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VIABILITY OF THE PROBIOTIC BACTERIA L. ACI/IDOPHILUS IN DAIRY

PRODUCTS
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ABSTRACT

A number of health benefits have been claimed for probiotic bacteria such as Lactobacillus acidophilus. Because of the
potential health benefits, these organisms are increasingly incorporated into dairy foods. Viability of probiotic bacteria is
important in order to provide health benefits. However, many studies have shown low viability of probiotics in market
preparations. This study cover selective enumeration and survival of probiotic bacteria L. acidophilus in some dairy drinks.
L. acidophilus was found in the range from 10° to 10" CFU.g™ in five types of fermented milk products containing probiotic
cultures. Two investigated products were up to standard according to Regulation of Ministry of Agriculture and Ministry of

Health of Slovak Republic.
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UVOD

Probiotika (z gréckeho ,,pre zivot®) su vSeobecne zname
zivé mikroorganizmy, ktoré pri dodani v dostato¢nom
mnozstve vyvolaju zlepSenie zdravotného stavu hostitel’a.
Optimalizuji osidlenie a zloZenie C¢revnej mikroflory
zvierat a I'udi so stimulaénym efektom na traviace procesy
aimunitu organizmu a maju tieZ potencialny pozitivny
vplyv v prevencii nadorovych ochoreni (Quillien, 2001;
Kuchta et al., 2006; Urgeova & Marecova, 2003; Holm,
2001; Teitelbaum & Walker, 2002; Leahy et al., 2005;
Sanders & Klaenhammer, 2001).

Medzi najbeznejSie probiotika patria bakteridlne kmene
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus rhamnosus a Bifidobacterium sp. Baktérie
rodu Lactobacillus sa prirodzene vyskytuji v mlieku,
obilninach a inych rastlinach. Spdsobuju skvasovanie
laktézy na kyselinu mlieénu, ktora spomaluje
rozmnozovanie hnilobnych baktérii a stafylokokov. Ich
prirodzena pritomnost’ a metabolicka ¢innost’ v niektorych
potravinach a krmivach sa tradicne vyuzivaju na
konzervaciu potravin akrmiv asi povazované zo
zdravotného hladiska za bezpecné (Quillien, 2001;
Michalik et al., 1999). Jednym z najzaujimavejSich
mikroorganizmov z hl'adiska vyuzitia ako pomocnej latky
vo vyzive je Lactobacillus acidophilus (Hughes&
Hoover, 1991; Dave& Shah, 1996).

Probiotické mikroorganizmy sa mdzu aplikovat’ samotné
alebo sinymi mikroorganizmami, Vv potravine, ako
pridavna latka, vyzivovy doplnok, liek. Asi najcastejSie sa
spotrebitel' s probiotikami  stretdva v kyslomliecnych
vyrobkoch, z ktorych najbeznejSie druhy vyskytujice sa
vV obchodnej sieti st jogurt, jogurtové mlieko, acidofilné
mlieko, zakysané mlieko, kefir a kefirové mlieko. Tradi¢né
kyslomlie¢ne vyrobky (zakysané, fermentované) su
vyrabané z mlieka alebo z mlie¢nych vyrobkov procesom
kysnutia, posobenim tzv. Startovacich kultir (smotanova,
jogurtova, acidofilnd kultira), ktoré tvori zmes dvoch
alebo viacerych druhov mliecnych baktérii, ktoré mézu
byt v symbidze. Proces kysnutia vyvolava charakteristické
biochemické zmeny sprevadzané zniZenim  pH,
vyzrazanim bielkovin mlieka a tvorbou aromatickych
latok.

Startovacie kultiry su potvrdené ako zdraviu prospesné,
avsak nie st prirodzenou mikroflérou 'udského traviaceho
systému, neprezivaju cestu traviacim systémom, ani ho nie
st schopné v dostatoénej miere kolonizovat’ (Shah, 2000).
Pre kyslomlie¢ny vyrobok, ktory ma byt povazovany za
probioticky produkt st k nemu pred alebo po fermentacii
pridavané kmene probiotickych baktérii, ako dieteticky
pridavok. Terapeutické minimum probiotického vyrobku
je 1.10° KTJ.g™. Aby sa u &loveka dosiahlo akychkolvek
kladnych zdravotnych ucinkov, je nevyhnutnd denna
konzumacia vyrobkov s obsahom zivych buniek v
mnozstve 1.10° - 1.10° (Lee & Salminen, 1995;
Robinson, 1987). Vynos MP SR a MZ SR ¢. 2143/2006
vymedzuje definicie, nazvy a oznacovanie kyslomlie¢nych
vyrobkov a ustanovuje mnozstvo Zivych mikroorganizmov
$pecifickych pre konkrétny druh vyrobku na 10” KTJ.g?,
a pridanych mikroorganizmov uvedenych v nazve ¢&i
v zlozeni vyrobku na 10° KTJ.g™.

