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DETECTION OF PROBIOTIC MICROORGANISMS IN FERMENTED DAIRY

PRODUCTS

Olga Cwikova, Gabriela Zornikova, Sofnia Dvoidackova

ABSTRACT

Probiotics are living microorganisms, which have health benefits on human health. To provide health benefits is suggested
the daily intake 100 g of product with concentration of living probiotics 10° CFU.mI™ of a product. Most often the
probiotics are added to the fermented milk products.

Fermented dairy products containing probiotic culture were selected. The samples on presence and number of probiotic
bacteria were analysed. Probiotic bacteria Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus and Bifidobacterium sp.
contained in selected fermented milk products were detected on selective media and culture conditions evaluated in this
study. The selected products were analysed from their production to the end of expiration period. In both products were
proved the presence of lactic acid bacteria Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus rhamnosus during the whole
expiration period in amount higher than 10° CFU.mI™. Amount of Bifidobacterium sp. was insufficient in both products.

Keywords: probiotics, fermented milk products, lactic acid bacteria, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus,

Bifidobacterium sp.

UVOD

V soucasné dobé je kladen velky diraz na zdravy
zivotni styl, se kterym neoddélitelné souvisi i zdravé
stravovani. Proto se stale Cast&ji setkavame s produkty
ekologického zemédélstvi a tzv. funkénimi potravinami.
Funkéni potravina musi obsahovat vyznamné vyssi
mnozstvi latek, které maji prokazatelny a prokazany
ptiznivy efekt na zdravi (Kalaé, 2003). Mezi
nejrozsifenéjsi funkéni potraviny patii kysané mlécné
vyrobky s ptfidavkem probiotickych mikroorganismt,
které ptiznivé ovliviji slozeni mikroflory zazivaciho
traktu.

Aby mohl byt urcity mikrobialni kmen oznacen jako
probioticky, musi spliiovat nasledujici podminky:
zdravotni nezavadnost, pozitivni vliv na zdravi ¢lovéka,
humanni piivod, odolnost vici prostfedi zaludku a streva
(nizké pH, pritomnost kyseliny chlorovodikové a
proteolytickych enzymii, odolnost vic¢i pasobeni zludi,
sttevni peristaltika), produkce antimikrobialnich latek,
pusobeni proti patogennim mikroorganismtim (produkci
antimikrobialnich latek nebo tim, Ze patogennim
mikroorganismim konkuruji), odolnost vii¢i podminkam
technologického zpracovani a skladovani vyrobku, bez
negativniho vlivu na senzorické vlastnosti vyrobku
(zména chuti, ving, barvy, konzistence v porovnani
s vyrobkem bez probiotickych mikroorganismit) (Holm,
2001), pritomnost v aktivni formé v dostate¢ném
mnozstvi ve vyrobku v dobé konzumace (alesponi
10° KTJ v 1 g nebo 1 ml vyrobku) (Robinson, 1987).

Prokdzany je  pozitivni  vliv na  stfevni
mikrobiologickou rovnovahu, zlepSeni frekvence stolice,
schopnost osidlit stfevni sliznici, antagonismus vuci
patogennim mikroorganismim (Zbof¥il a kol., 2005) a
rozlicné nutricné fyziologické efekty. Konzumace
kysaného mléka obsahujiciho Lactobacillus acidophilus

prokazatelné snizuje po¢ty hnilobnych bakterii ve stolici
(Hronek et al., 2009).

Césteéné dokazana je stimulace imunitniho systému a
snizeni hladiny cholesterolu (Goérner a Valik, 2004).
Otazkou je pak pouziti probiotik jako prevence vzniku
rakoviny tlustého stfeva a kone¢niku (Mac Farlane
a Cummings, 1999). V sou¢asné dobé vS$ak neni znam
presny mechanismus, kterym by probiotika mohla
inhibovat vznik napt. kolorektalniho karcinomu (Hronek
et al., 2009).

Gorner a Valik (2004) uvadéji tyto znamé a
komer¢né dostupné bakteridlni kmeny oznacované jako
probiotika: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus lactis, Enterococcus faecium,
Bifidobacterium sp., Bifidobacterium longum.

