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Abstract
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A number of health benefits have been claimed for probiotic bacteria such as Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium spp. and Lactobacillus rhamnosus. Because of the potential health benefits, these orga-
nisms are increasingly incorporated into dairy foods. However, to reach health benefits, the concentrati-
on of probiotics have to be 10° CFU/g of a product. For assessing of required probiotic bacteria quantity,
it is important to have a working method for selective enumeration of these probiotic bacteria.

Five bacteriological media were evaluated to assess their suitability to selectively enumerate Strepto-
coccus thermophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium spp.
Bacteriological media evaluated included Streptococcus thermophilus agar, pH modified MRS agar,
MRS-vancomycine agar and BSM (Bifidus selective medium) agar under different culture conditions.
Seven selected fermented milk products with probiotic culture were analyzed for their bacterial popula-
tions using the described selective bacteriological media and culture conditions. All milk products con-
tained probiotic microorganisms claimed to be present in declared quantity (10°-107/g).

Streptococcus thermophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium spp.,

probiotic bacteria

Probiotika jsou definovana jako zivé mikro-
organismy pritomné v potrave, které po poziti v urci-
tém mnozstvi pfizniveé ovliviuji slozeni a rovnovahu
sttevni mikroflory, a tak i zdravi ¢loveka. Probiotické
bakterie jsou v potravin¢ pfitomny ve formé zivota-
schopnych bunék. Kultury téchto bakterii musi byt
humanniho pivodu, musi byt schopné prezit prichod
travicim traktem (odolat kyselému prostredi zaludku),
musi se v misté ptisobeni (ve stfevé) mnozit a nesmi
byt toxické ¢i patogenni. Vybér vhodnych probiotic-
kych kultur zavisi i na jejich schopnosti vytvofit pii-
znivé organoleptické vlastnosti (tj. chut’, viini apod.)
potraviny (TANNOCK, 2002; TANNOCK, 2005).

Koncepce probiotickych vyrobkd se v rozsahlé
mife vyuziva v mlékarenském primyslu, napt. prida-
nim kultur rodd Lactobacillus a Bifidobacterium do
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jogurtl a jogurtovych ndpoju, kefirového mléka ¢i
syru.

Za tzv. terapeutické minimum je spotfebitelim
doporucovana denni konzumace alespon 100 g mléc-
né¢ho vyrobku s minimalnim obsahem 10 miliont
(10°) probiotickych bakterii v 1 g nebo 1 ml (ROBIN-
SON, 1987) vyrobku. Pro jednotlivé skupiny fer-
mentovanych mléénych vyrobkl je mnozstvi bakte-
rii pouzité mikrobialni kultury stanoveno vyhlaskou
ministerstva zemédélstvi ¢. 77/2003 Sb., ve znéni
pozdgjsich predpist. Jako priklad 1ze uvést ,,kysané
mlécné vyrobky s bifidokulturou®, které musi obsa-
hovat 10°bifidobakterii.

Pro monitorovani obsahu probiotickych bakterii
v souladu s vyhlaskou je nutné vyvinout metody pro
selektivni stanoveni téchto kultur. V mlécnych vyrob-
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cich jsou totiz pfitomny i jogurtové bakterie ¢i bak-
terie mlé¢ného kvaseni (Streptococcus thermophi-
lus, Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus). Pravé
ptitomnost téchto startovacich kultur znesnadnuje
detekci probiotickych mikroorganismi, pro selek-
tivni stanoveni je tieba zvolit kombinaci mikrobiolo-
gickych a biochemickych metod a jistou praktickou
zkuSenost (KNEIFER a PACHEL, 1993; LAROIA
a MARTIN, 1991). Vhodnym doplnénim je také
vyuziti molekularné-biologickych metod. Aplikace
téchto metod vsak vyzaduje finanéné nakladné vyba-
veni laboratofe.

Nasledujici prace piedstavuje jednu z moznosti jak
urcit mnozstvi probiotickych kultur ve fermentova-
nych mléénych vyrobcich. Pro analyzu byly zvoleny
vyrobky vybrané mlékarny, které nesly na obalu zna-
¢eni ,,probioticka kultura®.