Prvym krokom k splneniu vyznamného kritéria, ktorym
je  schopnost  mikroorganizmov  prezit  pocas
technologickych procesov a skladovania vyrobku, do
ktorého boli pridané, je pouzivanie Startovacich
a probiotickych kultur od renomovanych vyrobcov, ktory
ma atesty o zdravotnych ucinkoch probiotickych kultar
apri dodrzani podmienok inokulacie, teploty a pod.,
zarucuje jej zivotaschopnost’ vo vyrobku.

Osobitnou skupinou st vyrobky, ktoré maju na obaloch
tzv. zdravotné tvrdenia: ,,Zdravotné tvrdenie je kazdé
tvrdenie, ktoré uvadza, naznacuje, alebo z ktorého
vyplyva, Ze spotreba urcitej kategoérie potraviny alebo
niektorej zjej zloziek vyznamne zniZuje riziko vzniku
ur¢itétho T'udského ochorenia.“ Ich uvadzanie nie je
povinné, ale ak ich vyrobca uvedie, musi dodrzat' d’alSie
podmienky, ktoré st definované v Nariadeni Eur6épskeho
parlamentu a Rady (ES) ¢. 1924/2006 z decembra 2006
avprislusnych  novelizaciach.  Zdravotné  ucinky
konkrétnych probiotickych kmetiov mozu byt uznané len
na podklade spracovania vysledkov in vitro a in vivo
testovania v mnohych vedeckych stadiach a sucasne mdze
byt povolena deklardcia zdravotnych tvrdeni pri
ozna¢ovani vyrobkov na obaloch a v reklame (Sanders &
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Klaenhammer, 2001; Reid, 1999; Anonym 2009;
Anonym 1999; Anonym 2006). Na vyrobku musi byt
spolu so zdravotnym tvrdenim uvedena aj denna davka
potraviny, aspdsob jej konzumécie, potrebnd na
dosiahnutie uvedeného priaznivého uéinku. Zoznam
opravnenych  zdravotnych tvrdeni pre konkrétne
probiotické mikroorganizmy vypracovany Eurdpskou
konfederaciou potravinarskeho a napojového priemyslu
(CIAA) bol podany na schvalenie Komisii zriadenej
Europskym uradom pre bezpecnost’ potravin (EFSA),
ktora spravuje register podanych ziadosti pristupny
verejnosti (CIAA, 2007a; EFSA, 2009). V tomto zozname
je urend dennd davka pre dosiahnutie deklarovanych
zdravotnych u¢inkov mikroorganizmov Lactobacillus
acidophilus 10° KTJ/deti (CIAA, 2007b). Z pohladu
spotrebitela mé tento udaj praktické vyuzitie, pretoze
u vyrobkov s dostatonou koncentraciou probiotickej
kultiry postacuje konzumacia jedného balenia (porcie)
vyrobku denne na dosiahnutie kladného zdravotného
ucinku.

V predkladanom prispevku uvadzame niektoré vysledky
selektivneho stanovenia koncentracie probiotickej kultiry
Lactobacillus acidophilus vo vybranych kyslomlie¢nych
napojoch.

MATERIAL A METODY

Predmetom rozboru boli kyslomlie¢ne napoje s obhsahom
probiotickej kultary L. acidophilus. 5 vyrobkov s tymto
spoloénym znakom sa nahodne vybralo zo slovenskej
obchodnej siete v obdobi februar — marec 2009. Kazdy
vyrobok sa analyzoval z troch baleni v ¢ase bezprostredne

(2 — 0 dni) pred uvedenym datumom spotreby.

Analyzované vyrobky:

1. Acidko  plnotuéné  biele, zakysané  mlieko
s probiotickou kultirou, zloZenie: smotanova kultira,
probioticka kultara L. acidophilus, balenie: 250 g,
vyrobca: A

2. Acidko  plnotuéné  jahoda, =zakysané mliecko
s probiotickou kultirou, zloZenie: smotanova kultara,
probioticka kultara L. acidophilus, balenie: 250 g,
vyrobca: A

3. Acidofilné mlieko, acidofilné mliecko s probiotickou
kultirou L. acidophilus, zlozenie: mlieko, acidofilna
kultara L. acidophilus, balenie: 200 g, vyrobca: B

4. Acidofilné mlieko, acidofilné mlieko plnotucné
s probiotickou kultirou L. acidophilus, zloZenie:
smotanova kultira, probioticka kultara L. acidophilus,
balenie: 230 ml, vyrobca: C

5. Acidofilné mlieko, acidofilné mlieko s probiotickou
kultarou L. acidophilus LA-5 Nutrish®, zloZenie:
smotanova kultara, probioticka kultara L. acidophilus,
balenie: 950 g, vyrobca: D

