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ABSTRAKT

Ptredlozena diplomova prace se zabyva piipravou a sledovanim biologické stability piva
obohaceného probiotiky. V praci byly pouzity kmeny probiotickych bakterii Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium breve a Bifidobacterium bifidum.

Teoreticka Cast je rozd€lena do dvou sekci. V prvni sekci jsou obecné charakterizovana
probiotika, jejich role v ramci stfevni mikrofléry a mikrobiologie konkrétnich probiotickych
mikroorganismui se zaméfenim na bakterialni rody Lactobacillus a Bifidobacterium. Dale jsou
zminény nékteré faktory ovliviiujici viabilitu a rtst probiotik. V této ¢asti jsou také popsany
biologické ti¢inky probiotik na lidsky organismus a jejich potencialni klinické aplikace. Druha
sekce teoretické cCasti se veénuje technologii pfipravy piva, jeho chemickému slozeni
a jednotlivym pivnim stylim.

V experimentalni ¢asti byla nejprve provedena optimalizace metod stanoveni koncentrace
a viability bun¢k probiotickych bakterii. Pro stanoveni téchto parametri bylo vybrano nékolik
technik, konkrétné metoda kultivaéni, metoda pratokové cytometrie a metoda
spektrofotometrického méfeni zakalu. Nasledné byly spektrofotometricky naméfeny rustové
ktivky pouzitych kmena probiotik v MRS médiu. Probiotické bakterie byly kultivovany
v modelovych vzorcich piva, tj. v MRS médiich s n€kolika riiznymi koncentracemi ethanolu.
Lze konstatovat, ze ethanol nemé¢l podstatny vliv na riist probiotik.

Nasledné byly provedeny experimentalni kultivace jednotlivych probiotickych bakterii
i jejich smési v deviti realnych vzorcich piva. Ve sledovanych vzorcich nedochéazelo
u zadného kmene K nartistu koncentrace viabilnich bunék. Naopak bylo zaznamenano snizeni
koncentraci, pfi¢emz vétsi pokles nastal usamostatnych kmenti a mensi pokles U smési.
Urcité hodnoty koncentraci Zivych buné€k vSak byly po uplynulé dobé& kultivace stanoveny ve
vsech ptipadech.

Bylo pfipraveno svétlé, svrchné kvaSené pivo s piidavkem probiotik, U kterého byla
sledovana koncentrace viabilnich bunék probiotickych bakterii v prib&éhu 37 dni kvaSeni.
Témét u viech vzorkt doslo ve vysledku k poklesu koncentrace o dva fady CFU/ml. Zivé
buniky probiotickych bakterii byly ovSem na konci kvaSeni zjistény u vSech vzorka
piipraveného piva. Nejvyssi dosazend koncentrace viabilnich bunék probiotik v pfipraveném
pivu, stanovena kultivatni metodou, byla rovna (3,80 + 0,14) - 10° CFU/ml. Ve vybranych
vzorcich byly na zdkladé HPLC-RI analyzy kvantifikovany pro pivo béZné koncentrace
ethanolu, kyselina mléénd nebyla detekovéana. U vybranych vzorkd byla také provedena
senzorickd analyza.

Na zaklad¢ vysledkd experimentalni Casti a s vyuzitim literatury je v praci diskutovana
optimalni technologie pfipravy piva obohaceného probiotiky.

KLICOVA SLOVA

probiotika, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum,
probiotické pivo, kyselace, prutokova cytometrie



ABSTRACT

The presented diploma thesis is focused on the preparation and the monitoring
of the biological stability of beer enriched with probiotics. Probiotic bacterial strains
of Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium breve and Bifidobacterium bifidum were used
in this study.

The theoretical part is divided into two sections. In the first section, probiotics are
generally characterized, and their role within agut microbiota is described. Next,
the microbiology of particular probiotic microorganisms including the genera of Lactobacillus
and Bifidobacterium is described. Then, some factors influencing the viability and the growth
of probiotics are stated. In this section, biological effects of probiotics on the human organism
and their potential clinical applications are described. The second section of the theoretical
part deals with the technology of brewing, the chemical composition of beer and particular
beer styles.

In the experimental part, the methods of probiotic bacterial cell concentration and
viability determination were optimized. Several techniques for determination of these
parameters were selected, particularly the cultivation method, flow cytometry and
the spectrophotometric measurement of turbidity. Then, the growth curves of the probiotic
strains were measured in MRS medium. Probiotic bacteria were cultivated in model beer
samples, i.e. in MRS media with several different concentrations of ethanol. It is possible
to say that ethanol did not have significant effect on probiotics growth.

Next, experimental cultivations of individual probiotic bacteria and their mixtures in nine
real beer samples were conducted. No increase of viable cells concentrations was detected
in the samples. On the contrary, a decrease of the concentrations was observed, mainly
in the samples with individual bacterial strains. However, certain values of viable cells
concentrations were determined at the end of the cultivations in all cases.

A pale, top-fermented beer was brewed and supplemented with probiotics, and
the concentrations of viable probiotic cells were monitored during 37 days of fermentation.
A decrease of concentrations by two orders of magnitude of CFU/ml was observed in almost
all samples. Yet, viable cells of probiotic bacteria were detected in all samples of beer
at the end of the fermentation. Maximal concentration of viable probiotic cells in the brewed
beer was determined with the cultivation method at (3,80 + 0,14)- 10° CFU/ml. Chosen
samples were analyzed with HPLC-RI method that quantified the common beer
concentrations of ethanol in all chosen samples, lactic acid was not detected. Sensory analysis
was conducted as well.

Based on the results of the experimental part and the bibliography, an optimal technology
of the preparation of beer enriched with probiotics is discussed in this study.

KEYWORDS

probiotics, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum,
probiotic beer, sour ale, flow cytometry
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1 UVOD

Probiotické mikroorganismy, Casto oznacované jednoduse jako probiotika, se v poslednich
desetiletich staly jednim z nejdiskutovanéjSich témat v problematice péce 0 zdravi. Jiz
pradavno se ¢lovek naucil vyuzivat nékterych vlastnosti a schopnosti mikroorganismi ve svij
prospech, zejména k piipravé fermentovanych potravin. Teprve na pocatku minulého stoleti
vSak byla vyslovena myslenka, ze by urcit¢ mikrobidlni druhy mohly svym pifimym
pusobenim piiznivé ovliviiovat zdravi ¢lovéka. Uz v t¢ dobé bylo odhadovano, ze podstata
blahodarnych ucinkt probiotickych mikroorganismii spoc¢iva v piisobeni na sttevni mikrofloru
Clovéka. K obrovskému nartstu zajmu 0 probiotika potom doslo na pielomu 20. a 21. stoleti,
kdy byla také oficiadln¢ formulovana jejich nejpouzivané;si definice.

V soucCasnosti je vyznam probiotik v terapii apii prevenci riznych onemocnéni stale
pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Ukazuje se, Ze probiotické mikroorganismy maji
z klinického pohledu vskutku velky potencial. V této souvislosti jsou nejéastéji zminovany
rody Lactobacillus a Bifidobacterium, ale také mnohé dalsi mikroorganismy, zejm. bakterie
mlécného kvaseni.

Na trhu jsou dostupné nejriiznéjsi probiotické preparaty, vétSinou ve formé doplnkl
stravy obsahujicich bakterie zminénych rodd, které jsou Casto uzivany predevsim pii 1é¢be
postantibiotickych nebo cestovatelskych priijmu. Probiotika je vSak také moZzno konzumovat
jako soucast riznych probiotickych potravin, v nichZ se pfirozené vyskytuji ¢i do kterych se
ptidavaji v ramci technologie jejich vyroby. K takovym produktim patti mj. kysané mlécné
vyrobky, jejichz zdravotni prospéSnost je obecné znama a které jsou ve spolecnosti velmi
oblibené.

V budoucnu by se mezi probiotické potraviny mohlo zaradit také probiotické pivo, které
je aktualné védecky studovano za tc¢elem hledani optimalni technologie piipravy i z hlediska
stanoveni vyslednych chemickych a biologickych vlastnosti. V nékterych zemich patii pivo
s obsahem bakterialnich kultur, napt. Lactobacillus delbrueckii, k tradiénim pivnim stylim
typickym pro dany kraj. Tato svrchn¢ kvasena piva, vyznacujici se vyssi kyselosti, se nazyvaji
Sour Ale (Cesky tzv. kyselace) a Vv posledni dobé jsou spole¢né s dal$imi specialnimi druhy
piva &m dal vice vyhleddvanymi také v Cesku. Pivo se obecnd ve svété fadi
k nejoblibenéjsim napojim a obzvlasté u naseho naroda se t€8i obrovské popularité. Zdravi
prospesné pivo, obohacené probiotickymi kulturami, by se tudiz mohlo ve spoleCnosti setkat
s velkym uspéchem.

Cilem této diplomové prace je ptiprava a studium biologické stability piva s pfidavkem
probiotik. Konkrétné je sledovana mira pfeziti probiotickych bakterii Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium breve a Bifidobacterium bifidum nejen v modelovych a realnych
vzorcich, ale také v pfipraveném pivu.



2 PROBIOTIKA

Pojem probiotikum, slozeny z latinské piedpony pro- (podporujici) a feckého slova bios
(zivot), vznikl v druhé polovin¢ 20. stoleti abyl v priabéhu let pouzivan v riznych
vyznamech. Existovaly tedy rozdilné definice, které se vSak vzdy shodovaly v dirazu na
ptiznivy vliv probiotik na organismus. V 80. letech definoval Dr. Roy Fuller probiotikum jako
aktivni potravinovy dopln¢k obsahujici Zivé mikroorganismy, ktery ma pozitivni vliv na
organismus hostitele tim, Ze zlepSuje rovnovahu jeho sttevni mikroflory [1]. Z této definice
vychazi soucasné chapani probiotik.

V roce 2001 uspotadaly Organizace Spojenych narodu pro vyzivu a zemédélstvi (FAQ)
a Svétova zdravotnicka organizace (WHO) kongres v argentinské Cordob¢, kde formulovaly
obecnou, dnes nejcastéji pouzivanou definici probiotik. Naplni kongresu bylo studium zivych
kultur bakterii mlé¢ného kvaseni, obsazenych Vv suSeném mléku, se zaméfenim na jejich
vyzivové vlastnosti a vliv na zdravi. Na podkladé dosazenych vysledkl definuji FAO a WHO
probiotika jako Zivé mikroorganismy, které aplikovany v pfiméfeném mnoZstvi priznivé
ovliviiuji zdravotni stav hostitele [2]. Tato definice je doporucovana také Mezinarodni
védeckou asociaci pro probiotika a prebiotika (ISAPP) [3].

Mezi probiotické mikroorganismy se fadi pfedev§im zastupci bakterii mlééného
kvaseni (mj. laktobacily) a bifidobakterie, jsou zde vsak zastoupeny i jiné druhy bakterii
anékteré druhy kvasinek. Tyto druhy mikroorganismi mohou byt u nékterych zivocichd
véetné Cloveka prirozenou soucasti stifevni mikrofléry, ktera spole¢né se sttevnim epitelem
aslizniénim  imunitnim  systémem  travici soustavy tvofi tzv. gastrointestinalni
ekosystém [4]. V ramci n&j se probiotika mohou podilet na nékterych procesech dulezitych
pro hostitelsky organismus, napt. prispivaji k jeho obranyschopnosti nebo biosyntetizuji rtizné
zdravi prospés$né latky, zatimco hostitel jim poskytuje vyzivu a prostfedi pro zivot.
Probiotické mikroorganismy tedy ziji S hostitelskym organismem V symbiodze, pticemz jde
0 mutualismus, nebot’ ob¢ strany maji z interakce prospéch [5].

Probiotika se v soucasnosti nachazeji na svétovém trhu primarné ve téech kategoriich,
asice jako soucasti potravin, doplikd stravy nebo léCivych piipravkd [6]. Pfirozenym
zdrojem né&kterych probiotickych bakterii jsou probiotické potraviny, jedna se
zejm. 0 kysané mlécné vyrobky (napf. jogurt, kefir, kumys nebo né&které syry), ale ijiné
fermentované produkty [7]. Kromé probiotickych potravin se lze setkat s probiotickymi
preparaty, které mohou byt z hlediska evropské legislativy registrovany bud’ jako dopliky
stravy, nebo jako 1é¢iva [8].

2.1 Historie probiotik

Ackoli pojem probiotikum vznikl az ve druhé poloviné 20. stoleti, vyznam probiotickych
mikrobidlnich kultur si lidé neptimo uvédomovali uz odpraddvna. Svédectvi 0 zvyku ptidavat
starovékého Sumeru, které se datuji do doby okolo roku 2 500 pft. n. . Pfiznivy vliv bakterii
na zdravi konzumenta tehdejsi obyvatelé pravdépodobné neuvazovali, av§ak kvasné procesy
jako tento, zachyceny na sumerskych malbach, se vyuzivaly v riznych ¢astech svéta pro
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vyrobu rozmanitych produktt. Hlavni vyznam spocival v prodlouZeni trvanlivosti potravin
a samoziejmé mnohdy i ve vylepSeni jejich organoleptickych vlastnosti [9, 10].

Na pocatku minulého stoleti se rusky védec Ilja Iljic Mecnikov V rdmci svého studia
sttevni mikroflory zaméfil na zdravotni UCinky potravin obsahujicich probiotické
mikroorganismy. Mec¢nikov byl v té dobé znamy nejen Svym vyzkumem v oblasti imunologie,
za n&jz vroce 1908 obdrzel Nobelovu cenu, ale také propagovanim myslenky, Ze urcité
mikroorganismy mohou potlacovat rust azivotni funkce mikroorganismli jinych. Tuto
koncepci tzv. antibiozy zamyslel realizovat v praxi podavanim mikroorganismt pacientim za
ucelem zlepSeni jejich zdravotniho stavu. Pti své praci Mecnikov pozoroval, ze bulharsti
rolnici, ktefi konzumuji velké mnozstvi kysanych mléénych vyrobkiu (kyselého mléka
obsahujiciho laktobacily), se zaroven dozivaji vysokého veéku. Usoudil, ze dlouhovékost
a konzumace fermentovanych mlécnych produktt jsou piimo souvisejici jevy. Na zakladé
toho pak vyslovil hypotézu, ze pokud je piedCasné a nepfijemné stati zptisobeno otravou tkani
(zvlaste tlustého stfeva), potom prostiedky potlacujici hnilobné procesy ve stievech musi stari
oddalovat a zlepsovat. Mec¢nikov totiz véfil, ze laktobacily zkyselého mléka osidluji
intestinalni trakt clovéka a zde inhibuji nadmérné mnozeni proteolytické mikroflory, tvorici
jedovaté S§tépné produkty bilkovin [7, 9]. Pfestoze se nasledné zjistilo, ze ,,bulharské
laktobacily” kyselého mléka (dnes nazyvané Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus)
nemaji schopnost trvale osidlovat travici trakt ¢lovéka [9], Mecnikov diky své teorii antibidzy
a myslence jejiho aplikovani v klinické praxi v podstaté polozil zaklad pro moderni vyzkum
probiotik.

Ptiblizn¢ ve stejné dob¢, na prelomu 19. a 20. stoleti, pozoroval francouzsky pediatr
Henry Tissier, ze déti trpici prijmem maji ve stolici snizeny pocet ,,bifidnich® bakterii
(bakterii s nezvyklou morfologii ve tvaru pismene Y). Naopak u zdravych déti byly tyto
bakterie pfitomny v hojném poctu. Proto navrhl, Ze ,,bifidni* bakterie by mohly byt podavany
pacientim za Gcelem zlepSeni jejich stievni mikroflory [2]. Na Obr. 1 jsou zachyceny bunky
bakterii Bifidobacterium breve, coz je jeden z druhti osidlujicich stfevni trakt ¢lovéka [11].

Obr. 1: Buriky bakterie Bifidobacterium breve (snimek 7 elektronového mikroskopu) [12]
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Po prvni svétové valce byla ztraviciho traktu izolovana bakterie Lactobacillus
acidophilus, ktera byla nasledné testovana jako potravinovy doplnék [9]. Béhem druhé
svétové valky a Vv nasledujicich letech doslo k rozmachu vyzkumu i uzivani antibiotik, a to
nejen jako prostiedki k 1écbé bakteridlnich onemocnéni, ale také jako rastovych faktort pfi
chovu hospodaiskych zvifat. V ramci vyzkumu V této oblasti byly také provedeny mnohé
experimentalni studie, které prokazaly, ze po terapii antibiotiky je jedinec nachylné&jsi
k infekci nékterymi patogennimi bakteriemi [9]. To bylo pfif¢eno nepfiznivému vlivu
antibiotik na stfevni mikrofloru, jejiz pfirozenou soucasti jsou také probiotické
mikroorganismy. Zminény nezadouci G¢inek pii pouziti antibiotik jako rtstovych faktori pro
hospodarska zvitata doprovazi také velké riziko rozsifeni rezistence k antibiotikiim a vzniku
rezistentnich populaci patogennich bakterialnich kmenti [1, 9].

V névaznosti na omezeni pouzivani antibiotik jako rustovych faktort kvili zminénym
jevam, ale také kvuli snaze potlacit nezadouci u¢inky antibiotik na zazivani pfi humanni
terapii bakterialnich chorob dos$lo koncem minulého stoleti K narGistu zajmu o probiotika
ajejich vyzkum. Vyraznou osobnosti se Vv této oblasti stal Dr. Roy Fuller, jehoz definice
probiotika je ve své podstaté dodnes vystizna [1].

2.2 Strevni mikroflora

NejcastéjsSim mistem pusobeni probiotik v lidském téle je travici soustava, do niz se po
peroralnim podani dostavaji. Za ucelem pochopeni biologického ucinku probiotickych
mikroorganismu je proto zapotiebi znat zakladni aspekty prostiedi traviciho traktu cloveka,
jeho fyzikalni, chemicke a biologické vlastnosti.

Travici soustava (gastrointestindlni trakt — GIT) Clov€ka je organova soustava, jejiZ
primarni funkci je pfijem a zpracovani potravy za Gc¢elem ziskani Zivin (trdveni) a nasledné
vylouceni nestravitelnych zbytki. Mimo to vSak GIT ptedstavuje nejvétsi télesny povrch
vystaveny vngjSimu prostiedi, neustale se setkavajici s nejriznéjSimi antigeny z potravy,
okolniho i vnitiniho prostfedi. Tudiz musi zabezpeCovat jednak toleranci organismu
k neSkodnym antigenim, avSak zaroven I vznik agresivni imunitni odpovédi na styk
s patogenem [13]. Tato imunitni funkce GIT je zabezpeCovana slizni¢nim imunitnim
systémem travici soustavy (gut-associated lymphoid tissue — GALT) [14, 15].

Kromé eukaryotickych bun€k lidského organismu zahrnuje GIT také zivé bunky dalSich
organismi, konkrétné nékterych prokaryotickych (bakterialnich), ale i eukaryotickych
mikroorganismi. Mikroorganismy pifitomné v GIT se oznacuji jako stievni mikrofléra
(ptip. sttevni mikrobiota) a spoleéné s epitelidlnimi a imunitnimi bunikami GIT vytvafi
tzv. gastrointestinalni ekosystém [4]. SloZzky tohoto komplexniho ekosystému maji vlastni
funkce amohou se do jist¢ miry vyvijet izolované, avSak pro spravnou morfologii
a fyziologickou funkci travici soustavy je nutna pritomnost vSech slozek v rovnovaze. Pokud
je naruSena rovnovaha mezi organismy gastrointestinalniho ekosystému v dasledku
vrozeného ¢i ziskaného faktoru, nastava patologicky stav organismu [4, 5, 13].

2.2.1 Mikroorganismy stievni mikrofléry

Stievni mikrofléra je tvofena prevazné prokaryotickymi buitkami riznych druht bakterii. Na
zaklad¢ tzv. specidlnich kultiva¢nich metod se odhadovalo, ze je v GIT zastoupeno 400 az
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500 bakterialnich druhd s celkovym po&tem fadové 10 prokaryotickych bungk, tedy vice nez
bungk lidského organismu [4, 13, 15]. Nasledné se ovSem zjistilo, ze pouze 2040 % druht
Ize kultivovat a identifikovat za pouziti znamych kultivaénich metod, ostatni druhy je nutné
zkoumat metodami molekularné-biologickymi. Podle novéjsich vyzkumi s vyuzitim metod
zalozenych na stanoveni sekvence deoxyribonukleové kyseliny (DNA) je pocet druhii bakterii
vyssi nez 40 000 [16].

Vétsina druhti bakterii stfevni mikroflory patii do kment Proteobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria a Bacteroidetes [5, 15, 17]. Zastupci jednotlivych kmena [15] jsou uvedeni
v Tab. 1.

Tab. 1: Zdstupci bakterii strevni mikroflory (G+ — grampozitivni, G— — gramnegativni bakterie)

Kmen (phylum) Nekteti zastupci (rodova jména)

Firmicutes G+ | Clostridium, Eubacterium, Peptococcus, Lactobacillus
Bacteroidetes G- | Bacteroides

Proteobacteria G- | Escherichia coli (nepatogenni kmen)

Actinobacteria G+ | Bifidobacterium

Slozeni stievni mikroflory se méni kvantitativné i kvalitativné, ato vertikalné (podél
travici trubice v ruznych castech GIT) i horizontalné (v jednotlivych vrstvach trubice).
Z hlediska horizontalni stratifikace 1ze mikrofléru rozd¢lit na luminalni, osidlujici prisvitnou
¢ast trubice, a slizniéni, jeZ se nachazi v slizni¢nim hlenu, v Lieberkiihnovych kryptach nebo
adheruji pfimo k epitelidlnim bunkam. Pocet bakterii roste od zacatku traviciho traktu (dutiny
ustni) az po jeho konec (konecnik), zatimco klesd oxida¢né-redukéni potencial. V duting ustni
jsou ptitomny aerobni a fakultativng i striktné anaerobni bakterie riznych druhd; v zaludku je
spektrum pfitomnych bakterii ponékud omezenéjsi kvili zdejs$i nizké hodnoté pH a vyssi
rychlosti jeho vyprazdinovéani. Proximalni casti tenkého stieva obsahuji prevazné bakterie
z vysSich casti GIT, kdezto distalni ¢asti travici trubice (zejm. tlusté stfevo) jsou osidleny
témé&f vyhradné anaerobnimi bakteriemi, napt. bakteroidy a bifidobakteriemi [4, 13].

Aby mohly bakterie Zit v symbidze s lidskym organismem jako soucdst stfevni
mikroflory, musi snaSet prostfedi GIT, které osidluji. Vné&jsi faktory plisobici na bakterialni
buiiky se 1i8i podle ¢asti travici trubice, ve které je dané bakterie lokalizovana. Patii mezi n¢:

e nizkd hodnota pH Zaludku kvili pfitomné kyselin€ chlorovodikové,
e pusobeni enzymu (zejm. proteas a lysozymu),

¢ nizké povrchové napéti vznikajici i¢inkem zlucovych kyselin,

e pohyblivost (peristaltika) stfev,

e rychlost prichodu traveného materialu [7].

2.2.2 Vznik a vyvoj stievni mikrofléry

Stfevni mikrofloru lze chapat jako postnatalné ziskany organ travici soustavy [13, 15].
Fetalni travici trubice (GIT plodu) je totiz sterilni, k jeji kolonizaci dochédzi az po narozeni
v disledku okamzitého styku s nesterilnim okolim. Vytvareni a udrzovani sttevni mikroflory
je komplexni proces, ktery mtize byt ovlivilovan mnoha faktory, napft. zplisobem porodu,
slozenim potravy aj. [4].
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Obecné se v GIT nejdiive vytvari kultura aerobnich a fakultativné anaerobnich bakterit,
tzn. koliformnich bakterii, laktobacila a streptokokt. Tim pravdépodobné dochazi ke snizeni
oxida¢né-redukéniho potencidlu ve stfevé aje umoznéna kolonizace anaeroby, pfedevSim
bifidobakteriemi a bakteroidy [4, 13, 15].

Pfi spontannim porodu za¢ina osidleni travici trubice novorozence jiz ve chvili jeho styku
S porodnimi cestami matky, nasledné je proces kolonizace vyrazn€¢ ovlivnén zpiisobem
vyzivy. Kojeny jedinec ma vyhodnéjsi skladbu stfevni mikroflory, v niz ptevazuji
bifidobakterie. Naopak uuméle zivenych novorozencti pievazuji koliformni bakterie,
enterokoky a bakteroidy. U novorozenct na jednotkach intenzivni péce probiha kolonizace
pomaleji, bifidobakterie se ve stieve usazuji pozdéji [13, 15].

Jakmile se jedinec zac¢ne zivit pevnou stravou, slozeni stfevni mikroflory se stale vice
blizi koneénému stavu s pievahou anaerobu. Ve véku Ctyr let mé jiz dité plné vyzralou stievni
mikrofloru s prevahou anaerobtl. Konkrétni slozeni se U jednotlivych jedinct velmi 1isi, a to
v zavislosti na genomu a fyziologii hostitele, pribéhu kolonizace a dalSich faktorech.
V kone¢ném stavu je kompozice mikroflory pomérné stabilni, ovSem muze dochazet ke
zménam Vlivem riaznych chorob, pfi uzivani antibiotik, probiotik, prebiotik nebo po
vyraznych zménéch ve slozeni stravy. K podstatnéjSim zménam slozeni stfevni mikroflory
dochazi zase az ve stafi, kdy U starych lidi vyznamné stoupa zastoupeni klostridii a klesa
pocet bifidobakterii [4, 13, 15, 17].

2.2.3 Vyznam stfevni mikroflory

Mikroorganismy stfevni mikroflory hraji ve fyziologii ¢lovéka dulezitou roli. Podileji se na
metabolismu nékterych latek, napt. produkuji mastné kyseliny s kratkym retézcem (short
chain fatty acids — SCFA), zejm. kyselinu octovou, propionovou a maselnou, a metabolizuji
primarni zlucové kyseliny za vzniku sekundarnich Zluéovych Kyselin. Déle biosyntetizuji
nékteré¢ hydrofilni i lipofilni vitaminy, napft. kyselinu pantothenovou (vitamin Bs), biotin
(vitamin H), pyridoxin (vitamin Bg) a menachinon (vitamin K3). Produkce téchto vitamini ma
pro clovéka velky vyznam, v nékterych piipadech pokryvaji mikrobialni zdroje jejich
minimalni potfebné mnozstvi. Mikroflorou jsou také biosyntetizovany ostatni hydrofilni
vitaminy skupiny B, tj. thiamin (B;), riboflavin (B,), niacin (B3) a kobalamin (B,). Tyto
ovSem nejsou ve sttevech absorbovany, tudiz jejich produkce mikroorganismy v GIT nemiize
pokryt potieby lidského organismu [5, 18].

Ptitomnost stievni mikroflory a produkty jejiho metabolismu podstatné ovliviiuji stfevni
funkce (absorpci, sekreci i motilitu). Anionty SCFA (acetat, propionat a butyrat) jsou zdrojem
energie a vyzivy pro buiiky GIT; plyny (vodik a metan) vznikajici v disledku mikrobialniho
rozkladu vlakniny podporuji stievni peristaltiku [15].

Stievni mikroflora také vyznamné piispiva k obranyschopnosti ¢lovéka. Brani kolonizaci
GIT nékterymi patogennimi druhi G¢inkem riznych mikrobidlnich metabolitt a stimuluje
imunitni systém (indukuje dozravani bunék slizni¢niho imunitniho systému) [18].

2.3 Probiotické mikroorganismy

Jak jiz bylo zminéno, probiotika jsou podle moderniho pojeti ozna¢enim pro skupinu zivych
organismd, tzv. probiotickych mikroorganismi. Tim se rozumi v§echny zivé prokaryotické
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I eukaryotické mikroorganismy, které spliuji definici probiotik dle FAO a WHO, tedy pfi
aplikaci v pfiméfeném mnozstvi vykazuji pfiznivy vliv na zdravotni stav hostitele [2].

2.3.1 Obecna charakteristika probiotickych mikroorganismii

Zakladni pozadavky, které musi probioticky mikroorganismus spliovat, jsou nasledujici:
e musi byt podrobn¢ definovan (véetné rodového, druhového a kmenového nazvu),
e nesmi mit zadné patogenni vlastnosti,
e musi byt odolny vii€i travicim sekretim,
e musi byt schopen kolonizace tra¢niku,
e musi byt schopen adheze ke stfevnimu epitelu,
e musi mit pfiznivy G€inek na zdravotni stav hostitele,
e musi byt bezpecny,
e musi byt aplikovan v zivém stavu [15].

Mikroorganismy pouzivané jako probiotika lze V pfirodé nalézt na mnoha riznych
stanoviStich. N¢které druhy se bézné vyskytuji na rostlinnych materidlech, Zivych c¢i
rozkladajicich se. Z okolniho prostfedi se ¢asto dostavaji do mléka, které jim poskytuje
priznivé prosttedi k ristu. Pavodnim stanovistém nejcastéji pouzivanych probiotickych
mikroorganismi vS$ak neni mléko ani vn&jSi prostiedi, ale travici trakt teplokrevnych
zivocicht vcetn¢ c¢lovéka [7]. Humanni puvod je u probiotik Zzadouci, avSak neni
podminkou [15]. Napiiklad kvasinka Saccharomyces boulardii, uniz byl prokazan
probioticky u¢inek [19], se v lidském organismu bézné nevyskytuje [15].

Nékteré druhy probiotickych mikroorganismi jsou ¢asto soucasti fermentovanych
potravin, Kk jejichz fermentaci mtze dochéazet bud’ spontanné, nebo po zamérné inokulaci.
Zdrojem bakterii zptisobujicich samovolné kvaSeni mlize byt pfislusnd matrice (napt. mléko,
obili apod.), pouzivané nastroje nebo okolni prostiedi. Mnohé tradi¢ni fermentacni postupy,
provadéné jiz odedavna, spocivaji v inokulaci potraviny jiz diive prokvasenou kulturou
(tzv. back-slopping). Napiiklad pfi pfipravé jogurtu se vychozi surovina (mléko) inokuluje
jogurtem pfipravenym v piedchozim procesu. Casem byly izolovany, selektovany
a domestikovany ptesné¢ definované startovaci kultury mikroorganismii za ucelem fizeni
fermenta¢niho procesu a standardizace chuti i kvality vysledného produktu [13, 20, 21].

Mezi fermentované potraviny patii napi. kysané zeli, kvasené okurky, kysané mlécné
vyrobky nebo fermentované salamy. Znamym zdrojem probiotik jsou kysané mlééné napoje,
které vznikly ptivodné samovolnym zkysnutim mléka rizného druhu dojnic v zavislosti na
ekologickych podminkéch daného stanovisté. V mirném pasu vytvofily mezofilni bakterie
mlécného kvaSeni obycejné kysané mléko, zatimco v subtropickém pasu vznikl diky
termofilnim bakteriim mlécného kvaSeni klasicky jogurt. Ve vychodnich castech Evropy
a v nékterych ¢astech Asie vznikla puisobenim smésnych kultur bakterii a kvasinek specificka
kysana mléka s obsahem alkoholu (kefir, kumys). Dnes jsou tyto napoje vyrabény
potravinafskym priamyslem komeréné a ptisuzuje se jim blahodarny ucinek na zdravi [7].
Mnozstvi zivych mikrobialnich bunék ve fermentované potraviné se lisi zejm. podle typu
produktu a zpusobu fermentace; celkovy pocet mize dosahovat az 10° bungk v gramu ¢i
mililitru potraviny [20, 21].
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Jak jiz bylo naznaceno, mikroorganismy pouzivané jako probiotika se mohou vyskytovat
mj. jako pfirozena slozka stfevni mikroflory. Jejich koncentrace zde vSak nebyva dostate¢na
pro terapeuticky ucinek, vétsinou ani pro ucinek fyziologicky [15]. Dodavanim probiotickych
mikroorganismu jako soucasti fermentovanych potravin nebo v komer¢nich doplicich stravy
je mozno piedchazet riznym onemocnénim, napi. syndromu drazdivého tra¢niku (irritable
bowel syndrome — IBS), nékterym typim idiopatickych stfevnich zanéti (inflammatory bowel
disease — IBD), alergiim nebo obezité [5]. Taktéz lze probiotika vyuzivat k terapeutickym
ucelim, napft. pii 1écbé zminénych IBD, IBS, infekénich enterokolitid (postantibiotickych
nebo cestovatelskych prijmi), infekci bakterii Helicobacter pylori, jaternich chorob aj. [15].

Biologické ucinky probiotik, jichz se pii 1é€ebnych aplikacich vyuziva, jsou kmenové
specifické. Pokud je tedy prokazan ¢i vyvracen konkrétni ti¢inek U jednoho daného kmene,
nelze takovy vysledek automaticky (extrapolacng) piisuzovat jinému kmeni bez provedeni
piislusného testovani [19]. Je také nutné poznamenat, ze piiznivé vlivy probiotickych kment
na zdravotni stav hostitelského organismu mohou byt demonstrovdny pouze na zakladé
invivo studii. Pfesto vSak hraji invitro metody vyznamnou roli pii hodnoceni nékterych
stanovit pii posuzovani daného kmene jako mozného probiotika, patii:

e odolnost viici kyselému prostredi v zaludku,

¢ odolnost viic¢i ptisobeni zlucovych kyselin,

o adherence ke hlenu a/nebo k lidskym epitelialnim bunikam a bunéénym liniim,
¢ antimikrobidlni aktivita viici potencialné patogennim bakteriim a houbam,

¢ schopnost redukce adheze patogenu k povrchiim,

e aktivita hydrolasy zlu¢ovych soli [23].

Nekteti zéastupci probiotickych mikroorganismi jsou vcéetné svého systematického
zatazeni uvedeni v Tab. 2.

Tab. 2: Zastupci probiotickych mikroorganismaz [19]

Doména | Rad Rod Druhy (poddruhy)
Lactobacillus viz Tab. 4
. Lactococcus Lc. lactis subsp. lactis
Lactobacillales )
. Y Enterococcus Ec. durans, Ec. faecium
(bakterie mlééného X
. Streptococcus Sc. thermophilus
. kvaSeni) . .
Bacteria Pediococcus Pc. acidilactici
Leuconostoc Ln. mesenteroides
Bifidobacteriales Bifidobacterium viz Tab. 6
Bacillales Bacillus Bc. coagulans, Bc. subtilis, Bc. cereus
Enterobacteriales Escherichia E. coli Nissle 1917

Eukarya Saccharomycetales Saccharomyces S. boulardii

Jak ukazuje Tab. 2, zastupci probiotickych mikroorganismi nevytvaii samostatnou
taxonomickou kategorii. Mezi probiotika se fadi prevazné¢ mnohé druhy bakterii (doména
Bacteria), z nichz samostatnou skupinu tvoii zastupci bakterii mlé¢ného kvaseni, tj. rodi
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus a Leuconostoc.
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Z dalsich probiotickych bakterii je mozno zminit pfedev§im predstavitele rodu
Bifidobacterium a dale nékteré kmeny rodi Bacillus a Escherichia. Vyznamnym probiotikem
je i kvasinka Saccharomyces boulardii (doména Eukarya) [19].

Nejznaméjsi  a nejrozsitenéjsi probiotické bakterie nalezi do roda Lactobacillus
a Bifidobacterium, proto je otéchto rodech pojednano podrobnéji v nasledujicich
podkapitolach.

2.3.2 Rod Lactobacillus

Taxonomicka Klasifikace rodu Lactobacillus:
Doména: Bacteria

Kmen: Firmicutes
Ttida: Bacilli

Rad: Lactobacillales
Celed”: Lactobacillaceae
Rod: Lactobacillus

Lactobacillus ptedstavuje vysoce heterogenni rod grampozitivnich bakterii S riznymi
biochemickymi a fyziologickymi vlastnostmi; poprvé byl popsan roku 1901 nizozemskym
botanikem a mikrobiologem M. W. Beijerinckem. Jedna se 0 nejpocetnéjsi rod skupiny
bakterii mlééného kvaSeni, zahrnujici bakteric homofermentativni i heterofermentativni
[21, 24].

Zastupci tohoto rodu se v pfirodé vyskytuji na stanovistich, které vyhovuji jejich
vysokym narokim na vyzivu. Nékteré druhy je mozno nalézt na povrchu neporusenych
rostlin, obvykle v§ak v pomérné malych mnozstvich, protoze zde nemaji dostate¢ny piistup
k sacharidtim, které u nich tvofi zakladni slozku vyzivy. Kdyz dojde k poruseni rostliny, pocet
laktobacilti vzroste, nebot’ jsou jim Ziviny zpfistupnény. V pidé se mohou vyskytovat jako
soucast rhizosféry rostlin, nebo se sem dostavaji splavenim z fylosféry [21].

