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Suhrn

Vyskum probiotik pre akvakultiuru je v ranom $tadiu
a pre ich implementaciu je potrebné vykonat este
mnozstvo experimentov. Laktiplantibacily patria me-
dzi mikroorganizmy, ktoré sa naj¢astejsie pouzivaju na
pripravu probiotickych preparatov. Doterajsie vysled-
ky nie su postacujuce, prave preto su potrebné dalsie
Studie. Vyber probiotik pre akvakultaru a ich vyvoj pre
komerc¢né vyuzitie v akvakultdre je mnohostuprovy
a multidisciplindrny proces vyzadujuci si v prvej eta-
pe zakladny a neskor aj aplikovany vyskum a posude-
nie jeho pouzitia v praxi. Cielom studie bolo pripravit
probiotické krmivo pre ryby s vyuZitim pomocnych
latok a nasledne sledovat prezivatelnost probiotickych
bakteridlnych buniek v krmive pocas 9-mesacného
skladovania pri chladnickovej (4 °C) a izbovej teplote
(22 °C). Na pripravu krmiva bol pouzity kmen Lactoba-
cillus plantarum R2 Biocenol™ (CCM 8674) (podla novej
taxonémie Lactiplantibacillus plantarum), potencialne
vyuzitelny pre probiotické Ucely v akvakultdre. Lep-
Sia prezivatelnost probiotickych bakteridlnych buniek
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bola zaznamenana vo vzorkach krmiva A (Aquatex 41
HMD) v porovnani so vzorkami probiotickych peliet B
(Inicio 918-2). KedZe oxidacia mastnych kyselin v krmi-
ve ovplyvnuje nutri¢nd kvalitu jednotlivych kompo-
nentov krmiva, predpokladéme, Ze vyssie mnozstvo
oleja v krmive B negativne ovplyvnilo prezivatelnost
probiotickych bakteridlnych buniek. Najvyssie pocty Zi-
votaschopnych probiotickych baktérii boli zaznamena-
né pri 4 °C skladovania krmiva. Po 9 mesiacoch sklado-
vania pri chladni¢kovej teplote pocty laktiplantibacilov
vo vzorkach krmiva A klesli z hodnoty 7,30 log, KTJ/g
na pocet 5,57 log, KTJ/g. Teplota je povazovana za roz-
hodujuci faktor ovplyviujuci Zivotaschopnost a prezi-
vatelnost probiotickych baktérii pocas doby skladova-
nia.

KlIucové slova: obalovanie « pomocné latky « krmivo
uréené pre ryby « Lactiplantibacillus plantarum « Zivota-
schopnost

Summary

Research in probiotics for aquaculture is at an early
stage of development and much work is still needed.
Lactiplantibacilli belong to the microorganisms most
frequently used to prepare the probiotics. The available
information is inconclusive, since few experiments
with sufficiently robust design have been conducted
to permit critical evaluation. The development of
probiotics applicable to commercial use in aquaculture
is a multistep and multidisciplinary process requiring
both empirical and fundamental research, full-scale
trials, and an economic assessment of its use. The aim
of the study was to prepare a probiotic aquafeed via
excipients and subsequently to observe the survival
of probiotic bacterial cells in the feed during the nine
months storage period at a refrigerator (4 °C) or room
temperature (22 °C). The strain Lactobacillus plantarum
R2 Biocenol™ (CCM 8674) (according to the new
taxonomy Lactiplantibacillus plantarum), potentially
usable as a probiotic in aquaculture, was administered
to prepare the aquafeed. Better survival of probiotic
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bacterial cells was recorded in a samples of pellets
A (Aquatex 41 HMD) compared to the samples of
probiotic pellets B (Inicio 918-2). Since oxidation of fatty
acids in feed affects the nutritional quality of individual
feed components, we assume that higher amounts
of oil in feed B negatively affected the survival of
probiotic bacterial cells. The highest numbers of viable
probiotic bacteria cells were recorded at 4 °C storage of
probiotic feed samples. The number of lactiplantibacilli
dropped from 7.30 log, CFU - g™' to 5.57 log, CFU - g™
after the nine months storage period of feed samples
A at 4 °C. Temperature is considered as a critical factor
influencing probiotic viability and survival during
storage period.

