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Souhrn

Dnesni uspéchany zivotni styl, spolu s dal$imi faktory, jako je charakter stravy,
uzivani 1éka (napf. antibiotik) ¢i n€ktera onemocnéni, miize mit negativni vliv na slozeni a
spravnou funkci stfevni mikroflory, coz mize vyvolat poruchy stfevni ¢innosti. V soucasné
dobé se dostavaji do podvédomi lidi ve vétsi mife probiotické potraviny. Tyto potraviny
obsahuji bakterie prospé$sné pro lidsky organismus. Jde predevS§im o zastupce z rodu
Lactobacillus,  Bifidobacterium a  Streptococcus. Vhodné slozeni probiotickych
mikroorganismi v potravé umoznuje obnovu stfevni mikrofléry a zvySeni obranné reakce
organismu.

Cilem bakalarské prace bylo stanoveni poctu Zivych bunék bakterie Lactobacillus
casei v probiotickych vyrobcich a potravinach. Byla pouzita rizna selektivni média a
izolované kolonie byly identifikovany pomoci biochemickych testi API 50 CHL.

Ke stanoveni Lactobacillus casei v mléénych vyrobcich byla pouzita zivnd média
Rogosa, MRS - B a MRS - LP. Pii stanoveni Lactobacillus casei v probiotickych tabletach
média MRS, M - RTLV, MRS - V. Jako kontrola ristu bakterii na téchto agarech byly
pouzity sbirkové kultury: L. casei 1752, L. casei Shirota, L. casei Danone, L. casei, L.
paracasei subsp. paracasei (Yakult), L. paracasei subsp. paracasei, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus.

Zivné piidy MRS - B a MRS - LP byly schopny spolehlivé inhibovat rist startovacich
kultur v mlécnych vyrobcich (Streptococcus thermophylus, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus). Tato média lze pouzit k vycisleni obsahu Lactobacillus casei pokud se vyskytuje
ve vyrobku spolecné jen se zakladni startovaci kulturou. Pii kultivaci s Lactobacillus
acidophilus nelze tyto dvé bakterie spolehlivé odlisit.

U agaru M - RTLV byla potvrzena jeho schopnost selektovat bakterie Lactobacillus
casei, Lactobacillus paracasei a Lactobacillus rhamnosus od vétSiny laktobacili a
bifidobakterii.

Zivna ptida MRS - V méla selekéni schopnost zaloZenou na vysoké teploté kultivace a
pridavku antibiotika Vancomycinu. Jeji inhibi¢ni schopnost se nepotvrdila.

V bakalaiské praci pouzity biochemicky test API 50 CHL nebyl vhodny pro
identifikaci Lactobacillus casei. Pti identifikaci sbirkovych kultur API 50 CHL byly vSechny
kmeny Lactobacillus casei urceny jako Lactobacillus paracasei subsp. paracasei. Pti

identifikaci bude Iépe vyuZziti jiny biochemicky nebo geneticky test.



Obsah probiotické bakterie Lactobacillus casei v testovanych tabletach se pohyboval
v rozmezi 10° az 10° KTJ. Jednotlivé druhy tablet se v obsahu probiotické bakterie statisticky
vyznamné liSily. Vzorky €. 2, 4, 7 vykazovaly niz8i narist Lactobacillus casei nez je
deklarovano vyrobcem. Obsah se vsak pohyboval nad 10° KTJ coz je stale v souladu
s vyhlaskou Ministerstva zemédélstvi.

Niz$i narlst na zivné puadé mohl byt zpiisoben selekénimi vlastnostmi pidy, ktera
nevytvofila zcela idealni podminky pro rist Lactobacillus casei.

Obsah Lactobacillus casei v testovanych mléénych vyrobcich se pohyboval v rozmezi
10* az 10’ KTJ. U vzorku &. 10 byl obsah bakterie mensi nez 10° KTJ a nesplitoval vyhlaskou
stanovené minimum. U ostatnich vzork byl nértst vyrovnany a hodnoty na jednotlivych
médiich se statisticky vyznamné neliSily.

Pro dalsi ur€ovani poctu zivych bun€k Lactobacillus casei v probiotickych vyrobcich

by bylo zajimavé vyzkouset zivnou ptidu LC — agar jak navrhuje Ravula a Shah (1998).

Kli¢ova slova: Lactobacillus casei, probiotika, travici trakt, M — RTLV agar, API 50 CHL



Summary

Today’s fast-paced and hurried lifestyle along with other factors such as types of food,
pharmaceutical drug administration (e.g. antibiotics) or some types of diseases can negatively
influence composition and function of gut microflora leading to intestinal disorders. People
are more aware of probiotic foods nowadays. Probiotic foods are any foods that contain live
bacteria beneficial for human digestive system. The most common of these are Lactobacillus,
Bifidobacterium and Streptococcus. Right composition of probiotic microorganisms in food
can bring significant health benefits including regeneration of the gut microflora and
enhancement of the immune system.

The aim of this work was to enumerate total numbers of live Lactobacillus casei
bacteria cells in probiotic products and foods. Various selective mediums were used and
isolated colonies were identified using API 50 CHL biochemical tests.

Rogosa, MRS - B and MRS - LP growth mediums were used to identify Lactobacillus
casei in dairy products. MRS, M - RTLV and MRS - V growth mediums were used to
identify Lactobacillus casei in probiotic tablets. Following bacteria cultures were used as
bacteria growth control: L. casei 1752, L. casei Shirota, L. casei Danone, L. casei, L.
paracasei subsp. paracasei (Yakult), L. paracasei subsp. paracasei, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus.

MRS - B and MRS - LP growth mediums were able to reliably inhibit starter cultures
in dairy products (Streptococcus thermophylus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus).
These growth mediums are suitable to be used to enumerate number of Lactobacillus casei if
there is only starter culture present in the product. When there is also Lactobacillus
acidophilus present in the culture, it is impossible to reliably differentiate these two bacteria.

M - RTLV agar was evaluated to be suitable to select Lactobacillus casei,
Lactobacillus paracasei a Lactobacillus rhamnosus bacteria from most of other Lactobacillus
and Bifidobacterium.

MRS - V growth medium with Vancomycin antibiotics added, cultivated at high
temperature is suitable for enumeration. Its ability to inhibit the growth was not confirmed.

API 50 CHL biochemical test used in this work was not suitable for Lactobacillus
casei identification. All Lactobacillus casei strains were identified as Lactobacillus paracasei

subsp. paracasei when API 50 CHL growth medium was used.



Number of Lactobacillus casei probiotic bacteria in tested tablets ranged between
10° to 10° CFU. Each type of tablet showed significant statistical difference in number of
probiotic bacteria. Growth of samples No. 2, 4, 7 was lower than was declared by
manufacturer. The number was still over 10° CFU according to Ministry of Agriculture
regulation.

Lower growth on growth medium could be caused by selective quality of medium that
did not create ideal conditions for Lactobacillus casei growth.

Number of Lactobacillus casei in tested dairy products ranged between 10* to 10’
CFU. Number of probiotic bacteria in sample No. 10 was lower than 10° CFU and therefore it
didn’t meet the minimum number determined by regulation. Growth of all other samples was
balanced and individual medium figures didn’t significantly differ.

It would be interesting to try LC - agar as growth medium for further Lactobacillus

casei live cells enumerating as suggested by Ravula and Shah (1998).

Key words: Lactobacillus casei, probiotics, gastrointestinal tract, M — RTLV agar, API 50 CHL
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1. Uvod

Dnesni uspéchany zivotni styl, spolu s dal$imi faktory, jako je charakter stravy,
uzivani 1éka (napf. antibiotik) ¢i n€ktera onemocnéni, miize mit negativni vliv na slozeni a
spravnou funkci stievni mikroflory, coz mtize vyvolat poruchy sttevni ¢innosti.

Do poptedi zajmu spotiebiteld se proto v soucasné dobé dostavaji ve vEétsi mife
probiotické¢ potraviny. Probiotick¢é potraviny obsahuji bakterie prospésné pro lidsky
organismus. Jde pfedev§im o zastupce z rodu Lactobacillus a Bifidobacterium.

Pii spravném sloZeni probiotickych kmenti dochazi k obnové stfevni mikroflory a
zvyseni obranné reakce organismu. Dnes je popsdno mnoho pozitivnich G¢inkl probiotickych
bakterii na nd$ organismus, ale jen malo znich je skute¢né¢ podlozeno dlouhodobym
vyzkumem. Mezi pozitivni U€inky patii napf. zlepSeni zaZivani, pravidelnost stolice, zvySeni
odolnosti proti priiniku infekci, posileni intestindlni mikroflory pfi tlumeni alergickych reakci,
zlepSeni kvality Zivota pacientll se zanétlivym onemocnénim stfev, zmirnéni symptomil
intolerance laktdzy. V soucasné dob¢ se o probiotikdch mluvi také jako o pomocnikovi proti
vzniku rakoviny tlustého stfeva. Rakovina tlustého stfeva je dnes velmi rozsifena a vhodnou
stravou se ji da predejit.

Probiotické bakterie jsou v potraviné ve formé zivotaschopnych bunck, kterych je
k jejich ucinku potieba velké mnozstvi. Bakterie musi byt schopné projit travicim traktem a
odolat kyselému prosttedi zaludku. V misté plisobeni musi byt schopné se mnozit. Vyhlaskou
Ministerstva zem&d&lstvi je ureno, e probiotické vyrobky musi obsahovat nejméng 10° KTJ
bakterii v 1 ml nebo 1 g. Toto minimum je nutné u vyrobkt sledovat a dodrzovat teploty
skladovani a spravnou piepravu. Pfi poruseni teplotniho rozmezi u daného vyrobku béhem
dopravy od vyrobce ke spotifebiteli muze totiz dojit k poklesu poctu bakterii a ke
znehodnoceni vyrobku.

Zajem lidi a védcii o probiotika bude nejspiSe i v budoucnu stoupat. K lidem se
informace o probiotickych bakteriich dostavaji pfedev§im od vyrobci, zreklamy a jinych
médii. Mnoho vyrobcil se tyto bakterie snazi ptidavat do velkého mnozstvi svych produkti,
jako jsou napt. zakysané mlééné vyrobky, ovocné $tavy, jogurtové napoje, salamy.

Je dilezité funkci téchto bakterii 1 nadale zkoumat a zjiStovat jejich ptinos pro lidsky

organismus.



2. Literarni reSersSe

Mikrobiologie ptfedstavuje souhrn véd, které se zabyvaji studiem mikroorganismda.
Jako mikroorganismy oznacujeme jednobunécné nebo vicebunécné organismy viditelné
pouze mikroskopicky, které jsou schopny tvofit samostatné funk¢éni jednotky. Z hlediska své
struktury jsou mikroorganismy zna¢né heterogenni skupinou, jejich spole¢nym znakem jsou
velmi malé rozméry jejich tél, od ne€kolika desetin mikrometri (um) po nckolik desetin
milimetrii (odtud nazev — mikros znamena tecky maly). Mezi mikroorganismy fadime viry,
bakterie, sinice (cyanobakterie), archea, prvoky, nékteré houby a fasy. Viry nemaji buné¢nou
strukturu; bakterie, archea a sinice maji prokaryoticky typ bunky, kdezto houby, fasy a prvoci
maji eukaryoticky typ bunék.

Mikroorganismy se uplatfiuji v mnoha oblastech, studiem jejich ¢innosti se proto
zabyva tada specializovanych obort.

Potravinarskd mikrobiologie ma dlouholetou tradici, zejména pak mlékarska
mikrobiologie, kterd je zakladem mlékdrenského primyslu. Vyznamna je i mikrobiologie
masného, konzervarenského, pekarského, mlynarského a kvasného priimyslu a dalSich vyrob.
Diilezitou slozkou potravinarské mikrobiologie je mikrobiologie zkouSeni potravin a jejich
surovin vcetné¢ vody, mikrobiologicka kontrola Cistoty provozl a oball sledujicich kvalitu,
trvanlivost a hygienickou nezdvadnost potravin (Cechova a Janalikova, 2007).

Mikrobiologie ma uzky vztah k nékterym dalSim biologickym disciplindm, zejména
pak ke genetice, molekularni biologii a biochemii. Sledovani metabolizmu mikroorganismi
umoznilo vysvétlit pribéh vétSiny dilezitych biochemickych reakei, které jsou spolecné
veétsing organismu.

Clovek jiz odpradavna vyuzival Zivotni ¢innosti mikroorganismt k vlastnimu Zivotu a
umél jejich ¢innost fidit, aniz mél tuSeni o jejich existenci. Vyroba alkoholickych napoju,
kysanych napoji z mléka, vyroba syrii, octa, chleba a kyselého zeli, konzervace potravin,
zpracovani kizi, méac€eni Inu a jiné lidské ¢innosti zaloZené na ¢innosti mikroorganismil jsou

staré téméf jako lidstvo samo (Cechova a Janalikova, 2007).