Laktobacily byvaji dominantni slozkou mikroflory vétSiny fermentovanych potravin,
v n¢kterych piipadech se u potravin vyskytuji i jako ptivodci jejich kazeni. Fermentace silaze,
zeleniny artznych obilovin je zpusobena laktobacily pfitomnymi jiz v daném surovém
(rostlinném) materialu @ md vyznam napt. pii vyrobé kysaného zeli, kvasenych okurek
a zeleninovych smési. Riizné druhy jsou také soucasti ovocnych $tav, jableénych mostl ¢i
ciderti, také mohou zplisobovat kazeni piva. U kysanych mléénych vyrobki, kvasku c¢i
fermentovaného masa naopak zdrojem laktobacilii neni surovy materidl; byva jim ptidavana,
jiz diive fermentovana kultura (tzv. back-slopping), nebo okolni prostiedi. Napiiklad mléko
po opusténi vemena pii aseptickém dojeni tyto mikroby neobsahuje, ale dostavaji se do n¢j
z vnéjsiho prostiedi prachem ¢i z pouzitého mlékarenského zafizeni [7, 21].

Nekteré druhy laktobacili mohou byt soucasti organii zivoCichi bezobratlych (much,
véel aJ.) nebo obratlovcl (ptakd, hlodavci, hospodaiskych zvirat a cloveéka). U lidi se
nachazeji v riiznych &astech GIT ave vaginé [21]. Casto se oviem opomiji skute¢nost, Ze
vetSina laktobacilli neni schopna vytvéaret v lidském intestindlnim traktu stabilni a pocetné
vyznamné populace. V této souvislosti je nejvyznamnéjsim druhem L. acidophilus, ktery se
pravdépodobné v GIT clovéka azvifat udomacnél. Jako u jediného zdruht byl ungj
pozorovan podstatnéj$i narast poctu bunék ve stievech po jeho tydennim podéavani
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v probiotickém doplitkku stravy [19]. Dalsi druh, ktery lze izolovat z prostfedi lidského
organismu, je L. salivarius. Typicky se nachazi v ustni duting, je vS8ak mozné jej nalézt i ve
stievech [7].

Morfologie bun¢k laktobacilti se mtize U riznych druhi lisit, zpravidla jde 0 nepohyblivé,
kratké az dlouhé tyCinky (pfip. kokobacily), které nevytvafeji spory (zakladni vlastnosti
bunék laktobacili viz v Tab. 3). Bunky bakterie L. acidophilus jsou zachyceny na Obr. 2.
Kolonie na agarovych médiich maji vétSinou pramér 2 az 5 mm, maji pravidelny okraj, jsou
bezbarvé, neprihledné, lesklé, hladké, vypouklé [7, 25]. V tekutych médiich rostou
pravidelné v celém objemu, odumirajici buiky sedimentuji. V béznych zivnych pudach
nevytvareji specificky zapach, pfi rustu v potravinach vSak pfispivaji k tvorbé
charakteristickych organoleptickych vlastnosti diky biosyntéze nékterych tékavych latek,
napf. acetaldehydu, diacetylu, kyseliny octové, aminokyselin aj. [7].

Tab. 3: Zdkladni charakteristika laktobacilii [7, 25]

Gramovo barveni grampozitivni

Morfologie dlouhé, uzké az kratsi, koryneformni (kyjovité) tyCinky, rovné ¢i ohnuté;
ptip. kokobacily (kratké ty¢inky)

Velikost 0,5-1,2 um x 1,0-10,0 ym

Pohyblivost nepohyblivé; vzacné pohyblivé diky peritrichnim biéikiim

Kapsula neni piitomna

Spory nejsou tvoreny

Laktobacily jsou chemoorganotrofni organismy, velice naro¢né na ziviny a rdstové
faktory, nebot’ jsou pfirozené adaptované na komplexni pfirodni organické substraty. Jako
zdroj energie a uhliku jim slouzi fermentovatelné sacharidy, dale je pro né esencialni piijem
nukleotid, aminokyselin, vitamini skupiny B, pfip. dalSich latek (konkrétni pozadavky na
vyzivu jsou druhové specifické). Pozadavkim laktobacili b&ézn€¢ vyhovuje zivnd puda
obsahujici fermentovatelny sacharid, pepton, masovy extrakt a kvasni¢ny autolyzat [7]. Ke
kultivaci bakterii mlééného kvaseni (v¢etné rodu Lactobacillus) se pouziva tzv. deMan,
Rogosa a Sharpe Broth, resp. Agar (MRS Broth, resp. MRS Agar), ktery obsahuje
trypticky digest kaseinu, hovézi extrakt, kvasni¢ny extrakt, glukosu, monooleat sorbitanu,
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hydrogenfosfore¢nan draselny, siran hofec¢naty, siran manganaty, citrat amonny, acetat sodny
a destilovanou vodu (resp. také agar) [27].

Zastupci rodu Lactobacillus jsou fakultativné anaerobni, ptip. mikroaerofilni bakterie.
VétSina druht je sice do znacné miry aerotolerantni, avSak optimalniho rstu se dosahuje pfi
mikroaerofilnich nebo anaerobnich podminkach. Jejich rtust stimuluje zvySend koncentrace
(kolem 5 %) oxidu uhli¢itého v prostredi [7].

Vsechny druhy laktobacilli jsou obecné acidotolerantni az acidofilni mikroorganismy.
Nejlépe rostou ve slabé kyselych médiich 0 pocate¢ni hodnot¢ pH mezi 6,4 az 4,5. Pii
fermentaci sacharidi vSak tvofi kyseliny (mléénou a octovou), ¢imz snizuji pH prostiedi az
pod 4,0. Jejich rust se zastavuje, jakmile pH média dosahne hodnot 4,0 az 3,6 podle daného
druhu a kmene [7].

Optimalni teploty pro rist laktobacilt se 1i$i U jednotlivych druht, existuji druhy rostouci
pti 2 °C a na druh¢ strané druhy, které maji horni teplotni hranici az 53 °C [21]. Na optimalni
rustové teploté¢ (a metabolickych drahidch fermentace sacharidli) byla zaloZena plvodni
klasifikace laktobacili dle Orla-Jensena, navrzena roku 1919 [7, 21]. Laktobacily byly
rozttidény do tfech kategorii, tj. termobakterie (Thermobacterium, homofermentativni,
rostouci pii vyssi teploté), streptobakterie (Streptobacterium, homofermentativni, rostouci
pii nizsi teploté), a betabakterie (Betabacterium, heterofermentativni, rostouci pii nizsi
teploté). Do téchto vymezenych skupin vSak pozdéji nebylo mozné zatradit nové objevené
druhy, proto se v soucasnosti pouzivaji jiné klasifikace laktobacilt [28].

Nejcastéji se rod Lactobacillus rozd€luje na tfi skupiny oznacované fimskymi ¢islicemi
(I, 11, III), pficemzZ toto rozdé€leni je zaloZeno na typu fermentace (nezavisle na ristovych
teplotach zastoupenych druht):

I. Obligatné homofermentativni laktobacily fermentuji hexosy témét vylucné (z vice
nez 90 %) na kyselinu mlécnou podle Embden-Meyerhofovy drahy. Pentosy
a glukonaty nefermentuji.

1. Fakultativné heterofermentativni laktobacily také fermentuji hexosy témeét vylucné
(z vice nez 90 %) na kyselinu mléénou podle Embden-Meyerhofovy drahy, nékteré
druhy vSak pii omezeném pfistupu k hexosam (pfi nedostatku glukosy) produkuji
I kyselinu octovou, ethanol a kyselinu mravenci, pfip. i oxid uhli¢ity. To je zptisobeno
fermentaci pentos fosfoketolasovou drahou diky indukovatelné fosfoketolase.

I1l. Obligatné heterofermentativni laktobacily ve své enzymové vybavé postradaji
fosfofruktokinasu, proto fermentuji hexosy vylu¢né podle fosfoketolasové drahy na
kyselinu mlécnou, kyselinu octovou a oxid uhli¢ity. Pentosy fermentuji na kyselinu
mlécnou a kyselinu octovou [7, 29].

Laktobacily jsou z hlediska metabolismu na hranici mezi aerobnim a anaerobnim
metabolismem [7]. Nékteré druhy si sice udrzely schopnost respirace, obecné vSak vSechny
ziskavaji energii pfevazné¢ na urovni substratové fosforylace. Extracelularni glykosidasy
u laktobacilt typicky nejsou ptfitomny, proto je metabolismus sacharidii téméf zcela zavisly
na transportu oligo- a monosacharidt a intracelularnim metabolismu (vzacné jsou pfitomny
extracelularni amylasy, inulinasy ¢i xylanasy) [21]. U vétsiny bakterii mlé¢ného kvaseni jsou
oligo- a monosacharidy pfijimany ze substratu pomoci specifickych pirenase¢ta sekundarnim
aktivnim membranovym transportem. Jinou moznosti je piijem pomoci ABC transportéri
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(z anglického ATP-binding cassette transporters), coz jsou transmembranové proteiny,
umoziujici prenos nékterych sacharidii pfes bunéfnou membranu za spotfeby energie
adenosintrifosfatu (ATP). Oligosacharidy jsou pievedeny na monosacharidy pisobenim
intracelularnich glykosidas (napt. laktosa je B-galaktosidasou $tépena na laktosu a galaktosu);
monosacharidy jsou pak v bunce fosforylovany. U nékterych laktobacili piechazeji volné
monosacharidy do bunky za pomoci zvlastniho transferasového  systému,
tzv. fosfoenolpyruvat-dependentniho fosfotransferasového systému [7, 30].

Fermentace hexos probiha Vzavislosti na jejim typu (homofermentativni i
heterofermentatini mlééné kvaSeni) dvéma rliznymi mechanismy:

V Embden-Meyerhofové draze, ktera se uplatiiuje pti homofermentativnim kvaseni, je
1 mol hexosy je pfeménén na 2 mol kyseliny mlééné za vzniku 2 mol ATP [7, 29].

U heterofermentativniho kvaseni probiha fermentace podle fosfoketolasové drahy,
jejimz klicovym enzymem je fosfoketolasa (EC 4.1.2.9). Jedna se 0 lyasu, ktera katalyzuje
fosforolytické $tépeni xylulosa-5-fosfatu ucinkem anorganického fosfatu (Pj) za vzniku
glyceraldehyd-3-fosfatu a acetylfosfatu auvolnéni vody. Z 1 molu hexosy vznikne ve
fosfoketolasové draze 1 mol oxidu uhli¢itého, 1 mol ethanolu ¢i kyseliny octové a1 mol
kyseliny mlé¢né, pticemz je vytvoren pouze 1 mol ATP. Dalsi ATP muize byt syntetizovano
Vv piitomnosti alternativniho elektronového akceptoru (napt. fruktosy). Pomér ethanolu
a kyseliny octové je za aerobnich podminek zavisly na ptistupu kysliku [7, 29].

Mnoho druht laktobacild ma diky svym fyziologickym a biochemickym vlastnostem
probiotické ucinky. Nejcastéjsi predstavitelé probiotik nalezicich k rodu Lactobacillus jsou
uvedeni v Tab. 4, véetné nékterych jejich konkrétnich Gi¢inkd na zdravi ¢lovéka.

2.3.3 Rod Bifidobacterium

Taxonomicka klasifikace rodu Bifidobacterium:
Doména: Bacteria

Kmen: Actinobacteria
Ttida: Actinobacteria
Rad: Bifidobacteriales
Celed:  Bifidobacteriaceae
Rod: Bifidobacterium

Bifidobacterium je rod grampozitivnich heterofermentativnich bakterii, které tvofi kyselinu
octovou a kyselinu mlé¢nou jako kvasné produkty. Jiz na pielomu 19. a 20. stoleti pozoroval
francouzsky lékat Henry Tissier v détské stolici ,,bifidni* bakterie, které¢ byly pozdéji
zahrnovany do rodu Lactobacillus. Existenci samostatného rodu Bifidobacterium zjistil v roce
1924 Orla-Jensen, piesto byly bifidobakterie kvili podobnosti s ostatnimi bakteriemi
mlécného kvaseni fazeny k laktobacilim. Nakonec vSak jejich charakteristické morfologické,
fyziologické a biochemické vlastnosti zapficinily vroce 1957 definitivni zafazeni
bifidobakterii do rodu Bifidobacterium [7, 11]. Kvili charakteristické tvorbé kyseliny mlécné
jsou bifidobakterie asto fazeny mezi bakterie mlééného kvaseni, avSak od ,,pravych® bakterii
mlécného kvaseni (laktobacilt, laktokokt, leukonostokii aj.) jsou fylogeneticky vzdaleny,

tudiz nalezi i do jiného kmene [31].
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Tab. 4: Zdstupci nejcastéjsich

robiotik rodu Lactobacillus a jejich probiotické ucinky [19]

Skupina

Druh (poddruh)

Nékteré znamé probiotické ucinky

1é¢ba cestovatelského prijmu,
1é¢ba prijmu zpusobenych bakteriemi Clostridium difficile,
zkréaceni hospitalizace déti s akutnim prijmem,

L. acidophilus e redukce symptomi IBS,
e prevence a lécba bakterialni vagindzy,
e redukce incidence hore¢natych infekci mocovych cest u déti,
e antifungalni aktivita.
. e antibakterialni ¢inky proti bakterii Escherichia coli,
L. delbrueckii

ssp. bulgaricus

zvyseni systémové imunity U starSich osob,
modulace mozkové aktivity.

L. casei

1é¢ba funkeni zacpy u dospélych,

1é¢ba prijmun zpusobenych bakteriemi Clostridium difficile,
protekce proti infekcim bakteriemi Salmonella,

redukce trvani postantibiotickych prijmi u geriatrickych pacientd,
redukce symptomd IBS,

obnova vaginalni fléry U pacientt s bakterialni vagindzou,

imunomodulacni mechanismy.

L. rhamnosus

1é¢ba akutni gastroenteritidy u déti,

prevence nekrotizujici enterokolitidy U novorozenct,
prevence a lécba bakterialni vaginozy,

redukce plicniho poskozeni zpisobeného viry,

prevence a redukce zadvaznosti atopické dermatitidy u déti,
redukce rizika vytvoteni alergického onemocnéni,
antidiabeticky potencial.

L. plantarum

prevence tvorby endotoxintl,
redukce symptoma IBS,
antifungalni aktivita.

L. fermentum

prevence a lécba bakterialni vaginozy,

potencialni redukce insulinové rezistence a hypercholesterolémie.

L. reuteri

1é¢ba akutni gastroenteritidy u déti,

zkraceni trvani prijmu u deti,

redukce vzniku gastrointestinalnich chorob u kojenct,

redukce Cetnosti prokazanych sepsi,

redukce nizkodenzitniho lipoproteinu (low density lipoprotein —
LDL), ¢ili LDL cholesterolu
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Pivodnim stanovistém bifidobakterii je GIT ¢loveéka a zvifat (savcd). Razné druhy se
vyskytuji typicky ve stfevech astolici kojenct i dospé€lych, také vSak v ustni dutiné ave
vagin€. V intestindlnim traktu je pfitomnost bifidobakterii umoznéna diky jejich pomérné
vysoké toleranci ke zluCovym solim [19, 11].

Z hlediska morfologie se jednd 0 pleomorfni, koryneformni ty¢inky, Casto palickovité,
vétvici se ¢i srozdvojenym koncem (tyCinky ve tvaru Y). Neékteré druhy pfilezitostné
vytvareji zduielé kokovité formy. Bifidobakterie jsou az na vyjimky nepohyblivé a netvofi
spory. Nékdy je U nich mozno je pozorovat parové uspoiadani (do tvaru pismene V), jindy
tvoii fetizky ty€inek v sérii za sebou nebo palisady Ci rosety tvofené paralelné usporadanymi
ty¢inkami. Na agarovych médiich vytvafeji smetanové bilé, lesklé, hladké, vypouklé
s hladkymi okraji [7, 32]. Buriky bakterie B. breve jsou zachyceny na Obr. 1.

Tab. 5: Zdkladni charakteristika bifidobakterii [7, 32]

Gramovo barveni grampozitivni

Morfologie pleomorfni, koryneformni (kyjovité) ty€inky, ¢asto pali¢kovité, vétvici se ¢i
s rozdvojenym koncem; prilezitostné zdutelé kokovité formy

Velikost 0,5-1,3 um x 1,5-8,0 um

Pohyblivost nepohyblivé; vyjimecné pohyblivé

Kapsula neni piitomna

Spory nejsou tvoreny

Zastupci rodu Bifidobacterium jsou chemoorganotrofni bakterie, které vyuzivaji
sacharidy jako zdroj energie a uhliku. Ke kultivaci jsou nutné komplexni zivné pudy, je
mozno pouzit mj. MRS Broth ¢i MRS Agar [32].

Zpravidla jde o striktn¢ anaerobni mikroorganismy, avsak sensitivita ke kysliku se mize
lisit u jednotlivych druht ikment [11]. Naptiklad pii ptipravé probiotickych jogurtd ¢i
napojii na bazi bifidobakterii se pouzivaji kmeny za danych podminek aerotolerantni. Obecné
se optimalniho rustu dosahuje pfi 10% koncentraci oxidu uhli¢itého v prostiedi [7].

Bifidobakterie jsou acidotolerantni organismy, optimalni hodnoty pH pro jejich rlst se
pohybuji mezi 6,5 a7. Pfi hodnotdich pH nizSich nez 4,5 nebo vySSich neZ 8,5 k rlstu
nedochazi. Optimalni ristova teplota je 37 az 41 °C, pti¢emz nerostou pii teplotach pod 20 °C
anad 46 °C [11].

Konkrétni metabolické vlastnosti jsou urodu Bifidobacterium druhové aZz kmenové
specifické, obecné jsou vSak schopny fermentovat celou fadu latek véetné riznych druhti
oligosacharidd, pektinu nebo Zalude¢niho mucinu. Enzymova vybava bifidobakterii reflektuje
jejich adaptaci na prostiedi GIT ¢lovéka, v némz se bézné vyskytuji. Zahrnuje enzymy, které
umoznuji utilizaci zdroji poskytovanych prostfedim hostitele, produkti ostatnich organismu
sttevni mikroflory i jinych zdroji rostlinného ¢i zivocisného puvodu, které jsou soucasti
hostitelovy potravy [31]. Schopnost efektivné vyuzivat pestiejsi Skalu sacharidi je pro
bifidobakterie charakteristick4 a odliSuje je od jinych bakterii sttevni mikroflory. Jako piiklad
lze uvést tzv.oligosacharidy matefského mléka, tedy skupinu nestravitelnych
oligosacharidii pfitomnych v lidském matefském mléku. Tyto latky nejsou lidskym
organismem traveny anemohou byt metabolizovany ani ostatnimi stfevnimi bakteriemi
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(krom¢ bakteroidi a nékterych kmena laktobacild), tudiz slouzi v podstaté jako selektivni
ziviny pro stievni bifidobakterie (a bakteroidy, pfip. laktobacily), a tim podporuji jejich rast
v GIT ditéte kojeného matefskym mlékem [31, 33].

Na rozdil od laktobacili produkuji bifidobakterie celou ftadu extracelularnich
glykosidas, umoziujicich $tépit komplexni sacharidy az na disacharidy, které mohou byt
nasledné transportovany do buiky [34]. Nejcastéjsi mechanismus piijmu sacharidi spociva
u bifidobakterii ve vyuziti ABC transportéri, které prenaseji nékteré monosacharidy (ribosu,
xylosu) a oligosacharidy (laktosu, maltosu, rafinosu, fruktooligosacharidy aj.) pfes buné¢nou
membranu za spotieby energie ATP. Volné monosacharidy mohou byt bunkou pfijimany
pomoci fosfoenolpyruvat-dependentniho fosfotransferasového systému (podobné jako
u laktobacili). Pasobenim intracelularnich enzymt muze uvnité buiiky dojit k hydrolyze,
fosforylaci, deacetylaci a/nebo transglykosylaci ptijatych sacharidu [31].

Fermentace hexos probiha po specialni, tzv. bifidové draze (anglicky bifid shunt). Jejim
charakteristickym enzymem je fruktosa-6-fosfat-fosfoketolasa (EC 4.1.2.22), ktera se od
fosfoketolasy = (EC 4.1.2.9)  heterofermentativnich ~ bakterii ~ mlééného  kvaSeni
(napf. heterofermentativnich laktobacild) 1isi tim, Ze je dualné specificka. Bifidova draha je
1,25krat G¢innéjsi nez draha Embden-Meyerhofova, z 1 molu hexosy totiz produkuje 1 mol
kyseliny mlé¢né a 1,5 mol kyseliny octové za vzniku 2,5 mol ATP [31, 34].

Nekteré druhy bifidobakterii jsou pro své biologické ucinky vyuzivany v praxi jako
probiotika. Nejcastéjsi probiotické bifidobakterie jsou uvedeny v Tab.6, vcetné jejich
biologickych ucink.

Tab. 6: Zdstupci nejcastéjsich probiotik rodu Bifidobacterium a jejich probiotické ucinky [19]

Druh (poddruh) Nékteré znamé probiotické ucinky

B. animalis e [éCba funkéni zacpy u dospélych,

subsp. lactis o redukce nekrotizujici enterokolitidy u pfedéasnych novorozencu,
e redukce incidence hore¢natych infekci mocovych cest u déti,

o redukce celkového poctu mikrobi v zubnim plaku,

o redukce rizika onemocnéni hornich dychacich cest,

e redukce celkového cholesterolu,

e modulace mozkové aktivity.

B. bifidum e zkraceni hospitalizace déti s akutnim prdjmem,
o redukce nekrotizujici enterokolitidy u pfed¢asnych novorozenci,
o redukce celkového cholesterolu.

B. breve e prevence a 1é¢ba nekrotizujici enterokolitidy U novorozenc,
o redukce celkového cholesterolu.

B. infantis o redukce nekrotizujici enterokolitidy u pfed¢asnych novorozenct,
e redukce symptomi IBS.

B. longum e ]écba gastrointestinalnich chorob,

e prevence a lécba nekrotizujici enterokolitidy U novorozenci,
o redukce prijmu zptsobeného ozatfovani,

o redukce symptomil IBS

e perinatalni intervence proti alergické senzitizaci.
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2.4 Faktory ovliviiujici viabilitu a rust probiotik

Probiotika jsou zivé systémy a jejich viabilita (zivotaschopnost), rust i dalsi zivotni funkce
mohou byt ovliviiovany riznymi fyzikalnimi, chemickymi i biologickymi faktory. V praxi je
dalezité znat podminky produkce, zpracovani a skladovéni probiotického vyrobku, nebot’ tyto
podminky maji vyrazny dopad na pocet aktivnich bun¢k probiotickych mikroorganismu [35].
Viabilita je nutna pro ucinek probiotik na hostitelsky organismus, coz je vyjadieno i v definici
dle FAO/WHO [2].

Na zivotaschopnost probiotik ma vliv mnoho faktori, mezi néz patii zejm. parametry
prostiedi (pH, titrovatelnd acidita, pfistup molekuldrniho kysliku, vodni aktivita, pfitomnost
soli, cukri adalSich chemikalii jako peroxidu vodiku, ethanolu, bakteriocind aj.),
technologické parametry (teploty pii zpracovani a inkubaci, rychlost chlazeni produktu, druh
obalového materidlu, metody skladovani aj.) a mikrobiologické parametry (kmen pouzitého
probiotika, pomér inokulace aj.). Stabilizace viability probiotik se fe$i ochranou bunék vuci
vnéj§im nepfiznivym podminkdm, ato riznymi pokro€ilymi technikami, nejcastéji
metodou enkapsulace [35].

V nasledujicich kapitolach je pojednano 0 nejvyznamnéjSich faktorech ovliviljicich
viabilitu a rist probiotik.

2.4.1 pH prostiedi

Pti nakladéani s probiotiky je tfeba uvazovat koncentraci vodikovych kationtli v prostiedi,
tzn. pH. Pokud jsou probiotické mikroorganismy obklopeny prostfedim 0 pfili§ nizké hodnoté
pH (pH < 4,5, ale inizsich, v zavislosti od daného kmene [7]), musi vydat velké mnozZstvi
energie, aby zachovaly fyziologické intraceluldrni pH. To zplisobi nedostate¢nou koncentraci
ATP pro udrzeni jinych nezbytnych zivotnich funkei a nasleduje bunééna smrt [35].

2.4.2 Teplota a teplotni zmény

Dulezitym faktorem ovliviiujicim viabilitu probiotik je teplota. Optimalni teplota vétSiny
probiotik je v rozmezi 3743 °C, pfi¢emz pfi teplotach vyssich nez 45 °C je vzdy usmrcena
alespon Cast populace [35]. Vysoka teplota je pro probiotika Skodliva kvili vlivim na
bakterialni membranu, jejiZ sou€dsti jsou mastné kyseliny, citlivé k tepelnému poSkozeni.
Soucasné dochazi za vysokych teplot k destabilizaci nekovalentnich interakci, a tudiz
k denaturaci proteint [36].

Skladovani probiotik probiha vétSinou pifi nizkych teplotach mezi 4-5 °C. Tolerance
K nizkym teplotam je odlisSnd uriznych probiotickych mikroorganismt, V nékterych
ptipadech mtze dochéazet k ¢astenym ztratdm viability kultury. Obecné snasi nizsi teploty
1épe laktobacily nez bifidobakterie [35, 36].

Na buiiky probiotik plsobi nepfiznivé procesy mrazeni atani. V pribéhu mrazeni
dochazi k naruSeni integrity bunééné membrany probiotik a pii tdni se mohou projevovat
nepiiznivé efekty souvisejici s osmotickymi jevy [35].
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2.4.3 Pritomnost kysliku

Razné druhy probiotickych mikroorganismti se vyznacuji odliSnou mirou tolerance ke
kysliku. Existuji druhy striktné anaerobni (bifidobakterie), ale i aerotolerantni ¢i fakultativné
anaerobni (laktobacily) [7].

Kyslik je pro nékteré kmeny probiotik toxicky, protoze se v buiikach v jeho pritomnosti
tvori a akumuluji urcité toxické metabolity. Anaerobni organismy postradaji enzymy katalasu
a superoxiddismutasu, které jsou schopny tyto metabolity rozkladat a detoxifikovat. Proto
muze oxidacni stres, zpusobeny kyslikem, vést k bunécné smrti v disledku oxidativniho
poskozeni bunéénych komponent [35, 36].

2.4.4 Antibiotika a jiné antimikrobialni latky

U probiotickych mikroorganismti je dulezité uvazovat jejich toleranci K terapeutickym
davkam antibiotik, nebot’ tato vlastnost miize byt zadouci pfi podavani probiotik v ramci
antibiotické terapie [36].

Bakterie rodu Lactobacillus jsou senzitivni K penicilinovym antibiotikim (penicilinu,
ampicilinu), ale pom&rmné rezistentni k oxacilinu a cefalosporinim (cefoxitinu, ceftriaxonu).
Z inhibitori proteosyntézy jsou obecné senzitivni ke chloramfenikolu, erythromycinu,
Klindamycinu  atetracyklinim, 0néco vice rezistentni jsou K aminoglykosidovym
antibiotikim (neomycinu, streptomycinu atd.). Laktobacily vykazuji pfirozenou (primarni)
rezistenci ke glykopeptidovym antibiotikim (vankomycinu, teikoplaninu) a k vétsiné
inhibitort syntézy nukleovych kyselin (chinolont aj.) [37].

Bakterie rodu Bifidobacterium jsou velmi senzitivni k antibiotikim grampozitivniho
spektra (bacitracinu, makrolidiim, linkomycinu, vankomycinu, teikoplaninu), Sirokospektrym
antibiotikim (chloramfenikolu aj.) a B-laktamovym antibiotikim (penicilinu, ampicilinu aj.).
U tetracyklini a cefalosporint se jejich senzitivita ruzni. Naopak jsou vSak rezistentni vici
metronidazolu, aminoglykosidovym  antibiotikim (neomycinu, streptomycinu atd.)
a antibiotikim gramnegativniho spektra (polymyxin B aj.). Nékteré kmeny vSak mohou byt
rezistentni také k vankomycinu, erythromycinu ¢i dal$im antibiotiktim [37].

Bakterie mlécného kvaseni patii k mikroorganismtiim velmi dobfe tolerujicim ethanol.
Nékteré znich pieziji tydenni vystaveni koncentracim az 20-24 % ethanolu. Podle jedné
z provedenych studii [38] se minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) ethanolu U rtiznych
kmeni laktobacilti pohybuje v rozmezi 6—20 % a minimalni baktericidni koncentrace (MBC)
vV rozmezi 6-25%. V porovnani s jinymi bakteriemi jsou to pomérné vysoké hodnoty,
napf. rust bakterie Escherichia coli je ethanolem inhibovan uz pti koncentraci 6 % [38].

2.45 Prebiotika

Na rlst, prezivani a aktivitu probiotickych mikroorganismli pilisobi pfiznivé skupina
nestravitelnych latek, zvanych prebiotika. Podle aktualni definice ISAPP jsou prebiotika
substraty selektivné utilizované mikroorganismy hostitele, které maji pozitivni vliv na jeho
zdravi [39].
Konkrétnéji se jedna o slouceniny, které splituji nasledujici kritéria:
e nejsou hydrolyzovany ani absorbovany v horni ¢asti GIT,
e slouZi jako selektivni substraty pro uZzitecné bakterie stfevni mikroflory,
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e zpusobuji napraveni ¢i stabilizaci rovnovahy stfevni mikroflory,
¢ indukuje mistni a/nebo systémové efekty pusobici pfiznivé na zdravi konzumenta [7].
Zminéné vlastnosti spliuji zejm. né€které oligosacharidy a polysacharidy, peptidy,
proteiny a lipidy. Dilezitymi prebiotiky jsou tzv. bifidogenni faktory, které podporuji
zejm. rist bifidobakterii a piip. i jinych bakterii stfevni mikrofléry. Radi se k nim laktulosa,
N-acetyl-D-glukosamin (bifidus faktor 1), trans-glykosylované oligosacharidy aj. [7].
Zndmym zdrojem oligosacharidovych prebiotik je lidské matetské mléko, diky némuz je
Vv kojeneckém veéku podpoien rust prospésnych stievnich bakterii [40]. Kromé bifidogennich
faktord matetského mléka je vyznamnym prebiotikem inulin, tj. smés fruktooligo-
a fruktopolysacharidu, a dale rizné druhy vlakniny (pektiny, xylany, celulosa) atd. [15, 41].
Prebiotika maji ptiznivy vliv na zdravi konzumenta zprostiedkované skrze metabolické
produkty stfevni mikroflory, napt. mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA), usnadnénim
absorpce anorganickych iontt ¢i stopovych prvki a zlepSenim imunity konzumenta [39].
Preparaty obsahujici soucasné probiotika a prebiotika se nazyvaji synbiotika [15].

2.5 Biologické tucinky probiotik

Zakladni vlastnosti probiotik je jejich pfiznivy vliv na hostitelsky organismus, jemuz jsou
V pfiméfeném mnozstvi podavany. Biologické ucinky probiotik jsou kmenové specifické
a mohou vznikat v dusledku riznych mechanismut. Diky tomu maji probiotika potencial pro
aplikaci v medicing pti prevenci i terapii mnohych zdravotnich obtizi a onemocnéni.
NejdulezitéjsSim  biologickym efektem probiotickych mikroorganismt je jejich

antimikrobialni aktivita. T¢é se v praxi vyuziva jak pifi konzervaci potravin fermentaci, tak pfi
aplikaci probiotik jako zdravi prospésnych doplnkt. Zakladni mechanismy antimikrobidlniho
ucinku probiotik proti patogennim mikrobtim jsou nasledujici:

e soutézeni 0 ziviny a mista k adhezi,

¢ biosyntéza antimikrobialnich metaboliti,

e zména podminek prostiedi (snizeni pH),

e modulace imunitni odpovédi hostitele (imunomodulace) [41].

2.5.1 Antimikrobialni metabolity probiotik

Hlavnimi antimikrobialnimi latkami jsou Kyselina mlééna a mastné Kyseliny s kratkym
fetézcem (SCFA), konkrétné kyselina mravenci, octova, propionova a maselna. SCFA jsou
biosyntetizovany jako kone¢né produkty fermentace mikroorganismt stievni mikroflory,
véetné nékterych probiotickych mikroorganismi, anékteré znich maji vyznam mj. jako
vyziva pro builky GIT hostitelského organismu. Kyselina mléénd je produkovana do
vyznamnych koncentraci probiotickymi bakteriemi mlééného kvaSeni, homofermentativnimi
I heterofermentativnimi. Produkci zminénych organickych kyselin dochazi v prostiedi ke
snizovani pH, coz ma vSak samo 0 sob¢ pouze Castecny antimikrobialni ucinek. Podstatnéjsi
efekt poklesu pH spo¢iva v pfechodu organickych kyselin do nedisociované formy, v niz jsou
toxické pro patogenni mikroorganismy. Nejvétsi antimikrobialni aktivitu vykazuje kyselina
mlécna a propionova, u¢inky kyseliny octové a mravenci jsou podstatné mirn&jsi [7, 13].
Nedisociované formy Kkyseliny mlééné a SCFA jsou zakladnimi antimikrobialnimi
metabolity probiotickych bakterii s pfimym t¢inkem proti patogeniim. Jejich ucinky spocivaji
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V penetraci bunécnymi membranami a akumulaci v cytoplazmé, kde ovliviiuji bunééné
metabolické procesy. Tak dochazi k inhibici rastu a nakonec k buné¢né smrti [13].

Jinymi antimikrobialnimi latkami, biosyntetizovanymi jako metabolity nékterych druhi
laktobacilt, jsou reuterin (3-hydroxypropanal) a jeho derivaty. Tyto latky jsou produkovany
jako intermediaty v metabolismu glycerolu (samotny reuterin vznika dehydrataci glycerolu)
ajsou antimikrobidln¢ aktivni proti pomémé Sirokému spektru mikroorganismd,
napf. patogenni  bakterii  Staphylococcus aureus nebo plisnim rodid  Aspergillus
a Fusarium [13].

Antifungélni aktivitu proti nékterym plisnim a kvasinkdm maji nckteré antifungalni
peptidy, tvofené bakteriemi mlé¢ného kvaseni. Jsou pfitomny v nizkych koncentracich
s nizkou individualni aktivitou, mohou vSak pusobit synergisticky [13]. Peroxid vodiku,
ktery je produkovéan ve vyznamnych mnozstvich zejm. laktobacily, ma spise aditivni uc¢inek
k dalsim antimikrobialnim latkam [7].

Mnohé probiotické bakterie produkuji tzv. bakteriociny, coz jsou antibioticky pusobici
latky peptidové nebo proteinové povahy, pasobici inhibi¢né piedevsim na producentovi
piibuzné druhy nebo rody bakterii. Jsou tfidény do dvou skupin, znichz prvni je
ptredstavovana lanbiotiky (nejznaméj$im zastupcem je nisin) a druha je tvofena heterogenni
skupinou ostatnich bakteriocinu [7, 13].

2.5.2 Interakce probiotik s imunitnim systémem a imunomodulace

Optimalni funkce imunitniho systému je klicovd pro dobré zdravi jedince. Deficience ¢i
dysregulace obrannych funkci organismu jsou spojeny se zvySenym rizikem vzniku
infek¢nich, imunozanétlivych, autoimunitnich, metabolickych a onkologickych chorob.
V soucasnosti se feSi prevence aterapie takovych onemocnéni ptfevazné pomoci vakcin,
antibiotik nebo jinych antimikrobialnich preparatii, coz je vSak ¢asto SP0Ojeno s vyznamnymi
nezadoucimi uc€inky. U nékterych piipadii navic tyto metody nemusi byt ucinné; vakciny
nemusi poskytovat kompletni ochranu nebo U antibiotik mtize dochdzet ke vzniku rezistence.
Alternativnim pfistupem v problematice chorob spojenych s poruchami imunity muze byt
pouziti probiotik. Mnohé studie totiz prokazaly, ze rGzné druhy probiotickych
mikroorganismi jsou efektivni pii prevenci aregulaci téchto onemocnéni, ato prave
v disledku interakce s imunitnim systémem organismu [13].

Probiotické mikroorganismy jsou schopny zasahu do ¢innosti imunitniho systému, a tedy
modulace imunitnich funkci, tj. imunomodulace, a to na obou urovnich imunity organismu,
Cili na urovni systémové i slizni¢ni. Hlavnim putsobistém probiotik v téle je GIT, kde
interaguji se slizniénim imunitnim systémem travici soustavy (GALT) vV ramci
gastrointestinalniho ekosystému. Kromé toho vSak byly dokazany také jejich tcinky na
systémovou imunitu organismu, pficemz muze probihat modulace jak vrozené (pfirozené,
nespecifické), tak i ziskané (adaptivni, specifické) imunity [13, 41].