Key words: coating - excipients - aquafeed - Lactiplan-
tibacillus plantarum « viability

Uvod

Akvakultura je neustale narastajuce odvetvie a za po-
slednych desat rokov sa stala dolezitou hospodarskou
aktivitou v mnohych krajinach". V podmienkach inten-
zivnej produkcie su ryby vystavené vysokému stresu,
¢im sa zvysuje vyskyt ochoreni, ktory spdsobuje pokles
produktivity* *. Bakteridlne ochorenia vo velkej miere
ohrozuju prosperitu chovu ryb*®. Negativny vplyv na
zdravotny stav ryb maju aj zmeny v chemizme vod-
ného prostredia a skrmovanie nevhodného krmiva®.
Masivne pouzivanie antimikrobidlnych latok pri lie¢be
a prevencii chor6b zvysuje selektivny tlak na mikroor-
ganizmy a prispieva k prirodzenému vzniku bakterial-
nej rezistencie®. Rezistentné patogénne baktérie ryb
predstavuju problém tak v sektore akvakultary, ako aj
v pripade transferu génov rezistencie na baktérie pa-
togénne pre ludi”. Bolo navrhnutych niekolko alterna-
tivnych stratégii pre pouzitie antibiotik, pricom medzi
nové bezpecné rieSenia zaradujeme aj vyuZzitie probio-
tickych mikroorganizmov, ktorych perspektiva v akva-
kulture je velmi slubna®.

Probiotické preparaty obsahuju zivé mikroorganiz-
my, ktorych poddvanie v dostato¢nych mnozstvach
ma preukazatelne pozitivny vplyv na hostitela®. Vhod-
ny kandidat pre probiotické pouzitie v akvakultdre by
mal prezivat pocas technologického spracovania ako
aj pocas skladovania prezit pasaz gastrointestinal-
nym traktom, dosiahnut miesto svojho posobenia, byt
schopnym posobit v prostredi ¢reva a zéroven byt pre
hostitela nepatogénnym a prospesnym? 1,

Tab. 1. Navdzka komponentov k priprave probiotického krmiva

Mikrobiologicku kvalitu krmiv ovplyvinuju podmien-
ky skladovania, a to najma teplota a vlhkost. Preziva-
telnost probiotickych bakteridlnych buniek v krmive je
kriticka hodnota, pretoze ur¢uje efektivnost krmiva pre
hostitela'.

Doposial nebolo vykonanych vela studii, ktoré by sa
zaoberali inkorporaciou probiotik do krmiva ryb, a pra-
ve preto bola nasa studia zamerand na pripravu apli-
kac¢nej formy probiotik vhodnej pre pouzitie v akvakul-
ture. Ciefom experimentdlnej casti studie bola priprava
krmiva obohateného o autochténny probioticky kmen
a ur€enie najvyssej miery prezivatelnosti probiotickych
bakteridlnych buniek v krmive pocas skladovania pri iz-
bovej a chladnickovej teplote.

Pokusna ¢ast

Materidl a metody

Kultivdcia probiotickych baktérii pre pripravu krmiva

V experimente bol pouzity kmen Lactobacillus plan-
tarum R2 Biocenol™ (CCM 8674) (podla novej taxono-
mie Lactiplantibacillus plantarum)'®, ktory bol izolo-
vany z ¢revného obsahu jedincov pstruha duhového
(Oncorhynchus mykiss) chovaného na slovenskej farme
Rybarstvo PozZehy s.r.0. a vybrany na zaklade selekénych
kritérii pre probiotické baktérie'. Pre jednotlivé skupi-
ny peliet bola pripravend 18-hodinova kultura kmena
v 1 | MRS bujénu (HiMedia, India) pri 37 °C na trepac-
ke, ktora sa nasledne centrifugovala (4500 ot./min po
dobu 40 min) pri 22 °C (ROTINA 420R, Nemecko).

Priprava krmiva obohateného o probiotikd pre ryby
pouzitim pomocnych ldtok
Celkovo boli pripravené dve 3arze kimnych peliet s ob-
sahom laktiplantibacilov, ktoré sa lisili druhom pouzitych
peliet, na ktoré boli naadsorbované probiotika. Jedna
arza obsahovala kimne pelety Aquatex 41 HMD, Dibagq,
CR (dalej len A) a druht skupinu tvorilo krmivo Inicio
918-2 mm, BioMar, Dénsko (dalej len B). Zlozenie probio-
tickych peliet (tab. 1) a postup pripravy boli identické.
Najprv bola pripravena bakteridlna kultdra s obsa-
hom kmena Lactobacillus plantarum R2 (10" KTJ/ml)
v MRS bujéne podla uz zverejnenej metodiky'. Pro-
bioticka kultura bola nasledne centrifugovana po dobu
15 min pri otackach 4000 rpm (ROTINA 420R, Nemec-
ko), pricom supernatant bol dekantovany a sediment
dvakrat premyty sterilnym fyziologickym roztokom
(jeho mnozstvo bolo priblizne rovnaké ako superna-
tantu) a znova odstredeny za identickych podmienok.

