bacteria) (Sohier a kol., 2012).

V literatute bylo popsano nékolik médii navrzenych pro
selektivni stanoveni L. casei. JiZz v roce 1988 porovnavali

X

MLEKARSKE LISTY é&. 147



VEDA, VYZKUM

Ravula a Shah (1998) rist rdznych bakterii mlécného
kvaSeni a bifidobakterii na M17 agaru, na MRS agarech,
kde byla glukosa nahrazena salicinem, sorbitolem, ribosou
nebo glukondtem, s rdstem na jimi navrzeném tzv. LC
agaru s bromkresolovou zeleni a D ribosou s upravenym
pH na 5,1. Potvrdili jeho selektivitu pro pouzity kmen
L. casei, nebot byl na tomto médiu inhibovan jak rist
S. thermophilus Gpravou pH na 5,1, tak i rast L. delbrueckii
subsp. bulgaricus diky jeho neschopnosti fermentovat ribo-
su. I kdyz autofi potvrzuji inhibici ristu také pro L. aci-
dophilus a bifidobakterie, Van de Casteele (2006) ve své
praci ukazuje, Ze ne vSechny kmeny L. acidophilus na
tomto médiu nerostou.

DalSim navrZzenym zplisobem pro stanoveni L. casei
v kombinaci s termofilnimi druhy bakterii mlé¢ného
kvaSeni je sniZeni kultivacni teploty na 15 °C s prodlou-
zenou dobou kultivace na 15 dni (Champagne a kol., 1997).
Takto dlouha doba kultivace je vSak z provozniho hlediska
velmi neprakticka.

Také Vinderola a Reinheimer (2000) se zabyvali
stanovenim L. casei, L. acidophilus, Bifidobacterium ssp.
v ptitomnosti L. delbrueckii subsp. bulgaricus a Strepto-
coccus thermophilus. Ve své studii potvrdili, Ze MRS-Bile
(MRS agar s ptidavkem 0,15 % Zluc¢i) a MRS-LP médium
(MRS agar s ptidavkem 0,2 % chloridu lithného a 0,3 %
propionatu sodného) potlacuje rist obou mikroorganismu
jogurtové kultury, ale ani jedno z téchto dvou médii neni
vhodné pro selektivni stanoveni L. casei ve smési s L. aci-
dophilus a Bifidobacterium ssp. Nicméné dosli k zavéru, Ze
lze z vyse zmitiované smési stanovit celkovy pocet kolonii
L. casei a L. acidophilus pomoci MRS-Bile média, nebot
inhibuje jogurtové kultury a také bifidobakterie, anebo
celkovy pocet L. casei a Bifidobacterium ssp. na MRS-LP
médiu, které inhibuje rast jogurtové kultury a L. aci-
dophilus (Vinderola a Reinheimer, 2000). Pro odliSeni od
L. acidophilus navrhuji pak vyuziti rGzné morfologie
kolonii na agaru.

V soucasné dobé je asi nejrozsifenéjSim médiem pro
selektivni stanoveni L. casei, které doporucuji i komerc¢ni
dodavatelé probiotickych kultur, MRS agar s pridavkem
vankomycinu (1 - 10 mg/l), pfipadné upraveny pridavkem
bromfenolové modii (Sutula a kol., 2012). Puada
s vankomycinem je popsana ve studii Tharmaraj a Shah
(2003) spolu s dalsimi 18 médii v kombinaci s riznymi kul-
tivaénimi podminkami - aerobni, anaerobni, teplotami kul-
tivace 27, 30, 37,43 a45 °C podobu24 a72h a7 -9 dnu.
MRS-vankomycin agar byl vyhodnocen jako selektivni pti
anaerobni inkubaci pii 45 °C po dobu 72 h. Je nutné ale
upozornit, Ze pouze pii velmi malém rozdilu kultivacni
teploty (43 °C) doporucuji autofi na stejném agaru selek-
tivni stanoveni L. rhamnosus.

Nejnovéji publikované médium je modifikovany rham-
nosa - 2,3,5-trifenyltetrazolium chlorid - LBS - vanko-
mycin agar (M-RTLV agar), ktery popsal ve své praci Sakai
a kol. (2010) pro selektivni odliSeni L. casei a L. paracasei
od L. rhamnosus. Na tomto médiu tvofi L. casei a L. para-
casei Cervené Kkolonie, zatimco L. rhamnosus kolonie

rizové anebo bilé s Cervenou teckou. Pfi srovnani MRS
agaru s vankomycinem a M-RTLV agaru vSak dosel
Colombo a kol. (2014) k zavéru, Ze pro selektivni stanoveni
L. casei ve fermentovanych mléénych vyrobcich, které
obsahuji smés L. casei, L. acidophilus LA-5, Streptococcus
thermophilus a L. delbrueckii subsp. bulgaricus, je vhod-
néj$§i MRS-vankomycin agar kultivovany za anaerobnich
podminek po dobu 48 h pii 37 °C.