Probiotika mohou provadét imunomodulaci Vv hostitelském organismu Vv dusledku
nckolika mechanismu:

Jednou z moznosti je pisobeni na buiiky stirevniho epitelu (intestinal epithelial cells —
IEC), které maji funkci bariéry, oddélujici lidsky organismus od vnéjsiho prostiedi, a zaroven
hraji dalezitou roli v regulaci vrozenych i ziskanych imunitnich odpovédi v GIT. Mohou totiz
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rozpoznavat a rozliSnym zplisobem odpovidat na ruzné bakterie a jejich produkty. Rizné
kmeny probiotickych mikroorganismi jsou schopny stimulovat IEC k uvoliiovani pro-
hraji ustfedni roli pfi imunitnich odpovédich vrozené i ziskané obranyschopnosti.
V konkrétnich vlivech jednotlivych kmenii na produkci cytokinl existuje obrovska
rozmanitost. Prikladem muze byt je interleukin 8 (IL-8), jehoz produkci jsou nékteré kmeny
laktobacilt (L. plantarum) schopny indukovat, jiné (L. reuteri) naopak inhibovat [13, 41].

Diky u¢inklim probiotickych kment na indukci ¢i inhibici uvoliiovani cytokinti mohou
probiotika ovlivilovat riznymi zpusoby funkci nejen slizni¢ni, ale isystémové imunity.
Probiotické bakterie totiz vyvolavaji stimulaci tvorby cytokint i u jinych bunék nez IEC.
Napt. makrofagy uvoliiuji tumor-nekrotizujici faktor a (TNF-a) a IL-10 kvuli interakci jejich
povrchovych receptord s komponenty bunécnych stén probiotik jako je kyselina
lipoteichoova [41].

Dalsi zpisob spoc¢iva ve vlivu na funkci slizniéni stfevni bariéry GIT, jez poskytuje
fyzickou ochranu pfed nezaddoucim pfenosem potravinovych a mikrobialnich antigenti pies
stievni sliznice. Porusena funkce slizni¢ni bariéry je charakteristickym znakem potravinovych
alergii nebo zanétlivych stfevnich onemocnéni. Pfi prevenci ¢i napravé poSkozeni slizni¢ni
bariéry se ukédzala byt ucinnd konzumace probiotickych mikroorganismi, které maji
schopnost stimulovat tvorbu riznych ochrannych molekul, napt. defensint, a nékterych
protilatek, tzv. sekre¢nich imunoglobulini A (sIgA). sIgA je hlavnim imunoglobulinem
slizni¢nich povrcht a hraje ustedni klicovou roli v ochrané sliznic hostitele a udrzovani jejich
homeostazy. Probiotika mohou také tlumit zanétlivé odpovédi organismu, indukovat tvorbu
mucinu a cytoprotektivnich proteinii nebo redukovat bakterialni adhezi. V neposledni fadé¢
produkuji trofické faktory a nutriety pro bunky GIT [13].

Vrozena imunita hostitele je ovliviiovana probiotickymi mikroorganismy diky jejich
schopnostem zvySovat fagocytickou aktivitu leukocyti periferni krve, konkrétné
monocyti/makrofagi a granulocyti (neutrofilt), i cytotoxickou aktivitu NK bunék (natural
a protirakovinnymi u¢inky probiotik [13, 41].

Vliv na adaptivni imunitu maji probiotika zejm. diky stimulaci B-lymfocyti k produkci
protilatek typu IgA a aktivaci pomocnych T-lymfocyta (Th-lymfocytt) diky podnécovani
tvorby cytokinii. V disledku téchto efektli mize dochézet k zesileni imunitni odpovédi na
konkrétni patogeny [13, 41].

2.6 Klinické aplikace probiotik

Jiz pted vice nez sto lety spatfoval 1. I. Me¢nikov velky potencial v aplikaci mikroorganismu
pii zlepSovani zdravi. Na jeho teorii antibidzy je postavena tzv. mikrobiadlni interferencni
terapie, jejimz principem je podavani zivych mikroorganismu (pievazné lidského ptivodu) za
ucelem zmény a stabilizace sttevni mikroflory s naslednym pozitivnim vlivem na zdravotni
stav pacienta, prevenci nékterych onemocnéni ¢i zlepSovani jejich prubéhu. Lze tedy fici, ze
mikrobidlni interferen¢ni terapie je metodou biologické terapie, vyuZivajici probiotika
(probiotické mikroorganismy) [42].
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Rozlisuji se tfi generace probiotik:

1. probiotika prvni generace (nativni probiotika), izolovatelna z pfirozenych zdroju;

2. probiotika druhé generace (rekombinantni probiotika), kterd Ize pfipravit metodami
genového inzenyrstvi za ucelem vylepseni urcitych vlastnosti daného mikroorganismu
(napt. zlepSeni adheze ke stievnimu epitelu, sekrece acilend aplikace biologicky
aktivnich molekul aj.);

3. probiotika treti generace (chiméricka probiotika), jez se také pfipravuji metodami
genoveého inzenyrstvi, pfiCemz se upravuje mikrobidlni povrch daného mikroorganismu
pfrenesenim gend z genomu jiného mikroorganismu [42].

Probiotika byla testovana s pozitivnimi ¢i slibnymi vysledky u mnoha onemocnéni,
nejcastéji se jedna 0 choroby gastrointestindlniho a urogenitalniho traktu, ale také choroby
jaterni ¢i alergické a atopické, popt. i jiné [13, 15].

2.6.1 Gastrointestinalni choroby

Velké mnozstvi studii se zaméfuje na pouziti probiotik v prevenci ¢i pii 1é€bé rtiznych
prijmovych onemocnéni. Jednou z moznych pfi¢in jejich vzniku je antibioticka terapie. Pti
uzivani antibiotik totiz dochazi k negativnimu ovliviiovani stfevni mikroflory, coz mtize vést
ke snizené rezistenci k oportunnim patogentm, jako napi. Clostridium difficile, a mtize dojit
ke vzniku infekéni enterokolitidy doprovazené tzv. postantibiotickymi (klostridiovymi)
prujmy [6, 15]. Jinym pfipadem je akutni (rotavirovy) prujem u déti, jehoz pfi¢inou jsou
virové infekce. Rotaviry infikuji jedince areplikuji se v diferencovanych absorpénich
bunikach epitelu tenkého stfeva, coz vyvold CasteCné naruSeni stfevni sliznice [41]. Pti
navstévach zemi s nizkou hygienickou urovni miZe dojit ke vzniku tzv. cestovatelskych
prijmii, jejichz pfi¢inou je obecné naruseni rovnovahy stfevni mikroflory. VétSina
experimentalnich praci zamétenych na prevenci a lécbu popsanych prijmovych onemocnéni
(infek¢nich enterokolitid) byla provedena se smésmi né€kolika probiotickych kmend,
s jednotlivymi kmeny bakterii Lactobacillus nebo s kvasinkou Saccharomyces boulardii. Pfi
podavani téchto probiotickych mikroorganisma v ramci terapie bylo trvani prijmt zkraceno
0 1 az 3 dny [13]. Pfitom ucinnost probiotik zavisi nejen od pouzitého kmene, ale dulezité je
i davkovani [41].

Syndrom drazdivého tra¢niku (irritable bowel syndrome — IBS) je funkéni onemocnéni
GIT, charakterizované symptomy bfi$niho dyskomfortu ¢i bolesti bficha, spojené s poruchou
funkce vyprazdnovani. Jednd se 0 jednu z nejCastéjSich gastrointestinalnich chorob. Pii
vzniku IBS hraje roli nékolik mechanisml, k nimz patii psychologické faktory, zménéna
stfevni motilita, nerovnovaha neurotransmiterd nebo infekce aj. [41]. Moznym etiologickym
faktorem IBS je také nerovnovaha stfevni mikroflory, konkrétné sniZzeny pocet bifidobakterii
azmény v zastoupeni druhd laktobacilt. Uzivani probiotik, napt. Escherichia coli,
Bifidobacterium a Lactobacillus spp., Saccharomyces boulardii nebo kombinaci
probiotickych kment, v 1é¢bé IBS mlize mit podle mnohych experimentalni studii za nasledek
znatelné zmirnéni symptomu [13, 41]. Probiotika zde pusobi zkracenim trvani prijmu,
stabilizaci slizni¢ni bariéry a inhibici jeji translokace [15].

Idiopatické stievni zanéty (inflammatory bowel disease — IBD) jsou oznacenim pro
skupinu chorob, jejichz spoleénym znakem je chronicky zanét GIT. Mezi IBD se tadi
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ulcerozni kolitida (ulcerative colitis— UC, jinym nazvem idiopaticka proktokolitida),
Crohnova nemoc (Crohn’s disease — CD) a pouchitida. Mechanismus vzniku téchto nemoci
spociva v selhani odpovédi slizni¢niho imunitniho systému na antigenni latky ve stfevnim
obsahu (napf. antigeny stfevni mikroflory) u geneticky disponovaného jedince. Slizni¢ni
imunitni systém U pacientd s IBD reaguje na tyto antigeny imunogenni reakci [13, 15]. Mozné
pusobeni probiotik pii 1é¢be téchto chorob je zalozeno na degradaci stievnich antigent,
normalizaci mikroflory, udrzovani stievni bariéry aredukci sekrece mediatord imunitni
odpovédi. Neékteré studie prokazaly ucinnost probiotickych preparatia v terapii UC
a pouchitidy s pomérné slibnymi vysledky, avsak v piipadech CD nebyla probiotika dosud
pouzita s uspéchem [6, 41].

Nekrotizujici enterokolitida (necrotizing enterokolitis — NEC) je zdvazné onemocnéni
novorozencl, zpusobujici zanét anekrdézu v oblastech stieva. Vyskytuje se predevsim
U ptfedcasnych novorozenct, pficemz mortalita se pohybuje mezi 15-30 %. Etiologie této
choroby neni dosud zcela objasnéna, pfedpokladd se vSak, Ze je spojena s abnormdlni
bakteridlni kolonizaci stfevni sliznice. Z n€kterych experimentalnich studii vyplynulo, ze
pouziti probiotik mize redukovat vyskyt NEC. Proto napf.v mnoha nemocnicich ve
Spojeném kralovstvi doSlo k zavedeni bézné praxe podavani probiotik predcasnym
novorozencum [6, 13].

Kromé zminénych chorob se pouziti probiotik diskutuje i u dal$ich piipadi. Pusobeni
probiotik pii infekcich Helicobacter pylori spo¢iva ve sniZeni aktivity nékterych enzymd této
bakterie, poklesu obsahu polyamint v zalude¢ni sliznici a také v mirnéni nezadoucich ucinka
pii 1écbe téchto infekci antibiotiky. Nutno vSak poznamenat, zZe pifimy eradikacni ucinek na
H. pyroli nevykazuji. Uzivani probiotik mize byt také vhodné u pacienti s intoleranci
laktosy, jejiz pri¢inou je nedostatek laktasy, produkované enterocyty. Tento deficit muze byt
kompenzovan podavanim mikrobidlnich laktas nebo laktobacild, které laktosu utilizuji. Jinym
zpusobem je ndhrada mléka ve stravé za kvaSené mléné vyrobky, které jsou pacienty lépe
tolerovany diky laktasové aktivité jogurtovych (probiotickych) kultur [13, 15].

2.6.2 Urologické a gynekologické choroby

Laktobacily jsou pfirozenou soucésti vaginalni mikroflory, kde se podileji na udrZzovani
kyselého prostedi. Pii vzristu pH dochazi ke snizovani zastoupeni laktobacilti @ mtze dojit
k infekci patogeny. Probiotika (Lactobacillus spp.) jsou pak alternativnim pfistupem k lokalni
terapii vaginalnich bakteridlnich a kvasinkovych zanéti, tzv. bakteridlnich vaginéz, které se
jinak fesi podavanim antibiotik [15]. Také jsou probiotické mikroorganismy zminovany
v souvislosti s prevenci vulvovaginalni kandidézy a infekci moc¢ovych cest [13].

2.6.3 Alergické a atopické choroby

Probiotika zasluhuji pozornost také jako doplitkova metoda terapie alergickych a atopickych
chorob [15]. Alergické reakce jsou zpusobeny agresivnimi imunitnimi odpovéd'mi na
neskodné antigeny prostfedi U geneticky disponovanych jedincii. Se vznikem alergickych
onemocnéni byva spojovana sniZena ¢i nepatficna expozice mikroorganismim v raném
obdobi zivota [13].
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Prikladem jsou atopické ekzémy, tj.zanétliva kozni onemocnéni, charakterizovana
svédénim, zarudnutim a ztloustnutim ¢i Supinaténim kaze. Nékdy jsou doprovazeny rymou ¢i
astmatem. V ramci nékolika studii bylo zjisténo, ze probiotika mohou snizit riziko vzniku
téchto ekzéml u déti, paklize jsou konzumovana jejich matkami v poslednim trimestru
téhotenstvi, matkami kojicimi ¢i pfimo kojenci. Uzivani probiotik v nékterych piipadech
doporucuje i Svétova alergologicka organizace (WAO) [6].

2.6.4 Davkovani a bezpe¢nost probiotické terapie

Fyziologicky ucinek probiotik je piedpokladan pii koncentraci 108 CFU/ g preparatu,
terapeuticky ucinek pti koncentraci minimalné 10* CFU/g. Uginnost konkrétniho probiotika
je vSak zavisld na mnozstvi mikrobidlnich bun¢k v cilovém misté, kde ma putsobit. Toto
mnozstvi je zavislé na mife preziti daného mikroorganismu pfi transportu k cilovému orgénu
V hostitelském organismu, tzn. vétSinou pii cesté travicim traktem [15]. Dale se uvadi, ze
Vv probiotickych potravinovych produktech (jogurtech, acidofilnich mlékach atd.) maji byt pro
pozadovany ucinek probiotické mikroorganismy v dob& exspirace piitomné v koncentraci
v&tsi nez 10° CFU/mI [7].

Probiotika jsou obecné nepatogenni organismy, z nichz nékteré jsou dokonce pfirozenou
soucasti sttevni mikroflory. Vedlejsi nezddouci ucinky probiotické terapie jsou tudiz vzacné.
Navzdory vysokému stupni bezpe€nosti je vSak nutno brat v uvahu urcitd rizika spojena
s uzitim probiotik. K diskutovanym otazkam patii:

e mozny pienos geno- a cytotoxickych substanci, napf. U probiotického kmene E. coli;

e pienos gent antibiotické rezistence;

e problematika pouzivani probiotik v peri- aneonatilnim obdobi, kdy muize dojit
K nepfirozenému zasahu do vyvoje stfevni mikroflory;

e problematika pouzivani probiotik U imunosuprimovanych a polymorbidnich pacientd,
u nichZz muze dojit ke vzniku druhotné infekce [15].
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3 PIVO

Pivo je oblibeny fermentovany napoj, jehoZ historie saha az do pravéku [43]. Cesky vyraz
,pivo“ je slovanského puvodu aznamenal ptvodné napoj obecné (pivo — ,,co je k piti®),
pozdéji se vyznam zuzil do jeho dneSniho smyslu [44]. V soucasnosti je pivo ve vEtSing ¢asti
svéta zcela nejoblibengjsim alkoholickym napojem, piiemz Cesi jsou jeho absolutné
nejvétsimi konzumenty [43]. Spotieba piva se v Ceské republice v poslednich letech pohybuje
mezi 140 a 150 litry na osobu a rok [45].

Podle Vyhlasky ¢.248/2018 Sh., o0 pozadavcich na napoje, kvasny ocet adrozdi, se
pivem rozumi ,,pénivy ndpoj vyrobeny zkvasenim mladiny pripravené ze sladu, vody,
neupraveného chmele, upraveného chmele nebo chmelovych vyrobkii, ktery vedle kvasnym
procesem vzniklého etanolu a oxidu uhlicitého obsahuje | urcité mnozZstvi neprokvaseného
extraktu; slad Ize do vySe jedné tretiny hmotnosti celkového extraktu piivodni mladiny
nahradit extraktem zejména cukru, obilného Skrobu, nesladovanych obilovin nebo ryze; u piv
ochucenych muze byt obsah alkoholu zvysen pridavkem lihovin nebo ostatnich alkoholickych
ndpoju ““ [46].

3.1 Historie piva a pivovarnictvi

Neni mozné piesné ur€it, kdy a kde bylo pivo piipraveno poprvé, avSak podle nékterych
archeologickych nalezti lze usoudit, Ze zkvaSené obilné napoje znali lidé jiz v neolitu,
tj. v mladsi dobé kamenné. Prvni vznikly pravdépodobné souhrou nahod, mozna zkvasenim
obili v destové vode [43, 47].

Za éry starov€ku péstovali obyvatelé Mezopotdmie zejména jeCmen, pSenici a proso
a znich také ptipravovali tradi¢ni kvasené napoje. Sumerové vafili tzv. kas a Babylonané
Sikarum. Ve starovékém Egypté patfilo pivo k zakladnim soucastem stravy, ato ve vSech
spoledenskych vrstvach od faraona aZ k rolnikiim. A pivo znali také v Palesting, v Recku i ve
starém Rimé, kde viak bylo oblibengjsi vino [47].

Klicovou roli ve vyvoji piva do jeho dnes$ni podoby hraly evropské klastery v raném
sttedovéku. Konzumace néckterych alkoholickych napojii byla mezi tehdejSimi feholniky
béznou praxi, Casto zakotvenou iV pravidlech fadi. Denni piijem vina pro feholniky
ustanovila jiz tzv. Benediktova fehole, soubor pravidel pro mnisské tady, tradi¢né ptipisovany
svatému Benediktovy z Nursie, ktery zil na prelomu 5. a 6. stoleti. Pivo bylo pravdépodobné
pro mnichy povoleno pozdéji. Na koncilech v Cachach (v letech 816 a817) pak doslo
K usneseni, ze feholnik ma denné dostat pintu piva nebo pil pinty vina. Klastery, které v té
dob¢ c¢italy mnohdy az 400 feholnikd a pfiblizné stejny pocet sluhti, proto ¢asto vlastnily
velké klasterni pivovary [43].

Mezi suroviny pro vyrobu piva patfil jiz ve sttedovéku obilny slad, avsak dlouhou dobu
pfevaZovala pSenice, ze které se vyrabélo tzv. bilé pive. JeCmen se pouzival pouze jako
vedlejsi surovina, vafilo se zné tzv. Cervené pivo. Az Vv 17. stoleti doslo k rozmachu
sladovani je¢mene, ktery se nakonec stal hlavni surovinou pro vyrobu piva [48]. Misto dnes
pouzivaného chmelu se Vv ranych dobéch tradicné ptidavala kofenici smés ruznych bylin,
tzv. gruit. Zhruba od poloviny 10. stoleti kontrolovaly klastery licenci pro vyrobu této smési,
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atak si mohly ve vyrobé piva do jisté miry udrzet monopol az do chvile, kdy pfi jeho
kofenéni ptevazil chmel [43].

Prvni zminky 0 vyrob¢ piva v ¢eskych zemich jsou spojeny s Bievnovskym klaSterem.
Podle prament tamni benediktini jiz na konci 10. stoleti vafili pivo a vino. Je pravdépodobné,
7e tyto napoje se piipravovaly iV jinych, starSich klasterech, avSak zpravy otom se
nedochovaly [47].

Ve stiedovéku vsak pivovarnictvi nebylo pouze vysadou duchovenstva, naopak piiprava
piva patfila mezi typické domaci prace. Nejprve si pivo varila kazda domdacnost sama
atradicni postup se predaval zgenerace na generaci. Od 12.stoleti unas dochazelo
k zakladani mést, které byly pozdéji nadany rtiznymi privilegii, coz vyznamn¢ piispelo
Kk rozvoji femesel. Mezi starobylé vysady mést patiilo také pravo vareéné a pravo milové
(pozd¢ji obvodové), jez byly dulezité pro nastup sttedoveéké femeslné vyroby piva. Oficialné
vsak bylo ve stfedovéku femeslem pouze sladovnictvi (tj. vyroba sladu), zatimco pivovarstvi
bylo povazovano za obchod. Z toho diivodu se také dodnes vedouci vyroby pivovaru nazyva
sladkem a ptitom se tradi¢né oslovuje ,,pane stary®, nebot’ v dobé cechovni vyroby zasedali
Vv Cele predstavenstva starsi sladkové [47].

Technologie vyroby piva se v pribéhu stfedovéku araného novoveku prabeézné
zlepSovala [47], avSak stale byla zalozena pfevazné na empirickém pfistupu. Az od poloviny
19. stoleti se do pivovarnictvi rychle pfenasely poznatky z védnich a inzenyrskych disciplin,
které po priimyslové revoluci zazivaly obrovsky rozmach. Pivovarstvi se tak postupné stava
primyslovym odvétvim [49].

V posledni dob& je vzhledem k vysoké konkurenci trendem intenzifikace vyroby
uplatiiovanim modernich védeckych a technologickych postupt. Na jedné strané tak vznikaji
velké pivovarské spole¢nosti, na druhé strané je vSak stale poptavka po produktech
vyrabénych tradi¢nimi postupy, které jsou dnes nabizeny ¢etnymi minipivovary [49].

3.2 Suroviny pro vyrobu piva

V soucasnosti jsou zakladnimi surovinami pro vyrobu piva voda, slad a chmel. Z téchto tii
slozek se pivo piipravuje zkvaSenim pomoci pivovarskych Kkvasnic, tj. uréitych druhd
kvasinek z rodu Saccharomyces.

3.2.1 Voda

Voda patii mezi nejzakladnéjsi suroviny v pivovarnictvi, objemoveé se ji spotfebuje ze vSech
vychozich surovin nejvice. Na vyrobu 1 litru piva se pouzije az 12 litrG vody, z ¢ehoz 20 az
30 % predstavuje varni voda. V minulosti se Cerpala z pivovarskych studni anijak se
neupravovala, dnes vSak jejimu pouziti Casto predchazi rtzné kroky (napi. koagulace,
sedimentace, filtrace, pusobeni ultrafialového zafeni). Varni voda, ale i voda technologicka,
musi spliiovat kritéria pro pitnou vodu [48, 49, 50].

SloZeni pouzivané varni vody, predev§im obsah jednotlivych anorganickych ionta,
vyznamné ovliviiuje jak procesy probihajici béhem vyroby piva, tak i charakter a kvalitu
vysledného produktu. Hlavnim sledovanym parametrem je tvrdost vody, tj. obsah kationtt
kovii alkalickych zemin (a hotc¢iku), z nichz vSak maji v praxi vyznam piedevs§im kationty
vapenaté a hotecnaté. RozliSuje se tvrdost prechodna (karbonatova) a trvala (nekarbonatova),
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ptficemz prechodnd tvrdost je zpisobena hydrogenuhliCitany a lze ji odstranit varem nebo
vapennou vodou. Na odsolovani se diive pouzivaly iontoménice, které vSak byly nahrazeny
aplikaci reverzni osmoézy [48, 50]. Podle mnozstvi obsazenych kationti se rozliSuje voda
velmi mékka, mekka, stiedné tvrda, dosti tvrda, tvrda a velmi tvrda [49].

Na zaklad¢é slozeni pouzivané vody se v rtiznych oblastech Evropy vyvinulo nékolik
zakladnich druhd piva. Oblasti (ndzvy mést) jejich vzniku daly nazev nejen témto druhim
piv, ale ipro n¢ charakteristické varni vodé. Existuji tedy ¢tyfi zakladni typy pivovarské
vody:

1. plzeniska voda (m¢ekka),

2. mnichovska voda (dosti tvrda s nizkym obsahem sirant a chloridi),
3. dortmundska voda (velmi tvrda s nizsi karbonatovou tvrdosti),

4. videniska voda (velmi tvrda s vyssi karbonatovou tvrdosti) [48].

Anorganické ionty mohou mit riizny vyznam v technologii vyroby i Vv kvalité vysledného
piva. Mezi nejvyznamné&jsi kationty patii vapnik, ktery podstatné snizuje pH sladiny
amladiny, ale také reaguje s pfitomnymi organickymi slouc¢eninami. Reakci s kyselinou
Stavelovou vznika Stavelan vapenaty, ktery mize zplisobovat prepénovani piva. Hor¢ik se
také podili na snizovani pH a dale je spolecné S manganem vyznamny pro aktivitu nékterych
enzymu. Mangan a zejména Zelezo mize v hotovém pivu zpusobit ptibarvovani pény, zelezo
také podporuje oxidacni procesy. Sodik a draslik, vyskytuji-li se ve vyssich koncentracich,
propdjcuji pivu slanou ptichut’. Z aniontli jsou dulezit¢ hydrogenuhli¢itany, zvysujici pH,
asirany, které se ucastni enzymatickych procest. Chloridy mohou ve vétSim mnoZstvi
pusobit nepfiznivou slanou chut piva [48].

3.2.2 Slad

Slad je nakli¢ené anasledné usuSené obilné zrno [43]. Vyrabi se v procesu sladovani
z riznych obilovin, tedy nejcastéji z jeCmene (jecny slad), ale také z pSenice, kukufice, ryze,
vyjimecné i z ovsa ¢i zita [51].

Sladovnicky je¢men je pro pivovarsky prumysl nejdulezitéjsi surovinou. Systematicky
nalezi je¢men (rod Hordeum) do celedi lipnicovitych rostlin, pii¢emz existuje mnoho druht
a variet [48]. Kulturni je¢meny jsou bud’ jarni, seté¢ na jafe v bfeznu, nebo ozimé, seté na
podzim. V sladafstvi se rozliSuji jeCmeny vicetadé (polystichum) se 4 az 6 zrny v roviné
prufezu klasu advoufadé (distichum) se 2 zrny, které lze dale délit na vzpiimené
(var. errectus) a nici (var. nutans) [47]. Na naSem uzemi Se péstuji vybrané odridy jarniho,
dvoutadého, niciho jeémene setého (Hordeum distichum var. nutans; novéji Hordeum
vulgare var. nutans), které patii mezi nejkvalitnéjsi sladovnické je¢meny [48, 49].

Jecna obilka se sklada z obalu (pluchy, plusky, oplodi aosemeni), zarodku (neboli
embrya, kli¢ku) a endospermu. Endosperm tvoii nejvétsi Cast obilky aje hlavnim zdrojem
zasobnich sacharidii (Skrobu), bilkovin a dalSich slozek, nezbytnych pro charakteristické
vlastnosti sladu [48, 49].

Primérné slozeni je¢ného zrna je 64 % Skrobu, 10 % bilkovin, 2,5 % mineralnich latek
a zbytek je tvofen hemicelulosami, celulosou a lipidy. Z hlediska sladovnictvi a pivovarstvi

vvvvvv

sladu tvofi z nejvetsi Casti Skrob, ktery je v konecném duasledku (po zcukieni) klicovy pro
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kvaseni piva. Dale je zastoupena celulosa jako hlavni stavebni slozka pluchy a soucast oplodi,
osemeni aklicku. Hemicelulosy jsou stavebnimi slozkami bunécnych stén, pficemz
zejm. B-glukany jsou pii vyrobé piva nezadouci, nebot’ snizuji mobilizaci $krobu i proteinQ
endospermu a maji negativni vliv na technologii i kvalitu produktu. Polyfenoly (tiislovinné
latky) jsou lokalizovany zejména v obalovych castech zrna, dilezité jsou myj. tanoidy
a anthokyanogeny. Tyto slouceniny se podili na tvorbé organoleptickych vlastnosti piva,
predevsim hotkosti a plnosti. Z dusikatych latek sladu maji vyznam zejm. rizné bilkoviny,
konkrétn¢ lepkové, zasobni, tkanové, dale hormony aenzymy (amylasy, proteasy,
fosfatasy aj.) [48, 49, 50].

Mezi nejdulezitéjsi parametry sladu patfi barva, viing, chut, mouc¢natost a extraktivnost,
tj. souhrn vSech latek sladu, které piejdou do roztoku pii konvencni kongresni metodé
zcukieni. Dal$im vyznamnym parametrem je diastatickd mohutnost, ktera je ukazatelem
B-amylasové aktivity, a Kolbachovo ¢islo, jez informuje 0 stupni proteolytického rozstépeni
bilkovin [48, 50].

Existuji rizné typy sladt:

1. Plzensky (svétly) slad (viz Obr. 3) je u nas nejéastjsi, svétly slad, charakteristicky
nizkou barvou.

2. Dortmundsky slad je svétly slad, ptizpisobeny velmi tvrdé vodeé.

3. Vidernsky slad je svétly slad, typové mezi plzenskym a bavorskym sladem, ¢imz tvori
pfechod mezi svétlymi a tmavymi slady.

4. Bavorsky (mnichovsky) slad je tmavy slad, charakteristicky vysokou barvou

a vyraznj$im aromatem, coz je vysledkem hlubSiho rozlusténi (tj. rozStépeni

vysokomolekularnich latek) v disledku delSiho kli¢eni s vySSim obsahem vody a pti

vyS$$i teploté; za ucelem podpory tvorby melanoidind je pii hvozdéni dotahovan pii

105 °C.

5. Specialni slady:

a. Karamelovy slad se pouziva pifi vyrobé tmavych aspecidlnich piv. Je
charakterizovan vysokym obsahem cukri, barevnych a aromatickych latek. Vyrabi se
ze zeleného, popf. navlhéeného odkliceného sladu v prazi¢ich, kde probiha praZeni
pri teploté 120-180 °C. RozliSuje se karamelovy slad svétly, polotmavy atmavy
(popf. jeste porterovy) podle pouzité teploty.

b. Barvici slad (viz Obr. 4) se pouziva pii vyrobé tmavych piv; vyrabi se z hotového
sladu prazenim v prazi¢ich az pii 220 °C.

C. Melanoidinovy slad se pouziva pii vyrobé tmavych piv. Jeho tmavsi barva
a charakteristickd chut se neziskdvd zvySenou teplotou jako U karamelovych
a barvicich sladi, nybrz intenzivnéjSim prabéhem karbonylaminovych reakci. Pred
nastiranim na hvozd se na vysoké hromadé nechd zapatit aZz na 50 °C, coz zapficini
hlubokou amylolyzu a proteolyzu.

d. Diastaticky slad je charakteristicky svou vysokou diastatickou mohutnosti,
tj. vysokou amylolytickou silou. Pouzivaji se pii zpracovani enzymové chudych
sladli nebo pfi nahrazovani sladli ndhrazkami bez enzymové aktivity. Sladovani
probiha dlouho s vy$§im obsahem vody za nizké teploty.
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e. Proteolyticky slad se pouzivd na upravu kyselosti rmutli, pro zvyseni varného
vytézku, pénivosti atrvanlivosti piva. Zeleny slad je skrapén kulturou bakterii
Lactobacillus delbrueckii za ucelem ziskani az 4 % kyseliny mlé¢né v hotovém
sladu.

f. PSeni¢ny slad se pouziva pii vyrobé specialnich, tzv. bilych piv. Prubéh sladovani
ma razna specifika v disledku odlisného vstupniho materidlu (napf. zrno pSenice
je bezpluché) [48, 49, 50, 52].

\

Obr. 3: Slad svétly [53]

Obr. 4: Slad barvici (cerny) [54]

Zvlastni skupinou sladovych vyrobkt jsou sladové vytazky. Jedna se 0 zahusténé vyluhy
ze sladu, které obsahuji rozpustné extraktivni latky, ziskané procesem pivovarského
rmutovani. Vyroba se skladd ze Srotovani sladu, vyluhovani sladu za varu a odpafovani
vyluhti. Sladové vytazky se d€li na textilni, pouzivané k enzymatickému rozkladu Skrobu na
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povrchu barvenych tkanin, a potravinarské, které se déale déli na jedlé, kanditni
a pekaiské [48].

Je¢ny slad lze pti vyrobé piva do urcitého mnozstvi (daného Vyhlaskou ¢. 248/2018 Sh.)
nahradit sladovymi nahrazkami (surogaty), a to skrobovymi ¢i cukernymi [48].

3.2.3 Chmel

Dalsi zakladni surovinou pro pivovarnictvi je chmel, ktery pivu dava typickou hofkou chut’
a prispiva k jeho charakteristickému aromatu. Kromé¢ tohoto kofeniciho vyznamu ma ale
i dal$i technologicky dilezité vlastnosti, napf. piisobi konzervaéné [48, 49, 50]. V Cesku se
chmel péstuje jiz od 9. stoleti [50], na Moravé pochazi prvni pisemnd zminka 0 péstovani
chmelu ze 13. stoleti (Pferovsko) [47]. Dnes je péstovani chmelu kontrolovano a fizeno
stitem, pfiemz jsou povoleny tfi péstitelské oblasti, tj. Zatecko a Ustécko v Cechich
a Trsicko na Moravé [48].

Chmel (rod Humulus) je dvoudoma rostlina z ¢eledi konopovitych (Cannabinaceae),
ktera roste v mirnych podnebnych podminkéch severni polokoule. Je narocna na svétlo, teplo
(Humulus lupulus), konkrétnéji poddruh chmel evropsky v riiznych odridach. Pii vyrobé piva
se vyuzivaji samiéi rostliny, které se skladaji z kofenové soustavy, révy s pazochy a listy
s osypkami (kvétenstvi), jez Se v prub&hu zrani méni na hlavky (plodenstvi) [47]. Chmelové
hlavky (viz Obr.5) obsahuji listeny, které pii zrani vylucuji pryskyfi¢na zrnka lupulinu,
obsahujici pro pivo cenné chmelové pryskyfice a silice [48, 49, 50].

s

i

(¥ 4

Obr. 5: Chmelové hlavky [55]

V pivovarstvi jsou vyznamné tii skupiny ptirodnich latek zchmelu. Chmelové
pryskyfice jsou zdrojem hotké chuti piva; fadi se k nim a-hofké kyseliny (humulon,
kohumulon, adhumulon), B-hoiké kyseliny (lupulon, kolupulon, adlupulon), nespecifické
mékké pryskytice (humulinony, luputriony) atvrdé pryskyfice (humulinové a hulupinové
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kyseliny). Chmelové silice zahrnuji prevazné terpenické latky (myrcen, humulen, karyofylen,
farnesen), tvofici charakteristické aroma chmelu. Polyfenoly chmelu (chmelové tiisloviny)
jsou tvofeny pestrou skupinou sloucenin, mezi nimiz pifevazuji flavonové glykosidy,
anthokyanogeny, katechiny a volné fenolové kyseliny. Nékteré z téchto latek ¢i jejich derivati
ptispivaji k hnédnuti mladiny, a tim i k barvé piva, jiné maji vyznam jako antioxidanty nebo
dotvaieji hotkost ajiné senzorické vlastnosti piva. Uplatiiuji se spolecné s polyfenoly
sladu [48].

Chmel se ve svété péstuje v mnoha rtiznych odriidach, z nichZ jsou v Ceské republice
nejvyznamnéjsi odrady Zateckého poloraného cervendku, napt. Bor, Sladek ¢i
Preminant [48].

Rostliny chmelu se péstuji na chmelnicich a neoplodnéné hlavky se sklizeji tzv. ¢esanim
(dnes jiz strojn¢) v dobé& zralosti, coz je v nasich podminkach koncem srpna. Po sklizni byva
obsah vody v hlavkach az 82 %, teplovzdusnym suSenim se musi snizit na 8 %. Po suSeni se
chmel skladuje na pudach, nasledné se tiidi, lisuje do zoku a odesila do pivovard, Casto se ale
jesté dale upravuje na tzv. chmelové vyrobky [48, 49].

Chmelové vyrobky jsou z chmelu ziskdvany rliznymi metodami za ucelem vyssiho
vyuziti t€innych slozek nebo zabranéni jejich oxidace. Rozlisuji se:

1. chmelové vyrobky pfipravené¢ mechanickymi ipravami hlavkového chmelu, které se
svym charakterem nejvice podobaji neupravenému chmelu; fadi se k nim mleté
chmely a granulované chmely (chmelové pelety);

2. chmelové vyrobky piipravené fyzikdlnimi wdpravami hlavkového chmelu,
tzv. chmelové extrakty (ecthanolové nebo COy), V soucasnosti Siroce rozsitené pro
vyrobu vétsiny piv;

3. chmelové vyrobky pfipravené chemickymi tdpravami hlavkového chmelu, jejichz
vyuziti je vS§ak omezeno technologickymi a legislativnimi pozadavky [48, 49].

3.2.4 Pivovarské kvasnice

Klasické pivo je fermentovany alkoholicky napoj, tedy alkohol v pivu vznika v dasledku
fermentace. Jedna se o ethanolové kvaseni ucinkem pivovarskych kvasnic, produkujicich
ethanol z cukernych prekurzort, které vznikly hydrolyzou $krobu obsazeného ve sladu [47].