Pouzité mikroorganizmy:

Ako Standardné vzorky selektivne stanovovanych
mikroorganizmov boli pouzité originaly probiotickych
kultar L. acidophilus poskytnutych dodavatelmi od

vyrobcov kultar: L. acidophilus LA-5, Chr. Hansen,
Dansko, Howaru Dophilus, Danisco, Dansko.
Pouzité metédy:

Na selektivne stanovenie L. acidophilus sa pouzila
metdda inokulacie na agarové platne s MRS agarom
s klindamycinom a ciprofloxacinom (ISO 20128:2006
IDF 192; Anonym 2007;). Agarové platne boli pripravené
rozpustenim MRS  agaru  (Merck,  Nemecko)
Vv destilovanej vode podl'a navodu, médium bolo nasledne
sterilizované autoklavovanim pri 121 °C pocas 15 minut.
Po sterilizacii bolo do vychladeného média s teplotou
50 °C pridané 5 ml zasobného roztoku ciprofloxacinu na
11 média a 0,5 ml zasobného roztoku klindamycinu na 1 1
média. Zasobny roztok ciprofloxacinu bol pripraveny
rozpustenim 2 mg ciprofloxacin hydrochloridu (Sigma,
USA) v 10 ml destilovanej vody a nésledne sterilizovany
filtraciou (0,22 pm). Zasobny roztok klindamycinu bol
pripraveny rozpustenim 2 mg hydrochloridu klindamycinu
(Sigma, USA) v 10 ml destilovanej vody a nasledne
sterilizovany filtraciou (0,22 pm). Pripravené médium sa
za sterilnych podmienok nalialo na Petriho misky a bolo
pouzité na inokulaciu vzoriek rozterom.

Uprava analyzovanych vzoriek kyslomlieénych vyrobkov
aich 10 - nasobné riedenia boli robené podla STN EN
ISO 8261:2001. Vzorky boli riedené desiatkovym
riedenim 6 az 8 krat v pepténovom riediacom roztoku. Na
predsusené  agarové platne bolo 2x  paralelne
inokulovanych 200 pl vzorky z kazdého z troch za sebou
nasledujucich desiatkovych riedeni a rozotrené po celej
ploche, nasledne boli platne inkubované za anaerobnych
podmienok pri 37°C pocas 72 hodin.

Vyrastené kolonie boli morfologicky posudené farbenim
podla Grama (Horakeova et al, 1993) abiochemicky
potvrdené identifikanym systémom API 50CHL
(BioMérieux, Francuzsko).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysetrované vyrobky vykazovali pocty sledovanych
baktérii v priemernych hodnotach 10° — 107 KTJ.g™
Legislativou stanovené poziadavky na minimalny obsah
zivych charakteristickych mikroorganizmov v mlie¢nych
vyrobkoch splnili len zakysané mlieka ¢. 1 a 2, u ktorych
sa zistil dokonca viac ako o0 jeden desiatkovy poriadok
vys§i pocet sledovanych mikroorganizmov. V acidofilnom
mlieku €. 5 sa stanovil pocet zivych buniek L. acidophilus
tesne pod pozadovanou hranicou
10" KTJ.g™". V acidofilnych mliekach &. 3 a 4 sa zistil podet
zivych buniek ojeden desiatkovy poriadok niz8i, ako
predpisuje Vynos MP SR a MZ SR 2143/2006.

Zdravotné tvrdenia maju na obaloch uvedené vyrobky 1 a
2 s odporucanim jednej porcie vyrobku denne pre
dosiahnutie deklarovaného zdravotného tc¢inku. Priemerny
pocet buniek Lactobacillus acidophilus vo vyrobkoch 1 a 2
bol 2,0 — 8,2. 10’ KTJ.g?, jedno balenie 250 g vyrobku
predstavuje priblizne 5,0. 10° - 2,1. 10" KTJ, ¢im tieto
vyrobky plne pokryvaji dennu davku probiotického
mikroorganizmu pre prejavenie sa zdravotnych tvrdeni.
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Tabulka 1:
v jednotlivych vySetrovanych vyrobkoch

Prehl'ad vysledkov mikrobiologickej analyzy poctu zivych

buniek Lactobacillus acidophilus

Vyrobok Vysledok* Vysledok* | Minimum ** Vysledok* Pocet
KTJ.g" log KTJ. g* KTJ.g" KTJ/ zostavajiicich
+SD unifikovana dni do datumu
davka (200 g) | spotreby v case
analyzy
1. Acidko biele,
zakysané mlieko A, 2,0.10’ 7,27+0,23 10° 4,0.10° 2
250 g
2. Acidko jahoda,
zakysané mlieko A, 8,2.10" 7,89+0,16 10° 1,6.10% 0
250 g
3. Acidofilné mlieko,
acidofilné mlieko B, 1,1.10° 6,02+0,06 10’ 2,2.10°8 1
200 g
4, Acidofilné mlieko,
acidofilné mlieko C, 1,8.10° 6,24+0,07 10’ 3,6.10° 2
230 ml
5. Acidofilné mlieko,
acidofilné mlieko D, 7,2.10° 6,85+0,05 10’ 1,4.10° 1
950 g

* priemer z vysledkov analyz 3 baleni z kazdého vyrobku v 3 riedeniach po 2 paralelkach SD — smerodajna

odchylka.