Z vySe uvedeného prehledu je patrné, Ze selektivni
stanoveni druhu L. casei je véc velmi slozitd. Dokladem
dtlezitosti této problematiky je i neddvna iniciativa
International Dairy Federation, kterd vyzvala jednotlivé
Clenské staty k zapojeni se do projektu Enumeration of
Lactobacillus casei/paracasei in fermented milks and
starter cultures.
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Potential of hovine colostrum for its
application in fermented milk products

Abstrakt

Kolostrum je bohatym zdrojem nutriénich a bioak-
tivnich latek, jako jsou imunoglobuliny, laktoferin a dalsi,
které maji pozitivni efekt na zdravi Clovéka a zvirat.
Vyuzivani bovinniho kolostra jako substratu pro vyrobu
jogurt v kombinaci s mlékem, prebiotiky a probiotiky
bylo hlavnim cilem této studie. U vyrobenych jogurt
byly sledovany pocty jogurtovych a probiotickych bakte-
rii plotnovou metodou béhem 21 dnd skladovani a pH.
Déle byly jogurty senzoricky porovniviany na zakladé
chuti a konzistence. Ze zjiSténych vysledki vyplyva
moznost pouziti kravského kolostra do jogurtii a dalSich
mléénych vyrobki bez negativniho vlivu na jejich sen-
zorickou kvalitu.
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Abstract

Colostrum is a rich source of nutritive and bioactive com-
pounds, such as immunoglobulins, lactoferrin and others,
which have positive effects on human and animal health.
The main aim of this study was the use of bovine colostrum
as a substrate for the production of yogurt in a combination
with milk, prebiotics and probiotics. During 21 days of
storage, microbial counts were determined using the agar
plate method and pH values were measured, as well.
Yogurts were compared by sensory analysis from the point
of the taste and consistence. Our results indicate the possi-
bility of using bovine colostrum for production of yogurts
and other dairy products without influencing of its sensory
quality.
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Uvod

Za poslednich nékolik let vzrostl zdjem o pouZivani
kolostra a jeho slozek k vyrobé vyzivovych doplika,
funkénich potravin i kosmetiky. Kolostrum je bohatym
zdrojem nutri¢nich latek, jako jsou bilkoviny, tuky, vita-
miny (A, E a B12) a mineralni latky (Davis et al., 2007).
Kromé nutricné vyznamnych litek obsahuje kolostrum
i celou fadu bioaktivnich latek. Mezi nejvyznamnéjsi patii
imunoglobuliny, lysozym, laktoperoxidasa a laktoferin,
které se podili na antimikrobidlni ochrané mléka a téla
(Pakkanen & Aalto, 1997). K vyrobé dopliki stravy je
nejcastéji pouzivano kravské kolostrum vzhledem k jeho
celoro¢ni dostupnosti a produkovanému mnoZzstvi, ale na
trhu existuji i dopliiky stravy s obsahem koziho kolostra.
Z bioaktivnich latek jsou z kravského kolostra izolovany
pfedev§im imunoglobuliny a laktoferin, které jsou
pridavany do dopliika stravy a kosmetiky (Garcia-Montoay
et al., 2012; Christiansen et al., 2010). Kravsky laktoferin
je také pfidavan v nékterych asijskych zemich a USA do
détské vyZzivy a jogurtd (FDA, 2012).

Moznost vyuziti kravského kolostra jako substritu pro
vyrobu jogurtti v kombinaci s mlékem, prebiotiky a probio-
tiky bylo hlavnim cilem této studie. Posuzovani vhodného
poméru kolostra a mléka bylo provedeno na zakladé
senzorického hodnoceni chuti a konzistence a riistu jogur-
tovych a probiotickych bakterii. Pocty jogurtovych probio-
tickych bakterii byly sledovany v prubéhu skladovani po
dobu 21 dnt.

Metody a material

Pouité mikroorganismy

Jogurtova kultura CCDM 528 (Streptococcus the-
mophilus a Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus),
Enterococcus durans CCDM 922, Bifidobacterium ani-
malis subsp. lactis CCDM 94 a L. acidophilus CCDM 151
pochazely ze Sbirky mlékarskych mikroorganismu
Laktoflora® (CCDM - Czech Collection of Dairy
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