Pivovarské (vare¢né) kvasnice jsou kvasinky urcitych druhtt z rodu Saccharomyces,
taxonomicky ftazené do domény Eukarya, ftiSe Fungi (houby), tfida Ascomycetes
(vieckovytrusé), celed” Saccharomycetaceae. Rozmnozuji se vegetativné pucenim,
V nepfiznivych podminkadch pohlavné sporami. Jejich metabolismus je v pivovarstvi
vyznamny piedevsim z hlediska fermentace zkvasitelnych cukrd, ale také v souvislosti
s dal§imi slozkami mladiny, v jejichZ pfitomnosti kvasinky produkuji nejriiznéjsi metabolity,
ovlivitujici charakter piva. Obecné lze fici, Zze metabolismus kvasinek zavisi od slozeni
mladiny, vlastnosti pouzitych mikroorganismt a podminek procesu [48].

Existuji pivovarské kvasinky dvojiho typu:

1. Svrchni pivovarské kvasinky (Saccharomyces cerevisiae) jsou vyuzivany k vyrobé
svrchné kvasenych piv, ve kterych jsou na konci kvaSeni kvasinky vynaseny bublinkami
oxidu uhli¢itého ke hladiné [48]. Historie vafeni piva je spojena vyhradné se svrchnim
kvaSenim az do poloviny 19. stoleti, kdy vznikla chladici zatizeni [48, 51].
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2. Spodni pivovarské kvasinky (Saccharomyces pastorianus neboli S. carlsbergensis)
jsou pouzivany k vyrobé spodné kvaSenych piv, kde na konci kvaSeni kvasinky
sedimentuji na dné¢ kvasnych nadob [48]. Spodni kvasinky vznikly hybridizaci druhu
S. cerevisiae (svrchni kvasinky) a druhu S. eubayanus, adaptovaného na nizké teploty
[56, 57].

Hlavni rozdily mezi svrchnimi a spodnimi kvasinkami jsou shrnuty v Tab. 7.

Tab. 7: Porovndni nékterych znakii pivovarskych kvasinek svrchnich a spodnich [48, 49]

Svrchni kvasinky Spodni kvasinky

Slozeni bunécné stény na konci kvaSeni jsou kvasinky | na konci kvaSeni kvasinky
bublinkami  oxidu uhli¢itého | sedimentuji ke dnu
vynaseny na hladinu

ZkvaSovani rafinosy cca z jedné tretiny uplné
Schopnost sporulace vySs§i nizsi

Zakvasna teplota 15-18 °C 6-12 °C
Maximadlni teplota kvaSeni 25-28 °C 9-16 °C
Senzoricky vyznamné vedlejsi | vétsi mnozstvi mensi mnozstvi
produkty kvasSeni

V dobg, kdy jesté nebyla znama existence mikroorganismu (do poloviny 19. stoleti), byla
zdrojem kvasnic hmota sebrand z povrchu nebo sedimentovana na dno, kterd byla mezi
varkami peclivé uchovavana pod smési bylinného extraktu v keramickych nadobach [47].
Dnes byva zdrojem kvasinek bud’ provozni kvasici mladina, nebo banka kvasni¢nych
kment [48].

3.3 Technologie vyroby piva

Pivovarstvi se fadi k potravinaiskym biotechnologiim s historii n¢kolika tisicileti. Pro vaieni
je vsak zapotiebi nejprve vyrobit jednu z hlavnich surovin, tj. slad, v procesu sladovani.
V Ceské republice patii slada¥stvi mezi nejtradiéngjsi potravinafské odvétvi aslad je
spole¢né s chmelem a pivem nasi velmi Gspé$nou vyvozni komoditou [49].
Samotna vyroba piva se sklada ze tii usek:
1. vyroba mladiny, jejimz cilem je pfevést do roztoku extraktivni latky sladu a chmelu
Vv optimalni mife i slozeni a zabezpecit dostatek zivin pro metabolismus kvasinek [50];
pfevazna cast vyroby mladiny (od vystirani po chmelovar) probihé na tzv. varné;
2. hlavni kvaSeni a dokvaSovani, tj. preména sacharidi na alkohol aoxid uhli¢ity za
soucasného vytvareni vhodnych organoleptickych vlastnosti piva;
3. zavérecné tpravy piva [49].

3.3.1 Srotovani sladu

Vyroba mladiny, prvni zusekli samotného vafeni piva, zadina piijmem sladu a jeho
Srotovanim. Cilem $rotovani je rozdrceni sladu a dobré vymleti endospermu, ze kterého se
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ziskava zékladni podil extraktu mladiny. Jedna se o Cisté mechanicky proces, probihajici ve
Srotovnicich; vysledkem je sladovy $rot [48, 50].

V souvislosti se Srotovanim je dobré zminit pojem sypani, tj. rozpis surovin, které vnaseji
do varky extrakt, ¢imz urcuji jeji objem a koncentraci. Je to mnozstvi sladl, sladovych
surogath apomocnych latek (napft. cukrovych kulért, prostiedktt upravujicich pH ¢i
enzymatickych preparati), které se pouziji na jednu varku [48, 50].

3.3.2 Vystirani

Vystirani je dokonalé smiseni sladového Srotu svodou, pii nékterych technologickych
postupech je spojené se zapafovanim. Tento proces se odehrava ve vystiraci panvi;
produktem je vystirka. Nalevem na varku se rozumi celkové mnozstvi vystiraci a zaparovaci
vody pro dané sypani. Pomér sypani a nalevu se voli tak, aby sacharizace ptedku byla cca 13
az 18 % hm.; lisi se u svétlych a tmavych piv [48, 50].

Dulezitym faktorem je teplota vystirky. Pfi dvourmutovém postupu ma vystiraci voda
37 °C a zapatuje se vodou 0 teploté alespont 85 °C. Pro dobré promichani Srotu s vodou se
provadi michani [48, 50].

3.3.3 Rmutovani

Cilem rmutovani je pfevedeni optimalniho podilu extraktu surovin do roztoku. Pouze mensi
¢ast sladového extraktu je pfimo rozpustna, zbytek je proto nutné pievést do rozpustné formy
pusobenim sladovych enzymi, ptedev§im amylas, proteas a kyselinotvornych enzymu [49].
Rmutovani probiha ve vystiraci a rmutovaci panvi; vysledkem je tzv. sladové dilo [48].

Zakladnim pozadavkem je pievést veSkery Skrob do roztoku, coz je umoznéno jeho
$tépenim u¢inkem amylolytickych enzymi, zejm. a-amylasy a B-amylasy. Skrob je
degradovan na zkvasitelné cukry (glukosu, maltosu, maltotriosu) a nezkvasitelné dextriny
Vv procesech bobtnani a mazovaténi, ztekuceni a zcukteni. Pisobenim proteolytickych enzymu
dochéazi ke zvySeni celkového mnoZstvi rozpustného dusiku, ato mé pro vysledny produkt
velky vyznam, jelikoz $t€pné produkty bilkovin sladu hraji zdsadni roli napf. v pénivosti ¢i
plnosti chuti piva. Pfirozend kyselost sladiny je zptisobena jednak disociaci vzniklych
aminokyselin, av§ak obzvlasté St€penim organickych fosfatti vlivem kyselych fosfatas [49].

Pribéh rmutovani aslozeni sladiny ovliviluje zejména volba teplot a doba piisobeni,
odpovidajici jednotlivym enzymim ¢i enzymovym skupinam sladu. Pro posileni nebo
potlaceni pisobeni danych enzymi 1ze béhem rmutovani manipulovat s ¢asovymi prodlevami
pti teploté jejich teplotnich optim. Obecné se rozliSuji dva zdkladni zplsoby rmutovani,
tj. rmutovani infuzni a dekokéni [49, 50].

3.3.4 Scezovani

Sladové dilo, vzniklé rmutovanim, je v procesu scezovani rozdéleno na sladinu, tj. vodny
roztok extraktivnich latek, a mlato. Sladové mlato je pevny podil, tvofeny zbytky
endospermu, pluchami a zachycenymi vlockami latek vysrazenych pii rmutovani; lze jej
vyuzit jako krmivo [48, 49].

Proces scezovani probiha ve dvou krocich. Nejprve se odd¢€li tzv. predek a potom
nasleduje vyslazovani. Jednd se 0 promyvani mlata horkou vodou (75-78 °C) za vzniku
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zfedénych roztokl sladiny, zvanych vystielky. Vyslazovani mlata se provadi zpravidla
dvakrat az tiikrat, pficemz obsah extraktu ve vystielcich klesa. Piedek se s vystrelky
shromazd'uje ve sbéraci sladiny nebo v mladinové panvi [49].

Ke scezovani tradi¢né slouzi scezovaci kad’, vybavena dvojitym dnem. Horni (jalové)
dno je dérované ausazuje se na ném vrstva mlata, kterd vykazuje filtracni ucinek. Ke
spodnimu (pravému) dnu je pfipojen systém odvadéjici sladinu. Jinym zatizenim pouzivanym
ke scezovani je sladinovy filtr [49].

3.3.5 Chmelovar

V procesu chmelovaru se sladina vaii s chmelem v mladinové panvi za vzniku mladiny.
Béhem chmelovaru probiha n€kolik vyznamnych fyzikalné-chemickych pochodu:

e odpafeni piebytecné vody (ptebytek vznika vyslazovanim);

o sterilizace mladiny;

e inaktivace zbylych enzymu;

e tvorba barevnych aredukujicich latek (pfedevsim melanoidint, ale i polyfenolu aj.),
ktera je spojena s poklesem pH;

e koagulace bilkovin atvorba tzv. lomu mladiny (hrubého kalu), coz je oznaceni pro
velké shluky vlocek denaturovanych a koagulovanych vysokomolekuldrnich bilkovin;
ptitom dochézi k ¢ifeni mladiny;

e extrakce ucinnych latek chmelu do mladiny a jejich chemické reakce, zvlasté extrakce
a-hotkych kyselin a jejich intramolekulérni izomerizace na iso-a-hotké kyseliny;

e odstranéni dimethylsulfidu (DMS) vytékanim a jeho prekurzorti (S-methylmethionin)
Stépenim pi1 vysSich teplotach; DMS totiz udé€luje pivu nepiijemnou mladinovou az
zeleninovou ptichut [48, 49].

3.3.6 Chlazeni a separace kali

Po chmelovaru nésleduje tzv. mladinova linka, kterd ma za ukol separovat z mladiny hrubé
kaly, ochladit mladinu na zakvasnou teplotu (liSi se U svrchniho aspodniho kvaseni)
a separovat jemné kaly tak, aby byla mladina pfipravena k zakvaSovani. Chlazeni je kriticky
proces, nebot’ ochlazovana mladina je nachylnéd ke kontaminaci (zejm. pii teplotdch mezi 40
a 60 °C). Je tfeba mladinu pted kontaminaci chranit, u modernich chladicich zatizeni se proto
provadi jejich CiSténi a sanitace. Pfi pouziti stoki nebo usazovacich kadi se mladina
dochlazovala z 50-60 °C na sprchovych chladi¢ich, dnes dochazi k ochlazovani mladiny
z vitivé kade z teplot az 97 °C pomoci deskovych chladict [48, 50].

3.3.7 Kvaseni

Cilem kvaSeni je pfedevsim pfeména zkvasitelnych cukrl na ethanol a oxid uhli¢ity, avSak
také tvorba nekterych dalSich senzoricky ucinnych latek [48]. Podle pouzitych kvasnic se
rozliSuje kvaSeni svrchni aspodni, které¢ poskytuji razné produkty (svrchné aspodné
kvasend piva). Dilezité rozdily mezi svrchnimi aspodnimi kvasinkami jsou uvedeny
v Tab. 7. Technologicky vyznamné jsou zejm. jejich rizné provozni teploty pii kvaseni
(svrchni kvasnice obvykle 18-24 °C, spodni kvasnice 6-12 °C), jimz musi odpovidat
ptedchozi krok chlazeni mladiny [49].
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Kvasni¢né biomasa se ziskava pomoci laboratorni a provozni propagace, béhem které
se buniky pomnozuji v postupné se zvétSujicich objemech, a sice nejprve ve sterilni sladiné
(laboratorni propagace), potom ve sterilni mladiné (provozni propagace). Inokulace kvasinek
do mladiny (cca 1,5 - 107 bun&k/ml) se nazyva zakvaovani a u spodnich kvasnic probiha pfi
teplotdich v rozmezi 6-12 °C. Zchlazend mladina je pfitom provzduSnovana sterilnim
vzduchem, aby byl optimalné nastartovan metabolismus kvasinek [48].

Spodni kvaseni mladiny se uskutec¢iiuje ve dvou fazich. Hlavni kvaseni mladiny probiha
tradicné¢ v otevienych kadich, umisténych ve vétranych achlazenych mistnostech,
tzv. spilkach. Celkova doba hlavniho kvaseni je obvykle 6 az 10 dni v zavislosti na hodnoté
extraktu ptivodni mladiny; vysledkem je mladé pivo. Podle vzhledu povrchu kvasici mladiny
1ze rozlisit nékolik stadii hlavniho kvaSeni:

1. zapraSovani a odrazeni (po 12—24 h od zakvaseni, objevuje se bila péna),

2. nizké bilé krouzky (po 24-36 h, husté bila péna, nejintenzivngjsi kvaseni),

3. vysoké hnédé krouzky (po 3—4 dnech, péna se barvi kvuli kalim),

4. propadani deky (snizovani vysky pény, sedimentace kvasnic spodniho kvasent).
Tmava vrstva pény (deka) se zhladiny sbird, nasledné se odCerpa mladé pivo
a sedimentované kvasinky lze proprat studenou vodou a opakované (optimalné 3 az 4krat)
pouzit [49].

Druhou fazi kvaseni je dokvaSovani (leZeni) mladého piva, coz se d&je v uzavienych
lezackych nadobach, konkrétné ve starSich lezackych sudech ¢i moderngjSich lezackych
tancich, které jsou umistény v lezackych sklepech (pfi teplot¢ —2 az 3 °C). V uzavienych
nadobach vznikd kvaSenim oxid uhli¢ity apod tlakem syti kapalinu. Celkova doba
dokvasovani se rizni od 1 az po 10 tydni podle typu piva a koncentraci mladiny. Vysledkem
po dokvaSovani je jiz hotové pivo, jez se pak né¢kdy dale upravuje [49].

Vyse byla popsana technologie spodniho kvaSeni. Svrchni kvaseni probiha obdobnym
postupem, avSak vyznaCuje se n€kterymi dileZitymi rozdily. Zakvasna teplota svrchnich
kvasnic je vySsi (15-18 °C, popft. i vyssi), celé kvaSeni probihd pii vysSich teplotach (az
28 °C). Celkova doba fermentace je 5 dni a na jejim konci se na hlading kvasici mladiny tvofi
vrstva kvasnic [48].

Hlavnimi produkty kvaSeni mladiny (a dokvaSovani mladého piva) jsou ethanol a oxid
uhlicity, které vznikaji anaerobni fermentaci glukosy podle Embden-Meyerhofovy drahy.
Kromé toho se vSak tvofi i nékteré vedlejsi produkty jako vyssi alkoholy, estery, aldehydy,
vicinalni diketony (2,3-butandion a 2,3-pentadion), dimethylsulfid, volné mastné kyseliny,
dals$i organické kyseliny atd. Vedlej$i produkty jsou tvofeny ve vétsi mife pfi svrchnim
kvaseni [49].

3.3.8 Zavérefné upravy piva

Pivo je po dokvasovani jiz z organoleptického hlediska povazovano za hotové, I1ze jej podavat
ptimo z lezackych sudi ¢i tankd, avSak Casto se jesté dale upravuje. K zavéreCnym upravam
piva patii filtrace, stabilizace, stac¢eni a pasterace. Tyto procesy se provadéji za tcelem
vyhovéni  spotiebitelskym  akomerénim  pozadavkim na  vzhled, trvanlivost
a obchodovatelnost hotového piva [49].
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3.4 Chemické sloZeni a parametry piva

Hotové pivo je disperzni soustavou mnoha chemickych sloucenin, véetné biomakromolekul
ve formé koloidniho roztoku. Konkrétni chemické slozeni se podstatné riizni podle typu piva,
ale i v ramci jednoho typu v disledku kolisani podminek mezi jednotlivymi varkami. Nékteré
latky pochazeji uz zvychozich surovin, avSak vétSina je vysledkem chemickych
a biochemickych reakci v priibéhu vyroby piva [48].

Z anorganickych sloucenin je nejvice zastoupena voda (88-96 %) a dulezity je také oxid
uhli¢ity (0,35-0,55 % hm.), zpisobujici tiz piva. Z t€kavych slozek je nejvyznaéngjsi ethanol
(obsah zavisi na extraktu ptivodni mladiny a stupni prokvaseni), jenz se podili na plnosti piva.
Pro senzorické vlastnosti jsou ztékavych slozek nejpodstatnéjsi estery (10-30 mg/l).
V zavislosti na extraktu plivodni mladiny obsahuje pivo 2—6 % extraktivnich latek. Hlavni
soucasti extraktu jsou sacharidy, zvlasté dextriny a dale maltosa, maltotriosa aj. Zbytek tvofi
dusikaté latky, ovliviiujici plnost a pénivost, polyfenoly, ud€lujici pivu trpkou, sviravou
chut, horké latky chmele a barviva. Pivo je také zdrojem nékterych vitamina, predev§im
fady B [48].

Zakladnimi vlastnostmi piva jsou jeho Cirost (prizracnost), barva, hotkost, pénivost,
redoxni vlastnosti, pH a pfedevsim extrakt ptivodni mladiny [48].

Extrakt plvodni mladiny (EPM, diive stupnovitost) P je definovan jako obsah
rozpusténych latek (extraktivnost) ptivodni mladiny a udava se v hmotnostnich procentech
(% hm.). S veli¢inou EPM souvisi také extrakt zdanlivy E,, tj. extraktivnost piva zbaveného
oxidu uhli¢itého, a extrakt skuteény Es, tj. extraktivnost piva zbaveného oxidu uhli¢itého
a alkoholu doplnéného vodou na plivodni hmotnost. Kromé toho se vétSinou uvadi také
alkohol A, c¢ili obsah alkoholu v % 0bj. Mezi témito veli¢inami plati urcité vztahy,
oznacované jako Ballingovy vzorce, které jsou uvedeny v rovnicich (1) a(2), kde Kje
konstanta, kterou lze nalézt v pivovarskych tabulkach, a q je koeficient atenuace, souvisejici
se zfed'ovanim v dusledku riznych hustot vody a ethanolu [48].

P=2A+E,+K (D)
P=(Es—E) 'q71+ Es 2

Hodnoty pH piv se pohybuji mezi 4,3 a 4,7. Paklize se pH odchyluje od tohoto intervalu,
obvykle to ukazuje na vadu piva. pH piva se méfi sklenénou elektrodou [48].

Ke kvantifikaci hoikosti piva se pouziva jednotek IBU (International Bitterness Units),
kdy 1IBU je priiblizné ekvivalentni 1 mg/l isohumulonu jako hlavni hotké latce
z chmelu [43]. Jinou jednotkou je EBU (European Bitterness Unit), které se pocitaji
z absorbance ,,isoslou¢enin‘ po vytiepani do isooktanu [58].

Barva piva se urcuje v jednotkach EBC (European Brewery Convention), u svétlych piv
se pohybuje v rozmezi 8-12 EBC, u polotmavych piv 20-40 EBC a u tmavych 60-120 EBC.
Barva se méfi spektrofotometricky pii 430 nm nebo subjektivni vizudlni komparaci se
standardy [48].
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3.5 Druhy piv

Zakladni klasifikace piv ha zaklad¢ dvou aspektii:
a. Podle typu kvaseni (podle pouzitého druhu kvasinek):
1. svrchné kvaSena piva, vyrobena za pouziti svrchnich kvasinek,
2. spodné kvasena piva, vyrobena za pouziti spodnich kvasinek.
b. Podle barvy:
1. svétla piva, vyrobend pievazné ze svétlych sladu,
2. polotmava a tmava piva z tmavych, karamelovych ¢i barvicich sladi v kombinaci
se slady svétlymi;
3. Fezana piva se vyrabi pfi staeni smisenim svétlych a tmavych piv [46, 48].
Podle Vyhlasky ¢&.248/2018 Sb., o pozadavcich na napoje, kvasny ocet adrozdi, se
v zavislosti na hodnoté EPM rozlisuji:
e stolni pivo (EPM do 6 % hm. v¢etn¢),
e vycepni pivo (EPM 7-10 % hm.),
o lezak (spodné kvasené pivo s EPM 11-12 % hm.),
e plné pivo (svrchné kvasené pivo s EPM 11-12 % hm.),
e silné pivo (EPM 13 % hm. a vyssi).
Piva snizkym obsahem alkoholu se déli na nizkoalkoholicka piva (0,5-1,2 % obj.)
a nealkoholicka piva (nejvyse 0,5 % obj.) [46].

3.6 Pivni styly

Pivnim stylem (neboli pivnim typem) se podle zminéné Vyhlasky ¢. 248/2018 Sb. rozumi
,,oznaceni obvyklého zpusobu produkce a surovinového slozeni podle postupii provozovanych
v tradicnich oblastech vyroby v souladu s ocekdavanim spotrebitele * [46].

3.6.1 Ale

Ale je v §irSim smyslu nazev pro vSechny svrchné kvaSena piva, Castéji se vSak pouziva
V uz8im vyznamu jako oznaceni vybranych svrchné kvaSenych piv britského typu, plivodem
z Anglie a Irska [48, 51, 59]. K piviim typu ale 1ze fadit nize popsané pivni styly.

English Pale Ale je anglicky styl leh¢ich, svétlych, svrchné kvasenych piv. Existuji dva
zékladni podtypy: Standard/Ordinary Bitter (lehké pivo 0 nizkém extraktu a nizkém
alkoholu) a Extra Special/Strong Bitter (stfedni az stfedn¢ silné, pon¢kud hoi¢i pivo) [59].

English Brown Ale jsou anglickd polotmava piva. Znamym typem je Mild, které ma
niz§i extrakt a nizkou hotkost a je ¢asto podavano jako tocené v britskych hospodach. Déle se
sem fadi Southern English Brown, sladsi pivo s karamelovou chuti, a Northern English
Brown, které je sussi a 0 néco hoi¢i [59].

American Ale je americky styl svrchné kvasenych piv. Lze rozlisit tii podtypy:
American Pale Ale, coz je svétlé, osv€zujici pivo s chmelovou chuti; American Amber Ale,

v

jez ma vyraznéjsi (jantarovou) barvu a karamelovéjsi chut’; American Brown Ale, styl tmavsi

wvewr

India Pale Ale (IPA) je styl hotkych, siln¢ chmelenych, svétlych piv. English IPA je
puvodni typ IPA, stiedné silné pivo, historicky ur¢ené pro lodni pievoz z Anglie do Indie.
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Aby se nezkazilo v pribéhu cesty, bylo konzervovano silnym chmelenim. American IPA je
americka verze IPA, stfedn¢ silné a hoiké pivo. Imperial IPA je intenzivné hoika a velmi
silna varianta IPA [59].

Scotch Ale je skotsky styl piv s vyraznou sladovou prichuti. Chut’ byva plna, zakulacena,
barva vétSinou dosti tmava. Néktera piva typu skotského ale jsou belgické produkty [51].

Belgicka a francouzska piva typu ale jsou rozmanitou skupinou pivnich styld.
K nejznaméjsim patii Belgian Pale Ale, stfedné silné, polotmavé pivo médéné barvy
s ovocnou chuti. Z tradiénich belgickych piv 1ze zminit Witbier, stitedné silné, svétlé pSeni¢né
pivo, které se pripravuje kombinaci pfiblizné stejnych mnozstvi je¢ného sladu a nesladované
pSenice. Tradi¢ni valonské pivo Saison je stfedné silné az silné s charakteristickou
zlutooranzovou barvou a kyselou chuti, které¢ se dosahuje pouzitim okyselenych sladi nebo
piidanim kultury laktobacilti. T€Zké, svétlé vlamské pivo Duvel (vlamsky Cert, d’abel) je silné
alkoholické s raznou chmelovou hotkosti. Belgickou specialitou je Viamské hnédé pivo, které
zraje alespon jeden rok v dubovém dievé a nasledné se feze s mladym pivem; diky dubovému
dfevu ma lehce sladkokyselou pfichut. Znamym belgickym klasternim pivem je Trapista,
pfipravovany striktné mnichy Radu cisterciakti piisné observance (trapisty) za zdmi
trapistickych klastert. Krom¢ zminénych piv se v Belgii a Francii pfipravuje také mnoho
specialnich typ piv, ktera jsou svrchné kvaSend, avsak nelze je zafadit k jednomu stylu
[51, 59].

Némecka svrchné kvaSena piva jsou pomérné Sirokou skupinou styld, mezi nimiz
zaujimaji vyznamné postaveni piva bild, tzn. pSeni¢na. Patii k nim Weizenbier (také
Weissbier nebo jen Weisse), svétlé pSeniéné pivo s kofenénou, ovocnou chuti,
a Dunkelweizen, polotmavé pseni¢né pivo. Na rozdil od belgického Witbier se némecka
pSenicna piva vafti z pSeni¢ného sladu [59]. Ze svrchné kvaSenych jecnych piv je znamy Alt
(také Altbier), vétSinou tmavéjsi, ale nékdy i svétlé, jemné, lehce nahoiklé pivo, které se
koncentruje v némeckém Diisseldorfu. Svrchné kvasenym némeckym pivem z Kolina nad
Rynem (némecky Koln) je Kolsch, svétly, lehky ajemny se silnym obsahem oxidu
uhlic¢itého [51].

Sour Ale (Cesky zvané Kkyselace [60]) jsou skupinou pivnich styld, pro néz je
charaktesristicka kysela chut’. Radi se k nim berlinska regionalni specialita Berliner Weisse,
velmi svétlé, kyselé, osvéZujici, nizkoalkoholické pSenicné pivo. Pii jeho pfipravé probiha
symbioticka fermentace svrchnich kvasinek a bakterii Lactobacillus delbrueckii, které zde
produkuji kyselinu mlé¢nou. Dalsimi ptiklady jsou vlamska tradi¢ni kysela piva Flanders
Red Ale (ze Zapadnich Flander) a Flanders Brown Ale (neboli Oud Bruin z Vychodnich
Flander). Jedna se o0 produkty casto pfipravované misenim starSich amladsich piv,
fermentované smésnou kulturou kvasinek Saccharomyces a Brettanomyces a bakterii
Lactobacillus (a Acetobacter), takze pii kvasSeni vznikda vedle ethanolu také kyselina
mlécna [59]. Ktypu Sour Ale lze tadit také néktera spontanné kvasSena piva. Mezi
nejznaméjsi patii belgické tradi¢ni pivo Lambiek a piva z néj pfipravena fezanim a zranim,
zvana Geuze, nebo slazenim, zvana Faro [51].

45



3.6.2 Porter

Porter je tmavé, svrchné kvasené pivo vyrazné chuti, S vysokym obsahem alkoholu a siln¢
chmelené, které vzniklo v Londyné [48]. Ma specifickou chut’ po prazeni a ptipravuje se
s vyuzitim tmavych azejm. specialnich sladi, konkrétn¢ karamelovych ¢i  barvicich
(¢okoladovych a ¢ernych) [59]. Lze rozlisit dvé varianty:

Brown Porter vznikl z pivodni anglické varianty. Ma mirngj$i chut po prazeni
a obvykle neobsahuje ¢erné slady nebo prazeny je¢men [59].

Robust Porter je bud’ historicka verze Brown Porteru, nebo jeho americka interpretace;
je mozno se setkat s obéma verzemi. Robust Porter je vice chmeleny a ¢asto se pfi jeho vaieni
pouziva Cernych sladli nebo se pridava prazeny je¢men. Vysledna chut je komplexngjsi,
ptichut’ prazeného sladu je vyrazng&jsi [59].

3.6.3 Stout

Stout je velmi tmavé (téméef Cerné), hutné, svrchné kvasené pivo, které vzniklo piivodné jako
silna, pIn&j§i a krémovéj§i varianta porteru (originalni nazev znél Stout Porter). Casto se
podava nechlazené [48, 59]. Rozlisuji se dv¢ varianty:

Dry Stout je velmi tmavé, hotké, krémové pivo s pfichuti prazeného sladu. Jeho
specificka chut’ pochéazi od prazeného nesladovaného jeCmene, ktery se pii vyrobé piidava ke
svétlému sladu. Dry Stout miize byt mirné az silné chmelené, nékdy se v malé¢ mife micha
s kyselym pivem, aby se dosahlo komplexnéjsi chuti (napf. piva Guinness) [59].

Sweet Stout je také velmi tmavé, avSak spiSe sladké, plné pivo s mirnou piichuti
prazeného sladu. Chuti Casto pfipomina slazené espresso, kdy sladkost je zpilisobena mensi
mirou chmeleni a vysokym obsahem dextrind. Jedna se 0 anglicky styl, tradi¢né nazyvany
také Milk Stout nebo Cream Stout [59].

3.6.4 Lager

Lager (Cesky lezak) je oznaceni pro spodné kvasena piva, mezi ktera se fadi nize popsané
styly.

Pilsner (Pilsener, Pils, tzv. pivo plzeiiského typu) je tradi¢ni ¢eské spodné kvasené
pivo, které bylo poprvé uvaieno v Plzni (odtud nazev) v roce 1842. Je vzdy svétlé s lehkou
chuti svétlého (plzenského) sladu a vyraznou hotkosti po chmelu. Obsah alkoholu lezi mezi
4,5 a 5,5 %. Lze rozlisit tradi¢ni plzeriské pivo ¢eského stylu (Bohemian Pilsner), némeckého
stylu (German Pilsner), popt. dalsich styla [51, 59].

Dortmunder je podobné jako Pilsner svétly lezak, odliSuje se od n&j 0néco plngjsi
barvou, mensim podilem chmele a jemné&jsi, pIngjsi chuti. Casto se také nazyva Dortmunder
Export [51].

Amber Lager (polotmavy lezak) je polotmavé spodné kvasené pivo. Pivodnim stylem
je Viderisky leZdk jantarové az médéné barvy, pro jehoZ vyrobu se pouziva vidensky a/nebo
mnichovsky slad. Ponékud aromati¢téj§im polotmavym lezakem je breziidk (Mirzen,
ptip. také Oktoberfest), ktery se historicky vafil na jafe na konci pivovarnické sezony, pres
1éto se nechal leZet a podaval se na podzim pii tradi¢nich oslavach [59].

Dark Lager (tmavy lezak) je skupina tmavych spodné kvaSenych piv. Radi se
sem Dunkel, tmavé mnichovské pivo, bohaté se sladkosti mnichovského sladu, a Schwarzbier
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(Cerné pivo), 0néco tmavéjsi regionalni specialita z oblasti jizniho Durynska a severnich
Frank [59].

Bock je silné pivo s vyssim alkoholem, ptivodem z némeckého Einbecku. Tradi¢ni bock
je sladsi, lehce chmeleny. Existuji ale irdzné dalsi styly, napf. pivodné klasterni, siln&jsi
Doppelbock (dvojity bock) nebo mladsi, hot¢i Maibock (mdjovy bock) cili Helles, spjaty
s jarem a kvétnovymi oslavami [59].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1

48

Pouzité pristroje a vybaveni

predvazky: Ohaus CS200, Ohaus, Svycarsko

vortex: Vortex V-1 plus, Biosan, LotySsko

ultrazvukova lazen: PS 02000, Notus — Powersonic, Slovensko

laminarni box: ESCO Airstream® Class II BSC, Esco Micro, Singapur

hlubokomrazici box: ULUF 490, Arctiko, Dansko

termostat: INCU-Line IL 53, VWR, USA

mikroskop: LM 666 PC/oo, Intraco Micro, Cesko

centrifugy:

o Boeco U-32R, Boeco, Némecko

o Hermle Z 36 HK, Hermle, Némecko

pH metr: Hanna pH 211, Hanna Instruments, Cesko

spektrofotometr: NanoPhotometer™, Implen, Némecko

absorbancni ELISA reader: ELx808, BioTek, USA

pritokovy cytometr: Apogee A50, Apogee Flow Systems, Spojené kralovstvi

sestava pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC):

o kapalinovy chromatograf: Dionex UltiMate 3 000 Series, Thermo Fisher Scientific,
USA

o kolona: Rezex ROA-Organic Acid H'; rozméry 300 x 7,8 mm; velikost &astic 8 um,
Phenomenex, USA

o termostat kolony: Column Oven LCO 101, ECOM, Cesko

o refraktometricky (RI) detektor: ERC RefractoMax 520, DataApex, Cesko

varné nadoby: Bielmeier pivni systém BHG 403 Set, Bielmeier Hausgerite, Cesko

kbeliky potravinatské plastové, EZ 500 EB, s vikem 101, Florian, Cesko

polyethylentereftalatové (PET) lahve: Nr 35, 330ml (hn&dé), s uzavéry napojovymi 021,

BEMA Lanskroun, Cesko

topna deska: CERAN 500/44A, Harry Gestigkeit, Némecko

chladici smycka nerezova

teplomér: testo 112 V1.18, Testo, Némecko

refraktometr

bézné laboratorni vybaveni

Pouzity software

DinoCapture 2.0, Dino-Lite, Taiwan

Genb Software 1.11, BioTek, USA

Histogram Software v255.0.0.74, Apogee Flow Systems, Spojené kralovstvi
Chameleon 7, Thermo Fisher Scientific, USA



4.3 Pouzité chemikalie a jiny material
e MRS médium: Lactobacillus MRS Broth (MRS Broth), Himedia, Indie
e agar: Agar powder, Bacteriological, Himedia, Indie
e methylenova modi: Methylene blue, E-Merck, Némecko
e propidiumjodid: Propidium lodide, eBioscience, Thermo Fisher Scientific, USA
e glycerol: Glycerin bezvody p.a., Lach-Ner, Cesko
e ethanol: Ethanol 96% p.a., Lach-Ner, Cesko
e kyselina sirova: Kyselina sirova 96 % p.a., Merci, Cesko
e Carrezova ¢inidla I a II: roztoky siranu zine¢natého a hexakyanozeleznatanu draselného
e sladové vytazky: Pale Ale, Sladovna Bruntal, Cesko
e chmelovy vyrobek: pelety chmelu Sladek (KH 8,08 %), Cesko
e Milli-Q voda
e destilovana voda
e kohoutkova voda

4.4 Pouzité kmeny mikroorganismu

V experimentalni ¢asti této prace byly pouzity zakoupené kultury probiotickych bakterii
nasledujicich druhti (v zavorkach za taxonomickym pojmenovanim bakterie jsou uvedeny
Cisla $arzi):

e Lactobacillus acidophilus (180316LA-1),

¢ Bifidobacterium breve (180320BB),

o Bifidobacterium bifidum (180320BBI).
Dale byly pouzity kvasinky pro svrchni kvaseni piva, tj. Saccharomyces cerevisiae, které byly
zakoupeny pod obchodnim nazvem Safale S-04 (kvasnice susené, svrchni) od vyrobce
Fermentis, zem¢ ptivodu Francie.

4.5 Pouzité realné vzorky piv

V praci bylo také pouzito ne¢kolik redlnych vzorki piv, jejichZz vycet a charakteristiku uvadi
Tab. 8.

Tab. 8: Redlné vzorky piv a jejich specifikace
Znacka (zkratka) Vyrobce druh piva | alkohol [% obj.]
Pilsner Urquel (P) lezak 4,4
Radegast Razna 10 (R) Plzensky Prazdroj vyCepni p. | 4,1
Birell Svétly (B) nealko.p. | <05
Staropramen Lezék (S12) lezak 50
Staropramen Smichov (S10) Pivovar Staropramen vycepni p. | 4,0
Staropramen Nealko (SN) nealko.p. | <0,5
Bernard Dvanactka (B12) lezak 4,9
Bernard De.sitka (B10) Rodinny pivovar BERNARD vyCepni p. | 3,8
Bernard s ¢istou hlavou Free

nealko.p. | <05
(BN)
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Ve vsech piipadech se jedna 0 svétlé, spodné kvaSené pivo plzenského (Ceského) typu.
Od kazdého vyrobce byly zvoleny vzdy tii druhy piva dle Vyhlasky ¢. 248/2018 Sb., tj. lezak,
vycepni pivo a nealkoholické pivo. V Tab. 8 je také u kazdého vzorku piva zminén obsah
alkoholu v objemovych procentech tak, jak je uveden na etiket¢ daného produktu. Vsechna
piva jsou filtrovana a pasterizovana s vyjimkou piv od vyrobce Rodinny pivovar BERNARD,
od kterého jsou vSechny tfi pouzité vzorky piv nepasterizovany.