MATERIAL A METODY
Bakterialni kmeny a jejich rustové podminky

Kultury mikroorganismu Streptococcus thermophi-
lus CCM 4757, Lactobacillus rhamnosus CCM 1828,
Lactobacillus acidophilus CCM 4833 a Bifidobacte-
rium lactis DSM 10140 byly ziskany z Ceské sbirky
mikroorganismi v Brné a ze sbitky Vyzkumného
ustavu mlékarenského v Tébote (MILCOM, a.s.).
Bakteridlni bunky S. thermophilus, L. rhamnosus
a L. acidophilus byly kultivovany aerobné na MRS
agaru (Noack, Francie) pfi 30 °C, bakteridlni bunky
B. lactis na MRS agaru s cysteinem (0,05 %, Sigma-
Aldrich, USA) za anaerobnich podminek pii 37 °C.
Kultury byly pouzity jako pozitivni kontroly pro rtst
na selektivnich médiich.

Startovaci kultury byly dodany vyrobcem fermen-
tovanych mléénych népoji s probiotickou kulturou
v zamrazeném stavu, v dobé pouzitelnosti. Kultura
YP-MIX™ 101 FRO 500 (Danisco, Dansko) obsa-
hovala bakteridlni druhy S. thermophilus, L. acido-
philus a B. lactis, v kultufe HOLDBAC™ LC FRO
750 (Danisco, Dansko) byl pfitomen bakteridlni druh
L. rhamnosus. Kultury byly pouzity jako pozitivni
kontroly pro rist na selektivnich médiich.

Priprava médii

Fyziologicky roztok (Noack, Francie) byl pfipraven
dle navodu vyrobce.

Streptococcus thermophilus (ST) agar. Médium
bylo pfipraveno smichanim nasledujicich komponent:
10,0 g tryptonu, 1,0 g sacharosy, 5,0 g kvasni¢ného
extraktu a 2,0 g K.HPO,. Komponenty byly rozpus-
tény v 1 1 destilované vody. pH média bylo upraveno
na 6,8 + 0,1, do média bylo pfidano 6 ml 0,5 % brom-
kresolové Cervené a 12 g agaru.

MRS (deMan, Rogosa a Sharpe agar, Noack, Fran-
cie), MRS — vankomycin, MRS — clindamycin, MRS
pH = 5,2 £ 0,1, MRS pH = 4,6 £ 0,1. MRS agar
(Noack, Francie) byl pripraven dle navodu vyrobce
(pH = 6,5). MRS — vankomycin agar byl pfipraven
ptidavkem vankomycinu (2 mg/l, Sigma-Aldrich,
Némecko) po autoklavovani MRS média, MRS —
clindamycin pfidavkem 0,5 mg/l clindamycinu
(Sigma-Aldrich, Némecko), MRS s upravenym pH
bylo pfipraveno upravou pH MRS média 1 M HCI
(Pliva-Lachema, Ceska republika).

BSM (Bifidus selektivni agar, Fluka, USA) byl pfi-
praven dle navodu vyrobce.

Mikrobiologicky rozbor mléénych vyrobki

Analyzovan byl kompletni sortiment fermentova-
nych mléénych napoju s probiotickou kulturou jedné
Sarze od jednoho vyrobce, vzdy po tfech vyrobcich
stejného druhu. Vyrobky byly analyzovany v den
vyroby, na pfitomnost a pocet kolonie tvoficich jed-
notek na gram vyrobku (KTJ/g). Mikrobiologicky
rozbor byl proveden dle CSN EN ISO 8261 na pii-
slusnych selektivnich pidach. Stupen fedéni byl volen
tak, aby vysledny pocet kolonii na jedné plotné byl
15 az 300. Petriho misky se vzorky byly kultivovany
anaerobn¢ a aerobné pii 37 °C a 43 °C po dobu 24 a
72 h, dle stanovovaného bakterialniho druhu.

