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ABSTRACT

The aim of this study was the monitoring of prolmdiacteria viability in the probiotic bars
and in probiotics during storage. From the micrtdgacal indicators in the probiotic bars we
monitored numbers dactobacilli counts in MRS agar during 48-72 h incubation atG7
total number of bacteria in MPA agar during 48-72nbubation at 25 °C and mesophile
anaerobes sporulating microorganisms in MPA agengu8-72 h incubation at 25 °C under
anaerobic conditions. Bacterial viability of protiobars was adequate to the quality declared
by the producer. Probioticum viability was in aatamce to the requirements related to such
sort of products.
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UvoD

Pokrok v spoznavani vyznantoevnej mikroflory pre udrZzovanie zdravia podnietitySenie
zaujmu o potraviny obsahujiuce probiotické baktéieprebiotikd. Probiotikd su Zzivé
mikroorganizmy, ktoré sa vyztau, ak su podavané v dost&atom mnozstve, zdraviu
prospeSnymi €inkami a to najméa udrZovanim, resp. zlepSovanintezim mikrofléry v
gastrointestinalnom trakte, alebo v inom anatomickuieste hostif@. Probiotické baktérie
obsadzuju receptory enterocytov, produkuju réznhibitné substancie (bakteriociny,
kyselina mli€¢na, HO, a i.), zabrauju prilipnutiu patogénov Krevnej sliznici a spd®&ju
mechanizmus syntézy cytokin{risko et al., 2005)

Na europskom trhu sa tieto prospesné baktérie daejia najastejSie vo fermentovanych
mliecnych vyrobkoch ako su jogurty a miree napoje, ale k dispozicii su aj lyofilizované
preparaty. Problémom konterych preparatov je stabilita probiotik gas skladovania.
Mnohé produkty obsahuju nizky @&t Zivych mikroorganizmov a moézZu existdva
taxonomické rozdiely diadne probiotickych kmmv v niektorych produktoch. Schopmos
preZt’ v f'udskom gastrointestinalnom trakte tiez moze mekazkou v ich vyuzivani. Stadie
na dobrovénikoch ukazali, Ze kyslé prostredie Zaludka, tréeia’avy a kompeticia s
autochtonnoucrevnou mikroflorou mézu obmedzischopno$ preZivania probiotickych
baktérii vérevecloveka. Ich predpokladané prospestiiky sa dosiahnu len vtedy, ak su ich
Zivé bunky schopné preZipasdZ hornodas’ou gastrointestindlneho traktu a koloniztva
hrubéc¢revo. Jednou z poziadaviek na mikroorganizmy pari#vako potravinové doplnky je
potreba udrzaZivotaschopnasa aktivitu v preparate pred konzumac{gim, 1998).

Celkovo, jednym z najzaujimavejSich mikroorganizmpviladiska jeho vyuZitia ako
pomocnej latky vo vyZive jeactobacillus acidophilusLaktobacilytvoria paetnu typicka
sitag” mikrofléry ¢revného traktu cicavcov a vtakov, kde plnia vyznartohu pri zisovani
prirodzeného obranného systému a pozitivne owiplyv proces celkového metabolizmu
(Gilliland, 1990).

Produkuja enzymy a vitaminy skupiny B, zvySuju gitenog’ bielkovin, sacharidov a tiez
tukov. Niektoré kmen&aktobacilovzvysuju biologickl dostupnés/apnika a tiez produkuju
antimikrobialne latky inhibujice vyznamné enterapginy Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus auteG$pstridium perfringeip(Chang et al., 2001).

Schopnosg adherencie a preZivania bakteridlneho ikene danej ekologickej jednotke uUzko
suvisi s jeho pévodom. Autochtonne (hos$btikg viastné) kultlry lepSie kolonizuju epitel,
zatid’ ¢co kmene alochténnych (hostitri nevlastnych) mikroorganizmov su za beznych
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podmienok z ekosysténtahko vyplavované, nie su do danej ekologickej jekinaalenené,
su potl&ané interakciami mikrobialneho spoémstva alebo su eliminované imunitnymi
obrannymi mechanizmami hosfig&ého organizm{Nemcova, 1997).