Komponenty Navazka (g)
25 % suspenzia kmena L. plantarum R2 vo fyziologickom roztoku 6,0
rozpustny skrob (Starch 1500°, Colorcon, GB) 0,5
krmivo (A alebo B) 50,0
koloidny oxid kremicity (Aerosil® 200, Degussa, GE) 0,5
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Po dekantécii bol k sedimentu pridany sterilny fyzio-
logicky roztok v takom mnozstve, aby vznikla 25%
suspenzia probiotickych bakteridlnych buniek kmena
L. plantarum R2 vo fyziologickom roztoku, do ktorej
bol prisypany rozpustny 3krob. Vzniknuta disperzia
sa miesala 60 minut na elektromagnetickej platnicke
(AccuPlate™ Stirrer, Labnet International Inc.,, USA) az do
vzniku bakterialno-skrobového hydrogélu. Do NTS flase
(150 ml) boli odvazené pelety (A alebo B) a nasledne sa
pridal koloidny oxid kremicity a na trepacke (C2 Platform
Shaker, Edison NJ, USA) sa pelety pretrepavali po dobu
2 - 5 min pri 380 rpm, dovtedy, kym vznikla homogén-
na zmes. Do flase sa nasledne opatrne prilial pripraveny
bakteridlno-3krobovy hydrogél. Fla3a sa uzavrela a mie-
sala na trepacke pri identickych podmienkach, az sa hy-
drogél rovhomerne naadsorboval na povrch peliet. Pelety
sa potom susili pri 35 °C pocas 4 hodin v teplovzdusnej
susiarni (Universal Oven UN 55, Memmert, Nemecko).
Fyzikalne hodnotenie pripravenych peliet nie je stcastou
tejto studie a bude vyhodnotené v dalsej publikacii.

Stanovenie preZivatelnosti probiotickych
mikroorganizmov

V testovanych skupinach obalenych peliet sme sledo-
vali prezivatelnost baktérii pocas skladovania krmiva
pri chladni¢kovej (4 °C) a izbovej teplote (22 °C). Odber
vzoriek sme uskuto¢nili v 1-mesacnych intervaloch po
dobu 9 mesiacov skladovania. Pocet Zivych probiotic-
kych buniek bol stanoveny kultiva¢tnou metédou na
MRS agarovych platniach. Z oboch skupin peliet sme
odoberali v stanovenych intervaloch 1 g vzorky, ktory
sa podrvil v trecej miske a riedil desiatkovym riedenim
s fyziologickym roztokom. Na MRS agarové platne sa
rozotrelo sterilnou roztierkou v tvare L 100 ul jednotli-
vych riedeni a po anaerébnej kultivacii (BBL GasPak vy-
vijace anaerébneho prostredia, Becton Dickinson) po-
¢as 48 hod pri 37 °C (Universal Oven UN 55, Memmert,
Nemecko) sa od¢itali pocty solitarnych kolénii.

Statistickd analyza

Pre hodnotenie prezivatelnosti probiotickych mikroor-
ganizmov pocas skladovania bola pouzita analyza dy-
namiky ¢asovych radov, ktora bola vykonana v progra-
me Microsoft Excel. Prezivatelnost v oboch druhoch
krmiva bola porovnana na zadklade priemerného abso-
lutneho a relativneho prirastku (zdporné hodnoty vy-
jadruju pokles) a priemerného koeficientu rastu (hod-
noty < 1 vyjadruju pokles).

Vysledky a diskusia

V studii bol pouzity kmen pre probiotické vyuzitie v ak-
vakulture Lactobacillus plantarum R2 Biocenol™ (CCM
8674), ktory sme ziskali zo vzoriek ¢revného obsahu
jedincov pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) na
zaklade in vitro selek¢nych kritérii™.