2.1. Gastrointestinalni trakt

V odborné literatuie je ¢asto uvadén termin mikrobidlni ekosystém cloveka. Je tim
minéno kvalitativni 1 kvantitativni slozeni mikroflory na riiznych mistech traviciho ustroji a
vyskyt riznych biogennich a abiogennich faktor ve stejnych lokalitdich a vzéjemné
ovliviiovani téchto faktori a mikroflory. Jako eubidza je oznaCovano normalni mikrobidlni
osidleni ur¢itého biotypu v prislusné ¢asti travici trubice. To znamena, Ze mikrobiocendza je
se svym hostitelem v rovnovaze. Jestlize se ovSem jakymkoliv zpiisobem zméni prostredi,
dochazi také ke zménam v mikrobialnim osidleni (Hruby a Turek, 1989).

Mikroflora travici trubice, jak jiz bylo naznaceno, je velice komplexni ekosystém, ve

kterém existuje fada vzdjemnych vazeb. Pro jejich vymezeni se nej€astéji pouzivaji terminy:

» Symbidza - oznaCuje vztah, kdy mikroby jsou ve spole¢né, velice uzké vzajemné
vyhodné asociaci v kazdém momentu jejich souziti, coz v travici trubici nastava velmi
omezene.

» Mualismus - termin postihuje vzajemné vyhodnou asociaci.

» Komensalismus - vyhodna asociace pouze pro jednoho ucastnika bez skodlivého vlivu
na druhého.

» Parasitismus - asociace, kdy jeden z ucastnikii Zije na ukor druhého (Voftisek, 1989).

Diilezitou funkci mikrobni populace v gastrointestindlni trubici je zvySeni odolnosti
hostitele k bakterialnim onemocnéni travici soustavy. Tato situace je zplisobena predevSim
tim, ze patogenni mikroorganismy musi soutézit s indigenni mikroflérou. Obecné je mozno
konstatovat, ze pii eubidze, tj. rovnovazném vztahu mezi ZivoCichem a jeho télesnou
mikroflérou, pfitomnost mikroorganismii piindsi svému hostiteli v této oblasti pfedevsim

vyhody (Voftisek, 1989).

2.1.1. Mikroflora v jednotlivych éastech traviciho traktu

Celkovy pocet mikroorganismil v trdvicim traktu zahrnuje 400 — 500 mikrobidlnich
druhti. Je velmi obtizné stanovit tzv. normalni fyziologickou mikrofléru traviciho traktu.
Travici trakt ma totiZz pomérné Sirokou variabilitu nejen kvantitativni, ale zejména
kvalitativni. Travici trakt se 1i§i v jednotlivych geografickych oblastech, je ovlivnén

stravovacimi navyky, vyviji se béhem lidského Zivota (Zbofil, 2005).



Z klinického hlediska je normalni fyziologickd mikrofléra definovatelnd jako soubor
mikroorganismil, které mohou byt pfitomny v digestivnim traktu zdravého cloveéka. To vsak
neznamend, ze za ur¢itych okolnosti (napt. imunokompromitace pacienta v disledku choroby

¢i 1é¢by) se nemiize uplatnit jejich patogenni potencial (Zbofil, 2005).

Kvantitativni rozlozeni bakteridlni mikroflory traviciho traktu je charakterizovano
aboralnim rtistem mikroorganismd;
e 7aludek a duodenum 10' - 10° / ml mikroorganismu;
e jejunum a ileum 10* - 10* / ml mikroorganismu;

e kolon 10" -10"/ml mikroorganismu.

Kvalitativni zastoupeni v jednotlivych oddilech;

e 7Zaludek a duodenum - laktobacily, streptokoky, kvasinky;

e jejunum a ileum - laktobacily, koliformni bakterie, streptokoky, bakteroidy,
bifidobakterie, fusobakterie;

e kolon - bakteroidy, bifidobakterie, streptokoky, eubakterie, fusobakterie, koliformni
bakterie, klostridia, veillonely, laktobacily, proteus, stafylokoky, pseudomonady,
kvasinky (Zboftil, 2005).

Tab. 1: Lidska gastrointestinalni flora podle Salminena et al. (2004)

Zaludek jejunum ileum kolon

celkové mnozstvi bakterii (ml) 0- 10’ 0- 10° 10°-10° | 10°- 10"
aeroby nebo fakultativni anaeroby

koliformni bakterie 0- 10 0- 10° 10-10" | 10*10"
streptokoky aerobni 0- 10° 0- 10° 10*-10° | 10°-10"
stafylokoky 0- 10° 0- 10° 10°- 10° 10%- 10’
laktobacily 0- 10° 0- 10° 10-10° | 10°- 10"
plisné/kvasinky 0- 10° 0- 10° 10 10 10%- 10°
anaeroby

bakteroidy ojedingle 0- 10° 10°-10" | 10"-10"
bifidobakterie ojedingle 0- 10° 10°-10° | 10% 10"
streptokoky anaerobni ojedinéle 0- 10° 10% 10° 10"°- 10"
klostridie ojedinéle | ojedindle | 10>- 10" | 10°% 10"
eubakterie ojedinéle | ojedinéle | ojedingle 10°- 10"




Z ptehledu vyplyva, Ze probihd postupnd proména mikrobidlniho ekosystému od

prevahy aerobl oralné k pievaze anaerobl v abordlnich oddilech. Jejich vzdjemny pomér

ukazuje tabulka ¢. 2 (Zbotil, 2005).

Tab. 2: Proména mikrobialniho ekosystému

oddil GIT anaeroby : aeroby
tenké stievo 1:1

oralni kolon 100 : 1
aboralni kolon 1000 : 1

G. Gibson a M. Roberfroid nabizeji jiné schéma kvantitativni a kvalitativni struktury

mikrofléry traviciho traktu s ohledem na potencialni patogenni efekt. RozliSuji bakterie na

potencialné patogenni a projektivni. Potencidln€ patogenni jsou v jejich pojeti ty, které se

mohou stat zdrojem oportunni infekce bud’ piimo, nebo prostiednictvim svych toxini, pokud

kvantitativné pfertistaji uvedené mnoZstvi. Do druhé skupiny autofi zatadili mikroorganismy,

u nichZ jsou znamy projektivni vlivy, a jsou proto zadkladem probiotik. Toto pojeti je

z hlediska definice probiotik vyznamné (Tab. 3) (Zbofil, 2005).

Tab. 3: Rozdéleni mikroflory traviciho traktu s ohledem na patogenni efekt (Zboril, 2005)

Priimérny kvantitativni Bakterie Bakterie
vyskyt v travicim s patogennim s projektivnimi
traktu (10™ ml) potencialem vlivy
10 Pseudomonas aeruginosa
10 Vibrionaceae
10 Stafylokoky
107 Klostridie
10° Veilonely
10° Enterobakterie Enterobakterie
10° E. coli E. coli
10° Laktobacily
10" Sulfbakterie
1010 anaerobni grampozitivni anaerobni grampozitivni
koky koky
10" Metanogeny Metanogeny
10" Eubakterie
10" Bifidobakterie
10" Bakteroidy Bakteroidy




2.1.2.  Stievni mikrofléra v priibéhu Zivota

Novakova a kol. (2009) uvadi, ze brzy po porodu dochazi u novorozencti k ustanoveni
intestinalni flory. Optimdlni fléra novorozenci a kojencli je sloZzena z rozmanitych
bakteridlnich kment, je stabilni a jeji soucasti jsou pfevazné probiotické bakterie. Slozeni
bakteridlni flory ma velky vyznam pro zdravi, a to jak v ¢asném détském véku, tak i
v pozdégjSich obdobich.

Vzajemna komunikace mezi bakteriemi, které kolonizuji stfevo a mezi intestindlnim
epitelem, umoznuje spravnou regulaci stievni imunity a zanétlivé odpovédi. Tato interakce
imunitniho systému a bakterii je nutnd proto, aby doSlo ke spravnému rozvoji imunitnich

funkci (Novakova a kol., 2009).

Pt1 spravném osidleni stieva probiotickymi bakteriemi dochazi k:
e podpofte bariérové funkce sliznice
e podpote motility stieva
e regulaci osidleni patogennimi bakteriemi
e podpote dozravani a vyvazeni imunitniho systému

e modulaci stfevniho zanétu

Nespravné osidleni stievni sliznice vhodnymi bakteriemi s pfevahou probiotickych
kmenti je v kojeneckém véku spojeno s rizikem rozvoje fady onemocnéni, mezi néz patii
predevsim prijmova a alergicka onemocnéni.

Bronsky (2009) uvadi, Ze zdrojem osidleni stieva novorozence mohou byt bakterie
pritomné v matefském mléce matky. Jsou popisovany zejména stafylokoky, streptokoky,
laktokoky, enterokoky, laktobacily a bifidobakterie. V odbornych publikacich stoji proti sob¢
nékolik nazorh na zdroj téchto bakterii - od teorie kontaminace z okolni kiize ¢i ust kojence az
po patofyziologické teorie transportu bakterii krevnim fe¢istém.

Rada a kol. (2009) ziskali vysledky, které udavaji, Ze matefské mléko neni primarnim
zdrojem bifidobakterii pro kojence. Neexistuje ani zadné uspokojivé vysvétleni jakou cestou
by se mély bifidobakterie, popt. bakterie mlééného kvaseni do matefského mléka dostat.
Matetské mléko uvnitt mlécné Zlazy je sterilni, jako je tomu i u ostatnich savci.
Bifidobakterie jsou v matefském mléku tedy s nejvétsi pravdépodobnosti ptitomny jako
sekundarni kontaminace, pfi¢emz jako jeho hlavni zdroj se jevi sdm novorozenec, v ptipadé

ze ma plné€ vyvinutou stfevni floru s obsahem bifidobakterii.



Kala¢ (2003) uvadi, ze u dospélych jedincii je travici trakt osidlen Cetnymi a
riznorodymi bakteriemi. Nejb&znéjsi jsou bakteroidy, bifidobakterie, eubakterie, laktobacily a
klostridia. Z dosud dil¢ich vyzkumnych poznatkid bylo zjisténo, ze ve vys$im véku, zejména
po 65. roku, se slozeni mikroflory tlustého stieva nepfiznivé méni. Klesa pocet i relativni
zastoupeni zadoucich bifidobakterii i dalSich mléénych bakterii a vzrista pocet i role bakterii
zdravotné problematickych, zejména enterobakterii. Mnoho pfitomnych bakterii vSak dosud

nebylo identifikovano (Kalac¢, 2003).

2.2. Funkéni potraviny

Konec 20. stoleti piinesl ve vyzivé obyvatelstva hospodarsky vyspélych zemi novou
situaci. Poprvé v historii doSlo ke kvantitativnimu nasyceni a podafilo se - 1 kdyZ ne u vSech
jednotlivel - zajistit 1 kvalitativni stranku vyzivy. Dostatek kvalitnich potravin se stal
samoziejmosti. Nemalad Cast populace se vSak stouto situaci nedokdzala zcela vyrovnat.
Bohaté spolecnosti se potykaji s obezitou. Pfes kvalitni l€kafskou péc¢i roste vyskyt tzv.
civilizaCnich chorob. Na statisticky prikazné vztahy mezi sloZenim potravy a jednotlivymi
chorobami poukazuji stovky epidemiologickych studii (Kala¢, 2003).

Potravina miize mit 3 funkce: (1) dodavani energie ve form¢ sacharidd, lipida, tukt;
(2) dava nam radost a miizeme vnimat jeji piijemnou viini, barvu a chut’; (3) ma piinos pro
zdravi.

Termin funk¢ni potravina byl vytvofen japonskymi védci v roce 1970 a evropskou
védeckou komunitou zaveden v roce 1980 (Guo, 2009).

Funk¢ni potraviny tvofi pfechodnou skupinu mezi béznymi potravinami a Iéky.
Funk¢ni potraviny byvaji také oznacované jako nutriceutika, designer foods nebo medical
foods (Kalac¢, 2003). Tyto potraviny se maji konzumovat bézné jako soucast stravy. Jde o
potravinu, kterd ma kromé vyzivové hodnoty ptiznivy ucinek na zdravi konzumenta, jeho
fyzicky ¢i duSevni stav (Guo, 2009). Rozdil mezi funkénimi potravinami a léky spociva také
v tom, po jaké dobé se projevi jejich pfiznivé Gc€inky. U 1ékd to jsou dny aZz mésice, u

funkénich potravin to vS8ak mohou byt az desitky let (Vlkova a kol., 2009).



