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Growth of selected probiotic strains in hovine
colostrum

Abstrakt

U vybraného souboru potenciondlné probiotickych
mikroorganismi z rodt Bifidobacterium, Lactobacillus
a Enterococcus byl sledovan jejich rast v kravském
kolostru. U kravského kolostra bylo stanoveno zakladni
chemickeé slozeni a koncentrace bioaktivnich latek (lysozy-
mu, laktoferinu, laktoperoxidasy a imunoglobulinu), které
by mohly ovlivnit rast vybraného souboru kmend.
Koncentrace bioaktivnich latek byly stanoveny s vyuzitim
spektrometrickych a imunologickych metod. Rist mikroor-
ganismi v kolostru byl porovnavan na zakladé pocta
stanovenych plotnovou metodou po 24h kultivaci.
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Statisticky vyznamny rozdil vlivu jednotlivych bioak-
tivnich latek na mikrobidlni nartist nebyl potvrzen. Z testo-
vaného souboru kmenti nejlépe v kravském kolostru rostl
kmen Enterococcus durans CCDM 922 (P < 0,05).

Klicova slova: kravské kolostrum, probiotika, bioaktivni
latky

Abstract

Growth of selected probiotic strains from genera
Bifidobacterium, Lactobacillus and Enterococcus in bovine
colostrum were tested in this study. Basic chemical compo-
sition and concentration of bioactive substances (lysozyme,
lactoferrin, lactoperoxidase, and immunoglobulins), which
could affect the growth of selected strains, were deter-
mined. The concentrations of bioactive substances were
measured using spectrometric and immunological methods.
Bacterial growth in colostrum was compared on the basis
of cell counts to determine by agar plate technique after
24-hr cultivation. A statistically significant difference of
the effect of various bioactive substances on microbial
growth has not been confirmed. Enterococcus durans
CCDM 922 grew best from all selected strains in bovine
colostrum (P < 0,05).

Key words: bovine colostrum, probiotics, bioactive
compounds

Uvod

Kolostrum je obecné bohatym zdrojem esencidlnich
Zivin a bioaktivnich latek dulezitych pro vyzivu a rast
mladat a také pro rozvoj jejich pasivni imunity (Godhia
a Patel, 2013). Mezi bioaktivni latky kolostra patfi ristové
faktory (TGF-a a B, IGF, EGF), imunoglobuliny, laktoper-
oxidasa, laktoferin, lysozym, vitaminy (A, E a Biy),
imunomodulacni peptidy a oligosacharidy. V soucasné
dobé je mozné na trhu koupit Cisté kravské kolostrum
a dopliiky stravy s jeho obsahem v lyofilizované, nebo
tekuté formé. Na trhu existuje jen velmi malé mnozstvi
pripravki s obsahem probiotickych mikroorganismu
i kolostra, proto bylo hlavnim cilem této studie otestovat
rust vybraného souboru probiotickych bakterii v kravském
kolostru a stanovit parametry, které by mohly ovliviiovat
rust téchto mikroorganismui.

Metody a postupy

Kolostrum

Pro testovani bylo pouZito 13 vzorkt kravského kolostra,
které byly ziskdny z prvniho nadoje po oteleni od krav cer-
venostrakatého skotu ze ZD Kojcéice. Po odebrani byly
vSechny vzorky zmrazeny a skladovany pri teploté -20 °C.

Mikroorganismy

K testovani vlivu kravského kolostra na rast potencialné
probiotickych bakterii bylo vybrano 10 kmend z roda
Lactobacillus, Bifidobacterium a Enterococcus (Tab. I).

Kmeny pochazeji ze sbirky mlékarskych mikroorganismi
Laktoflora®, sbirky Katedry mikrobiologie, vyZivy
a dietetiky Ceské zem&dglské univerzity v Praze a biopsii
z traviciho traktu déti.