Bifidobaktérie su zaujimavé zl'édiska ich vyuzitia ako probiotickych doplnkovyditdk.
Tieto baktérie podporuja mikrobialnu rovnovadhu vaviacom trakte(Kim et al, 2007)
Bifidobaktériesu grampozitivne baktérie produkujuce kyselinu &énlieodliSnym spésobom
ako je to pri rodd.actococcusBifidobaktérie produkujua okrem kyseliny mtieej aj acetat.
To prebieha v nezwajnej metabolickej drahe, ktorej vysledkom je vzrpkimarnych
metabolitov acetatu a laktatu a to v teoretickormere 3:2Shah et al., 1995).
Bifidobaktérie a laktobacilymaju niekdko ve’'mi podobnych vlastnosti, ako schoptfios
produkovad metabolity podobné antibiotikam a organické kysglschopnaspreziva a ras
v anaerébnom prostredi a schopghfismgova ako konkuretini antagonisti. Pott&ju rozvoj
enteropatogénov, najntdscherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmortgiiai, Shigella
dysenteriae, Proteus sfi.im et al., 1993).

Bomba et al. (2002udavaju, produny kmei by mal pochadzaz ¢revného traktu (alebo
tolerova’ podmienky traviaceho traktu), mal by adhettbva vysokych pétoch, zachovaua
si vysoklu Zzivotnos pri spracovani, lyofilizacii a skladovani atbyschopny rychlej
revitalizacie Wreve po lyofilizacii, produkov&inhibi¢né latky va@i patogénom a stimulova
imunitnd odpove'.

Ciel'om naSej prace bolo sledovanie Zivotaschopnosbigtiokych baktérii v probiotickych
ty¢inkach a v probiotiku ptas skladovania.

MATERIAL A METODIKA

Zasupenie jednotlivych skupin mikroorganizmov smkdaevali v piatich vzorkach
probiotickych tyiniek po vyrobe a po mesiaci skladovania. Rovnakoe ssledovali
zastupenie laktobacilov vo vzorkach probiotickéheeparatu, ktory bol pridavany do
probiotickych  tginiek. Z mikrobiologickych ukazovatev boli sledované piy
Lactobacillussp. na MRS agare pas 48-72 hodinovej inkubacie pri teplote 37 °Ckoey
pocet mikroorganizmov na MPA agare za aerébnych podokiepd@as 48-72 hodinovej
inkubacie pri teplote 25 °C a ¢t mezofilne anaerébne sporulujucich mikroorganizmo
anaerdbnych podmienok (anaerostatigeod8-72 hodin inkubacie pri teplote 25 °C.

Na kvantitativne stanovenie ¢ga kolonii tvoriacich jednotky (KTJ) jednotlivychkgpin
mikroorganizmov v 1 g substratu sme pouZili fbetl zriefovaciu metddu. Vopred
pripravenymi riedeniami (desiatkovym zfievacim systémom) homogenizovanych vzoriek
sme naokovali zivné pédy 1 ml vzorky v Petriho miskacHiadm. Boli pouZzité nasledovné
selektivne média preactobacillussp. MRS, pre celkovy get mikroorganizmov MPA a pre
anaerGbne mikroorganizmy MPA. Mezofilné anaerdbperwdujuce mikroorganizmy boli
kultivované za anerdébnych podmienok v anaerostatoch

Tabulka 1 Pctet Zivych buniek a determinacia ¢anie) ich stability

Anaerobmaes
zloZenie %
NapoHP Oy 0.6
KH,-PO, 0.45
L-cystein HCL 0.05
Tween 80 0.05
dest. HO 98.85
pH 6.8-7.0

* apa pH pomocou 0.1 M NaOH
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Postup:

Precizne sme rozpustili 1 g original vzorky v 9 wylautoklavovanom tlmivom roztoku.
Vortexovali sme cca 20 min (2 min trepanie, 3 niircia, opakové 4x) pri izbovej teplote na
uvol’nenie obalovych Struktar. Skontrolovali sme Imnenie bakterialnych buniek pod
mikroskopom (x1000). Ak neboli baktérie kompletnevolinené, opakovali sme
predchadzajlci postup. Pomocou desiatkovejimiacej metédy sme urobili riedenie’1@0
zriedeni nasledovaldialSia 10 min eltcia (2 min trepanie, 3 min lvavanie, opakoua2x).
Po dokladnom uvitmeni bakterialnych buniek v kazdej zmesi po ccas3a pridalo 1 mi
zmesi do sterilnych Petriho misiek. Dékladne sanegali s 20 ml Zzivného média (MRS) pre
Lactobacillus sp. Inkubovalo sa za nasledovnych podmienok 37p&Cdobu 48-72 h
vV anaerostate.