Cilem prace bylo ovérit, zda vybrané probiotické
vyrobky spliuji podminky, dané legislativou, tzn. po
celou dobu minimalni trvanlivosti obsahuji alespoil
10°KTJ Bifidobacterium sp. v1ml vyrobku a
10’ KTJ.mI™ bakterii mlééného kvaSeni a zaroven
porovnat, zda se 1isi obsah téchto probiotickych
mikroorganismi ve dvou vybranych vyrobcich: vyrobku
znamé moravské mlékarny a vyrobku vyrabéném pod
privatni znackou.

MATERIAL A METODY

Pro analyzu byly pouzity dva druhy jogurtovych

napoju. Vzorek €. 1 je vyrdbén jako znackovy vyrobek
moravské mlékarny, vzorek ¢. 2 je vyrdbén pod privatni
znackou velkého obchodniho fetézce. Od obou vzorkl
bylo v bézné trzni siti zakoupeno pét lahvi stejné Sarze.
Doba minimalni trvanlivosti konc¢ila v den posledniho
odbéru, tedy 28. den po vyrobé.
Odbéry vzorkil byly provedeny kazdych sedm dni po
celou dobu minimalni trvanlivosti, prvni odbér byl
proveden v den nakupu (7 dni po vyrob€). Vzorky byly
skladovany v chladnicce pfi teploté 7 °C.

Vzorek ¢.1: probioticky kysany napoj moravské
mlékarny, obsahujici probiotické kultury
(Bifidobacterium  sp.,  Lactobacillus  acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus).
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Vzorek ¢&. 2: probioticky kysany napoj obsahujici
probiotickou kulturu (Bifidobacterium sp.).

Z mikrobiologickych ukazatell byl sledovan celkovy
pocCet bakterii mlééného kvaseni (BMK), pocet
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus a
pocet bakterii rodu Bifidobacterium sp.

Stanoveni poc¢tu bakterii mlééného kvaseni (BMK)

Stanoveni poétu BMK bylo provedeno dle CSN ISO
15214, plotnovou metodou. Objem vzorku (1 ml) nebo
jeho fedéni byl zalit MRS agarem (Noack, Francie). Od
kazdého tedéni byly paralelné inokulovany dvé misky.
Nackované misky byly po zatuhnuti zality druhou
vrstvou MRS agaru. Kultivace probihala pii 30 °C po
dobu 72 hodin.

Stanoveni poé¢tu Lactobacillus acidophilus

Ke stanoveni poctu Lactobacillus acidophilus ve
vzorcich bylo pouzito kultivatni médium MRS agar
(Noack, Francie) supravenou hodnotou pH 5,2.
Kultivace inokulovanych misek probihala za anaerobnich
podminek v anaerostatech (Oxoid, Velkd Britanie) pfi
teploté 43 °C po dobu 72 hodin.

Stanoveni poctu Lactobacillus rhamnosus

Ke stanoveni poctu Lactobacillus rhamnosus byl
pouzit MRS agar (Noack, Francie) s ptfidavkem
antibiotika vankomycinu (2 mg.I™), vigi kterému je L.
rhamnosus  rezistentni.  Kultivace  prob&hla  za
anaerobnich podminek v anaerostatech (Oxoid, Velka
Britanie) pii teploté 43 °C po dobu 72 hodin.

Stanoveni po¢tu Bifidobacterium sp.

Ke stanoveni poétu Bifidobacterium sp. ve vzorcich
byla pouzita selektivni tuhd Zzivnd ptida BSM agar
(Fluka, Svycarsko) s piidavkem BSM suplementu
(Fluka, Svycarsko). Vzorky byly kultivovany
V anaerobnim prostfedi v anaerostatech (Oxoid, Velka
Britanie) pfi teploté 37 °C po dobu 72 hodin.

Pokus byl proveden v mikrobiologické laboratofi
Ustavu technologie potravin Mendelovy univerzity
v Brné, a to od listopadu do prosince 2009.

Statistické metody

Pro statistické vyhodnoceni vysledki byly pouzity
nasledujici metody: vypocet zakladnich statistickych
charakteristik (prameér, smérodatna odchylka,
smérodatnd chyba praméru). Statistické porovnani
zjisténych hodnot mikroorganismi u vyrobku 1 a 2 bylo
provedeno v programu Statistica Cz, verze 9, t-testem dle
nezavislych proménnych.

VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem prace bylo ovéftit, zda oba vyrobky, oznacené
za probiotické, spliuji podminky dané vyhlaskou MZe ¢.
77/2003 Sh., tzn. po celou dobu trvanlivosti obsahuji
alespoii 10°KTJ bakterii Bifidobacterium sp. v 1 ml
vyrobku a 10"KTJ bakterii mlé&ného kvaseni (BMK)
v1ml vyrobku. Dalsim tkolem bylo porovnat obsah
probiotickych mikroorganismtit ve dvou vyrobcich,
vyrobku znamé moravské mlékdrny a vyrobku
vyrabéném pod privatni znackou.

Bakterie mlééného kvaseni

Celkovy poet bakterii mlééného kvaseni (KTJ.ml™)
ve vzorku ¢.1, resp. 2 béhem doby minimalni
trvanlivosti (28 dni) je uveden v Tab. 1.

Tab.1 Poget BMK (KTJ.ml™) ve vzorku &. 1, resp. ve
vzorku €. 2 v pribéhu skladovani, odbér €. 1 proveden 7
dntl po vyrobé, odbér €. 2, 3, 4 proveden 14, 21, 28 dni
po vyrobé

Pocet BMK (KTJ.ml™")
Odbér Odbér Odbér Odbér
&1 .2 &3 ¢ 4
Vzorek [2,1.10"7 [1,3.107 [1,2.10" [1,6.107
&1
Vzorek [1,0.10" [1,3.107 [8,0.10° [1,0.10"
.2

Nami zjisténé pocty BMK ve vzorku €. 1 byly nizsi,
nez uvadi ve své praci BureSova (2009), kterd
analyzovala stejny vyrobek téze mlékarny. V jejim
pripadé se na pocatku skladovani pohyboval pocet BMK
vrozmezi 4,4.10" az 7,9.10° KTJ.ml", na konci doby
minimalni  trvanlivosti v rozmezi 5,2.107 az
1,6.10° KTJ.ml™.

Po celou dobu skladovani pocet BMK ve vyrobcich
vyhovoval pozadavku vyhla§sky MZe ¢&. 77/2003 Sb.
Pouze ve vzorku €. 2, vyrabéném pod privatni znackou
klesl po 14 dnech skladovani (odbér ¢. 3) pocet bakterii
mlééného kvaSeni pod hodnotu pozadovanou legislativou
(10" KTJ.ml™).

Lactobacillus acidophilus

Pocet bakterii L. acidophilus ve vzorku ¢. 1, resp. 2
béhem doby minimalni trvanlivosti je uveden v Tab. 2.
Zatimco u vzorku ¢. 1 byly poéty L. acidophilus po celou
dobu sledovani fadove 10" KTJ.ml™, v piipadé vzorku ¢&.
2 doslo k vzestupu z pavodni hodnoty 6,5.10° na 1,2.10’
KTJ.ml™. Ve vzorcich analyzovanych BureSovou (2009)
se obsah L. acidophilus b&hem doby minimalni
trvanlivosti ~ zvySoval, nejvy$§i  hodnoty  byly
zaznamenany na konci doby minimalni trvanlivosti po 28
dnech (3,5.10’ KTJ.ml™"). Kjinym zavéram dospéla
Zornikova (2007), ktera ve stejném vyrobku zjistila
v pritb&hu skladovani pokles po&tu L. acidophilus z 6.10°
na 2,3.10° KTJ.ml™.
Tab.2 Podet bakterii L. acidophilus (KTJ.mI™) ve vzorku
¢. 1, resp. ve vzorku €. 2 v pribéhu skladovani, odbér ¢.
1 proveden 7 dnti po vyrobé, odbér €. 2, 3, 4 proveden
14, 21, 28 dni po vyrobé

Pocet bakterii L. acidophillus (KTJ.ml™)
Odbér Odbér Odbér Odbér
&1 &2 &3 ¢4
Vzorek [1,7.10" [1,2.10"7 [1,5.10" [1,4.107
¢ 1
Vzorek [6,5.10° [8,8.10° [8,2.10° [1,2.10"
.2