4.6 Kultivace probiotickych bakterii v tekutém médiu

Probiotické bakterie Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium breve a Bifidobacterium
bifidum byly kultivovany v komer¢nim médiu Lactobacillus MRS Broth. Tekuté médium bylo
pripravovano podle nadvodu na etiketé, tj. rozpusténim v destilované¢ vod¢ v poméru 55,15 g
média na 1 000 ml vody. Pfipraveny roztok byl sterilovan v tlakovém hrnci S otevienym
ventilem pii teploté 100 °C po dobu 45 minut. Kultury probiotickych bakterii byly ockovany
do tekutého média v plastovych zkumavkach rizného objemu, pficemz prace byla provadéna
ve sterilnim lamindrnim boxu.

Nejprve probéhla inokulace z lyofilizath za i¢elem vytvoreni zdsoby zmrazenych kultur
v kryozkumavkach. Do 50 ml média bylo navazeno 0,1 g lyofilizovanych bakterii, které byly
nasledné kultivovany v termostatu pii 37 °C po dobu 24 hodin. Ze vzniklé kultury bylo
pipetovano po 1 ml do kryozkumavek, vzdy smiseno s 0,5 ml 30% glycerolu a ulozeno do
hlubokomraziciho boxu pii teplot¢ —80 °C. Timto zpisobem byly pfipraveny zmrazené
kultury probiotickych bakterii vSech kmentl.

Nasledné experimenty byly provadény s inokuly, které byly piipravovany vzdy
nasledovné: 1 ml zmrazené kultury z kryozkumavky bylo smiseno s 15 ml, resp. 50 ml
tekutého média v 15ml, resp. 50ml plastové zkumavce a kultura byla kultivovana v termostatu
pti 37 °C. Zkumavky byly vzdy plnény zcela, aby byl omezen pfistup kysliku k bakterialni
kultufe a aby tak byly spliiovany anaerobni podminky kultivace. Doba kultivace pfi ptipraveé
inokula se lisila u jednotlivych kment probiotik i u provadénych experimentt (viz dale).

4.7 Optimalizace stanoveni po¢tu a viability bunék probiotickych bakterii

V ramci této prace byly pocet aviabilita bunék stanovovany nékolika rliznymi zpasoby.
Nejprve byla posouzena aplikovatelnost jednotlivych metod pro stanoveni zminénych
parametrii a nasledn¢ byly vybrané metody pouzity v ostatnich ¢astech experimentélni ¢asti
pro sbér dat. Vysledky ziskané pouzitymi metodami byly mezi sebou porovnany za ucelem
nalezeni optimalni metody za danych podminek.

4.7.1 Piimé stanoveni mikroskopickou metodou

Kultura mikroorganismti byla vhodné desitkové fedéna destilovanou vodou na vysledné
zfedéni Z a nasledné nanesena na obé miizky Biirkerovy komirky. Komurka byla piikryta
krycim sklickem a vlozena pod opticky mikroskop, kde byly buriky pozorovany pii celkovém
zvétSeni 640%. V obou miizkach komurky byla vybrana oblast, ve které byl stanovovan pocet
bunék probiotickych bakterii. Pocitani probihalo v riznych polich (malych ¢i velkych
¢tvercich, popf. v obdélnicich) 0 objemu V, pficemz typ poli byl vybran podle koncentrace
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bun¢k ve vzorku tak, aby se poéty bunék v polich pohybovaly v rozmezi 8-12. Byl stanoven
pocet bunék vzdy v 10 polich ve zvolenych oblastech miizek az vysledki byl vypocten
aritmeticky primér B. Pocet bun¢k v 1 ml kultury X byl u jednotlivych vzorkt stanoven podle
rovnice (3).

X=1000-Z-V*-B (3)

Pro stanoveni viability byla ke zfedéné kultufe mikroorganismti nanesena kapka roztoku
methylenové modfi, sestavajiciho z 0,3 g methylenové modti, 30 ml 96% ethanolu a 100 ml
destilované vody. Pod mikroskopem byly pocitany modie zbarvené, tj. mrtvé buiiky podobné,
jako je popsano vyse, a byl vypocten pocet mrtvych bunék v 1 ml kultury Xy. Viabilita v
(podil zivych bungk) byla ziskana z rovnice (4).

V=(X=Xu) X (4)

4.7.2 Stanoveni kultivaéni metodou

Kultura mikroorganismt byla vhodné desitkové fedéna destilovanou vodou na vysledné
ziedéni Z a nasledné byl pipetovan urcity objem V na Petriho misku.

Ke kultivaci bylo pouzito tuhé médium, sestavajici z komer¢niho média Lactobacillus
MRS Broth, agaru a destilované vody. MRS médium bylo navazeno v poméru 55,15 g média
na 1 000 ml destilované vody a byl pfidan agar v takovém mnozstvi, aby jeho koncentrace
v médiu Cinila 159 I"*. Smés byla rozpusténa v destilované vod¢ a sterilovdna v tlakovém
hrnci s otevienym ventilem pfi teploté 100 °C po dobu 45 minut. Pfipravenym médiem byla
prelita nafedéna kultura na Petriho misce. Kultivace probihala v termostatu pti 37 °C po dobu
48-96 hodin.

Pro kazdy vzorek probihalo stanoveni paralelné s rliznymi zfedénimi, pficemz jednotliva
zfedéni byla pfipravovana v triplikatech. Po kultivaci byly spocitany kolonie anaerobnich
mikroorganismil na Petritho miskach, na nichz se diky pouzitému zfedéni pocet kolonii
pohyboval v rozmezi 20-200. Z jednotlivych vysledkt paralelnich stanoveni jednoho vzorku
byl vypocten aritmeticky pramér K. Pocet bunék v 1 ml kultury X byl uréen podle rovnice (5).

X=K-Z-Vv* (5)

4.7.3 Stanoveni metodou priitokové cytometrie

Kultura mikroorganismi byla 10x nafedéna destilovanou vodou a proméfena na pratokovém
cytometru. Celkovy pocet bunék v 1ml vzorku apopi.podily bunék prokaryotickych
a eukaryotickych byly zjistény analyzou namétfenych scattergramti.

Pro stanoveni viability bylo k nafedéné kultuie pipetovano 5 ul roztoku propidiumjodidu
o koncentraci 1 mg-ml™. Vzorky barvené propidiumjodidem byly ponechany nejméné
5 minut ve tm¢ a nasledné analyzovany pratokovym cytometrem. Sledovdna byla odezva na
detektoru pfi vinové délce 590 nm.
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4.7.4 Stanoveni spektrofotometrickym mérenim zakalu

Kalibracni ptfimky pro zékaly jednotlivych kmenh probiotickych mikroorganismti byly
naméfeny spektrofotometricky pii vinové délce 630 nm. Byly ptipraveny kultury jednotlivych
kmeni probiotickych bakterii do 50ml plastovych zkumavek ze zmrazenych kultur postupem
popsanym v kapitole 4.6. Kultura mikroorganismu v plastové zkumavce byla centrifugovana
pii 5 000 otackach za minutu po dobu 5 minut, supernatant byl odlit a sediment byl promyt
Vv destilované vodé. Suspenze byla opét centrifugovana za stejnych podminek, supernatant byl
odlit a sediment byl rozsuspendovan v 10 ml destilované vody. Takto piipravena suspenze
biomasy byla nasledné nafedéna 2x, 10x, 20x a 100x. Kalibra¢ni fada jednoho kmene
probiotik tedy obsahovala 5 riznych fedéni biomasy. U kazdého fedéni byl urcen celkovy
pocet bun€k mikroskopickou metodou postupem popsanym v kapitole 4.7.1 a byla méfena
absorbance na spektrofotometru pii vinové délce 630 nm proti destilované vodé.
Z namétenych hodnot byly sestaveny kalibra¢ni pfimky jednotlivych kment probiotickych
bakterii.

Konkrétni postup stanoveni se lisil U riznych typt vzorku:

Pocet bunék u neznamych vzorku obsahujicich jednotlivé druhy probiotik byl
uréovan nasledovné. Kultura mikroorganismi v plastové zkumavce byla centrifugovana pii
5000 otackach za minutu po dobu 5 minut, supernatant byl odlit a sediment byl promyt
Vv destilované vod¢. Suspenze byla opét centrifugovana za stejnych podminek, supernatant byl
odlit a sediment byl rozsuspendovan v objemu destilované vody. Byla méfena absorbance na
spektrofotometru pii vinové délce 630 nm proti destilované vod¢. Paklize byla namétena
hodnota absorbance vétsi nez 1, vzorek byl vhodné natfedén destilovanou vodou. Pocet bun€k
v 1 ml kultury byl stanoven z kalibra¢ni pfimky.

Pocet bunék u neznamych vzorki obsahujicich smési probiotickych kmeni byl
ur¢ovan na zakladé McFarlandovy zakalové stupnice [61]. Vzorky byly upraveny podobné
jako pfi spektrofotometrickém stanoveni poc¢tu bunék ve vzorcich obsahujicich jednotlivé
druhy probiotik (viz pfedchozi odstavec). Byla méfena absorbance na spektrofotometru pti
vinové délce 630 nm proti destilované vod¢. Paklize byla namétena hodnota absorbance vétsi
nez 1, vzorek byl vhodné natedén destilovanou vodou. Pocet bun¢k v 1 ml kultury byl
stanoven z kalibra¢ni pfimky sestavené¢ z hodnot McFarlandovy zakalové stupnice, ktera je
véetné rovnice linearni regrese znazornéna na Obr. 6.
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Obr. 6: Kalibracni primka na zdakladé McFarlandovy zdkalové stupnice
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U vzorkii obsahujicich také eukaryotické buiniky kvasinek byl zjistén pomér
prokaryotickych buné€k (probiotik) k eukaryotickym buitkam (kvasinkdm) pomoci metody
prutokové cytometrie (viz kap.4.7.3). Celkova koncentrace bunék mikroorganismti,
stanovend postupem popsanym v piedchozich odstavcich, byla nasledné prepoctena na
koncentraci bun€k probiotik S vyuzitim tohoto poméru.

4.8 Riistové kiivky pouzitych kmenu probiotik

Ristové kiivky probiotik byly stanoveny metodou spektrofotometrického méfeni zakalu
Vv 96jamkovych mikrotitracnich destickach na absorban¢nim ELISA readeru. U vSech tii
pouzitych kment probéhlo méfeni pro dva inokula¢ni poméry:
1. 5% pomér inokulace: Do jamek mikrotitra¢ni desticky pipetovano 300 ul MRS média
a 15 pl inokula.
2. 10% pomér inokulace: Do jamek mikrotitra¢ni desti¢ky pipetovano 300 ul MRS média
a 30 ul inokula.
Inokula byla piipravovana postupem popsanym V Kapitole 4.6, ptic¢emz jejich kultivace
probihala po dobu 20 h. U kazdého poméru inokulace byl také métfen slepy vzorek (Cisté
MRS médium). VSechny vzorky byly pfipraveny v triplikatech.

Mikrotitra¢ni desti¢ka byla uzaviena anasledné¢ inkubovana pii 37 °C po dobu
20,5 hodin. Béhem této doby byla v ¢asovych intervalech po 30-60 minutich méfena
absorbance vzorkll v jamkach pfi vinové délce 630 nm. Vyslednd absorbance kultury byla
zjiSténa jako rozdil absorbance v dané jamce a priméru absorbanci tii slepych vzorkl
v daném case. Koncentrace biomasy byly vypocteny podle kalibra¢nich kiivek jednotlivych
probiotickych kment, které byly stanoveny postupem popsanym v kapitole 4.7.4.

U v8ech pozitych kment probiotik byla stanovena koncentrace buné¢k a jejich viabilita
Vv exponencidlni a stacionarni fazi ristu metodami vybranymi na zakladé optimalizace (viz
kap. 5.1) podle postupi uvedenych v kapitole 4.7. Pro tento ucel byly probiotické kmeny
kultivovany po inokulaci vV poméru 10 % v MRS médiu v 15ml zkumavkéach pii 37 °C.
Vzorky ke stanoveni byly odebirany v ¢asech, které byly pro jednotlivé kmeny vybrany tak,
aby odpovidaly exponencidlnim a stacionarnim fazim ristu, na zakladé vysledkl rastovych
kiivek (viz kap. 5.2).

4.9 Kultivace probiotickych bakterii v modelovych vzorcich piva

Byl testovan rist jednotlivych kmenti probiotickych bakterii v modelovych vzorcich piva,
t]. vMRS médiu s pfidavkem ethanolu. Stanoveni koncentrace bunék probihalo
spektrofotometrickym méfenim zékalu v 96jamkovych mikrotitraénich destickach na
absorban¢nim ELISA readeru. Objemy ethanolu pfidavaného do MRS média byly voleny tak,
aby vysledné koncentrace odpovidaly objemovym koncentracim ethanolu v riznych druzich
piva:

1. kontrolni vzorek — 0 % obj. ethanolu,

2. vycepni pivo — 4 % obj. ethanolu,

3. lezak —5 % obj. ethanolu.
Vsechny vzorky byly u kazdého z kment pfipraveny pro dva inokula¢ni poméry:
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1. 5% pomér inokulace: Do jamek mikrotitracni desti¢ky pipetovano 300 pl MRS média,
15 ul inokula a 20 pul destilované vody nebo roztoku ethanolu o takové koncentraci,
aby vysledna koncentrace byla 0 %, resp. 4 %, resp. 5 % ethanolu.

2. 10% pomér inokulace: Do jamek mikrotitracni desticky pipetovano 250 ul MRS
média a25 pul inokula a20 ul destilované vody nebo roztoku ethanolu o0 takové
koncentraci, aby vysledna koncentrace smési byla 0 %, resp. 4 %, resp. 5 % ethanolu.

Inokula byla ptipravovana postupem popsanym V kapitole 4.6, pticemz jejich kultivace
probihala po dobu 20 h. U kazdého poméru inokulace a u kazdého typu modelového vzorku
byly také méteny slepé vzorky (Cist¢é MRS médium s ptidavky destilované vody nebo roztoku
ethanolu o vysledné koncentraci odpovidajici pfislusSnym vzorktim). VSechny vzorky byly
piipraveny v triplikatech.

Mikrotitra¢ni desticka byla uzaviena a nasledné inkubovana pii 37 °C. Byla méfena
absorbance vzorkli v jamkach v ¢asovych intervalech po 30-60 minutich pii vlnové délce
630 nm. Vysledna absorbance kultury byla zjiSténa jako rozdil absorbance v dané jamce
a prameéru absorbanci tii slepych vzorkli v daném cCase. Koncentrace biomasy byly vypocteny
podle kalibracnich kfivek jednotlivych probiotickych kment, které byly stanoveny postupem
popsanym v kapitole 4.7.4.

4.10 Kultivace probiotickych bakterii v realnych vzorcich piva

U jednotlivych kmenti probiotickych bakterii asmési téchto kmend (3 dvouslozkovych
a 1 tiislozkové) byl testovan rist Vredlnych vzorcich piva, uvedenych a popsanych
v kapitole 4.5. Pouzité mikrobialni kmeny byly kombinovany za vzniku téchto smési:

e dvouslozkova smés L. acidophilus a B. breve,

e dvouslozkova smés L. acidophilus a B. bifidum,

e dvouslozkova smés B. breve a B. bifidum,

o tiislozkova smés L. acidophilus, B. breve a B. bifidum.

Realné vzorky piva byly vzdy nejprve v plastovych zkumavkach vloZeny do ultrazvukové
lazné a zde ponechény po dobu 30 minut za pisobeni ultrazvuku, aby byly odplynény. Rizné
typy experimentt, provedené za tcelem testovani rustu probiotik v realnych vzorcich piva,
jsou popsany v nasledujicich podkapitolach.

4.10.1 Kultivace jednotlivych kmeni na mikrotitra¢nich desti¢kach

Nejprve byl sledovan rtst jednotlivych kmeni v redlnych vzorcich piva v jamkach
mikrotitracni desticky. Stanoveni probéhlo metodou spektrofotometrického méfeni zakalu na
absorban¢nim ELISA readeru. Na 96jamkovou desti¢ku bylo pipetovano pivo a inokulum,
a sice pii dvou inokula¢nich pomérech:
1. 5% pomér inokulace: Pipetovano 300 pl pfislusného redlného vzorku piva a 15 ul
inokula.
2. 10% pomér inokulace: Pipetovano 300 ul piislusného realného vzorku piva a 30 ul
inokula.
Inokula byla ptipravovana postupem popsanym V Kapitole 4.6, pticemz jejich kultivace
probihala po dobu 20 h. U kazdého poméru inokulace a u kazdého typu realného vzorku byly
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také meéteny slepé vzorky (Cisté pivo bez inokula). VSechny vzorky byly pfipraveny
Vv triplikatech.

Mikrotitra¢ni desti¢ka byla uzaviena a nasledné inkubovana pii 37 °C. Byla méfena
absorbance vzorkli v jamkach v ¢asovych intervalech po 30-60 minutach pti vlnové délce
630 nm. Vyslednd absorbance kultury byla zjisténa jako rozdil absorbance v dané jamce
a prameéru absorbanci tii slepych vzorkli v daném case. Koncentrace biomasy byly vypocteny
podle kalibra¢nich kiivek jednotlivych probiotickych kmeni, které byly stanoveny postupem
popsanym v Kapitole 4.7.4.

Vzhledem k vysledkiim (viz kap. 5.4.1) byl experiment opakovan s inokuly pfipravenymi
postupem popsanym V Kapitole 4.6, avsak s tim rozdilem, zZe jejich kultivace probihala pouze
po takovou dobu, aby inokulace piva probéhla v exponencialni fazi ristu kultury (na zakladé
stanovenych ristovych kiivek). Inokula probiotické bakterie L. acidophilus byla kultivovana
po dobu 11 hodin, zatimco inokula Bifidobacterium spp. byla kultivovana po dobu 5,5 hodin.

4.10.2 Kultivace jednotlivych kmeni Vv plastovych zkumavkach po dobu 1 tydne

Rast jednotlivych kmenii v redlnych vzorcich piva byl sledovan také v 50ml plastovych
zkumavkach. 50 ml jednotlivych realnych vzorki piva bylo v plastovych zkumavkach
vlozeno do ultrazvukové lazn¢ a zde ponechano po dobu 30 minut za plisobeni ultrazvuku.
Nasledné bylo pivo filtrovano ptes 0,2um stiikackové filtry do 50ml plastovych zkumavek.

Inokula byla pfipravena postupem popsanym V kapitole 4.6, pficemz inokula probiotické
bakterie L. acidophilus byla kultivovana po dobu 11 hodin, zatimco inokula
Bifidobacterium spp. byla kultivovana po dobu 5 hodin a 30 minut. Inokulace tak probihala
v exponencialni fazi rastu bakterialnich kultur. Pfed ockovanim byla biomasa pievedena
z MRS média do destilované vody. Inokula byla centrifugovana po dobu 5 minut pii 5 000
otackach za minutu, supernatant byl odlit a sediment byl promyt v destilované vodé. Suspenze
byla opét centrifugovana za stejnych podminek, supernatant byl odlit asediment byl
rozsuspendovan v 10 ml destilované vody.

Do kazdého vzorku piva byl pipetovan 1 ml takto pfipraveného inokula (kultury
pievedené do destilované vody). Kultivace probihala pfi teploté 8 °C po dobu 7 dni.

Stejnym zpisobem byly piipraveny také kontrolni vzorky vSech piv, které nebyly
inokulovéany. Tyto byly také ponechany pfi teploté 8 °C po dobu 7 dni.

Koncentrace viabilnich bunék probiotickych bakterii ve vzorcich v ¢ase t=0, tj. na
pocatku kultivace, byla stanovena kultivacni metodou. Na konci kultivace, ¢ili v Case
t=7dni, bylo provedeno stanoveni koncentrace a viability bunc¢k probiotik metodami
vybranymi na zakladé optimalizace (viz kap. 5.1) a bylo méfeno pH vsech vzorkd pomoci pH
metru. Vsechny metody byly provadény podle postupii uvedenych v kapitole 4.7.

4.10.3 Kultivace smési kmeni v plastovych zkumavkach po dobu 1 tydne

Na zaklad¢ vysledki kultivace jednotlivych kmeni v plastovych zkumavkach po dobu
1tydne (viz Kkap.5.4.2) byl vybran realny vzorek piva, ve kterém jednotlivé kmeny
vykazovaly bud’ nejintenzivnéj$i nardst biomasy, nebo alesponi nejméné intenzivni pokles
viability. U tohoto piva byl proveden obdobny experiment v 50ml plastovych zkumavkach za
ucelem sledovani ristu smési kment.
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Uprava piva (ptsobeni ultrazvuku, filtrace) a piiprava inokul prob&hly stejnymi postupy,

jaké jsou popsany v kapitole 4.10.2. Byly vsak pfipraveny 2 fady vzorku:
1. Vzorky s koncentrovanéjsi biomasou smési probiotik: Oc¢kovani probéhlo piislusnymi
inokuly jednotlivych kment, pfevedenymi do destilované vody pomoci centrifugace
a dvojiho promyvani.
2. Vzorky se zfedénou biomasou smési probiotik: Inokula (kultury pievedené do
destilované vody) byla nafedéna desitkovym systémem za vzniku ziedénych kultur
0 zfedéni 1073 oproti ptvodnim inokulim. Ockovani prob¢hlo témito ziedénymi
inokuly.
Také byl ptipraven kontrolni vzorek piva, ktery nebyl inokulovan. Kultivace vsech vzorki
probihala pfi teploté 8 °C po dobu 7 dni.

Koncentrace viabilnich bun¢k ve vzorcich v ¢ase t=0, tj. na pocatku kultivace, byla
stanovena kultivacni metodou. Na konci kultivace, ¢ili v ¢ase t=7 dni, bylo provedeno
stanoveni koncentrace a viability bunék probiotik metodami vybranymi na zakladé
optimalizace (viz kap. 5.1) a bylo méteno pH vsech vzorkd. VSechny metody byly provadény
podle postupit uvedenych v kapitole 4.7.

4.10.4 Kultivace smési kmeni Vv plastovych zkumavkach po dobu 9 tydnu

Experiment pro sledovani rastu smési probiotickych kmend v 50ml plastovych zkumavkach
po dobu 9tydnid byl proveden postupem identickym, jaky je popsan Vv kapitole 4.10.3.
Kultivace probihala pfi teploté 8 °C po dobu 9 tydnd.

Koncentrace viabilnich bun¢k ve vzorcich v ¢ase t=0, tj. na pocatku kultivace, byla
stanovena kultivacni metodou. Na konci kultivace, Cili v ¢ase t =9 tydnd, bylo provedeno
stanoveni koncentrace a viability bunék probiotik metodami vybranymi na zakladé¢
optimalizace (viz kap.5.1) abylo méteno pH vSech vzorkd pomoci pH metru. VSechny
metody byly provadény podle postupt uvedenych v kapitole 4.7.

4.11 Priprava piva obohaceného probiotiky

Svrchné kvaSené pivo obohacené probiotiky bylo vafeno ze sladovych vytazkt Pale Ale,
chmelu Sladek a susenych svrchnich kvasnic Safale S-04 postupem popsanym v nasledujicich
podkapitolach. V celkem tfech varkach byly ptipraveny vzorky obsahujici v§echny jednotlivé
kmeny probiotickych bakterii i vS§echny smési (3 dvouslozkové a1 tiislozkova), pii¢emz
inokulace probéhla po zchlazeni mladiny pfed hlavnim kvasenim. Pro kaZzdou varku byly také
pfipraveny kontrolni vzorky, které nebyly naockovany Zadnou probiotickou kulturou. Byl
sledovan pocet bunék probiotickych bakterii ve vybranych ¢asech hlavniho kvaseni i zrani
piva.

4.11.1 Chmelovar

Objem 25| kohoutkové vody byl ohfivan na topné desce. Do mirn¢ ohfaté vody bylo za
intenzivniho michani pievedeno 4,25 kg sladovych vytazkli Pale Ale a smés byla pfivedena
k varu. Za mirného varu byly pfidavany pelety chmelu Sladek s 8,08% obsahem a-hotkych
kyselin. Postup chmeleni byl zvolen tak, aby vysledna hoikost byla 15 IBU. Nejprve bylo
ptidano 12 g chmelu, po 60 minutach varu dalSich 6 g a po 15 minutach poslednich 6 g, po
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¢emz nasledovalo jesté 15 minut varu. Celkova doba varu tedy byla 90 minut. Po celou dobu
byla varna nadoba oteviena, aby mohly vytékat nezddouci latky, napt. DMS a thioly. Po
uplynuti doby chmelovaru byla doplnéna odpaiena voda na ptivodni celkovy objem 25 |.

4.11.2 Chlazeni a separace kali

Mladina byla chlazena pomoci nerezové chladici smyc¢ky, ponoiené do mladiny. Do potrubi
chladici smycky byla pfivedena studena voda a pritom byla méfena teplota mladiny. Mladina
byla zchlazena na teplotu 20 °C anasledn¢ byla oddélena od kalu pfepusténim do jiné
nadoby. Byla refraktometricky stanovena hodnota EPM mladiny a bylo zméieno pH.

4.11.3 Zakvaseni

Ze zchlazené mladiny bylo odebrano 200 ml avtomto objemu bylo rozsuspendovano
mnozstvi 11,5 g suSenych kvasnic Safale S-04 pro svrchni kvaseni. Suspenze byla ponechana
20 minut pfi laboratorni teploté. Takto pfipravenym inokulem byl zao¢kovan cely objem 25 |
mladiny azakvaSend mladina byla pfevedena do Slitrovych potravinaiskych kbeliku;
do kazdého kbeliku byl odméten objem 3 I.

4.11.4 Inokulace probiotickymi kulturami

Inokula byla pfipravena postupem uvedenym v kapitole 4.10.2. V celkem tfech varkach byly
ptipraveny vzorky dle Tab.9, tj.vjedné varce vzdy celkem 8 vzorkl. V prvnich dvou
varkach byly pfipraveny vzorky piva inokulované kulturami jednotlivych kmeni
Bifidobacterium spp. a L. acidophilus ajejich dvouslozkovych smési, vSechny vzorky
Vv duplikatech. Ve tfeti varce byl pfipraven kvadruplikdt vzorku piva inokulovaného
ttislozkovou smeési obsahujici vSechny pouzit¢ kmeny. U kazdé varky byl piipraven také
kontrolni vzorek, a to u prvnich dvou varek v duplikatech a u tteti varky v kvadruplikatu.

Tab. 9: Pripravené vzorky piva obohaceného probiotiky a kontrolni vzorky

1. varka 2. varka 3. varka
1
— | B. breve (R1, R2) L. acidophilus (L1, L2) . ) .
2 L. acidophilus, B. breve a B. bifidum
3 L. acidophilus a B. breve IRL1, IRL2, IRL3, IRL4
— B. bifidum (11, 12) P ( )
4 (RL1, RL2)
| © | B. breve a B. bifidum | L. acidophilus a B. bifidum
6 | (IR1, IR2) (IL1, IL2) kontrolni vzorek ¢. 3
| 7 | kontrolni vzorek ¢. 1 | kontrolni vzorek ¢. 2 (031, 032, 033, 034)
8 | (011, 012) (021, 022)

Koncentrace viabilnich bunék probiotickych bakterii v ¢ase t=0, tj. po inokulaci na
zacatku hlavniho kvaseni, byla uvSech vzorkd stanovena kultivatni metodou postupem
popsanym v kapitole 4.7.2.

V prvni a druhé varce probihala dale (v pribéhu kvaseni) stanoveni poc¢tu a viability
bunék u vSech pfipravenych vzorkd, zatimco u tieti varky byla stanoveni provadéna pouze ze
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dvou vzorkii inokulovanych aze dvou vzorkii kontrolnich, nebot zbylé vzorky z replikatt
u tieti varky byly ponechany pro senzorickou analyzu (viz kap. 4.13).

4.11.5 Hlavni kvasSeni

Mladina v potravinarskych kbelicich, inokulovana kvasni¢ni a probiotickou kulturou, byla
prikryta viky skvasnymi zatkami. KvaSeni probihalo 3-4 dny pii laboratorni teplot¢,
v prub¢hu bylo méreno EPM refraktometricky, byl sledovan vzhled hladiny kvasici tekutiny
a pfipadné byla odebirdna vznikajici péna. Signaly pro ukonceni hlavniho kvaseni byly
pomalu klesajici az ustalené hodnoty EPM a propadla deka na hladin€¢ mladého piva.

U prvni a druhé varky byla stanovena také koncentrace viabilnich bunék probiotickych
bakterii v ¢ase t = 2 dny, tj. v prib¢hu hlavniho kvaseni, a sice kultiva¢ni metodou postupem
popsanym v kapitole 4.7.2.

4.11.6 Dokvasovani piva

Po dokonceni hlavniho kvaSeni byly vzorky ptepustény do tmavych 330ml PET lahvi;
z jednoho vzorku o objemu 3 | v kbeliku bylo vytvoieno vzdy 8 vzorki v PET lahvich, kazdy
0 objemu 300 ml. PET lahve byly uzavieny vi¢ky a ponechany v chladu pfi teploté 8 °C po
dobu 33-34 dni.

Stanoveni koncentrace a viability probiotickych bun€k bylo provadéno v nékolika
riznych Casech dokvaSovani piva, ato pokazdé kultivaéni metodou a ve vybranych ¢asech
také dalSimi metodami. VSechny metody byly provadény podle postupti uvedenych
v kapitole 4.7. Pii kazdém stanoveni byl pouzit novy, diive neotevieny vzorek v PET lahvi.
Na konci dokvaSovani bylo zméfeno pH a byla refraktometricky stanovena hodnota EPM
hotového piva u vSech vzorkl, véetné vzorkl pro senzorickou analyzu.

4.12 Chromatograficka analyza pripraveného piva

Vzorky piva ur¢ené pro senzorickou analyzu byly po 37 dnech kvaseni analyzovany metodou
vysokou¢inné kapalinové chromatografie s refraktometrickou detekci (HPLC-RI) za tcelem
stanoveni vybranych chemickych parametrti.

Nejprve byly vzorky upraveny nasledujicim zptisobem: 5 ml vzorku piva bylo natfedéno
Milli-Q vodou v odmérné bance na celkovy objem 10 ml, tzn. celkové fedéni 2x. Pro
vysrazeni proteinti bylo pfidano 200 pl Carrezova ¢inidla I a 200 pul Carrezova ¢inidla II.
Vznikla smés byla centrifugovana v plastovych zkumavkach pti 8 000 ota¢kach za minutu po
dobu 20 minut. K chromatografickému stanoveni byl po centrifugaci pouzit supernatant,
prefiltrovany pies 45um nylonovy stiikackovy filtr.

K analyze metodou HPLC-RI byla nasledné¢ vyuzita sestava Dionex UltiMate
3000 Series s kolonou Rezex ROA-Organic Acid H*. Mobilni fizi piedstavovala Kyselina
sirova 0 koncentraci 0,005 mol - I, jejiz rychlost priitoku pii analyze byla 0,6 ml-min ™,
Termostat kolony byl vyhtaty na teplotu 60 °C, nastiik vzorku probihal pomoci davkovaci
smycky 0 objemu 20 pl. Celkova doba analyzy trvala 25 minut.

Metodou HPLC-RI byly ve vzorcich stanovovany analyty uvedené v Tab.10. Ke
kazdému analytu je v tabulce uveden retencni Cas tg, regresni rovnice kalibra¢ni ptimky
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s koeficientem determinace R® a koncentraéni veliginy véetné jednotek, na které byla podle
regresnich rovnic prepocitdvana namétrend data.

Tab. 10: Analyty stanovované metodou HPLC-RI

tr [min] Rovnice kalibraéni pfimky R? Veli¢ina [jednotka]
Ethanol 21,85 y = 17,1552x 0,9999 ¢ [% obj.]
Kyselina mlé&na 13,21 y = 3,7492x 0,9999 Cm[g- 171

4.13 Senzoricka analyza piva obohaceného probiotiky

Nekteré pripravené vzorky piva obohaceného probiotik byly charakterizovany z hlediska

organoleptickych vlastnosti v senzorické analyze. Hodnoceno bylo nékolik parametri:

intenzita barvy piva,

intenzita zakaleni, pfip. pfitomnost sedliny (Cirost piva),

ptijatelnost viing piva,

intenzita hotké chuti,

intenzita kyselé chuti,

intenzita sladké chuti,

pfitomnost cizich chuti a ptipachd, pfip. jejich intenzita,

mira podobnosti hodnoceného vzorku klasickému svrchné kvasenému pivu,
celkova prijatelnost organoleptickych vlastnosti piva.

Dotaznik pro senzorickou analyzu vzorki je pfipojen k této praci, uvadi jej Ptiloha 3.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Predlozena diplomova prace je zaméfena na pripravu a charakterizaci piva obohaceného
probiotiky. Piedevs§im je kladen diiraz na stanoveni vybranych mikrobiologickych parametri
piva, konkrétné¢ koncentrace a viability bunék probiotickych bakterii.

5.1 Optimalizace stanoveni po¢tu a viability bunék probiotickych bakterii

Pro dosazeni cili prace bylo nejprve nutné optimalizovat metody stanoveni poctu,
resp. koncentrace a viability pouzitych kment probiotickych bakterii. Za uc¢elem nalezeni
optimalni metody stanoveni poctu a viability bunék probiotickych bakterii za danych
podminek bylo testovano nékolik metod.

Prvni z nich bylo pifimé stanoveni poétu bunék pocitanim v Biirkerové komurce pod
optickym mikroskopem, tj. metoda mikroskopickd, provadénd podle postupu uvedeného
v kapitole 4.7.1. Jedna se 0 metodu ¢asové naro¢nou, avsak pomérné piesnou, umoziujici jak
stanoveni celkové koncentrace biomasy, tak potencialné i podilu Zivych bunék pii vyuziti
vitalniho barveni. Bylo vSak zjisténo, Ze p0 vitalnim barveni methylenovou modii nelze pfi
pouzitém zvétSeni pod optickym mikroskopem stanovit viabilitu bunck, nebot’ neni mozno
rozeznat obarvené bakterialni bunky od bunék neobarvenych. Metoda mikroskopicka byla
tedy pouzita pouze pro méteni kalibra¢ni pfimky pro spektrofotometrickou metodu meéteni
zakalu, avSak nebyla dale aplikovana pro stanovovani poc¢tu a viability bunék probiotik ve
vzorcich.

Déle byla testovana metoda kultivace nafedéné probiotické kultury Vv tuhém médiu,
tj. metoda kultivacni, provadéna podle postupu uvedeného v kapitole 4.7.2. VV MRS agaru
bylo po 2-3 dnech kultivace pii teplot¢ 37 °C mozno pozorovat narostlé kolonie
probiotickych bakterii. Ptiklad takovych kolonii probiotickych bakterii B. bifidum a B. breve
je uveden na Obr. 7.

Obr. 7: Kolonie bakterii B. bifidum a B. breve v tuhych médiich
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Vzhledem k tomu, ze kultivacni metoda poskytuje pomérné piresné informace o poctu
viabilnich bun¢k probiotik ve vzorku, byl tento zpisob stanoveni aplikovan Vv dalSich
experimentech.

Z instrumentalnich metod byla pro optimalizaci zvolena metoda pritokové cytometrie
(flow cytometry — FC), ktera byla provadéna podle postupu uvedeného v kapitole 4.7.3. Jejim
zakladnim vystupem je informace 0 celkovém poctu bunék ve vzorku, popf. s rozliSenim
bun¢k prokaryotickych a eukaryotickych. Po vitadlnim barveni propidiumjodidem lze vSak
také stanovit viabilitu bun¢k diky méfeni fluorescencniho signalu. Jedna se 0 moderni,
rychlou a pfesnou metodu, ktera byla dale v této praci také pouzivana ke stanoveni poctu
a viability bun¢k.

Dalsi optimalizovanou instrumentalni technikou byla metoda spektrofotometrického
meéfeni zakalu, jejiz postup je uveden v Kkapitole 4.7.4. Tato technika je jednoduchym
arychlym zpisobem stanoveni poctu bunck, avSak oproti ostatnim metodam poskytuje
pomérné nepiesné hodnoty. Vysledkem je celkovy pocet zivych a mrtvych bunék, pfi¢emz na
zaklad¢ samotného spektrofotometrického stanoveni nelze usoudit, jaky podil pfipada na
bunky viabilni. Spektrofotometrické méteni zakalu bylo pro svou jednoduchost a rychlost
také aplikovano v nasledujicich experimentech, pfi¢emz pro ziskani poctu zivych bunék byly
pouzity hodnoty stanovené u danych vzorki metodou pritokové cytometrie.