VYSLEDKY A DISKUSE

Bakterialni kmen S. thermophilus CCM dobie rostl
na ST agaru a na MRS agaru. Tento bakteridlni druh
tvotil po 24 h aerobni kultivaci pfi 37 °C na ST agaru
zluté kolonie. pH ST média je 6,8, coz je dle SHAN-
KARA a DAVISE (1977) prostiedi, které potlacuje
rist laktobacili. Tento predpoklad byl v této praci
potvrzen, L. acidophilus ani L. rhamnosus na ST
médiu pfi uvedenych podminkach nerostly, ovSem
delsi inkubace (72 h) pfi stejnych podminkéach vedla
k rastu drobnych zlutych kolonii bakteridlniho druhu
L. acidophilus. Bifidobakterie na ST médiu nerostly,
nebot’ ke svému ristu vyzaduji anaerobni podminky.
ST agar tedy mize byt pouzit pro selektivni stano-
veni bakterie S. thermophilus za aerobnich podminek
pii 37 °C 24 h a tak k odliSeni tohoto bakteridlniho
druhu od probiotickych kultur. Rast S. thermophilus
na ostatnich selektivnich médiich pouzitych v této
praci nebyl zaznamenan.

Na MRS médiu dobfe rostly vSechny sbirkové
kmeny bakterii, kromé B. lactis. Pii snizeni pH MRS
média na 5,2 a zvySeni teploty inkubace na 43 °C
(DAVE a SHAH, 1996) na MRS médiu za anaerob-
nich podminek rostly pouze L. rhamnosus (2 mm
velké bilé vypouklé kolonie) a L. acidophilus (0,1—
0,5 mm drobné hnédé nepravidelné kolonie). Pti dal-
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$im snizeni pH na 4,6 rostl na MRS médiu pouze
L. rhamnosus. MRS s upravenym pH za anaerobnich
podminek pii 43 °C po dobu 72 h tedy muze slouZit
jako selektivni médium pro L. rhamnosus a L. acido-
philus, jelikoz 1 pti pH = 5,2 jsou kolonie jednotlivych
druhii od sebe dobie odlisitelné.

MRS médium s vankomycinem je selektivnim
médiem pro L. rhamnosus (SHAH, 2000), a to pfi
anaerobni kultivaci pti 43 °C po dobu 24 h. Bakterie
za uvedenych podminek tvoii dobfe vyvinuté 2 mm
bilé vypouklé kolonie. Popsané podminky inhibuji
rust sbirkovych kmend S. thermophilus, L. acidophi-
lus i B. lactis.

MRS médium s clindamycinem bylo popsano
(BAILLON a kol., 2004) jako selektivni médium pro
bakterialni druh L. acidophilus 5, pti anaerobni kulti-
vaci pii 37 °C po dobu 72 h. Sbirkovy kmen L. aci-
dophilus rostl za uvedenych podminek na tomto
médiu v drobnych bilych nepravidelnych koloniich.
Na MRS médiu s clindamycinem nerostly zadné dalsi
testované sbirkové bakterie.

BSM agar byl pouzit pro selektivni kultivaci B. lac-
tis za anaerobnich podminek pii 37 °C po dobu 72 h.
Zadny jiny testovany bakterialni druh na tomto médiu
za uvedenych podminek nerostl. Pro selektivni izo-
laci bifidobakterii bylo navrzeno nékolik selektivnich
médii (SCARDOVI, 1986; TAMINE a kol., 1995;
RADA a PETR, 2000), zadné z téchto médii vSak
neni pro rod Bifidobacterium zcela selektivni. Pro

selektivni izolaci je nezbytné pouziti antibiotik, ktera
potladi rast jinych bakterialnich rod. BSM médium,
které bylo v roce 2002 vyvinutou firmou Fluka, je
vysoce selektivnim médiem pro rod Bifidobacterium.

Kompletni piehled testovanych médii a selektivniho
rustu sbirkovych bakterialnich druhti udava Tab. 1.

