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Riust a prezivani bifidobakterii v mléce prezvykavci

Souhrn

Probiotické bakterie se ¢asto podavaji v podobé fermentovanych mlécnych produkti.
Mezi probiotické rody patii 1 bifidobakterie, které jsou spojovany se zdravou stievni
mikrobiotou. V soucasnosti je tento rod ¢asto pouzivan jako probiotikum pravé v mlécnych
technologickych kritérii, které musi probiotické kultury spliiovat, je dlouhodoba schopnost
prezivani v mléku. Z hlediska technologie vyroby a distribuce mléka a mlécnych vyrobkl
s obsahem probiotik by mély bifidobakterie piezivat po celou dobu expirace v zakonem
daném podtu 10° KTJ/ml.

Proto bylo cilem této diplomové prace zjistit miru schopnosti rastu bifidobakterii
izolovanych z rGznych hostitelit v riznych druzich mlék (kravské, kozi, ov€i) a dlouhodobé
vV tomto prostiedi prezivat. Celkové bylo testovano 24 kment bifidobakterii, 6 kmenti bylo
izolovano z jehnécich vykali, 7 z klizle¢ich vykali, 7 z telecich vykalt a 4 kmeny lidského
puvodu. Schopnost bifidobakterii prokysavat mléko a dlouhodobé v ném piezivat byla
sledovéna kultivaéné.

VétSina testovanych kment bifidobakterii byla schopnd dobie prokysat vSechna mléka
v poétech vyssich nez 10° KTJ/ml. Schopnost dlouhodobé pieZivat v prostiedi mléka byla u
bifidobakterii kmenové specifickd. Po kultivaci byly zaznamenany nejvyssi pocty
bifidobakterii, které byly piivodné izolované z traviciho taktu ktzlat v prostfedi ov¢iho mléka.
VétSina testovanych kment je schopna pfezivat v mléce v minimdlnim poZadovaném
mnozstvi po obvyklou dobu trvanlivosti mléénych fermentovanych vyrobki. Z vysledki také
jasné vyplyva, ze kmeny lidského plivodu piezivaji v mléce kratSi dobu nez kmeny ptivodu
animalniho. Kmeny druhu Bifidobacterium animalis ssp. animalis, prokazaly nejlepsi
schopnost dlouhodobého piezivani v mléce.

V této praci bylo také testovano, zda jsou mlé€né krmné smési urcena pro telata, dobrym
substratem pro bifidobakterie. VSechny testované smési rist bifidobakterii podporovaly, da se
tedy fici, Ze jsou vhodnou nahradou stravy za nativni mléko s ohledem na rozvoj
bifidobakterii v travicim traktu.

Klic¢ova slova: mléko, pfezvykavci, probiotika, bifidobakterie, prezivani
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Growth and survival ability of bifidobacteria in milk of

ruminants

Summary

The most frequently are probiotics received in fermented milk products. Bacteria of
genus Bifidobacterium belong to probiotic bacteria. Bifidobacteria are important part of the
normal gastrointestinal microbiota. They are related to good intestinal health and they have
generally positive effects on the host. Consequently, bifidobacteria are often used as
probiotics. Milk has a balanced composition of nutrients and therefore it is suitable
environment for microbial growth. The ability to survive in milk is important technological
characteristic of probiotics. After the fermentation process and during the storage period, the
number of probiotic microorganisms in the product should remain at least at 10° CFU/ml to
achieve the desired functions in the gut.

Therefore the aim of the study was to test growth and survival ability of bifidobacteria
isolated from different host in different milks of ruminants (cow, sheep, goat). In total 24
bifidobacteria were tested, 4 of human origin, 6 isolated from lambs, 7 from calves, 7 from
kid. The ability of bifidobacteria fermented all three kinds of milk and to survive in these
milks during storage was tested by cultivation.

The most of tested strains were able to ferment all milks and were found in counts
higher than 10° CFU/mI. The highest counts of bifidobacteria originating from goat faeces
were observed in sheep milk after the fermentation. Majority of tested bifidobacteria survived
in all kinds of milks for few weeks or even months. The results showed that bifidobacteria of
human origin survived shorter period than bifidobacteria of animal origin. Bifidobacterium
animalis ssp. animalis survived the best. According to ours results, the survival ability of
bifidobacteria in milk is strain specific property.

Milk-replacers for calves are suitable substrate for bifidobacteria. All tested milk-
replacer supported the growth of bifidobacteria. It can be assumed, that tested mixture are
suitable replacer of native milk with respect of supporting bifidobacterial growth in

gastrointestinal tract.

Keywords: milk, ruminants, probiotics, bifidobacteria, survival
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1 Uvod

V dnesni dobé je Casto diskutované téma probiotik a jejich pozitivni u¢inky na zdravi
hostitele. Zdravi prospésné ucinky v oblasti traviciho traktu a imunitniho systému jsou
védecky prokazany. Mléko a mlécné vyrobky jsou v soucasnosti nejdostupnéj$imi vyrobky
obsahujici probiotické mikroorganismy. Pro vyrobce téchto probiotickych potravin je
dilezité, aby v ném probiotické kmeny dlouhodobé ptezivaly. Pti vyrobé mlénych produktt
s obsahem probiotik je také velmi dilezité uvazit, jaky druh mléka tvofi nejptiznivéjsi
podminky pro vybrané kmeny probiotickych bakterii.

Mezi probiotické bakterie se fadi 1 rod Bifidobacterium. Bifidobakterie jsou hlavni
sloZkou sttevni mikrobioty a jsou nepatogenni pro zvitata i lidi. Bifidobakterie jsou druhové

specifické, z tohoto divodu by mély vyrobky ucené k lidské vyzivé obsahovat, kmeny

bifidobakterii, které byly izolovany z traviciho traktu lidi.



2 Literarni reSerse

2.1 Mléko

Mléko je biologicky vyznamna tekutina. V dneSni dob€ je nejCastéji konzumovano
kravské mléko, nicméné v nékterych castech svéta ma vyznamny podil i mléko od jinych
druhti zvitat. Kravské mléko predstavuje 85 % z celkové produkce mléka. Vyznamnym
zdrojem mléka je také mléko buvoli, které tvori 11 % ze svétové produkce, dale mléko kozi
(2,3 %) a ov¢i (1,4%). V poustnich oblastech se nejvice zuzitkovava mléko velbloudi, ale ze
svétové produkce tvoti pouze 0,2 % (Gerosa and Skoet, 2012). Je mnoho dalsi druhti zvirat
produkujicich mleko, které je urcené ke spotiebé clovékem, napiiklad koné, jaci a osli, ale
neni dostupna zadna celosvétova statistika spotfeby mléka téchto druhti saveti. Mizeme pouze
usuzovat, ze tvoti zbylych 0,1 % z globalni produkce mléka (Faye and Konuspayeva, 2012).
MIéko je slozeno z vody, bilkovin, tuki, sacharidii, vitamini a mineralnich latek. SloZeni
jednotlivych druht mlék se 1isi podle toho, jestli jedinec spadd do podiadu prezvykavci €1
nepiezvykavych, avSak mnoZstvi jednotlivych slozek mléka se mize liSit v rdmci stejného
podiadu dokonce i mezi stejnymi druhy zvifat. Produkce a slozeni mléka je ovlivnéna nejen
druhem zvifete, ale 1 jeho genetickou vybavou a Urovni Slechténi. Mezi dalsi vlivy, které
mohou ovlivnit slozeni mléka, patii fyziologické faktory daného jedince (v€k, interval dojeni,
etapa kojeni), environmentalni podminky (umisténi, sezona) a nutri¢ni faktory (mnoZzstvi
vitaminu a minerald, vyzivova a energetickd hodnota krmiva, slozeni krmiva). VSeobecné
jsou rozliSovany dva typy mléka dle bilkovinného slozeni. Prvnim druhem je mléko
albuminové, které obsahuje pfedevsim bilkovinu albumin. Toto mléko je produkované
masozravci, vSezravei a neprezvykavymi bylozravci. Druhym typem je mléko kaseinové,
které obsahuje minimalné 75 % kaseinu z celkového mnozstvi mlééné bilkoviny. Tento druh

mléka je produkovan predevsim piezvykavci (Park et al., 2007).



2.1.1 Slozeni mléka

2.1.1.1 Voda

V mléce se nachédzi voda v nékolika podobach, nejvice je zastoupena voda volna.
Volnou vodu lze vymrazit ¢i odpafit. DalSim typem je voda vazand, ktera se d€li na
substituéni a koloidni. V molekuldch laktozy a soli je pfitomna substitu¢ni voda. Koloidni
voda vytvaii ochranny hydrata¢ni povrchovy obal koloidnich castic tim, ze se vaze na
bilkoviny a zajituje tak jejich stabilitu v mléce. Spatnou manipulaci s mlékem se v mléce
muze objevit tzv. cizi voda. Cizi voda je ptfitomna v mléce pokud jej fedime vodou nebo pii
Spatné technologii dojeni. Ukazatelem poruSeni mléka cizi vodou je podle Vyhlasky MZe
¢.289/2007, bod mrznuti mléka (limitni hodnota je - 0,520 °C). Voda je dulezitou slozkou
mléka, protoze hydratuje mlad€, dokud si neni schopno najit jiny zdroj vody. Podil vody na

celkovém sloZeni mléka je u kazdého druhu jiny.

2.1.1.2 Lipidy

Prvotni ucel lipidl je poskytnout energii novorozenym mlad’atim. Lipidy se v mléce
nachazeji ve form¢ emulgovanych mikroskopickych kuli¢ek (globuli)o velikosti 0,1 — 15 um.
SloZeni mastnych kyselin a obsah tukt ovliviiuje fada faktort, jako je vyziva, stadium laktace
a plemeno zvifete. Fyzikdlni vlastnosti tukl ovliviluje slozeni mastnych kyselin. MIé¢ny tuk
je vyznamnym zdrojem esencialnich mastnych kyselin. Lipidy maji schopnost po delSim stani
dochazi ke vzniku vrstvy smetany. Z hlediska technologie vyroby mléénych produktd je
mlécny tuk dulezity, protoze ovliviiuje vyzivové, organoleptické a strukturalni vlastnosti

mlécnych vyrobkl (Fox and McSweeney, 2006).

2.1.1.3 Sacharidy

Hlavnim mléénym sacharidem je laktoza. Jedna se o mlécny cukr, ktery doposud
nebyl nalezen v jinych télnich tekutinach. Laktoza patii do skupiny disacharidt , sklada se ze
dvou monosacharidii D-galaktozy a D-glukdzy, které jsou spojené B-glykosidickou vazbou.
Laktoza je trivialni nazev pro 4-0-B-D-galaktopyranosyl-D-glukopyranosu. Kromé laktozy
jsou v mléce obsazeny v niz$ich koncentracich i jiné sacharidy, jako jsou naptiklad glukoza a
nékteré oligosacharidy. Oligosacharidy tvofené 3 — 10 jednotkami monosacharidli se

nachézeji ve vétsiné mlék savcli a mohou byt vétvené nebo linedrni. Matefské mléko osahuje



vice nez 130 riiznych druhti oligosacharidi pii jejich celkové koncentraci 15 g/1. Pro ¢lovéka

jsou nestravitelné a maji pozitivni vliv na stievni mikrobiotu (Fox and McSweeney,2006).

