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ABSTRAKT

Probiotika jsou zivé mikroorganismy s pozitivnim vlivem na zdravi konzumenta,
jestlize jsou konzumovany v adekvatnim mnozstvi. Nevyhodou probiotickych
mikroorganismu je jejich znacnd nestabilita. Vzhledem ke stale se zvySujici poptavce
po probiotickych potravinach vznika tlak na jejich kvalitu. Tato prace Snazvem
,Probiotické mikroorganismy ve fermentovanych mléénych vyrobcich® zkouma,
do jaké miry je kvalita probiotickych potravin ovlivnéna nakladanim zakaznika s nimi.
Byl proto sledovan vliv teploty (4 °C a 10 °C) a doby skladovani na pocet bakterii
mlééného kvaSeni a bifidobakterii u fermentovanych mléénych vyrobkd (jogurt
a kefirové mléko), a to pomoci kultiva¢nich metod. Bylo také provedeno stanoveni
poctu deklarovanych prospésnych bakterii u détské vyzivy.

Na zaklad¢ vysledkl tohoto pokusu lze fici, ze doba skladovani vyznamné ovlivnila
pocet sledovanych bakterii ve fermentovanych mléénych produktech, avsak legislativni
limity byly splnény i na konci jejich trvanlivosti. Pocet bifidobakterii u détské vyzivy
také odpovidal udaji na etiketé. Teplota skladovani vSak neméla, az na jeden ptipad,
na pocet sledovanych bakterii vliv. Konzumentovi fermentovanych mléénych vyrobkt
1ze tedy doporucit jejich skladovani spiSe pii nizsi teploté. Je také zadouci konzumovat

tyto potraviny co nejcerstvéjsi.

Klicova slova: stabilita probiotik, probiotické produkty, bifidobakterie



ABSTRACT

Probiotics are living microorganisms with positive impact on consumer‘s health
if consumed in adequate amounts. The disadvantage of probiotic microorganisms is its
considerable instability. Due to increasing demand for probiotic foods created pressure
on the quality of these products. This thesis called "Probiotic microorganisms
in fermented milk products”, examines how the quality is affected by customer’s
behaviour. The effect of temperature (4 °C and 10 °C) and storage time for the number
of lactic acid bacteria and bifidobacteria in fermented milk products (yoghurt and kefir
milk) was examined by cultivation methods. The number of beneficial bacteria in baby
food was also specified.

Based on the results of this experiment it can be said, that the storage time
significantly affects the amount of considered bacteria in fermented dairy products, but
the legislative limits were met even at their expiration date. The amount
of bifidobacteria in the baby food also matched the declared values. The storage
temperature didn’t affect the amount of considered bacteria observed effect, however
there was one exception. Storage of fermented dairy products at lower temperature can
be recommended for customers. It is also desirable to consume these foods as fresh

as possible.

Key words: probiotics stability, probiotics products, bifidobacteria
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1 UVOD

Za probiotika jsou povazovany zivé mikroorganismy, které pozitivné ovliviuji
zdravi konzumenta. Mozné pozitivni ucinky probiotik na lidské zdravi zminil jiz
na pocatku 20. stoleti Ellie Metchnikoff, a i kdyz je koncept probiotik zndm téméf
stoleti, jejich vyznam pro medicinské vyuziti byl docenén teprve nedavno. Konzumovat
probiotika spolu s prebiotiky pro zlepSeni stavu stievni mikroflory roste na vyznamu
nejen v humanni, ale také ve veterinarni medicing.

Z Asie se probiotika postupné dostala na trh Evropy a Ameriky a v soucasnosti je
trh s probiotiky jednim z nejvice rostoucich trhti s funkénimi potravinami, pti¢emz vice
nez polovinu trhu s probiotiky tvoii mlééné produkty.

Probiotika jsou charakterizovana jako zivé mikroorganismy s pozitivnim t¢inkem
na lidské zdravi, jsou-li konzumovana v adekvatnim mnozstvi. Probiotické G¢inky jsou
pfipisovany zejména bakteriim mlééného kvaseni a bifidobakteriim.

Zvysujici se poptavka po probiotickych potravinach vede k tlaku na vyrobce
produkovat vysoce kvalitni vyrobky s maximalnim mnozstvim Zzivych probiotickych
mikroorganismu tak, aby mél probioticky vyrobek pro konzumenta zdravotni piinos.
Stabilita probiotickych mikroorganisml je vSak v prabéhu jejich vyroby, zpracovani

a skladovani ovlivnéna celou fadou faktoru.



2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo prostudovat problematiku probiotickych
mikroorganismll a zaméfit se zejména na faktory, které mohou ovlivnit jejich pocet
Vv probiotickych produktech, nasledné provést rozbor fermentovanych mléénych
vyrobkli v urCitych intervalech skladovani a v prabéhu skladovani sledovat vliv
zvolenych faktort na jejich pocet. Ziskané vysledky nasledn¢ vyhodnotit, porovnat je
s legislativnimi limity a provést zhodnoceni vlivu jednotlivych faktort (teploty a doby
skladovani) na pocet probiotickych mikroorganismu v téchto fermentovanych mléénych
produktech. Dle ziskanych vysledkii poté navrhnout nejvhodnéjsi dobu konzumace
vybranych fermentovanych mléénych produktii, a to s ohledem na pozitivni G€inky

probiotickych mikroorganismii, v nich obsazenych, na lidsky organismus.

10



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Funkéni potravina

Primarni funkci potravin je poskytovani zivin. Funk¢ni potraviny vsak také kromé
dodavani Zivin ptsobi piiznivé na jednu ¢i vice duleZitych funkci v téle a zlepSuji tak
zdravi konzumenta a/nebo pusobi preventivné. Jsou urCeny pro zdravou populaci
a vykazuji ptiznivé ucinky jiz v mnozstvi jejich bézné spotieby. Jedna se o pfirozené
potraviny, do kterych byly pfidany nebo z nich byly odstranény uréité slozky. Muze jit
také o potraviny, u kterych je biologicka dostupnost slozek upravena technologickymi
¢i biotechnologickymi metodami (Nagpal et al.,, 2014). Funkéni potraviny tvofi
prechodnou skupinu mezi konvenénimi potravinami a léky (Kastnerova, 2011). Jednim
Z hlavnich rozdili mezi funkénimi potravinami a léky je doba, za kterou se projevi
jejich ptiznivé ucinky. U 1ékd jsou to dny az mésice, zatimco u funkénich potravin
1 n¢kolik let (Tomankova et al., 2006).

Termin funk¢ni potravina byl poprvé pouzit v Japonsku v roku 1980. Prvni funkéni
potravinou zde byl fermentovany mlécny napoj Yakult sobsahem probiotik
(Nagpal et al., 2014). Potraviny obsahujici probiotické mikrobialni kultury jsou

povazovany za potraviny funkéni (Horackova, Svirakova, 2009).

3.2 Definice probiotik

Slovo probiotikum pochazi z fectiny a znamena ,,pro zivot®. Jedna se o opak slova
antibiotikum, které znamend ,,proti zivotu® (Nagpal et al., 2014). Existuje nékolik
definic probiotik. Ta dle Fullera z roku 1989 tika, ze probiotikum je zivy mikrobialni
dopln€k, ktery pozitivné ovlivituje zdravi hostitele zlepSenim rovnovahy jeho stfevni
mikroflory. FAO/WHO (Organizace pro vyzivu a zemédélstvi a Svétova zdravotnicka
organizace) oznacuje probiotika jako zivé mikroorganismy, které pfi piijmu v jejich
adekvatnim  mnozstvi  poskytuji svému  konzumentovi zdravotni = vyhody
(Nagpal et al., 2014). Dalsi definice tika, Ze se jedna o Zivou kulturu, ktera je pfijimana
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S potravinami a ma pfiznivy vliv na stievni mikrofloru konzumenta (Kastnerova, 2011).
Jina studie zase rozsifuje pojem probiotik 0 monokultury nebo smisené kultury zivych
mikroorganismii, které u cloveéka ¢i zvifat pozitivné zlepSuji vlastnosti stievni
mikroflory (Forsythe, 2000).

Probiotika mohou byt konzumovana bud’ ve formé doplnki stravy nebo ptimo jako

soucast n¢kterych potravin (Nagpal t al. 2014).

3.3 Prebiotika

Jsou nestravitelnymi a nezivymi slozkami potravin, které selektivné podporuji rist,
pfipadné aktivitu jednoho ¢i vice probiotickych mikroorganisml tlustého stieva,
pti¢emz mohou pusobit pozitivné na zdravi konzumenta (Forsythe, 2000).

Mezi prebiotika se fadi fruktooligosacharidy, nékteré oligosacharidy a urcité
polysacharidy (Zbofil, 2005). Pfirozenym potravinovym prebiotikem je vlaknina,
vyskytujici se v zelening a obilovinach (Benes, 2009), pii¢emz prebiotika by méla tvofit
asi 20 % objemu pfijaté potravy a 10 % celkového energetického piijmu (Fri¢, 2010).

Jsou vétSinou ziskdvana extrakci zrostlin, enzymatickou hydrolyzou rostlinnych
polysacharidi nebo transgalaktosylaci katalyzovanou enzymy za pouziti mono nebo
disacharidt jako substratu a jsou Casto zac¢lefiovana do potravin, aby zlepSovala stfevni
mikrofloru konzumenta, poptipadé vylepSila organoleptické vlastnosti vyrobku
(Fu, Wang, 2014). Piidavaji se do potravin, jako jsou napoje, jogurty, susenky
¢i pomazanky (Nagpal et al., 2014).

3.3.1 Pozadavky na prebiotika

Prebiotika nesmi byt degradovéana v horni ¢asti traviciho traktu, ale musi proniknout
az do tlustého stfeva, aby tam byla vyuzita urCitymi druhy bakterii (Benes, 2009).
Je tedy zadouci, aby byla odolna k procesim traveni, byla fermentovana bakteriemi

tlustého stieva a zaroven méla selektivni efekt na mikroorganismy s pozitivnimi u¢inky

Vv v
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stabilni, a to zejména k nizkému pH, vysoké teploté¢ a podminkam Maillardovy reakce.
Jejich chemicka stabilita se snizuje zejména pii zahfevu za nizkého pH. Prebiotika jsou

obecné povazovana za bezpeéna (Fu, Wang, 2014).

3.3.2 Pisobeni prebiotik

Mezi pozitivni vlastnosti prebiotik patii nizka energetickd hodnota a pfiznivy vliv
na slozeni mikroflory tlustého stieva. Podporuji totiz rist bifidobakterii a potlacuji rist
a aktivitu patogennich bakterii, zejména pak klostridii. Krom¢ toho zvétSuji objem
stolice, ¢imz klesa vyskyt zacpy.

Pravdépodobnym piinosem prebiotik je snizeni hladiny krevniho cholesterolu,
posileni imunitniho systému, prevence stfevnich infekei a prijmi ¢i jejich zmirnéni,
prevence rakoviny tlustého stfeva a kone¢niku a zvySeni vyuzitelnosti vapniku — ptisobi
tedy preventivné proti vzniku osteoporozy (Kalac¢, 2003; Fu, Wang, 2014).

Mikrobialni enzymy $tépi prebiotika na substraty vyznamné pro stievni mikrofléru
1 sttevni sliznici (Fri¢, 2010). Mezi tyto substraty patfi mastné kyseliny, pficemz
nékterym z nich se pfi¢ita preventivni pusobeni proti vzniku rakoviny tlustého stieva
(Tomanova, 2006). Témito mastnymi kyselinami jsou octova, propionova a maselna

kyselina (Nagpal et al., 2014).

3.4 Synbiotika

Jako synbiotikum je oznacovana smeés probiotik a prebiotik (Nagpal et al., 2014).
Pro zlepSeni stavu stfevni mikroflory je vhodné konzumovat probiotika zaroven
s prebiotiky (Kolafova et al., 2012), protoze jejich kombinace miize ptisobit synergicky,
jelikoz probiotika pisobi v tenkém stievé a prebiotika zase jen v tlustém stievé
(Goering et al., 2016).

Konzumace synbiotik je tedy pravdépodobné ucinnéjsi nez samostatna konzumace
probiotik (Kolafova et al., 2012) a prebiotik (Allsopp, Rowland, 2009).
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Synbiotika maji velky potencial, ale jejich pouziti musi predchdzet vhodny vyzkum,
nebot’ jednotlivé kmeny probiotickych mikroorganismii maji rizné pozadavky
na substrat. U¢inné je spojeni bifidobakterii s fruktooligosacharidy nebo laktobacilt

s laktitoly (Nagpal et al., 2014).

3.5 Mikroflora traviciho traktu

Mikrofléru traviciho traktu tvofi vyvazeny mikrobidlni ekosystém s metabolickou
aktivitou, ktery uzce souvisi se zdravim a nemoci (Zbofil, 2005).

Celkovy pocet stfevnich mikroorganismd je asi 10" (Frig, 2010), pfi¢emz v Zaludku
se vyskytuje piiblizng 10* — 10° KTJ.g" mikroorganismi, Vtenkém stievé pak
10* — 10°® KTJ.g™" mikroorganismi a v tlustém strevé 10*? KTJ.g" mikroorganismi.
Odhaduje se, ze v travicim traktu se nachazi kolem 400 druht bakterii (Opletal, 2010).

Pomérné zastoupeni aerobnich a anaerobnich mikroorganismi se Vv riiznych ¢astech
traviciho traktu rGzni, pficemZz v zaludku anaerobni mikroorganismy zcela chybi,
zatimco v kolonu ptevladaji. Aeroby zajistuji anaerobim podminky pro rist diky
vychytavani volnych kyslikovych radikali (Zbotil, 2005).

Prevazujicim rodem je Bacteroides, v poétu asi 10" KTJ.g™". Dalsim vyznamnym
rodem v travicim traktu je Bifidobacterium (B. bifidum, B. breve), Jeho pocet ¢ini asi
10® — 10° KTJ.g? fekalie. Vyskytuje se zde také rod Lactobcillus (L. acidophilus,
L. brevis, L. casei, L. fermentum, L. leichmannii, L. minutus, L. plantarum) v poctu asi
10" — 10® KTJ.g™ fekalie. Dalsimi mikroorganismy traviciho traktu jsou Clostridium,
Enterococcus, Eubacterium, Propionibacterium, Fusobacterium, Peptostreptococcus,

Enterococcus, Ruminococcus, Proteus, Klebsiella a Escherichia coli (Forsythe, 2000).

3.5.1 Funkce mikrofléry traviciho traktu

Zakladni funkci stfevniho mikrobidlniho systému je mikrobialni bariéra proti
patogenum, tvorba produktd, které maji vliv na prokrveni stfevni muko6zy a motilitu,

stimulace stfevniho imunitniho systému, produkce vitamini a omezovani piestupu
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bakterii z traviciho traktu do lymfatického systému a nésledné¢ do tkani organismu

(Zbotil, 2005).