V dal$im kroku byly na selektivnich médiich tes-
tovany komeréni startovaci kultury dodané vyrob-
cem mléénych vyrobkd. ProtoZze mohou rizné kmeny
probiotickych bakterii vykazovat jiné vlastnosti nez
kmeny sbirkové, je nutné konkrétni startovaci kultury
pouzité pro vyrobu napoju s probiotickou kulturou
pted vlastnim stanovenim poc¢tti KTJ na gram vyrobku
testovat na selektivni rtst na testovanych kultiva¢nich
médiich. U startovacich kultur byly zjistény stejné
ristové vlastnosti jako u sbirkovych kment, kromé
rustu bakterie L. acidophilus, obsazené v kultuie
YP-MIX™ 101 FRO 500. Rust tohoto bakterialniho
druhu na MRS médiu s clindamycinem nebyl potvr-
zen, médium tedy nemohlo byt pouZito pro selektivni
stanoveni L. acidophilus v analyzovanych mlécnych
vyrobcich. Tento fakt jen potvrzuje hypotézu, ze jed-
notlivé kmeny bakterii se od sebe svymi rustovymi
charakteristikami lisi a je nutné kazdy pouzity kmen
samostatné testovat. VSechna dal$i vySe popsana
selektivni média mohla byt pouzita pro analyzu mléc-
nych vyrobkd, protoze se rustové vlastnosti sbirko-
vych bakterii a startovacich bakterialnich druht sho-
dovaly.

I: Kultivacni média testovand pro selektivni izolaci S. thermophilus, L. acidophilus, L. rhamnosus a B. lactis

Kultivaéni médium

Bakterialni druh

Podminky kultivace

Morfologie kolonii

S. thermophilus

aerobné, 37 °C, 24 h

0,1-0,5 mm, Zluté okrouhlé

ST agar L. acidophilus aerobné, 37 °C, 72 h 0,5 mm, bilé, nepravidelné
S. thermophilus | aerobng, 37 °C, 24 h é?jlﬁrﬁeﬁggé lf;klrzvviggﬁl‘;kle
MRS L. acidophilus | anaerobng, 37 °C, 72h |’ e, iepravics
« 2 mm okrouhlé, bilé, lesklé,
L. rhamnosus anaerobné, 37 °C, 72 h . ..
s hladkymi okraji
MRS — vankomycin | L. rhamnosus anaerobné, 43 °C, 72 h 2 mm olquuhle, .l?lle’ lesklé,
s hladkymi okraji
MRS - clindamycin | L. acidophilus anaerobng, 37 °C, 72 h | 0,5-1 mm bézové, nepravidelné
. 2 mm velké bilé vypouklé kolonie
L. rhamnosus anaerobng¢, 43 °C, 72 h
= —+ > > . r v 17
MRS pH =352+0,1 L. acidophilus anaerobn¢, 43 °C, 72 h 0,1-0,5 mm drobné hnédé

nepravidelné kolonie

MRS pH = 4.6 + 0,1

L. rhamnosus

anaerobné, 43 °C, 72 h

2 mm velké bilé vypouklé kolonie

BSM agar

B. lactis

anaerobné, 37 °C, 72 h

2 mm fialové vypouklé kolonie

Kompletni sortiment fermentovanych mlécnych
napoji s probiotickou kulturou z vybrané mlékarny
byl analyzovan na kvalitativni a kvantitativni zastou-
peni startovacich a probiotickych mikroorganismii.
V téchto mléénych vyrobcich vyrobce deklaruje

zastoupeni probiotickych mikroorganismti L. rhamno-
sus, L. acidophilus a B. lactis. Pocty S. thermophilus
byly stanoveny pouzitim ST agaru a aerobni kultivace
pti 37 °C 24 hod. Pocty L. rhamnosus byly stanoveny
na MRS — vankomycin médiu a inkubaci za anaerob-
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nich podminek pii 43 °C po dobu 72 h. Na MRS pH =
5,2 pti 43 °C po dobu 72 h za anaerobnich podminek
byl stanoven pocet L. acidophilus, poCitany byly vSak
jen drobné hnédé nepravidelné kolonie. Tab. II uvadi
pocty mikroorganismt v KTJ/g v jednotlivych fer-
mentovanych mléénych napojich, vysledky jsou sta-
tisticky zpracovany na hladiné vyznamnosti o = 0,05.
Vsechny vysledky analyz jsou statisticky vyznamné,