2.1.1.4 Bilkoviny

Primarni funkce mléénych bilkovin je poskytnout mlad’atim savcl esencialni
aminokyseliny, které jsou dilezité pro vyvoj svalovych tkani a biologicky aktivnich proteind
(proteinové hormony, imunoglobuliny, proteiny vazajici vitaminy a kovy). Mlad’ata savci
maji riizné fyziologické a nutri¢ni potieby v zadvislosti na druhu, protoze se rodi v rozdilnych
fazich vyspélosti. Rozdily potieb mlad’at se odrazeji v obsahu bilkovin v mléce, a proto se
podil proteini pohybuje mezi 1-24 % v zavislosti na druhu. Jelikoz mlééné bilkoviny maji
tendenci vytvaret komplexy, tak jejich izolace a charakteristika pomérné komplikovana.
Vytvafeni komplexti, také ztéZzuje popis imunologickych, nutricnich a fyziologickych
vlastnosti (Fox and McSweeney, 2003). VétSina technologii vyroby mléénych produktii zavisi

na obsahu a vlastnostech mlé¢nych bilkovin. (Fox and McSweeney, 1998).

2.1.1.5 Mineralni latky

Mineralni latky jsou vyznamnymi prvky pro vyvoj a rast kosti, regulaci osmolality a
mnohé funkce bunck. Minerdlni latky obsazené v mléce zahrnuji zejména soli, jako jsou
chloridy sodné, draselné, vapenaté a hotecnaté dale citraty a fosfaty, které se vyskytuji
v mléce ve form¢ koloidnich latek v komplexu s kaseiny nebo ve formé iontu v roztoku.
Mineralni latky jsou esencidlni latky a v mléce jsou zastoupeny v nizké avSak dulezité
koncentraci. Vlastnosti mléka jsou markantné¢ ovlivnény pfitomnosti soli, protoZze jejich
vyskyt ma vliv na rizné koligativni a pufracni vlastnosti, formovani a stabilitu kaseinovych
micel a v neposledni fadé vykonavaji klicové biologické role. Pro udrZeni osmolarity a
extracelularniho objemu plazmy je nezbytna ptitomnost chloridového aniontu a sodikového
kationtu. Vyznamnym prvkem je také draslik, ktery je dlleZity pro bunétny piijem
aminokyselin, udrzeni krevniho a osmotického tlaku. Dalsi nezbytna mineralni latka obsazena
v mléce je vapnik, ktery je u obratlovell zdkladni soucasti kosti a zubii. Zhruba 99 % z
celkového mnozstvi v téle obratlovell se nachdzi pravé v kostech a zubech. Zbyvajici 1 %
vapniku je vyznamnym poslem mezi extracelularnimi signaly a intracelularnimi odpovéd'mi
bunky, jelikoZ zprostfedkovava ptfenos nervového signélu, sekreci Z14z a svalové kontrakce

(Fox and McSweeney, 2009).



2.1.1.6 Vitaminy

V malém mnozstvi jsou v mléce obsazeny také vitaminy. Jsou rozliSovany dva typy
vitaminti: hydrofilni (rozpustné ve vod¢) a lipofilni (rozpustné v tucich). Lipofilni vitaminy
jsou vitaminy A, D, E a K. Vitamin A zpisobuje nazloutlé zabarveni mléka. Prekurzorem
vitaminu A je B-karoten. Tento vitamin je dulezity pro spravny vyvoj embrya, také ma
pozitivni u€inky na zrakové ustroji. Naopak jeho nedostatek muize zapfiCinit nadmérné
vysychani kize, Seroslepost, hubnuti ¢i prijem (Donoghue et al, 1981). Vitamin D se
v mléku vyskytuje ve dvou formach, ergokarciferol (D;) a cholekarciferol (D3). Tyto dvé
formy musi nedfive podstoupit fadu metabolickych promén, aby byly v lidském téle aktivni.
V pokozce je vitamin D3 syntetizovan z prekurzoru 7-dehydrocholesterol za plisobeni
ultrafialového svétla (295-300 nm) (Higashi et al., 2010). Vitamin E je v mléce obsazen
v mnohem mensi koncentraci nez naptiklad v rostlinnych olejich. Pii béZném primyslovém
zpracovani, za nepfistupu kysliku a oxidovanych lipidd, je vitamin E pomérné stabilni.
Vitamin E je velmi u¢inny antioxidant, brani nddorovému bujeni a starnuti. Posledni lipofilni
vitamin je vitamin K. Tento vitamin se zucastiiuje syntézy vétSiny koagulacnich faktord,
které probihaji v jatrech. Diky této syntéze v konecné fazi vznikd v jatrech nerozpustna
bilkovina fibrin. Vznik fibrinu je podstatou srazeni krve. V tlustém stievé je tento vitamin
produkovan bakteriemi stfevni mikrobioty. Vitamin K je v mléénych produktech a mléce
celkem stabilni, pokud nejsou vystaveny piimému slune¢nimu zafeni. Hydrofilni vitaminy se
ucastni metabolismu bilkovin, nukleovych kyselin, tukii, sacharidi a dalsi latek. Vitaminy
rozpustné ve vodé jsou syntetizované v travicim traktu, neukladaji se a jsou pomérné stabilni.
Zastupci hydrofilnich vitaminu jsou napiiklad B12,B6, B2, B1, folacin, vitamin C a biotin.
Mnozstvi hydrofilnich vitamini je variabilni v zavislosti na druhu zvifete a je uvedeno v

tabulce Cislo 1. (Fox and McSweeney, 2006).



2.1.2 Charakteristika vybranych mlék prezvykavci

2.1.2.1 MIléko kravské

Jak uz bylo jednou zminéno, kravské mléko je nejrozsifenéjSim mlékem na svété.
V rozvojovych zemich tvofi kravské mléko pouze 2/3 zcelkové produkce, naopak v
rozvinutych zemich je produkce kravského mléka dominantni (98 %). Kravské mléko
obsahuje karoteny, coz zpusobuje lehce nazloutlé zbarveni mléka (Gajdasek,2003). Toto
1996). Podle Veliska a HajSlové (2009) se kravské mléko 1iSi od koziho a ov€iho mléka také

podilem aminokyselin.

2.1.2.2 MIléko ov¢i

Ov¢i mléko ma belavou barvu a vyznacuje se specifickou vini, ktera je ovlivnéna
pritomnosti mastnych kyselin a to predevs§im kyseliny kaprinové a kaprylové. Ovci mléko je
z81 % tvofeno vodou (Proks, 1969). Obsah mlécného tuku, ktery do jisté miry udava
energetickou hodnotu mléka, se pohybuje mezi 7-8 % coz je dvakrat vySsi obsah mlééného
tuku, nez je obsazeno v mléce kravském (Park et al., 2007). V mléce konzumnim je tuk
obvykle upraven na 3,5 %. Tuk, obsaZen v ov€im mléce je z vétsi ¢asti v emulgovaném, velmi
dobie stravitelném stavu. Tuk z ovéiho mléka je jednim z nevyhodnéjsich tuki z hlediska
stravitelnosti, jelikoz je vyuzitelny z 99 % (Bfezina et al.,2001). Ov¢i mléko ma nejvyssi
podil STP (10,33 %) ve srovnani s kozim, kravskym a lidskym mlékem. Pro tcely prodeje
mléka podle predpisu CSN 570529 musi byt obsah STP minimalné 8,5 % (Forman a Curda,
2001). U vSech druhit mlék je mlécny cukr tvoien predevsim laktdézou a ta je v ovéim mléce
zastoupena VvV mnozstvi 3,7 %. Oproti kravskému a kozimu mléku, ovéi mléko obsahuje
pomérné vysoky podil bilkovin. Bilkoviny se na slozeni ov€iho mléka podileji z 6,21 %

(Jandal, 1996).

2.1.2.3 MIléko kozi

Kozi mléko ma svou specifickou viini a chut’ tzv. ,,kozinu®, coz mize byt nezadouci
pii pfimé konzumaci mléka, avSak tato specifickd chut’ koziho mléka dodava kozim syrim
typické aroma. Zvlastni chut' mléka je zplsobena vySSim obsahem mastnych kyselin s
kratkym fetézcem, zejména kyselinou kaprinovou. Tato chut’ se méni béhem laktace (Fantova

et al., 2010). Mléko koz ma kiidove bilou barvu, coz je zpisobeno absenci 3-karotenu. Kozy
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meéni veskery B-karoten na vitamin A proto je kozi mléko bélejsi nez mléko kravské (Park et

al., 2007). Kozi mléko ma susinu kolem 13 %, z toho je 4,1 % tuku, 3,3 % bilkovin a 4,7 %

laktozy (Fantova a kol., 2010). Kozi mléko méa vyssi podil nenasycenych mastnych kyselin

linolenové a linolové oproti kravskému mléku. Tyto nenasycené mastné kyseliny pozitivné

pusobi na navyseni obranyschopnosti organismu proti infekénim chorobam a ptirozené bojuji

proti ateroskleroze. Kozi mléko je 1épe stravitelné nez mléko kravské tedy nezatézuje tolik

lidsky organismus diky mensim kapénkam tuku (Smetana et al., 2009).

Tabulka ¢. 1 SloZeni mléka (Jandal, 1996).

Slozky koza Ovce  krava
Tuk (%) 3,80 7,62 3,67
Susina tukuprosta (%) 8,68 10,33 9,02
Laktéza (%) 408 370 478
Proteiny (%) 2,90 6,21 3,23
Kasein (%) 2,47 5,16 2,63
Syrovatkové proteiny (%) 0,43 0,81 0,60
Popeloviny (%) 0,79 0,90 0,73
Vapnik (%) 019 016 0,18
Fosfor (%) 0,27 0,15 0,24
Vitamin A (IU g tuku) 39,00 2500 21,00
Vitamin B (mg/100 ml) 68,00 7,00 45,00
Vitamin By, (Mg/100 ml) 210,00 36,00 159,00
Vitamin C (mg/100 ml) 20,00 43,00 2,00
Vitamin D (IU g tuku) 0,70 N 0,70

N — nedetekovano
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2.2 MIlécné krmné smési

2.2.1 Odchov telat

Vykrm telat je provadén formou intenzivniho nebo extenzivniho chovu skotu.
Intenzivni odchov telat je pouzivan u plemen dojného skotu. Tento odchov je zaloZzen na
oddéleni matky a mladéte z dtivodu vyuziti mléka dojnic v mlékarenském pramyslu. Tele je
v prvnich dnech vyzivovano smésnym mlezivem, které je oddojené od matek. Mlade je
krmeno mlezivem po dobu péti az deseti dni. Poté je tele napdjeno mléénym ndpojem,
nestandartnim mlékem ¢i mlékem plnotuénym, podle zplsobu vykrmu dan¢ho chovu. Po
celou dobu vykrmu je teleti podavano i seno a to v mnozstvi ad libitum. Extenzivni odchov je
jinak nazyvany jako pastevni chov. Pastevni zpisob chovu je uplatiiovan u masného plemene
skotu. Tele je ponechano s matkou na pastvé. Teleti je tedy umoznén neomezeny piisun

mléka, tudiz v tomto odchovu neni potteba pouzivat mlé¢né krmné smési.