Je dblezité zvazit koncentraciu probiotickych bak-
teridlnych buniek v krmive uréenom pre ryby. Na zak-
lade vysledkov doterajsich $tudii mozno konstatovat,

Ze pocet bakteridlnych buniek 107 KTJ/g krmiva je
dostato¢ny na kontrolu voci patogénom ryb a pou-
Zitie vyssich koncentrdcii probiotik nevedie k lepsej
ochrane voci ochoreniu, resp. k znizeniu mortality> 19,
Bolo preukazané, ze kontinualna aplikacia probiotic-
kych buniek pomocou suchého krmiva obsahujuceho
10° — 10° KTJ/g viedla ku kolonizacii ¢revného epitelu''®,
intestinalnej mukdzy' 222 a pylorickych priveskov'”.
V pripravenom probiotickom krmive hned' po suseni
koncentracia probiotickych bakteridlnych buniek v pe-
letdch A predstavovala hodnotu 1 x 107 KTJ/g a v pri-
pade peliet B bola koncentracia probiotickych baktérii
1 x 106 KTJ/g.

Probiotické krmivo bolo pripravené s vyuzitim ko-
loidného oxidu kremicitého, ¢o je fyziologicky inertna
latka s vysokym mernym povrchom schopnd fixovat
ucinnu latku na povrchu peliet, a rozpustného Skrobu,
ktory je rovnako fyziologicky inertny a ktory vytvoril
obalovu vrstvu, fixujucu laktiplantibacily k povrchu pri-
pravenych probiotickych peliet.

V krmive ur¢enom pre pstruhy, ktoré tvorilo zaklad
pre inkorporaciu probiotickych baktérii, musi byt zahr-
nuty aj zdroj skrobu, ktory sluzi ako nutri¢né spojivo.
Mletd alebo celd p3enica, pseni¢ny alebo kukuri¢ny
Skrob su priklady zloziek pouzivanych v krmivach?.
Prave pouzitie kukuri¢ného skrobu pri priprave pro-
biotického krmiva mo6Ze zohravat zaujimavu ulohu v in
vivo experimente, kedZe sa jedna o rezistentny skrob
(nestravitelny sacharid), ktory poésobi v organizme
hostitela ako prebiotikum. Na zvieracich modeloch
bolo preukazané, ze zaclenenie rezistentnych skrobov
a probiotik do krmiva zvysilo hmotnostné prirastky
a odolnost voc¢i patogénom?* 2, Viyhody pourzitia re-
zistentného skrobu prevysuju tradi¢né prebiotikd,
pretoze rezistentny Skrob ponuka idedlny povrch pre
adhéziu probiotickych baktérii, ¢&im poskytuje odol-
nost probiotik voci vplyvom prostredia, ako je priprava,
skladovanie krmiva a transport probiotik cez gastroin-
testinalny trakt (GIT)?®. Adhézia probiotickych baktérii
ku molekuldm skrobu moéze predstavovat vyhody pre
nové technoldgie v oblasti pripravy probiotickych kr-
miv a pri zvyseni odolnosti Zivotaschopnych a metabo-
licky aktivnych probiotickych mikroorganizmov pocas
prechodu traviacim traktom az do miesta pésobenia.

Dal3im faktorom, ktory pozitivne ovplyvnil preZivatel-
nost probiotik, je pritomnost polynenasytenych mast-
nych kyselin (PUFA) v rybom oleji, ktorych podiel v potra-
ve ryb zvysuje pocty baktérii mlie¢neho kvasenia. Bolo to
potvrdené v experimente?”, v ktorom jedinci sivora alp-
ského (Salvelinus alpinus) boli kimeni diétou obohatenou
o PUFA. Vo vietkych castiach GIT ryb z Gram-pozitivnych
baktérii dominovali kyslomlie¢ne baktérie. Predpoklada
sa, ze PUFA v potrave ovplyvnuju vazbové miesta v mik-
robiote GIT s moznou modifikdciou zloZzenia mastnych
kyselin v stene creva. Naopak v probiotickom krmive
uskladnenom pri 22 °C Zivotaschopnost probiotickych
buniek klesala rychlo, pretoze pritomnost PUFA v rybom
oleji zapricinila oxidaciu v krmive, ktora ovplyvnuje nutric-
nu kvalitu jednotlivych komponentov krmiva®.
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Obr. 1. Prezivatelnost baktérii kmeria Lactobacillus plantarum v krmive A a B polas
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Obr. 2. Prezivatelnost baktérii kmeria Lactobacillus plantarum v krmive A a B pocas