3.5.2 Mikroflora traviciho traktu novorozencu a déti

Travici trakt plodu je sterilni, a proto dochdzi k vytvofeni gastrointestinalni
mikroflory teprve po narozeni. V prvnich dnech po narozeni je oralni cestou osidlovan
nejdiive Zaludek a poté stfevni ¢ast traviciho traktu. U piijemct ndhrazek matetského
mléka se vytvaii celé spektrum mikrofléry, zniz pievazuje Enterobacteriaceae
a z anaerobl bakteroidy, zatimco u kojenych déti dominuji anaeroby s 90% pievahou
bifidobakterii, a to az do odstaveni od matefského mléka. Po odstaveni se mikroflora
traviciho traktu kojenych a nekojenych déti zacne velmi rychle podobat. U odstavenych
déti zacne piibyvat poCet gramnegativnich anaerobnich bakterii, koliformnich bakterii,
enterokoki a klostridii, pfiCemz podil bifidobakterii zacne klesat. U ¢asné odstavenych
déti byl v pozdéjsich letech prokazan Cast&jsi vyskyt prijmi a potravinovych alergii.
V3. — 5. roku véku je struktura mikroflory traviciho traktu déti témeéf totozna
s dospélych organismem (Zboftil, 2005). V1 g stolice kojencii bylo zjisténo
10" — 10" KTJ Bifidobacterium bifidum, 10° KTJ Lactobacillus acidophilus,
10° — 10° KTJ Escherichia coli a ostatnich koliformnich bakterii, 10° — 10° KTJ
enterokokil, 10’ mikrokokdi, 10° Proteus a 10° proteolytickych  bakterii
(Gorner, Valik, 2004).

3.5.3 Mikroflora traviciho traktu u dospélych osob

V dospélosti jsou rozdily ve sloZzeni mikroflory dany zejména etnicky, geograficky
a Vneposledni tfad¢ stravovacimi ndvyky (Zboftil, 2005). V dospélosti se pocet
bifidobakterii ve stfevé snizuje asi na 10 %. Zdravy clovék ma stfevni mikrofloru
vyvazenou. K jejimu naruseni miize dojit zejména vlivem stresu, nekvalitni stravy
¢i 1écby antibiotiky. Dochézi pak ke stfevni dysmikrobii, kterd se projevuje nadymanim,

prijmy a bolestmi bficha (Benes, 2009). Nevyvazena stfevni mikroflora znamena
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dominanci Skodlivych bakterii ve stfeveé, ¢imz je ovlivnéna produkce esencidlnich
slozek a ve stfevé dochézi k postupnému hromadéni skodlivych sloucenin, jako jsou
karcinogeny, hnilobné produkty a toxiny (Nagpal et al., 2014). Ve stafi dochazi
k vyznamnému poklesu bifidobakterii a naristu grampozitivnich anaerobu, sulfbakterii,

bakteroidli a metanogent (Zbofil, 2005).

3.6 Bakterie mlééného kvaSeni

Jedna se o skupinu grampozitivnich a nesporulujicich kokd a tyCinek, které
za fakultativné anaerobnich podminek fermentuji sacharidy, a to zejména na kyselinu
mlécnou (Wright 2012). Patii zde rody Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus,  Aerococcus,  Alloiococcus, Carnobacterium,  Dolosigranulum,
Enterococcus, Globicatella, Lactococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus
a Weissell (Vibha, 2016). Mezi bakterie mlééného kvaseni se v Sir§im slova smyslu
pocitaji i vétvici se zastupci rodu Bifidobacterium (Gorner, Valik, 2004). Obecné jsou
bakterie mlé¢ného kvaSeni povaZzovany za prospé€Sné mikroorganismy, 1 kdyZ nékteré
rody, kterymi jsou Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus a Carnobacterium,
mohou obsahovat patogenni druhy nebo kmeny (Wright, 2012).

S vyjimkou nékterych termofilnich druhi se vétSinou jednd o mezofilni druhy. Jsou
schopné riistu pii 5 — 45 °C a pti pH az 3,8 (Forsythe, 2000).

Bakterie mlécného kvaseni ziskdvaji adenosintrifosfat pouze fermentaci
(Vibha, 2016). Typ fermentace je dileZitym taxonomickym kritériem, pficemz dva
zakladni typy fermentace cukri jsou homofermentativni a heterofermentativni
fermentace. Homofermentativni cesta je zaloZena na glykolyze a jejim vyslednym
produktem je kyselina mlécna. Pii heterofermentativni fermentaci vznika kromé
kyseliny mlécné také CO,, kyselina octova a ptipadné alkohol (Wright, 2012).
Homofermentativni rody jsou Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus a nékteti
zastupci rodu Lactobacillus. Heterofermentativni je rod Weisella, Leuconostoc a také

néktefi zastupci rodu Lactobacillus (Forsythe, 2000).
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3.6.1 Vyznam bakterii mlé¢ného kvasSeni

Bakterie mlécného kvaSeni jsou soucasti lidské vyzivy jiz od starovéku
(Gueimonde, 2012). Vyskytuji se v potravinach bohatych na Ziviny, jako je mléko,
maso a zelenina, a jsou pfitomné také ve stfevech a sliznicich savci (Vibha, 2016). Jsou
zodpovédné za spontdnni fermentaci potravin. Lidé usilovali o ovlivnéni téchto
spontannich fermentaci, coz vedlo k postupnému vzniku potravindiské mikrobiologie
(Gueimonde, 2012). Dnes jsou bakterie mlé¢ného kvaSeni nezbytné pro fadu procesu
V potravinafském primyslu, zejména pak v mlékdrenském pramyslu, ale také
V primyslu masném a pramyslu zpracovavajicim zeleninu (Vibha, 2016). Bakterie
mlééného kvaseni jsou nejéastéji pouzivanymi mikroorganismy pro fermentaci mléka,
protoze davaji mlécnym vyrobkim charakteristickou konzistenci a chut. Fermentovana
mléka jsou soucasti stravovaci kultury mnoha narod po celém svété. V minulosti se
fermentované mlécné vyrobky vyrabély pomoci smési riznych kmentl, zatimco
vV modernim fermenta¢nim primyslu je vyuzivdno pouze nékolik kmenil, aby byla
zajisténa reprodukovatelnost vyrobka (Antoine, 2012).

Bakterie mlé¢ného kvaSeni jsou obecné povazované za bezpecné, nebot’ jejich
dlouhodobé uzivani prokazalo, Ze nejsou patogenni, coZ se dnes navic testuje
prostiednictvim genetickych metod (Forsythe, 2000).

Fermentace je jednim z nejstarSich zpusobt zpracovani potravin (Forsythe, 2000)
a zpusobem  prodlouzeni trvanlivosti ~ vyrobku  biologickou  konzervaci
(Kadlec et al., 2009).

Bakterie mlécného kvaseni produkuji primyslové vyznamné slouceniny, kterymi
jsou vitaminy, polyoly, organické kyseliny, aromatické slouc¢eniny ¢i exopolysacharidy.
Témito slozkami ovliviluji nejen chut’ a konzistenci potravin, ale také jejich nutricni
hodnotu. Produkce téchto latek muize byt ovlivnéna metabolickym inzenyrstvim
(Vibha, 2016). U bakterii mlécného kvaseni jsou totiz informace o jednotlivych

metabolickych krocich uloZeny na plazmidech (Gorner, Valik, 2004).

17



3.7 Probiotické mikroorganismy

Probiotickymi mikroorganismy jsou vétSinou fermentujici, obligatné nebo
fakultativné anaerobni mikroorganismy. Tyto mikroorganismy produkuji metabolické
produkty, které maji prospésné u€¢inky na biologické funkce konzumenta. Biologicky se
odliSuji od gramnegativnich a pohyblivych mikroorganismu, které neproduku;ji kyselinu
mlécénou (Klebsiella, Pseudomonas, Serratia a Proteus), a které mohou byt také
soucasti traviciho traktu (Otles, Ozyurt, 2014).

Nejbéznéjsimi probiotiky jsou bakterie mlééného kvaseni. Mikroorganismy, které
jsou bé&zné¢ pouzivané jako probiotika, jsou pfislusnici rodua Lactobacillus
a Bifidobacterium (Goering et al.,, 2016) a v men$im rozsahu pak zastupci rodu
Pediococcus, Propionibacterium, Enterococcus, Bacillus, Streptococcus
a Saccharomyces (Muller et al., 2009). Mikroorganismy, vyuzivané jako probiotika,
jsou uvedeny v tabulce ¢. 1.

Zastupci rodd Lactobacillus a Bidobacterium jsou povazovani za klasické
probiotické mikroorganismy. Jsou pouzivani v potravinach, krmivech 1 jako léciva
(Dima et al., 2014). Vyskytuji se v travicim traktu lidi 1 zvitat, pficemz se predpoklada,
ze laktobacily jsou diilezZité pro funkci tenkého stieva, zatimco bifidobakterie pro funkci
tlustého stfeva. Laktobacily patii do kmene Firmicutes a bifidobakterie do kmene
Actinobacteria. Laktobacily a bifidobakterie jsou tedy geneticky odli$ni, avSak maji
mnoho fenotypovych podobnosti, jako je produkce kyseliny mlétné, a proto jsou
bifidobakterie Casto zafazovany do bakterii mlécného kvaseni. Ty vsak tvoii skupinu
geneticky podobnych bakterii, a proto zde bifidobakterie z taxonomického hlediska
zatadit nelze (O’Sullivan, Halami, 2014). N¢které jejich kmeny vykazuji odolnost
ke stresovym podminkam traviciho traktu a navic maji zddané technologické vlastnosti
pro jejich vyuziti v potravinafstvi (Vinderola et al., 2011). Nejvice klinickych studii
bylo provedeno u kmenu Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus casei Shirota,
Lactobacillus johnsonii LA1, Lactobacillus acidophilus NCFB1478 a Bifidobacterium
animalis Bb-12.

Propionibakterie jsou potencialné vhodnymi probiotiky, avSak nejsou zdaleka tak
prozkoumané, jako bakterie mlécného kvaSeni a bifidobakterie. Také nejsou soucasti
typické mikroflory traviciho traktu, avSak v urcitych potravinach se vyskytuji pfirozené.

Nekteré jejich kmeny mohou piezivat 1 pii nizkych hodnotach pH, pficemz tuto
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schopnost 1ze ovlivnit pouzitim vhodné potravinové matrice (Dima et al., 2014). Mohou
produkovat kratké fetézce mastnych kyselin, jako je propionova, octova ¢i maselna
kyselina, které maji pravdépodobné protizanétlivy efekt a snizuji riziko rakoviny.
Pro dosazeni tohoto efektu je vSak dualezité, aby byly v tlustém stievé pritomny vysoké
pocty metabolicky aktivnich propionibakterii. Dulezity je také piisun vhodného
substratu, jako je Skrob a dietni vlaknina (Otles, Ozyurt, 2014).

Sporulujici bakterie, jako jsou Bacillus cereus, Bacillus clausii, Bacillus punilis
¢i Clostridium butyricum, jsou také zafazovany mezi probiotika. Diky endosporam
prezivaji pruchod zaludkem a dvandctnikem, avSak stfevo kolonizovat nedokézou
(Dima et al., 2014). Hlavni vyhodou pouziti sporulujicich mikroorganismi jako
probiotik, je zaruka jejich stability ve vyrobcich. Vyvstdva vSak u nich otazka
bezpe¢nosti. Je nutné u nich prokdzat nepfitomnost enterotoxické aktivity, toxini
kazicich potraviny a nepfitomnost aktivity povrchové aktivni latky. Problematicka je
také germinace spor v travicim traktu (Horackova, 2010).

Probiotické vlastnosti maji i Escherichia coli Nissle 1917 a Sporolactobacillus
(Dima et al., 2014). Bacillus coagulans a Sacharomyces boulardii jsou také zafazovany
mezi probiotika, 1 kdyZ béZzné nejsou soucasti mikrofléry stieva, a proto je otazkou,

jakou maji ve stievé funkci (O’Sullivan, Halami, 2014).
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Tabulka ¢. 1: Mikroorganismy vyuzivané jako probiotika (Dima et al., 2014).

Mikroorganismus

Rod

Druh

Bakterie

mlééného kvaseni

Lactobacillus spp.

L. acidophilus
L. amylovorus
L. brevis
L. bulgaricus
L. casei
L. crispatus
L. delbrueckii subsp. bulgaricus
L. fermentum
L. gallinarum
L. gasseri
L. helveticus
L. johnsonii
L. lactis
L. paracasei
L. plantarum
L. reuteri
L. rhamnosus
L. salivarius

Streptococcus spp.

S. salivarius subsp.thermophilus

Lactococcus spp.

L. lactis

Leuconostoc spp.

Lc. mesenteroides

Pediococcus spp.

P. pentosaceus
P. acidilactici

Bifidobakterie

Bifidobacterium spp.

B. adolescentis

B. animalis (lactis)

B. bifidum

B. breve

B. essensis

B. infantis

B. laterosporus

B. longum

Propionibakterie

Propionibacterium spp.

P. acidipropionici

P. freudenreichii

P. jensenii

P. thoenii

Enterobakterie

Enterococcus spp.

E. faecalis
E. faecium

Sporulujici bakterie

Bacillus spp.

B. alcalophilus
B. cereus
B. clausii
B. coagulans
B. subtilis

Jiné bakterie

Escherichia spp.

E. coli

Sporolactobacillus spp.

S. inulinus

Kvasinky

Saccharomyces spp.

S. cerevisiae (boulardii)
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3.7.1 Rod Lactobacillus

Jedna se o fakultativné anaerobni, poptipadé mikroaerofilni nepohyblivé bakterie.
Prestoze jsou laktobacily tolerantni ke kysliku, k rGstu vyzaduji spisSe jeho nizsi
koncentraci (Muller et al., 2009). Dobie rostou Vpudach s pocate¢ni hodnotou
pH 4,5-6,4.

Laktobacily se dle typu fermentace déli do tii skupin (Gorner, Valik, 2004). Prvni
skupina laktobacild je obligatné homofermentativni a tvofi ji Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus helveticus ¢i Lactobacillus salivarus a dalsi.
Druhou skupinu laktobacili jsou fakultativné heterofermentativni laktobacily, jako je
Lactobacillus casei, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantarum nebo
Lactobacillus sakei. Obligatné¢ heterofermentativni laktobacily tfeti skupiny jsou
Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus fermentum ¢i Lactobacillus
reuteri (Wright, 2012).

Obligatné heterofermentativni skupiny laktobacilti fermentuji hexdzy na kyselinu
mlécnou. Nefermentuji vSak pentdézy a glukonaty. Jedna o skupinu tvofenou
grampozitivnimi, mikroaerofilnimi ty¢inkami. Optimalni teplota riistu pro vétsinu z nich
je30-45°CapH5,5-6,2.

Fakultativné heterofermentativni lactobacily fermentuji hexozy také na kyselinu
mlécnou, avSak pfi nedostatku glukozy nekteré z nich produkuji octovou a mravenci
kyselinu a etanol. Pentdzy fermentuji pomoci fosfoketolazy. Opét se jedna o skupinu
tvofenou grampozitivnimi a mikroaerofilnimi pali¢kami. Optimélni teplota jejich ristu
je 28 -32 °C.

Obligatn¢ heterofermentativni skupina laktobacilti fermentuje hexozy na kyselinu
mlécnou, octovou, etanol a CO,, pentdzy pak na kyselinu mlénou a octovou. Jedna se
o grampozitivni ty¢inky ¢i koky. Optimalni teplota jejich ristu je 28 — 32 °C.

Nachézeji se ve fermentovanych potravinach rostlinného i1 Zivoc¢iSného puvodu
a travicim traktu lidi 1 zvifat. Tvofi typickou chut a vini potravin diky produkci

acetaldehydu, diacetylu, kyseliny octové a aminokyselin (Gorner, Valik, 2004).
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3.7.2 Rod Bifidobacterium

Jedna se o grampozitivni, nesporulujici a nepohyblivé ty€inky. Tyto ty¢inky
jsou nepravidelné a Casto se vétvi. Fermentaci hexozy produkuji octovou a mlécnou
kyselinu. Tyto kyseliny inhibuji gramnegativni bakterie a také stimuluji intestindlni
peristaltiku. Jejich vedlejsim metabolitem je mravenci a jantarova kyselina a ethanol.
Nekteré kmeny jsou v mléce proteolyticky aktivni. Optimalni teplota ristu je 37 — 41 °C
a pH 6,5 — 7,0. Jejich teplotni rozmezi je 25 — 45 °C a rozmezi pH 4,5 — 8,0. Ve velmi
kyselém prostiedi tedy neptezivaji (Gorner, Valik, 2004). K rastu v médiu vyzaduji
prostfedi s nizkym redukénim potencialem a bohaté na ziviny (Muller et al., 2009).