2.2.2  Slozeni mléénych krmnych smési

Zacatkem 60. let se ve vyzive telat zacaly pouzivat mlééné krmné smési (MKS), které
slouzi jako nahrazka ptirodniho mléka dojnic. Divodem je zlepseni ekonomiky chovii, kdy se
mléko dojnic dostava na trh a neni pouzito k vykrmu telat. Zkrmovani mléénych nahrazek
miiZze byt pro chovy dojnic 2 az 3 krat levnéjsi nez zkrmovani mléka nativniho. MKS nejsou
plnohodnotnou nahradou za plnotu¢né kravské mléko a proto se nizs$i obsah zivin a energie
musi dopliiovat z pevnych krmiv. Diivéjsi piisun pevnych krmiv, kterd zahrnuji seno a jadrna
krmiva, stimuluje rychlejsi rozvoj bachoru a tim i diivéjsi odstav telete z mlécné stravy, coz je
Z finan¢nich diivodt vyhodnéjsi pro odchov mldd’at. Ekonomické diivody maji také vliv na
slozeni mléénych napoji, kdy nékteré drazs$i suroviny mohou byt zaménovany za levngjsi
varianty. Jejich cena je tudiz zavisla na primarnich surovinach pouzitych pfi jejich vyrobé.
Pro sniZzeni ceny MKS mohou byt mlé¢né bilkoviny do ur¢ité miry nahrazeny sojovymi,
kvasni¢nymi, Inénymi nebo obilnymi bilkovinami. Také ZivociSny tuk miiZze byt substituovan
za levnéjsi smiSené ¢i rostlinné tuky. V soucasné dob¢ je na ¢eském trhu k dispozici nékolik
desitek MKS urcenych pro mlad’ata prezvykavcei, které se 1iSi pouzitymi krmnymi surovinami
a obsahem Zivin. Mlé¢né nahrazky mohou byt obohacovany o rlizné mnoZzstvi specifickych
aditiv, jako jsou napfiklad probiotika, prebiotika, vitaminy, mineralni latky, okyselovadla,
konzervanty, aromatizujici a zchutiiujici latky. Kvuli lepSi stravitelnosti a vstfebatelnosti

mineralnich latek je moZné nahradit mikroprvky anorganickych slou¢enin (Cu, Se, Fe, Zn)
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organickymi slouc¢eninami obsahujici tyto mikroprvky. V neposledni fadé mohou byt
pozménény koncentrace jednotlivych vitaminl nebo jejich prekurzort. Dalsi soucésti
mléénych krmnych smési jsou sacharidy. Neékteré znich mohou hrat dilezitou ulohu
V podpote bakterii mlééného kvaseni, které se bézné¢ vyskytuji v travicim traktu mladat
prezvykavcu. Stejné jako bilkoviny a tuky i sacharidy se v MKS do urcité miry nahrazuji.
Hlavnim cukrem obsazenym v mléce je laktéoza. Mlécné ndhrazky obsahuji jeji nizsi
mnozstvi, naopak jiné¢ sacharidy mohou byt pfitomny v mléénych napojich ve vysSim
mnozstvi ve srovnadni s kravskym mlékem. Podil laktézy ¢i obsah celkovych sacharidii se
vétSinou neuvadi na obalu mléénych koncentrati. Neznamend to ale, Ze se v mlé¢né krmné
smesi nenachazi laktoza. MIéEny cukr je béZnou soucésti suSené syrovatky, ktera se Casto
piidavad do MKS. Jedinou vyjimkou je tzv. delaktézovana syrovatka, kterad je, jak uz nazev
napovida, bez laktozy. Jestlize je suSena syrovatka soucasti smési mléénych napoji, pak je
uvedena vyrobcem na obalu. Travici trakt telat ma omezené moznosti traveni sacharida.
Jedinou vyjimkou je laktdza, ktera je ptirozenou soucasti nativniho mléka a proto ji telata umi
Stépit a vstiebavat. Teprve az za n€kolik tydnii po narozeni je tele schopno u¢inné travit 1 jiné
cukry jako je naptiklad Skrob (Stan¢k, 2012).

Podpora mikrobioty gastrointestindlniho traktu mlad’at je dualezitou soucasti jejich
vykrmu. Bylo zjiS§téno, ze obohacenim mlécné krmné smési ptidanim raznych oligosacharida
(prebiotik), ma pozitivni vliv na stimulaci ristu prospésnych bakterii, které ptirozené osidluji
travici trakt (Uyeno et al., 2015). Mezi prospé$Sné mikroorganismy, které jsou bézn¢ pritomné
Vv travicim traktu telat, patii naptiklad rod Bifidobacterium a rod Lactobacillus. Zaroven je
snizena schopnost kolonizovat trakt nezadoucimi bakteriemi, jako jsou napiiklad E.coli nebo
salmonely (Gaggia et al., 2010). V USA mohou byt mlééné napoje obohaceny o suSenou
zviteci krevni plasmu. Zvifeci plasma obsahuje slozky s antibakterialni a antivirovou
aktivitou, naptiklad imunoglobuliny. Imunoglobuliny jsou diky ptitomnosti inhibitora proteaz
a slozenim proteinli odolné vici kyselému prostfedi traktu a tim jsou schopny udrzet
imunologickou aktivitu béhem priichodu traktem (Quigley et all., 2002). Na tizemi Evropské
unie je zkrmovani zpracovanych ZivociSnych bilkovin upraveno Natizenim (ES) €.1774/2002.
V soucasné dobé se stile pracuje na vylepSovani MKS pro mladd’ata prezvykavci. Kromé
obmény mnozstvi jednotlivych surovin se zlepSuje i jejich technologicka stranka ptipravy. Do
vyvoje je zahrnuta technologicko-fyzikalni uprava coz udava hrubost nasrotovani smési,
extruzi, zpiisoby suSeni a dal$i. Dal§im ptikladem je enzymaticka ptiprava latek, které jsou
soucasti MKS. Vzhledem k tomu, Ze je v prubéhu vyvoje telete slozeni mléka dojnic

pozméiovano, tak bylo nutné tomuto faktu pfizplisobit i sloZeni mlé¢nych ndhrad. Kazdy
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druh smési je vyhrazen pro ur€ité vyvojové stadium mladéte, také je ptihlizeno na jeho
zdravotni stav. Pfikladem mléénych krmnych smési, které jsou v soucasné dobé dostupné na
trhu, mohou byt Biolac, Laktosan, Miktel, Milsan, Nutrimilk, Sanolac, Telmilk, Telesan,
Telsur, Vitamilk a dalsi.

Jednou z vyhod mléénych krmnych smési oproti pfijmu nativniho mléka je moznost
namichani ptfesného objemu napoje. Diky tomu si chovatel mtize piesné pohlidat ptijem Zivin
u jednotlivych telat. Pii zkrmovani kvalitnich smési mlad’aty dochazi k adekvatnimu ristu a
Casny ptijem pevnych krmiv. Prace s mléEnymi nahrazkami je jednoducha, a pokud jsou
spravné skladovany, neobsahuji Zadné nezadouci mikroorganismy, které by mohly ohrozit
zdravi mladéte. Toto riziko naopak hrozi u zkrmovani nestandartniho mléka. Naopak
vyznamnou nevyhodou mléénych ndhrazek, a to i téch kvalitnich, je absence riznych
nutricnich faktorii jakou hormony, ristové faktory a buinky imunitniho systému (Stanck,
2012).

2.2.3 Rozdily v traveni mléka a mléénych krmnych smési u prezvykavci

Nativni mléko nebo mlééné napoje jsou u telat traveny ve slezu a v tenkém stievé.
Predpokladem optimalniho traveni je kvalitni bilkovina, ktera je za pomoci chymozinu,
pepsinu a kyseliny chlorovodikové travena. Po né€kolika minutach je ve slezu vytvofena
bilkovinna srazenina, ktera je dale travena ve dvandcterniku. Pti ptijimani MKS je vhodné
pouzit umély struk, protoze sanim mlééné nahrady z umélého struku je podporovana tvorba
slinnych esteraz a zaludec¢nich lipaz. Tyto enzymy jsou schopny natravit mléény tuk. Vypitim
mlécného napoje dochazi u telat ve slezu ke zvySeni hodnoty pH a to z hodnoty 1,5 na
hodnotu 6 a to vét§inou do 15 minut. Rychlosti navraceni pH ve slezu na hodnotu 1,5 je
indikovana rychlost travicich reakci. Nativni kravské mléko ve srovnani s mléénymi napoji je
straveno rychleji. Nizkou hodnotou pH je vyznamné podpotfena obranyschopnost telete pred
nezadoucimi mikroorganismy, jako napiiklad E. coli ¢i salmonelami, které mohou postupovat
déle traktem a zplisobovat priijmova onemocnéni, dehydrataci az thyn. Naopak dlouhodobé
nizkd hodnota pH muze zapfiCinit naruseni sliznice, coz miZze mit za nasledek vznik
zalude¢nich viedd. Ovlivnit rychlost srazeni mléka je mozné za pomoci upravy teploty
podévaného nédpoje telatim (Stanck, 2015). Pokud dochazi k poruse traveni, mize byt MKS
okyselena. Okyselenim mléénych napoji mize byt, do urcité miry, nahrazena aktivita

zaludec¢nich §tav ve slezu a tim piispét k traveni MKS (Bayram et al., 2007).
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2.3 Probiotika

Pojem probiotikum je pomérné novy a v piekladu znamend ,pro Zivot®. Definice
probiotik se v pribéhu let nékolikrat ménila. Prvni definici uvedl Lilly a Stillwell (1965), ktefi
uvadéji, ze se jedna o latky vylucované jednim organismem, které stimuluji riist ostatnich
organismu. Parker (1974) charakterizoval probiotika jako organismy a latky, které pomahaji
udrzovat stfevni mikrobidlni balanci. V soucasné dob¢ jsou probiotika definovana jako zivé
mikroorganismy, které pfi podavani v dostatecném mnozstvi poskytuji hostiteli zdravotni
ptinos (FAO/WHO, 2002). V poslednich dvaceti letech se evropsky trh s probiotiky rychle
rozvijel diky vzristajicimu z4dymu spottebiteld o potraviny, které maji pfiznivy ucinek na
jejich zdravi. Ackoliv je mnoho v&deckych studii, které potvrzuji pozitivni u¢inek probiotik
na zdravi, v roce 2007 vstoupila platnost smérnice Evropské unie tykajici se vyzivy a
zdravotnich tvrzeni €.1924/2006, kde je uvedeno, Ze vyrobci probiotik musi prokazat
Evropskému vyboru pro bezpecnost potravin jejich zdravotni ptinosy (EFSA, European Food
Safety Authority). EFSA pak na zdklad¢ védeckych studii dany zdravotni vyrok posoudi a
nasledn¢ bud’ potvrdi, nebo zamitne. Doposud nebylo zadné zdravotni tvrzeni souvisejici
s konzumaci probiotik schvaleno. Uznané bylo pouze jedno zdravotni tvrzeni tykajici se
mlécnych vyrobki a to fakt, Ze kysané mlécné vyrobky snizuji intoleranci na laktosu
(Evropska komise, ND). V Ceské republice se problematikou probiotik zabyva Spole&nost
pro probiotika a prebiotika, ktera sdruzuje multidisciplinarné¢ zaméfené pracovniky. Tato
spolecnost si klade za cile vzdjemné informovat odborniky o problematice probiotik a
podpofit zakladni i aplikovany vyzkum (Nafizeni evropského parlamentu a rady (ES) ¢.

1924/2006).