Legislativa se u mladé a bouflivé se rozvijejici problematiky funkénich potravin a
nutriceutik rodi pomalu. Jeji sjednoceni v ramci Evropské unie je nedofeSeno. Pfitom musi
byt legislativné vymezeno zejména:

e které potraviny mohou byt deklarovany jako funkéni,
e které prokazané zdravotni ptinosy mohou byt deklarovany na obalech,
e co deklarovat na obalech — které u¢inné slozky jsou pfitomny a v jakém obsahu

(Kalag, 2003).

2.2.1. Probiotika
2.2.1.1. Historie probiotik

Flemingovo zjisténi, ze nékteré metabolické produkty plisné Penicillium omezuji rust
patogennich mikroorganismit vedlo k zavedeni terminu antibioticky (anti = proti, bios =
Zivot).

Ptiblizné¢ vroce 1960 byl zaveden termin probioticky. Probidza oznacuje
symbiotickou asociaci dvou organismu zijicich spole¢né a poskytujicich si vzajemné vyhody.
K pfesnéjSimu vymezeni terminu probiotikum ptispéli Lilley a Stilwell, ktefi pozorovali
zlepseny rust urCitych mikroorganismi, jsou-li kultivovany v prostfedi, ve kterém byly
puvodné péstovany jiné mikroorganismy (Voftisek, 1989).

Vlastni slovo probioticky je slozeno ze dvou feckych slov znamenajicich pro a zZivot a
tim je tedy kontrastem vici antibioticky.

Historicky na probioticky vliv poprvé upozornil Mec¢nikov pifi studiu stimulace
tkédnovych a krevnich bunék. V roce 1907 publikoval Mecnikov teorii o pozitivnim vlivu
pravidelné konzumace jogurtt (Lactobacillus bulgaricus a Streptococcus thermophilus) na
dlouhovékost obyvatel v horskych oblastech Bulharska, coz souviselo, podle jeho néazoru,
s omezenim rozkladu bilkovin ve stievé mlé€nymi bakteriemi a tim i sniZeni vyskytu
toxickych latek. Ziejmé se jedna zaroven i o prvni upozornéni na pozitivni vliv mléénych
bakterii na organismus (Voftisek, 1989)

V roce 1930 byla japonskym védcem Minoru Shirota izolovana bakterie mlé¢ného
kvaSeni ze stolice zdravého ditéte. O pét let pozdéji byl vyroben prvni fermentovany mléény
napoj k podpote zdravi s kmenem, ktery izoloval a byl pojmenovan Yakult (Goktepe et al.,

2006).



2.2.1.2. Definice probiotik

Probiotika byla definovéna, jako zivé mikroorganismy, které pii poziti v dostate¢ném
mnozstvi poskytuji zdravotni piinos hostiteli, coZ znamena, ze bakterie musi spliiovat urcita
kritéria, aby byly povazovany za probiotika (Jardine, 2009).

Probiotické mikroorganismy by méli:

Byt lidského ptvodu.
Nepatogenni v ptirodé.
Odolné proti zni€eni pii zpracovani.
Odolné proti zni¢eni Zaludecnimi kyselinami a zIuci.
Mit schopnost ptilnout je stfevni epitelové tkani.
Byt schopni kolonizovat gastrointestinalni trakt.
Byt schopni produkovat antimikrobidlni latky.

Mit schopnost modulovat imunitni reakce.

YV V.V V V V V VYV VY

Mit schopnost ovlivnit metabolickou aktivitu (Guo, 2009).

Rody Lactobacillus a Bifidobacterium jsou nejcCastéjSi probiotické bakterie, ale
naptiklad kvasinka Saccharomyces cerevisiae a nékteré kmeny Escherichia coli jsou také
pouzivana jako probiotika (Sungsoo Cho a Finocchiaro, 2010). DalS§imi pouzivanymi rody
jsou Streptococcus, Enterococcus a Lactococcus. Divodem jejich vyuziti je dlouhodoba
zkuSenost s témito bakteriemi v mlékarenském primyslu, pfi produkci sildze, dale jejich
relativné snadna kultivace a v drtivé vétSiné nepatogenni charakter. Na misto pavodné
pouzivanych mlékarenskych kultur se nyni upfednostiiuji bakterie izolované z traviciho traktu
(Vlkova a kol., 2009).

Probiotika lze nalézt ve formé potravin nebo potravinovych dopliki. Potencidlni
zdravotni ptinos probiotik se mize menit v zavislosti na typu pouzitych kultur (Sungsoo Cho
a Finocchiaro, 2010).

VétSina druhit rodu Lactobacillus a Bifidobacterium jsou obecné povazovany za
bezpecné a to hlavné na zaklad¢ empirickych pozorovani:

» Laktobacily maji dlouhou historii bezpeéného uzivani, zejména v kysanych mlécnych
vyrobcich.
» Bifidobakterie a v mensi mife laktobacily jsou hlavni soucasti normalni mikroflory

traviciho traktu lidi.

» 1 pres jejich vysoky pocet ve stfevech jsou bifidobakterie a laktobacily velmi ziidka

spojovany s nemoci (Saarela, 2011).



Dokumentované zdravotni t¢inky probiotik jsou:

» Nizsi frekvence a trvani prijmt souvisejicich s antibiotiky (Clostridium difficile),
rotavirovymi infekcemi, chemoterapiemi a v mensi mife s cestovnimi prijmy.

» Stimulace humoralni a bunééné imunity.

» Snizeni nepfiznivych metaboliti napf. amonia a prekancerdznich enzymut v tlustém

stievé (Jardine, 2009).

Nedostatecné¢ zdokumentované jsou ucCinky probiotik v prevenci proti rakoving,

zlepSeni ustni mikroflory, prevenci zubniho kazu a v boji proti srde€nim chorobam (De Verse

a Schrezenmeir, 2008).
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2.2.1.3. Formy probiotik

Probiotika (jak je zndzornéno na schématu) jsou k dispozici a mizou byt podavany
v ruznych formach, zahrnujici zejména kvaSené potraviny a farmaceutické vyrobky, které
mohou byt ve formé kapsli, mikrokapsli nebo rozpustnych praskt. Z celkového trhu
s funkénimi potravinami tvoii probiotické potraviny 60 - 70 %. PokraCujici narist je
pozorovan u mléka a mléénych vyrobkl typu probiotickych potravin, ale i u fermentovanych
vyrobki, které mléko neobsahuji, napf. ovocné a zeleninové $§tavy a maso. S ohledem na
Sirokou $kalu moznosti vyuziti probiotickych kmenti u potravin se da predpokladat, ze vyvoj

téchto produktl bude i v budoucnu nadale probihat (Goktepe et al., 2006).

obiotické kmeny

SN

Potravinové pro

Farmaceutické

Tradiéni fermentov

potraviny nkéni potraviny)
MIéén¢ fermentované Novy typ Mikroorganismy
potraviny rostlinného fermentovanych vybrané pro jejich
nebo zivo¢isného potravin, které obsahuji funk¢ni vlastnosti
ptivodu a spottebované kmeny bakterii, podavané ve forme

v syrovém stavu nebo
tepeln¢ neupravené

vybrané pro jejich
funk¢ni vlastnosti:
- Probiotické
“‘Jogurty**
- Probiotické
ovocng §tavy
Obilné potraviny, které
obsahuji probiotika i
prebiotika
Dopliiky stravy

kapsli, tablet,
lyofilizovanych praska
nebo mikrokapsli
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2.2.2. Prebiotika

Prebiotika jsou nestravitelné slozky potravin, které ptiznivé ovliviiuji hostitele
selektivni stimulaci riistu nebo aktivaci metabolismu urcitého druhu bakterii podporujicich
zdravi v zazivacim traktu, a tim zlepSuji sttevni rovnovahu (Guo, 2009).

Prebiotika jsou jiz dlouhou dobu soucasti lidské stravy (Saarela, 2007).

Prokézalo se, ze tada oligosacharidii funguje jako prebiotika — ma bifidogenni
vlastnosti. Po konzumaci oligosacharidi dochazi k nadmérnému rastu bifidobakterii a ke
snizeni poctu ostatnich bakterii, napt. Clostridium perfringens, fusobakterii a bakteroidd.
Studie zabyvajici se vlivem oligosacharidii na patogenni mikroorganismus C. perfringens se
provadély na mladych dospélych jedincich, ktefi maji endogenni bifidobakterie. Dalsi
prospésnou vlastnosti bifidogennich oligosacharidil je zvySeni biomasy vykali (hmotnost a
Cetnost stolice) (Kvasnickova, 2000).
oligosacharidy, fruktany typu inulin, isomalto-oligosacharidy, laktul6za, oligosacharidy
vyrabéné ze sojovych bobti, xylo-oligosacharidy, cyklodextriny (Sungsoo Cho a Finocchiaro,
2010).

Fruktanové latky jsou pfirozenou soucasti jedlych rostlin. Kromé toho, nékterd
prebiotika jako polydextroza, byly pouzivany, jako slozky potravin po cela desetileti (Saarela,
2011). VSechna prebiotika jsou dosud nestravitelné sacharidy, liSici se velikosti od malych
alkoholickych cukrti, disacharidl, oligosacharidi az na polysacharidy (Guo, 2009). Pokud
nestravitelny sacharid podporuje rist veskeré mikroflory tlustého stfeva (bez selektivni
stimulace ur¢itého mikrobialniho druhu) piisobi jako tzv. “"colonic food”” (potravina pro tlusté

sttevo) (Kvasnickova, 2000).

Definovana kriteria prebiotik:

» Prebiotikum by nemélo byt hydrolyzovano ani absorbovano v horni casti
gastrointestinalniho traktu.

» Prebiotikum ma upravit mikroprostiedi stfeva smérem ke zdravéjsimu sloZeni.

» Prebiotikum by mélo byt selektivni substrat pro jednu nebo vice potencialné
prospésnych bakterii v tlustém stfevé. Kolonizace probiotickymi kmeny by méla byt
roz§ifena a zvySena o soucasné podani prebiotik.

» Prebiotikum ma mit celkové pozitivni vliv na zdravi a celkovou pohodu piislusného

jedince (Guo, 2009).
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2.2.3. Synbiotika

Produkty, které obsahuji jak probiotika tak prebiotika se nazyvaji synbiotika.
Synbiotika pracuji na zlepSeni stievni mikroflory (Sungsoo Cho a Finocchiaro, 2010).
Ptiznivé ovliviiuji hostitele, zlepSenim pieziti probiotickych bakterii, které¢ maji k dispozici
substrat pro fermentaci. Tim se zesiluje jejich Sance prosadit se v konkurenci s pfirozenou
mikroflérou (Jardine, 2009).

Nézev vznikl z pozorovaného jevu synergismu, coz znamend, ze zdravotni pfinos
kombinace obou ucinnych slozek je vétSi neZ soucet pifinosu kazdé z nich aplikované
samostatné.

Pro synbiotika plati udaje uvedené pro jejich jednotlivé slozky. Prednostné se
doporucuji pro kojence a starSi jedince. U nekojenych déti pomahaji zlepSovat skladbu
mikrofléry stfevniho traktu. U lidi ve v€éku kolem 55 let zaCina pomérné rychle klesat cetnost
bifidobakterii. Obé skupiny jsou citlivé vii¢i infekénim onemocnénim a synbiotika mohou
pomoci tuto dispozici zmirnit (Kala¢, 2003). Synbiotika jsou vSak mnohem vic nez jen smés
prebiotika a probiotik. Jak nazev napovida, existuje mezi témito dvéma slozkami synergie, a

proto nebude jakékoli smés nazyvéana synbiotikum (Saarela, 2007)

2.3. Pouzivané bakterialni kmeny
Bifidobacterium, Streptococcus, Lactococcus a Lactobacillus jsou rody bakterii
nejCastéji pouzivané jako probiotika. Popis jednotlivych rodil je uveden v nasledujicich

oddilech.

2.3.1. Rod Bifidobacterium

Bifidobakterie byly izolovany poprvé ze stolice kojenct jiz v roce 1900 v Némecku a
byly oznaceny jako Bacillus bifidus. Mezi 1ékaii1 a vyzivaii vzbudily znacny ohlas (Maxa a
Rada, 1996). Organismus byl pozd¢ji reklasifikovan na Lactobacillus bifidus. V roce 1924
Orla — Jensen navrhl samostatny rod Bifidobacterium. Ale az v roce 1974 byly tyto organismy
skute¢né reklasifikovany jako bifidobakterie a to diky pouziti modernich nastroji, které
zdiiraziuji jejich jedine€né metabolické cesty (Jardine, 2009).

Tento rod se fadi mezi grampozitivni bakterie a je soucasti kmene Actinobacteria,
ttida Actinobacteria, podttida Actinobacteridae, ¥4d Bifidobacteriales, Celed’ Bifidobacterium.
Podle DSMZ némecké sbirky mikroorganismli je v soucasnosti do rodu Bifidobacterium

zahrnuto 29 druhti (Kun Lee a Salminen, 2009).