Jsou striktné anaerobni, avSak nékteré druhy toleruji kyslik V prostiedi,
je-li  souCasné  pfitomen oxid uhli¢ity vmléce a  rostou-li  spolu
s Lactobacillus acidophilus. Optimalni pro jejich rust je 10 % CO, v atmosféfe.

Pridavaji se do fady fermentovanych produkti a farmaceutickych preparati
(Gorner, Valik, 2004). Problémem bifidobakteri je, Ze vykazuji sniZenou aktivitu
v mléce (Gueimonde et al., 2012). Bifidobacterium animalis subsp. lactis je odolné&jsi
ke stresovym faktortiim a vice stabilni nez jiné druhy bifidobakterii, a proto je velmi
Casto pouzivan po celém svété (Gueimonde et al.,, 2012). Diky svym vyhodnym
technologickym vlastnostem byva hojné vyuzivan v mlékarenském primyslu, avSak
na ukor ostatnich druhli bifidobakterii, které mohou mit lepSi zdravotni piinos
(Raeisi et al., 2013). Bifidobacterium animalis ssp. lactis vykazuje toleranci k niz§imu
pH a k pfitomnosti kysliku a na konci trvanlivosti produktu tak vykazuje vysoké pocty
bunék (Souza et al., 2011). Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 (Chr. Hansen)
a DN-17310 (Danone) jsou nejcastéji pouzivanymi kmeny v potravinarském pramyslu

(Souza et al., 2011).

3.7.3 Analyza probiotik

V soucasné¢ dobé je analyza probiotik zaloZena zejména na metodach kultivace

a vyzaduje pouziti specifickych médii. Tyto metody jsou pracné a Casové narocné
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(Otles, Ozyurt, 2014). Zahrnuji izolaci, kultivaci a identifikaci mikroorganismu podle
morfologickych, biochemickych ¢i genetickych znakt (Otles, Ozyurt, 2014).

Pro stanoveni poctu probiotickych mikroorganismi ve fermentovaném mléce jsou
V praxi stale nejvice rozsifené plotnové metody. Neexistuje vSak zadna standardizovana
technika pro stanoveni poctu vSech probiotickych kmenti (Gueimonde et al., 2012).
V soucasnosti existuje pouze ISO/IDF norma pro selektivni stanoveni druhu
Lactobcillus acidophilus a pro rod Bifidobacterium, pficemz dosud neni mozné rozlisit
jednotlivé druhy bifidobakterii (Pechar et al., 2013). Kazdy probioticky kmen ma totiz
specifické pozadavky na prostfedi pro svij rust. Kultivaéni metody jsou zalozené
na predpokladu, ze kultivacni média a kultiva¢ni podminky jsou optimdlni pro hledané
kmeny a dovoluji rast vSech bunék. To vSak nemusi byt vzdy pravda a zivé bunky, které
nejsou schopné tvofit kolonie za standardnich podminek, tak nejsou spocitané.
K poskozeni bun¢k ¢i zméné =z aktivniho stavu na stav prezivani muze dojit
ve fermentovanych mléénych  produktech Snizkou  hodnotou pH
(Gueimonde et al., 2012).

Krom¢ kultivacénich metod se vyuzivaji také molekuldrni metody, a to bud’ jako
alternativa kultivaénich metod nebo jako doplikové metody kontroly kvality
probiotickych ptipravka (Otles, Ozyurt, 2014). Kultivaéni metody jsou totiz v mnoha
smérech limitovany a nekultivacni metody je mohou Vv lecéems pied¢it. Tyto metody
jsou zaloZzeny na piimé analyze DNA (deoxyribonukleova kyselina), ktera je
extrahovana ze vzorku a nasledné identifikovana. Oproti bézné kultivaci jsou
molekularni metody pro identifikaci mikroorganismti pomérn¢ jednoduché
a poskytuji detailn&jsi analyzu. Pro rychlou a specifickou detekci bakterialnich druht se
vyuziva DNA microarray, PCR (polymerazova fetézova reakce), teplotni gradientova
gelova elektroforéza a denaturac¢ni gradientova gelova elektroforéza. Posledni dvé
jmenované jsou vhodné pro kvalitativni analyzu, neposkytuji vSak pfesnou kvantitativni
analyzu. PCR v realném case a fluorescenc¢ni in situ hybridizace jsou nejpouzivané;si
metody pro kvantitativni analyzu. Fluorescencni in situ hybridizaci vSak neni mozné
stanovit pocet jen Zivotaschopnych bunck, stejné jako pomoci vétSiny molekuldrnich
metod. Pro tento ucel existuji specialni metody. Jednou takovou metodou je
modifikovand PCR v redlném case s vyuzitim propidium monoazidu, ktery inhibuje
amplifikaci u mrtvych bunék. Dalsi metodou je PCR spojena s reverzni transkripci

a amplifikaci nukleovych kyselin. Nejrozsifenéjsi molekularni metodou pro pocitani
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zivych bakteridlnich bunék jsou vSak fluorescenéni metody, které vyuzivaji
fluorescen¢ni barviva. Ta umozni rozliSeni bun¢k zivych a poskozenych od bunck
mrtvych. Fluorescence je nasledné zaznamenavana pomoci vhodného zafizeni, jako je
fluorescenéni mikroskop, fluorometr ¢i pritokovy cytometr (Gueimonde et al., 2012).
Nezbytna je identifikace probiotik na urovni kmend (Dima et al., 2014). Piesna
klasifikace novych probiotickych kment je usnadnéna diky vytvaieni velkych databazi
sekvenci 16S/23S rRNA (ribozomalni ribonukleova kyselina) prostiednictvim
modernich metod molekularni biologie (Horadkova, Svirdkova, 2009). Mnohé analyzy
ukazaly, ze totoznost mikroorganismii se casto neshodovala stdaji na vyrobku

(Otles, Ozyurt, 2014).

3.7.4 Pozadavky na probiotika

Pti vybéru probiotik hraji roli ekologické, genetické a biochemické aspekty (pivod,
identita, biochemické vlastnosti, metabolismus a genetickd stabilita), technologické
aspekty (stabilita béhem vyroby a skladovani, senzorické vlastnosti), fyziologické
aspekty (odolnost ke stresu zpiisobeného prostiedim pii prichodu travicim traktem
a adheze Kk epitelu stievniho traktu), funkéni aspekty a zdravi prospé$né vlastnosti
(adheze ke stievu a jeho kolonizace, konkurenceschopnost, potlacovani patogent,
stimulace imunitni odpovédi, stimulace riistu prospéSné mikroflory) a bezpecnostni
aspekty (nemaji invazivni potencial, Zadné faktory virulence, bez schopnosti ziskat
rezistenci vuci antibiotikim), (Dima et al., 2014).

Mikroorganismy, které jsou vyuzivané jako probiotika v potravinaistvi, by mély
nést oznaceni ,,Generally Regarded as Safe* (GRAS), (Muller at al., 2009), tedy byt
lidského piivodu a pro organismus zcela neSkodné (Gorne, Valik, 2004). Toto oznaceni
vydava americky Ufad Food and Drug Administration. V Evropé zase funguje koncept
Qualified Presumption of Safety (QPS), ktery byl ptfedstaven tfadem European Food
Safety Authority v roce 2002. QPS systém hodnoti bezpe¢nost mikroorganismu, které
jsou zamérn¢ pridavany do potravinového fetézce (Horackova, 2010). Nejcastéji

pouzivané probiotické mikroorganismy, kterymi jsou Lactobacillus a Bifidobacterium,
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jsou povazované za bezpecné. Ne vSechna probiotika dostupnd na trhu vsak spliuji
pozadavky FAO/WHO (Nagpal et al., 2014).

Probioticky mikroorganismus by mél byt izolovan z traviciho traktu zdravého
Cloveka, byt odolny k Zalude¢nim kyselindm a ZluCovym solim, byt schopny piilnout
ke stfevni stén¢ a prezivat zde, nemé¢l by byt prenaseCem genii pro rezistenci
k antibiotikiim a nemél by produkovat toxické biogenni aminy.

Z technologického hlediska musi ptezivat skladovaci a technologicky proces
v dostatecném mnozstvi (106 ~10° KTJ.g'l) a byt tolerantni vici kysliku

FAO/WHO pozaduje identifikaci probiotického kmene fenotypovymi
I genotypovymi metodami. Zdravotni tvrzeni by se méla opirat o klinické studie, které
jsou dvojité zaslepené, placebem kontrolované a pfedchézi jim in vitro studie, poptipadé
studie provadéné na zvitatech (Horackova, Svirdkova, 2009).

Vyrobek, ktery obsahuje probiotické mikroorganismy, ma nést oznaCeni rodu,
druhu a kmene a také idaj o minimalni koncentraci probiotickych mikroorganismt
na konci doby trvanlivosti (Pechar et al., 2013).

Krom¢ druhu probiotického mikroorganismu je tfeba definovat i kmen, protoze
zdravotni vlastnosti probiotik nejsou shodné pro vSechny kmeny dan¢ho druhu
(Dima et al., 2014). Castym divodem pro zamitnuti novych probiotik je pravé

nedostatecna charakterizace kmene (OSullivan, Halami, 2014).

3.7.5 Mechanismus pisobeni probiotik

Mechanismus jejich plisobeni spoc¢iva zejména v tvorbé konecnych produktl jejich
metabolismu. Témito produkty jsou organické kyseliny, peroxid vodiku a bakteriociny.
Tyto metabolické produkty inhibuji riist jak grampozitivnich, tak gramnegativnich
bakterii. Dal$i jejich vyznamnou funkci je blokovani mist adheze, kdy soutézi
S patogennimi mikroorganismy o tato mista, nebot' nepfilnuté patogeny nemohou
uplatiiovat svlij Skodlivy potencial. S patogennimi mikroorganismy soutézi také
o ziviny. Probiotické mikroorganismy stimuluji jak specifickou, tak nespecifickou
imunitu a degraduji receptory pro toxiny. Tvorbu toxint také potlacuji snizenim

sttevniho pH (Nagpal et al., 2014).
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3.7.6 Zdravotni ucinky probiotik

Probiotické mikroorganismy maji celou fadu zdravotnich ucinkd. Celkové
podporuji vyvazenou mikrofloru tlustého stieva, protoze soutézi s patogeny o epitelialni
adhezi a potlacuji rast téchto patogend, a to zejména diky tvorbé metaboliti
(bakteriostatické a bakteriocidni peptidy) s zadoucimi fyziologickymi G€¢inky. Stimuluji
funkci stfevni bariéry proti patogenim a potencidlnim patogenim a zabranuji
mikrobidlni  translokaci. Maji  imunostimula¢ni a imunomodula¢ni funkci
(Forsythe, 2000, Fri¢, 2010), produkuji vitaminy (Tomankova et al., 2006), zmiriuji
intoleranci na laktozu a snizuji vyskyt alergickych piiznakd (Nagpal et al., 2014). Maji
také antikarcinogenni a antimutagenni aktivitu, nebot” inhibuji rust hnilobnych bakterii
a tim uvolhovani karcinogent. Spolu s vlakninou pusobi preventivné proti rakovingé
kone¢niku a tlustého stfeva (Kala¢, 2003, Forsythe 2000), zmirfuji problémy
doprovazejici drazdivy traénik ¢i stievni zanéty a zvySuji GcCinnost 1écby infekce
zpusobené Helicobacter pylori. Bakterie mlééného kvaSeni mohou zmirnit ¢i odstranit
nadymani, plynatost, prijem, a zacpu a podpofit pravidelnou stolici (Martinca, 2015).
Ovliviyji také sekreci hlenu a vstfebavani a motilitu stieva (Fri¢, 2010). Snizuji
koncentraci celkového krevniho cholesterolu diky rozkladu soli zlu¢ovych kyselin, ¢imz
brani zpétnému vstiebani cholesterolu (Benes, 2009) a LDL cholesterolu. Maji také
piiznivé ucinky na metabolismus minerald (Nagpal et al., 2014), kdy napiiklad
podporuji vstiebavani vapniku (Kala¢, 2003), ¢imz zpomaluji Ubytek kostni tkané.
Kromé toho ptisobi také proti vzniku zubniho kazu.

Probiotika vSak na druhou stranu mohou zptsobovat systémové infekce, negativné
plsobit na metabolismus a nadmémné stimulovat imunitni systém u citlivych jedinct

(Opletal, 2010).

3.7.6.1 Stimulace imunitniho systému

Rada in vivo a in vitro studii prokdzala, Ze uréité kmeny probiotickych

mikroorganismi jsou schopny ovlivilovat funkci imunitniho systému a chranit tak pred
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infekénimi onemocnénimi, rakovinou, alergiemi a zanétlivymi onemocnénimi stiev
(Gill et al., 2009).

Imunitni systém mohou probiotické mikroorganismy ovlivnit zvySenou produkci
cytokininli, stimulaci makrofaghi a zvySovanim sekrece imunoglobulinu A

(Nagpal et al., 2014).

3.7.6.2 Gastrointestindlni infekce

Podavani probiotik se osvédCilo pii 1€cbé prijmu zpisobeného rotaviry,
pii cestovatelském prijmu a prijmu spojeném s uzivanim antibiotik. Uzivani probiotik
snizuje Cetnost vyskytu prijma a zkracuje dobu trvani prijmu.

Osvédcilo se podavani Lactobacillus acidophilus LB1, Bifidobacterium lactis
a Lactobacillus reuteri (Nagpal et al., 2014). Lécba probiotiky je navic G¢innéjsi pokud
je zahajena co nejdiive (Gill et al., 2009).

Pfi 1é¢bé prijmu zpisobeného rotaviry pomaha Lactobacillus rhamnosus GG
(Nagpal et al., 2014).

Antibiotickou 1é¢bou dochdzi Kk nerovnovaze v mikroflofe stfevniho traktu,
coz mize mit za nasledek rozvoj patogennich kment, které zpusobuji prujem. Aby se
pii  1écbé antibiotiky predeSlo tomuto stavu, osvédCilo se  podavani

Sacharomyces boulardii, Lactobacillus a Bifidobacterium (Nagpal et al., 2014).

3.7.6.3 Infekce dychacich cest

Uzivani probiotickych mikroorganismii sniZuje cetnost vyskytu a dobu trvéani
infekei dychacich cest pravdépodobné v diisledku zvySené fagocytarni aktivity krevnich
leukocyti. Moduluji také zanétlivé procesy redukci hladiny jistych cytokind v Krvi.
U déti s akutnimi virovymi a bakterialnimi infekcemi dychacich cest upravuji naruSenou
mikrofloru stfevniho traktu, stimuluji funkci T — a B — bun€k a NK bunék. Navic

podporuji produkci interferonti, které¢ chrani pfed virovymi infekcemi a aktivuji
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produkci Thl cytokind, které pusobi proti intracelularnim patogenim, vcetné vird

(Gill et al., 2009).

3.7.6.4 Urogenitalni infekce

Zdravé zeny maji pochvu bézné osidlenou zastupci rodu Lactobacillus a jejich
vymizeni je spojovan0 se zvySenou pravdépodobnosti vyskytu vaginalnich infekci
a infekei mocového traktu (Gill et al., 2009).