Tab. | Seznam testovanych kmenu a podminky jejich

kultivace
Oznaceni Kmen Podminky kultivace
CCDM 151 L. acidophilus MRS agar (pH 5,7),
RL 25 L. fermentum anaerobné, 37 °C,
DM1TA6-P L. casei subsp. paracasei 72 hodin
CCDM 229 B. animalis subsp. animalis MRS agar (pH 6,2)
CCDM 562 B. breve + 0,05 % cystein
AVNB3-P1 B. adolescentis (MERCK),
Jov B. bifidum anaerobné, 37 °C,
JKM B. bifidum 72 hodin
CCDM 945 Enterococcus faecium M17 agar, aerobné,
CCDM 922 Enterococcus durans 37 °C, 48 hodin

Chemickée sloZeni kravského kolostra

Ke stanoveni zakladniho chemického sloZeni kravského
kolostra byl vyuzit IR analyzator mléka Milkoscan FT2
(FOSS). Déle byla u vzorka kravského kolostra stanovena
koncentrace vybranych mineralnich latek a vitamint. Pro
stanoveni minerdlnich latek bylo kolostrum nejprve
lyofilizovano a poté zmineralizovano metodou suchého
rozkladu (zpopelnénim). Obsah kovl byl nésledné
stanoven pomoci AAS (Atomic Absorption Spectrometry;
Ca, Zn, Mg, Na, K) a ETAAS (Electrothermal Atomic
Absorption Spectrometry; Cu, Pb, Cd) ve tfech
opakovanich. Kontrola kvality naméfenych dat byla
provedena soubéznou analyzou certifikovaného materialu
CRM 063R. Mnozstvi vitaminu A a E bylo stanoveno
metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluo-
rescencni detekci, resp. spektrofotometrickou detekei. Na
analytickou koncovku byl pouZit chromatograficky sys-
tém Ultimate 3000 (Dionex, USA). Byla pouZita analy-
ticka kolona s predkolonou Develosil Su RPAQUEOUS
(250%4.6 mm); Develosil Su C30-UG 100A (10x4 mm),
(Phenomenex, USA), kterd umoZziuje separaci vSech
forem tokoferold a tokotrienoli. Mobilni fazi byla smés
MeOH: dH,O (97:3, v/v) o prutoku 1 ml/min, eluce byla
provadéna izokraticky.

Stanoveni koncentrace bioaktivnich ldtek
v kravském kolostru

V kravském kolostru byly stanoveny koncentrace
vybranych bioaktivnich latek - laktoferinu, laktoperoxi-
dasy, lysozymu a imunoglobulin IgG. Koncentrace IgG
a laktoferinu (LF) byla stanovena pfimou sendvicovou
ELISA metodou. Koncentrace lysozymu (LYZ) byla
stanovena spektrofotometricky pfi vinové délce 420 nm
s vyuzitim suspenze bunc¢k Micrococcus luteus ATCC
4698. Ke stanoveni koncentrace laktoperoxidasy (LPO)
byla pouZita spektrofotometricka metoda, jejimz principem
je interakce chromogenniho substratu ABTS (3-ethylben-
zothiazolin-6- sulfonové kyselina) v pfitomnosti peroxidu
vodiku za vzniku barevného zbarveni. Méfeni probihalo pti
vlnové délce 420 nm.

Vil
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Testovdni bakteridlniho ristu

Vzorky kravského kolostra byly nejprve Setrné pas-
terovany pfi teploté 62,5 °C po dobu 30 minut. Po pasteraci
byly vzorky kolostra zchlazeny na teplotu 37 °C
a inokulovany 10 % suspenzi bunék, které byly po 18 hodi-
nové kultivaci v MRS bujonu odstiedény (6000 g, 7 min)
a nasledné rozfedény v 9 ml fyziologického roztoku na
koncentraci 10° ~ 10* KTJ/ml. Zaockované kolostrum bylo
kultivovéano pfi teploté 37 °C po dobu 24 hod za anaerob-
nich podminek. Po kultivaci bylo zméfeno pH a stanoveny
pocty testovanych mikroorganismui plotnovou metodou dle
podminek uvedenych v tabulce I.

Vysledky a diskuze

U kravského kolostra cervenostrakatého skotu bylo
nejprve stanoveno zakladni chemické slozeni. Pramérny
obsah tuku a bilkovin v testovanych vzorcich byl 4,7 + 0,9 %
a 13,7 £ 0,4 %. Praimérnou koncentraci vybranych mine-
ralnich latek a vitamint v testovaném kolostru shrnuje ta-
bulka II. Pfi porovnéni ziskanych vysledkl v prfedkladané
studii s vysledky publikovanymi v praci od Kehoe a kol.
(2007) jsou patrné rozdily zptisobené piedevsim rozdilnym
plemenem testovanych krav, vyZivou a celou fadou dalSich
faktord. Ve vétsiné studii je k testovani pouzivano
kolostrum od holstynského plemene, které je nejrozsire-
néjSim plemenem na svéte.