13



Mikroorganismy rodu Bifidobacterium jsou nesporolujici, nepohyblivé. Mohou tvofit
kratké tyCinky, ale i stfedné dlouhé tyCinky rizné€ tvarované, rozveétvené nebo vétvici se. Lze
je nalézt jednotlive, v fetizcich, v agregatech do pismene V nebo vedle sebe palisddovité
seskupené bunky. Jsou striktn¢ anaerobni, i kdyz né€které druhy toleruji nizké koncentrace
kysliku (Kun Lee a Salminen, 2009). Naptiklad B. animalis subs. lactis je charakteristicky
tim, ze dokaze tolerovat 10 % kysliku (Jardine, 2009). Jejich optimalni riist je v rozmezi 37 az
41 °C, hrani¢ni teploty jsou v rozmezi 25 az 28 °C (minimum) a 43 az 45 °C (maximum).
Jejich optimalni hodnota pH pro rist je 6,5 az 7,0; nerostou pii pH 5,0 az 4,5 a 8,0 az 8,5
(Gorner a Valik, 2004).

Charakteristicka je tvorba acetatu a laktatu (v poméru 3:2) ze sacharidl, za soucasné
produkce malého mnozZstvi etanolu, sukcinitu a mravendanu (Silhankova, 2008).

Bifidobakterie se vyskytuji v travicim traktu drobnych i velkych zvirat. Nejvyssi pocty
jsou nalézany ve vykalech kojencti, kde se nachazi prevazné druhy B. infantis, B. breve a B.
longum (Obr. 1), zatim co u dospélych prevladaji B. adolescentis a B. longum (Maxa a Rada,
1996). Gastrointestinalni trakt clovéka obsahuje pestrou mikrofléru s odhadovanym poctem
mikroorganismi mezi 10" - 10" z nich vétsina jsou anaerobni a nachazeji se v tlustém stfevs.
Jedna se o velice slozité prostiedi, a zatim co ncékteré druhy bakterii v ném ziji trvale, jiné se
do téla dostavaji prostifednictvim jidla a jen zazivacim traktem prochazi. Zdravi dospé¢li lidé
maji v zazivacim traktu 3-6 % bifidobakterii z piivodni mikroflory (Jardine, 2009).

Bifidobakterie lze kultivovat na specialnich mediich za anaerobnich podminek.
Typické médium pro kultivaci (TPY) obsahuje: tryptikdzu, fyton, glukozu, kvasni¢ni
autolyzat a soli manganu, Zeleza, zinku a vapniku také Tween 80, cystein hydrochlorid a agar;
pH 6,5. Identifikace rodu se uskutecnuje na zakladé¢ mikroskopického obrazu bunck, tvaru
kolonii a ristu na specifickych mediich. Identifikace jednotlivych druhii druhii bifidobakterii

vyzaduje plynovochromatografické déleni a identifikaci fermentac¢nich produkta glukozy

(Gorner a Valik, 2004).

Obr. 1. Bdobacterium longum

www.jpkc.njau.edu.cn
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2.3.2. Rod Streptococcus

V taxonomii Streptokokli se casto uzivaji dva klasifikacni systémy. NejnovejSim
klasifikaénim systémem rodu Streptococcus je rozde€leni, které navrhli Schilfer a Kilpper-
Bélz. Jede o rozd¢€leni rodu Streptococcus na: pyrogeni streptokoky, ordlni streptokoky, jiné
streptokoky, enterokoky a mlééné streptokoky (Tab. 4). Pro potravinaiskou mikrobiologii je
skupinu mléénych streptokokd povysili na samostatné rody: Enterococcus a Lactococcus
(Gorner a Valik, 2004).

Jedna se o grampozitivni mikroorganismy, které netvofi spory. Buiky jsou kulaté
nebo vejcovité o priméru méné nez 2 um. V tekutém médiu jsou uspotfadany v parech,
kratkych nebo delSich fetizcich, vétSinou nepohyblivé. VétSinou fakultativné anaerobni,
kataldza — negativni. Fermentuji sacharidy hlavné na kyselinu mlé¢nou, ale netvoii vyznamné
mnozstvi plynii. Neékteré druhy fermentuji 1 organické kyseliny (malonova, citronovd) a
aminokyseliny (serin, arginin). Neredukuji dusi¢nany na dusitany.

Streptokoky se nachazeji na mukoznich membrandch tust, v dychacim, zazivacim,

urogenitalnim traktu, na pokozce zvitat, lidi a v ptirod¢ (Gorner a Valik, 2004).

Tab. 4: Rozdéleni potravinarsky vyznamnych streptokokii (Gorner a Valik, 2004)

Streptococcus  acidominimus, S. equinus,
Jiné streptokoky S. alactolyticus, S. thermophilus (Obr. 2),

S. saccharolytiticus, S. suis, S. porcinus

Enterococcus faecalis, E. faecium, E. avium,
Enterokoky E. gallinarum, E. casseliflavus, E. durans,

E. hirae, E. malodorants, E. mundtii

Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus
lactis ssp. cremoris, Lactococcus lactis ssp.
Mlécné streptokoky (Lactococcus
p v ( ) hordniae, L. raffinolactis, L. garvieae,

L. plantarum
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Obr. 2. Streptococcus thermophilus

www.jpkc.njau.edu.cn

2.3.3. Rod Lactococcus

Laktokoky se fadi mezi homofermentativni bakterie mlécného kvaSeni. Jsou to
grampozitivni, fakultativné anaerobni koky, vyskytujici se ve dvojicich nebo fetizcich. Jsou
Siroce rozsifeny v ptirode€, zeyjména tam, kde dochazi ke spontdnnimu kvaseni biologického
materidlu (mléko, rostliny) (Vlkova a kol., 2009). Optimalni ristova teplota je 37 °C
2008). Lactococcus lactis subsp. cremoris a Lactococcus lactis subsp. lactis (Obr. 3) jsou
soucasti mikroflory zdkladnich smetanovych kultur, tvoii ptevazné kyselinu mlécnou
(Zadrazil, 2002). Ne¢kter¢ kmeny Lactococcus lactis produkuji bakteriocin nizin, ktery
inhibuje rozvoj fady grampozitivnich bakterii. Tento bakteriocin se pouziva pii konzervaci

potravin (Silhankova, 2008).

Obr. 3. Lactococcus lactis subsp. lactis

www.jpkc.njau.edu.cn
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2.3.4. Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus je nejvétsi skupinou mezi bakteriemi mlééného kvaSeni, v soucasné
dobé zahrnuje vice nez 120 druhi a 20 poddruhti. Jsou zahrnuty v kmeni Firmicutes, tiidé
Bacilli, tad Lactobacillales, ¢eled’ Lactobacillaceae (Kun Lee a Salminen, 2009).

Rod byl poprvé popsan v roce 1901 Beijerinckem (Gorner a Valik, 2004). V roce 1919
laktobacily roztfidil Orla-Jensen do tfi skupin (termobakterie, streptobakterie, betabakterie) a
to podle jejich rastové teploty a podle morfologickych a fenotypovych ryst (Tab. 5)
(Plockova a Bfezina, 1988).

Podle Gornera a Valika (2004) jsou laktobacily rozdéleny do tfi skupin podle jejich
fenotypovych vlastnosti a zkvasovani cukra (Tab. 6).

Laktobacily jsou grampozitivni, netvoti spory, neprodukuji katalazu. Jsou to anaerobni
nebo mikroaerofilni bakterie, které bézn¢ produkuji kyselinu mlécnou jako sviij hlavni

metabolit. Jsou saprofytni a velmi zfidka patogeni (Sungsoo Cho a Finocchiaro, 2010).

Tab. 5: Trideni laktobacilu podle Orla-Jensena (Plockova a Brezina, 1988)

Skupina Druh Fermentace

Lactobacillus lactis

Lactobacillus bulgaricus

Thermobacterium Lactobacillus helveticus Homofermentativni

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus delbriieckii

Lactobacillus casei

Streptobacterium Lactobacillus plantarum Homofermentativni

Lactobacillus leichmanii

Lactobacillus fermentum

Betabacterium Heterofermentativni

Lactobacillus brevis
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Tab. 6: Rozdeéleni laktobacilii podle Gornera a Valika (2004)

Skupina I

Skupina II

Skupina I1I

L. delbriieckii ssp.

L. alimentarius

L. bifermentas

delbriieckii

L. delbriieckii ssp. bulgaricus | L. bavaricus (L. sake) L. brevis

L. delbriieckii ssp. lactis L. casei ssp. casei L. buchnes
L. casei ssp.

L. helveticus L. confusus
pseudoplantarum

L. acidophilus

L. casei ssp. rhamnosus

L. divergens

L. salivarus

L. casei ssp. tolerans

L. fermentum

L. farciminis L. curvatus L. fructivorans
L. yamanashiensis L. maltaromaticus L. halotolerans
L. plantarum L. kandleri
L. sake (L. bavaricus) L. kefir
L. reuteri
L. sanfrancisciscensis
L. viridescens

Skupina I: obligatné homofermentativni laktobacily. Hex6zy fermentuji skoro
vyluéné na kyselinu mléc¢nou (>90 %) podle Embden-Meyer-Hofovych metabolickych drah;
pentézy a glukondty nefermentuji. Tato skupina obsahuje vSechny termobakterie v Orla-
Jensenovém pojeti jako i dal$i novejsi popsané druhy.

Skupina II: fakultativné heterofermentativni laktobacily. Hex6zy fermentuji skoro
vyluéné na kyselinu mlé¢nou podle Embden-Meyer-Hofovych metabolickych drah, nékteré
druhy produkuji pfi nedostatku glukosy kyselinu octovou, etanol, a kyselinu mravenci.
Pent6zy fermentuji pomoci indukované fosfoketoldzy. Tato skupina obsahuje vSechny
streptobakterie v Orla-Jensenovém pojeti jako 1 novéjsi popsané druhy laktobacild.

Skupina III: obligatné heterofermentativni laktobacily. Hex6zy fermentuji na
kyselinu mlécnou, kyselinu octovou a CO,. Pentdézy fermentuji na kyselinu mlécnou a
kyselinu octovou. Tato skupina obsahuje v Orla-Jensenovém pojeti heterofermentativni plyn
tvotici laktobacily s plivodnim pojmenovanim betabakterie a dal§i pozd€ji popsané druhy

(Gorner a Valik, 2004).
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2.3.4.1. Vyznam laktobacili

Laktobacily se nachazi ve fermentovanych rostlinnych a Zivoc¢iSnych materidlech,
mén¢ v travicim traktu lidi a zvirat, v ptidé (Sungsoo Cho a Finocchiaro, 2010). Mnoho druhii
laktobacilii 1ze nalézt jen v jedné nebo nékolika malo lokalitdch, zatim co jiné druhy jsou
mén¢ specializované a vyskytuji se na vice mistech (Jardine, 2009). Lactobacily
upfednostiiuji mezofilni az termofilni teploty. Nékteré kmeny druh L. viridescens, L. sake, L.
curvatus, L. plantarum rostou (i kdyz pomalu) pti nizkych teplotach blizkych bodu mrazu.
Bakterie rodu Lactobacillus jsou vSeobecné acidotolerantni az acidofilni. Pii fermentaci
sacharidii tvorbou kyselin snizuji kyselost prostiedi az pod pH 4,0. Kyselina mlé¢na a octova
jsou v kyselém prostiedi malo disociované a v tomto stavu plisobi spolu se nizenym pH
inhibi¢n€ aZ mikrobicidné na ostatni mikroorganismy v prostiedi, s vyjimkou jinych bakterii
mlééného kvaseni a kvasinek. Tato vlastnost laktobacill se uzite¢né uplatiiuje v potravinaiské
technologii a v intestindlnim traktu lidi a zvitat maji také pozitivni vliv (L. acidophilus a jiné)
(Gorner a Valik, 2004).

Pro probiotickou aplikaci jsou zajimavé druhy, které pteziji a potencidlné i mohou
kolonizovat gastrointestinalni trakt. V lidském orogastrointestinalnim traktu se laktobacily
nachazeji v dutin€ ustni, v zaludku a ve stievech. Typické (do probiotik fazené) produkty jsou
fermentované jogurty, jogurtové ndpoje, syry. DalS§imi probiotickymi potravinami jsou
zmrzlinové krémy, ovocné dzusy, cerealni napoje. V Evropé je L. rhamnosus pravdépodobné
nejpouzivanéjsi probiotickou bakterii v Siroké Skdle potravin. K dal§$im pouzivanym
laktobaciliim patii L. casei (Obr. 4), L. plantarum, L. johnsonii, L. reuteri a L. acidophilus
(Jardine, 2009).