Probiotika mohou obnovit poSevni mikrofloru, a vytlacit tak patogeny a potencialni
patogeny. Lactobacillus rhamnosus GR-1 a Lactobacillus reuteri RC-14 jsou nejlépe
zdokumentovana probiotika v oblasti ochrany zdravi urogenitalniho traktu (Reid, 2009).

3.7.6.5 Rakovina stieva

Bylo provedeno nékolik in vivo i in vitro studii, které dokazuji potlaceni rakoviny
pisobenim probiotik, a to nejen u zvitat, ale také u lidi. Zalezi vsak na kmenu probiotik
a také na jejich davce.

Studie na zvitatech byly uspé$né a vétSina z nich dokazuje vliv probiotik na snizeni
vyskytu a  velikosti  nadort, véetné  nékterych  zhoubnych  néadort
(Allsopp, Rowland, 2009). Lactobacillus acidophilus vyznamné inhiboval nadory
V krysim tlustém stfevé. U potkanli ordln€¢ poddvané bakterie mlééného kvaseni snizily
poskozeni DNA zpiisobené chemickymi karcinogeny v jejich sttevech a zaludku a také
zlepsily pohyblivost stieva (Nagpal et al., 2014). Nékteré¢ kmeny laktobacili mély
antitumorovy a antimetastazovy efekt u mysi (Forsythe, 2000).

Dtikazy epidemiologickych studii pro vliv probiotik a prebiotik na potlacovani
vzniku nadorid jsou vSak nedostatené, a to zejména vzhledem k dlouhé dobé vyvoje
nadoru a teprve nedavnym zjisténim o téchto vlastnostech probiotik. Nékteré studie
na lidech, které vyuzivaji biomarkery, vsak zjistily vliv probiotik a prebiotik

na sniZzovani rizika rakoviny stieva.
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Probiotika a prebiotika vazou karcinogeny, meéni stievni mikrofloru, méni
metabolismus Kkarcinogent, stimuluji imunitni systém pii potlaCovani nadoru, zlepsuji

Studie na bunéfnych kulturach a u zvifat ukazaly, Ze probiotika v kombinaci
s prebiotiky mohou piisobit na riist nadoru v rizném stadiu.

Snizuji poskozeni DNA v tkéani stfeva, potlacuji rozvoj naddoru a inhibuji zmény

vedouci k pfeméné benigniho nadoru na maligni (Allsopp, Rowland, 2009).

3.7.6.6 Alergie

Existuje mnoho dukazi, kdy jsou odchylky ve slozeni stfevni mikroflory spojeny
s alergickymi onemocnéni. Kromé toho byly zaznamenany vyznamné rozdily ve stfevni
mikroflofe u alergickych a nealergickych jedinct. U déti, které trpély alergiemi, bylo
zjisténo mén¢ bifidobakterii a enterokoki nez u déti nealergickych.

Probiotika pravdépodobné mohou pomoci pii 1€cbé a prevenci atopického ekzému,
zasadni je ale vybér vhodného kmene a spravnd kombinace kment

(Salminen, Isolauri, 2009).

3.7.6.7 Zanétliva stievni onemocnéni

Uzivani probiotickych mikroorganismil ptsobi preventivné vii¢i vzniku pouchitidy.
Stejné tak je pravdépodobné uc¢innd proti ulcerozni kolitidé. Dikazy pro jejich pozitivni

pusobeni vii¢i Crohnové chorobé jsou vSak nedostatecné (Gill et al., 2009).

3.7.6.8 Laktozova intolerance

Lidé stimto onemocnénim nejsou schopni metabolizovat laktézu z divodu
nedostatecné tvorby enzymu beta-galaktosidazy nebo jeho uplné absence. Konzumaci
fermentovanych mléénych vyrobkii s obsahem probiotické kultury dochazi ke zlepSeni
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symptomu laktézové intolerance. V téchto mlécnych vyrobcich totiz dochazi k poklesu
obsahu laktéozy v disledku vysoké aktivity laktazy mikroorganismi pouzitych
pii vyrob¢ téchto produkti. Laktoza je diky bakteridlnimu enzymu beta-galaktosiddza
metabolizovana na kyselinu mlécnou. Z tohoto divodu je pro lidi trpici laktozovou

intoleranci vhodnéjsi konzumovat fermentované mlécné vyrobky (Nagpal et al, 2014).

3.8 Stabilita probiotik

Probioticky produkt by mél pro jeho pozitivni G¢inek obsahovat minimalné
10° KTJ.mI™ Zivych bundk. Toto mnoZstvi probiotickych mikroorganismii by se mélo
udrzet ve vyrobku po celou dobu jeho trvanlivosti, i kdyz provadéné analyzy Easto
potvrdily, Ze pocet zjisténych mikroorganismi se ne vzdy shodoval s udaji na vyrobku,
¢imz se snizila hodnota dané funk¢ni potraviny (Otles, Ozyurt, 2014). Neni vsak
ziejmé, zda musi byt probiotické mikroorganismy zivé za kazdych okolnosti, aby mély
pozitivni vliv na zdravi ¢lovéka, protoZe v nékterych piipadech mély pozitivni u¢inek
na zdravi konzumenta 1 v nezivém stavu (Gueimonde et al., 2012).

Kvalita probiotické kultury zavisi na mnoha faktorech, kterymi jsou zvoleny
probioticky kmen, prostfedi potraviny, podminky zpracovani, skladovani a baleni
(Dima et al., 2014, Bakr, 2015). Piednostné jsou pouzivané ty kmeny probiotickych
bakterii, které jsou schopné rust v mléce a zaroven jsou zZivotaschopné po celou dobu
skladovani produktu (Kadlec et al., 2009). Pro vybér vhodnych probiotickych kment je
nezbytna znalost jejich vlastnosti (Gueimonde et al., 2012).

Klicova je tolerance probiotického kmene ke stresovym faktortim. Je proto dilezité
identifikovat ty kmeny, které vykazuji vysokou toleranci ke stresu nebo zvysit jejich
odolnost genovou modifikaci ¢i jinymi metodami (Gueimonde, 2012). Jednou z metod
zvySeni tolerance mikroorganismii ke stresu je pilisobeni subletdlnich stresovych
faktord. Jsou-li probiotické mikroorganismy vystaveny plisobeni subletalnich
stresovych faktorti, mohou pak byt odoln€jsi vii¢i ndslednému pulsobeni stresovych
faktort. Existuji dva obranné mechanismy proti ptisobeni vnéjSich stresovych faktort.
U prvniho mechanismu dochdzi u mikroorganismii vystavenym subletdlnimu stresu

k produkci urcitych latek, morfologickym zméndm a dalSim pochodiim, které maji
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za nasledek zvyseni odolnosti téchto mikroorganismii vi¢i naslednému a stejnému,
avSak vétSimu stresovému faktoru. U druhého mechanismu zvySeni tolerance
mikroorganismi vici stresu dochazi u mikroorganismu k pochodiim, které je chrani
vu¢i nadchazejicimu jinému stresovému faktoru, nez jaky byl plvodni. Druhy
mechanismus je oznaCovan jako kifizovy mechanismus. Technikou pusobeni
subletalniho stresu na probiotické mikroorganismy tak muze dojit ke zlepSeni jejich
prezivani béhem produkce, zpracovani a skladovani (Muller et al., 2009).

Probiotické mikroorganismy musi v organismu jejich konzumenta piezit ptasobeni
kyseliny chlorovodikové, enzymt, zluovych kyselin, imunitnich slozek organismu,
peristaltiky stiev a nizkého povrchového napéti (Gorner, Valik, 2004). Lactobacillus
delbruckii subsp. bulgaricus a Streptococcus thermophilus neptezivaji priichod horni
¢asti traviciho traktu, ackoliv jsou uvadény jako probiotické mikroorganismy
(Opletal, 2010). Zalezi také na potraving, se kterou jsou probiotické mikroorganismy
konzumovény, a to zejména na jejich fyzikalné-chemickych vlastnostech a obsazenych
slozkach. Mlécné vyrobky jsou diky fyzikélné-chemickym vlastnostem povazovany
za idealni zdroj probiotik (Vinderola, 2011), nebot’ konzumace probiotik v mlé¢nych
vyrobcich pravdépodobné snizuje G¢inek zalude¢nich kyselin, ¢imz se zvySuje Sance,

Ze se probiotické bakterie dostanou az do stfeva (Nagpal et al., 2014).

3.8.1 Kombinace probiotickych mikroorganismi a zakysovych kultur

Ruzné mikroorganismy pouzité pii vyrobé fermentovanych produkti se mohou
vzajemné ruzné ovliviiovat. Dulezité je proto posoudit jejich vlastnosti a kompatibilitu
mezi nimi pfi jejich sou¢asném pouziti.

Nékteré bakterie mlééného kvaseni mohou inhibovat urcité kmeny probiotickych
mikroorganismu diky produkci bakteriocini (Gueimonde et al., 2012).

Mezi bifidobakteriemi a Lactobacillus acidophilus existuje symbioticky vztah,
a proto se do mléka pro vyrobu probiotickych produkti pfidavaji spolu. Lactobacillus
acidophilus  tvofi produkty bilkovin, které podporuji rdst bifidobakterii
(Gorner, Valik, 2004) a nékteré kmeny bifidobakterii produkuji zase vice kyseliny
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octové, ktera stimuluje rast Lactobacillus adidophilus. Na druhou stranu vsak octova
kyselina negativné ovliviiuje chut’ a viini produktu.

Lactobacillus debrueckii subsp. bulgaricus stimuluje Bifidobacterium produkci
valinu, glycinu a histidinu pii proteolyze kaseinu. Svou nadprodukci kyseliny mlééné
a peroxidu vodiku vsak inhibuje jak Bifidobacterium sp., tak Lactobacillus acidophilus
(Kadlec et al., 2009).

Streptococcus thermophilus muze stimulovat rust a Zivotaschopnost anaerobnich
probiotickych mikroorganismu v dusledku jeho schopnosti vychytavat kyslik.

Také kombinované uziti kvasinek spolu s bakteriemi mtize vést ke zlepSeni stability

bakterii (Gueimonde et al., 2012).

3.8.2 Vodni aktivita

Vyjadiuje dostupnost vody pro mikroorganismy, pfi¢emz muize dosahovat hodnot
od 0 do 1, kdy hodnota 1 dopovida Cisté vod€. Mléko a fermentované mlécné produkty
maji vysokou hodnotu vodni aktivity a jejich trvanlivost je jen n€kolik tydnt. Produkty
s vodni aktivitou niz§i nez 0,25 maji oproti tomu trvanlivost nékolik mé&sicti, a proto ma
vodni aktivita vyznam zejména u téchto produktii.

U probiotickych kultur stabilizovanych sprejovym susenim miize hodnota vodni
aktivity kolisat mezi 0,03 — 0,25 bez negativniho dopadu na stabilitu probiotickych

v

probiotickych mikroorganismti v produktu (Gueimonde, 2012).

3.8.3 Mnozstvi rozpusténého Kkysliku

Nizky obsah kysliku prospiva jak bifidobakteriim, které jsou obligatné anaerobni,
tak laktobacilim, které jsou mikroaerofilni (Kadlec et al., 2009).

Kyslik zptsobuje poskozeni v disledku oxidace. Bakterie se ¢asto chrani proti jeho
pusobeni produkci glutathionu, antioxidacnich enzym ¢&i peroxidu vodiku

(Gueimonde et al., 2012). Nékteré probiotické kultury jsou vsak na pritomnost kysliku
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velmi citlivé, protoze produkuji malé mnozstvi peroxidazy, ktera snizuje jeho obsah.
Vylouéeni Lactobacillus bulgaricus, ktery produkuje peroxid vodiku, ze startovaci
kultury muze vést ke zlepSeni prezivani Lactobacillus acidophilus ve fermentovanych
mlécnych vyrobcich.

Krom¢ upravy obsahu Lactobacillus. bulgaricus ve startovaci kultufe ma vyznamny
vliv na obsah kysliku také ptidavek antioxidanti, jako je askorbova kyselina, a také
baleni do obalti minimaln¢ propustnych pro kyslik (Champagne, 2009). Sklenéné obaly
jsou dobrou bariérou pro plyny, a je v nich tak dosahovano vyssiho poétu probiotickych
mikroorganismt  (Horackova, Svirdkova, 2009). Krok deaerace mléka také vede
ke snizeni obsahu kysliku ve vyrobku (Kadlec et al., 2009). Dale je vhodné pouziti
bakterii tolerantnich ke kysliku, enkapsula¢nich technik ¢i metod adaptace na oxidaéni

stres, (Ebel et al., 2011).

3.8.4 Velikost inokula

U tradi¢nich kultur se pro zao¢kovani pouziva 1% inokulum, avSak u probiotickych
kultur je nutné pouzit 5 — 10% inokulum kvili jejich Spatnému riistu v mléce
(Kadlec et al., 2009). Pii pouziti 1 — 10% inokula by mél nardst bunék za 24 hodin
dosahovat denzitu 10% — 10° KTJ.mlI™ (Horackova, Svirdkova, 2009).

3.8.5 Inkubacni teplota

Lactobacily a bifidobakterie, které jsou intestinalnitho plvodu, maji teplotni

optimum okolo 37 °C (Kadlec et al., 2009).

3.8.6 Potravinova matrice

Pti skladovani vyrobku zavisi zivotaschopnost probiotickych kultur na druhu
potraviny, tedy na dostupnosti zivin (Horagkova, Svirdkova, 2009). Na stabilitu
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probiotickych mikroorganismii mtze mit vliv obsah tuku, sacharidd, proteind
a potravinova aditiva (Gueimonde et al., 2012).

Rust a prezivani probiotickych mikroorganismi miize stimulovat pifidavek kaseinu,
hydrolyzatu syrovatkovych bilkovin, kvasni¢ného extraktu, glukosy, vitamind,
mineralnich latek (Kadlec et al., 2009), peptidd, prebiotik, medu, manitolu, glycerolu
a antioxidantd (Champagne, 2009). Barviva a latky urené pro aromatizaci mohou
stabilitu probiotickych mikroorganismu ovlivnit naopak negativné

(Gueimonde et al., 2012).

3.8.7 pH

Nizk¢é pH je vyznamnym negativnim faktorem pasobicim na Zzivotnost
probiotickych bakterii. Ve fermentovanych mléénych produktech je hlavnim divodem
vzniku nizkého pH ptidavek ovocné slozky a dodate¢né prokysavani béhem skladovani.
Resenim je balit ovocnou slozkou V piipadé jogurti zvlast a vybirat laktobacily
s oslabenou schopnosti prokysavani béhem skladovani (Champagne, 2009).

Ve vyrobku by pH nemélo klesnout pod hodnotu 4,6. Bifidobacterium bifidum je
k nizkému pH citlivéjsi, nez Bifidobacterium longum a Bifidobacterium pseudolongum.
Bifidobacterium lactis je vice tolerantni k nizkému pH nez vétSina bifidobakterii
(Opletal, 2010).