U vzorku byla také stanovena koncentrace bioaktivnich
latek s antimikrobidlnim ucinkem, tedy lysozymu, lak-
toperoxidasy a laktoferinu, které mohou mit vliv na rust
vybraného souboru probiotickych mikroorganismu. Pravé
diky obsahu téchto bioaktivnich latek bylo kravské
kolostrum testovano v prevenci a 1éc¢bé celé tady
infekénich onemocnéni zplsobenych bakteriemi a viry
(He a kol., 2001). Ve studii Shin a kol. (2005) byl testovan
efekt kravského laktoferinu a laktoperoxidasy na mysi
nakazené virem chripky A/PR/8/34(HIN1), kdy aplikace
testovanych latek zmirnila pneumonii u mys$i nakazenych
virem. Tomita a kol. (2009) ve své préci prehledné shrnu-
ji mozné aplikace kravského laktoferinu za poslednich
25 let. Kromé protiinfek¢niho ucinku je také zminovan
jeho vliv na mikrofléru intestindlniho traktu, kdy
podavani 1 mg/ml laktoferinu v détské vyzivé mélo pozi-
tivni vliv na sniZeni klostridii a bakterii z celedi
Enterobacteriaceae ve stolici testovanych déti a zvySeni
poctu Dbifidobakterii. Pozitivni efekt hydrolyzatu
kravského laktoferinu na rist tfech druhd bifidobakterii
(B. bifidum, B. breve a B. infantis) byl popisovan ve studii
Kim a kol. (2005). Ve studii od Davis a kol. (2007) bylo
podavano kravské kolostrum o dvou odlisSnych koncen-
tracich (3 % a 10 %) potkantim ve véku 4-6 tydni po dobu
90 dnt. Vysledky ukazaly pozitivni vliv na sniZeni
hladiny cholesterolu v krvi potkand, ktefi dostavali 10 %
davku kravského kolostra. U potkant krmenych kravskym
kolostrem nebyly v porovnani s kontrolni skupinou krme-
nou 10% obnovenym mlékem zjiStény Zadné toxikolo-
gické ani histopatologické zmé&ny.

Pfi porovnani koncentraci jednotlivych bioaktivnich
latek stanovenych v této praci jsou patrné velké rozdily
mezi jednotlivymi vzorky kolostra. Koncentrace lysozymu
i laktoperoxidasy se u vzorkt s nejniz§imi hodnotami liSila
az 0 900 a 500 Units/ml. U laktoferinu obsahoval vzorek
s nejniz$i koncentraci tfikrat méné laktoferinu nez vzorek,
u kterého byla stanovena nejvyS$i koncentrace.
Koncentrace bioaktivnich latek stejné jako zakladni
chemické sloZeni zavisi na celé fadé faktoru jako vyziva
nebo zdravotni stav zvifete.

Tab. Il Koncentrace vybranych mineralnich latek a vitamind
v kravském kolostru

jednotka koncentrace

Ca (9kg) 6,9 + 1,2
Mg (9/kg) 1,303
In (mg/kg) 70,5 + 13,8
K (a/kg) 48+18
Na (mg/kg) 511,7 = 200,7
Cu (ug/ka) 698,0 = 231,7
Pb (ug/kg) 139,9 + 114,2
Cd (ug/kg) 82+19
Se (ug/kg) 343,0 = 76,0
Vitamin A (mg/kg) 43 + 27
Vitamin E (mg/kg) 42 + 30

Tab. lll Koncentrace vybranych bioaktivnich ldtek
v jednotlivych vzorcich kravského kolostra

lgG1 LF LPX Lyz
(mg/ml) (pg/ml) (units/L)  (units/ml)

C1 52,08 368 221 236
C2 48,03 425 485 127
C3 60,37 452 115 386
C4 59,23 347 224 729
C5 51,62 680 547 922
C6 42,43 287 690 265
C7 52,65 431 560 634
C8 50,28 228 240 634
C9 51,78 512 430 338
C10 49,11 270 418 856
C11 42,03 378 387 301
C12 51,24 322 520 874
C13 28,22 648 360 239