Kalibra¢ni pfimky arovnice linearni regrese pro spektrofotometrické meéfeni zakalu,
tvofeného jednotlivymi kmeny probiotickych mikroorganismi, jsou znazornény na Obr. 8,
Obr. 9 a Obr. 10.
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Obr. 8: Kalibracni primka pro kmen bakterie L. acidophilus
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Obr. 9: Kalibracni primka pro kmen bakterie B. breve
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Obr. 10: Kalibracni primka pro kmen bakterie B. bifidum

Pro stanoveni poctu a viability probiotickych bakterii ve vzorcich V nésledujicich
experimentech byly vybrany celkem tfi metody:
1. metoda kultivacni;
2. metoda pratokové cytometrie S vitalnim barvenim propidiumjodidem;
3. metoda spektrofotometrického méfeni zakalu (S naslednym vyuzitim vysledku viability
a piip. podilu prokaryotickych bunék z metody pratokové cytometrie).
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5.2 Ruistové krivky pouzitych kment probiotik

Po zvoleni metod stanoveni cilovych parametrti byly naméteny rustové kiivky jednotlivych
kment probiotickych bakterii, a sice spektrofotometrickou metodou pomoci ELISA readeru
dle postupu uvedeného v kapitole 4.8. U kazdého kmene byl sledovan rist po inokulaci v 5%
a10% inokulacnim poméru za ucelem stanoveni doby trvani jednotlivych fazi pfii
experimentalnich podminkdch kultivace apro porovnani vlivu inokula¢niho poméru.
Vysledné hodnoty koncentraci biomasy ¢ v zavislosti na ¢ase t jsou vyneseny v grafech na
Obr. 11, Obr. 12 a Obr. 13, stéedni kvadratické chyby jsou znazornény chybovymi tise¢kami.
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Obr. 11: Riistové krivky probiotického kmene L. acidophilus (LA) v inokulacnich pomérech
5% (LA 5%) a 10% (LA 10%)
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Obr. 12: Riistové kiivky probiotického kmene B. breve (BR) v inokulacnich pomérech 5% (BR 5%)

a 10% (BR 10%)
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Obr. 13: Rustové krivky probiotického kmene B. bifidum (BI) v inokulacnich pomérech 5% (Bl 5%)
a 10% (Bl 10%)

Z grafu je zfejmé, ze ani U jednoho kmene nema inokulaéni pomér znatelny vliv na dobu
trvani jednotlivych fazi. Lze vSak pozorovat, Ze pfi niz§im inokulacnim poméru dochazi
u vSech kment Vv exponencialni fazi k rychlejSimu rastu. U kment Bifidobacterium spp. je
potom ve staciondrni fazi koncentrace biomasy U obou inokula¢nich poméri srovnatelna.
Naopak u kmene bakterie L. acidophilus je rychlost ristu koncentrace biomasy vyrazné vyssi
pii inokulaci v poméru 5 %. Je mozné, Ze piicina tohoto jevu spo¢iva v mikroareofilni povaze
pouzitého kmene L. acidophilus [62]. Do jamky mikrotitraéni desticky byl u testd s5%
inokula¢nimi poméry pipetovan 0 15 pl mensi objem nez U testd s poméry 10%, a tudiz pfi
niz§im poméru inokulace dochazelo k vy$Simu kontaktu kysliku s kulturou, coz mohlo
zpusobit vEtsi narist biomasy.

Pii porovnani Obr.11 sObr. 12 aObr. 13 je mozno zpozorovat, ze lag faze kmene
L. acidophilus je mnohem del$i, nez ukment Bifidobacterium spp. Také ostatni faze
rustovych kiivek maji u laktobacilu delsi prabéh oproti bifidobakteriim. VSechny tii kmeny se
dostavaji do stacionarni faze rastu jiz v prvnim dni kultivace.

S ohledem na skute¢nost, ze spektrofotometricka méfeni podavaji pouze informaci
o0 celkové koncentraci biomasy, anikoliv o viabilit¢ kultury, byla nasledné¢ provedena
kultivace jednotlivych kment v tekutém médiu a v urCitych bodech rastu byla sledovana
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viabilita kultury svyuzitim metody priatokové cytometrie podle postupu uvedeného
v kapitole 4.7.3. Také byla vybranymi metodami stanovena koncentrace biomasy. Stanoveni
probihalo v exponencialni fazi rastu L. acidophilus (po 11 h kultivace) a Bifidobacterium spp.
(po 5,5 h kultivace) a poté ve stacionarni fazi rustu vSech kmend (vzdy po 20 h kultivace).

Vysledné hodnoty shrnuji Tab. 11, Tab. 12 a Tab. 13.

Tab. 11: Koncentrace biomasy, stanovené spektrofotometrickym mérenim zdakalu

koncentrace biomasy ¢ [ml™]

L. acidophilus

B. breve

B. bifidum

exponencialni faze

(2,85 +0,21) - 10°

(1,29 + 0,05) - 10°

(1,15 + 0,07) - 10°

stacionarni faze

(5,98 + 0,27) - 10°

(2,63 +0,08) - 10°

(2,05 +0,10) - 10°

Tab. 12: Koncentrace viabilnich bunék, stanovené kultivacni metodou

koncentrace viabilnich bun¢k ¢ [CFU/mI]

L. acidophilus B. breve B. bifidum
exponencialni faze (4,82 + 0,65) - 10° (2,62 +0,13) - 10° (9,06 + 0,20) - 10°
stacionarni faze > 10° (6,10 + 0,54) - 10° > 10"

Tab. 13: Koncentrace a podil Zivych bunék, stanovené metodou priitokové cytometrie

L. acidophilus B. breve B. bifidum

expon. faze koncentrace Zivych bungk [ml '] 6,86 - 10° 2,82-10’ 1,24 - 10’
podil zivych bunék [%] 61,2 80,1 81,0

stacion. fize | koncentrace Zivych bungk [ml '] 2,47 - 10’ 6,15 - 10’ 6,57 - 10
podil Zivych bungk [%] 77,9 73,3 75,9

Z vysledkt vSech pouzitych metod vyplyva, ze dochazi k ristu bakterii, nebot’ vSechny
hodnoty namétené v exponencialni fazi jsou mensi neZ hodnoty naméfené ve fazi stacionarni.
Vsechny metody potvrdily nartst koncentrace biomasy v rdmci jednoho fadu (u kultivaéni
metody se nékteré vysledky nepodafilo pfesné kvantifikovat v disledku nedostate¢ného
zfedéni kultury). Tyto vysledky jsou ve shod€ s naméfenymi ristovymi kiivkami.

Z Tab. 12 a Tab. 13 navic vyplyva, ze dochazi také k rustu koncentrace viabilnich bun¢k,
pfi¢emz v porovnani s exponencidlni fazi bylo ve fazi stacionarni u v§ech kmeni stanoveno
vice zivych bun¢k. Podil Zivych bunék Vv kulturach ve staciondrni fazi byl u obou kment
Bifidobacterium spp. niz$i nez v exponencialni fazi, avSak ukmene L. acidophilus doslo
K nardstu tohoto podilu. Je mozné, ze u L. acidophilus dochazelo k masivnéjSim ztratam
viability bun¢k vlag fazi rastové kiivky, ¢imz se snizil celkovy podil zivych bunék
Vv exponencialni fazi, anasledné byl narGst koncentrace zivych bunck tak podstatny, ze
vysledny podil ve stacionarni fazi v ¢ase méteni byl vyssi nez ve fazi exponencialni. Navic
u bakterie L. acidophilus probéhlo meéfeni v pocatecni casti stacionarni faze, kdy jesté
nedochazi k takovému snizeni zivotaschopnosti kultury. Naopak u bifidobakterii byly
odebirany vzorky az v pokroCilém stddiu stacionarni faze, kdy uZ jsou ztraty viability
podstatnéjsi, a proto se projevily také na poklesu podilu zivych bun€k, jak lze pozorovat
v Tab. 13.
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5.3 Kultivace probiotickych bakterii v modelovych vzorcich piva

Jakmile byly naméfeny rustové kiivky, a tedy byly znamy doby trvani rastovych fazi, byla
provedena kultivace probiotik v modelovych vzorcich piva, v jejimz pribéhu se sledoval rust
jednotlivych kment probiotickych bakterii v MRS médiu s riiznymi koncentracemi ethanolu,
simulujicim alkoholové prostiedi realného piva. Tento experiment byl proveden s cilem
zhodnotit vliv ethanolu na rdstové charakteristiky pouzitych probiotik, nebot’ ethanol je
jednou ze zakladnich antimikrobialnich latek pfitomnych v pivu. Ristové kiivky probiotik
v modelovych vzorcich byly naméfeny spektrofotometricky pomoci ELISA readeru dle
postupu uvedeného v kapitole 4.9. U kazdého kmene byl sledovan rist po inokulaci v 5%
a 10% inokula¢nim poméru.

Na Obr. 14 a Obr. 15 je mozno vidét ptiklady grafickych znazornéni vyslednych hodnot
koncentraci biomasy C V zavislosti na Case t U vSech tfi modelovych vzorkti pro bakterie
L. acidophilus aB. breve v 5% inokulatnim poméru; stfedni kvadratické chyby jsou
znazornény chybovymi useckami. V legendach ke grafiim znaci Cisla pred lomitkem pomér
inokulace v procentech acisla za lomitkem koncentraci ethanolu v procentech. Vzhledem
k vysoké podobnosti vyslednych kiivek byly vybrany pouze tyto ptiklady, ostatni grafy uvadi
Ptiloha 1.

Vysledky vychazejici ze vSech naméfenych dat jsou shrnuty v Tab. 14, do které byly
vybrany hodnoty koncentraci biomasy € z nékolika vyzna¢nych ¢ast stanoveni. Nejprve je
vzdy uvedena hodnota na pocatku kultivace, tj. v ¢ase t =0, dale hodnota v exponencialni
fazi, tj. u laktobacilu v ¢ase t=13 h a u bifidobakterii v ¢ase t =8 h, ave stacionarni fazi,
tj. u laktobacilu v ¢ase t=20,5h au bifidobakterii v ¢ase t=15h. V tabulce jsou také
uvedeny stiedni kvadratické chyby Ac.
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Obr. 14: Riistové kiivky kmene L. acidophilus, kultivovaného v modelovych vzorcich pri riznych
koncentracich ethanolu (inokulacni pomér 5 %). V legendé znaci cisla pred lomitkem pomér inokulace

v procentech a cisla za lomitkem koncentraci ethanolu v procentech.
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Obr. 15: Riistové krivky kmene B. breve, kultivovaného v modelovych vzorcich pri riiznych

koncentracich ethanolu (inokulacni pomer 5 %). V legendé znaci cisla pred lomitkem pomeér inokulace
v procentech a cisla za lomitkem koncentraci ethanolu v procentech.

Tab. 14: Koncentrace biomasy ve v

ybranych casech ristovych kiivek

pomér koncentrace t=0 exponencialni faze stacionarni faze
inokulace ethanolu c ‘ Ac c ‘ Ac c ‘ Ac
[%] [% obj.] [10" mI™] [10" mI™] [10" mI™]
0 0,42 0,02 6,96 0,34 9,88 0,44
S 4 0,45 0,08 417 0,69 8,47 0,52
LA S 0,49 0,04 3,20 0,53 7,65 0,54
0 0,76 0,06 7,77 0,72 10,43 0,74
10 4 0,77 0,06 6,29 0,62 9,16 0,73
5 0,73 0,07 3,44 0,19 7,35 1,22
0 3,90 0,26 39,65 1,72 52,43 2,45
5 4 3,57 0,29 34,88 1,79 51,12 2,14
B8R 5 3,98 0,55 31,07 1,67 49,84 2,07
0 6,09 0,25 39,37 1,54 49,88 2,12
10 4 5,80 0,28 36,87 1,45 49,83 1,95
5 6,00 0,57 34,64 1,62 49,06 1,97
0 2,35 0,05 39,73 0,85 46,35 1,21
S 4 2,57 0,39 36,98 0,87 45,85 0,88
Bl S 2,60 0,46 35,77 1,22 45,39 1,04
0 4,30 0,09 39,19 0,85 43,70 1,03
10 4 3,80 0,10 36,32 0,61 43,59 0,73
S 3,96 0,18 35,12 0,73 43,25 0,73
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Z vysledkti uvedenych v Tab. 14 iz kiivek na Obr. 14 a Obr. 15 je patrné, ze ethanol
neinhibuje rast ani jednoho z pouzitych kmenii probiotickych bakterii. Koncentrace etanolu
ma pouze maly Vvliv na vyslednou koncentraci biomasy; konkrétné lze fici, Ze s rostouci
koncentraci ethanolu klesa koncentrace bun¢k probiotik. Naptiklad pouzity kmen bakterie
B. breve po inokulaci v 5% poméru dosahoval ve stacionarni fazi v dob&é méfeni koncentrace
(5,24 +0,25)-10° mI™' v médiu neobsahujicim ethanol, (5,11+0,21)-10°ml™" pii 4%
koncentraci ethanolu; (4,98 +0,21) - 108 mI™' pii 5% koncentraci ethanolu. Toto zjisténi je
v souladu se skuteCnosti, Ze probiotika rodt Lactobacillus i Bifidobacterium jsou obecné
ethanol-tolerantni mikroorganismy. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) ethanolu se
uriznych kmend laktobacili pohybuje vrozmezi 6-20% aminimdlni baktericidni
koncentrace (MBC) v rozmezi 6-25 % [38].

Pii porovnani jednotlivych kiivek v ramci Obr. 11 a Obr. 12, ale také pti porovnani
Obr. 11 s Obr. 14 aObr. 12 s Obr. 15 je ziejmé, ze pritomnost ethanolu neovlivituje doby
trvani lag faze ¢i ostatnich fazi ristové kiivky.

Také bylo zjisténo, ze ani v tomto experimentu nemé¢l pomér inokulace vyznamny vliv na
vysledné hodnoty koncentraci biomasy.

Z hlediska problematiky piipravy piva obohaceného probiotiky je mozné tvrdit, ze
samotny ethanol, ktery je produktem kvaseni, nebude mit negativni vliv na viabilitu probiotik.
Koncentrace ethanolu v béznych druzich piva (stolniho, vycepniho, plného ¢i lezaku) se totiz
pohybuji povétsinou do 5-6 %.

5.4 Kultivace probiotickych bakterii v realnych vzorcich piva

V navaznosti na kultivaci probiotik v modelovych vzorcich bylo provedeno nékolik
experimentll, jejichZ podstatou byla kultivace pouZitych kmenil v realném pivu. Byl studovan
rist jednotlivych kment probiotickych bakterii véetné jejich smési v prostiedi realnych
vzorku piva, jejichz vycet a specifikace jsou uvedeny v Tab. 8. Byly vybrany vzorky riznych
druhtli piv od riznych vyrobcii, aby byl zhodnocen vliv technologie vyroby piva na rlstové
charakteristiky probiotik.

5.4.1 Kultivace na mikrotitra¢nich desti¢kach

Podobn¢ jako uminulych experimenti byla provedena nejprve kultivace pii 37 °C na
mikrotitracnich destiCkach, kdy byly naméfeny rastové kiivky probiotik v redlnych vzorcich
metodou spektrofotometrického méfeni zakalu pomoci ELISA readeru dle postupu uvedeného
v kapitole 4.10.1. Pro kazdy kmen byl u vSech realnych vzorki sledovan rist po inokulaci
v 5% a 10% inokula¢nim pom¢éru.

Nejdtive byla testovana inokulace piva jednotlivymi kmeny probiotik ve stacionarni fazi
rastu, tj. u vSech kmenti po 20 h kultivace inokula, tzn. stejnym zptsobem, jako byly méfeny
rastové kiivky v médiu i v modelovych vzorcich. Na Obr. 16 je znazornén ptiklad grafu
vyslednych hodnot koncentraci biomasy € Vv zavislosti na Case t pro bakterii L. acidophilus
V 5% inokula¢nim pomeéru ve vSech pouzitych vzorcich piv po inokulaci ve stacionarni fazi.
Stiedni kvadratické chyby v podobé chybovych tseéek nejsou pro vétsi piehlednost do grafu
vyneseny; relativni chyby se u vétsiny méfeni pohybovaly do 15 %. V legendé¢ ke grafu znaci
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Cisla pfed lomitkem pomér inokulace v procentech a zkratky za lomitkem pouzity realny
vzorek piva (pouziti zkratek dle Tab. 8).
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Obr. 16: Riistové krivky kmene L. acidophilus, kultivovaného v redlnych vzorcich piv po inokulaci
Ve stacionarni fazi (inokulacni pomeér 5 %). V legendé znaci cisla pred lomitkem pomer inokulace
v procentech a zkratky za lomitkem pouzity redlny vzorek piva (pouziti zkratek dile Tab. 8).

Vzhledem k vysokému mnozstvi dat byly vybrany pouze tyto piiklady ristovych kiivek.
Graficka zndzornéni ristu vSech kmenid probiotik v redlnych vzorcich piva pii obou
inokulaénich pomérech uvadi Prtiloha 2. Ristové kiivky pro jednotlivé druhy piv jsou si
z hlediska prubéhu velmi podobné, nezavisle na pouzitém kmenu probiotika. Rozdily existuji
spiSe pravé mezi pouzitymi druhy piv, kdy unéckterych vzorkii byla vyslednd tendence
v koncentraci biomasy klesajici, zatimco u jinych nedochazelo k rastu ani poklesu hodnot.
Pro prezentaci vysledk vychazejicich ze vSech naméfenych dat bylo provedeno shrnuti
v Tab. 15, do které byly vybrany hodnoty koncentraci biomasy ¢ z nékolika riznych cast
stanoveni.
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Tab. 15: Koncentrace biomasy ve vybranych casech riistovych kiivek pri kultivaci jednotlivych kmenii probiotik v redalnych vzorcich piv (staciondrni faze)

vzorek | . pomer A 5R i
oiva | iokulace | =0 | t=6h | t=12h [t=185h| t=0 [ t=6h | t=12h [t=185h| t=0 | t=6h | t=12h [t=185h
[%] ¢ [10°mI™"] c[10" mI™"] c[10" mI™"]
o 5 5,67 5,23 4,96 - 3,63 3,62 3,51 - 2,24 1,86 1,75 -
10 10,79 | 9,92 9,40 - 6,59 6,09 5,70 - 3,35 2,74 2,74 -
. 5 3,24 3,35 3,19 - 2,03 1,86 1,71 - 1,52 1,33 1,25 -
10 6,43 6,38 6,02 - 4,36 3,88 3,78 - 3,38 2,59 2,44 -
5 5 3,38 3,71 3,68 - 3,19 3,63 3,67 - 1,53 1,37 1,32 -
10 6,51 6,84 6,73 - 2,56 3,04 3,12 - 3,68 3,14 2,93 -
s12 5 9,10 8,67 - 6,89 7,93 6,48 - 4,01 8,80 6,59 - 3,95
10 21,89 | 1871 = 1542 | 1517 | 12,90 = 843 | 1555 | 11,68 = 7,55
s10 5 9,84 8,65 - 6,93 8,97 7,56 - 5,14 9,58 7,31 - 5,53
10 18,09 | 19,63 = 1574 | 1721 | 14,30 = 1064 | 1669 | 13,03 = 9,93
SN 5 11,39 | 10,07 - 898 | 1042 | 926 - 8,69 7,89 6,63 - 5,85
10 20,95 | 2048 - 1898 | 1671 | 14,43 - 1310 | 16,84 | 12,94 - 10,31
81 5 3,57 3,30 3,30 - 2,24 2,20 2,07 - 1,66 1,52 1,46 -
10 7,33 6,27 5,67 - 2,75 2,53 2,37 - 3,76 3,36 3,30 -
810 5 3,60 3,60 3,57 - 2,10 2,40 2,50 - 1,79 1,48 1,48 -
10 7,63 7,43 7,22 - 3,06 3,02 3,04 - 3,32 2,61 2,56 -
aN 5 9,16 8,12 - 6,98 6,82 8,08 - 7,61 7,28 7,29 - 6,65
10 20,4 | 21,38 - 19,06 | 1489 | 1531 - 1442 | 1539 | 14,37 - 13,51

Zkratky realnych vzorkt piv jsou pouzity dle Tab. 8. U nékolika vzorka v Tab. 15 nejsou uvedeny hodnoty, nebot’ dané vzorky nebyly ve
vybranych ¢asech proméfeny. Divodem bylo v nékterych piipadech pied¢asné ukonéeni kultivace kvili ustdlenym hodnotam absorbanci, jindy

chyba pfistroje, v jejimz dusledku nebyla ukladana data, a tudiz vysledky nejsou k dispozici.

Prestoze byly u vSech hodnot vypocteny také stiedni kvadratické chyby, nejsou pro vétsi piehlednost v Tab. 15 uvedeny. Relativni chyba
byla u vétsiny vysledki nejvyse 15 %.
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Dle grafu na Obr. 16 ana zaklad¢ porovnani hodnot koncentraci bunék jednotlivych
kment v Tab. 15 lze usoudit, Ze ve zkoumanych realnych vzorcich piv nedochazi v celkové
bilanci k vyznamnému nartistu biomasy zadného z pouzitych kmend. Vysledna data naopak
ukazuji ve vétSin€ pripadtt mirny pokles koncentraci biomasy. Tento jev je mozné vysvétlit
lyzi bakteridlnich bun¢k, které ztratily zivotaschopnost.

V Tab. 15 jsou zlut¢ podbarveny vysedky koncentraci bunék téch kment, které
vykazovaly alesponi mirny nardst biomasy v danych vzorcich piv. Jedna se o kmeny
L. acidophilus a B. breve ve vzorcich Birell pfi obou inokula¢nich pomérech a dale o B. breve
také ve vzorcich Bernard Desitka a Bernard s ¢istou hlavou Free pii inokulaci v poméru 5 %.

Nutno vsak stale brat v avahu, ze z vysledka spektrofotometrické metody nelze usuzovat
0 pfesné viabilit¢ bun¢k, ponévadz je pravdépodobné, Ze v daném case obsahuje kultura
kromé& viabilnich bun€k také mrtvé bunky probiotik, u kterych nedoslo k lyzi, atyto také
prispivaji k vysledné absorbanci suspenze. Navic po lyzi bunky se do prostfedi uvolnuji
bunééné komponenty, které mohou meénit absorpéni vlastnosti prostiedi, tudiz na zdkladé
tohoto nelze urcit konkrétni hodnoty koncentraci viabilnich buné¢k v kultufe.

Vzhledem K zjisténi, ze pii provedeném postupu nedochazelo ve vétSingé piipadd
K podstatnéjsimu nardstu biomasy, byl experiment opakovan s rozdilem, Ze inokulace piva
probihala v exponencialni fazi ristu probiotickych bakterii (na zakladé¢ diive naméfenych
rastovych kiivek). Na Obr. 17 je znazornén ptiklad grafu vyslednych hodnot koncentraci
biomasy ¢ v zavislosti na ¢ase t pro bakterii L. acidophilus v 5% inokula¢nim poméru ve
vSech pouzitych vzorcich piv pii inokulaci v exponencialni fazi. Do grafu opét nejsou
vyneseny chybové usecky; relativni chyby se u vétSiny méfeni pohybovaly do 15 %.
V legendé ke grafu znaci ¢isla pied lomitkem pomér inokulace v procentech a zkratky za
lomitkem pouzity redlny vzorek piva.
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Obr. 17: Rustové kiivky kmene L. acidophilus, kultivovaného v redlnych vzorcich piv po
inokulaci v exponencialni fazi (inokulacni pomeér 5 %). V legendé ke grafu znaci cisla pred
lomitkem pomér inokulace v procentech a zkratky za lomitkem pouzity redlny vzorek piva.
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Tab. 16: Koncentrace biomasy ve vybranych casech riistovych kiivek pri kultivaci jednotlivych kmenit probiotik v redalnych vzorcich piv (exponencidlni fize)

pomér LA BR BI
vzorek | okulace | t=0 [ t=6h [t=12h [t=185h| t=0 [ t=6h [t=12h [t=185h| t=0 | t=6h | t=12h [t=185h

piva [%] C[10° mI' ] C[10° ml' ] c [0 mi ]

o 5 6,87 6,51 5,97 5,86 9,35 4,68 3,93 4,04 2,49 2,27 2,10 2,02

10 1580 | 17,37 | 1628 | 1560 | 16,05 | 14,14 | 1158 | 1095 | 5,43 477 433 4,06

. 5 6,38 6,27 5,89 5,78 5,21 5,21 478 4,46 3,23 2,65 2,45 2,24

10 1540 | 17,25 | 16,73 | 1591 | 1302 | 1376 | 11,85 | 11,05 | 6,66 5,47 5,08 478

5 5 5,94 7,22 7,04 6,92 4,89 7,33 6,80 7,01 3,02 2,94 2,92 2,89

10 1390 | 16,16 | 1597 | 1553 | 1275 | 12,33 | 9,67 0,46 6,17 5,60 5,35 5,21

S12 5 6,35 5,78 4,85 4,01 5,63 5,31 4,36 4,04 3,04 2,33 1,80 1,51

10 13,73 | 16,35 | 1406 | 12,0 | 1371 | 1275 | 10,73 | 10,36 | 6,01 4,86 3,83 3,45

s10 5 6,29 6,40 5,31 4,63 5,53 6,06 478 478 3,68 3,18 2,57 2,38

10 1477 | 1352 | 1313 | 1300 | 1902 | 1615 | 11,90 | 1052 | 7,38 4,74 4,07 3,82

oN 5 9,17 7,78 7,66 7,21 10,36 | 9,09 8,93 8,08 3,32 2,99 3,02 3,02

10 1713 | 1642 | 1627 | 1533 | 20,88 | 1461 | 1286 | 1238 | 7,30 6,02 5,48 5,11

51 5 7,06 8,52 8,68 8,73 7,23 6,70 6,59 6,27 3,33 2,67 2,51 2,38

10 1521 | 16,02 | 1501 | 1444 | 1647 | 1530 | 1445 | 1360 | 6,85 5,81 5,50 5,30

510 5 6,46 7,82 7,90 7,85 7,44 8,40 7,86 7,55 3,56 3,29 3,10 2,97

10 16,13 | 1805 | 17,67 | 1688 | 1796 | 1743 | 1541 | 1499 | 6,85 5,81 5,50 5,30

aN 5 8,96 8,72 8,04 7,17 1169 | 744 7,01 7,01 4,00 3,57 3,40 3,23

10 1755 | 1820 | 1758 | 1651 | 21,36 | 11,05 | 9,46 9,35 7,33 6,05 5,07 4,41

Zkratky realnych vzorka piv jsou pouzity dle Tab. 8.
V Tab. 17 nejsou pro vétsi piechlednost uvedeny stiedni kvadratické chyby hodnot. Relativni chyba byla u vétSiny vysledki nejvyse 35 %.
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Dalsi grafy rastovych kiivek vSech kmenti probiotik pro oba inokula¢ni poméry uvadi
Ptiloha 2. V naprosté vétsing piipadi 1ze v kiivkach pozorovat klesajici tendenci koncentrace
biomasy. Casto vyskytujicim se jevem je vzrist hodnot v prvnich 5 hodinach kultivace, nadez
nasleduje pozvolnéjsi klesani az pod vychozi hodnotu koncentrace bunck. Klesani
koncentraci biomasy lze vysvétlit jiz zminénou lyzi bunék. Prub¢h kiivek vSak nelze zobecnit
na jednotlivé druhy piva, pouzité kmeny probiotik, ani poméry inokulace.

Pro prezentaci vysledkli vychdzejicich ze vSech naméfenych dat bylo provedeno shrnuti
v Tab. 16, do které byly vybrany hodnoty koncentraci biomasy ¢ z nékolika riznych cast
stanoveni. Zlutd jsou zde podbarveny vysedky koncentraci bundk téch kmend, které
vykazovaly alesponn mirny nartst biomasy v danych vzorcich piv. U kmene L. acidophilus
dochazelo k nartistu koncentraci ve vzorcich Birell a Bernard Desitka (pfi obou inokula¢nich
pomérech), pii inokulaci v poméru 10 % také ve vzorku Radegast a pfi inokulaci 5 % ve
vzorku Bernard Dvanactka. U kmene B. breve byl pii 5% inokulaénim poméru zaznamenan
narast koncentraci ve vzorcich Birell a Bernard Desitka. Lze konstatovat, Ze inokulace
Vv exponencialni fazi ristu pouzitych probiotickych bakterii poskytuje lepsi vysledky.

Z celkového posouzeni vysledkti provedenych experimentd, tzn.z grafi na Obr. 16
aObr. 17 izhodnot v Tab.15 aTab.16, vyplyva, Ze ve ve&tsiné realnych vzorkd piv
nedochézi k podstatnéjSimu ristu pouzitych kment probiotickych bakterii. Divodem miize
byt vysoky obsah a-hotkych kyselin v pivu, nebot’ tyto latky jsou antimikrobidlné¢ ucinné
apro pivo maji vyznam nejen senzoricky, ale pravé ikonzervacni, tj. pusobi zde proti
pripadné kontaminaci. VSechna pouzitd piva se fadi ke spodné¢ kvasenym pivim plzeniského
(¢eského) typu, U kterych byva obsah hotkych latek z chmele pomérné vysoky [59]. Jinym
moznym vysvétlenim mize byt nedostatecny obsah pro bakterie esencidlnich v prostiedi piva.
Je totiz znamo, ze probiotické bakterie jsou mikroorganismy pomérné ndroné na sloZeni
kultivacniho média [7].

Na druhou stranu je pozitivnim zji$ténim, Ze i pfes jistou miru sniZeni viability nedochézi
k Gplné lyze vSech pritomnych bunék probiotik. Je tedy pravdépodobné, Ze urcity podil
viabilnich probiotickych bakterii v pivu zistdva. Podle vysledk téchto experimentt
s pouzitim spektrofotometrického stanoveni se jako odolngjsi (alespon kratkodobg) jevi
kmeny L. acidophilus a B. breve. Nejvétsi narst koncentraci biomasy byl zaznamenan pfi
kultivaci kmene L. acidophilus v nealkoholickém pivu Birell pii inokulaci v poméru 10 %
Vv exponencidlni fazi rstu inokula. V tomto ptipadé doslo ve sledovaném case ke zvySeni
koncentrace z paivodni hodnoty (1,39 + 0,09) - 10" ml™! na (1,55 + 0,07) - 10’ ml .

5.4.2 Kultivace v plastovych zkumavkach po dobu 1 tydne

Se stejnymi realnymi vzorky piv byla nasledn¢ provedena experimentalni kultivace v 50ml
plastovych zkumavkach s cilem urcit dlouhodobou stabilitu probiotik v pivu, tedy jaky podil
bun¢k zaockovanych probiotickych bakterii bude pfipadat na bunky viabilni po 1 tydnu
ponechani piva obohaceného probiotiky pii teploté 8 °C. Nizka teplota kultivace byla zvolena
pro simulaci uchovavani piva v chladu. Ke stanoveni koncentraci zivych bun¢k probiotik bylo
pouzito nékolik vybranych metod (viz kap. 5.1). U vSech vzorku byly také na pocatku i na
konci kultivace zméfeny hodnoty pH, aby se posoudila mira okyseleni piva kyselinou
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mlécnou, vznikajici jako produkt metabolismu probiotickych bakterii. Pro kontrolu byl
u vSech piv proveden také paralelni experiment bez inokulace probiotiky.

Kultivacni metodou nebyly v nenaockovanych realnych vzorcich piv stanoveny zadné
probiotické bakterie v ¢ase t = 0 ani po tydenni kultivaci v ¢ase t = 7 dni. Na Petriho miskach
se nevyskytovaly Zzadné kolonie anaerobnich mikroorganismt S charakteristikami kolonii
probiotik. Metodou spektrofotometrického méfeni zakalu byly v ¢asech t=0 at=7 dni
naméfeny pouze velmi nizké hodnoty absorbanci, konkrétné mensi nez 0,005, coz odpovida
koncentracim biomasy fadové v 10°ml™? vpipads laktobacili a10°ml™ v piipads
bifidobakterii, p¥ip. 10° mlI™ pii pouziti McFarlandovy zékalové stupnice. Tyto naméfené
vysledky je ovSem nutno piisoudit spiSe absorpci necistot, které se nepodafilo odstranit pii
promyvani mezi odstfed'ovanim v provadéném postupu. Za pouziti metody prutokové
cytometrie byly pii fedéni 10x stanoveny u vSech vzorkd hodnoty mensi nez 5 events/ul, coz
odpovida koncentracim do 5 - 10* mI™2.

Nejprve byl proveden experiment s jednotlivymi kmeny probiotickych bakterii.
Koncentrace zivych bunék probiotik ¢ pii inokulaci, tj. v ¢ase t = 0, byly stanoveny kultiva¢ni
metodou a jsou uvedeny v Tab. 17. Po 7 dnech kultivace bylo provedeno opét stanoveni
kultivaéni metodou, jehoz vysledky jsou také v Tab.17, adale stanoveni metodami
spektrofotometrického méfeni zakalu a pratokové cytometrie, jejichz vysledky shrnuje
Tab. 18.

Vsechny vysledky koncentrace Zivych bunék se pohybuji minimalné o fad vySe, nez
koncentrace stanovené piisluSnymi metodami U kontrolnich vzorkti. Na zaklad¢ kultivacni
metody lze konstatovat, Zze dochéazelo k poklesu viability bun€k probiotik ve vSech vzorcich
u vSech pouzitych kmend. Nejmensi pokles byl zaznamenan u bakterie B. bifidum, u niz byly
vysledné koncentrace po tydenni kultivaci maximalné¢ o0fad niz$i oproti pocatecnim
hodnotam. Napftiklad v redlném vzorku Pilsner Urquell doSlo u zminéného kmene pouze ke
snizeni koncentrace z hodnoty (2,62 + 0,59)-10" CFU/ml na (2,43 +0,49)- 10’ CFU/ml.
U kment L. acidophilus aB. breve vsak bylo snizeni viability mnohem podstatné;si,
v nékterych piipadech o tii az Ctyfi fady. Koncentrace laktobacili po tydenni kultivaci
v realném vzorku Birell klesla z (4,30 +1,84) - 10° CFU/ml na (1,80 +0,14) - 10° CFU/m.
Odlisné vysledky byly ziskany paralelné provadénymi metodami, U nichZ byla koncentrace
viabilnich bun€k po tydenni kultivaci ve vétsing piipadl také niz8i nez pocatecni hodnota
(stanovend kultivacni metodou), avSak ani U jedné z téchto metod nebyl pozorovan takovy
pokles viability jako u metody kultivaéni. Nejvétsi spravnost vysledk je vsak predpokladana
u kultivacni metody, ktera totiz umoziuje nejvice selektivni stanoveni probiotickych bakterii.
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Tab. 17: Koncentrace viabilnich bunék na pocatku a na konci tydenni kultivace jednotlivych probiotickych kmenii v redlnych vzorcich piv (kultivacni metoda)

LA BR BI
t=0 t=7 dni t=0 t=7 dni t=0 t =7 dni

c ‘ AC c ‘ Ac c ‘ Ac o ‘ Ac c ‘ Ac C ‘ Ac

[10° CFU/mI] [CFU/mI] [10° CFU/mI] [CFU/mI] [10" CFU/mI] [10" CFU/mI]
P 2,85 0,78 2,45-10° | 0,21-10° 8,30 0,42 2,80-10* | 0,14- 10" 2,62 0,59 2,43 0,49
R 3,00 0,85 <10° - 11,20 1,70 <10° — 2,50 0,20 1,77 0,55
B 4,30 1,84 1,80-10° | 0,14-10° 8,90 0,28 <10® - 2,44 0,17 1,88 0,17
S12 2,25 0,64 <10° - 7,60 1,41 7,33-10* | 2,68-10* 2,90 0,08 1,52 0,06
S10 2,65 0,78 <10° - 16,20 481 4,45-10* | 0,21-10* 2,28 0,11 1,13 0,47
SN 3,30 0,71 <10° — 6,80 3,68 <10® — 2,52 0,91 0,17 0,06
B12 2,60 0,57 <10° - 9,10 0,71 <10° - 1,88 0,85 0,54 0,03
B10 0,30 0,28 <10° - 6,70 0,42 <10° - 2,22 0,48 0,97 0,01
BN 0,25 0,07 <10° - 8,30 4,10 <10° - 5,80 1,92 2,37 0,33

U vysledkt koncentraci viabilnich bun¢k ¢ z kultivacni metody byly také urceny stfedni kvadratické chyby Ac, jejichz hodnoty jsou také
uvedeny v Tab. 17.
Zkratky realnych vzorki piv jsou pouzity dle Tab. 8.
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Tab. 18: Koncentrace viabilnich bunék na konci tydenni kultivace jednotlivych probiotickych kmenii v redlnych vzorcich piv (metody priitokové cytometrie

a spektrofotometrického meéreni zdkalu)

LA BR BI

FC spektrofotometrie FC spektrofotometrie FC spektrofotometrie

podil podil podil
zivych c c Ac zivych c c Ac zivych c c Ac

bunck bun¢k bunck

[%] [10° mI™] [10° mI™] [%] [10°mI™] [10°mI™] [%] [10° mI™"] [10° mI™"]

P 43,1 1,5 2,71 0,16 36,4 1,71 1,59 0,04 13,7 3,63 3,37 0,13
R 56,3 3,8 4,25 0,21 37,7 0,66 8,00 0,14 16,0 3,24 4,23 0,18
B 61,0 1,2 6,83 0,34 39,0 0,60 6,38 0,11 11,9 3,79 3,38 0,13
S12 47,4 1,5 8,71 0,44 37,7 0,61 6,03 0,10 19,2 3,59 5,30 0,23
S10 48,0 5,6 4,47 0,19 11,0 7,04 2,31 0,04 16,8 7,08 9,44 0,38
SN 60,9 51 7,38 0,34 39,8 0,35 8,11 0,14 15,1 3,28 5,24 0,21
B12 31,2 2,9 6,28 0,28 27,0 0,80 6,63 0,11 11,6 4,07 2,99 0,12
B10 41,0 51 21,39 0,94 34,2 1,10 7,07 0,17 36,3 3,57 9,46 0,38
BN 24,4 2,3 16,39 0,76 24,7 0,26 6,33 0,18 27,8 0,77 6,09 0,24

uréeny stiedni kvadratické chyby Ac, jejichz hodnoty jsou také uvedeny v Tab. 18.