tzn. ze poCty probiotickych bakterii jsou zastoupeny
ve veétsim mnozstvi nez je pozadovano vyhlaskou
¢. 77/2003 Sb. Vzhledem k tomu, Ze zpusob usklad-
néni a doba trvanlivosti mohou mit na vysledné poéty
probiotickych mikroorganismi nezanedbatelny vliv,
bude piedmétem dalsiho studia zjistit variabilitu
poctu probiotik ve fermentovanych napojich v zavis-
losti na téchto parametrech.

II: Kvantitativni mikrobiologicka analyza fermentovanych mlécnych vyrobkii s probiotickou kulturou

Kvantitativni zastoupeni presumptivnich mikroorganismt (KTJ/g)

Vyrobek -
S. thermophilus

L. rhamnosus

L. acidophilus B. lactis

fermentovany napoj

8
jablko-jahoda-malina (1170,07) < 10

(1,76 4 0,04) x 10°

(2,33 +0,07) x 10° | (4,10 £0,11) x 10°

fermentovany napoj aloe

(2,67 +0,17) x 10°
vera

(3,03 £ 0,07) x 10°

(2,37 +0,13) x 10° | (1,10 = 0,11) x 10°

fermentovany napoj

+ 8
walin (6,20 = 0,23) x 10

(3,10 £ 0,11) x 10°

(1,76 = 0,04) x 10° | (2,03 +0,07) x 10°

fermentovany napoj

8
merutika (2,67+0,17) x 10

(5,00 % 0,11) x 108

(1,53 +0,07) x 10°| (2,37 £0,07) x 107

fermentovany napoj

jahoda (5,10 +0,11) x 108

(5,47 + 0,07) x 10°

(1,57 £0,07) x 10° (3,10 + 0,11) x 107

fermentovany napoj

8
jablko-banén-kiwi (1,63 £0,07) x 10

(5,304 0,11) x 108

(1,63 +0,07) x 10°| (3,57 £ 0,07) x 10°

fermentovany napoj

+ 8
jablko-broskev-meruiika (3,30£0,11) < 10

(1,76 £ 0,04) x 10*

(1,67 +0,07) x 10° | (2,10 = 0,11) x 10°

SOUHRN

Probiotickym bakteriim je pfipisovana fada ptiznivych Gc¢inka pro lidské zdravi. Diky témto vlastnos-
tem jsou probiotické bakterie pfidavany do potravin. Probiotické druhy Lactobacillus acidophilus, Bifi-
dobacterium spp. a Lactobacillus rhamnosus patfi mezi nejcastéji pouzivana probiotika v mlécnych
vyrobcich. Pro dosazeni pfiznivych G¢inkd pro lidské zdravi je spotfebitelim doporuc¢ovana denni kon-
zumace alesponi 100 g mlééného vyrobku s minimalnim obsahem 10 miliénd (10°) téchto probiotickych
bakterii v 1 g nebo 1 ml vyrobku. Pro monitorovani obsahu probiotickych bakterii v mléénych vyrob-
cich je nutné vyvinout metody pro selektivni stanoveni probiotik.

Vysledkem této prace je vybér péti kultivacnich médii pro selektivni stanoveni S. thermophilus (ST
agar), L. rhamnosus (MRS s vankomycinem), L. acidophilus (MRS s upravenym pH = 5,2 + 0,1) a Bifi-

dobacterium spp. (BSM agar).

V praci bylo analyzovano sedm fermentovanych mlécnych vyrobku s probiotickou kulturou. Pro selek-
tivni stanoveni probiotickych mikroorganismil byla pouzita vysSe popsana selektivni média. VSechny
analyzované mlécéné vyrobky obsahovaly deklarované probiotické mikroorganismy v pozadovaném

mnozstvi (10°-107/g).

Streptococcus thermophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium spp.,

probiotické bakterie
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