C - kolostrum, IgG1-imunoglobuliny, LF- laktoferin, LPX-laktoperoxidasa, LYZ- lysozym

U testovanych vzorku kravského kolostra byl také sle-
dovan riast vybranych kmen@ z rodd Lactobacillus,
Bifidobacterium a Enterococcus. Pfi porovnani rlstu
zminénych roddi byly stanoveny statisticky vyznamné
rozdily (P < 0,05), a to predevsim u enterokokt v porovnani
s bifidobakteriemi a laktobacily (Obr. 1). Pfi sledovani
vlivu jednotlivych bioaktivnich latek na rast vybraného
souboru probiotickych bakterii pomoci korelace nebyl
zjistén statisticky vyznamny vliv, nelze vSak vyloudit jejich
synergické pusobeni. Sledovdni mozného synergického
pusobeni bioaktivnich latek bude predmétem dalSich studii.
Benkerroum (2008) se ve své studii vénuje pisobeni bio-
aktivnich latek a popisuje, Ze vysledna antimikrobidlni
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Obr. 1 Porovnani rdst laktobacild, bifidobakterii a enterokokd v jednotlivych

vzorcich kravského kolostra

aktivita nemusi zaviset jen na koncentraci bioaktivnich
latek, ale i na jejich synergickém pusobeni. Z vybraného
souboru probiotickych bakterii nejlépe v testovanych vzor-
cich kravského kolostra rostl kmen E. durans CCDM 922
v porovnani s ostatnimi kmeny (P < 0,05).

Zaver

Z vybraného souboru probiotickych mikroorganismi
nejlépe ve vzorcich kravského kolostra rostl kmen
E. durans CCDM 922 v porovnani s ostatnimi kmeny. Pri
testovani vlivu jednotlivych bioaktivnich latek kravského
kolostra nebyl zjiStén statisticky vyznamny vliv na rist
testovaného souboru probiotickych mikroorganismii.
Mozny vliv synergického ptsobeni téchto latek bude pred-
métem dalSich studii.

Podékovdni
Tato préce vznikla v rdmci institucionlni podpory VUM

s.r.o., rozhodnuti ¢. RO 1415 a projektu Ministerstva

Zemédélstvi ¢. QJ1210376.

Kontaktni informace: Ing. Ivana Hyrslova, Ke Dvoru 12a,
160 00 Praha 6, email: hyrslova@milcom-as.cz
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FAKTORY OVLIVNUJICI ANALYZU
SLOZENI A KVALITY JOGURTU
POMOCI FT NIR SPEKTROSKOPIE

LUZOVA T., SUSTOVA K.
Ustav technologie potravin, Mendelova univerzita v Brne,
Agronomicka fakulta, Zemédélska 1, 613 00 Brno

Factors, affecting the analysis
of the composition and quality of yogurts
using FT NIR spectroscopy

Abstrakt

Prace se vénovala studiu vhodnych podminek pro
analyzu jogurtl bilych i ochucenych s vyuZzitim FT NIR
spektrometrie. Metodou diskriminacni analyzy byl posu-
zovan vliv teploty, tloustky sacku urceného k méfeni
vzorkt a také vliv prichuti na spolehlivost vysledkd méfeni
FT NIR spektrometrem. Pomoci metody diskriminacni
analyzy byl potvrzen vliv teploty i sily méfictho materidlu
na presnost méfeni vzorkt jogurtt pii NIR spektrometrické
analyze. Vzorky jogurtd je nutno méfit pfi jedné stalé
teploté nebo vytvoftit kalibraéni modely pro dané teploty,
pti kterych chce analytik sledovat jakost jogurtl, stejné
jako drzet standard v pouzitych transparentnich materia-
lech, na kterych je vzorek méfen. Diskriminacni analyza
bezpecné rozdélila také spektra ochucenych jogurtl. Je
proto vhodné pouzivat samostatné kalibrace pro homogeni-
zované jogurty s jednotlivymi pfichutémi.

Klicova slova: diskriminacni analyza, teplota jogurtu,
jogurty s pfichuti, homogenizace

Abstract

The work is devoted to the study of the appropriate con-
ditions for the analysis of white yogurts and yogurts with
flavour using FT NIR spectrometry. The discriminant

MLEKARSKE LISTY &. 149