** minimalny obsah zivych probiotickych mikroorganizmov podl'a Vynosu MP SR a MZ SR ¢. 2143/2006

KTJ — koloniu tvoriaca jednotka

Vysledky  zahrani¢nych  §tddii  uvadzaju  obsah
zivotaschopnych ~ buniek  baktérii v probiotickych
vyrobkoch podobny, alebo niz§i. Dave & Shah (1996)
uvadza mnozstvo L. acidophilus v dvoch jogurtovych
vyrobkoch od 733 - 7,21 log KTJ.g' amnoZstvo
bifidobaktérii 6,23 — 7,21 log KTJ.g*, vtroch
probiotickych ty¢inkach ten isty autor zistil L. acidophilus
len v mnozstve 4,72 — 5,20 log KTJ.g" a Bifidobacterium
sp. v mnozstve 2,08 — 3,04 log KTJ.g™". Podobne v &eskych
a slovenskych kyslomlie¢nych vyrobkoch stanovil autor
pocty bifidobaktérii priemerne v hodnotach 2,37; 5,44;
6,03; 6,22; 6,31; a7,17 log KTJ.g" (Rada, 2006).
L. casei vo fermentovanych mlie¢nych napojoch bol
stanoveny v hodnotich 6,98 — 8,22 log KTJ.g' a zo
6 analyzovanych jogurtov v troch bol stanoveny obsah
L. casei < 3,0 log KTJ.g™", v dvoch 3,41 — 3,72 log KTJ.g™*
a len v jednom vyrobku 7,49 log KTI.g" (Ravula, 1998).
Pouzivanie Startovacich a probiotickych kultar od
renomovanych vyrobcov, ktori pri dodrzani podmienok
inokulacie, teploty a pod., zarucuju ich zivotaschopnost’ vo
vyrobku, predpokladd zodpovednu manipulaciu od
samotného vyrobcu kyslomlie¢neho vyrobku.

Vyrobca moze kladne ovplyvnit Zivotaschopnost
probiotickych kultr dodrzanim podmienok inokulacie,
inkubacnej teploty, doby fermenticie a tiez teploty
skladovania, ¢o sa tyka aj teploty pri preprave a
pri uskladneni priamo v predajnej sieti a v domacnosti u
spotrebitela. Dalej je dolezita finalna acidita produktu

ZAVER

V stasnej dobe sa venuje velka pozornost tzv.
probiotickym mlie¢nym vyrobkom pre ich potencialny
priaznivy vplyv na ludské zdravie. Ide hlavne
0 ovplyvilovanie imunitného systému, travenia,
metabolickych procesov a pod. Probiotikda mézu mat’ tento
priaznivy ucinok na zdravie konzumenta len pri ich prijme
v dostatoénom mnozstve. Zdravotné a vyzivové tvrdenia
su viazané na konkrétne a Specifické podmienky pouzitia,
ktoré pri probiotickych kultirach predstavuje najmi ich
minimalny obsah v unifikovanej davke, resp. v1 g (ml).
Z uvedeného dévodu je klicové ich prezitie vo vyrobku
pocas jeho technologického spracovania a skladovania.
V piatich kyslomlie¢nych vyrobkoch z obchodnej siete
obsahujucich probioticka  kultaru L. acidophilus boli
zistené¢ priemerné hodnoty Zzivych zarodkov tohto
mikroorganizmu  vrozmedzi 10° - 10" KTJ.g™
Pozadované kritéria podla Vynosu MP SR a MZ SR
splnili dva vyrobky z piatich vySetrovanych.
Pripady stanoveni niz§ieho poétu Zivotaschopnych buniek
probiotickych baktérii v kyslomlie¢nych vyrobkoch boli
zaznamenané aj v zahrani¢nych pracach a poukazuju na
potrebu zodpovednej manipulacie od samotného vyrobcu
kyslomliecneho vyrobku, ktord spociva v dodrzani
podmienok inokulécie probiotickej kultury, inkubacénej
teploty, doby fermentacie, kvality obalov a tiez teploty
skladovania, teploty pri  preprave, pri uskladneni
v predajnej sieti aj v domacnosti u spotrebitel’a.

v momente  ukoncenia fermentacie, koncentracia i
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