2.3.1 Probiotika a jejich pozitivni ptuisobeni

UZzivani probiotickych mikroorganismii ma pfiznivy ucinek na stfevni mikrobidlni
rovnovahu. I kdyZ mnoho védeckych studii prokazalo pozitivni u¢inek probiotik na zdravi
hostitele, tento poznatek se vétSinou vztahuje pouze na urcité kmeny, které¢ byly pfedmétem
studie, a tudiz nelze pfedpokladat, ze vSechny probiotické bakterie maji stejny pfiznivy
ucinek. D"Aimmo et al. (2007) ve své studii uvadi, Ze probiotika ochrafiuji organismus proti
nezaddoucim bakteriim. Podle Rasica (2003) mohou mit nékteré probiotické organismy anti-
karcinogenni Ui€inky, sniZzovat hladinu cholesterolu a krevniho tlaku. Probiotika také rtiznymi
mechanismy zvysuji obranyschopnost hostitele (Gilliland, 1990). Probiotika se pouZzivaji jako

preventivni ochrana nebo terapeutika pii 1é€bé riznych onemocnéni. U nékterych onemocnéni
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jsou ucinky probiotik povazovany za prokdzané a u jinych se jejich ucinek povazuje za
mozny. Probiotickych mikroorganismi se muize vyuzivat pti 1écbé prijmu u kojenct,
osteoporoze, atopického onemocnéni, urogenitdlnich onemocnéni, zmirnéni zacpy. Zaroven
mohou probiotika slouzit jako ochrana proti rakoviné mocového méchyte a tlustého stfeva a
také se ukazal jejich pozitivni vliv pfi regulaci zanétlivych onemocnéni stiev (Lourens-
Hattingh and Viljoen, 2001). Probiotika se také pouzivaji v pribéhu nebo po antibiotické
1écbé. Antibiotika inhibuji bakterie bez ohledu na to, jestli maji negativni ucinek nebo
prospivaji a tim naruSuji spravné sloZeni stfevni mikrobioty. Probiotika tak napomahaji
obnovit narusenou rovnovahu stfevni mikrobioty po antibiotické terapii. Doporucuje se
pravidelnd konzumace vyrobkii s obsahem probiotik, pro zvySeni obranyschopnosti

organismu (Soccol et al., 2010).

2.3.2 Probiotika ve vyZivé zvirat

Ve vyzivé zvifat méa podavani latek mikrobidlniho charakteru dlouhou historii a prvni
zminka o jejich pouziti byla v roce 1946 panem Moore a kol. Tito autofi zjistili, Ze po pridani
antimikrobidlnich latek do krmné smési kutat se jejich rlst zrychlil az o 30 %. Kromé zvySeni
vahovych ptirtistkit patii mezi pozitivni u€inky probiotik i zlepSeni konverze zivin, zvySeni
produkce a zlepSeni kvality mléka. U hospodarskych zvifat bylo také mnohokrat
dokumentovano snizeni vyskytu priijmovych onemocnéni, a jelikoz probiotika snizuji vyskyt
patogennich mikroorganismti v travicim traktu, dochazi i ke snizeni kontaminace jatecné
opracovan¢ho téla pii pordzce (Timmeman et al., 2004; Fuller, 1997). Cilem pouzivani
probiotik je pozitivni ovlivnéni sloZzeni mikrobioty traviciho traktu. Mezi mikroorganismy,
které jsou bé€zn¢ pouzivana jako probiotika ve vyzivé zvifat patfi predevSim bakterie
mlécného kvaSeni (BMK) a kvasinky, jejich seznam je uvedeny v tabulce €. 2 (Gaggia et al.,
2010). Aplikace probiotik je riznoroda. Je nutné brat ohled na zpusob ustijeni, veék, druh a
zpusob krmeni zvifete. Déle je nutné zohlednit, jak vysokd davka bude zvifeti podana a jakou
cestou (Ewing a Cole, 1994). Novorozena mlad’ata maji témef neosidleny travici trakt a proto
je nejucinngjsi aplikace probiotik idedlni v raném veku telat (Rosell,1987). Zaroven je vhodné
zahrnout probiotika ve stresujicich obdobich jako jsou zména krmné davky, odstav od matky
nebo zacatek laktace. Zplsoby podani probiotickych bakterii je mozny n€kolika zpisoby a to
ve formé lyofilizovaného prasku ¢i aerosolu, dale v pitné vod€ nebo ve form& pasty.
Nejéastéji jsou probiotika podavany v podobé lyofilizovaného prasku a to v mnozstvi 0,1-1kg

na 1 tunu krmiva (Ewing a Cole, 1994).
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Pti vybéru vhodného probiotického kmene by se mélo ptihlizet k ptivodu kmene. V
soucasné dobé¢ se uvadi, ze pro zvySeni moznosti trvalé kolonizace pouzitého kmene, by tento
kmen mél byt izolovan ze stejného druhu zvifete, pro ktery jsou dana probiotika uréena.
Naptiklad pro prasata jsou vhodné lactobacily (Lactobacillus reuteri, L.johnsonni) a
enterokoky (Enterococcus faecium)(Leser et al., 2002) Laktobacily jsou také dominantni
skupinou bakterii v travicim traktu mlad’at naptiklad u mysi a kutat. U kojenych déti a telat
bylo zjisténo, ze dominuji bifidobakterie (Rada et al., 2006). Bifidobakterie jsou ve vysokych
poctech piitomny 1 v travicim traktu jehnat (Vlkova et al., 2009). Proto jako vhodna

probiotika pro mlad’ata pfezvykavcti mohou byt povazovany bifidobakterie.
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Tabulka . 2 Seznam probiotickych organismi (Gaggia et al., 2010)

Grampozitivni
nesporulujici bakterie

Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium animalis
Conynebacterium glutamicum
Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus amylolyticus

Lactobacillus amylovorus
Lactobacillus alimantarius
Lactobacillus aviaries
Lactobacillus brevis
Lactobaacillus buchneri
Lactobacillus casei
Lactobacillus crispatus

Lactobacillus curvatum

Lactobacillus delbrueckii
Lactococcus lactis
Leuconostoc citreum
Pediococcus acidilactici
Propionibacterium freudenreichii
Streptococcus thermophilus
Bacillus
Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus atrophaeus
Bacillus clausii

Bacillus coagulans

Bacillus fusiformis

Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium breve

Lactobacillus farciminis
Lactobacillus fermentum

Lactobacillus gallinarum
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus hilgardii
Lactobacillus johnsonii
Lactobacillus kefiranofaciens
Lactobacillus kefiri

Lactobacillus mucosae

Lactobacillus panis

Leuconostoc lactis
Pediococcus dextrinicus

Bacillus lentus
Bacillus licheniformis
Bacillus megaterium

Bacillus mojavensis

Bifidobacterium longum

Lactobacillus paracasei
Lactobacillus
paraplantarum
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus pontis
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus rhamnousus
Lactobacillus sakei
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus
sanfranciscensis
Lactobacillus zeae

Leuconostoc mesenteroides
Pediococcus pentosaceus

Bacillus pumilus
Bacillus subtilis

Bacillus vallismortis
Geobacillus
stearothermophillus

Kvasinky

Debaryomyces hansenii
Hanseniaspora uvarum
Kluyveromyces lactis
Pichia angusta

Saccharomyces bayanus

Shizosaccharomyces pombe
Xanthophyllomyces dendrorhous

Kluyveromyces marxianus
Pichia anomala

Saccharomyces cerevisiae

Saccaromyces pastorianus
(syn. Saccharomyces
carlsbergensis)
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2.3.4 Probiotické mikroorganismy

Probiotické vlastnosti riznych kmeni bakterii se 1i$i i v rdmci stejného druhu. Kazdy
kmen je jedine¢ny, a proto je jejich probioticky potencial rozdilny. Nyné&jsi vyzkumy stievni
mikrobioty se, mimo jiné, zabyvaji skladbou a koncentraci mikroorganismu v travicim traktu
lidi i dalsich zivoc¢icht a jednotlivych ¢astech zazivaciho traktu, ¢imz se snazi charakterizovat
co je to zdrava stfevni mikrobiota. Cilem vyzkumt je pochopit, jak mikroorganismy
spolupracuji a jak ovliviiuji hostitele, téchto informaci mtize byt jednou v budoucnosti vyuzito
pii 1écbeé specifickych onemocnénich stievniho traktu (Isolauri a kol., 2004). Dnes se jako
probiotika nejvice pouzivaji bakterie mlé¢né¢ho kvaseni (BMK) a bifidobakterie. Kromé
bakterii se pouzivaji i probiotické kvasinky rodu Saccharomyces a n¢ktefi zastupci vlaknitych
hub jako je naptiklad Aspergillus oryzae (Czerucka et al., 2007; Vinderola and Reinheimer,
2003). Tyto probiotické mikroorganismy jsou v§eobecné povazovany za bezpecné (GRAS-

generally recognized as safe), jelikoZ maji dlouhodobou historii bezpe¢ného uzivani.

2.3.4.1 Rod Bifidobacterium

Prvnim vé€dcem, ktery se zasadil o popsani a izolovani bifidobakterii byl Tissier a to
v letech 1899-1900. Bifidobakterie byla izolovana z traviciho traktu kojencti a tehdy byla
nazvana Bacillus bifidus. Bifidobakterie maji nepravidelny tvar, ktery se muize podobat
pismenu V nebo Y, n€které druhy se mohou shlukovat. Obecné rod Bifidobacterium je
mozné Kklasifikovat jako anaerobni, nesporulujici, nepohyblivé, katalaza negativni,
grampozitivni tyCinky (Sgorbati et al., 1995).

Deklarovana optimalni teplota u zivoc¢isnych druha bifidobakterii je v rozmezi 41 °C
az 43 °C a dokonce muze byt vyssi nez 49,5 °C a to u B. thermacidophylum. Bifidobakterie
izolované z lidského téla preferuji teplotu nizsi a to v rozmezi 36 — 38 °C (Dong et al., 2000).
Studie Gavini et al. (1991) tvrdi, Ze je moZzné od sebe odliSit bifidobakterie lidského a
zivocisného pivodu na zakladé teploty 46 °C. Tato teplota znemoziuje rist bifidobakterii
lidského plvodu, naopak vétSina zivociSnych druhli je pfi této teploté schopna rist. Dalsi
limituji teplota pro vétSinu zastupci rodu je 20 °C. Tato teplota je spodni hranice teplotniho
rozhrani, ovSem i zde je vyjimka a to B. psychroaerophilum, ktera je schopna rust dokonce i
pti 8 °C (Simpson et al., 2004). Obecné je rod Bifidobacterium katalaza negativni, ackoli jsou
druhy, jako naptiklad B. indicum a B. asteroids, pivodné izolované ze véel, u kterych byla
prokazéana aktivita katalazy (Felis and Dellaglio, 2007). Bifidobakterie jsou povaZovany za

striktn€ anaerobni mikroorganismy, piesto byly pozorovany druhy, které mohou rust
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Vv pritomnosti kysliku. Bylo zjisténo, ze zvifeci druhy B.boum a B. thermophilum jsou schopné
rust pfi 20 % koncentraci kysliku (Kawasaki et al., 2006). Jako fakultativné anaerobni byl
charakterizovan druh B. scardovi, izolovany z lidské krve (Hoyles et al., 2002). Druh,
puvodné izolovany z traviciho traktu zvifat a dnes pouzivany do vyrobkt s obsahem
probiotik, B. animalis ssp. lactis je také tolerantni ke kysliku (Li et al., 2010). Ptiznivé
prostfedi pro vétSinu zastupct bifidobakterii je také ovliviiovano hodnotou pH.
Nejoptimalnéjsi pro rust a mnozeni je hodnota pH 6,5-7,0. Potlaceni jejich ristu nastupuje pii
hodnotach pH vysSich nez 8,0 - 8,5 a niz8i nez 4,5-5,0 (Biavati a Mattarelli, 2012). Vyse
zminény druh B. animalis ssp. lactis je také schopny ptezivat pti pH 3,5, coZ znaci jeho
dobrou technologickou vyuzitelnost do kysanych probiotickych vyrobki (Maus a Ingham,
2003). Ptiznivy vztah k nizkému pH je velice podstatny pii vyb&hu vhodného druhu, ktery
ma byt pfidavan jako aditivum do vyrobka s obsahem probiotik.