Zkratky realnych vzorkd piv jsou pouzity dle Tab. 8.
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Vysledkem experimentu je tedy zjisténi, ze v pribchu tydenni kultivace pouzitych kmenti
probiotickych bakterii v chladu dochazi vétSinou K podstatnému snizeni koncentrace zivych
bun¢k. Tento pozorovany jev je v souladu s vysledky ziskanymi kultivaci na mikrotitra¢nich
destickach. Diivodem k poklesu viability probiotik mize byt jiz zminény vysoky obsah
a-hotkych kyselin v pouzitych realnych vzorcich nebo obecné nevyhovujici sloZzeni prostiedi
piv. Vliv na viabilitu bun€¢k by mohla byt také nizkd teplota kultivace, nebot’ optimalni
ristova teplota vSech pouzitych druht bakterii se pohybuje kolem 40 °C [7]. OvSem vzhledem
k tomu, Ze rust probiotik neprobihal pii pfedchozich experimentech na mikrotitratnich
destickach ani pfi teplot¢ 37 °C, nezda se, ze by teplota byla hlavnim divodem
k pozorovanému poklesu viability u kultur.

Prestoze k poklesu koncentraci viabilnich bunék dochazi podle kultivaéni metody ve
vSech pripadech, celkové snizeni viability se li§i podle pouzitého kmene. Z vysledki
stanovenych kultivaéni metodou se zda byt nejodolnéjsim kmenem B. bifidum, u kterého bylo
sniZeni koncentrace bun€k nejméné vyrazné.

V Tab. 19 jsou uvedeny naméfené hodnoty pH vSech vzorkd na pocatku ana konci
kultivace. Zkratky realnych vzorka piv jsou pouzity dle Tab. 8. Je patrné, Ze téméf ve vSech
ptipadech doslo k poklesu pH. U kontrolnich (neo¢kovanych) vzorku je tento pokles
zanedbatelny, zatimco v piipad¢ vzorkl s probiotiky se jedna 0 poné¢kud vyraznéjsi snizeni. Je
to zpisobeno metabolickou aktivitou probiotickych bakterii, které produkuji kyselinu
mlécnou v rdmci svého fermenta¢niho metabolismu. Nejznatelnéji bylo zaznamenano snizeni
u B. bifidum, kdy pH pokleslo v nékterych ptipadech az 0 0,14. Tato skute¢nost potvrzuje
vysledky kultivacni metody, kdy u tohoto kmene byly na konci kultivace nejvyssi hodnoty
koncentrace viabilnich bunék. Celkové lze piedpokladat, ze pokud by tak silné neklesala
viabilita kultury nebo kdyby dochazelo k ristu biomasy, byl by pokles pH vyznamng;jsi.

Tab. 19: Zména pH vzorkii pri tydenni kultivaci jednotlivych kmenii probiotik

t=0 t =7 dni
neockovano LA BR BI
P 4,66 4,63 4,55 4,55 4,52
R 4,74 4,72 4,70 4,69 4,67
B 4,72 4,69 4,69 4,62 4,61
S12 4,58 4,59 4,55 4,58 4,50
S10 4,57 4,56 4,54 4,54 4,50
SN 4,15 4,13 4,11 4,08 4,06
B12 4,47 4,47 4,43 4,43 4,42
B10 4,43 4,42 4,39 4,38 4,33
BN 4,89 4,89 4,89 4,85 4,77

Na zdkladé¢ dosazenych vysledk studia kultivace jednotlivych kmend Vv redlnych
vzorcich piva bylo ke kultivaci smési vybrano pivo Pilsner Urquell, nebot’ pii jeho pouziti
dochazelo v piedeslém experimentu k poklesu viability u kultury probiotik v nejmensi mife.
Podminky kultivace byly shodné s podminkami u kultivace jednotlivych kment. Vysledné
hodnoty koncentraci viabilnich bun¢k probiotik ¢ (a u nékterych vysledkt také stfedni
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kvadratické chyby Ac) z experimentu tydenni kultivace smési kmenti probiotickych bakterii
v realnych vzorcich jsou uvedeny v Tab.20. Vzorky smési probiotik jsou oznaceny
pismennymi zkratkami, v nichz ,I“ zna¢i B. bifidum, ,,R“ znaci B.breve a,L“ znaci
L. acidophilus. Ke kazdému vzorku je také uvedena koncentrace znaménkem nerovnosti, kdy
> zna¢i koncentrovanéjsi kulturu a ,,<“ kulturu 1 000x ztedénou (viz kap. 4.10.4).

Tab. 20: Koncentrace viabilnich bunek na konci tydenni kultivace smési probiotickych kmenii

V redlnych vzorcich piv

t=0 t =7 dni
kultivace kultivace FC spektrofotometrie
podil
c Ac c Ac zivych 1 1 .
[CFU/mI] | [cFU/mI] | [cFu/mI] | [cFuimI] | bunek | CLMITT | cImT] | AcmiT]
[%]

IR> | 3,56-10° | 0,06-10° | 2,14-10° | 0,02-10° | 65,35 |9,33-10°|6,05-10° | 2,02 10°

IL> | 2,35-10" | 0,21-10" | 353-10° | 0,05-10° | 68,16 |5,35-10°|5,20-10°| 4,64 - 10°

RL> | 1,75-10" | 0,07-10" | 404-10° | 0,03-10° | 69,17 |3.35-10°|4,32-10°| 3,89 10°

IRL> | 1,80-10" | 0,14-10" | 312-10° | 0,06-10° | 67,65 |4,65-10°|8,25-10°| 7,51 10°

IR< | 2,06-10° | 0,31-10° | 1.90-10° | 0,14-10° | 89,51 |1,51-10°|1,35-10°| 2,23 10°

IL< | 2,10-10* | 0,42-10* | 335-10° | 0,07-10° | 89,22 |3.35-10°|7,35-10°| 1,14-10°

RL< | 2,15-10" | 0,07-10" | 465-10° | 0,21-10° | 87,65 |525-10°|8,32-10° | 2,10 10°

IRL< | 1,35-10" | 0,21-10* | 480-10° | 0,14-10° | 83,55 |7,32-10°|5,25-10°| 5,14 10°

Vysledky kultivaéni metody udavaji mirny pokles hodnot koncentraci viabilnich bunék
u vSech vzorkd. Dle kultivaéniho stanoveni doslo u vzorkii IR v obou fedénich ke snizeni
koncentraci pouze v ramci jednoho tadu, tj. napi.u vzorku ,,IR <* se koncentrace sniZila
z po&ate¢ni hodnoty (2,06 +0,31) - 10° CFU/ml na (1,90 + 0,14) - 10° CFU/mI. U ostatnich
vzorkli byl zaznamenan pokles koncentraci vzdy 0 jeden ftad, tj.napft.u vzorku ,IL >
z hodnoty (2,35+ 0,21) - 10’ CFU/ml na (3,53 +0,05)-10° CFU/mI. Také podle metody
prutokové cytometrie byly vysledné koncentrace v nékterych piipadech nizsi nez koncentrace
koncentrace zvySené. Podobné je tomu také ve vétSing ptipadu u metody spektrofotometrické.
Je pravdépodobné, ze k témto vys§im hodnotam ptispivaji kromé probiotickych bakterii i jiné
mikroorganismy, popf. jiné Castice, které v danych metodach poskytuji odezvu. Mimoto lze
vzorkll niz§i nez U koncentrovangjSich vzorkt, dle kultivaéni metody o tfi fady, dle zbylych
dvou metod 0 jeden tad. Piestoze vSak dochazelo ke snizeni viability, byla u vSech vzorkd po
tydenni kultivaci stanovena pomérné vysoka koncentrace viabilnich bunék.

Ve vSech vzorcich piv s probiotickymi kulturami byl zaznamenan pokles hodnot pH
00,06-0,07, coz je srovnatelné s vysledky kultivace jednotlivych kmenl, uvedenymi
v Tab. 19.

Porovnanim vysledku kultivace smési kment (Tab. 17) s vysledky kultivace kment
jednotlivych (Tab. 20) lze zkonstatovat, ze smési kmenl probiotik vykazuji pfi tydenni
kultivaci v pivu vyssi miru pfeziti nez kmeny jednotlivé. Je mozné, ze mezi bakterialnimi
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kmeny existuje urcity mechanismus synergistického plsobeni, aproto je vysledna ztrita
viability smésnych kultur nizsi nez u kultur samostatnych kmenii. To potvrzuje také metoda
pritokové cytometrie, pomoci které byly pii kultivaci smési probiotik naméfeny vyssi podily
zivych bun€k nez pii kultivaci jednotlivych kment (pro srovnani viz Tab. 18 a Tab. 20).
Naptiklad pii kultivaci Vv redlném vzorku piva Pilsner Urquell byla u samostatného kmene
B. bifidum naméfena hodnota 13,7 % a usamostatného kmene B. breve 36,4 %, avSak
u vzorku ,,IR >, resp. ,,IR <, obsahujicich smés zminénych kmeni, bylo stanoveno 65,35 %,
resp. 89,51 % zivych bun¢k.

5.4.3 Kultivace v plastovych zkumavkach po dobu 9 tydnu

Vzhledem Kk zjisténé skuteCnosti, ze ve smésich kment probiotickych bakterii dochézi
K men$imu poklesu viability bunék, byla uvzorkii smési probiotik provedena také
dlouhodobéjsi kultivace v realném vzorku Pilsner Urquell po dobu 9 tydnii za stejnych
podminek jako v pfedchozim experimentu. Byla také provedena kultivace kontrolniho
(neockovaného) vzorku piva.

Vysledky kultivace kontrolniho vzorku byly podobné jako u ptedchoziho experimentu
tydenni kultivace (viz kap. 5.4.2).

Vysledné hodnoty koncentraci viabilnich bunék probiotik ¢ (a u n€kterych vysledka také
stiedni kvadratické chyby Ac) z experimentu 9tydenni kultivace smési kment probiotickych
bakterii v realnych vzorcich jsou uvedeny v Tab. 21. Vzorky smési probiotik jsou oznaceny
stejné jako v pfedchozim experimentu (viz kap. 5.4.2).

Tab. 21: Koncentrace viabilnich bunék na konci 9tydenni kultivace smési probiotickych kmenii

V redlnych vzorcich piv

t=0 t = 9 tydnt
kultivace kultivace FC spektrofotometrie

podil
[CFEJ/mI] [CF?JC}mI] [CFl(j/mI] [CFAUC}mI] e M cmr] | acmi]

[%]
IR> | 127-10° | 0,29-10° | 9,50-10° | 0,07-10° | 185 | 7-10* | 2,06-10° | 0,20-10°
IL> | 149-10° | 0,30-10° | 8,70-10° | 0,14-10° | 149 | 7-10* | 4,40-10° | 0,46 10°
RL> | 155-10° | 0,78-10° | 6,50-10> | 0,35-10° | 19,3 | 5-10" | 6,02-10° | 0,40-10°
IRL> | 243-10° | 0,35-10° | 2,20-10° | 0,14-10° | 96 | 6-10* | 1,04-10° | 0,67-10°
IR< | 183-10° | 0,07-10° | 1,60-10' | 0,07-10" | 63,7 | 2-10* | 1,72-10" | 0,13-10’
IL< | 201-10° | 0,33-10°® | 2,15-10" | 0,11-10" | 67,0 | 2-10* | 3,12-10° | 0,59 10°
RL< | 350-10% | 1,13-10* | 2,50-10° | 0,04-10° | 67,0 | 2-10" | 4,81-10° | 2,10-10°

IRL< | 200-10° | 0,06-10° | 7,50-10° | 0,04-10° | 66,5 | 2-10* | <3,6-10° -

Z vysledku kultivaéni metody, uvedenych v Tab. 21, je patrné, ze u vSech vzorku sice
doslo k poklesu poctu viabilnich bun€k probiotik 0 dva az tii fady, ovsem urcité koncentrace
byly stanoveny i po 9 tydnech kultivace. Napiiklad u vzorku ,,IR >“ byl zaznamenan pokles
z hodnoty (1,27 +0,29) - 10° CFU/ml na (9,50 + 0,07) - 10° CFU/mI. Vysledky metody
prutokové cytometrie nelze povazovat za smérodatné, nebot’ hodnoty koncentraci bun€k jsou
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srovnatelné s hodnotami naméfenymi U kontrolnich (nenaockovanych) vzorkd. Podle
spektrofotometrické metody doslo u vSech vzorka k podstatnému nartstu hodnot koncentraci
zivych bungk, avSak tyto vysledné hodnoty jsou zatizeny vyznamnou chybou pochazejici
z vysledki viability pratokové cytometrie.

Pokud do vyslednych koncentraci stanovenych metodou spektrofotometrického méfeni
zakalu nejsou zapocteny vysledky viability z pratokové cytometrie, pak lze na zakladé
ziskanych hodnot usoudit, ze U vSech vzorkt doslo k nartistu biomasy. Naméfené absorbance
totiz odpovidaji koncentracim bunék vys§im nez koncentracim pocateCnim (stanovenym
kultiva¢ni metodou). Je zajimavé, ze koncentrace biomasy na konci kultivace jsou srovnatelné
u obou typa vzorku, tj. jak u koncentrovangjsich kultur, tak u kultur 1 000x zifedénych. To by
odpovidalo mnohem silnéjSimu nariistu biomasy U vzorkl o¢kovanych zfedénymi inokuly. Je
ovSem pravdépodobné, ze namétené absorbance byly zplisobené necistotami neodstranénymi
v postupu metody (viz kap.4.7.4), nebot hodnoty jsou blizké hodnotam stanovenym
u kontrolnich vzorku (viz kap. 5.4.2).

U vSech vzorkli byl zaznamendn pokles hodnot pH 0 0,05-0,06, coz je srovnatelné
s vysledky tydenni kultivace jednotlivych kment (viz Tab. 19) i smési (viz kap. 5.4.2).

Z porovnani kratkodobé, tydenni kultivace s kultivaci dlouhodobou, provadénou po dobu
9 tydnt, je patrné, ze v prubehu dochazi k poklesu koncentrace zivych bunék probiotik (pro
srovnani viz Tab. 20 a Tab. 21). Po 1 tydnu se koncentrace snizila nejvySe 0 jeden fad, po
9 tydnech bylo snizeni vyznamnéjsi, az o tfi fady. Taktéz viabilita stanovend metodou
priatokové cytometrie byla pii dlouhodobé kultivaci podstatné nizsi. Po 1 tydnu bylo u vzorku
»IR > resp. ,,IR <* stanoveno 65,35 %, resp. 89,51 % zivych bun¢k, kdezto po 9 tydnech
bylo ve vzorcich stejné smési stanoveno uz jen 18,5 %, resp. 63,7 % zivych bunék. Nicméné
1ze tici, Ze Cast bunék probiotickych bakterii je schopna dlouhodobé pfezivat.

5.5 Charakterizace pripraveného piva obohaceného probiotiky

V navaznosti na testovani realnych vzorkl ceskych spodné kvasenych piv plzenského typu
bylo laboratorn¢ pfipraveno svrchné kvasSené pivo, které bylo soucasné se zakvasenim
inokulovano kmeny probiotickych bakterii. Proces pfipravy piva probihal dle postupu
uvedeného v kapitole 4.11. Ve tiech varkach byly ptipraveny vzorky obsahujici jak jednotlivé
kmeny, tak ijejich smési, pficemz ke kazdé varce byl pfipraven kontrolni (nenaockovany)
vzorek. V textu, tabulkach a obrazcich jsou pro jednotlivé vzorky ptipraveného piva pouzity
zkratky, vysvétlené v Tab. 9.

S ptihlédnutim k vysledkiim ptedchozich experimentl bylo v postupu vateni aplikovano
chmeleni na nizsi vyslednou hotkost piva, konkrétné 15 IBU, coz je pftiblizné dvakrat az
tiikrat mén€ V porovnani s hotkosti klasickych ceskych piv plzeniského typu, kterd se
pohybuje v rozmezi 35-45 IBU. Hlavni kvaseni vzorka probihalo po 34 dny (do ustaleni
hodnot EPM) pf#i laboratorni teploté a jejich nasledné dokvasSovani po 33-34 dni pii teploté
8 °C.

U vSech vzorki byly sledovany hodnoty extraktu ptivodni mladiny P v pribéhu hlavniho
kvaSeni anasledné byla zméfena vysledna hodnota v kone¢ném case kvaseni t= 37 dni.
Hodnoty EPM ptimo souviseji s hodnotami koncentrace ethanolu, coz vyplyva z Balingovych
vzorct, uvedenych v rovnicich (1) a(2). Vzhledem Kk tomu, ze alkohol vznikd Vv procesu
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kvaseni, Ize fici, ze mira poklesu hodnot EPM vypovida o rychlosti kvaseni piva. Ptiklady
vysledktt méteni EPM jsou pro vzorky druhé varky uvedeny v grafu na Obr. 18. U ostatnich
vzorkd byly vysledky obdobné, pro ptehlednost grafu tudiz v Obr. 18 nejsou uvedeny. Je
patrné, Ze pokles hodnot EPM nezdvisi na obsahu probiotickych bakterii. SpiSe je
pravdépodobné, ze rtiznorodost hodnot souvisi s mnozstvim kvasni¢ni biomasy, ktera byla se
zakvaSenou mladinou pfevedena do kbelikti. Napiiklad u vzorku O21 je zfejmy strméjsi
pokles EPM, coz znamena rychlejsi vzrist koncentraci ethanolu, a tudiz intenzivnéjsi kvaseni.
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(=]
S 10 ——RL1
o
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7 022
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Obr. 18: Hodnoty extraktu piivodni mladiny PV jednotlivych dnech hlavniho kvaseni a na konci celého
kvasSeni. Zkratky jsou pouzity dle Tab. 9. V legendé jsou L1 a L2 znacky vzorkii s Kmenem
L. acidophilus, RL1 a RL2 vzorky se smési L. acidophilus a B. breve a IL1 a IL2 vzorky se smési
L. acidophilus a B. bifidum. O21 a 022 jsou kontrolni vzorky bez probiotik.

Pro senzorickou analyzu byly vyhrazeny dva vzorky piva obohacené¢ho probiotiky,
tj. IRL1 aIRL2, adva kontrolni vzorky, tj. 033 a O34. U téchto vzorkll byla stanovena
kultiva¢ni metodou pouze koncentrace Zivych bunék probiotik na poc¢atku a na konci kvaseni,
které jsou uvedeny v Tab. 22. U vSech ostatnich vzorku byla od pocatku kvaseni az do konce
dokvaSovani, tzn. v pribéhu 37 dni, méfena koncentrace Zivych bun€k probiotik Vv riznych
Casech, pokazdé kultivaéni metodou ave vybranych ¢asech také metodou
spektrofotometrického meéteni zakalu a metodou prutokové cytometrie. Vysledky téchto
meéfeni jsou uvedeny v Tab. 22 a Tab. 23.

ZTab. 22, vniz jsou shrnuty vysledky stanoveni kultivacni metodou, je ziejmé, Ze
v celkové bilanci dochazi k poklesu koncentraci viabilnich bunék ve vSech vzorcich
S probiotickymi bakteriemi, ato ve vétSiné piipadi o dva fady. Presto vSak byly na konci
kvaseni stanoveny pomérné vysoké koncentrace zivych bun€k probiotik. Napftiklad u vzorku
piva I1, obsahujiciho probiotickou kulturu B. bifidum, byl zaznamenan pokles koncentrace
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7ivych bundk z (2,67 +0,11)- 10° CFU/mI na (3,00 +0,24)- 10* CFU/ml. Je zajimavé, Ze
pouze uvzork( druhé varky, obsahujicich laktobacily, doslo v pribéhu hlavniho kvaseni
nejprve K prudkému narustu koncentrace zivych probiotik, coz pak bylo nasledovano
pozvolnym poklesem hodnot. Naptiklad u vzorku L1 byla koncentrace v ¢ase t=0 rovna
(2,56 +0,11) - 10° CFU/m, v &ase t = 2 dny potom (8,50 + 0,14) - 10" CFU/ml, tj. o tad vyssi,
av Case t =4 dny byla naméfena hodnota (7,70 £ 0,14) - 10’ CFU/m, tedy doslo k mirnému
snizeni. Dale koncentrace bun¢k uvzorku L1 klesaly az na vyslednou hodnotu Vv Case
t = 37 dni, kterd byla rovna (4,45 + 0,50) - 10* CFU/m.

V mnoha piipadech byl v priitbéhu celého kvaSeni mezi nékterymi casy stanoveni
pozorovan také mirnéjsi nartist hodnot koncentraci. Tento jev Ize mtze byt vysvétlen rozdily
mezi koncentraci bun¢k kvasinek v jednotlivych PET lahvich, ze kterych byly odebirany
vzorky ke stanoveni. Pfi staeni vzorkid totiz dochazelo v rizné mife k prevedeni cCasti
kvasni¢ni biomasy do PET lahvi, a tudiz nésledné pti dokvasovani existovaly rozdily mezi
rychlostmi fermentace v jednotlivych lahvich. V daném c¢ase bylo tedy sloZzeni stejnych
vzorki v riznych lahvich rozdilné. Vzhledem k tomu, ze bylo pokazdé odebirano z nové PET
lahve, mohly rozdily ve slozeni vzorkt zptisobovat riznou miru pieziti probiotickych bakterii.

V Tab. 22 nejsou uvedeny vysledky kultiva¢niho stanoveni u kontrolnich vzorkd, nebot
Vv zadném nebyly pozorovany kolonie anaerobnich bakterii charakteristické pro probiotika.

Vysledné koncentrace viabilnich bunék probiotik se U vSech vzorkl piv inokulovanych
jednotlivymi kmeny nebo dvouslozkovymi smé&smi pohybuji fadové v 10* CFU/mI. U vzorki
obsahujicich tfislozkové smési probiotik se podafilo docilit nejvyssich vyslednych
koncentraci, fadové v 10° CFU/ml. Maximalni hodnota koncentrace viabilnich bunk byla
kultivaéni metodou stanovena u vzorku IRL4 a je rovna (3,80 + 0,14) - 10° CFU/m.

Naprosto  odlisné¢  vysledky byly ziskdny metodami pritokové cytometrie
a spektrofotometrie, jak je mozno vidét v Tab. 23. U nékterych vzorki byly v priubéhu ¢i na
konci kvaSeni stanoveny niz§i hodnoty koncentraci zivych buné€k probiotickych bakterii,
u jinych naopak vyssi. Vysoké koncentrace byly stanoveny také u kontrolnich vzorkl. Je
pravdépodobné, ze pouzitd metoda vyhodnoceni vysledkli neni vhodna pro vzorky obsahujici
kvasinky. Bunky kvasinek maji totiz vét§i rozméry, a tudiz K vysledné hodnoté absorbance
pfispivaji mnohem vice neZz bunky bakteridlni. Velmi rGznorodé vysledky mohou byt
vysvétleny jiz zminénou skute¢nosti, ze pfi staceni vzorki do PET lahvi bylo do kazdé lahve
pfevedeno jiné mnozstvi kvasni¢ni biomasy. V¢EtSi spravnost vysledka je tedy pfisuzovana
vysledkiim kultiva¢ni metody.

Ve vSech cCasech, kdy bylo provadéno stanoveni koncentrace bunck kultivacni metodou,
bylo také meéfeno pH. Vysledky znazornuje graf na Obr.19. Je patrné, ze dochazi
k vyraznému poklesu pH v pribéhu kvaseni piva. Toto snizeni je vSak zplsobeno
zejm. samotnou fermentaci kvasinkami, coz dokazuje podobnost vyslednych hodnot pH
u kontrolnich i inokulovanych vzorkd. Obc¢asny narust hodnot pH mezi jednotlivymi Casy
méfeni 1ze pfisoudit opét riznym koncentracim kvasni¢ni biomasy v jednotlivych PET
lahvich pro jeden vzorek. Ctyfi ze $esti kontrolnich vzorki vykazovaly rychlejsi pokles pH
nez odpovidajici vzorky s probiotiky. Je mozné, ze v inokulovanych vzorcich dochazelo ke
kompetici bakterialni a kvasni¢ni kultury, v disledku ¢ehoz neprobihalo tak rychlé kvaseni
piva, a tudiz byl pokles pH mirné;si.
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Tab. 22: Koncentrace viabilnich bunék probiotik v pritbéhu kvaseni pripraveného piva obohaceného probiotiky (kultivacni metoda)

konec hlavniho

pocatek kvaSeni konec
t kvaseni 2 dny (t =4 dny, 7 dni 10 dni 14 dni 17 dni 24 dni 30 dni | dokvasovani
(t=0) ptip. t =3 dny, (t =37 dni)
vysvétleno nize)
¢ [CFU/mI]

R1 5,50 - 10* 3,48 10 1,07 -10* 8,30-10° | 3,60-10* | 1,93-10" | 9,85-10° | 1,02-10® | 2,07-10° | 1,70-10°
R2 6,50 - 10* 4,79-10° 2,10 10* 1,07-10* | 4,45-10* | 1,38-10* | 525-10° | 1,70-10° | 2,20-10® | 2,50-10*

11 2,67 10° 2,31-10° 8,45 10° 376-10° | 8,60-10* | 550-10* | 1,05-10* | 9,20-10* | 1,47-10* | 3,00-10*

12 4,69-10° 3,62 10° 7,00-10° 1,36 10° 1,70-10* | 6,20-10* | 7,75-10* | 450-10* | 1,44-10* | 3,00-10
IR1 2,05 10° 1,27 -10° 2,95 10° 430-10* | 495-10* | 1,27-10* | 865-10° | 7,25-10° | 4,65-10° | 1,75-10"
IR2 1,91-10° 1,79-10° 3,70 10° 455-10* | 155-10* | 1,54-10* | 1,80-10* | 8,80-10° | 4,60-10° | 9,10-10°
L1 2,56 10° 8,50 10’ 7,70 10’ 1,70-10" | 7,30-10° | 550-10° | 1,02-10° | 1,00-10° | 500-10® | 4,45-10°
L2 2,57 10° 9,35- 10’ 8,45- 10’ 1,35-10" | 4,85-10° | 350-10° | 1,44-10° | 3,00-10° | 7,00-10® | 2,15-10°
RL1 2,77 10° 1,15- 108 7,30 10’ 9,50-10° | 2,25-10° | 550-10° | 2,20-10° | 2,00-10° | 1,15-10* | 2,00-10*
RL2 2,72-10° 1,07 -10® 9,20 10’ 1,85-10" | 2,80-10° | 3,00-10° | 4,00-10° | 3,00-10° | 550-10® | 2,55-10°
IL1 3,56 - 10° 8,90 10’ 5,80 10’ 1,05-10" | 1,80-10° | 4,00-10° | 1,20-10° | 8,50-10° | 1,35-10* | 3,10-10*
IL2 5,28 10° 9,70- 10’ 5,30 10’ 450-10" | 5,70-10° | 4,00-10° | 1,65-10° | 2,00-10° | 1,30-10* | 3,60-10*
IRL1 4,30 10’ - - - - - - - - 2,84-10°
IRL2 4,30 10’ - - - - — - - - 2,42-10°
IRL3 4,50- 10’ - 1,05- 10’ 1,12-10° | 4,00-10° | 1,50-10° | 2,70-10° | 3,55-10° | 2,80-10° | 2,07-10°
IRL4 4,00- 10’ - 5,00 10° 1,85-10° | 4,75-10° | 1,75-10° | 3,30-10° | 6,50-10° | 6,10-10° | 3,.80-10°

Zkratky jsou pouzity dle Tab. 9. V oznaceni vzorkl jsou pouzity zkratky ,,L* pro L. acidophilus, ,,R*“ pro B. breve a I pro B. bifidum.
,01%,,,02“ a ,,03* je oznaceni pro kontrolni vzorky bez probiotik, ptipravené k jednotlivym varkam.

Konec hlavniho kvaseni byl u v§ech vzorkt v ¢ase t = 4 dny kromé vzorkt IRL, u kterych bylo hlavni kvaseni ukonceno jiz v ¢ase t = 3 dny.
U vSech hodnot byly urceny také stiedni kvadratické chyby Ac, které vsak nejsou v Tab. 22 uvedeny. Relativni chyby se U vétSiny méfeni
pohybovaly do 35 %.
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Tab. 23: Koncentrace viabilnich bunék probiotik v pribéhu kvaseni pripraveného piva obohaceného probiotiky (metody FC a méreni zdkalu)

t 10 dni 14 dni 17 dni 24 dni 30 dni 37 dni
FC \ spektr. FC \ spektr. FC \ spektr. FC \ spektr. FC \ spektr. FC \ spektr.
podil podil podil podil podil podil
Zivych c zivych C Zivych c Zivych c Zivych C Zivych C
bungk | [10" CFU/mI] | bungk | [10” CFU/mI] | bunék | [10" CFU/mI] | bun&k | [10’ CFU/mI] | bungk | [10" CFU/mI] | bunék | [10” CFU/mI]
[%] [%] [%] [%] [%] [%]
R1 | 953 | 1,14 | 0,69 948 | 150 | 0,14 | 956 |0,84| 0,13 957 | 1,16 | 0,14
R2 | 945 | 1,17 | 0,97 955 | 0,76 | 0,09 | 958 |1,25| 0,13 959 | 150 | 1,19
11 959 | 0,79 | 0,38 97,2 | 1,26 | 0,31 | 97,8 |158| 0,04 97,5 | 1,58 | 0,05
12 96,6 | 0,98 | 1,02 975 | 152 | 0,38 | 97,6 |1,02| 0,04 976 | 1,73 | 045
IR1 | 952 | 1,09 | 1,00 96,2 | 1,43 | 635 | 96,6 |1,42| 0,88 96,7 | 1,18 | 8,59
IR2 | 953 | 1,18 | 6,19 96,3 | 156 | 6,54 | 965 |1,39| 0,87 96,5 | 1,18 | 9,05
O11 | 98,3 | 1,10 | 3,70 98,1 | 1,72 | 2,02 | 984 |1,73| 1,12 98,4 | 159 | 3,50
012 | 98,2 | 0,92 | 3,66 98,2 | 1,33 | 3,23 | 98,0 [1,49| 112 98,4 | 1,61 | 9,33
L1 | 975 | 1,16 | 0,94 90,9 | 132 | 2,85 956 | 1,40 | 0,84 | 968 | 1,49 | 0,88
L2 | 93,0 | 1,04 | 0,93 94,6 | 1,01 | 0,99 953 | 1,26 | 0,63 | 94,1 | 1,30 | 7,23
RL1 | 948 | 1,04 | 28,22 958 | 1,13 | 18,31 95,7 | 1,12 | 16,40 | 96,2 | 1,21 | 16,26
RL2 | 95,0 | 1,18 | 33,04 95,7 | 1,09 | 20,60 96,4 | 1,41 | 985 | 973 | 1,50 |151,46
ILT | 97,1 | 1,23 | 19,73 96,6 | 1,26 | 14,27 96,5 | 1,41 | 11,71 | 97,2 | 1,30 |124,96
IL2 | 959 | 1,16 | 30,81 959 | 1,19 | 20,34 96,2 | 1,26 | 11,49 | 96,2 | 1,26 |126,43
021 | 95,2 | 1,14 | 19,03 9,1 | 152 | 75,62 97,5 | 1,57 7,71 97,5 1,57 | 47,03
022 | 97,3 | 1,43 | 17,84 97,0 | 1,24 | 13,36 96,4 | 1,22 | 8,16 | 96,4 | 1,22 |137,30
IRL3 91,8 | 1,32 | 139,06 97,4 10,94 | 122,44 96,6 | 0,82 | 16,89
IRL4 98,7 | 2,78 | 22,53 98,6 [1,90| 18,78 95,7 | 1,65 | 12,89
031 97,6 | 163 | 22,03 97,0 |1,57| 27,54 94,7 | 1,32 | 16,50
032 98,9 | 253 | 47,68 99,0 2,22 22,36 952 | 1,99 | 9,93
Zkratky vzorku dle Tab. 9. U vSech vysledkl byla stanovena stiedni kvadraticka chyba Ac, maximalni hodnota relativni chyby byla 17,9 %.
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Obr. 19: Grafické zndzornéni hodnot pH v pritbéhu kvaseni piipravenych vzorki piva. Zkratky jsou
pouczity dle Tab. 9. Vzorky smési probiotik jsou oznaceny pismennymi zkratkami, v nichz ,, 1" znact
B. bifidum, ,,R " znaci B. breve a ,, L znaci L. acidophilus. ,, 01, ,,02" a ,,03“ jsou kontrolni vzorky

k jednotlivym varkam.

85



Vzorky urcené K senzorické analyze byly analyzovany také metodou HPLC-RI, na
zakladé které byly sledovany koncentrace ethanolu a kyseliny mlé¢né. Chromatogram vzorku
je uveden na Obr.20 Vysledné objemové zlomky ethanolu ¢ jsou uvedeny v Tab. 24,
kyselinu mlé¢nou se nepodatilo detekovat v zadném ze vzorki. Probiotické bakterie pfitomné
ve vzorcich IRL1 alIRL2 patrné nejsou obsazeny v takové koncentraci nebo nevykazuji
natolik vysokou metabolickou aktivitu, aby bylo mozno detekovat zvySenou koncentraci
kyseliny mlééné. Koncentrace ethanolu se u jednotlivych vzorkt lisi nezavisle na obsahu
probiotickych bakterii, rozdilné hodnoty jsou patrné¢ zpusobeny rtiznou koncentraci kvasni¢ni
biomasy v PET lahvich, ze kterych byly odebrany vzorky ke stanoveni. V Tab. 24 jsou také
uvedeny hodnoty koncentrace viabilnich bunék probiotik c, stanovené kultivaéni metodou,
a dale hodnoty pH a vysledného extraktu ptivodni mladiny P, tj. EPM vzorkd. Je ziejmé, Ze
pH vzorkid koreluje s EPM a s koncentraci ethanolu, ale naopak neni vidét zadna souvislost
s koncentracemi bun¢k. Tato skuteCnost potvrzuje jiz zminénou hypotézu, ze hodnoty jsou
zavislé spiSe na mnozstvi kvasnic, pfevedenych do danych PET lahvi pfi staceni mladého
piva.

Tab. 24: Charakterizace vzorkii piv IRL1, IRL2 a 033, 034

¢ [CFU/mI] pH P [%] @ [% obj.]
IRL1 (2,84+0,13) - 10° 4,19 6,6 6,02
IRL2 (2,42 +0,08) - 10° 4,39 6,8 4,80
033 0 4,29 6,7 5,29
034 0 4,39 6,8 4,80
3 slhvode®  mecn il R

) A - .

Obr. 20: Chromatogram vzorku IRL2 z metody HPLC-RI
Z vysledkli stanoveni koncentraci a viabilit bun€k (ze stanoveni kultivacni metodou)
vyplyva, ze ve vSech vzorcich doslo k poklesu koncentrace zivych bungk probiotik az 0 tfi

fady. Muze to byt zptisobeno diive zminénymi faktory, tj. teplotou kultivace, ktera byla nizsi
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nez optimalni teplota rGstu pouzitych probiotik, nebo vysokou hotkosti piva. Sice bylo
chmeleni navrzeno na vyslednou hodnotu hotkosti 15 IBU, avSak je mozné, Ze ipii této
hodnoté je v pivu obsazeno pfili§ velké mnozstvi antimikrobidlné pusobicich a-hotkych
kyselin, které mohou inhibovat riist pouzitych kment probiotickych bakterii. Pi ptipravé piv
typu Sour Ale je Casto aplikovano chmeleni na velmi nizké hodnoty IBU, napi. 3-8 IBU
u némckého Berliner Weisse nebo taktéz méné nez 10 IBU u belgického piva Lambiek.
Ptipravené pivo také mohlo obsahovat ptili§ nizké koncentrace pro probiotika esencialnich
sloucenin. Moznym vysvétlenim snizeni koncentrace je také pouziti kmenii neadaptovanych
na prostfedi piva.