Nekteré druhy a kmeny laktobacili produkuji bakteriociny. Syntéza bakteriocint je
fizena druhem plazmidd, tj. kruhovymi DNA, které nesou informaci pro syntézu bakteriocint.
Bakteriocin je bilkovina, ktera devitalizuje citlivé kmeny vétSinou stejného bakteridlniho
druhu. L. acidophilus produkuje lactocin B, ktery ma velmi uzké aktivacni spektrum piisobici
jenom na né€kolik homofermentativnich druhti blizkych L. acidophilus. Podobné bakteriociny
z L. fermentum a lactocin LP 27 izolovany z L. helveticus jsou aktivni jen vici laktobaciltim.

Laktobacily jsou citlivé viici vétSiné antibiotik piisobicich na grampozitivni bakterie.
L. delbrueckii ssp. bulgaricus se v jogurtové kultufe spolu se Streptococcus thermophilus
vyuziva na zjiSténi pfitomnosti inhibi¢nich latek, mezi nimi antibiotik v mléce (Gorner a

Valik, 2004).
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2.3.4.2. Kaultivaéni vlastnosti

Na zivném mediu tvofi rizn¢ dlouhé, zpravidla rovné tyCinky, které se Casto spojuji do
fetizk (Sungsoo Cho a Finocchiaro, 2010). Kolonie na agarovych mediich mivaji pramér
2 az 5 mm s pravidelnym okrajem, jsou vystouplé, hladké, lesklé. Zjevné slizovité kolonie
tvofi jen L. confusus. Laktobacily rostou nejlépe v slabé kyselych médiich s pocatecni
hodnotou pH 6,4 az 4,5. Rust se zastavuje, kdyz pH dosahuje 4,0 az 3,6. ZvySeny obsah CO,
rust stimuluje. VétSina roste pii nejlépe pii mezofilnich teplotach s horni hranici asi 40 °C.
Laktobacily pfi ristu v béznych médiich netvoti charakteristicky pach. V poZivatinach ovsem
pfispivaji k tvorbé jejich charakteristickych a pachovych vlastnosti tvorbou té€kavych latek
jako acetaldehydu, diacetylu, kyseliny octové, aminokyselin, a v syrech 1 H,S. Vedle
fermentovanych sacharida laktobacily vyzaduji pro sviij rust také nukleotidy, aminokyseliny a
vitaminy skupiny B. Pozadavkiim laktobacilii na komplexicitu média bézné vyhovuje Zivna
puda obsahujici fermentovatelny sacharid, pepton, masovy extrakt a kvasni¢ny autolyzat.
Dalsi ristové faktory (jako rajcatova Stava, mangan, estery kyseliny octové a olejové
jmenovit¢ Tween 80) plsobi na rist mnohych druhii stimulaéné nebo jsou pro né
nepostradatelné (Gorner a Valik, 2004).

Podle CSN 560094 se pro stanoveni bakterii rodu Lactobacillus pouzivaji kultivaéni

agary Rogosa a MRS.

2.3.4.3. Metody identifikace

Spolehliva identifikace bakterialnich druhii a kment a sprdvné pojmenovani jsou
hlavni cile taxonomické studie, ale také ma vyznamné dusledky pro primyslovou aplikaci
bakterii. Morfologie, gramovo barveni a biochemické testy se tradicné pouzivaji jako hlavni
metody pro klasifikaci druhti laktobacili; tyto metody se dnes potad pouzivaji. Laktobacily
byly rozdéleny podle svych fenotypovych a biochemickych charakteristik do tfi skupin.
Fenotypové analyzy jsou casové ndrocné a vyzaduji technické dovednosti. Navic jak je
vSeobecné zndmo kmeny a druhy laktobacilit maji Sirokou fenotypovou variabilitu. Mnoho
studii dnes zdlraznuje, Ze je fenotypova klasifikace nevyhovujici. Fenotypové testy jako napf,

API 50 CH dnes slouzi jen jako doplitkové testy (Kun Lee a Salminen, 2009).
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Singh et al. (2009) uvadi, Ze s rozvojem molekuldrni biologie vznikly nové metody
pro spravnou identifikaci a charakterizaci laktobacilti a nahradily tak tézkopadné fenotypové
metody. Metody molekularni jsou velmi rychlé, spolehlivé a opakovatelné. Jde predevsim o
genetické sondy, gelovou elektroforézu v pulznim poli (PFGE), polymorfizmus délky
amplifikovanych fragmentti (AFLP), restrikéni analyzu amplifikované rDNA (ARDRA),
ndhodnou amplifikaci polymorfni DNA (RAPD), elektroforézu v denatura¢nim gradientu
(DGGE), polymerazovou fetézovou reakci (PCR).

Obr. 4. Lactobacillus casei

www.jpkc.njau.edu.cn

2.3.4.3.1. Lactobacillus casei

Lactobacillus casei je Siroce rozsiten v ptirode, izolovan z mnoha mlécnych vyrobki,
silazi a traviciho taktu mnoha druhti zvitat. L. casei ma Siroké rozmezi pH a teploty v kterém
dokéze rust. NejCastéjsi pouziti Lactobacillus casei je primyslové, zejména v mlécnych
produktech. Bylo nalezeno mnoho kment L. casei a byly studovany aspekty jejich biologické
aktivity (Sungsoo Cho a Finocchiaro, 2010).

Perdigon et al. (1995) uvadi, ze mlécné vyrobky obsahujici bakterie mlé¢ného kvaSeni
zejména Lactobacillus casei mohou inhibovat rist karcinomu stfeva pres zvySenou aktivitu
IgA, T bun¢k a makrofaga.

Matsuzaki (1998) prokazal, ze Lactobacillus casei kmen Shirota u¢inné brani ristu
nadorovych bunck v dutin€ hrudni a vyrazn€ prodluzuje dobu pteziti u mysi. L. casei Shirota
vyvolava v dutin€ hrudni mys$i vyrobu né€kolika cytosind, jako jsou IFN - gama, IL - beta a
TNF - alfa coZ ma za nasledek inhibici riistu karcinomu.

Erdogtul a Erbilir (2005) zjistili, Ze Lactobacillus casei je rezistentni vuci velkému
mnozstvi antibiotik napf. ampicilin, vancomycin, oxacilin, cephalothin, cefodizime,

tobramycin.
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2.3.4.3.2. Kultivace Lactobacillus casei

Vinderola a Reinheimer (2000) vybirali skupinu kultiva¢nich medii pro stanoveni L.
casei, kdyz se objevi spolu s L. acidophilus, bifidobakteriemi a bakteriemi mlé¢ného kvaSeni
ve fermentovanych vyrobcich.

Lithium - propionat MRS - agar (LP - MRS) a zlu¢ovy MRS - agar (B - MRS) byly
pouzity jako selektivni nebo diferencidlni medium. VSechny kmeny probiotickych bakterii
testované v této studii, vytvorily stejné kolonie, na médiich, které jsou popsana vyse: L. casei
tvofil kolonie bilé, krémové na obou médiich s primérem v rozmezi 1,7 - 2,4 mm (LP - MRS
agar) a od 0,9 na 1,3 mm (B - MRS agar), L. acidophilus tvotil na B - MRS agar nepravidelné
svétle hnédé kolonie v rozmezi priméru 0,9 - 1,5 mm. Bifidobakterie na LP - MRS agaru
tvorily malé kulaté kolonie v rozmezi 0,7 az 1,2 mm v priméru. Tato media jsou schopna
inhibovat rast bakterii mlééného kvaSeni, které jsou obsazeny ve startovaci kultufe. Agar
B - MRS, je uzite¢ny pro selektivni rast L. casei a L. acidophilus nebo pro diferencialni vycet,
pokud se tyto bakterie objevi spole¢né ve fermentovanych mléénych vyrobcich.

Ravula a Shah (1998) vyvinuli selektivni medium LC - agar pro stanoveni L. casei
z jogurtti a kysanych mléénych vyrobki, které mohou obsahovat kmeny jogurtovych bakterii
(Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus), probiotickych
bakterii (Lactobacillus acidophilus, bifidobakterie) a L. casei.

Zivné médium LC - agar (sloZeni: pepton 10 g; kvasniéni extrakt 1 g; Lab Lemco 4 g;
dihydrogen fosforeCnan draselny 2 g; sodium acetat 3 g; triamonium citrat 1 g, siran
hoteCnaty 0,2 g; siran manganaty 0,05 g; hydrolysat kaseinu 1 g; tween 80 1 g; agar 15 g;
bromkresolova zelen 6 ml; destilovana voda 1000 ml) u kterého je pH upraveno na 5,1 se
steriluje 15 minut pti 121 °C. Poté se piida 10 ml membranove filtrovaného sterilniho roztoku
10% D (-) ribosy na 90 ml media (1 % konec¢né koncentrace) tésn€ pied nalévanim agaru.
Inkubuje se pti 27 °C 72- 96 hodin za anaerobnich podminek. Rustu Streptococcus
thermophilus je zabranéno hodnotou pH. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus netvori
kolonie, protoze neni schopen kvasit rib6zu jako zdroj uhliku. Bifidobakterie taktéz netvoftily
kolonie na LC - agaru. L. casei na agaru kolonie tvofil. LC - agar se d4 pouzit jako selektivni

medium pro Lactobacillus casei.
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Sakai et al. (2010) vyvinuli nové selektivni médium M - RTLV agar pro rozliSeni
Lactobacillus casei a Lactobacillus paracasei od Lactobacillus rhamnosus, zaloZzeny na
rozdilu zkvasitelnosti L - rhamnosy s pfidavkem antibiotik vankomycin, metronidazol a
redoxniho indikatoru 2, 3, 5 - triphenyltetrazolium chlorid (TTC).

Bakterie, které na M - RTLV agaru kvasi cukr (rhamnosa) a produkuji kyselinu
mlécnou, budou mit kolonie bilé nebo svétle Cervené, protoze indikdtor TTC je v kyselém
prostiedi potlacen. Kolonie, které cukr nekvasi, tvofi ¢ervené kolonie v disledku ptisobeni
TTC. Lactobacillus casei a Lactobacillus paracasei tvoii na agaru cervené kolonie.
Lactobacillus rhamnosus tvoti kolonie bilé, nékdy svétle rizové (samostatné ptilohy obr. 4,
5). M - RTLV agar je schopen rozliSit L. casei, L. paracasei nebo L. rhamnosus od vétSiny
bifidobakterii a laktobacild.

Pomoci tohoto média neni mozno odliSit L. plantarum, L. fermentum, L. reuteri, L.

sakei, protoze tyto bakterie na médiu tvoii kolonie podobné koloniim L. casei.
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3. Cil prace

Lactobacillus casei je probiotickd bakterie, kterd je velmi casto vyuZzivana
v probiotickych vyrobcich.

Cilem této bakalarské prace bylo stanoveni poctu zivych bun¢k Lactobacillus casei v
potravinach a probiotickych produktech. Pro tyto ucely byla testovana rizna selektivni média.

Izolované kmeny byly identifikovany pomoci biochemickych testti (API).
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4. Material a metody
4.1. Odbér vzorku

Vzorky pro mikrobiologicky rozbor a selektivni stanoveni probiotické bakterie
Lactobacillus casei byly nakupovany v maloobchodni siti. Byly pouzity ptedevSim
probiotické kapsle, ale i kysané mlécné vyrobky od riznych vyrobcil a rtizného sloZeni.
Pouzité vzorky kysanych mléénych vyrobkii obsahuji pouze bakterii Lactobacillus casei.
V probiotickych kapslich se vyskytuji i jiné druhy bakterii pisobicich pozitivné na nas
gastrointestinalni trakt. Tento fakt je nutné zohlednit pii selektivnim stanoveni.

Celkem bylo pouzito 7 vzorki probiotickych tablet a 3 vzorky mlécnych vyrobkl vzdy
po dvou opakovanich. Z kazdého vzorku byl odebran 1 ml (1 g) k vlastnimu rozboru. Vzorky
byly kultivovadny na riznych médiich. Pro ovéfeni G€innosti selektivni piidy byly vzorky
kolonii podrobeny testu API 50 CH.

U vzorkt byly zjistovany tyto znaky:

» celkovy pocet laktobacilii
» u vsech vzorki pocet probiotickych bakterii Lactobacillus casei

» u nekterych vzorkt pocet probiotickych bakterii Lactobacillus rhamnosus
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4.1.1. Charakteristika vzorku

V tabulkach ¢. 7, 8, 9 je uveden piehled vyrobku, které byly pouzity pro

rozbor, s jejich slozenim a dalSimi tdaji.