Bifidobakterie patti do skupiny sacharolytickych bakterii. Sacharolytické bakterie
Stépi sacharidy, ze kterych ziskdvaji energii. Bifidobakterie maji schopnost fermentovat
glukosa, galaktosa a fruktosa (Leahy et al., 2005). Ke katabolismu hexos vyuZzivaji specificky
enzym fruktozo-6-fosfat fosfoketolasu (FOPPK). Tento enzym je charakteristicky pouze pro
rod Bifidobacterium a proto je mozna identifikace bifidobakterii na rodové urovni na zakladé
pritomnosti tohoto enzymu. Enzym F6PPK rozklada frukt6zo-fosfat na erytrozo-4-fosfat a
acetylfosfat, jenz jsou postupné¢ metabolizovany az na kyselinu octovou a mlécnou, které jsou
produkovany v molekularnim poméru 3:2 (Doleyres and Lacroix, 2005).

Rod Bifidobacterium zahrnuje 68 druhi a poddruht, z toho bylo 32 druhd ptvodné
izolovano z traviciho traktu ¢i z vykalt zvifat (List of prokacyotic names with standing in
nomeclature, ND). N¢které druh byly objeveny jak u lidi, tak u zvifat a to B. longum ssp.
longum a B. adolescentis. Reuter (1963) jako prvni detekoval piitomnost B. adolescentis jak
v bachoru krav, tak i v travicim traktu dosp€lého ¢lovéka. Dale jako prvni prokazal
ptritomnost B. longum ssp. longum v traktu dospélého ¢lovéka a ve vykalech telat. Zastupci,
ktefi byly izolovany pouze z lidské mikrobioty jsou napiiklad B.bifidum, B. longum a dalsi.
Dalsi byly izolovany také z moc¢i, zubniho kazu, zubniho plaku a z mlé¢nych vyrobki (Gomes
and Malcata, 1999). Zajimavosti je, ze bifidobakterie jsou také nedilnou soucasti stfevni

mikrobioty hmyzu se socidlnim zpisobem Zivota (Sanchez et al., 2013).
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3 Hypotéza

StéZejni vyznam pro nase zdravi a dobfe funguji imunitu ma zdrava stfevni mikrobiota.
Regenerace mikrobioty je doporu¢ovana hlavné po antibiotické 1écbé. Probiotické bakterie
jsou Casto pouzivany pravé pro upravu harmonie mikrobioty traviciho traktu. Jedna z forem
pfijmu probiotik je také vramci fermentovanych mléénych vyrobkd. Probiotické
mikroorganismy podléhaji celé tad¢ fyziologickych a technologickych kritérii. Ptezivani
v mléce je jednou z dulezitych technologickych vlastnosti. Domnivame se, ze nejlépe budou
rust a prezivat bifidobakterie v mléce Zivoc¢isného druhu, ze kterého byly izolovany a zaroven
se domnivame, ze mlécné nahrady pro telata budou vhodnym substratem pro rist

bifidobakterii.

4 Cil prace

Pro rlst a piezivani probiotickych mikroorganismii je mléko vhodnym substratem.
Bifidobakterie byly izolovany z traviciho traktu lidi a riznych druht zvifat. Cilem diplomové
prace je otestovani schopnosti riistu bifidobakterii v mléce riznych druhu piezvykavct a
porovnani jejich potencialu v nich pifezivat a také schopnost bifidobakterii rast v mléénych

nahradach pro teleta.
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5 Material a metodika

5.1 Testované kmeny bifidobakterii

Bifidobakterie jsou fazeny mezi probiotické bakterie, které jsou pridavany do rtznych
mlécnych vyrobkl. Pro testovani ristu a prezivani rozdilnych kmenti bifidobakterii v mléce
ptezvykavct byly pouzity izolaty z vykald kuzlat, jehnat, telat a ze stolice kojencii a
dospélého jedince. Bylo pouzito 23 kmentl bifidobakterii. Bifidobakterie, které byly pouzity

V tomto testovani, jsou ulozeny ve sbirce mikroorganismil katedry Mikrobiologie, vyzivy a

dietetiky na CZU. Sledované kmeny jsou uvedeny v tabulce &islo 3.

Tabulka €. 3: Pouzité kmeny bifidobakterii.

Zkratka Cely nazev ptivod kmene
11 Bifidobacterium choerinum Kuzle
1/2 Bifidobacterium adolescencis Kuzle
1/5 Bifidobacterium adolescencis Kuzle
4/2 Bifidobacterium pseudolongum ssp. globosum Kuzle
4/4 Bifidobacterium pseudolongum ssp. globosum Kuzle
14/2 Bifidobacterium boum Kuzle
14/4 Bifidobacterium boum Kuzle
JKM Bifidobacterium bifidum Kojenec
JOovV Bifidobacterium bifidum Kojenec
EV2 Bifidobacterium bifidum Dospély jedinec
TP1 Bifidobacterium longum Kojenec
1/11 Bifidobacterium animalis ssp. animalis Tele

017112 Bifidobacterium thermophylus Tele

01711 Bifidobacterium animalis ssp. animalis Tele
0221l Bifidobacterium longum ssp. suis Tele

8051112 Bifidobacterium animalis ssp. animalis Tele
02312 Bifidobacterium choerinum Tele
511A Bifidobacterium choerinum Jehné
5vB Bifidobacterium pseudolongum ssp. globosum Jehné
9VIB Bifidobacterium pseudocatenulatum Jehné
14v Bifidobacterium choerinum Jehn¢
TVIA Bifidobacterium animalis ssp. animalis Jehn¢

3l Bifidobacterium animalis ssp. animalis Jehn¢
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5.2 Testovani ristu a prezivani bifidobakterii v mléce prezvykaveu

Pro sledovani byly pouzity 3 druhy mlék, a to ov¢i, kravské a kozi. Kozi a kravské
mléko bylo ziskano nadojenim. Ovéi mléko bylo také pivodné nadojeno, ale po vyvareni se
vysrazely kaseinové bilkoviny a z mléka se stala pevna suspenze syra. Takto vysrazené mléko
se nedalo pro testovani rastu a ptrezivani bifidobakterii pouzit. Tudiz za mléko ov¢i byla
zvolena nahrada v podobé suSeného ovciho mléka. Mléko ovei bylo pripraveno z mlécné
krmné smési pro jehnata LAMLAC. Jednotlivé vzorky mlék byly rozdéleny do 23 penicilinek
po 10 ml. Celkové bylo naplnéno 69 penicilinek, které bylo nutné vyvafit, probublat oxidem
uhlicitym, tak aby uvnitf vzniklo anaerobni prostfedi a nasledné vysterilovat po dobu 1
hodiny. Vychladlé penicilinky byly zaoCkovany pfislusnymi kmeny bifidobakterii. Do
jednotlivych penicilinek byly zaockovany Cerstvé narostlé kultury v mnozstvi 0,5 ml. Takto
zaoCkované penicilinky byly kultivovany anaerobné v termostatu po dobu 24 hodiny pii 37
°C. Po dvaceti ¢tyf hodinoveé kultivaci bylo mléko prokysdno, tudiz bylo mozné po tomto
intervalu stanovit pocateéni nartst bifidobakterii. Ke stanoveni poctu bifidobakterii po
prokysani mléka byla pouzita kultivaéni metoda. Pfed vlastni kultivaci byla ptipravena fedici
fada. Vialky, které jsou potiebné pro vytvoteni fedicich fad, byly ptipraveny metodou roll-
tube z Wilkins-Chalgren bujonu (Oxoid). Redici fady byly sestaveny z fedéni od hodnoty 10™
az po 108, Takto nafedény vzorek byl z kazdé hodnoty fedéni zaockovan v mnozstvi 0,5 ml
na malé Petriho misky, které byly zality péstebnym mediem. Jako kultiva¢ni medium pro
bifidobakterie, byl pouzit Wilkins-Chalgren agar podle Rady a Petra (2000; WSPMup), do
kterého je piidavan sojovy pepton (5 g/1), cystein (0,5 g/l), tween 80 (1 ml/l), kyselina octova
(12 ml/l) a antibiotikum mupirocin (100 mg/l). Anaerobni podminky pro spravnou kultivaci a
rust bifidobakterii jsou zabezpeCeny v anaerostatu s palladinovym katalyzatorem, z n¢hoz je
odsan vzduch a nahrazen vodikem a oxidem uhli¢itym, a to v poméru 90:10. Vzorky
bifidobakterii, které jsou takto pfipraveny, jsou nasledné vlozeny do termostatu, kde se
kultivuji pti teploté 37 °C po dobu 48 hodin. Po 48 hodinové kultivaci byly kolonie spocitany
a pocet bifidobakterii byl vyjadfen v jednotkach log KTJ na 1 ml mléka. Rozbor vyse
popsanou metodou byl opakovan v danych casovych intervalech, tak aby bylo sledovano

prezivani v jednotlivych druzich mlék.
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5.3 Testovani ristu bifidobakterii v mléénych nahradach pro telata

Vybrané¢ kmeny bifidobakterii, které byly pouZzity pro testovani prokysani mlécnych
nahrad pro telata jsou uvedené v tabulce ¢. 4. Mlé¢né nahrady, které byly pouZity pfi testovani
ristu bifidobakterii, jsou dodavany v susené formé, proto bylo nutné je nejdiive rozmichat
s vodou. MI¢ko bylo ptfipraveno rozmichdnim 10 g mlé¢né néhrazky a 90 ml vody. Takto
pfipravend mlécnd smés byla rozdélena do deseti penicilinek, nebot’ bylo sledovano deset
kmenti bifidobakterii. Kazda penicilinka obsahovala 10 ml mléka. V penicilinkach bylo
potieba vytvofit anaerobni prostiedi, které je vhodné pro rast bifidobakterii. Penicilinky bylo
nutné vyvarit, probublat oxidem uhli¢itym, diky némuz bylo zajiS§téno anaerobni prostiedi a
nasledné penicilinky vysterilovat. Vysterilované penicilinky byly zaockovany testovanymi
kmeny bifidobakterii a to v mnozstvi 0,3 ml. Pro vytvofeni optimalni teploty pro rist
bifidobakterii byl pouzit termostat, kde byly penicilinky ponechany kultivaci pii 37 °C po 48
hodin. Po kultivaci byl stanoven pocet bifidobakterii pomoci kultivacni metody.

Penicilinky ptipravené metodou roll-tube s Wilkins-Chalgren bujonem (Oxoid), byly
pouZity na vytvofeni fedicich fad. Redéni bylo pfipraveno od koncentrace 102 az po posledni
hodnotu 10% Ztakto pfipravenych fedicich fad bylo pieockovano 0,5 ml smési
s bifidobakteriemi na malé Petriho misky. Na rozbor byly pouzity pouze penicilinky
s fedénim 10 az 10®. Jako médium, kterym byly ptelity zaockované Petriho misky, bylo
opét pouzito Wilkins-Chalgren agaru s ptidavkem mupirocinu (100 mg/l), sojového peptonu
(5 g/l) a kyseliny octové (1 ml/l), ptipravené podle Rada a Petr (2000). Testované kmeny
bifidobakterii byly kultivovany anaerobné pii 37 °C a to 48 hodin. Anaerobni podminky byly
zajistény pomoci anaerostatu s palladinovym katalyzatorem v némz byl vzduch nahrazen

oxidem uhli¢itym a vodikem v poméru 10:90.
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Pouzité mlécné krmné smési byly Telmilk spec, Telmilk EX, Telmilk LEN, Telfid
grand a Acid, Heiferlac instant, Milac.