3.8.8 Teplota skladovani

Skladovaci teplota, ktera je nizsi nez 4 °C zlepsuje prezivani bifidobakterii, nebot
zabranuje produkci kyselin u Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

(Kadlec et al., 2009). Bifidobacterium lactis je v porovnani s ostatnimi bifidobakteriemi

vt
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3.8.9 Enkapsulace probiotik

Technologie enkapsulace, tedy zapouzdieni, ma zajistit zZivotnost probiotik béhem
zpracovani, skladovani a prichodu travicim traktem a umoznit jejich uvolnéni v aktivni
oblasti traviciho traktu, tedy tam, kde se travici trakt styka s lymfatickou tkani, kterd ma
stéZzejni roli ve stimulaci imunitniho systému. Zapouzdieni je fyzikalné¢ chemicky
proces, pii kterém jsou pevné latky nebo kapaliny ¢i plyny obklopeny povlakem
z homogennich ¢i heterogennich Castic a tvoii tak kapsle o velikosti nm az mm.
Zapouzdieni probiha ve dvou fazich — vnitini a vn&jsi faze a existuji dva typy kapsli.
U prvniho typu kapsli je G¢inna slozka v jadfe a je obklopend ochrannou membranou.
Kapsle druhého typu ma acinnou slozku rozptylenou v prostoru kapsle.

Material pro enkapsulaci by mél byt vhodny pro pouziti v potravinafstvi, mél by
chranit biologicky aktivni slozku vié¢i vnéj$§imu prostfedi, mit dobré reologické
vlastnosti pii vySs$i koncentraci, dobré emulzifika¢ni vlastnosti, pfedstavovat nizké
vyrobni néklady a byt snadno dostupny. Bézné pouzivanymi materidly jsou sacharidy
(naptiklad Skrob a jeho derivaty ¢&i celuloza a jeji derivaty) a proteiny
(napiiklad proteiny mlé¢né a syrovatkové).

Pro enkapsulaci se pozivaji techniky sprejového suseni, lyofilizace, fluidni vrstvy,
extruze nebo emulzifikace.

Enkapsulace probiotik méa potencidl pro vyuZiti v oblasti funkénich potravin.
Dulezitym krokem v tomto procesu bude optimalizace metod enkapsulace pro dosazeni
zadouci velikosti kapsli (Dima et al., 2014).

Ptredpokladalo se, Ze enkapsulace by méla zlepSit prezivani bun€k v pfitomnosti
nizkého pH a kysliku, avSak ukazalo se, ze zapouzdiené probiotické bakterie v jogurtu
mely odolnost spiSe vici plsobeni kysliku nez viici nizkému pH. Zapouzdieni
probiotickych  mikroorganismi pfi  vyrobé syrd vSak nemélo zadny vliv

na jejich stabilitu (Champagne, 2009).
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3.9 Probiotické produkty

V soucasnosti je vysokd poptavka po produktech s probiotiky. Kromée
fermentovanych mlécnych vyrobkii jsou probiotika pfidavana také do nemlécnych
produkti a krmiv (Muller et al., 2009). Fermentovand mléka vSak stile zlistavaji

hlavnim zdrojem probiotickych mikroorganismu pro ¢lovéka (Kadlec et al., 2009).

3.9.1 Fermentované mlé¢né vyrobky

Fermentované potraviny byly konzumovany jiz ve starovékém Recku a Rimé.
Ellie Metchnikoff, nositel Nobelovy ceny, na pocatku 19. stoleti tvrdil, ze probiotika
maji pozitivni u¢inky na lidské zdravi, pficemz odkazoval na dlouhovékost Bulhart,
kteti fermentované mlécné vyrobky diive konzumovali bézné (Nagpal et al, 2014).

Fermentovanym mléénym produktlim se ptisuzuji cetné benefity, mezi které patii
zvySeni stravitelnosti a nutricni hodnoty mléka, nizs$i obsah laktozy, podpora lepSiho
vstfebani vapniku a zeleza, obsah nékterych vitamind skupiny B, pozitivni ovlivnéni
sttevni mikroflory, zabranéni rozvoji patogennich mikroorganismt a snizeni hladiny

krevniho cholesterolu (Forsythe, 2000).

3.9.1.1 Vyroba fermentovanych mlécnych vyrobkii

Prvnim dilezitym krokem je vybér mléka, které obsahuje nizky pocet
mikroorganismii a nesmi obsahovat inhibi¢ni faktory, které negativné ovliviuji rast
zakysovych kultur.

Nasleduje standardizace tuku ptidavkem smetany nebo odstfedéného mléka,
pficemz obsah tuku u fermentovanych mlék je 0,5 — 3,5 %. Standardizuje se také
tukuprosta susina. Jeji minimalni obsah ve fermentovaném mléce je 82 %
(Kadlec et al, 2009). Zvyseni obsahu tukuprosté susiny mléka na 12 — 14 % vede
ke zvySeni poctu zivych bakterii ve fermentovanych produktech. Avsak vysoky obsah

tukuprosté suSiny zvySuje osmoticky tlak, ktery je pro mikroorganismy nepfiznivy
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(Champagne, 2009). Susina je standardizovana ptidavkem kaseinu a bilkovin syrovatky.
Kromé nich se mohou do vyrobku ptidavat i sacharidy, uméla sladidla, stabilizatory
a hydrokoloidy. Pfidavkem sacharidi pfed zao¢kovanim zakysovou kulturou se zvysi
osmoticky tlak, coz negativné ovliviiuje vlastni fermentaci.

Krok deaerace je dilezity zvlast¢ v ptipadé, pokud jsou pro fermentaci pouzity
striktné anaerobni mikroorganismy. Deaerace také zlepSuje proces homogenizace,
jejimz cilem je zabranit vyvstavani mlééného tuku a zlepSit stabilitu a konzistenci
fermentovanych mlék (Kadlec et al, 2009). Nasleduje tepelné oSetieni mléka, ¢imzZ se
zlepsi vlastnosti mléka jako substratu pro zakysové kultury. Zahfevem totiz dochazi
ke zniCeni antibakteridlnich slozek, vylouceni kysliku, snizeni redoxniho potencialu
a castecné proteolyze (Champagne 2009). Mléko se déle zchladi na teplotu inokulace.

Fermentace probihd bud’ ve spottebitelskych obalech, nebo ve fermentacnim tanku
(Kadlec et al, 2009). Pti jejich vyrobé jsou pouzity mlééné kultury. Typickymi
mléénymi  kulturami  jsou mezofilni  Lactococcus lactis  subsp. lactis,
Lactococcus lactis subsp. cremoris nebo termofilni Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus  helveticus ¢ Lactobacillus  delbrueckii  subsp.  bulgaricus
(Forsythe, 2000). Mohou byt ve stavu tekutém nebo lyofilizovaném. Vyrobky,
které jsou po fermentaci tepelné osetfeny, se vyznamné 1i$i od vyrobkl po fermentaci
tepelné€ neoSetfenych tim, Ze neobsahuji Zivé mikroorganismy.

Plnéni fermentovych mlécnych vyrobki do obalu probiha asepticky. Vyrobky jsou
nasledné zchlazeny na teplotu okolo 5 °C (Kadlec et al, 2009).

3.9.1.2 Probiotické kultury

Nejcasteji pouzivané probiotické bakterie jsou Lactobacillus acidophilus LAD5,
Lactobacillus acidophilus NCFM, Lactobacillus johnsonii LAL, Lactobacillus casei
Shirota, Lactobacillus casei DN114-001, Lactobacillus paracasei St11, Lactobacillus
rhamnosus GG, Lactobacillus reuteri ATTC 55730, Lactobacillus plantarum 299V,
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12, Bifidobacterium longum BB 536
a Bifidobacterium breve Yakult (Kadlec et al., 2009).
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Do vyrobku jsou tyto kultury piidavany az po jeho okyseleni, které je zptisobeno
¢innosti bakterii mlééného kvaseni, a to pfed zranim vyrobku nebo v pribéhu jeho
zrani. Kultury jsou piidavany Vv takovém mnozstvi, aby mély na konci trvanlivosti
vyrobku pozadovanou koncentraci (Gorner, Valik, 2004).

Probiotické mikroorganismy jsou nejcastéji uchovavany v suSené podobg.
Nejbéznéjsimi technikami pro ziskani suSenych probiotickych mikroorganismi
je technika lyofilizace a sprejového suseni (Champagne et al., 2009). SuSené
dehydratované kultury jsou stabilni, snadno skladovatelné a transportovatelné
(Gueimonde et al., 2012).

Probiotické mikroorganismy jsou schopné rist v mléce, ale vétSinou jen velmi
pomalu (Champagne et al., 2009). Ptirozenym prostfedim vétSiny probiotickych bakterii
je totiz stfevo, nikoliv mléko. (Gorner, Valik, 2004). Zalezi vsak také na pouzitém
probiotickém kmenu (Champagne et al., 2009). Naptiklad Bifidobacterium animalis
subsp. lactis preziva v mlééném vyrobku mnohem delsi dobu nez druh Bifidobacterium
longum, pro n€hoz mlééné prostiedi neni pfirozené, nebot byl izolovan z traviciho
traktu lidi (Tomankova et al., 2006). Pomaly rast bifidobakterii a Lactobacillus
rhamnosus v mléce je cCastené zpusoben malym mnozstvim laktazy. Probiotické
mikroorganismy lépe rostou ve starSim mléce, které je skladované az 5 dnti pfi teplote
4 °C, protoze vtakovém mléce dochazi krozvoji psychrotrofnich bakterii
s proteolytickou a lipolytickou aktivitou. Pravé proteolytickd a lipolytickd aktivita
stimuluje riist probiotickych bakterii. Intenzivni lipolyticka aktivita vSak mlze mit také
opacny efekt. Pro probiotické i startovaci kultury miize byt limitujicim faktorem
redoxni potencial, a proto je dilezita deaerace mléka (Champagne et al., 2009).
Pro zlepSeni jejich riistu a pfezivani jsou do mléka pro vyrobu jogurtl ¢asto pfidavany
prebiotické slozky, rostlinné extrakty, mlécné proteiny, inulin ¢i laktulosa, které zlepSuji

rast probiotickych bakterii (Bakr, 2015).

3.9.1.3 Fermentované mlécéné vyrobky s mezofilnimi bakteriemi

Do této skupiny vyrobkl spadaji kysana mléka, kysané smetany a kysané podmasli.

Pro fermentaci kysanych mlék se uziva 0,5 — 1,5 % provozni zékys tvofeny aromatickou
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mezofilni kulturou a fermentace probihd pti 18 — 21 °C. Pro fermentaci kysané smetany
se uziva také mezofilnich aromatickych kultur. Fermenta¢ni podminky ve smetané jsou
mén¢ vhodné, a proto se pouziva teplota 18 — 21 °C po dobu 18 — 20 hodin. Biologicky
hodnotnym vedlej$im produktem pii vyrob¢é masla je podmasli, které se pro zlepSeni

jeho senzorickych vlastnosti také fermentuje (Kadlec, et al., 2009).

3.9.1.4 Fermentované vyrobky s termofilnimi bakteriemi

Nejrozsitenéj$Sim produktem s termofilnimi bakteriemi je jogurt, ktery mlize byt jak
prirodni, tak ochuceny (Kadlec et al., 2009). Pro vyrobu jogurtu se vyuziva
Streptococcus thermophilus a Lactobacillus bulgaricus ve stejném poméru
(Forsythe 2000). Mezi Streptococcus thermophillus a Lactobacillus bulgaricus
je synergicky vztah (Gorner, Valik, 2004). Jogurt je vyrabén ze syrového mléka, které
projde pasteraci pii 80 — 95 °C po dobu 1 — 30 minut a dale je zchlazeno
a homogenizovéno pii 50 — 70 °C tlakem 100 — 200 kg/cm?. Mlé&né laktobacily rostou
Iépe v mléce, které bylo oSetfeno pii 95 °C po dobu 5 min, na rozdil od mlécnych
streptokokli, kterym  vyhovovala spiSe niz8§i teplota tepelného zdhfevu
(Champagne, 2009). Do mléka jsou dale pfidany jogurtové kultury a nasledné probiha
inkubace, a to 4 — 16 h pii teploté 30 — 45 °C. Po inkubaci je jogurt zchlazen, pfipadné
je do ng& piidana prichut ¢ ovoce. Nakonec je jogurt balen a skladovan
(Forsythe, 2000). Teplota skladovani jogurtu by z hygienickych divodi neméla
presdhnout 8 °C (Gorner, Valik, 2004).

Do skupiny vyrobku s termofilnimi bakteriemi jsou nékdy zafazovana i acidofilni

mléka (Kadlec et al., 2009).

3.9.1.5 Fermentované vyrobky s bakteriemi a kvasinkami

Témito vyrobky jsou kefir a kumys (Kadlec et al., 2009). Pro vyrobu kefiru
a kefirovych mlék se pouzivaji kefirova zrna, kterd jsou tvorena mlécnymi kvasinkami

(Kluyveromyces fragilis, Candida kefir), laktokoky (Lactococcus lactis subsp. lactis,
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Lactococcus lactis subsp. cremoris) a laktobacily (Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei, Lactobacillus kefir). V mlékarenském
pramyslu se pro vyrobu kefiru Casto misto kefirovych zrn pouzivaji Cisté kefirové
kultury, aby byla dodrzena standardnost produktu (Gorner, Valik, 2004). Pii vyrobé
kefiru se uplatiiuje homofermentativni a heterofermentativni mlééné kvaseni a také
etanolové kvaseni (Kadlec et al., 2009). Kefirové laktobacily rostou v mléku samy
Spatn¢, avSak spolu s kefirovymi kvasinkami se jim daii 1épe, nebot spolu tvoii
symbidzu. Kvasinky fermentuji laktozu a produkuji tak asi 1 % etanolu a oxid uhlicity.
Miéko s kefirovou kulturou se fermentuje 14 — 18 hodin pii 18 — 22 °C
(Gorner, Valik, 2004).

3.9.2 Kojenecka vyziva

Svétova zdravotnicka organizace doporucuje do 6 mésict stari ditéte vyhradné kojit
a teprve poté zavadét nemlééné piikrmy a dale pokracovat s piikrmem v kombinaci
s kojenim az do dvou let v€ku ditéte a dokonce i déle, pticemz poskozeni v disledku
nespravné vyzivy pred druhym rokem Zivota je pravdépodobné nevratné

(Nevoral, 2013).

3.9.2.1 Prirozend vyZiva kojence

SloZeni mateiského mléka se méni v zavislosti na pottebach rostouciho ditéte. D¢l
se na kolostrum, mléko pfechodové a mléko zral¢. Kolostrum ma vysoky obsah
bilkovin, které maji zejména imunoprotektivni vyznam. Smérem ke zralému mléku
koncentrace bilkovin klesd a naopak se zvySuje obsah tukli a sacharidi. SloZeni
matefského mléka se méni také béhem dne a dokonce i béhem jednoho kojeni
(Svacina et al. 2013).

Kojeni je dilezité jak pro zdravi a vyvoj ditéte, tak pro zdravi matky. Je mimo jiné
také dilezit¢ z hlediska psychologického, socidlniho, ekonomického a ekologického

(Nevoral, 2013).
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3.9.2.2 Uméla kojenecka vyZiva

Na umélou kojeneckou vyzivu se pfistupuje V piipadé, Ze matka nemize
ze zavaznych divodi dité kojit. V prvnich 6 mésicich zivota pak ptichazi v tivahu
uméla vyziva pro kojence ve form¢ pocateéni mlééné vyzivy a od 6. mésice pak
pokracovaci mlécna vyziva. Uméld kojeneckd vyziva vSak i pres veskerou snahu
nedokaze zcela nahradit matei'ské mléko (Svacina et al. 2013).

Slozeni umélé mlécné vyzivy pro kojence a déti do jednoho roku véku se upravuje
tak, aby se podobalo matetskému mléku. Ke kravskému mléku se piridavaji deficitni
slozky, kterymi jsou sérové bilkoviny, nenasycené mastné kyseliny a laktdoza. Smés
se oSetfuje vysokou teplotou a nasledné se homogenizuje, susi a fortifikuje vitaminy
a zelezem (Kadlec et al., 2009).