Tab. 7: Hlavni charakteristika vzorkii probiotickych tablet (ndzev, slozeni)

Cislo Nazev vrobku Slozeni vyrobku
vzorku wr (deklarované obsah bakterii)
L. acidophilus 20 %, L. casei 20 %,
1 Childern dophilus L. rhamnosus 20 %, B. bifidum 10 %,
B. longum 15 %, S. thermophylus 15 %
L. casei 28 %, L. rhamnosus 20 %,
) L. acidophilus 15 %, B. breve, Lactococcus
2 APO — Lactobacillus ATB
actobactiius lactis 5 %, S. thermophilus 5 %, B. bifidum
2 %, B. longum 3 %, L. fermentum 2 %
L. rhamnosus 34,07 %, L. acidophilus 20 %,
3 APO — Baby probio B. breve 18,04 %, B. bifidum 15,03 %,
B. infantis 6,91 %, S. thermophilus 5,91 %
B. longum 9.10%, B. infantis 9.10%, B. bifidum
4 | Probio activ s vit. B 9.10%, L. casei 9.10%, L. acidophilus 9.10%,
L. bulgaricus 2,5. 10°
. B. lactis, L. acidophilus, S. thermophilus,
5 Syn B
ynBio L. casei, B. bifidum
6 Swiss Lactobacily 5 strain | L. rhamnosus 55 %, B. breve 20 %, L. casei
dophilus 15 %, L. acidophilus 5 %, B. longum 5 %
B. longum 4,5.108, B. infantis 4,5.108,
7 | Liftea détsky probioactiv B. bifidum 4,5.10%, L. acidophilus 4,5.10%,

L. casei 4,5.10°, L. bulgaricus 1,25.10°

vlastni
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Tab. 8: Hlavni charakteristika vzorkit mlecnych vyrobkii

Cislo Nazev Slozeni ) Datum
, ., Vyrobce .
vzorku vyrobku (obsah bakterif) expirace
Bily jogurt L. casei, )
lasské Mezifici spol.
8 | nizkotucny startovaci | ¥ aoske Mezifici spo 9.8.2011
. . , S.I.0.
albert Quality | jogurtova kultura
Bily jogurt L. caseli, )
lasské Mezifi¢i spol.
9 | nizkotueny startovaci :/fjss © VICZIEL PO 9.8.2011
Price jogurtova kultura |
Jogurt L. casei, .
lasské Mezifici spol.
10 | nizkotuény - startovaci | | asske Mezifich spo 25.72011
o . , S.I.0.
borivka jogurtova kultura
Tab. 9: Doplnujici udaje k vzorkum probiotickych tablet
Cislo , . ) , .
Vyrobce nebo distributor Datum expirace Ostatni informace
vzorku
1 Pharma Agency s.r.o. 15.7.2012 S0KEI131
2 Apotex 31.3.2012 LOT 3656
3 CELL Biotech 08. 2012 CZAX 03001
4 Biomedica spol s.r.o. 1.6.2013 LOI10111
5 Pleurom Bratislava 31.12. 2011 1020610
6 Swiss Herbal remedies 03. 2013 LOT 41789
7 Biomedica spol s.r.o. 19. 2. 2012 LO1022010

4.2. Mikrobiologicky rozbor
4.2.1. Stanoveni poctu mikroorganismi
V potravinarské mikrobiologii jsou pouzivany tyto zakladni metody stanoveni poctu
mikroorganismu:
» technika stanoveni poctu pii pouziti tekutych pud
» technika stanoveni poctu pfi pouziti tuhych pud
» kultivace na membranovych filtrech
V préaci byla pouzita technika stanoveni poctu pii pouziti tuhych pid. Metoda je
zalozena v naoCkovani tekutého vzorku nebo jeho fedéni a fedéni pevnych vzorkl do agarové

zivné pudy, kultivace pii optimalnich podminkach a nasledném vyhodnoceni.

27




K inokulaci zivné ptidy volime tyto zptisoby:
» zalévani do pevnych pid
» roztér na povrch zivné pidy
Pfi oCkovani byla pouzita metoda zalévani do pevnych pid. Vzorky se pipetuji do
Petriho misek v mnozstvi (1 ml) a nasledné se ptelévaji zivnou pidou. Krouzivymi pohyby
miskou v horizontdlni poloze promichdme agar s napipetovanym vzorkem. VSe je nutné
provadét ve sterilnim prostfedi. NaoCkované misky se kultivuji dnem vzhiiru v termostatu. Po

urcité dobé inkubace se vyrostlé kolonie pocitaji.

4.2.2. Priprava fedici Fady

Pied vlastnim mikrobiologickym rozborem je nutné si ptipravit fedici fadu. Redici
fadu pouzivame ktomu, abychom dosahli pottebného tedeéni, které¢ odpovidd poctu
mikroorganismi ve vzorku.

Redici fady jsou sterilni, proto musime postupovat tak, aby nebyly kontaminovany.
Vsechny lahvicky je nutné pfed odbérem ozehnout. Pii pfevadéni suspenze z jedné lahvicky
do druhé pouzivame vzdy novou sterilni injek¢ni stiikacku s jehlou.

Do prvni lahvicky v fedici fadé se prenese jehlou 1 ml vzorku a promicha se. Vznikne
tak fedéni 10 . Novou injekéni sttikatkou se odebere 1 ml suspenze z fedéni 10 ™' a pievede
se do nové lahvitky a promicha se (fedéni 10 ?). Takto se pokracuje az do feddni 10 * nebo

10 ? podle toho, jaky je uvedeny obsah kultury ve vzorku.

4.2.3. Stanoveni poctu Lactobacillus casei

Bakterie Lactobacillus casei byla stanovovana u riiznych mlécnych vyrobkli a u
probiotickych kapsli. Selekce této bakterie je velmi problematickd. Rod Lactobacillus je
velmi pocetny a rizné laktobacily maji velmi podobné naroky na pteziti.

Pti stanoveni Lactobacillus casei z mléEnych vyrobkil deklarujicich pouze pfitomnost
této probiotické bakterie byly pouZity Zivné pidy MRS - LP, MRS - B, Rogosa.

Pti stanoveni Lactobacillus casei z probiotickych tablet, které obsahuji Siroké
spektrum bakterii, byla pouzita selekéni zivna ptida M - RTLV pro Lactobacillus casei a
Lactobacillus rhamnosus. Déle byla pouZita Zivnd piida MRS - V. Pro stanoveni celkového

poctu laktobacilll byla pouzita Zivna piida MRS.
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4.2.4. Sbirkové kultury

V této préaci byly pouzity také sbirkové kultury Katedry mikrobiologie, vyzivy a
dietetiky: L. casei 1752, L. casei Shirota, L. casei (Danone), L. casei, L. paracasei subsp.
paracasei (Yakult), L. paracasei subsp. paracasei, L. delbrueckii subsp. bulgaricus.

U téchto kultur byla ovéfovana jejich moznost rustu na vSech pouzitych zivnych
médiich. Déle byly n€které z téchto Cistych kultur identifikovany pomoci biochemického testu

API 50 CHL.

4.2.5. SloZeni a priprava kultiva¢nich médii

Redici Fada

SloZeni: trypton 5¢g
zivny bujon 5¢g
kvasnicni extrakt 25¢g
tween 80 0,5 ml
cystein 0,25¢

Pfesné navazené mnozstvi 12,75 g bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody a
nasledné rozvaieno. Po rozvafeni je nutna uprava pH 1 M roztokem NaOH. Zivny roztok
supravenym pH se anaerobné¢ plni to sklenénych lahvicek typu penicilinka po 9 ml.

Nasleduje sterilace pti 120 °C 15 minut.

Zivné médium Wilkins - Chalgren bujén se sojovym peptonem

SloZeni: trypton 10 g
pepton 10 g
kvasni¢ni extrakt S5¢g
pyruvat sodny lg
menadione 0,0005 g
haemin 0,005 g
Bylo navazeno 33 g Wilkins — Chalgren bujonu a ptidano:
soja peton 0,5¢g
cystein 0,05¢
tween 80 0,1 ml
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Pfesn¢ navazené mnozstvi bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody a nasledné
rozvateno. Zivny roztok se anaerobné plni do sklenénych lahvi¢ek typu penicilinka po 9 ml.

Naésleduje sterilace pti 120 °C 15 minut.

MRS agar

SloZeni: peton 10g
hovézi extrakt 8¢g
kvasni¢ni extrakt 4¢g
D (+) glukosa 20g
tween 80 1 ml
citran amonny 2g
octan sodny 5¢

heptahydréat siranu hote¢natého 02¢g
tetrahydrat siranu manganatého 0,05 ¢
dihydrogen fosforecnan draselny 2 g
agar 10g
Pfesné navazené mnozstvi agaru 65,25 g bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody

a nasledné sterilovano pii 120 °C 15 minut.

MRS - B agar

SloZeni agaru je stejné jako u agaru MRS. K piesné navazenému mnozstvi MRS agaru
65,25 g je pridan 1,5 g zluCe. Agar se zZluci se rozpusti v 1000 ml destilované vody a necha se
rozvarit. Po rozvafeni se ptridavkem kyseliny octové upravuje pH agaru na 5,6. Sterilace

probiha 15 minut pti 120 °C. Po sterilaci pH klesne na 5,4.

MRS - LP agar
Slozeni agaru je stejné jako u agaru MRS. K pfesné navaZzenému mnoZstvi MRS agaru
65,25 g jsou pfidany 2 g chloridu litného a 3 g propiondtu sodného. Agar s ptidanymi

chemikéliemi se rozpusti v 1000 ml destilované vody. Sterilace probih4 15 minut pii 120 °C.
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Rogosa agar

SloZeni: trypton 10g
kvasni¢ni extrakt 5g
glukosa 20g
tween 80 1 ml
octan sodny 17¢g
citran amonny 2¢g

dihydrogenfosforecnan draselny 6g

siran hotec¢naty 0,575 g
siran manganaty 0,12 g
siran Zelezity 0,034 g
agar 20g

Pfesné navazené mnozstvi 62 g se rozpusti v 1000 ml destilované vody. Po rozvateni

se upravuje pH agaru kyselinou octovou na pH 5,4. Agar nesterilujeme.

M - RTLV agar

SloZeni: pepton 10g
kvasni¢ni extrakt S5¢
dihydrogenfosfore¢nan draselny 6g
citran amonny 2g
tween 80 1 ml
octan sodny 25¢
agar 20g
vancomycin hydrochlorid 10 mg
metronidazol 10 mg

2, 3, 5 triphenyltetrazolium chlorid TTC ~ 30 mg

L — rhamnose 20g
solny roztok 5ml
destilovana voda 950 ml

SloZeni solného roztoku:

siran hofecnaty 11,5¢g
sulfat zelezity 0,68 g
siran manganaty 24¢g

destilovana voda 100 ml
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Vsechny slozky se navazi a rozpusti v destilované vod¢. pH agaru se upravi na pH 6
roztokem 1 M HCI. Roztok L - rhamnosy, vancomycinu, metronidazolu a TTC se steriluje
filtraci a do vzniklého agaru se pfidavaji pred zalévanim Petriho misek. Agar se steriluje 30

minut.

MRS -V agar

Slozeni agaru je stejné jako u agaru MRS. Pfesn¢ navazené mnozstvi 65,25 g se
rozpusti v 1000 ml destilované vody. Pied zalévanim Petriho misek se ptidava do agaru
antibiotikum Vancomicin v koncentraci 1 mg na 1000 ml. Zivna ptida se steriluje 15 minut pti

120 °C. Antibiotikum se steriluje filtraci.

Vsechny zivné pudy byly pted pouzitim zchlazeny na 45 - 50 °C.

4.3. Pracovni postup
4.3.1. Inokulace Zivné pudy

Z tedici tfady byla vybrdna potiebna fedéni na stanoveni poctu mikroorganismd.
Z kazdého tedéni bylo asepticky pfevedeno 0,5 ml u Petriho misek s primérem 60 mm (1 ml
v pripadé Petriho misky s primérem 90 mm) do Petriho misky. Ockovani bylo provedeno od
misky zality Zivnou pudou, kterd byla po sterilaci zchlazena na 45 - 50 °C. Krouzivym
pohybem byla suspenze s zivnou ptidou promichana. Po zatuhnuti byly Petriho misky otoCeny

a kultivovany v termostatu.

4.3.2. Kaultivace
Kultivace na rtiznych zivnych médiich probihala po dobu 72 hodin pfi riizné teplot¢ a
pii riznych prostiedi kultivace.