Lactobacillus rhamnosus

Pocet bakterii L. rhamnosus ve vzorku €. 1, resp. 2 je
uveden v Tab. 3. Nami zjisténé pocty L. rhamnosus
koresponduji s vysledky Zornikové (2007), ktera
V pokusu se stejnym vyrobkem zjistila po 21 dnech od
vyroby (odpovida odbéru ¢. 3 pii naSem pokusu)
1,7.107 KTJ.mlt  Celkové zaznamenala v prabéhu
skladovani pokles poctu L. rhamnosus, coz je v souladu
S naSimi vysledky.
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Tab.3 Poget bakterii L. rhamnosus (KTJ.ml™) ve vzorku
¢. 1, resp. ve vzorku €. 2 v pribéhu skladovani, odbér ¢.
1 proveden 7 dnti po vyrobé, odbér €. 2, 3, 4 proveden
14, 21, 28 dni po vyrobé

Pocet bakterii L. rhamnosus (KTJ.ml™)
Odbér Odbér Odbér Odbér
¢ 1 ) &3 &4
Vzorek [2,2.107 [1,1.10"7 [1,4.10" |8,6.10°
&1
Vzorek [8,0.10° [1,1.10"7 [9,4.10° [1,0.10°
&2

Bifidobacterium sp.

Pocet bakterii Bifidobacterium sp. ve vzorku ¢&.1,
resp. 2 je uveden v Tab. 4. Obdobné pocty bifidobakterii
zaznamenala Zornikova (2007), ktera ve vyrobku po 7
dnech skladovani zjistila 2,4.10° KTJ.ml. Na konci
doby minimalni trvanlivosti doslo ve zminovaném
pokusu k poklesu bifidobakterii az na 8,5.10° KTJ.ml™.
Také vnasem pokusu doSlo po 28 dnech od vyroby
k poklesu poctu bakterii Bifidobacterium sp.

Tab.4 Pocet bakterii Bifidobacterium sp. (KTJ.ml™) ve
vzorku €. 1, resp. ve vzorku ¢. 2 v prubéhu skladovani,
odbér ¢. 1 proveden 7 dnii po vyrobé, odbér ¢. 2, 3, 4
proveden 14, 21, 28 dni po vyrobé

Pocet bakterii Bifidobacterium sp. (KTJ.ml™)
Odbér Odbér Odbér Odbér
&1 &2 &3 & 4
Vzorek | 2,5.10° 1,0.10° [1,0.20° [2,1.10°
&1
Vzorek | 1,5.10° 2,4.10° [3510° [1,8.10°
&2

Rozhodujicim faktorem pro piezivani probiotickych
bakterii je hodnota pH na konci fermenta¢niho procesu.
Dave a Shah (1997) v pokusu pozorovali, ze sniZzeni
hodnoty pH pod 4,4 zplsobi vyrazné snizeni poctu
probiotickych bakterii. Pfi naSem pokusu bylo pH
zméfeno po 14 dnech skladovani a zjisténa hodnota pH u
vzorku €. 1 byla 4,2, resp. 4,3 u vzorku ¢. 2.

Praimérné hodnoty sledovanych mikroorganismi po
celou dobu skladovani jsou uvedeny na Obr. 1.
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Obr. 1 Porovnani pramérnych hodnot poctu bakterii

Bifidobacterium sp. (Bifi), Lactobacillus acidophilus
(L.ac.), Lactobacillus rhamnosus (L.rh.) a mlé¢ného
kvaseni (BMK) v KTJ.ml™ ve vzorku & 1 a vzorku &. 2
po celou dobu sledovani (21 dni). Priméry oznacené

riznymi pismeny se ve sledovaném znaku statisticky lisi
(P<0,01),n=4

ZAVER

Poéty  bakterii  Lactobacillus acidophilus a
Lactobacillus rhamnosus byly po celou dobu minimalni
trvanlivosti u obou vzorkd vyssi nez 1.10° KTJ.ml™
Obsah Bifidobacterium sp. byl niz8i nez pozaduje
legislativa u vzorku €. 2 pfi tfetim a ¢tvrtém odbéru.

Pocet bakterii L. acidophilus byl ve vzorku €. 1 vyssi
(P<0,01) nez ve vzorku ¢.2. Co se tyka ostatnich
sledovanych mikroorganismu, statisticky rozdil v jejich
poctech ve vzorku €. 1 a 2 zjistén nebyl (P>0,05).

Na zakladé¢ vysledkii nasich analyz lze jako
nejvhodngjsi  doporudit  spotiebitelim  konzumaci
probiotickych vyrobkd co nejdiive od data vyroby, kdy
jsou probiotické mikroorganismy ve vyrobku obsazeny
Vv dostate¢ném mnoZstvi.
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