Um¢élé kojenecké vyzivy jsou v poslednich letech stale Castéji obohacovany prave
0 probiotika, prebiotika a synbiotika. Jsou do nich pfidavany Bifidobacterium lactis,
Bifidobacterium bifidum, Streptococcus thermophilus, Streptococcus helveticus,
Bifidobacterium longum BL 999 a Lactobacillus rhamnosus LPR.

Vybor pro vyzivu Evropské spoleCnosti pro pediatrickou gastroenterologii,
hepatologii a vyzivu prohlasil, Zze tato probiotika podporuji rist a stolici déti
do 4 — 6 mésicu veéku. U starSich kojenci krmenych kojeneckou mlécnou vyzivou
obohacenou o Bifidobacterium lactis samotnym nebo v kombinaci se Streptococcus
thermophilus, se snizuje riziko nespecifickych gastrointestinalnich infekci a nutnost
Castého uziti antibiotik. Laktobacily pravdépodobné snizuji riziko gastroenteritidy
u kojencti zptisobenou rotaviry (Forsythe, 2004).

Probiotika v détskych vyzivach nejsou povazovana za nebezpecna, nicmén¢ dikazy
0 jejich prospésnosti jsou nedostacujici, a proto dosud nebylo doporuceno jejich rutinni
pouzivani (Nevoral, 2013).

Prebiotické oligosacharidy jsou tfeti nejvétsi slozkou matefského mléka hned
po laktoze a lipidech, a proto je zvySena snaha produkovat piipravky détské mlécné
vyzivy s prebiotickou vlakninou a pfiblizit tak strukturu mikroflory traviciho traktu

nekojenych déti co nejvice prirozené flofe déti kojenych (Zbotil, 2005).
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3.10 Legislativni uprava

Pozadavky na potraviny upravuje zakon ¢&. 110/1997 Sb. o potravinach
a tabakovych vyrobcich a o zmén¢ a doplnéni nékterych souvisejicich zdkonl v platném
znéni.

Vyhlaska ¢. 397/2016 Sb. upravuje pozadavky na mléko a mlécné vyrobky,
mrazené krémy a jedlé tuky a oleje. V tabulce €. 2 jsou uvedeny mikrobiologické
pozadavky na jednotlivé kysané mlééné vyrobky a na druhy zivych mikroorganismi
mlécného kysani v téchto vyrobcich obsazenych.

Natizenim Evropské komise €. 432/2012, kterym se zfizuje seznam schvalenych
zdravotnich tvrzeni pifi oznaCovani potravin jinych neZ tvrzeni o sniZeni rizika
onemocnéni a o vyvoji a zdravi déti, obsahuje jediné zdravotni tvrzeni, které se tyka
bakterii mlécného kvaseni. Toto tvrzeni tikd, ze zivé kultury v jogurtu nebo kysaném
mléce zlepSuji traveni laktdézy z daného vyrobku u osob, které laktdzu Spatné travi. Toto
tvrzeni mlze nést pouze ten jogurt ¢i kysané mléko, které obsahuje nejméné 10 kolonii
tvoricich jednotek Zivych mikroorganismi zakysové kultury (Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus a Streptococcus thermophilus) na 1 gram vyrobku.

Vyhlaska ¢. 54/2004 Sb. reguluje potraviny urcené pro zvlaStni vyzivu a zpusob
jejich pouziti. Do kategorie potravin pro zvlastni vyZivu spadaji 1 potraviny

pro pocate¢ni a pokracovaci kojeneckou vyzivu a vyzivu malych déti.
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Tabulka ¢. 2: Mikrobiologické pozadavky na jednotlivé kysané mlécné vyrobky

a na druhy zivych mikroorganismii mlééné¢ho kysani v téchto vyrobcich obsazenych

dle vyhlagky &. 397/2016 Sb.

s bifidokulturou

Druh vyrobku Pouzité mikroorganismy Milééna
mikroflora
vyrobku
vl1lg
Kysané ¢i zakysané monokultury nebo smésné kultury bakterii 10°
mlécné vyrobky mlécného kvaseni
déle neuvedené
Acidofilni mléko Lactobacillus acidophilus a dalsi mezofilni, 10°
pftip. termofilni kultury bakterii mlééného Lactobacilus
kvaSeni acidophilus
Jogurty, protosymbioticka smés Streptococcus 10’
jogurtova mléka salivarius subsp. thermophilus a Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus
Kefir zakys ptipraveny z kefirovych zrn nebo bakterie
kefirové kultury, jehoz mikroflora se sklada mlécného
z kvasinek zkvasujicich laktozu Kluyveromyces | kvaseni 10°
marxianus i nezkvasujicich laktozu a kvasinky
Sacharomyces unisporus, Sacharomyces 10*
cerevisiae, Sacharomyces exignus a dale
Leuconostoc, Lactococcus a Aerobacter,
rostouci ve vzdjemném spoleCenstvi
Kefirové mléko zakys skladajici se z kvasinkovych kultur rodu bakterie
Kluyveromyces, Torulopsis nebo Candida mlécného
valida a mezofilnich a termofilnich kultur kvageni 10°
bakterii mlééného kvaseni v symbiodze a kvasgnky
10
Kysany mléény Bifidobacterium sp. v kombinaci s mezofilnimi 10°
vyrobek a termofilnimi bakteriemi mlé¢ného kvaseni bifidobaktrie
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Pouzity material

Pouzity material zahrnuje vSechny pfistroje, laboratorni pomiicky, chemikalie,
kultivacni média a vzorky vyuzit¢ pro mikrobiologicky rozbor. VSeobecné plati,
ze veSkeré vybaveni mikrobiologické laboratofe musi byt udrzovano v Cistoté
a perfektnim provoznim stavu. U pfistroji a pomicek musi byt zarucena jejich Cistota

a sterilita az do doby jejich pouziti.

4.1.1 Pristroje

- Laboratorni véhy (Biotech, Ceska republika)

- Biologicky termostat (Biotech, Ceské republika)

- Chladnicky (Liebherr, SRN/Rakousko)

- Autoklav (Schoeller Instruments, Ceské republika)

- Vodni lazen (Schoeller Instruments, Ceska republika)
- Homogenizator (Biotech, Ceska republika)

- Automatické pipety (Biotech, Ceska republika)

- Vortex (Biotech, Ceska republika)

4.1.2 Pomicky

- Laboratorni sklo (zkumavky, odmérny valec, reagen¢ni lahve, Petriho misky),
(Merci, Ceska republika)

- Vyvijece anaerobniho prostiedi (Merck, Némecko)

- Anaerostaty (Oxoid, UK)
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4.1.3 Chemikalie
- BSM suplement (Sigma Aldrich, USA)
- Fyziologicky roztok (Noack, Francie)
o Chlorid sodny 8,5 g

o Destilovana voda 1000 ml

4.1.4 Kultivaéni média

- MRS médium (Lab M Limited, UK)
- BSM médium (Sigma Aldrich, USA)

Pro stanoveni poctu bakterii rodu Bifidobacterium bylo pouzito selektivni
BSM médium (Bifidus selektivni agar) a pro bakterie mlécného kvaSeni pak MRS agar
(Man, Rogosa a Sharp).

4141 MRS médium

MRS médium je tuhd selektivni pida pro stanoveni poctu bakterii mlécného
kvaseni. Dehydratovana MRS piida obsahuje polypepton, masovy extrakt, kvasni¢ny
extrakt, glukézu, Tween 80, fosforecnan draselny, octan sodny, citrat amonny, siran
hofec¢naty, siran manganaty a bakteriologicky agar. Slozeni MRS média je uvedeno

Vv tabulce €. 3. Pfipravené médium ma pti 25 °C pH 5,7+0,1.
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Tabulka ¢. 3: Slozeni MRS média

SloZeni MRS média

Polypepton 109
Masovy extrakt 109
Kvasni¢ny extrakt 49
Citrat amonny 29
Octan sodny 5¢
Siran hotfecnaty 0,29
Siran manganaty 0,059

Fosforecnan draselny | 2 g
Glukoza 209
Tween 80 1,089

Bakteriologicky agar | 15,59

Destilovana voda 1000 ml

4.1.4.2 BSM médium

BSM agar je vhodny pro stanoveni bakterii rodu Bifidobacterium ve vzorcich
mlécnych produktti. Dehydratovana ptida BSM obsahuje pepton, masovy extrakt,
kvasni¢ny extrakt, dextrézu, chlorid sodny, latky pro detoxikaci vedlejSich
metabolickych produktii, reduk¢éni a pufrovaci ¢inidla, selektivni soli, které inhibuji
plisné a gramnegativni bakterie, latky inhibujici glykolyzu a antibiotika. Ptipravené
médium ma pH 6,8+0,2 pii 25 °C. Do média byl navic ptidan BSM suplement,
coz je smes antibiotik (vyrobcem blize nespecifikovana), ktery inhibuje rtst doprovodné
mikroflory v kysanych mléénych vyrobcich a umozniuje selektivni stanoveni bakterii

rodu Bifidobacterium.
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415 Vzorky

- Jogurt
- Kefir

- Détska vyziva

Vzorky byly zakoupeny v bézné trzni siti tak, aby jejich sarze byly ve vSech piipadech
co nejcerstvejsi a mohly byt podrobeny mikrobiologickému rozboru vzdy ve stejném
intervalu  skladovani. U vzorku détské vyzivy byl proveden jednorazovy
mikrobiologicky rozbor. Pro experiment byly vybrany takové produkty, u nichz vyrobce

na obale deklaroval obsah probiotickych mikroorganismi.

4.1.5.1 Kefirové mléko

Jedna se o nizkotu¢né kefirové mléko, které obsahuje mléko, mlééné kultury
a probiotickou kulturu ABT: Lactobacillus acidophilus 10%g, Bifidobacterium 10%g
a Streptococcus thermophilus 10%/g. Vyrobce doporuduje skladovat pii teploté

2 °C -8 °C. V tabulce ¢. 4 jsou uvedeny vyzivové udaje kefirového mléka na 100 g.

Tabulka €. 4: Vyzivové tidaje U kefirového mléka

VyZivové idaje na 100 g
Energie 170 kJ/40 kcal
Tuk 119
z toho nasycené mastné kyseliny 0,849
Sacharidy 419
z toho cukry 419
Bilkoviny 3,30
Sal 0,19
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4.1.5.2 Jogurt

Jde o vzorek bilého jogurtu, ktery kromé mléka, mléEnych bilkovin a jogurtovych
kultur obsahuje zivou kulturu Bifidobacterium animalis DN-173 010 v po¢tu minimalné
4 x 10°/100 g. Vyrobce doporuduje skladovat pii teploté 2 °C — 8 °C. Vyzivové udaje

tohoto bilého jogurtu jsou uvedeny v tabulce €. 5.

Tabulka ¢. 5: Vyzivové tdaje u jogurtu

VyzZivové iidaje na 100 g
Energie 288 kJ/69 kcal
Tuky 3449
z toho nasycené kyseliny 2,1¢g
Sacharidy 51¢
z toho cukry 519
Bilkoviny 45¢g
Sal 0,159
Vapnik 145 mg

4.1.5.3 Détska vyZiva

Jde o vyzivu vhodnou pro déti od ukonceného 15. mésice. Obsahuje susené
odtu¢néné mléko, maltodextrin, laktdzu, rostlinné oleje, bilkoviny mlécné syrovatky,
sojovy lecitin, vitaminy, mineralni latky, rybi olej a bakterie mlééného kvaseni:
Bifidobacterium longum ATCC BAA-999 v podtu 10° KTJ.g' prasku na konci
minimalni trvanlivosti a Lactobacillus rhamnosus GGMCC 1.3724 v poétu 10° KTJ.g™*
prasku na konci minimalni trvanlivosti. Vyrobce doporucuje skladovat v suchu

pii pokojové teploté.
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4.2 Pouzité metody

Analyzované vzorky kefirového mléka i jogurtu byly jedné Sarze. Analyza
probihala po celou dobu jejich trvanlivosti. Prvni stanoveni poctu bakterii mlééného
kvaSeni a bifidobakterii bylo provedeno v den jejich zakoupeni. Pro stanoveni byly
pouzity tii stejné vzorky jedné Sarze daného vyrobku. Ostatni vzorky stejné Sarze
daného vyrobku byly skladovany pii dvou raznych teplotach: 4 °C a 10 °C. Dalsi
stanoveni bylo u jogurtu i kefirového mléka provedeno po 7 dnech skladovani, kdy byly
pro rozbor pouzity tfi stejné vzorky jedné Sarze dané¢ho vyrobku skladované pfi teploté
4 °C a tii stejné vzorky jedné Sarze skladované pii teploté¢ 10 °C. Posledni stanoveni
poctu bakterii mlééného kvaseni a bifidobakterii bylo provedeno u kefirového mléka
po 21 dnech skladovani a u jogurtu po 14 dnech skladovani, a to obdobnym zptisobem,
jako u stanoveni po 7 dnech skladovani. Celkem tedy bylo analyzovano 45 vzorkl
jogurtu a 45 vzorku kefirového mléka. Intervaly mikrobiologického rozboru byly
zvoleny s ohledem na dobu trvanlivosti analyzovanych vzorkd. Kromé stanoveni poétu
bakterii mlécného kvaseni a bifidobakterii Vv kefirovém mléku a jogurtu bylo také
provedeno stanoveni téchto bakterii ve tfech vzorcich détské vyzivy stejné Sarze,

a to na konci doby jeji trvanlivosti.

4.2.1 Stanoveni poc¢tu bakterii mlé¢ného kvaseni a bakterii rodu

Bifidobacterium sp. plotnovou metodou

Stanoveni poétu bakterii mlé&ného kvaseni bylo provedeno dle CSN EN ISO 15214
a stanoveni rodu Bifidobacterium sp. pak dle Burdychova (2007) a Burdychova,
Sladkova (2007). Pro stanoveni poctu bakterii mlééného kvaSeni a bakterii rodu
Bifidobacterium sp. byla pro ocfkovani vzorku pouzita metoda zalévani inokula

kultivaéni ptidou.
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4.2.1.1 Priprava kultivacni pudy

Do reagencni lahve bylo nejprve navazeno potfebné mnozstvi piislusné
dehydratované pudy, pficemz dle navodu vyrobce mélo byt v jednom litru destilované
vody rozpusténo 55,5 g BSM agaru a 70 g MRS agaru. Dehydratovana puda byla
rozmichana s destilovanou vodou a ponechdna 10 minut bobtnat. Reagencni lahev
s dehydratovanou ptudou a destilovanou vodou byla sterilizovana pii 121 °C po dobu
15 minut a po sterilizaci vlozena do vodni lazné vytemperované na 45 °C.
V BSM agaru byl tésné¢ pied jeho pouzitim fadné¢ rozmichan BSM suplement
v mnozstvillé mg na 1 litr BSM agaru.

4.2.1.2 Priprava iedéni

Piiprava vychozi suspenze a desetinasobnych fedéni byla provedena dle
CSN EN ISO 6887-1. Misto odbéru u vzorku potraviny bylo dezinfikovano tampénem
namoceném v 70% etanolu. U jogurtu a détské vyzivy byla pomoci sterilnich pomicek
odvazena navazka 10,0=0,1 g do oznaceného sacku. Navazka jogurtu byla asepticky
zalita pomoci odmérného valce s 90 ml fyziologického roztoku, ktery byl ptipraven
dle navodu vyrobce. Obsah byl nasledné ponechdn v homogenizatoru 60 s, ¢imz byla
ziskana vychozi suspenze. Vychozi suspenze u kefirového mléka byla ziskéna tak, Ze
10 ml kefirového mléka bylo pieneseno do sacku s 90 ml fyziologického roztoku. Dalsi
desetindsobné fedéni bylo ziskdno prenesenim 1 ml vychozi suspenze sterilni pipetou
do sterilni zkumavky s 9 ml fyziologického roztoku. Obsah ve zkumavce byl promichan
5 — 10 s pomoci vortexu. Byl volen takovy stupen fedéni, aby vysledny pocet kolonii

na jedné plotné byl 15 — 300.