Tab. 10: Kultivacni podminky

Zivna pida Teplota kultivace Cas kultivace Prosttedi kultivace
MRS 37°C 72 hodin Aerobné
MRS - LP 37°C 72 hodin Aerobné
MRS - B 37°C 72 hodin Aerobné
Rogosa 37°C 72 hodin Aerobné
M - RTLV 37°C 72 hodin Anaerobné
MRS -V 43 °C 72 hodin Anaerobné
MRS -V 37°C 72 hodin Anaerobné
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4.3.3. Vyhodnoceni po kultivaci

Deskova metoda vychazi z predpokladu, Ze z jedné Zivotaschopné bunky vyroste jedna
kolonie, bylo tak mozné stanovit pocet zivotaschopnych bunék v 1 ml vzorku. Byly spocitany
kolonie na vhodnych fedénich na vSech Zzivnych padach. U jednotlivych kolonii byl
zhodnocen tvar, profil, povrch, barva, okraje. Kazda kolonie ze vSech zivnych médii byla
zkontrolovana pod mikroskopem. Nereprezentativni Petriho misky byly vyfazeny.

U nékterych vzorkl byla odebrana ¢ista kolonie typicka pro urcity rod. Kolonie byla
asepticky pievedena do tekutého kultivaéniho média W + sp a kultivovéana 24 hodin pti 37 °C.

Nasledné byla podrobena druhové identifikaci pomoci API 50 CH.

4.3.4. API

API 50 CH je standardizovany systém spojujici 50 biochemickych testii ke studiu
sacharidového metabolismu mikroorganismi. API 50 CH se pouziva ve spojeni s API 50
CHL Medium pro identifikaci rodu Lactobacillus.

Tento test se skladd z 50 mikrozkumavek pouzivanych ke studiu fermentace substratu
patficich do tfidy sacharidii a jejich derivati (heterosis, polyalkoholy, uronové kyseliny).
Fermentacni testy se oCkuji bakteridlni suspenzi v API 50 CHL Medium, ktery substraty
rehydratuji. Pfi inkubaci bakterie fermentuji latky v mikrozkumavkach, coz se projevi
zménou barvy zkumavky. V prvni zkumavce neni zddna aktivni latka z diivodu negativni

kontroly.
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4.3.4.1. Priprava izolatu pro API 50 CH

Do pftipraveného a popsaného inkubacniho boxu bylo vlozeno vSech 5 testovacich
prouzkil. Kazdy testovaci prouzek mé 10 ocislovanych zkumavek.

Po kontrole Cistoty izolatu pod mikroskopem byl cely obsah zkumavky s izolatem
asepticky pteveden do sterilni plastové zkumavky. Zkumavka byla odstfed'ovana v centrifuze
10 minut. Po odstiedéni byl roztok ze zkumavky odstranén a sediment se promyvan 1 ml
BifiPufru. Sediment s 1 ml BifiPufru byl vlozen opét do centrifugy a odstfed'ovan 10 minut.
Po odstiedéni se znovu opakovalo promyvani.

Poté se do 5 ml suspenzniho média pfidava vznikly roztok az do dosazeni 2.
zékalového stupné podle standardu. Dvounasobné mnozstvi roztoku, které je potiebné pro
dosaZeni 2. zdkalového stupné, bylo ptfidano do 10 ml inokula¢niho média pro API 50 CHL.
Médium je nutné promichat. Poté bylo inokulum plnéno do piipravenych mikrozkumavek a ty
se zakapnuty parafinovym olejem.

Cely box se kultivoval pti 37 °C 48 hodin a vZzdy po 24 hodinach byla vyhodnocena
fermentace. Vysledky se zapisuji do vysledkové tabulky.

Hodnoceni testu se provadi v identifika¢nim softwaru apiweb.
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5. Vysledky
5.1. Vysledky kultivaci

Pfi stanoveni bylo pouzito 7 druhii probiotickych tablet a 3 mlécné vyrobky
viz. tab. €. 7, 8, 9. Tyto vyrobky byly kultivovany na riznych médiich.

Tabulka ¢. 11 uvadi vysledky kultivace vzorkl probiotickych tablet na selektivnich
zivnych pidach. Agar MRS je selektivni pro bakterie rodu Lactobacillus. Zivné médium
M - RTLV agar by mélo byt selektivni pro bakterie Lactobacillus casei a Lactobacillus
rhamnosus. Tyto probiotické bakterie se na zdkladé fermentace rhamnosy barevné odliSily.
Lactobacillus casei a Lactobacillus paracasei tvofi na tomto médiu cervené kolonie a
Lactobacillus rhamnosus kolonie bilé az svétle rizové. V tabulce jsou proto uvedeny hodnoty
zvlast.

Tab. 11: Vysledky kultivace probiotickych tablet (log KTJ/g)

Cislo N i Zivné médium
7€V VZ u
vzorku MRS M-RTLVLC | M-RTLVLR
1 Childern dophilus - - -
2 | APO - Lactobacillus ATB 7,89 + 0,02° 7,54 +0,02¢ 7,19 + 0,06
3 APO — Baby probio 8,42 +0,03° Neobsahuje 8,22 + 0,05
4 Probio activ s vit. B 8,89 + 0,0301 6,59 £ 0,06" Neobsahuje
5 | SynBio 8,39 + 0,02° 8,07 + 0,05¢ Neobsahuje
Swiss Lactobacily 5 strai
6 | WIS LACTODACTY o SHAI g 5 40,06 9,82 = 0,03° 9.70 0,08
dophilus
7 | Liftea détsky probioactiv 8,12+0,12° 7,43 +0,003° Neobsahuje

Hodnoty ve sloupcich s riiznymi indexy se statisticky vyznamné lisi.
Pro srovnani byla pouzita analyza rozptylu.

LC - nartst Lactobacillus casei na zivné pudé M - RTLV

LR - nartast Lactobacillus rhamnosus na zivné pudé M - RTLV

Vzorek €. 1 nebyl statisticky vyhodnocen z ditvodu malého poctu opakovani. U toho
vzorku byly z Zivné pidy M - RTLV izolovany kolonie a ty dale podrobeny identifikaci na
API 50 CHL testu.

Na viech médiich rostly selektované bakterie v rozmezi 10° az 10° KTJ. Obsahy
bakterii ve vyrobcich se statisticky vyznamné liSily. Vzorky €. 2, 4, 7 vykazovaly niz$i narist

Lactobacillus casei nez je deklarovano vyrobcem.
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Pii hodnoceni probiotickych tablety byla také pouzita zivna pida MRS - V. Po
kultivaci na této pid¢ bylo zjisténo, Ze neptisobi dostatecné selektivné. Pii identifikaci kolonii
bylo zjisténo vice druhi bakterii.

V tabulce ¢. 12 jsou uvedeny hodnoty z kultivace mléénych vyrobkt. Vzorky byly
kultivovany na selektivnich piidach pro stanoveni bakterii rodu Lactobacillus. Zivné pudy
MRS - LP a MRS - B jsou selekéni pro rust Lactobacillus casei a Lactobacillus acidophilus.
Tato media jsou schopné inhibovat rast bakterii mlééného kvaseni, které jsou obsazeny ve

startovaci kulture.

Tab. 12: Vysledky kultivace mlécnych vyrobkii (log KTJ/g)

Cislo Nize ork Zivné médium
7€V VZ u
vzorku Rogosa MRS - LP MRS - B

YT -

8 1y Jogurt nizkotucny 7,11  0,06° 7,11 £ 0,01° 7,12 £ 0,05°
albert Quality
Bily jogurt nizkotucny a a a

9 . 7,28 + 0,09 7,33 + 0,03 7,37 £ 0,02
Price
J rt nizkotuény —

jo | oBur nzROtuChy 5,17 + 0,06 4,99 + 0,03 5,13 = 0,04°
bortvka

Hodnoty v fadcich s riznymi indexy se statisticky vyznamné lisi.
Pro srovnani byla pouzita analyza rozptylu.

Bakterie rostly na médiich v rozmezi 10* az 10" KTJ. Hodnoty mezi jednotlivymi
médii se statisticky vyznamné lisi jen u vzorku ¢. 10. U vzorku ¢. 10 byl obsah probiotické
bakterie Lactobacillus casei velmi nizky. U ostatnich vzorkli se hodnoty mezi médii

statisticky neliSily.

36




Ke kontrole riistu bakterii na riznych zivnych médiich byly pouzity Cisté kultury: L.

casei 1752, L. casei Shirota, L. casei (Danone), L. casei, L. paracasei subsp. paracasei

(Yakult), L. paracasei subsp. paracasei, L. delbrueckii subsp. bulgaricus. Vysledky jsou

uvedeny v tabulce ¢. 13.

Tab. 13: Vysledky kultivace cistych kultur na riznych zivnych médiich (log KTJ/g)

Cista kultura

Zivné médium

Rogosa MRS - LP MRS - B MRS M - RTLV
L. casei 1752 8,52 +0,06° | 8,78+0,12° | 8,88+0,04° | 885+0,03° | 7,67+0,11°
L. casei 8,19 +0,03° | 8,83 +0,04° | 8,89 =0,005° | 8,87 +0,06° | 849 +0,05"
Shirota
L. casei 9,15+0,04° | 9,14%0,08° | 9,22 +0,04” | 927+0,03° | 9,14 = 0,02°
Danone
L. casei 8,87 £0,07° | 9,09+0,09° | 9,13+0,06° | 895+0,02° | 8,53 +0,07
L. paracasei
subsp. 8,48 £ 0,006* | 8,75+0,02° | 8,49 +0,15" | 8,51 +0,008" | 8,41 =+0,02°
paracasei
L. paracasei
Subsp' ab b a ab ab

. 8,90 = 0,04 8,97 £ 0,004 8,79 +0,18 8,88 £0,03 8,90 + 0,04

paracasei
(Yakult)
L. delbrueckii
subsp. 7,10 £0,05 0 0 7,60 = 0,07 0
bulgaricus

Vysvétlivky: 0 — nenarostlo
Hodnoty v fadcich s riznymi indexy se statisticky vyznamné lisi.
Pro srovnani byla pouZita analyza rozptylu a u vzorku L. delbrueckii subsp. bulgaricus T - test.

Nartst bakterii na riznych zivnych médiich se pohyboval v rozmezi 107 az 10° KTJ.

Sest ze sedmi sbirkovych kultur tvofilo kolonie na vsech testovanych Zivnych ptdach.

L. delbrueckii subsp. bulgaricus netvoftil kolonie na médiich MRS - LP, MRS - B, M - RTLV.

Pro srovnani vysledkl L. delbrueckii subsp. bulgaricus byl pouzit T - test. Jeho hodnoty se

statisticky vyznamné li§i a roste 1épe na médiu MRS. L. paracasei subsp. paracasei tvoftil

velmi vyrovnany narGst, ktery se vyznamné statisticky liSil jen na médiu MRS - LP.

L. casei Danone tvofil na viech agarech kolonie v poétu 10° KTJ.
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5.2. Vysledky API 50 CHL

U vzorku €. 1 byly izolovany kolonie a ty pozdé&ji identifikovany pomoci API 50 CHL
jak je uvedeno v tabulce ¢. 14. Kolonie byly podrobeny identifikaci z divodu zjisténi
spolehlivosti selekce zivné pidy M - RTLV.

Kmen byl spolehlivé identifikovan, pokud jeho identifikacni skore dosahovalo vice

nez 90 % a pokud byl T index vyssi nez 0,75.

Tab. 14: Vysledky identifikace izolovanych kolonii API 50 CHL

Kolonie Vysledek API % T
Bila kolonie Lactobacillus rhamnosus 99.4 0,79
Cervena kolonie Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 1 99,8 0,95

Obé kolonie byly spolehlivé identifikovany. Bild kolonie byla identifikovana jako
Lactobacillus rhamnosus. Cervenou kolonii identifikoval API 50 CHL test jako Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei. Ve slozeni vyrobku nebyl L. paracasei uveden. Rozdil ve
fermentaci sacharidii L. casei a L. paracasei je velmi maly (samostatné piilohy tab. 1),
rozhodl jsem se proto ovefit moznost identifikace L. casei API 50 CHL a pouzit Cisté kultury.

Tabulka ¢. 15 uvadi vysledky identifikace API 50 CHL sbirkovych kultur Katedry
mikrobiologie, vyzivy a dietetiky.

Tab. 15: Vysledky identifikace sbirkovych kultur API 50 CHL

Cista kultura Vysledek API % T
L. casei Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 3 98,9 0,65
L. paracasei subsp. : . .
i Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 3 97,4 0,69
paracasei
L. | subsp.
pamca‘sel SUDP Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 1 99,5 1,0
paracasei (Yakult)
Lactobacillus casei . . .
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 1 99,9 0,81

Danone

Spolehlivé byla identifikovana ¢istd kultura, izolovand z mlé¢ného vyrobku Yakult
L. paracasei subsp. paracasei s identifikacnim skore 99,5 % a indexem T 1,0 a dale kultura
Lactobacillus casei Danone kterou API 50 CHL test vyhodnotil jako Lactobacillus paracasei

subsp. paracasei I se skore 99,9 % a indexem T 0,81.
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Sbirkova kultura L. casei byla identifikovana jako Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei s identifikatnim skore 98,9 % a indexem T 0,65. Sbirkova kultura L. paracasei

subsp. paracasei taktéz nebyla spolehlivé identifikovana.
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6. Diskuze

Cilem bakalatské prace bylo stanoveni poctu zivych bun€k Lactobacillus casei v
potravinach a probiotickych produktech. Pro tyto ucely byla testovana rizna selektivni média.