Tabulka ¢. 4: Testované kmeny bifidobakterii.

pivod/oznaceni Kmeny bifidobakterii
Tele 0171112 Bifidobacterium thermophylus
Tele 8051112 Bifidobacterium animalis ssp. animalis
Tele 0171111 Bifidobacterium animalis ssp. animalis
Tele 1/11 Bifidobacterium animalis ssp. animalis
kojenec JKM Bifidobacterium bifidum
Kuizle 4/2 Bifidobacterium pseudolongum ssp. globosum
Jehné 9VIB Bifidobacterium pseudocatenulatum

25



6 Vysledky

6.1 Riist a prezivani bifidobakterii v mléce prezvykavci

6.1.1 Schopnost sledovanych bifidobakterii prokysat riizné druhy mlék piezvykavci

Vybrané kmeny bifidobakterii byly testovany na rust a piezivani v kozim, kravském a
ov¢im mléce. Prvni rozbor byl proveden po prokysani mléka, tedy v den nami stanoveny jako
den 0. V tento den byly zjistény pocty bifidobakterii, respektive jejich schopnost prokysat
mléko. Podle ziskanych vysledki jsou, nejen kravské mléko, ale i kozi a ovéi mléko,
vhodnym substratem pro rust bifidobakterii. Pro vyrobu mlécnych kysanych potravin
S obsahem probiotickych kultur je dualezité minimalni mnozstvi bifidobakterii, které je
zékonem dané na hodnotu 10° KTJ/ml. V kravském mléce viechny testované izolaty
prokysaly mléko ve vySSim mnozstvi nez udava legislativa. Naopak v kozim mléce byly tti
izolaty, jeden lidsky (TP1) a dva teleci (0171112 a 017III1), které hodnoty 10° KTJ/ml
nedosahly. V ovéim mléce neprokysal v dostatecném mnozstvi pouze jeden teleci kmen
(o221).
ov¢im a to v pramérnych poctech 7,82 + 0,99 KTJ/ml a 7,98 + 2,33 KTJ/ml. Teleci izolaty
narostly v nizkych poctech také v mléce kozim, v poctech 7,99 + 2,77 KTJ/ml. Naopak
Vv kravském mléce byly priimérné hodnoty prokysani jak telecich tak lidskych izolat nejvyssi
ve srovnani s ostatnimi mléky (9,28 + 2,92 KTJ/ml pro lidské izolaty a 8,80 + 0,46 KTJ/ml
pro teleci izolaty). Jehnéci izolaty bifidobakterii prokysaly vSechny tfi druhy mlék ve vysSim
mnozstvi jak 10° KTJ/ml. Celkové nevys$si pramérny narist byl evidovan u kizle¢ich izolati

v v

nartstu dosahly ktizleci kmeny v mléce kravském (9,14 + 1,17 KTJ/ml).

Tabulka €. 5: Pocet bifidobakterii po prokysani riiznych druhi mlék, hodnoty uvedené
v tabulce jsou v log KTJ/ml + SD.

Pavod bifidobakterialniho kmene
lidské Teleci jehnéci Kuzle¢i
kravské 9,28+2,92 |8,80+0,46 9,25 +£0,25 9,14 £1,17
Mi¢ko |kozi 8,61 2,76 |7,99+2,77 9,62 £1,10 9,92 £ 0,69
Ovéi 7,82+0,99 |7,98+2,33 9,02 £ 0,44 10,28 +£ 0,39
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6.1.2 Schopnost bifidobakterii prezivat v kysaném mléce

V grafu ¢islo 1, 2, a 3 jsou uvedeny lidské kmeny ve vSech tiech testovanych mlékach.
Lidské izolaty ve vysokych poctech prezivaly nejlépe v mléce kozim. Nejdéle prezival kmen
JOV (Bifidobacterium bifidum), izolovany ze stolice kojence, a to v poétech vyssich nez 10°
KTJ/ml po dobu 71 dni. Tento kmen, i pies jeho dlouhodobé piezivani v mléce kozim,
Vv mléce ov¢im prezival po dobu kratsi nez jeden mésic. Kravské mléko nebylo vhodnym
substratem pro lidské izolaty, protoze zde bifidobakterie prezivaly v poétech 10° KTJ/ml
kratSi dobu nez 25 dni.

Graf ¢. 1: Pocet bifidobakterii lidského ptivodu v kysaném kravském mléce v pribéhu

skladovani.
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Graf ¢. 2: Pocet bifidobakterii lidského pluvodu v kysaném kozim mléce v prubéhu

skladovani.
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Graf ¢. 3: Pocet bifidobakterii lidského plvodu v kysaném ov¢Eim mléce v priabéhu

skladovani.
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V grafech ¢islo 4,5 a 6 je zobrazeno prezivani telecich kment bifidobakterii. V mléce
kravském preZivaly teleci kmeny v mnoZstvi vy§§im nez 10° KTJ/ml déle nez 55 dni. V mléce
kozim byla schopnost prezivat velice rozdilna. Nékteré kmeny jako naptiklad 02211, 8051112,
02312 a 1/11 byly v prostiedi koziho mléka schopné piezivat ve vyssich poctech po dobu
minimalné¢ 71 dni. Naopak izolaty oznacené 017III1 a 0171112 v kozim mléce sice ptezivaly
miniméalng 55 dni, ale jejich pocet se pohyboval mezi hodnotami 10 a 10° KTJ/ml. V ov&im
mléce piezivaly teleci izolaty minimalné 71 dni v poctech vysSich, nez je pozadovano
vyhlaskou. Pouze jeden kmen oznaCeny jako 022II v mléce ov¢im piezival v hodnotach

nizsich nez 10* KTJ/ml a to po dobu 25 dni
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Graf ¢. 4: Pocet bifidobakterii teleciho plvodu v kysaném kravském mléce v priabéhu

skladovani.
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Graf ¢. 5: Pocet bifidobakterii teleciho ptivodu v kysaném kozim mléce v pribéhu skladovani.
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Graf ¢. 6: Pocet bifidobakterii teleciho pivodu v kysaném ovéim mléce v priabéhu skladovani.
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V grafech 7,8 a 9 je znazornéno prezivani jehnécich kment v testovanych druzich mlék.
Jehnéci izolaty ve vSech tfech mlékach pfezivaly minimalné 37 dni v mnozstvi vySSim nez
10° KTJ/ml. Vyjimkou byl kmen B. pseudocatenulatum, oznaceny jako 9VIB, ktery
neprezival v mléce kravském a ov¢im déle nez 25 dni. Izolat oznaceny jako 3II ptezival ve
vysokych poctech v mléce kravském a kozim minimalné¢ 71 dni. V mléce ov¢im prezival

vyrazné krat$i dobu a to 37 dni. V mléce kozim ptezival nejkrat$i dobu kmen B. choerinum,

oznaceny jako 14V.

Graf ¢. 7: Pocet bifidobakterii jehnéciho plvodu v kysaném kravském mléce v pribéhu

skladovani.
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Graf ¢. 8: Pocet bifidobakterii jehné¢iho piivodu v kysaném kozim mléce v prib&hu

skladovani.

12,00

8,00 h SIA
6,00

\ \ ———9VIB
4,00 \ \ \ — 14V
2,00 — VA

log KT)/ml

0,00 T T
0] 25 37 55 71 99

pocet dni od prokysani mléka

Graf ¢. 9: Pocet bifidobakterii jehnéciho plvodu v kysaném ovCim mléce v pribéhu

skladovani.
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Testované kmeny izolované z traviciho traktu kizlat jsou zobrazeny v grafech ¢islo
10, 11 a 12. Kizle&i kmeny déle prezivaly v podtech vysich nez 10° KTJ/ml v mléce kozim a
kravském, kromé kmene B. adolescentis, ktery kratkodob¢ ptezival jak v mléce kravském tak
1 kozim a to méné¢ nez 37 dni. Dalsi vyjimka je kmen oznaceny jako 1/2, ktery v mléce
kravském ptezival krat$i dobu nez 25 dni. Kmeny oznafené jako 14/2, 16/1 a 1/1 ptezivaly
vV ovéim mléce déle nez 99 dni ve vysokém poctu, stejné tak i v mléce kravském a kozim.

Naopak kmeny oznacené jako 1/2, 1/5, 4/2 a 4/4 pteZivaly v mléce ov¢im krat$i dobu nez 37
dni.
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Graf ¢. 10: Pocet bifidobakterii kiizleCitho ptivodu v kysaném kravském mléce v pribehu

skladovani.
12
10 -
—1 1
-_E 8 \ —1/2
E 6 \ 1//5
& . \\ —a2
\ \ ——a//a
2 —14//2
0 T T T T T 1 16/

0 25 37 55 71 99

pocet dni od prokysani mléka

Graf ¢. 11: Pocet bifidobakterii kiizleC¢itho ptivodu v kysaném kozim mléce v pribéhu

skladovani.
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Graf ¢. 12: Pocet bifidobakterii kiizle¢itho plivodu v kysaném oveim mléce v pribéhu

skladovani.
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6.1.3 Prezivani bifidobakterialnich kmenti v mléce prezvykavci v ramci jednoho
druhu

Naméiené hodnoty byly upraveny do jednotlivych grafii nejen podle ptivodu izolath
(viz vyse), ale i podle bakterialniho druhu. Byly vybrany dva druhy Bifidobacterium
choerinum a Bifidobacterium animalis ssp. animalis, které mély nejvétsi kmenové zastoupeni.
Jednotlivé kmeny vramci jednoho druhu byly porovnany ve schopnosti piezivani
v kravském, kozim a ov¢im. Schopnost bifidobakteridlnich kment dlouhodobé piezivat
Vv mléce prezvykavci je kmenove specificka.

V grafech ¢islo 13, 14 a 15 je vyobrazeno piezivani péti kment Bifidobacterium
animalis ssp. animalis Vv jednotlivych druzich mlék. VSechny sledované kmeny piezivaly
V kravském mléce viceméne podobné, 71 dni byly sledované kmeny ve vySsim mnoZstvi nez
10° KTJ/ml, krom& kmene 7VIA. Naopak v kozim mléce jednotlivé kmeny ptrezivaly rizné
dlouhou dobu a kmen 017III1 nebyl schopen prokysat kozi mléko v dostatecném mnozstvi.
V mléce ov€im bylo prezivani jednotlivych kment celkem vyrovnané. U kmenu 7VIA bylo
zaznamenano, stejné jako v mléce ov¢eim, zhorSeni schopnosti pfezivat v mléce kozim ve
srovnani s mlékem kravskym. Podobné na prosttedi koziho mléka reagoval kmen 31I. Oproti
tomu kmen 7VIA, ve srovnani s mlékem kozim a kravskym, projevil lep§i schopnost pieZivat

VvV mléce ovéim.
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Graf ¢. 13: Pocet bifidobakterialniho kmene Bifidobacterium animalis ssp. animalis

v kysaném kravském mléce v prub¢hu skladovani.
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Graf ¢. 14: Pocet bifidobakterialniho kmene Bifidobacterium animalis ssp. animalis

V kysaném kozim mléce v prubéhu skladovani.
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Graf ¢. 15: Pocet bifidobakterialniho kmene Bifidobacterium animalis ssp. animalis

V kysaném ov¢im mléce v prubéhu skladovani.
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Grafy, které zndzornuji piezivani ¢tyf kmend Bifidobacterium choerinum jsou
uvedeny v grafech Cislo 16, 17 a 18. V mléce kravském byla schopnost dlouhodob¢ piezivat
celkem vyvazena. VSechny kmeny pfezivaly minimalné 71 dni v poctech vysSich jak 10°
KTJml. V mléce kozim se opét projevila kmenova specifita. Schopnost piezivani
sledovanych kmenti v kozim mléce byla razna. Nejlépe zde prezivaly kmeny 02312 a 1/1.
Tyto kmeny byly dominantni v kravském mléku. V mléce ovéim kmeny piezivaly podobné

do 37. dne, poté se jejich pocty zacaly liSit. Opét nejlépe prezival kmen 1/1.

