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Uvod

0,5 az 1 % eurodpskej populacie je v si€asnosti postih-
nuté celiakiou', ktora ni¢i tenké &revo a nasledne zne-
moziuje celkovii absorpciu stravy®. Osoby trpiace touto
chronickou poruchou st odkazané na dozivotné dodrzova-
nie tzv. bezlepkovej diéty, musia teda zo svojej stravy
vylucit' bielkoviny a peptidy pochadzajice z prolaminov
obilnin podc¢el'ade Triticeae’.

Celiakia je povazovana za zloZité ochorenie suvisiace
s imunitnym systémom, ktoré zahfiia aj nadobudnutu aj
vrodend imunitu®. Ako autoimunitné ochorenie sa &asto
vyskytuje pri diabetes mellitus 1.typu’, autoimunitnej
tyreoitide, Addisonovej chorobe, autoimunitnych choro-
bach pedene, psoridze a myastenii gravis®. Gény kodujice
HLA DQ2 a HLA DQ8 molekuly predstavuju najdolezi-
tej3i geneticky preddispozi¢ny faktor’. KIadovymi preven-
tivnymi opatreniami proti vzniku celiakie v detskom veku
su dojcenie a Casovy faktor zavadzania lepku do stravy.
Stadie poukazuju na zvysenie rizika vzniku celiakie, ak je
lepok zaradeny do stravy prili§ skoro (< 4 mesiace), alebo
prili§ neskoro (> 7 mesiacov)'’.

Konzumaéciou potravin s probiotickym a prebiotickym
ucinkom je mozné eliminovat’ alebo zmiernit’ viaceré taz-
kosti, znizit’ zataz imunitného systému a v kone¢nom do-
sledku prispiet k pocitu dobrého zdravia a pohody.
V st¢asnosti sa v potravinarskom priemysle vyraba Siroké
spektrum probiotickych vyrobkov, najmi v mliekarenstve,
priCom sa vyuziva mnoZzstvo originalnych probiotickych
kmenov. Jednymi z nich su aj zastupcovia Lactobacillus
acidophilus 145 (LA 145) a Lb. rhamnosus GG (LGG).
Nakol’ko je vsak sortiment produktov na okamziti konzu-
maciu vhodnych aj pre celiatikov obmedzeny, zamerali
sme sa v nasej praci na pripravu fermentovaného pseudo-
cerealneho substratu (pohankového) s vyuzitim uz vysSie
spomenutych kmenov.
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Experimentalna ¢ast’

Pseudoceredlny produkt predstavovali varené, naoc-
kované anasledne lisované lupané pohankové zrna
(Kroner, s. 1. 0., Bratislava). Priprava spocivala v navazeni
prislusného mnozstva pohankovych zin a zvysnych ingre-
diencii (sachar6za/ochucujuca zlozka, voda/polotucné
trvanlivé mlieko, Rajo a.s. Bratislava), ich naslednom va-
reni pri 100 °C 15 min a 30 min odstati v teple. Pri pripra-
ve ,,mliecnej pohanky“ sme hmotu namiesto odstatia
v teple eSte 10 min zahrievali pri 100 °C. Po ochladeni
pohankovej hmoty na izbovu teplotu sa zacala fermentacia
jej naockovanim 5 % Startovacej kultury. Thned’ po naoc-
kovani sa pohankova hmota umiestnila do lisu, kde sa
pomocou 500g al000g zavazia lisovala po dobu
2 x 5 min. Naockovana lisovand pohanka bola nasledne
fermentovana za anaerdbnych podmienok pri 37 + 1°C
24 h a po fermentacii uchovavana pri 12 + 1 °C aerdbne po
dobu 10 dni. Pocas fermentdcie ako aj skladovania pri
teplote 12 °C sme v pravidelnych intervaloch merali zme-
ny aktivnej kyslosti pH metrom so sklenou elektrédou
(inoLab pH 720, WTW, Weilheim, Nemecko).

Stanovenie poctu laktobacilov a vyhodnotenie
rastovych parametrov

Pocty laktobacilov pocas fermentacie a doby sklado-
vania pri 12 °C sme stanovili v silade s normou STN ISO
15214 (cit.'""). Na matematické vyhodnotenie rastovych
Ciar a ziskanie rastovych parametrov (Specifickd rastova
rychlost, p a lag-faza, A) laktobacilov bol pouzity primar-
ny D-model'”. Na $tatistické zhodnotenie rastovych para-
metrov oboch laktobacilov v réznych substratoch sme
pouzili Studentov t-test, nastroj balika Excel, Office Pro-
fessional 2007.

Senzorické hodnotenie

Organoleptické  vlastnosti  vyrobkov  hodnotilo
10 nezavislych hodnotitel'ov podl'a STN ISO 8586, ukazo-
vatel celkovej chutnosti bol hodnoteny pomocou
5-stupiiovej bodovej metody .