Ptipravené probiotické pivo obsahovalo po 37 dnech kvaseni viabilni probiotické bakterie
VvV témét vSech pripadech fadoveé v 10% az 10° CFU/mI. Prestoze potraviny oznacované jako
probiotické maji obsahovat alespoit 10° bungk v ml [7], u piva jsou vysledky v fadu 10* az
10° CFU/mI pomé&mé piiznivé, nebot pii konzumaci 1 litru piva obohaceného probiotiky by
tak byla aplikovana davka fadové 10" az 10® bungk. Navic probiotika piijata v pivu by mohla
vykazovat vys$§i miru preziti prichodu travicim traktem, nebot jsou jiz pted konzumaci
obsazena v tekutém, kyselém prostiedi, a ptechod do zalude¢ni §t'avy tudiz neptedstavuje tak
podstatnou zménu podminek jako napft.pii aplikaci probiotik v kapslich v komer¢nich
dopliicich stravy.

5.6 Porovnani pouzitych metod stanoveni po¢tu a viability bunék

V ptedeslych experimentech bylo provadéno stanoveni koncentrace a viability bunck
probiotickych bakterii tfemi riznymi metodami, tj. metodou kultivaéni, metodou prutokové
cytometrie a metodou spektrofotometrického méfeni zakalu. Protoze bylo Casto provadéno
paralelni stanoveni vice metodami, je moZné provést porovnani a posouzeni aplikovatelnosti
metod.

Metoda spektrofotometrického méfeni zakalu se ukazala byt velmi vhodna pro stanoveni
rastovych kiivek a pro studium ristu probiotik v prostiedi modelovych i realnych vzorkl na
mikrotitracnich destickach. Zde je mozno paralelné provadét méfeni mnoha riznych vzork
a vysledné absorbance lze prepocitat na koncentrace biomasy podle diive stanovenych
kalibra¢nich piimek. Spektrofotometrické stanoveni je také vhodné pii nutnosti rychlého
a jednoduchého stanoveni (¢i pouze odhadu) koncentrace biomasy, napft. v inokulu.

S mens$imi vyhodami byla spektrofotometricka metoda vyuzita pii méfeni zakalu ve
vétsich objemech. Jiz absorbance 0,001 totiz po prepo&tu znamené koncentraci az 10°, a tudiz
niz$i koncentrace nelze metodou detekovat. Za velmi nepfesné je nutno povazovat stanoveni
koncentraci buné€k bakterii ve vzorcich obsahujicich také jiné mikroorganismy ve znatelnych
mnozstvich. Tyto totiz rlznou mirou pfispivaji k naméfenym hodnotam koncentraci
a prispévky jednotlivych pfitomnych druhti mikroorganismt 1ze odliSit pouze s vyuzitim dalsi
metody, cozZ je v mnohych piipadech nepiesné.

Metodou priitokové cytometrie sice je mozno rozliSit prokaryotické a eukaryotické
burniky, avsSak je-li vkultufe pfitomno vice druhti bakterii, vysledek je velmi zkresleny.
Vyhodou metody je pomérné presné stanoveni viability kultury s vyuZzitim vitadlniho barveni
propidiumjodidem.
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V této praci byl nejvetsi uspech zaznamenan pfti pouziti kultivaéni metody, jejiz vysledky
mohou byt povazovany za nejspravnéjsi z pouzitych metod zejm. diky selektivité¢ zplsobu
stanoveni. Kultivace byla provadéna v MRS médiu (pfip. agaru), kdy jako kolonie
probiotickych bakterii byly vyhodnoceny pouze bil¢, anaerobné rostouci kolonie.

5.7 Senzoricka analyza piva obohaceného probiotiky

Dva vzorky pfipraveného piva obohaceného probitiky byly podrobeny senzorické analyze
(zbylé dva vzorky z replikatt, pivodné zamyslené pro senzorickou analyzu, byly ponechany
jako zasoba, ale nakonec nebyly vyuzity). Hodnoceni prob&hlo u vzorku piva inokulovaného
tiislozkovou smési obsahujici kmeny L. acidophilus, B.breve aB. bifidum (IRL2)
a u kontrolniho vzorku neinokulovaného piva (O34). Tyto vzorky analyzovalo celkem 23
proskolenych hodnotiteld, pficemz jednotlivé vzorky byly oznaceny A a B bez jakékoli blizsi
specifikace. Analyza probihala na zakladé dotazniku, ktery uvadi Pfiloha 3. Pocet hodnotitelti
podle pohlavi avéku je uveden v Tab.25. Pramémy ve&k souboru hodnotitelt byl
(26,5 + 3,2) let. Mezi hodnotiteli bylo 26 % muzi a 74 % zen, z nichZz vétSina byli nekutaci
(87 %).

Tab. 25: Hodnotitelé pri senzorické analyze

vek pohlavi kouteni

20-24 25-29 30-34 34-39 muz zena kufak | nekufak

pocet hodnotitell 6 14 2 1 6 17 3 20

Obr. 21: Vzorky piva, hodnocené v senzorické analyze (vlevo vzorek se smési vsech tii pouZitych
probiotik — IRL2, vpravo kontrolni vzorek bez probiotik — O34)

88




Pii senzorické analyze bylo sledovano nékolik organoleptickych vlastnosti piva, jejichz
zhodnoceni bylo provedeno podle intenzity, popt. piijatelnosti na vodorovné ose od 0 do 10.
Ze vsech ziskanych hodnoceni dané vlastnosti byl nasledné vypocten pramér, predstavujici
vysledné hodnoceni. Vysledky jsou shrnuty v Tab. 26 av grafech na Obr. 22 a Obr. 23.
Vzorek se smési vSech tii pouzitych probiotik je oznacen IRL2 akontrolni vzorek bez
probiotik O34.

Tab. 26: Vysledky senzorické analyzy

barva | cirost | viné | hotkd | kyseld | sladka | Pedobnost | celkové

pivu hodnoceni
IRL2| 693 | 537 | 783 | 394 | 380 | 425 5,73 6,98
034 | 670 | 501 | 742 | 491 | 38 | 383 6,14 717

Z vizualnich vlastnosti se hodnotila barva (0 — bez barvy, 10 — velmi intenzivni zbarveni)
a ¢irost piva (0 — ciré, 10 — zakalené). Vzorek obsahujici probiotika mél podle hodnotitel
veétsi barevnou intenzitu a vétsi zakal, nez vzorek kontrolni. Zakal mulze byt zplsoben
obsazenymi probiotiky. Viné (0— nevyhovujici, 10— vynikajici) byla hodnocena lépe
u vzorku s probiotiky.

Dale byly analyzovany tfi druhy chuti, tj. hotka, kysela a sladka chut’ podle intenzity (0 —
neznatelnd, 10— velmi intenzivni). Siln&j$i hotkost asiln€j$i kyselost byla hodnotiteli
zaznamenana Uvzorku bez probiotik, silngj$i sladkost naopak U vzorku obohacené¢ho
probiotiky. Silngjsi sladkost U vzorkti s probiotiky muze byt zpisobena mens$i mirou
fermentace v disledku jiz zminéné kompetice dvou pfitomnych kultur, tj. kvasni¢ni
a probiotické. V disledku miize utéchto vzorkli dochdzet také k mirnéjSimu poklesu pH,
a tim ke slabsi kyselosti. Z Tab. 24 vsak vyplyva, ze hodnoty pH byly u obou analyzovanych
vzorkl shodné.

Vedle zminénych tii zakladnich chuti byla v analyze hodnocena také ptfitomnost cizich
chuti a pfipacht, pfip. jejich intenzita (0— neznatelna, 10— velmi intenzivni). V obou
vzorcich bylo rozpoznano né¢kolik cizich chuti ¢i ptipachi. U obou piv uvedlo nékolik
hodnotitelt karamelovou piichut’ (s primérnou intenzitou 4 u probiotického, 2 u kontrolniho)
a medovou ptichut’ (s intenzitou 7 u probiotického, 2 az 7 u kontrolniho). V pivu s probiotiky
byly dale rozpoznany nasledujici chuté (v zadvorce vzdy intenzita): ovocna ptichut’ (2), hotka
pachut’ (5) asvirava chut’ (5). V kontrolnim vzorku byla detekovana viné vitaminovych
dopliiki (5), dale cizi hotké chut’ (3), pachut’ zvétrani (3) a maselna chut (2).

Nakonec bylo provedeno celkové zhodnoceni vzorkl piva, konkrétné jejich podobnost
klasickému svrchné kvasenému pivu (0— z hlediska senzoriky naprosto odlisné, 10—
Z hlediska senzoriky zcela odpovidajici klasickému svrchné kvaSenému pivu) a jejich celkova
pfijatelnost (0 — nevyhovujici, 10— vynikajici). Podle vysledkli senzorické analyzy je
klasickému svrchné¢ kvasSenému pivu podobnéjsi vzorek neobsahujici probiotika, ktery je
zaroven hodnocen celkové o néco 1épe nez vzorek obohaceny probiotiky. Je vSak nutné
podotknout, Ze nejen celkové hodnoceni, ale také hodnoceni jednotlivych vlastnosti obou piv
se lisi jen velmi malo, nejvyse 0 0,97 stupné (u hoiké chuti). Pozitivnim zjisténim tedy je, ze
pfipravené¢ pivo obohacené o probiotika, které by mélo mit pfiznivy vliv na zdravi
konzumenta, je podle provedené senzorické analyzy hodnoceno jako chutové pfijatelné.
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Obr. 22: Hodnoceni jednotlivych Obr. 23: Celkové hodnoceni vzorki (IRL2 je
organoleptickych viastnosti vzorkii vzorek s probiotiky, O34 vzorek kontrolni)

5.8 Navrh optimalni technologie pripravy piva obohaceného probiotiky

Na zaklad¢ dosazenych vysledkt lze provést diskuzi volby optimalni technologie ptipravy
piva obohaceného probiotiky.

Vzhledem ke skuteCnostem, Ze U vSech pfipravenych vzorki piva doslo k poklesu
koncentraci Zivych buné€k probiotik (vétsinou 0 dva fady CFU/ml) a Ze se podafilo pfipravit
pivo s koncentraci nejvyse (3,80 + 0,14) - 10° CFU/m, je nutné pro nalezeni zcela optimalni
technologie provést dalsi experimenty. Cilem takovych experimentii by méla byt pfiprava
piva obohaceného probiotiky, které bude koloidné, senzoricky a biologicky stabilni a bude ve
stanovené dobé& exspirace obsahovat alespoii 10° viabilnich bungk probiotickych bakterii na
mililitr.

Pro dosazeni tohoto cile by mohlo byt experimentalné otestovano ockovani inokuly
s vétsi koncentraci biomasy, popf. V optimalnéj$Sim case exponencidlni faze. S pfihlédnutim
K tomu, Ze U naprosté vétSiny vzorki doslo ke snizeni koncentraci zivych bunék probiotik
pravé o dva fady CFU/ml nezavisle na poc¢ate¢nich hodnotach koncentrace, je pravdépodobné,
ze pii inokulaci kulturou obsahujici vét§i mnozstvi biomasy by bylo dosazeno také vysSich
vyslednych koncentraci. U pfipraven¢ho piva s probiotiky by bylo také tieba provést studii
biologické stability, v niZ by byla sledovdna mira pteZziti probiotickych bakterii v riznych
¢asech po uplynuti doby dokvaSovani.

Dilezitym faktorem je také teplota dokvaSovani, ktera by U svrchniho kvaSeni méla byt
v rozmezi 12-14 °C [59]. Tato teplota by mohla byt pro kultivaci probiotickych bakterii
vhodnéjsi, nebot’ jejich optimalni rGstové teploty jsou pomérnée vysoké. Je tedy mozné, Ze
Vv piipad¢ dokvasSovani pfi zminénych teplotich by byly ziskany vyssi vysledky koncentraci
viabilnich bun¢k probiotik. Obecné 1ze fici, Ze zvolené svrchni kvaseni je pro pifipravu piva
obohacené¢ho probiotiky vhodnéjsi nez kvaSeni spodni, nebot’ jak hlavni fermentace, tak
dokvasovani probihaji u svrchnich kvasinek S. cerevisiae pii vyssich teplotach.
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Aby byl zmirnén pokles viability probiotickych bakterii, bylo by vhodné optimalizovat
postup chmeleni, asice z hlediska typu pouzit¢ého chmele a piedevsim vysledného obsahu
antimikrobialné pusobicich a-hotkych kyselin. Pfi chmeleni na niz$i hodnoty IBU by mohlo
byt dosazeno vyssich vyslednych koncentraci probiotik, avSak urcitd hotkost je dalezitd pro
organoleptické vlastnosti piva [59]. V ramci optimalizace piipravy piva obohaceného
probiotiky by tudiz bylo vhodné nalézt optimalni koncentrace hotkych latek (optimalni
hodnoty IBU), co nejméné snizujici viabilitu probiotik, ale zaroven co nejvice vyhovujici
v senzorické analyze piva. V tomto ohledu by také mohlo byt velmi pfinosné provést studii
vlivu koncentrace a-hotkych kyselin na ristové kiivky probiotickych bakterii. Experiment by
mohl probihat napt. podobnym zplisobem, jakym byl v této praci hodnocen vliv ethanolu,
tj. v modelovych vzorcich obsahujicich MRS médium s riznymi koncentracemi vybranych
a-hotkych kyselin chmele. Také by mohly byt ptipraveny dal§i vzorky piv s ptidavkem
probiotik, které by byly chmeleny na rizné hodnoty IBU; u takovych vzorkti by pak byla
sledovana koncentrace viabilnich bun¢k probiotik v pribéhu kvaseni a nasledné by vzorky
byly podrobeny senzorické analyze. Na zakladé vysledkd popsanych experimentd by mohla
byt nalezena optimalni hotkost piva obohaceného probiotiky v jednotkach IBU.

Pii piipravé piva obohaceného probiotiky by kromé zminénych faktortt mé¢l byt kladen
bakterii rodu Lactobacillus, jehoz nékteré druhy (resp. kmeny) se v pivu vyskytuji jako
kontaminanty [7]. Napiiklad pti ptipravé riznych némeckych a belgickych styld piv typu
Sour Ale se uplatiiuje bakterialni druh L. delbrueckii [59]. U rodu Bifidobacterium mize byt
problémem striktné anaerobni povaha druht. Izolace vhodnych kmeni, které jsou
ptizpisobeny k ristu v prostiedi piva, ajejich nasledné pouziti by mohlo poskytnout
piiznivéjsi vysledky oproti kmenim pouzitym v této praci. Tyto se totiZ nemusi byt schopny
na prostiedi piva adaptovat v dostatecné mite, v disledku ¢ehoz mize dochazet k podstatnym
ztratam viability. Je také mozné, Ze lepSich vysledkli by bylo dosahovédno pii pouZiti smési
kmeni probiotickych bakterii. V provedenych experimentech byl totiz ve vzorcich se smésmi
kmeni laktobacild a bifidobakterii zaznamenan mensi pokles koncentraci zivych buné€k, nez
ve vzorcich s kmeny jednotlivymi.

Podle dosazenych vysledkt a na zékladé informaci z pouzité literatury lze predpokladat,
ze vhodny technologicky postup pro pfipravu piva obohacen¢ho probiotiky by se skladal
z nasledujicich krokt:

1. ptiprava mladiny s nizkym obsahem hotkych latek chmele (hotkost nizsi nez 15 IBU),

2. inokulace mladiny vhodnymi probiotickymi kulturami 0 dostate¢né koncentraci
biomasy (alespont 108 CFU/mI) a ve vhodném &ase exponencialni faze ristu,

3. svrchni kvaseni mladiny pii laboratorni teploté s dokvasovanim pfi teplotach 12-14 °C.

Pro formulaci konkrétnich technologickych parametri a blizsich specifikaci procesu by
vSak bylo nutné provést rozsahlejsi optimalizaéni studii.
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6 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala pfipravou piva obohaceného 0 probiotické bakterie
a studiem jeho biologické stability, tzn. sledovanim koncentrace a viability bun¢k probiotik.
V experimentech byly pouzity kmeny probiotickych bakterii L. acidophilus, B. breve
a B. bifidum.

Velka ¢ast prace byla vénovana optimalizaci a srovnani metod stanoveni poctu a viability
bunék probiotickych bakterii. Z dostupnych metod byla k optimalizaci vybrana metoda
kultiva¢ni a dale dvé metody instrumentalni, tj. pritokova cytometrie a spektrofotometrické
méieni zakalu. Metody byly u nékterych experimentii pouzity paralelné za ucelem nasledného
porovnani vysledkll a posouzeni aplikovatelnosti metod za experimentalnich podminek. Bylo
zjisténo, ze obecné nejvhodnéj$im zplisobem stanoveni sledovanych parametrti je za danych
podminek kultivaéni metoda, nebot’ je nejvice selektivni, a tudiz i v komplexnich vzorcich
poskytuje nejspravngj$i vysledky. Hodnoty stanovené paraleln¢ metodou priatokové
cytometrie a spektrofotometrickym métenim zakalu nebyly s hodnotami ziskanymi kultiva¢ni
metodou ve vétSiné piipadi srovnatelné. Spektrofotometricka metoda se vsak ukazala byt
velmi vhodna pro méfeni rustovych kiivek na mikrotitraénich destickach pomoci
absorban¢niho ELISA readeru. Priitokova cytometrie byla pouzitelnd pro posouzeni viability
kultury v pfipadech nepfili§ komplexnich vzorkd.

V experimentalni ¢asti prace byly nejprve naméfeny riistové kiivky jednotlivych kment
pouzitych probiotickych bakterii za ucelem stanoveni doby trvani jejich rlstovych fazi.
U vSech bakterii bylo dosaZeno stacionarni faze rlstu jiz v pribéhu prvniho dne kultivace.
V ptipadé¢ bakterie L. acidophilus byla vysledna koncentrace biomasy ve stacionarni fazi
v fadu 10" ml™, v piipads bakterii Bifidobacterium spp. se vysledné koncentrace pohybovaly
v fadu 10® ml™. Nasledng byl hodnocen vliv riznych koncentraci ethanolu na riist probiotik
Vv tekutém MRS médiu. Koncentrace ethanolu byly voleny tak, aby odpovidaly objemovym
zlomkiim alkoholu v riznych druzich piv. Bylo zjisténo pouze drobné ovlivnéni vyslednych
hodnot koncentraci bun€k uvSech kment probiotik, konkrétné dochazelo s rostouci
koncentraci ethanolu k mirnému poklesu mnozstvi biomasy, avSak prubéh rastovych kiivek se
jinym zpusobem nezménil. VSechny tyto experimenty byly provedeny pii inokulac¢nich
pomérech 5% a 10 %, avSak tyto poméry inokulace nemély vyznamny vliv na dosazené
vysledky.

Dale byl studovan rtist probiotik v 9 redlnych vzorcich piv plzenského (Ceského) typu. Na
mikrotitracnich destickach probihala kultivace podobné jako v pfedchozich experimentech,
tzn. pii teploté 37 °C po dobu do 24 h. Nedochazelo zde k podstatnéjsimu naristu koncentraci
biomasy u zadného kmene probiotickych bakterii.

Sredlnymi vzorky byly provedeny také dalSi experimenty, kdy byla studovéana
dlouhodoba kultivace jednotlivych kmenti probiotik a jejich smési (smési byly kultivovany
pouze ve vzorku Pilsner Urquell) v plastovych zkumavkach po dobu 1 tydne a poté 9 tydnd.
Ukazalo se, ze po 1 tydnu sice dochazi k poklesu koncentraci viabilnich bunék probiotik ve
vSech pfipadech, ovSem Usmésnych kultur byl tento pokles obecné mnohem mirnéjsi.
V piipadé jednotlivych kment byl zaznamenan podstatnéjs$i pokles koncentraci 0 tfi az Ctyii
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fady. Vyjimkou je bakterie B. bifidum, u které bylo snizeni koncentraci nejmensi, piiblizné
0jeden tad. Také v pfipadé¢ smési kmenti bylo snizovani koncentrace nejvyse 0 jeden tad.
Smési probiotik byly déale kultivovany v pivu Pilsner Urquell po dobu 9 tydnd. Po této dobé
doslo jiz k siln¢jsimu poklesu koncentraci viabilnich bunék, konkrétné az o tfi fady. Ve vSech
piipadech vSak bylo mozné na konci kultivace stanovit urcitou koncentraci zivych bun¢k
probiotik.

V navaznosti na piredchozi experimenty byly pfipraveny vzorky svétlého, svrchné
kvasen¢ho piva obohacené¢ho probiotiky a u tohoto piva byla sledovana biologicka stabilita
v pribéhu celého kvaseni, které trvalo celkem 37 dni. Byly pfipraveny vzorky obsahujici
jednotlivé kmeny i jejich smési ataké kontrolni vzorky, do kterych nebyla probiotika
ockovana. U naprosté vétSiny vzorku s probiotiky dochazelo v kone¢né bilanci k poklesu
koncentrace viabilnich bun€k probiotickych bakterii pravé o dva fady, pouze U dvou vzorkt
byl pokles pouze o jeden fad ¢i vramci fadu. U zadného vzorku nebyl pozorovan rust
probiotickych kultur v kone¢né bilanci. NejvySsi koncentrace viabilnich buné€k na konci
kvaSeni byla zjisténa u vzorku IRL, obsahujiciho tfislozZkovou smés vSech pouzitych kment
probiotik. Tato koncentrace byla stanovena na (3,80 + 0,14) - 10° CFU/ml. Oproti hodnot&
10° CFU/ml, kter4 je minimalni koncentraci vyZadovanou pro probioticky charakter
potraviny, se sice jedna 0 hodnotu nizsi, ovSem objem konzumovaného piva byva mnohem
vys$si nez U jinych probiotickych potravin, napt. U probiotického jogurtu. Probiotika obsazena
V pivu navic mohou vykazovat mensi ztratu viability pfi prichodu travicim traktu, ponévadz
jsou jiz ve chvili konzumace pifitomny v kyselém a kapalném prostiedi.

Jeden vzorek piva obohacen¢ho probiotiky ajeden kontrolni vzorek byly spole¢né
podrobeny senzorické analyze. Vyssi kyselost byla zjiSténa u vzorku kontrolniho, ktery byl
vSak ve vysledku celkové 1épe hodnocen oproti vzorku s probiotiky. Na uzavieném intervalu
od 0 do 10 byl vzorek s probiotiky hodnocen stupném 6,98 a vzorek kontrolni stupném 7,17.
Nutno poznamenat, Ze vysledna hodnoceni jednotlivych sledovanych vlastnosti si byla u obou
vzorkll vzdy velmi podobna. Nejvyssi rozdil mezi vyslednymi hodnocenimi vzorka byl 0,97
u hotkosti. Pivo s probiotiky bylo tedy konzumenty piijato velmi dobte.

Ctyii vzorky byly analyzovany metodou HPLC-RI, ve které byly sledovany dva analyty,
konkrétné ethanol a kyselina mlé¢na. Koncentrace ethanolu v obou senzoricky analyzovanych
vzorcich byla stanovena na 4,80 % obj., u dalsich dvou vzorki byly stanoveny hodnoty vyssi,
konkrétné 5,29 % obj. (vzorek kontrolni) a 6,02 % obj. (vzorek s probiotiky). Kyselinu
mlécnou nebylo mozné detekovat ani u jednoho ze vzorkd.

Na zaklad¢ dosazenych vysledkl byla diskutovana optimalni technologie pfipravy piva
obohaceného probiotiky. Technologie by méla zahrnovat ptipravu mladiny s nizkym obsahem
hotkych latek chmele (hotkost niz§i nez 15 IBU). Inokulace této mladiny vhodnymi
probiotickymi kulturami o dostate¢né koncentraci biomasy (alespoii 10 CFU/mI) by méla
probéhnout ve vhodném case exponencidlni faze rtistu. Na zaklad¢ dosazenych vysledki je
mozné predpokladat, ze by bylo vhodné pouziti smesi kment probiotickych bakterii. Svrchni
kvaSeni mladiny by mélo byt provadéno pti laboratorni teploté s dokvaSovanim pfii teplotach
12-14 °C. Pro formulaci konkrétnich technologickych parametrii a blizSich specifikaci
procesu by vSak bylo nutné provést rozsahlejsi optimaliza¢ni studii.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ABC
ATP
B

B.
B10
B12
Bc.
Bl
BR
BN
CD
CFU
DMS

Ec.
EBC
EBU
EC
EFSA
ELISA
EPM
FAO

FC
G+

GALT
GIT
HPLC

IBD
IBS
IBU
IEC
IL

IL-8

100

ABC pienase¢ (ATP-binding cassette transporter)
adenosintrifosfat

Birell (realny vzorek piva)

Bifidobacterium

Bernard Desitka (realny vzorek piva)

Bernard Dvanactka (realny vzorek piva)

Bacillus

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium breve

Bernard s ¢istou hlavou Free (realny vzorek piva)

Crohnova choroba (Crohn’s disease)

kolonie tvofici jednotku (colony forming unit)

dimethylsulfid

Escherichia

Enterococcus

Evropska pivovarska konvence (European Brewery Convention)
evropska jednotka hotkosti (European Bitterness Unit)

oznaceni klasifika¢niho systému enzymnt (Enzyme Commission)
Evropsky ufad pro bezpeénost potravin (European Food Safety Authority)
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

extrakt piivodni mladiny

Organizace Spojenych narodil pro vyzivu a zemédé€lstvi

(Food and Agriculture Organization of the United Nations)
prutokova cytometrie (flow cytometry)

grampozitivni

gramnegativni

slizni¢ni imunitni systém travici soustavy (gut-associated lymphoid tissue)
gastrointestinalni trakt

Helicobacter

vysokouc¢innd kapalinova chromatografie

(high performance liquid chromatography)

idiopatické sttedni zanéty (inflammatory bowel disease)
syndrom drazdivého tra¢niku (irritable bowel syndrome)
mezinarodni jednotka hotkosti (International Bitterness Unit)
bunky stfevniho epitelu (intestinal epithelial cells)

vzorek s dvouslozkovou smési probiotik:

Bifidobacterium bifidum a Lactobacilus acidophilus

interleukin 8

vzorek s dvouslozkovou smési probiotik:

Bifidobacterium bifidum a Bifidobacterium breve



IRL

IPA
ISAPP

LA
Lc.
Ln.
MBC
MIC
MRS
NEC
NK

Pc.
PET
Pi

RI
RL

S10
S12

Sc.
SCFA
slgA
SN
TNF-a
ucC
WHO

vzorek s tiislozkovou smési probiotik:

Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve a Lactobacillus acidophilus
India Pale Ale

Mezinarodni védecka asociace pro probiotika a prebiotika
(International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics)
Lactobacillus

Lactobacillus acidophilus

Lactococcus

Leuconostoc

minimalni baktericidni koncentrace (minimal bactericidal concentration)
minimalni inhibi¢ni koncentrace (minimal inhibitory concentration)
deMan, Rogosa a Sharpe (médium)

nekrotizujici enterokolitida (necrotizing enterocolitis)

NK-buriky (natural killer cells)

Pilsner Urquel (realny vzorek piva)

Pediococcus

polyethylentereftalat

anorganicky fosfat

Radegast (realny vzorek piva)

refraktometricky detektor (refractive index detector)

vzorek s dvouslozkovou smési probiotik:

Bifidobacterium breve a Lactobacilus acidophilus

Staropramen Smichov (redlny vzorek piva)

Staropramen Lezak (redlny vzorek piva)

Saccharomyces

Streptococcus

mastné kyseliny s kratkym fetézcem (short chain fatty acids)
sekre¢ni imunoglobulin A

Staropramen Nealko (redlny vzorek piva)

tumor nekrotizujici faktor o

ulcerdzni kolitida (ulcerative colitis)

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
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10 PRILOHY

Ptiloha 1: Grafy ristovych kfivek v modelovych vzorcich
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Obr. 24: Riistové kiivky kmene L. acidophilus v modelovych vzorcich (1. ¢ast). V legenddch znadi cisla
pred lomitkem pomér inokulace v procentech a cisla za lomitkem koncentraci ethanolu v procentech.
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Obr. 25: Riistové kiivky kmene B. breve v modelovych vzorcich (2. ¢ast). V legenddch znadi cisla pred
lomitkem pomeér inokulace v procentech a cisla za lomitkem koncentraci ethanolu v procentech.

104



5,0E+08 +

4,5E+08 - +$$%§§ FEEEE

+
1+
4,0E+08 - k=3 iﬁ

3,5E+08 - ¥
+ii
3,0E+08 - +i

2,5E+08 - +$ +BI 5/0
+$ + Bl 5/4

+F +BI 5/5
1,5E+08 - +F

¢ [ml]

2,0E+08 -

1,0E+08 - $f

50E+07 | 4©

0,0E+00 - . . . : .
tfh]

5,0E+08 -

4,5E+08 -

4,0E+08 - +++++$E;;;$I=
3

3,5E408 - £z

3,0E+08 - £+

2 5E+08 - it +BI 10/0

+
+
2 OE+08 - 4_; Bl 10/4
+BI10/5

¢ [mi]

1,5E+08 +Ji¢
1,0E+08 -
-

+
5,0E+07 ih#

0,0E+00 . . . . .
0 5 10 15 20 25

t[h]

Obr. 26 Riistové kiivky kmene B. bifidum v modelovych vzorcich (3. ¢ast). V legenddch znaci ¢isla
pred lomitkem pomeér inokulace v procentech a ¢isla za lomitkem koncentraci ethanolu v procentech.
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Priloha 2: Grafy ristovych kfivek v realnych vzorcich
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Obr. 27: Riistové krivky probiotik v redlnych vzorcich piv (inokulace ve staciondrni fazi, 1. édst).

V legendach ke grafiim znaci prvni dvoupismenna zkratka pouzity kmen, tj. LA pro L. acidophilus, BR
pro B. breve a Bl pro B. bifidum. Nasleduje cislo pred lomitkem, udavajici pomér inokulace
v procentech, a zkratka za lomitkem pro redlny vzorek piva. Zkratky redlnych vzorkii piv viz v Tab. 8.
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Obr. 28: Riistové krivky probiotik v redlnych vzorcich piv (inokulace ve staciondrni fazi, 2. édst).
V legendach ke grafiim znaci prvni dvoupismenna zkratka pouzity kmen, tj. LA pro L. acidophilus, BR
pro B. breve a Bl pro B. bifidum. Nasleduje cislo pied lomitkem, uddvajici pomér inokulace

v procentech, a zkratka za lomitkem pro redlny vzorek piva. Zkratky redlnych vzorkii piv viz v Tab. 8.
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Obr. 29: Ristove krivky probiotik v redlnych vzorcich piv (inokulace v exponencidalni fazi, 1. ¢ast).
V legenddch ke grafitm znaci prvni dvoupismennd zkratka pouzity kmen, tj. LA pro L. acidophilus, BR
pro B.breve aBl pro B. bifidum. Nasleduje cislo pred lomitkem, uddvajici pomér inokulace
v procentech, a zkratka za lomitkem pro redlny vzorek piva. Zkratky redalnych vzorkii piv viz v Tab. 8.
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Obr. 30: Riistové krivky probiotik v redlnych vzorcich piv (inokulace v exponencialni fizi, 2. cast).

V legenddch ke grafiim znaci prvai dvoupismenna zkratka pouzity kmen, tj. LA pro L. acidophilus, BR

pro B. breve a Bl pro B. bifidum. Nasleduje cislo pred lomitkem, udavajici pomer inokulace

v procentech, a zkratka za lomitkem pro redalny vzorek piva. Zkratky redalnych vzorki piv viz v Tab. 8.
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Piiloha 3: Dotaznik k senzorické analyze

Dotaznik pro senzorické hodnoceni piva obohaceného probiotiky

Vazeni hodnotitelé,

zhodnotte, prosim, piedlozené vzorky piva obohaceného probiotiky. Jedna se 0 vzorky
svétlého, svrchné kvaseného piva typu ale, jehoz senzorické parametry se v rtiiznych ohledech
mohou lisit od parametri piv spodné kvasenych, mezi né€z se fadi napft. pivo plzeniského
(¢eského) typu. Pivo obohacené probiotiky navic obsahuje probiotické bakterie rodi
Lactobacillus a Bifidobacterium.

Pti senzorické analyze vzorkil se prosim zaméite na nésledujici parametry piva: barva, ¢irost,
viné, hotka, kysela a sladké chut’, ptip. uved’te jiné chuté€ a ptipachy do ptislusné tabulky.

De¢kuji za Vas ¢as vénovany tomuto dotazniku.

Hodnotitel: muz / Zena
kufak / nekurak

rok narozeni:

Senzorické hodnoceni vzorku:
1. Barva

Barvu piva ovliviluje zejména obsah melanoidinovych latek a produktl karameliza¢nich
reakci. Podle typu piva se barva muze se pohybovat od zlatozluté, ptes zlatohnédou
az k tmavohnédé. Na nize uvedenych osach prosim vyznaéte intenzitu barvy piva
u predlozenych vzorkii A a B (0 — bez barvy, 10 — velmi intenzivni zbarveni).

|

[

0 10
I

0

A

10

B
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2. Cirost

Cirost (priizraénost) piva je vyznamnym znakem. Pivo miiZze obsahovat zékal ¢i sedlinu. Na
nize uvedenych osach prosim vyznaéte Cirost piva u pfedloZzenych vzorktt A aB (0 — ¢iré,
10 — zakaleng).

A | | | | | | | | | | |
f)] 10
B | I I I I I I I I I I
f)] 10
3. Viiné

Viné je komplexni vlastnosti, kterd rozhoduje 0 prvnim dojmu a velmi ovliviiuje celkovy
senzoricky vjem pfi poziti piva. Na niZze uvedenych osach prosim vyznacte kvalitu viiné piva
u pfedlozenych vzorktu A a B (0 — nevyhovujici, 10 — vynikajici).
| | | | | | | | | |

|
[

n 0
| | | | | | | | | | |
n

A

| | | | | | | | | |
10

B

4. Horka chut’

Hotkost je jedna z hlavnich vlastnosti piva. Je ddna pfedev§im obsahem a-hotkych kyselin,
pochézejicich z chmelu. Na nize uvedenych osdch prosim vyznacte intenzitu hotkosti piva
u predlozenych vzorki A a B (0 — neznatelna hotkost, 10 — velmi intenzivni hotkost).

A | | | | | | | 1 1 1 |
N 10
B | I I I I I I I I I I
N 10
5. Kysela chut’

Kysela chut’ piva byva zpiisobena zvySenym obsahem kyseliny octové ¢i1 mlécné. Na nize
uvedenych osach prosim vyznacte intenzitu kyselosti piva u piedlozenych vzorki A a B (0 —
neznatelna kyselost, 10 — velmi intenzivni kyselost).

A

|
[
1]
B I
1]
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6. Sladka chut’

wrwe

¢i obsahem peptidii. Na nize uvedenych osach prosim vyznacte intenzitu sladkosti piva
u pedlozenych vzorka A a B (0 — neznatelna sladkost, 10 — velmi intenzivni sladkost).

|

[

0 10
I

0

A

10

B

7. DalSi (cizi) chuté a pripachy

Celkova chut piva mize byt ovlivnéna pfitomnosti méné piijjemnych ¢i vylozené
nepiijemnych cizich chuti apfipachii. Do nasledujici tabulky prosim uvedte, jaké chuté
a pripachy jsou v jednotlivych vzorcich piva ptitomny a jaka je jejich intenzita od 0 do 10 (0 —
neznatelné, 10 — velmi intenzivni).

vzorek A intenzita vzorek B intenzita
cizi chut/ptipach cizi chut’/ptipach

8. Celkova podobnost vzorki pivu

Na niZze uvedenych osdch prosim vyznacte, do jaké miry jsou podle VaSeho minéni
analyzované vzorky A a B podobné klasickému svrchné kvasenému pivu typu ale (0 — vzorky
jsou senzoricky naprosto odlisné od klasického svrchné kvaseného piva, 10— vzorky
senzoricky odpovidaji klasickému svrchné kvasenému pivu).

|

[

n

| | | | | | | | | | |
| | | | | | | | | | |
0

A
B

9. Celkové hodnoceni vzorki
Na niZze uvedenych osach prosim wuvedte vlastni celkové hodnoceni pfijatelnosti
analyzovanych vzorkt A a B (0 — nepfijatelné, 10 — vynikajici).

A

|
[
N
B |
N
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