Graf €. 16: Pocet bifidobakterialniho kmene Bifidobacterium choerinum v kysaném kravském

mléce v prubéhu skladovani.
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Graf ¢. 17: Pocet bifidobakteridlniho kmene Bifidobacterium choerinum v kysaném kozim

mléce v prubehu skladovani.
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Graf ¢. 18: Pocet bifidobakterialniho kmene Bifidobacterium choerinum v kysaném ov¢im

mléce v prubéhu skladovani.
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6.2 Ruist bifidobakterii v mléénych nahradach

Byla testovana schopnost vybranych druhi bifidobakterii prokysat rizné mlécné
nahrady pro telata. Sledovano bylo sedm kment bifidobakterii, ztoho 4 kmeny byly
izolovany z traviciho traktu telat, jeden izolat byl z traviciho traktu kuzlete, jeden izolat
z traviciho traktu jehnéte a posledni byl izolovany z traviciho traktu dosp€lého jedince.

Mlécné krmné smési jsou, podobn¢ jako mléka piezvykavcl, také vhodnym médiem
pro rist bifidobakterii. Viechny sledované kmeny prokysaly MKS v mnoZstvi vy$§im nez 10°
KTJ/ml. Nejvyssi nartst kmene Bifidobacterium thermophylum (0171112) byl v mlécné
nahradé Telmilk EX v poctech 9,50 KTJ/ml naopak nejméné narostl tento kmen v mlécné

nahradé Heiferlac instant. Kmen Bifidobacterium animalis ssp. animalis (8051I112) také narostl

v v

v

bifidobakterii 6,97 KTJ/ml. Bifidobacterium animalis ssp. animalis pod ozna¢enim 0171111
nejlépe prokysal Telmilk EX a to v mnoZstvi 9,52 KTJ/ml oproti mlééné nahradé Heiferlac
instant, ve které byl v mnozstvi 8,43 KTJ/ml. Stejny druh pod oznacenim 1/11 narostl nejlépe
v nahrad¢ Telfid grand a Acid v poc¢tech 9,31 KTJ/ml. U tohoto kmene byl také zaznamenan
Heiferlac instant. Kojenecky izolat Bifidobacterium bifidum (JKM) byl detekovan
vV nejvyssich poctech ve dvou nahradach a to v Telmilk EX a Telfid grand a Acid v
mnozstvich 9,05 KTJ/ml. Izolat JKM nejméné prokysal mléEnou ndhradu Milac. Pro
Bifidobacterium pseudolongum ssp. globosum (4/2) byly nejvhodnéj$i mlééné nahrady
Telmilk spec a Milac, narostly zde ve velmi podobnych poctech. V ndhradé Telmilk EX
narostlo v po¢tu 9,23 KTJ/ml a v ndhradé Milac v poétu 9,21 KTJ/ml. Tento kmen byl
nejméné schopny prokysat mléénou nahradu pod nazvem Telmilk LEN, oproti kmenu 9VIB
(Bifidobacterium pseudocatenulatum). Jehné¢i izolat 9VIB nejlépe, ze vSech testovanych
izolatd na mlé¢nych nahradach, narostl v poctu 9,82 KTJ/ml v Telmilk LEN. Tento kmen
nejméné narostl v mlé¢né nahradé Milac.

Teleci izolaty vétSinou nejlépe narostly v mlééné nahradé Telmilk EX. Pro kojenecky
izolat byly nejvhodnéjsi ndhrady Telmilk EX a Telfid grand a Acid. MIé¢né nahrada Telmilk
spec byl nejvhodnéjsi pro kizleéi izolat. Jehnéci izolat zaznamenal nejvyssi nartist v mlééné

nahradé Telmilk LEN.
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Tabulka ¢. 6: Pocet bifidobakterii po prokysani mléénych nahrad, hodnoty uvedené

v tabulce jsou v log KTJ/ml

Izoléty Telmilk | Telmilk Telmilk | Telfid g_rand I—!eiferlac Milac
EX spec LEN a Acid instant

Teleci | 0171112 9,50 9,33 9,16 9,33 8,38 9,13
Teleci | 8051112| 8,62 8,04 6,97 8,37 8,43 8,43
Teleci |0171111] 9,52 9,08 9,24 9,45 8,83 9,31
Teleci |1/11 8,10 8,22 7,86 9,31 5,97 6,43
Lidsky |JKM 9,05 8,98 8,90 9,05 9,00 8,80
Kazledi |4/2 8,64 9,23 6,76 6,84 8,85 9,21
Jehnédi |9VIB 9,04 8,79 9,82 8,54 9,16 8,39

38




7 Diskuse

7.1 Rist a prezivani bifidobakterii v mléce prezvykavci

Stfevni mikrobiota u zvifat i lidi je osidlena mnoha riznymi mikroorganismy a jeji
spravné slozeni ovlivituje jejich zdravi. Jednou z moznosti jak podpofit spravnou skladbu
sttevni mikrobioty je piijem probiotik. Probiotika jsou zivé mikroorganismy, mezi které
muzeme fadit i nekteré bakterialni druhy z rodu Bifidobacterium. Bifidobakterie pouzivané
jako probiotika maji mnoho pozitivnich U€inkti na lidského ¢i zviteciho hostitele, které jsou
dokumentovany mnohymi studiemi (BuneSova et al., 2012; Paturi et al., 2015; Servin, 2004).
Mezi hlavni terapeutické a zdravotni piinosy bifidobakterii patii zvySeni odolnosti proti
patogenim zpusobujicim stfevni infekce a tim 1 prevence proti prijmovym onemocnénim.
Jako dals$i pozitivni u€inky jsou uvadény stabilizace sttevni slizni¢ni bariéry, zlepSeni vyuZiti
laktézy a zvySeni prevence proti rakoviné tlustého stfeva (Mitto et al., 2004). Na zakladé
prokazaného pozitivniho G¢inku probiotik na lidské zdravi existuje na trhu jiz fada vyrobkd,
Z vétSi Casti vyrobky mlécné, obsahujici bifidobakterie, piedev§im fermentovand mléka,
susend mléka, syry cottage, mlééné dezerty a mrazené krémy (Lourens-Hattingh and Viljoen,
2001). MI€ko a mlécné vyrobky jsou vhodnou zivnou pudou pro rist mikroorganismi, které
svymi metabolickymi procesy mohou ovlivitovat piiznivé 1 nepiiznivé biologickou hodnotu
vyrobku.

Nartiist a prezivani probiotickych kultur v daném produktu je zavislé na tadé faktord,
mezi které je fazena velikost a typ inokula, teplota a doba fermentace, interakce mezi
pritomnymi druhy, skladovaci teplota, pouzity kmen, konetnda kyselost a slozeni
fermentacniho média. Fermentacni médium se liSi slozenim a to koncentraci a typem
cukerného zdroje, dostupnosti Zivin, inhibitory a riistovymi promotory (Curda et al., 2004).
V experimentalni ¢asti diplomové prace byly pouze dva rozdilné faktory, které ovliviiovaly
prezivani bifidobakterii v mléce. Prvnim faktorem byly mléka nadojend od riznych druhii
ptezvykavcl a druhym faktorem byly rozdilné druhy a kmeny bifidobakterii. Pomoci sterilace
mlék byly odstranény nezddouci faktory. Termolabilni antimikrobialni latky, které se bézné
vyskytuji v Cerstvém mléce, byly inaktivovany spolu s jiZ pfitomnymi bakteriemi, které by
mohly potlacit rast inokulovanych bifidobakterii. Teplota a doba fermentace byly pro v§echny
testované kmeny a mléka shodné. Co se tyce inokula, v naSem experimentu bylo pouzito
inokulum cerstvé narostlych bakterii. Kromé cerstvého inokula mohou byt bakterie

zaoCkovany do média v mrazené nebo lyofilizované formé, nebo jako prasek ziskany ze
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sprejové susarny (Carvalho et al., 2004). Forma inokula miize ovlivnit vysledny pocet
bifidobakterii ve fermentovaném mléku. Abe et al. (2009) testoval mrazené a lyofilizované
bifidobakterie (B. longum), které zaoCkoval spole¢n¢ s jogurtovou kulturou do
vysterilovaného mléka. Bifidobakterie zaockované ve zmrazené formé prokazaly mirn¢ vyssi
nartst ve srovnani s poctem bifidobakterii pfidanych v lyofilizovaném stavu (Abe et al.,
2009). Testované bifidobakterie byly schopny prokysat mléko v piiblizném mnozstvi 10°
KTJ/ml, coz je ve srovnani s nasimi vysledky mens$i pocet. Podle nasich vysledkil jsou
bifidobakterie schopny prokysat kravské mléko v priblizném mnozstvi 10° KTJ/ml, coZ je o
fad vice. Jednim z moZnych divodl je, Ze v naSem experimentu jsme sledovali prokysani
jednoho kmene v jednom mléce, kdezto Abe et al. spolu s testovanym kmenem zockovali i
jogurtovou kulturu. TudiZ mohlo dojit ke kompetici o Ziviny. Abe et al., (2009) kromé vlivu
typu inokula na prokysani mléka sledoval i vliv inkubacni teploty. Byly testovany 3 rtizné
fermentacni teploty bifidobakterii, a to teploty 37 °C, 39 °C a 41 °C. Podle jeho vysledk,
pocty bifidobakterii kultivované pti 37 °C byly nejvyssi a ve srovnani s teplotou 41 °C byl
rozdil dokonce 1 statisticky vyznamny. Piesto ale pocty bifidobakterii u vSech tifech
sledovanych teplot byly vy$si nez je 10" KTJ/ml, coz je dalezité predeviim z hlediska
vyrobku stanoven na 10° KTJ/ml. V nagem experimentu byla zvolena teplota fermentace 37
°C a v této teploté bylo mléko fermentovano po dobu 24 hodin. Z naSich vysledka vyplyva, ze
vSechny tfi testované mléka jsou vhodnym substratem pro bifidobakterie. Z testovanych 23
kmenti nebylo schopnych narGist alespoi vmnozstvi 10° KTJ/ml pouze 3 kmeny.
V nejvyssSich poctech vSemi sledovanymi kmeny bylo prokysano mléko kravské, kde se
pramérné poéty pohybovaly okolo 10° KTJ/ml. Upln& Nejlépe bylo prokysano ovei mléko
ktizle¢imi kmeny, kde primérny nartst byl 10,28 + 0,39 log KTJ/ml, na druhou stranu lidské
a teleci kmeny toto mléko prokysaly v poétech okolo 10° KTJ/ml.