Patet kolonii sa pohyboval v rozmedzi 30 — 300 naiR@imiske.

Vyhodnotili sme vysledky pd@ nasledovného vzorca: gg kolonii x diliny faktor = péet
Zivych buniek (cfu.d).

Na overenie viability sme pripravili vitdlne sfarbjepreparat a sledovali sme mikroskopicky
(x1000).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Funkéné potraviny si novou generaciou potravinarskyatol®ov navrhnutych na zvySenie
nutricnej hodnoty beznych vyrobkov pri zachovani ich seickych vlastnosti. Umaiuja
spotrebit@éovi lepSie bilancova svoju stravu bez zmeny stravovacich navykov. Dtiee
pouzita kombinacia kultdr bifidobaktériila acidophilusadalSich kyslomliénych baktérii
napr. Lactobacillus delbrueckiisubsp. bulgaricus aStreptococcus thermophilualebo
mezofilnych aromatickych kultar, ktoré maja schogthehrant’ potravinu pred viacerymi
neziaducimi problémami. NeZiaducimi problémami sirast rastového objemu a redukcia
ferment&ného ¢asu, absencia senzorov a defekty textarymMedélezité vlastnosti su
tolerancia proti kyseline ad ktoré su doélezité na zachovanie vysokého mnaZstv
Zivotaschopnych buniek v procese skladovania cagpoprechodu cez zazivaci trakt
nasledovne po prechode cez Ustnu dutinu a adharemadiudsky vnatorny povrckreva,
ktora je potrebna pre dasné osidlenieludského ¢revného traktu a produkcia
antimikrobialnych latok, ktoré inhibuju patogényaWse vybrané druhy by mali produkdéva
finalne vyrobky dobrej chuti, textury a prijéite telo(Kraj ¢ova et al., 2007).

Zivotaschopnas bifidobaktérii sa rychlo straca aj v probio jogut, napriek dopotieniu
vyrobcom spotrebovado 30 dni. Po 7 ibch uskladnenia pri teplote 4 °C ged Zivych
bifidobaktérii sa znizi 02 rddy. Po l4aoth skladovania aj pri nizkych teplotach Zzivé
baktérie sa tam vyskytuju uz len v zanedhaben pate. Vysledkami naSich pokusov sme
zistili, Ze pa@et laktobacilov, ktoré sa prirodzene nachadzalrobtickom preparate sa
pohyboval v rozmedzi od 12,37 do 13,53 log KTJBo mesiaci skladovania sa tent@eto
pohyboval v rozmedzi od 10,00 do 12,17 log KTJ.§yrobca zartiuje preZivaténos’
baktérii obsahujacich probiotikum 12 mesiacov otbbay pri skladovani pri teplote 4 °C.
probiotickymi vlastnogami (kapsule, tablety) obsahuje baktérie #meho kysnutia.
NajcastejSie su to rézne druhy alebo kmene radastobacillus(L. acidophilus, L. casei, L.
rhamnosus, L. plantarum, L. JohnsopiBifidobacterium(B. longum, B. breve, B. infantis, B.
bifidum), Enterococcu$E. faecium, E. faecalisresp. ich zmegvanderhoof, 2001)
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Obrézok 1 Poset laktobacilov v log KTJ§
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Obrézok 2 Celkovy pa@et mikroorganizmov v log KTJh

V sikasnosti je snahou vyrabaermentované produkty, ktorych hlavnou podstatou s
fermentované obilniny, fermentované ovocné a zeteré $avy a inkorporové Zzivé mligene
baktérie do krémov, praskovych mliek a mrazenyehbedov. Existuje viac ako 50 réznych
typov potravinarskych produktov obsahujucich prtikén ktoré su ponukané hlavne na
japonskom trhu. V Eurépe su probiotika I'ne obldbené. Ich konzumécia vychadza
predovsetkym z ponuky produktov trhgkeller, 2001).