Urcenie cytotoxického ucinku laktobacilov
na bunkové linie HeLa a Caco-2

Bunky HeLa tvoria nesmrtel'nt transformovanti bun-
kovu liniu, ktora bola pévodne izolovana z 'udského krcka
maternice ako epitelovda bunkova linia vytvarajuca
monovrstvu'*. Bunkovi liniu poskytla RNDr. D. Slametiova,
DrSc. zUstavu experimentalnej onkologie SAV
v Bratislave. Bunky Caco-2 su ludské epitelové bunky,
pochadzajuce z adenokarcinému hrubého &reva'>'®. Bun-
kova liniu poskytla Mgr. E. Horvathova, PhD. z Ustavu
experimentalnej onkologie SAV v Bratislave. Cytotoxicky
ucinok kyslomliecnych kultar sa charakterizoval percen-
tom inhibicie po 24 h, 48 h a 72 h spolo¢nej anaerdobnej
inkubacii v termostate pri 37 £ 1 °C a 5 % CO,.
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Vysledky a diskusia

Rast arozmnoZovanie probiotickych  kmenov
Lb. acidophilus 145 a Lb. rhamnosus GG v lisovanom
pohankovom produkte pripravenom s vodou a sachar6zou
boli charakterizované priemernymi Specifickymi rastovy-
mi rychlostami p =0,63h™" a 0,87 h™", v poradi a podas
uchovavania pri 12+ 1 °C si udrzali svoju Zivotaschop-
nost pocas celych 10dni. Kockova a Valik zistili
v lisovanej pohanke uvarenej ,,na slano* $pecifickl rastova
rychlost LGG podas fermentacie 0,74 h™', priom poéty
pocas skladovacej fazy pri 6 °C po dobu 3 tyzdne zostavali
stabilné'”. Hodnoty aktivnej kyslosti klesali po¢as fermen-
tacie ,,sladkej” pohanky a nasledného uchovavania rychlo-
stou —0,15 h™' pre LA 145 a —0,13 h™' pre LGG, pri¢om
obdobné zmeny v pH hodnotach zaznamenali vo svojej
praci aj Sterr a spol.'® pocas fermentacie vodnej amaranto-
vej muky kyslomlie¢nymi baktériami. Mlieko ako substrat
v lisovanom pohankovom produkte Statisticky vyznamne
(o =10,05) ovplyvnilo hodnoty Specifickych rastovych
rychlosti po€as fermentdcie v porovnani s vodnou bazou.
Pri LA 145 bol pozorovany priblizne 1,4x a pri LGG pri-
blizne 2,6x rychlejsi rast v porovnani s pouzitim vody.
Podobné vysledky zaznamenali iini autori s pohankovou
mlie¢nou kaSou fermentovanou kmetiom LGG (cit.").
Pridavok mlieka (zdroj proteinov a vitaminov) do cereal-
nych  substratov  zvySuje  metabolickll  aktivitu
laktobacilov®’.

Rastové parametre oboch probiotickych kmefiov
v neochutenych a ochutenych lisovanych pohankovych
produktoch (vanilka/Cokolada) st zhodnotené v tab. I a II.

U sledovanych kmenov nebolo trvanie lag-fazy (L)
ovplyvnené druhom ochucujucej zlozky (vanilka/
cokolada), avsak v pripade LGG bola tato o takmer 50 %
kratsia v porovnani s LA 145 (tab. I a II). Pridavok ochu-
cujucej zlozky k receptire s vodou a mlickom Statisticky
vyznamne ovplyvnil Specificku rastovi rychlost kmena
LGG, kym v experimentoch s LA 145 bol tento efekt mini-
malny (a = 0,05).

Z pohl'adu hodnotenia senzorickej kvality boli v nasej
studii za najlepSie vyhodnotené ochutené probiotické vy-
robky lisovanej pohanky s vanilkovou prichutou, vodou
a pouzitim Startéra LGG po 24 h a po 5 diioch skladovania.

Tabul’ka I
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Ich celkova chutnost’ bola ohodnotena jednym z najvysSie
dosiahnutych bodov (3,57), o predstavuje prijemnt az
vel'mi prijemnu celkovi chutnost’. Z cokoladovych pro-
duktov dosiahli najvysSie hodnotenie celkovej chutnosti
24 h produkt a lisovana fermentovana pohanka po 5 dioch
skladovania oba  fermentované s pouzitim LGG
(uspokojiva az prijemna celkova chutnost’). Kockova
a Valik'” uskutoénili senzorické hodnotenie celkovej chut-
nosti slaného pohankového produktu, no vysledné bodové
ohodnotenie bolo nizsie (3,31 po 10 h fermentacii).