Kromé schopnosti prokysani mléka musi byt schopny bifidobakterie v daném mlééném
produktu i piezivat. Podle zakona by bifidobakterie m&li byt v podtu vy$sim nez 10° KTJ/ml
po celou dobu trvanlivosti vyrobku. Schopnost piezivat miiZze byt ovlivnéna vice faktory a
jednim z nich je vysledné pH produktu. Kone¢nym produktem metabolismu bifidobakterii je
kyselina mlé¢n4 a kyselina octova v poméru 2 : 3 (Biavati et al., 2000). V provozu, se tento
pomér méni v zavislosti na Zivné pid¢, mnohdy se vytvoii urité mnozstvi kyseliny mravenci
a ethanolu, které zméni vysledny pomér hlavnich konecnych produkti (Maxa a Rada, 1996).
Bifidobakterie patfi mezi acidorezistentni bakterie, to znamend, Ze optimalni pH jejich rlstu

je mirné kyselé a pohybuje se v rozmezi 6,5 — 7,0, ale jsou schopny pfezivat i niz$i hodnoty.
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Naptiklad Bifidobacterium animalis je schopny piezivat i pii hodnotach pH 3,0 — 5,0
(Goodfellow et al., 2012). To znamenda, ze kyselé prostiedi fermentovanych mléénych
vyrobki neni piekdzkou pro jejich prezivani. Ov¢i, kozi a kravské mléko maji podobné pH,
pH ov¢iho mléka se pohybuje v rozmezi 6,51 — 6,71, kravské mléko ma pH 6,65 - 6,71 a pH
koziho mléka je 6,50 — 6,80 (Park et al., 2007). Kone¢né pH mlé¢ného vyrobku, ktery byl
zfermentovan, by nemélo klesnout pod hranici 4,6, aby nedoslo ke snizeni mnozstvi
bifidobakterii (Lourens-Hattingh and Viljoen, 2001). Curda et al. (2004) ve své studii uvadi,
ze Bifidobacterium longum je tolerantnéj$i k nizkému pH nez Bifidobacterium bifidum.
V experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo zjisténo, Ze Spatné prezival B. bifidum JKM
izolovany z traviciho traktu kojence, ve vSech tfech druzich mlék. Tento kmen je velmi
vnimavy na vnéj$i podminky, mezi které patii 1 pH. Izolat JKM piezival v kozim po dobu
delsi nez 50 dni, naopak v mléce kravském nebyl schopny tento kmen ptezivat déle nez 25
dni. Lepsi pufrovaci schopnost koziho mléka je mozny duvod, pro¢ tento kmen B. bifidum
piezival déle v mléce kozim nez v mléce kravském (Park et al., 2007).

V nékterych potravinach je vzhledem k citlivosti bifidobakterii na kyslik obtiznéjsi
zajistit dostatecny nartist a jejich nasledné ptrezivani. Zvyseni stability bifidobakterii béhem
skladovani je mozné docilit pomoci ptidani prebiotik (vétSinou oligosacharidy) do vyrobku
(Lourens-Hattingh and Viljoen, 2001). Dal§im faktorem, ktery miize pozitivné nebo negativné
ovlivnit prfezivani bifidobakterii v mlécném produktu, je teplota, ve které jsou testované
vzorky uchovéavany. Abe et al. (2009) ve své studii zkoumal vliv dvou teplot v pribéhu
skladovani na Bifidobacterium longum v jogurtu. Zjistili, ze po dobu 4 tydni byly poéty
bifidobakterii jak pti 5 °C tak i pii 10 °C vyssi nez 10° KTJ/ml. Piezivéani bifidobakteri pii 5
°C sledovali dokonce o dva tydny déle a ani v Sestém tydnu jejich studie neklesly pocty
bifidobakterii pod 10° KTJ/ml. Raeisi et al. (2013) pouzili ve svém experimentu skladovaci
teplotu 4 °C, pii této teploté uchovaval 24 mlécnych fermentovanych vzorkt, obsahujici
bifidobakterie, po dobu jejich expirace (7-26 dni). Na konci expirace kazdého vzorku provedl
testovani a 23 z24 fermentovanych mléénych produktli obsahovalo pocty bifidobakterii
vysSich nez 10° KTJ/g. V této diplomové praci byla téz zvolena skladovaci teplota 4 °C, a
vétSina testovanych bifidobakterii v kysanych vzorcich mlék piezvykavei piezivaly
Vv legislativé danym poctem minimalné po dobu 25 dni. V kravském mléce neptezivalo 25 dni
v mnoZstvi vy$sim jak 10® KTJ/ml 7 kmenti a z toho byly 4 kmeny lidské. V kozim mléce
nebyly detekovany v dostate¢ném mnozstvi 5 kmenti a v ovéim mléce 6 kment, z toho byly 4
kmeny lidské. Toméankova a kol. (2008) uvadi, ze bifidobakteridlni kmeny piivodné izolované

z traviciho traktu lidi prezivaji hiie v prostfedi kravského mléka nez kmeny animélniho
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puvodu. Toto tvrzeni je evidentni i z naSich vysledki, kde kmeny lidského ptivodu prezivaly
v mléce kravském a ov€im kratsi dobu nez 25 dni.

Kromé¢ skladovaci teploty muize schopnost pfezivani ovlivnit i pfitomnost jinych
bakteridlnich druhd. Abe et al. (2009) uvadi, ze piezivani bifidobakterii v kysaném jogurtu je
zavislé na pritomnosti Lactococcus lactis. Pti pouziti startovaci kultury, ktera obsahovala L.
lactis, byl narist a doba pifezivani bifidobakterii vyrazné vétsi nez v pripadé, ze startovaci
kultura neobsahovala L. lactis. Jeho vyzkum dokazal, Ze pfitomnost L. lactis zlepSuje
prezivani bifidobakterii v jogurtu. Negativni vliv na schopnost piezivani bifidobakterii
v mléénych vyrobcich mize mit obsah ovocného koncentratu, ktery mize obsahovat rizné
inhibitory rastu (Raeisi et al., 2013). Dva testované ochucené produkty s obsahem probiotik
nesplnovaly deklarované mnozstvi bifidobakterii a to mnoZstvi 10° KTJ/g. Naopak Esp1'rito
Santo et al. (2010) uvadi, ze pfidanim duZiny ovoce Acai do fermentované¢ho odtu¢néného
mléka byly zvySeny pocty Bifidobacterium longum a B. animalis ssp. lactis oproti mléku,
které nebylo takto obohacené.

Varga et al. (2014) testovali narist a dlouhodobé pieZivani smés tii bakterii ve
velbloudim, kravském, kozim a ov¢éim mléce. Inokulovana smés ABT obsahovala
Lactobacillus acidophilus (A), Bifidobacterium animalis ssp. lactis (B) a Streptococcus
thermophylus (T). NejvysSich poéti ztestované smési ABT, po prokysani i b&éhem
skladovani, dosahoval S. thermophylus, jehoZ po&ty po celou dobu neklesly pod hodnotu 10°
KTJ/ml. Narust zbylych dvou byl odrazem tak vysokého nartstu S. thermophylus, proto poéty
B. animalis ssp. lactis byly po prokysani v rozmezi 10° -10° KTJ/ml. Tento kmen je
pravdépodobné zvifeciho pivodu a je blizky s druhem B. animalis ssp. animalis. V této
diplomové praci bylo sledovano piezivani né€kolika kmeni B. animalis ssp. animalis
izolovanych bud’ z telat, nebo z jehnat. VSechny sledované kmeny byly schopny piezivat
v mnoZstvi vy$§im nez 10° KTJ/ml v kravském a v kozim mléce po dobu 55 dni, a v ov&im
mléce po dobu 37 dnt. Jedinou vyjimkou byl testovany kmen 017III1 (B. animalis ssp.
animalis), ktery nebyl schopen prokysat kozi mléko. Bifidobacterium animalis ssp. lactis je
bézn¢ pouzivanym kmenem v mlékarenském primyslu. Je tolerantni k nizkému pH a
ptitomnosti kysliku, proto je vhodny do fermentovanych mlé¢nych vyrobkl (Goodfellow et
al., 2012).

Z vysledkl diplomové prace vyplyva, ze prezivani bifidobakterii v mléce prezvykavct je
kmenové specifickou vlastnosti. S ohledem na druhovou pfislusnost bylo porovnano
dlouhodobé ptezivani péti bifidobakterialnich kmend druhu B. animalis ssp. animalis a ¢tyt

bifidobakterialnich kment druhu B. choerinum. Pti porovnani jednotlivych grafi pfezivani ve
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ttech riiznych druzich mlék v rdmci jednoho druhu, je vidét, ze kazdy kmen je schopny jinak
prokyséavat a jinak dlouhou dobu piezivat v jednotlivych mlékach. Z toho diivodu je vhodné,
aby v ptipad¢é zavedeni nového probiotického bifidobakterialniho kmene na trh, ktery ma byt
podéavan v mléénych vyrobcich, byla otestovana jeho schopnost fermentace a dlouhodobého

prezivani v mlécnych vyrobcich.

7.2 Rist bifidobakterii v mlé¢nych krmnych smésich pro telata

Mlécné nahrady pro prezvykavce na rozdil od nativniho mléka obsahuji 1 jiné sacharidy
nez je laktéza a od ni odvezené oligosacharidy. Mlécné napoje jsou obohaceny o
sojoproteinovy koncentrat, ktery mimo bilkovinné slozky obsahuje 1 potravni vlakninu soji.
Potravni vlaknina s6ji je kromé jiného slozena i z nestravitelnych oligosacharidi jako jsou
rafindza, stachyoza a verbaskoza (Prugar et al., 2008). Oligosacharidy rafind6zové fady mohou
byt nékterymi probiotickymi bakteriemi vyuzivany jako zdroj energie (Touhy et al., 2005).
Rada et al. (2008) uvadi, Ze nckteré bifidobakterie jsou schopny rist na téchto
oligosacharidech. V této studii testovali rtst bifidobakterii na stachyoze a rafinéze. Ackoli
bifidobakterie byly schopné rlst na obou oligosacharidech, v ptipad¢ pouziti stachydzy byl
evidovan vysS$i narast bifidobakterii. VSechny testované bifidobakteridlni kmeny byly
schopné jako zdroj energie vyuzivat tyto oligoosacharidy. Vyjimkou byl kmen B. bifidum
JKM (Rada et al., 2008, Goodfellow et al., 2012). V této diplomové praci kmen JKM (B.
bifidum) narostl v mléénych krmnych smésich v pomérné vysokych pocétech a to prumérné
8,96 + 0,10 log KTJml. Ztohoto poznatku lze usuzovat, Ze hlavnim zdrojem uhliku
v mléénych ndhradach je laktéza a ze RSO jsou obsazeny v nahrazkach v minoritnim
mnozstvi. Obsah oligosacharidii bohuzel neni deklarovan vyrobcem, ale je mozné usuzovat
pfitomnost oligosacharidii na zdklad€ pfitomnosti sojoproteinového koncentratu ve smési pro
telata. Vyhodou RSO je, Ze nejsou stravené v horni ¢asti traviciho traktu pfeZvykavci a
mohou slouzit jako zdroj energie pro bifidobakterie, které jsou jiz pfitomné v intestinalnim
traktu mlad’at prezvykavcei.

Mlécné ndhrady pro mlad’ata prezvykavcl jsou podobné jako mléko prezvykavcl taky
vhodnym zdrojem pro rist bifidobakterii. VéEtSina testovanych kment prokysala MKS ve

vysokych poétech v rozmezi 10° — 10° KTJ/ml.
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8 Zavér

Na zaklad¢ vysledkii této diplomové prace je vyvozen zavér, Ze schopnost prokysat
mléko a dlouhodobé v ném piezivat je kmenové specifické. Vysledky vyvratily hypotézu, ze
kmeny izolované z daného animalniho druhu budou nejlépe prezivat v mléce téhoz zvirete.
MIéko je dobrym substratem pro rast a prezivani bifidobakterii, vétSina splnila legislativni
nafizeni a to, Ze byly piitomny v mnozstvi vy§§im 10° KTJ/ml po dobu minimaln& jednoho
mesice. Vysledky zaroven potvrdily hypotézu, ze mlécné krmné smési pro telata jsou

vhodnym substratem pro rust bifidobakterii.
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