Celkovy pa@et mikroorganizmov v probiotickych dnkach sa pohyboval v rozmedzi od
11,00 do 13, 48 log KTJga po mesiaci skladovaniactgiek sa tento pet pohyboval
vrozmedzi od 10,18 do 10,56 log KTJ.gCelkovy p@et mikroorganizmov je len

roénik 4 405 mimoriadneéislo, februar/2010



potravinarstvo

informativnym ukazovatem anema vplyv na et laktobacilov, ktoré sa kultivuja
v mikroaerofilnych podmienkach.
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Obrazok 3 Paset mezofilne anaerébne sporulujicich mikroorganizmtng KTJ.g*

Patet mezofilne anaerdbne sporulujacich mikroorganiznvgprobiotickych tginkach sa
pohyboval v rozmedzi od 10,30 do 13,51 log KTJ.Baset tychto mikroorganizmov sa po
mesiaci skladovania pohyboval v rozmedzi od 8,96,8t log KTJ.d.

Charakteristickym znakom kyslomtieych vyrobkov, vratane jogurtov je pritomiiggvych
mikroorganizmov. V jednom grame kyslondieeho vyrobku musi bypritomnych najmenej
1 x 10 Zivych mikroorganizmov, $pecifickych pre konkrétdsuh vyrobku. Kyslomligne
vyrobky sa vyrdbaji na modernych technologickychkdch za dodrZzania prisnych
hygienickych opatreni a preto maju diht dobu spgt(@apr. 21 dni ), ptom si zachovavaju
vysoky p@et Zivych mikroorganizmoySt-Onge et al., 2000).

Aktivita probiotického preparatu sme sledovalic@® deviatich hodin. Od nultej do prvej
hodiny mala klesajucu tendenciu, potom tendencidrdbej hodiny bola vyrovnana. Neskor
pocet zivotaschopnych baktérii gms Stvrtej hodiny prudko klesol a nasledn€gsopiatej
hodiny prudko stipol na maximalnu hodnotu 11,60 K§).g. Od piatej hodiny mala
viability klesajucu tendenciu.
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Obrazok 4 Viabilita baktérii v probiotickom preparate

Mechanizmus pdsobenia probiotik nie je presne znaalg uplatuje sa na uarovni
anatomickych Struktdr (zabranenie adhézie patogdgnmyikroorganizmov nérevny epitel),
ako aj zariadeni prirodzenej a Specifickej imunRpdstatou pésobenia je imunostintaka
acinok na tie imunitné mechanizmy, ktoré sa upl@gi v obrane proti patogénnym
mikroorganizmom nachadzajucim sa v GIT-e, a naapalhosupresivny dinok na reakcie
imunitnej precitlivenosti (hypersenzitivnosti) natgavinové antigény. Imunostimuiay
ucinok probiotik sa odréaza aj vo zvySenej rezistehostitda na spontanne nadory (najma
hrubéhocreva, prostaty, ohliek a p&ene) nasledkom ¢innejSieho imunitného dozoru a
znizenej aktivity pro-karcinogénnych enzymalirayama a Rafter, 2000, Wollowski et al.,
2001).

Vel'mi dolezity je vyber a aj kombinacia vhodnych kiiky overenych prospesnych
probiotickych mikroorganizmov, ktoré su odolné alelthrdnené pred ZalGdoymi

a Zkovymi kyselinami a enzymami pas transportu dérevného traktu. Pri vybere probiotik
je vhodné uprednastva’ vedecky overené probiotické pripravky, ktoré megfinované
zloZenie, su upravené do vhodnej liekovej formyegj@ich potrebné skladov& chladnéke.
Probiotické jogurty, napoje, biopotraviny je potnékkonzumovéacerstveé, k€' obsahuju zivé
probiotické mikroorganizmy v dostateom pate (min. 16 v 1 davke za dd (Drisko et al.,
2003).
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