Poslednou ¢astou prace bolo zistit' antiproliferaény
ucinok laktobacilov voci nddorovym bunkovym kultiram
HeLa a Caco-2. V pripade kmena LGG bol inhibi¢ny
vplyv na bunkdch HelLa stanoveny uz v48h
(% inhibiciesgp 4 72n = 40 %), pricom LA 145 sa cytotoxicky
prejavil najmé po 72 h (% inhibicies,, = 96 %). V pripade
nadorovej linie Caco-2 Lb. acidophillus 145 spdsobil po
72 h 95 % inhibiciu, pricom v pripade kmenia LGG bola
miera inhibicie po 72 h expozicii vyc¢islena na 68 %. Tes-
tované laktobacily vyvolali po 24, 48 a 72 h posobeni de-
generaciu Casti bunkovej populacie charakterizovant zagu-
latenymi bunkami uvolnenymi z kultiva¢ného povrchu,
kym kontrolné linie réstli prichytené na kultivanom po-
vrchu a ich mnozstvo sa imerne zvySovalo s ¢asom kulti-
vacie. Ini autori poukézali na inhibiciu rastu nadorovych
buniek prsnika MCF7 indukovant fermentovanym mlie-
kom, obsahujlcim Bifidobacterium infantis, B. bifidum,
B. animalis, Lb. acidophilus a Lb. paracasei, priCom anti-
proliferacny u¢inok bol pripisany latkam, ktoré vznikli
v procese fermenticie mlieka tymito kulturami®'. Singh
a spol. zistili, Ze pdsobenie 125 uM peroxidu vodika na
HeLa bunky malo za nésledok 6,89 % apoptozy indukova-
nej po 15 min, 11,05 % apoptoézy po 1 h a 28,96 % po 3 h
(cit.”). Ini autori vo svojej praci uviedli, Ze rozli¢né kme-
ne adruhy propionovych baktérii indukuji apoptdzu na-
dorovych buniek (Caco-2 a HT 29) metabolickou produk-
ciou kratkoretazcovych mastnych kyselin, propionatu
a acetatu”.

Priemerné rastové parametre Lb. acidophilus 145 v neochutenom a ochutenom lisovanom pohankovom produkte

Substrat

Lb. acidophilus 145

ph'] Rychlost’ poklesu pH [h'] A [h]
Lisovana pohanka, voda, sachar6za 0,63 -0,15 0
Lisovana pohanka, mlieko, sachardza 0,88 -0,085 4
Lisovana pohanka, voda, vanilka 0,56 -0,089 4,1
Lisovana pohanka, mlieko, vanilka 0,96 -0,075 4.8
Lisovana pohanka, voda, cokolada 0,91 -0,090 5,5
Lisovana pohanka, mlieko, cokolada 0,84 —0,085 4.2
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Tabul’ka I1
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Priemerné rastové parametre Lb. rhamnosus GG v neochutenom a ochutenom lisovanom pohankovom produkte

Substrat Lb. rhamnosus GG

p[h™] Rychlost poklesu pH [h™'] X [h]
Lisovana pohanka, voda, sachar6za 0,87 -0,13 0
Lisovana pohanka, mlieko, sachardza 2,27 -0,017 0
Lisovana pohanka, voda, vanilka 1,90 -0,062 2,2
Lisovana pohanka, mlieko, vanilka 2,12 —-0,280 2,2
Lisovana pohanka, voda, cokolada 1,82 -0,277 2,5
Lisovana pohanka, mlieko, cokolada 1,68 —-0,455 1,9

Zaver

Pohanka, povodom z Azie, sa vyuziva pre rozne uée-
ly, najmé v potravinarstve, pol'nohospodarstve ako krmivo
a vo farmaceutickom priemysle, kde tvori vyznamny pri-
rodny zdroj rutinu. V mnohych krajinach sa pohankové
zrnd konzumuju varené s vodou, alebo mliekom, pripravu-
je sa z nich kasa, alebo sa z pohankovej miky pripravuju
lievance. Laboratorne pripravené fermentované pohankové
produkty preukazali schopnost’ byt vhodnym rastovym
prostredim probiotickych baktérii. Vo vSetkych testova-
nych typoch pohdnkovych substratov dosahovali konec¢né
koncentréacie laktobacilov hodnoty od 10° do 10° KTJ g',
t. j. si zachovali svoju Zivotaschopnost’ v terapeutickych
davkach pocas celej doby skladovania pri 12 °C.
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D. Liptiakovd, M. Petrulikova, J. Pelikdnova,
L. Valik, and K. Kristufkova (Department of Nutrition
and Food Assessment, Faculty of Chemical and Food
Technology, Slovak University of Technology, Bratislava):
Growth and Survival of Probiotic Lactobacilli in
Pressed Buckwheat Product

The growth dynamics of Lactobacillus acidophilus
145 and Lb. rhamnosus GG in substrate prepared from
buckwheat, water or milk, sucrose or flavoring compound
(vanilla and chocolate) was investigated. In general, during
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the fermentation (numbers at the end have reached values
from 1.8-10% to 3.4-10° cfu g ') or storage Ny from 1.8-10°
to 3.3-10° cfug), the growth of individual strain was
satisfactory. According to the evaluation of overall taste,
the substrate with vanilla flavor and water, fermented by
Lb. rhamnosus GG for 24 h and stored for 5 days, obtained
the highest number of points. Lactobacilli had slightly
cytotoxic effect on the HeLa cells and Caco-2 cells, and
the percentage of inhibition after 48 and 72 h of exposure
ranged from 40 to 96 % for both selected strains.