Izolované kmeny byly identifikovany pomoci biochemickych testti (API).

Sakai et al. (2010) vyvinuli nové selektivni médium M - RTLV agar pro rozliSeni
Lactobacillus casei a Lactobacillus paracasei od Lactobacillus rhamnosus. Toto médium je
zaloZzené na rozdilu zkvasitelnosti L - rhamnosy, pfidavku antibiotik vankomyecin,
metronidazol a redoxniho indikatoru 2, 3, 5 - triphenyltetrazolium chlorid (TTC). Na tomto
agaru bakterie, které kvasi cukr (rhamnosa) a produkuji kyselinu mlé¢nou, budou mit kolonie
bilé nebo svétle rizove, protoze indikator TTC je v kyselém prostiedi potlacen. Kolonie, které
cukr nekvasi, tvoii Cervené kolonie v dusledku ptisobeni TTC. Lactobacillus casei a
Lactobacillus paracasei tvoii na agaru Cervené kolonie. Lactobacillus rhamnosus tvoti
kolonie bilé, nékdy svétle riizové (samostatné ptilohy obr. 4, 5). M - RTLV agar je schopen
rozliSit L. casei, L. paracasei nebo L. rhamnosus od vétSiny bifidobakterii a laktobacili.
Médium neni schopné odlisit L. plantarum, L. fermentum, L. reuteri, L. sakei.

Vysledky této studie se shoduji s mym pozorovanim. U vzorku €. 1 byly z nejvyssSiho
fedéni izolovany vSechny narostlé kolonie. Po kultivaci byly vybrané izolaty identifikovany
pomoci API 50 CHL. Cervené kolonie byly identifikovany jako Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei 1, bilé kolonie jako Lactobacillus rhamnosus. Ob¢ kolonie byly
identifikovany spolehlivé (samostatné ptilohy obr. 1, 2).

Pro¢ API 50 CHL identifikoval Lactobacillus casei, ktery je deklarovan na vyrobku
jako Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 1 muze byt z riznych divodu.

Bud’ mohou vyrobci dévat do vyrobku misto Lactobacillus casei Lactobacillus
paracasei, nebo API 50 CHL nedokaZe pfesné rozliit tyto dvé kultury od sebe a identifikuje
L. casei jako L. paracasei. Tyto dvé moznosti byly déle oveéfovany.

Pomoci API 50 CHL byly identifikovany 4 sbirkové kultury Lactobacillus casei,
Lactobacillus casei Danone, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei a Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei izolovany z mlééného vyrobku Yakult. Spolehlivé identifikovan
byl Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (Yakult) a Lactobacillus casei Danone.
Lactobacillus casei Danone API 50 CHL test vyhodnotil jako Lactobacillus paracasei subsp.

paracasei 1 se skore 99,9 % a indexem T 0,81.
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L. casei byl identifikovan jako Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
s identifika¢nim skore 98,9 % a indexem T 0,65 (samostatné ptilohy obr. 3).

Sbirkova kultura L. paracasei subsp. paracasei taktéz nebyla spolehliveé
identifikovana. Fermenta¢ni profily L. casei a L. paracasei jsou velmi podobné (samostatné
prilohy tab. 1). Domnivam se, Ze ke spolehlivé identifikaci L. casei bude nutné vyuzivat jiné

metody napi. PCR.

Sakai et al. (2010) testovali na M - RTLV agaru schopnost riistu Sirokého spektra
bakterii. Z bakterii rodu Lactobacillus testovali sbirkové kultury Lactobacillus casei DSM
20011, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei DSM 5622 a jiné kmeny Lactobacillus
paracasei.

U dvou stejnych sbirkovych kultur Lactobacillus casei DSM 20011, Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei DSM 5622 jsem zjiStoval jejich schopnost riistu na agaru
M - RTLV.

Vysledky kultivace byly srovnatelné s vysledky Sakai et al. Na M - RTLV médiu tyto
kultury byly schopny ristu. Na agaru jsem testoval dalSich 5 sbirkovych kultu L. casei 1752,
L. casei Shirota, L. casei (Danone), L. paracasei subsp. paracasei (Yakult), L. delbrueckii
subsp. bulgaricus. Na této zivni ptid¢ byly schopny rist vSechny uvedené bakterie az na
L. delbrueckii subsp. bulgaricus. Bakterie na agaru M - RTLV tvofily malé, tmavé Cervené
kolonie.

Vsechny sbirkové kultury byly pro kontrolu riistu inokulovany na zivnou ptidu MRS,

umoziujici rast vSem bakteriim rodu Lactobacillus.

Tharmaraj a Shah (2003) uvadéji, ze Lactobacillus rhamnosus od Lactobacillus casei
lze selektivné vycislit na MRS - vancomycin - agaru (MRS - V) inkubovaném piti 43 ° C po
dobu 72 hodin, protoze L. casei nemiize rust pii této teplote.

Vysledky, kterych jsem dosahl, tyto poznatky nepotvrdily. Na Zivném médiu
kultivovaném pfii téchto podminkach byl identifikovan L. casei 1 jiné bakterie obsazené ve
vyrobcich. Domnivdm se, Ze nckteré kmeny Lactobacillus casei jsou schopny rist i pii

vysSich teplotach a jejich selekce pomoci teploty je proto sloZita.
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Vinderola a Reinheimer (2000) uvadéji ve své praci, ze média MRS - B a MRS - LP
jsou inhibitory rastu bakterii Streptococcus thermophilus a Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus.

M¢ poznatky se shoduji s témito vysledky. Pfi ovéfovani moznosti kultivace rtiznych
sbirkovych kultur na téchto médii byly schopny ristu jen kmeny Lactobacillus casei a
Lactobacillus paracasei. Sbirkova kultura Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
netvofila zadné kolonie. Zivné ptidy MRS - B a MRS - LP tedy skuteéné inhibuji riist bakterii
obsazenych ve startovaci kultute.

Vinderola a Reinheimer (2000) vybirali skupinu kultivacnich medii pro stanoveni
L. casei, kdyz se objevi spolu s L. acidophilus, bifidobakteriemi a bakteriemi mlé¢n¢ho
kvaSeni ve fermentovanych vyrobcich.

Vinderola a Reinheimer (2000) uvadéji, Ze lithium - propiondt MRS agar a ZluCovy
MRS agar byly pouzity jako selektivni nebo diferencialni medium. L. casei tvotil kolonie bile,
krémové na obou médiich s primérem v rozmezi 1,7 - 2,4 mm (MRS - LP agar) a od 0,9 na
1,3 mm (MRS - B agar), L. acidophilus tvotil na MRS - B agar nepravidelné svétle hnédé
kolonie v rozmezi priméru 0,9 - 1,5 mm. Tato media jsou schopnd inhibovat rist bakterii
mlécného kvaseni, které jsou obsazeny ve startovaci kulture. Agar MRS - B je uzite¢ny pro
selektivni riist L. casei a L. acidophilus nebo pro diferencialni vycet pokud se tyto bakterie
objevi spolecné ve fermentovanych mlécnych vyrobcich.

Ve své praci jsem zkouSel na tyto dvé média naockovat vyrobek se slozenim: L.
acidophilus, L. casei, L. rhamnosus, B. bifidum, B. longum, S. thermophylus. Rust
S. thermophylus byl inhibovan vlastnostmi téchto médii a rast bifidobakterii byl potlacen
kultivaci pfi aerobnich podminkach. Pti identifikaci kolonii na agaru MRS - B nebyly znat
zadné rozdily v barveé kolonii. VSechny kolonie byly bilé barvy. Rozdil by mohl byt pouze ve
velikosti kazdého druhu, ale to nebylo ur¢ovano.

Tato Zivna média byla pouzita pro vyCet Lactobacillus casei z mléénych vyrobki,

které obsahovaly jen Lactobacillus casei.

Obsah probiotické bakterie Lactobacillus casei v testovanych tabletach se pohyboval
v rozmezi 10° az 10° KTJ. Jednotlivé druhy tablet se v obsahu probiotické bakterie statisticky
vyznamné liSily. Vzorky ¢. 2, 4, 7 vykazovaly niz§i narist Lactobacillus casei nez je
deklarovano vyrobcem. Obsah se viak pohyboval nad 10° KTJ coz je stile v souladu

s vyhlaskou Ministerstva zemédélstvi.
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Niz$i nartst na zivné padé mohl byt zplGsoben selek¢nimi vlastnostmi pudy, ktera

nevytvofila zcela idealni podminky pro rist Lactobacillus casei.

Obsah Lactobacillus casei v testovanych mléénych vyrobceich se pohyboval v rozmezi
10* az 10’ KTJ. U vzorku &. 10 byl obsah bakterie mensi nez 10° KTJ a nespliioval vyhlaskou
stanovené minimum. U ostatnich vzorkd byl nartst vyrovnany a hodnoty na jednotlivych

médiich se statisticky vyznamné nelisily.

Pro dalsi urcovani poctu zivych bunék Lactobacillus casei v probiotickych vyrobcich

by bylo zajimavé vyzkousSet zivnou piidu LC - agar jak navrhuje Ravula a Shah (1998).
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7. Zavér

Cilem bakalaiské prace bylo stanoveni poctu zivych bunék bakterie Lactobacillus
casei v probiotickych vyrobcich a potravinach. K tomu jsem pouzival riiznd selektivni média
a izolované kolonie byly identifikovany pomoci biochemickych testi API 50 CHL.

Ke stanoveni Lactobacillus casei v mlécnych vyrobcich byla pouzita zivna média
Rogosa, MRS - B a MRS - LP. Pii stanoveni Lactobacillus casei v probiotickych tabletach
média MRS, M - RTLV, MRS - V. Jako kontrolu riistu bakterii na téchto agarech jsem pouzil
sbirkové kultury: L. casei 1752, L. casei Shirota, L. casei (Danone), L. casei, L. paracasei
subsp. paracasei (Yakult), L. paracasei subsp. paracasei, L. delbrueckii subsp. bulgaricus.

Stanoveni Lactobacillus casei z probiotickych potravin, které obsahuji velké mnozstvi
ruznych bakterii je velmi problematické. U vyrobkl, které obsahuji jen Lactobacillus casei se
daji pouzit zivné pidy MRS - LP a MRS - B. U vyrobkt se Sirokym spektrem bakterii, jako
jsou probiotické tablety, se jevi jako nejlepsi moznost pouziti zivné plidy M - RTLV agar,
ktera dokaze velké mnozstvi bakterii selektovat. V dnes Sirokém spektru vyrobki se vyskytuji
takové probiotické vyrobky osahujici 1 bakterie, které tyto ptidy nejsou schopny selektovat a
vycCisleni Lactobacillus casei je tak sloZité. Pro nalezeni selekéni pidy pro kultivaci
Lactobacillus casei je potieba se 1 nadale zabyvat touto problematikou.

U vétSiny vyrobkii byl obsah bakterii srovnatelny s deklarovanou hodnotou na

vyrobku a splioval vyhlaSkou stanovené minimum.
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9. Seznam pouzitych zkratek
GIT - gastrointestindlni trakt

C. — Clostridium

B. — Bifidobacterium

E. — Enterococcus

S. — Streptococcus

L. — Lactobacillus

ssp. — subspecies

TTC -2, 3, 5 — triphenyltetrazolium chlorid
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10. Samostatné prilohy

Tab. 1: Fermentacni profily bakterii (Krieg a Holt, 1986)

Druh

L. paracasei

subsp.
paracasei

L. casei subsp.

casei

L. casei subsp.
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Vysledky API 50 CHL:
Obr. 1: API 50 CHL cervené izolované Obr. 2: API 50 CHL bilé izolované

kolonie z vyrobku ¢. 1 kolonie z vyrobku ¢. 1

Obr. 3: API 50 CHL sbirkového kmene L. casei
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Obr. 4. Kultivace na M — RTLV agaru

Obr. 5: Kultivace na ruznych agarech
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Obrazky pouzitych vyrobki:
Obr. 6. Childern dophilus vz. ¢. 1 Obr. 7: APO — Lactobacillus ATB vz. ¢. 2
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Obr. 12: Liftea detsky probioactiv vz. ¢. 7 Obr. 13: Bily jogurt albert quality

vz. C. 8
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Obr. 14: Bily jogurt price vz. ¢. 9 Obr. 15: Jogurt nizkotucny boriivka

vz. ¢. 10

e — e
e S 3>