4.2.1.3 Kultivacni vySetieni

Dna Petriho misek byly oznaceny nazvem vzorku a do kazdé z téchto Petriho misek

bylo sterilni pipetou pfeneseno mnozstvi 1 ml suspenze ptislusného fedéni a zalito asi
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20 ml pady o teploté 45 °C. Inokulum s agarem bylo krouzivym pohybem promichano
a ponechano zatuhnout. Naockované plotny pro stanoveni bakterii mlééného kvaSeni
byly v termostatu inkubovany dnem vzhuru pii 30 °C aerobné po dobu 72 hodin. Misky
naoCkované pro stanoveni poc¢tu bakterii rodu Bifidobacterium sp. byly vloZeny
do anaerostatu, do kterého byl dale pfidan vyvije¢ anaerobni atmosféry, a byly dale

inkubovany v termostatu pii 37 °C po dobu 72 hodin.

4.2.1.4 Hodnoceni

Po¢itani kolonii prob&hlo dle CSN ISO 7218. Pro vypocet byly pouzity misky, které

obsahovaly maximalné 300 KTJ ve dvou po sob¢ jdoucich fedénich.

4.2.1.5 Vyjddieni vysledki

Pocet mikroorganismti pfitomnych ve vzorku se spocital jako vazeny primér dvou

po sobé nasledujicich fedéni podle vzorce:

N 3C
~ V(ny, +0,1ny,)d

>C...soucet kolonii mikroorganismil ve vybranych miskach
N;...pocet vybranych misek z prvniho méfeni

ny...pocet vybranych misek z druhého fedeéni

d...tedici faktor odpovidajici prvnimu pro vypocet pouzitému fedéni

V...objem inokula v ml o€kovaného na kazdou plotnu

Vysledek byl zaokrouhlen na dvé platné cislice a vyjadien jako pocet kolonii

tvoficich jednotek v gramu vyrobku (KTJ.g™P).
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4.2.1.6 Zpracovani vysledkii

Ziskané¢ vysledky byly statisticky zpracovany prostiednictvim programu
STATISTICA 12, kde byla provedena regresni analyza pro vyjadfeni zmén pocth
probiotickych mikroorganismi v pribé¢hu skladovani. Pro zjisténi statistické
prukaznosti vlivu raznych teplot skladovani na pocty probiotickych mikroorganismt
byla v tomto programu provedena analyza rozptylu, pro kterou byl pouzit Tukeytv test.

Byly také vypocitany zakladni popisné statistiky (pramér, smeérodatna chyba praméru).
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5 VYSLEDKY

5.1 Analyza fermentovanych mléénych vyrobku a détské vyzivy

Rozbor fermentovanych mlécnych vyrobku a détské vyzivy byl proveden dle
metody uvedené v kapitole 4.2.1. Vzorky byly naockovany na kultiva¢ni pady, které
jsou uvedeny v kapitole 4.1.4, metodou uvedenou v kapitole 4.2.1.3 a po kultivaci byly

odecteny kolonie dle postupu uvedeného v kapitole 4.2.1.4.

5.1.1 Kultivace

Bakterie mlééného kvaseni mély po inkubaci na tuhé selektivni MRS ptidé podobu
teckovitych bilych kolonii (obrazek ¢. 2). Bifidobacterium sp. tvotily na selektivnim
BSM médiu po anaerobni kultivaci fialové vypouklé kolonie (obrdzek ¢. 1). Narostlé
kolonie mély charakteristicky vzhled. V tabulce €. 6 jsou shrnuty podminky kultivace

a morfologie kolonii sledovanych bakterii.

Tabulka ¢. 6: Podminky kultivace a morfologie kolonii zkoumanych bakterii

Stanoveni Podminky kultivace Morfologie kolonie

Bakterie mlé¢ného kvaseni | aerobné 30°C, 72 hodin teckovité, bilé, lesklé
kolonie

Bifidobacterium sp. anaerobné 37°C, 72 hodin 2 mm fialové kolonie
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Obr. 1: Bifidobacterium sp. na ptid¢ BSM

Obr. 2: Bakterie mlé¢ného kvaseni na padé MRS
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5.1.2 Pocty bakterii ve fermentovanych mléénych vyrobcich v zavislosti na dobé

skladovani

V prabéhu skladovani jogurtu pii 4 °C doslo ke statisticky prikaznému poklesu
po&tu bakterii mlé&ného kvaseni (p < 0,05) na primérnou hodnotu 8,16+0,09 KTJ.g™,
a to pi pocate¢nim pramémém poétu 8,62+0,04 KTJ.g', stejng jako u jogurtu
skladovaného pii 10 °C, u n¢hoz byl prumérny pocet bakterii na konci doby trvanlivosti
7,77£0,16 KTJ.g'l. Rychlejsi pokles v poctu bakterii mlééného kvaseni nastal u jogurtu
skladovaného pii 10 °C. Vyvoj poétu bakterii mlééného kvaseni (log KTJ.g™) ve vzorku
jogurtu skladovaného pii 4 °C a 10 °C v zavislosti na dobé skladovani ukazuje
obrazek ¢. 3. Dle vyhlasky ¢. 397/2016 Sb., by mély jogurty na konci trvanlivosti
obsahovat 7,00 KTJ.g' protosymbiotické smé&si Streptococcus salivarius subsp.

thermophilus a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

Jogurt skladovany pri 4 °C a 10 °C
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Obr. 3: Po&et bakterii mlé&ného kvaseni (log KTJ.g™) ve vzorku jogurtu skladovaného

pii 4 °C a 10 °C v zavislosti na dob¢ skladovani
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U kefirového mléka, skladovaného pii 4 °C, doslo v prabéhu skladovani také
ke statisticky prukaznému poklesu poctu bakterii mlécného kvaseni (p < 0,05)
na prumérnou hodnotu 6,76+0,17 KTJ.g’l, obdobn¢ jako u kefirového mléka
skladovaného pti 10 °C, a to na primérnou hodnotu 6,88+0,15 KTJ.g'l. Primérny pocet
bakterii mlééného kvaseni na pocatku skladovani byl 7,39+0,15 KTJ.g™. K rychlejsimu
poklesu bakterii mlééného kvaSeni doslo u kefirového mléka skladovaného pii 4 °C.
Pocet bakterii mléného kvaseni (log KTJ .g'l) ve vzorku kefirového mléka
skladovaného pii 4 °C a 10 °C v zavislosti na dob¢ skladovani ukazuje obrazek ¢. 4.
Dle legislativy musi kefirovd mléka na konci trvanlivosti obsahovat 6,00 KTJ.g™

bakterii mlééného kvaseni.

Kefirové mléko skladované
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Obr. 4: Podet bakterii mlééného kvaseni (log KTJ.g%) ve vzorku kefirového mléka

skladovaného pii 4 °C a 10 °C v zavislosti na dobé skladovani
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Pocet Bifidobacterium sp. u jogurtu skladovaného pii 4 °C se prukazné snizil
(p < 0,05) na primérnou hodnotu 8,42+0,1 KTJ.g™. Ke statisticky prikaznému sniZeni
poctu Bifidobacterium sp. doslo také u jogurtu skladovaného pii 10 °C (p < 0,05),
a to na prumérnou hodnotu 8,40+0,09 KTJ.g’l, piicemz primérna hodnota poctu
Bifidobacterium sp. na podatku skladovani byla 8,81+0,03 KTJ.g*. Podet
Bifidobacterium sp. se snizoval o malo rychleji u jogurtu skladovaného pii 10 °C,
nez u jogurtu skladovaného pii 4 °C, coz ukazuje obrazek €. 5. Legislativné predepsany
pocet bifidobakterii v kysanych mlé¢nych vyrobcich s bifidokulturou na konci jejich
trvanlivosti je 6,00 KTJ.g? a vyrobce tohoto jogurtu zaruCuje minimalni pocet
7,60 KTJ.gt
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Obr. 5: Pocet Bifidobacterium sp. (log KTJ.g?) ve vzorku jogurtu skladovaného

pti 4 °C a 10 °C v zavislosti na dob¢ skladovani
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U kefirového mléka byla primérna pocate¢ni hodnota poctu Bifidobacterium sp.
7,98+0,06 KTJ.g™. Na konci skladovani byl u kefirového mléka skladovaného pii 4 °C
primémy podet Bifidobacterium sp. 7,73+0,09 KTJ.g' a u kefirového mléka
skladovaného pii 10 °C pak 7,82+0,07 KTJ.g‘l. U kefirového mléka skladovaného
pti 10 °C, na rozdil od kefirového mléka skladovaného pii 4 °C, nedoslo K prikaznému
snizeni poctu Bifidobacterium sp. (p > 0,05), i kdyZ zde mirna tendence poklesu byla,
jak je ukazano na obrazku €. 6. V tomto piipad¢ byl také splnén pozadavek legislativy,
a to, ze na konci skladovani ma byt v kysanych mléénych vyrobcich s bifidokulturou
6,00 KTJ.g™ bifidobakterii.
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Obr. 6: Pocget Bifidobacterium sp. (log KTJ.g') ve vzorku kefirového mléka

skladovaného pii 4 °C a 10 °C v zavislosti na dob¢ skladovani

58



5.1.3 Pocet bakterii v détské vyzivé

Ve vzorku détské vyzivy bylo 7,29+0,04 log KTJ .g'1 bakterii mlécného kvaseni
a 6,45+0,08 log KTJ.g™ Bifidobacterium sp., coZ je také ukazuje obrazek &. 7. Vyrobee
uvadi, ze produkt méa obsahovat minimalné 10° KTJ.g™ prasku Bifidobacterium longum
na konci doby trvanlivosti. Tento minimalni pocet Bifidobacterium sp. znazorfuje

Vv obrazku ¢. 7 ¢erna vodorovna ¢ara.

Pocet bakterii mlééného kvasSeni a
Bifidobacterium sp. ve vzorku détské

VyZivy
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Obr. 7: Po&et bakterii mlé&ného kvaseni a Bifidobacterium sp. (log KTJ.g™) ve vzorku

détské vyzivy
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5.1.4 Pocty bakterii ve fermentovanych mléénych vyrobcich skladovanych pri

riznych teplotach

V poétech bakterii mlééného kvaSeni u jogurtd skladovanych pii dvou rtznych
teplotach nebyl po sedmi dnech skladovdni zaznamenan statisticky vyznamny rozdil
(p > 0,05). Tento rozdil byl zaznamenan az po 14 dnech skladovani (p < 0,05),
coz ukazuje obrazek €. 8.

Vliv dvou raznych skladovacich teplot na pocet bakterii mlééného kvaseni
v jogurtech bez ohledu na dobu skladovani vSak byl statisticky neprikazny (p > 0,05),

jak je vidét na obrazku ¢. 9.

Pocet bakterii mlé¢ného kvaSeni
ve vzorku jogurtu v danych intervalech skladovani
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Obr. 8: Polet bakterii mlé&ného kvaseni (log KTJ.g™h) ve vzoru jogurtu skladovaného
pfi teploté 4 °C a 10 °C v danych intervalech skladovani. Priméry oznacené riznymi
pismeny se v rdmci sledovaného faktoru, kterym byla teplota skladovani, statisticky 1isi

(p < 0,05)
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Pocet bakterii mlééného kvaseni ve vzorku
jogurtu bez ohledu na dobu skladovani
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Obr. 9: Podet bakterii mlééného kvaseni (log KTJ.g™) ve vzorku jogurtu, skladovaného

pii teploté 4 °C a 10 °C, bez ohledu na dobu skladovani

U kefirového mléka, které bylo obdobné jako jogurt skladovano pii dvou ruznych
teplotach, nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil (p > 0,05) v poctech bakterii
mlééného kvaSeni (obrazek ¢. 10), a to ani na konci jeho doby trvanlivosti, jako tomu
bylo v piipadé¢ jogurtu. Vliv dvou ruznych skladovacich teplot na pocet bakterii
mlé¢ného kvaseni v kefirovém mléce bez ohledu na dobu skladovani byl také statisticky

neprikazny (p > 0,05), jak je vidét na obrazku ¢. 11.

Pocet bakterii mlééného kvaseni ve vzorku
kefirového mléka v danych intervalech
skladovani
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Obr. 10: Pocet bakterii mlééného kvaseni (log KTJ.g?) ve vzorku kefirového mléka

skladovaného pii teploté 4 °C a 10 °C v danych intervalech skladovani
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Pocet bakterii mlééného kvaSeni ve vzorku
kefirového mléka bez ohledu na dobu
skladovani
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Obr. 11: Pocet bakterii mlé&ného kvaseni (log KTJ.g™h) ve vzorku kefirového mléka,

skladovaného pii teploté 4 °C a 10 °C, bez ohledu na dobu skladovani

Na pocet Bifidobacterium sp. v jogurtech, nemélo skladovani pii dvou rtznych
teplotach prikazny vliv (p > 0,05), a to ani na konci doby trvanlivosti jogurtu
(obrazek ¢. 12). Vliv dvou riznych skladovacich teplot na pocet Bifidobacterium sp.
Vv jogurtu bez ohledu na dobu skladovani byl také statisticky neprikazny (p > 0,05),

coz je vidét na obrazku ¢. 13.

Pocet Bifidobacterium sp. ve vzorku jogurtu v
danych intervalech skladovani
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Obr. 12: Pocet Bifidobacterium sp. (log KTJ.g™") ve vzorku jogurtu skladovaného
pri teploté 4 °C a 10 °C v danych intervalech skladovani
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Pocet Bifidobacterium sp. ve vzorku jogurtu
bez ohledu na dobu skladovani

m Bifidobacterium sp. 4 °C
m Bifidobacterium sp. 10 °C
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8 -

Obr. 13: Pocet Bifidobacterium sp. (log KTJ.g%) ve vzorku jogurtu skladovaného
pii teploté 4 °C a 10 °C bez ohledu na dobu skladovani

Obdobné jako v pfipadé¢ jogurtu, ani u kefirového mléka nebyl zaznamenan
statisticky vyznamny rozdil (p > 0,05) v poctech Bifidobacterium sp. mezi kefirovym
mlékem skladovanym pii 4 °C a kefirovym mlékem skladovanym pii 10 °C
(obrazek ¢. 14). Vliv dvou riznych skladovacich teplot na pocet Bifidobacterium sp.
V kefirovém mléce bez ohledu na dobu skladovani byl také statisticky neprikazny

(p > 0,05), coz ukazuje obrazek ¢. 15.

Pocet Bifidobacterium sp. ve vzorku kefirového
mléka v danych intervalech skladovani
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Obr. 14: Pocet Bifidobacterium sp. (log KTJ.g') ve vzorku kefirového mléka

skladovaného pii teploté 4 °C a 10 °C v danych intervalech skladovani
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Pocet Bifidobacterium sp. ve vzorku kefirového
mléka bez ohledu na dobu skladovani

A m Bifidobacterium sp. 4 °C
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Obr. 15: Pocet Bifidobacterium sp. (log KTJ.g') ve vzorku kefirového mléka
skladovaného pfi teploté 4 °C a 10 °C bez ohledu na dobu skladovani
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6 DISKUSE

Zivotaschopnost probiotickych mikroorganismti pii skladovani zavisi zejména
na druhu potraviny, tvorb& inhibi¢nich latek, teploté¢ skladovani, obsahu kysliku
(Horackova, Svirakova, 2009), oxidaéné-redukénim potencialu, ostatnich kulturnich
mikroorganismech, dob¢ skladovani, vodni aktivité¢ a pH (Champagne, 2009).