skladovania pri 22 °C

Vo vzorkach standardného komeréného krmiva A/B
suplementovaného probiotickymi bakteridlnymi bun-
kami kmena Lactobacillus plantarum R2 Biocenol™
CCM 8674 pocas 9 mesiacov skladovania pri 4 °C sa
znizila prezivatelnost buniek priblizne o dva logaritmy
(obr. 1), zatial ¢o pri uchovani peliet pri 22 °C v 3. me-
siaci Zivotaschopné baktérie klesli na nulovid hodnotu
(obr. 2). Predpokladame, ze oxidacia tuku v krmive pri
vyssej teplote skladovania aj v naSom pripade nega-
tivne ovplyvnila prezivatelnost probiotickych baktérii.
Rozdielom v mnozstve tuku v krmive si vysvetlujeme aj
urcity rozdiel medzi krmivom A a B, kde v pripade krmi-
va B je obsah tuku o 2 % vy3si v porovnani s peletami
A (tab. 2), ¢o mohlo zapricinit nizsie pocty probiotic-
kych baktérii. Analyzou dynamiky prezivatelnosti sme
viak nezaznamenali vyznamny rozdiel medzi tymito
krmivami, kedZe priemerny relativny prirastok v krmive

A bol -62,8 % a v krmive B -62,2 % a priemerny koe-
ficient rastu bol v krmive A 0,372 a v krmive B 0,378.
Avsak pri skladovani pri 4 °C uz tento rozdiel bol vyraz-
nejsi, ked'v krmive A bol priemerny relativny pokles len
na urovni 2,97 % s priemernym koeficientom rastu 0,97
a v krmive B doslo k priemernému relativnemu poklesu
na Urovni 4,15 % s koeficientom rastu 0,95.

V praci autorov?, ktori sa zaoberali podobnou prob-
lematikou, bol autochténny probioticky kmen Acine-
tobacter haemolyticus zac¢leneny do krmiva pre ryby
rovnakym sposobom ako v nasej studii, avsak bez po-
uzitia pomocnych latok. Komeréné krmivo (R-3 Europe
22 %, 3 mm, Skretting, Nérsko) pretrepdvali vo flasi
s probiotickymi bakteridlnymi bunkami resuspendo-
vanymi vo fyziologickom roztoku do rovnomerného
obalenia®. Toto obalovanie vykonali dvakrat za sebou
a nasledne sa pelety susili po dobu 30 minut priizbovej
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Tab. 2. ZloZenie komercného krmiva urceného pre ryby

Zlozka Krmivo A ) Krmivo B
(Aquatex 41 HMD, Dibaq, Cesko) (Inicio 918-2, BioMar, Dansko)
bielkoviny 42,0 % 46,0 %
tuky 21,0% 23,0%
sacharidy 14,6 % 16,9 %
vlaknina 2,5% 1,1%
popol 9,0% 7,0%
fosfor 0,9 % 0,9 %

Tab. 3. Porovnanie prezivatelnosti probiotik v krmive A so zahrani¢nou studiou'

Den skladovania a prezivatelnost probiotik (log, KTJ/g)

Probioticky kmen Teplota skladovania (°C)
10. 15. 20. 25.
Lactobacillus plantarum R2 4 7,00 7,00 6,90 6,90
Biocenol™ 22 6,75 6,48 6,48 6,48
4 8,51 8,45 8,44 8,42
Lactobacillus plantarum'
22 8,40 8,36 8,37 8,33

teplote za pomoci ventilatora do pévodnej hmotnosti.
Prezivatelnost probiotickych bakteridlnych buniek vo
vzorkach sledovali na 14., 23. a 54. den skladovania pri
4 °C pomocou platfovej kultiva¢nej metddy. Wanka et
al* dosiahli pociato¢nu koncentraciu probiotik v krmi-
ve 10,63 log, KTJ/g, ktord v priebehu 54 dni skladova-
nia klesla minimalne, a to na hodnotu 10,46 log, KTJ/g.
Na zaklade tychto vysledkov, nie je mozné objektivne
zhodnotit, ¢i tato metdda pripravy probiotického krmi-
va je lepsia, resp. horsia, pre prezivatelnost probiotic-
kych bakteridlnych buniek v krmive pocas skladovania,
kedZe testovanie prezivatelnosti bolo vykonané iba 54
dni a len pri chladnic¢kovej teplote. Jedna sa o jedno-
duchu pripravu probiotického krmiva, ¢o je vyhodné,
a prave preto by bolo zaujimavé do buducna vykonat
experiment s touto metodikou a sledovat prezivatel-
nost probiotickych bakteridlnych buniek v krmive po-
¢as dlhodobého skladovania pri chladni¢kovej a izbo-
vej teplote, ako aj v in vivo podmienkach.