V této diplomové praci byly prostiednictvim kultivacnich metod kvantifikovany
bakterie mlé¢ného kvaseni a zdravi prospésné probiotické bakterie Bifidobacterium sp.
ve vzorcich détské vyzivy a ve fermentovanych mléénych vyrobcich (jogurt a kefirové
mléko). Jednalo se o bézné dostupné produkty v trzni siti, u nichz vyrobce na etiketé
deklaroval obsah probiotickych bakterii.

U jogurtu a kefirového mléka byly sledovany pocty bakterii mlééného kvasSeni
a Bifidobacterium sp. v zavislosti na dobé skladovani a také rozdily v poctech
prospé$nych bakterii mezi témito vyrobky skladovanymi jednak pii 4 °C a jednak
pii 10 °C, a to od okamziku zakoupeni, az do konce jejich trvanlivosti. U détské vyzivy
bylo provedeno stanoveni poc¢tu deklarovanych probiotickych bakterii bez ohledu
na dobu ¢i teplotu skladovani. Jogurt byl spolu s kefirovym mlékem analyzovan v den
zakoupeni, po sedmi dnech skladovani a na konci doby trvanlivosti.

V piipad¢ détské vyzivy byl zjistén vyskyt bakterii mlé€ného kvaSeni
I Bifidobacterium sp., pficemz pocet Bifidobacterium sp. odpovidal udaji na etiketé
0 jejich minimalnim po¢tu na konci trvanlivosti.

Pocty bakterii mlé¢ného kvaseni u jogurtu i kefirového mléka v prabéhu skladovéni
prikazné poklesly, a to v ptipadé produkti skladovanych jak pfi 10 °C, tak pii 4 °C
(p < 0,05). Obdobn¢ tomu bylo u Bifidobacterium sp. Vyjimkou byl pocet
Bifidobacterium sp. u kefirového mléka skladovaného pii 10 °C, kdy nedoslo
k prikaznému snizeni poctu téchto bakterii (p > 0,05), i kdyz mirna tendence k poklesu
jejich poctu zde byla.

Vysledky experimentu u fermentovanych mléénych vyrobkii odpovidaji
pfedpokladu, Ze pocet probiotickych mikroorganismii se pii skladovani zpravidla
snizuje. Zavisi vSak také na kmenu a druhu mikroorganismu (Champagne, 2009).
Ve studii Mani-Lopéz et al. (2014) pocty Streptococcus thermophilus a Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus v jogurtech, skladovanych pii 5 °C po dobu 35 dni,
poklesly, podobné jako u jogurtd skladovanych pii 4 °C, u kterych doslo k mirnému

65



snizeni poctu bifidobakterii na konci doby jejich trvanlivosti (Raeisi et al. 2013). Uvadi
se, Ze potravinova matrice ma rozhodujici vliv na zivotaschopnost a funk¢énost probiotik
(Souza et al., 2011). Jogurty maji kyselost 60 — 65 °SH, zatimco kefirové mléko
35 — 50 °SH (Gorner, Valik, 2004). Na piezivani bifidobakterii béhem skladovani
negativné¢  pisobi  krom¢ nizké skladovaci teploty také nizké pH
(Gonzalez-Sanchez et al., 2010).

Pii sledovani vlivu dvou riaznych skladovacich teplot (4 °C a 10 °C) na pocet
sledovanych bakterii, nebyl zaznamenan zadny statisticky vyznamny rozdil v jejich
poctech (p > 0,05). Vyjimkou byly bakterie mlécného kvaseni v jogurtu na konci jeho
doby trvanlivosti, kdy byl pocet bakterii mlécného kvaseni prokazatelné vyssi u jogurtu
skladovaného pii 4 °C (p < 0,05), nez u jogurtu skladovaného pii 10 °C. V literatuie
je také doporucovano snizit skladovaci tepoty na 4 °C, aby se tak podpofilo piezivani
kultur béhem skladovani (Casarotti et al., 2014).

U jogurtu klesal pocet bakterii mlééného kvaseni a Bifidobacterium sp. rychleji
pti 10 °C, nez pii 4 °C. Mezofilni bakterie maji minimalni teplotu vyssi nez 5 °C, avSak
vétSina bakterii pfeziva pomérné dlouhou dobu i1 pii teploté nizs§i, nez je jejich
minimélni teplota (Silhankova, 2002). Piezivani bifidobakterii v jogurtu mize zlepsit
skladovaci teplota, ktera je nizsi nez 4 °C, protoze pti této teplot€¢ dochazi k potlac¢eni
produkce kyselin u Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Kadlec et al., 2009),
a i kdyz Lactobacillus debrueckii subsp. bulgaricus muize za urcitych podminek
stimulovat rust Bifidobacterium sp., svou nadprodukci kyseliny mlééné a peroxidu
vodiku bifidobakterie naopak inhibuje (Gueimonde et al., 2012).

U kefirového mléka se pocet Bifidobacterium sp. a bakterii mlécného kvaseni zase
naopak snizoval mirné rychleji pti 4 °C, nez pii 10 °C. Kvasinky v kefirovém mléce
mohou zlepsovat stabilitu pfitomnych bakterii (Gueimonde et al., 2012). Mezi
kefirovymi kulturami totiz existuje symbioticky vztah. Bakterie mlééného kvaSeni
okyseluji prostiedi, které je vhodné pro kvasinky, a ty zase dodavaji do prostedi urcité
ristové latky (Silhankova, 2002). Kvasinky rostou v Sirokém teplotnim rozmezi
(0 °C — 45 °C), ale jejich teplotni optimum je okolo 30 °C. V anaerobnim prostfedi maji
kvasinky fermenta¢ni metabolismus, kdy tvoifi omezené mnozstvi bunééné hmoty
a produkuji etanol spolu s CO,. Bifidobakterie v ptitomnosti CO;, v mléce Iépe toleru;ji
ptitomnost O, jestlize zaroven rostou s jejich pfirozenym stievnim partnerem,

Lactobacillus acidophillus. Vétsina mezofilnich bakterii ma teplotni minimum
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pii 5 °C az 15 °C a pii této teploté se nerozmnozuji. Lactococcus lactis subsp. lactis
a Lactococcus lactis subsp. cremoris, které jsou také soucasti mlékarenskych kultur
pro vyrobu kefirovych mlék, rostou vsak jiz pfi teploté 10 °C, stejné, jako nékteré dalsi
laktobacily. Kefirové laktobacily rostou v mléku samostatné $patné, ale v symbidze
s kefirovymi kvasinkami se jim dafi 1épe (Gorner, Valik, 2004).

Pro podporu rlstu a =zlepSeni pfezivani probiotickych mikroorganismi
pii skladovani je doporuovano snizit inkubacni teplotu na 37 °C, obohacovat mléko
syrovatkovymi  bilkovinami, aplikovat prebiotické slozky, pouzivat techniky
enkapsulace a snizit skladovaci teploty na 4 °C (Casarotti et al., 2014). Enkapsulace
muze zlepSit stabilitu probiotickych bakterii va¢i podminkam traviciho traktu.
U enkapsulovanych bifidobakterii navic dochazi ke snizeni produkce kyseliny octové,
kterd negativné ovliviiuje chut' a vini (Horackova et al., 2014). Neenkapsulované
bifidobakterie ztratily podle studie Gonzalez-Sanchez et al. (2010) béhem skladovani
zivotnost 3x rychleji, nez enkapsulované, které byly navic odolnéjsi vi¢i negativnim
podminkam traviciho traktu.

V této diplomové praci spliovaly vSechny vyrobky na konci své trvanlivosti
legislativni poZadavky na minimalni pocet mlééné mikroflory ve vyrobku, které jsou
dany vyhlaskou ¢. 397/2016 Sb. V piipadé jogurtu a détské vyzivy bylo naplnéno také
tvrzeni vyrobce o minimalnim poctu probiotickych bakterii. Podnétem pro dalsi vyzkum
muze byt sledovani poctu probiotik v détskych vyzivach v zavislosti na dobé, poptipadé
teploté skladovani, jelikoz vyrobce doporuc€uje skladovani pouze pii pokojové teploté.

Probiotika jsou charakterizovany jako Zivé mikroorganismy s pozitivhim uc¢inkem
na lidské zdravi, jsou-li konzumovany v adekvatnim mnozstvi. Doposud vsak nebyla
navrzena optimalni terapeutickd davka zivych probiotickych mikroorganisml
ve vyrobku v okamziku spotieby, i kdyz v literatufe je casto citovdna minimalni
terapeuticka davka 10° — 10" KTJ.g™. Pivod tohoto tvrzeni neni jasny, ale prvni zminka
0o minimalni terapeutické davce 10° KTJ.g'1 pochdzi zroku 1990 a wvychazi
z predpokladu denni spotieby 100 g probiotického produktu (Raeisi et al., 2013).

Na zaklad¢ tohoto experimentu muze byt pro zvySeni ucinnosti probiotik
doporuceno skladovat fermentované mlécné vyrobky, spiSe pii nizsi skladovaci teploté,
kterd je doporufena vyrobcem a vzhledem ke sniZovani poctu prospéSnych bakterii
béhem skladovani je také vhodné je konzumovat pokud mozno co nejéerstvéjsi.

S dobou skladovani se navic u probiotickych produktti pravdépodobné snizuje odolnost
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probiotik vuci stresovym podminkam v travicim traktu (Casarotti et al., 2014).
Gueimonde et al. (2012) uvadi, ze stejny probioticky kmen uchovavany za riznych
skladovacich podminek, mize vykazovat rGznou citlivost k nepfiznivym podminkdm
traviciho traktu.

Kolonizace stfeva probiotickymi mikroorganismy je vSak docasna a jejich pocet
ve stfevé po piijmu probiotika casem klesd (Opletal, 2010). Mnozstvi probiotickych
mikroorganismil ve stfevé klesa také s vékem (Nagpal et al., 2014). Z hlediska naplnéni
zaddoucich ucinkG probiotik je proto obecné doporucovano jist je dlouhodobé
a pravideln¢ (Martin¢a, 2015). Je také vhodné konzumovat je idealné¢ spolu
S potravinami, které obsahuji zaroven prebiotika (Nagpal et al., 2014).

Kontrola Zivotaschopnosti vSak vzdy nestaci k tomu, aby bylo prokdzano zachovani
funkénosti kmene, protoZze podstatné je zachovat nejen zivotaschopnost probiotik
béhem vyroby, skladovéni a v travicim traktu, i kdyz v n€kterych ptipadech mohou mit
na konzumenta pfiznivy vliv také nezivé probiotické mikroorganismy
(Souza et al., 2011), ale také jejich vlastnosti, které dle definice d¢laji probiotika
probiotiky (Vinderola et al., 2011).
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7 ZAVER

Probiotika jsou dle definice zivé mikroorganismy, které pii pfijmu v adekvatnim
mnozstvi pfinaseji konzumentovi zdravotni vyhody. Jsou vSak znacné nestabilni.
Nez se dostanou na misto plsobeni ve stievech konzumenta, ztraci svou zivotnost
behem vyroby, skladovani a pii priichodu travicim traktem.

Problém se znacnou nestabilitou béhem skladovani mize feSit naptiklad vybér
vhodného kmene, enkapsulace probiotik ¢i pusobeni subletalnich stresovych faktord.
Pro stabilitu probiotickych bakterii je také dilezita potravinova matrice, pti¢emz mlé¢na
potravina je vhodnym vektorem. Mléko je kromé& toho také ptirozenym dobrym zdrojem
bilkovin a vépniku. Pfestoze Vv souCasné dobé existuje na trhu celd fada potravin
s probiotiky, fermentované mlécné vyrobky mezi probiotickymi potravinami stale
dominuji.

Zajisténi stability probiotik ve vyrobku je naléhavym tématem, a to i vzhledem
ke zvySujicimu se zajmu spotiebiteld o probiotické mlééné produkty. Mnoho
spotiebiteld navic nakupuje potraviny ve velkém mnozstvi do zasoby a cCasto pak
potraviny konzumuje tésné pred koncem jejich doby udrznosti. Spotiebitel také vzdy
nedodrzuje doporucenou teplotu v chladni¢kach, ktera by méla byt do 5 °C, protoze
Setfi spotfebu energie. Teplota v chladnic¢kéach také kolisa Vv jejich jednotlivych ¢astech
a pii zdlouhavém naskladfiovani a vyskladiiovani potravin. Mize také
nekontrolovatelné vzrist v disledku pteplnéni chladnicky ¢i pfi chlazeni teplych
pokrmil. Casto pak pfesahne hygienické teplotni maximum pro skladovani mléénych
vyrobkd, tedy 8 °C, a proto byla pro skladovani vzorkl kromé teploty 4 °C zvolena také
teplota 10 °C.

Tato prace méla proto za cil experimentalné zhodnotit vliv skladovacich faktord,
kterymi v této praci byly doba a teplota skladovani, na pocet prospéSnych
mikroorganism v probiotickych produktech. Vzorky byly zakoupeny co nejcerstvejsi
tak, aby mohl byt sledovan pocet probiotik po vétSinu doby trvanlivosti téchto
probiotickych vyrobkil.

Pocty bakterii mlééného kvaseni a bifidobakterii v jogurtu a kefirovém mléce
spliovaly legislativni limity jak v den nakupu, tak na konci doby jejich trvanlivosti.

Pocty bakterii mléného kvaseni a bifidobakterii u jogurtu 1 kefirového mléka

v pribéhu skladovani prokazatelné poklesly jak pii 10 °C, tak pii 4 °C (p < 0,05).
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Vyjimkou byl pocet Bifidobacterium sp. u kefirového mléka skladovaného pii 10 °C,
kdy nedoslo k prukaznému snizeni jeho poctu (p > 0,05).

U fermentovanych mléénych produktii nebyl zaznamenan statistiky vyznamny
rozdil v poctech bakterii mlécného kvaseni a bifidobakterii mezi jogurtem a kefirovym
mlékem skladovanym pfi 4 °C a jogurtem a kefirovym mlékem skladovanym pfti 10 °C
(p > 0,05). Vyjimkou byly bakterie mlééného kvaSeni v jogurtu na konci jeho doby
trvanlivosti, kdy byl pocet bakterii mlécného kvaseni prokazatelné vysSi u jogurtu
skladovaného pii 4 °C (p < 0,05).

V piipadé détské vyzivy zjistény pocet Bifidobacterium sp. odpovidal udaji
na etiketé 0 jejich minimalnim po¢tu na konci doby trvanlivosti.

ZkouSené vzorky probiotickych produktl spliiovaly legislativni limity a vyrobcem
deklarované poéty prospésnych bakterii na konci doby jejich Gdrznosti a mohou byt
tedy povazovany za mozné funk¢ni potraviny s preventivnim ucinkem, jestlize budeme
brat v tvahu &asto zmifiovanou minimalni terapeutickou davku 10° KTJ.g™. Na zaklade
této diplomové price miize byt doporuceno skladovani fermentovanych mléénych
vyrobku pfi teplot¢ dané vyrobcem, u jogurtu vSak pii niz§i doporucené teploté
(okolo 4 °C). Je také Zadouci konzumovat probiotické produkty co nejéerstvejsi,

a to kvali jejich snizujicimu se po¢tu béhem skladovani.
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skladovaného pfi teploté 4 °C a 10 °C, bez ohledu na dobu skladovani
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teploté 4 °C a 10 °C v danych intervalech skladovani
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