Amstrong et al.'? sledovali prezivatelnost probiotic-
kych bakteridlnych buniek aj autochténneho kmena
Lactobacillus plantarum. Oproti nasej Studii baktérie
boli do krmiva zac¢lenené sprejovou metdédou (10 ml
baktérii/1 kg krmiva) a nasledne premiesané do vysled-
nej koncentracie baktérii 8,51 log, KTJ/g. Pripravené
probiotické krmivo bolo skladované pri chladni¢kovej
a izbovej teplote a vzorky boli odoberané v intervale
5 dni pocas 25 dni skladovania. V porovnani so ziska-
nymi vysledkami z nasej Studie mézeme konstato-
vat, Ze pocet Zivotaschopnych probiotickych baktérii
v krmive A po 25 dnoch skladovania pri chladni¢kovej
teplote klesol o hodnotu 0,1 log, KTJ/g rovnako ako
v experimente Amstronga et al.'? (tab. 3). Rovnaké zni-
Zenie poctu zivotaschopnych probiotickych baktérii
00,2 log, KTJ/g bolo zaznamenané vo vzorkach krmiva
A ako aj vo vzorkach probiotického krmiva Amstronga
et al.’? pri izbovej teplote skladovania. Nie je mozné viak

porovnat, ¢i priprava probiotického krmiva sprejovou
metddou ma rovnaky vplyv na prezivatelnost probiotic-
kych baktérii pocas skladovania ako obalenie probiotik
prostrednictvom pomocnych latok na povrch krmiva,
kedZe nebolo sledovanie prezivatelnosti probiotik vyko-
nané v rovnakom intervale skladovania vzoriek.

Wirunpan et al.3® obohatili krmivo ur¢ené pre garnaty
o probioticky kmen Lactobacillus lactis 1464 izolovany
zo sedimentu rybnika tilapie nilskej (Oreochromis niloti-
cus). Cerstva bakterialna kultdra (25 % objemu na hmot-
nost) bez a s Upravou pH na hodnotu 7 bola zmiesana so
zloZzkami krmiva pred procesom peletizacie pri izbovej
teplote. Mokré pelety boli vysusené na fluidizovanom
podklade susicom pri 50 °C, 60 °C, 70 °C a 80 °C, aby sa
dosiahol obsah vlhkosti peliet pod 11 %. Vysledky Zivo-
taschopnosti bakteridlnych buniek kmena Zzaviseli od
teploty susenia s poctom Zivotaschopnych buniek v in-
tervale 10° - 108 KTJ/g ako aj od pH bakteridlnej kultury.
Pri vSetkych teplotéch susenia sa prezivatelnost bakte-
ridlnych buniek kmena po suseni pohybovala od 75,94 %
do0 92,28 % pri pH 3,8 a vintervale 89,54 % do 96,87 % pri
pH 7,0. Navyse bolo zistené, Ze pouzitie pridavnych latok
do zmesi probiotik zvy3uje prezitie baktérii pocas suse-
nia. A to najma pridanie suseného mlieka a glutamanu
sodného vykazovalo signifikantne vyznamny (p < 0,05)
ochranny Ucinok na Zivotaschopnost baktérii pri teplote
susenia 80 °C. Podobne ako v nasej studii aj tu skladova-
nie krmiva pri nizkej teplote 4 °C malo pozitivny vplyv na
prezivatelnost probiotickych buniek v porovnani s vys-
Sou teplotou 30 °C.

Ayo-Olalusi et al.2V sledovali prezivatelnost probiotic-
kych bakterialnych buniek kmeriov Lactobacillus brevis
1, Lactobacillus plantarum a Pediococcus pentosaceus
2 izolovanych z ¢reva roznych druhov ryb — barakuda
guinejska (Sphyraena afra), sumcek africky (Clarias ga-
riepinus) a tilapia (Tilapia guineensis). Oproti nasej Studii
baktérie boli do krmiva za¢lenené sprejovou metédou
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(10 ml baktérii/1 kg krmiva) a nasledne premie3ané
do vyslednej koncentracie baktérii 3,2 x 108 KTJ/ml. Tri
skupiny krmiva boli skladované pri 4 réznych teplotach
0,4, 8 a 22 °C a vzorky boli odoberané v intervale 5 dni
pocas 25 dni skladovania. Vysledky preukdzali najvys-
Siu Zivotaschopnost bakteridlnych buniek kmeriov pri
teplote skladovania 0 °C, avsak pri tejto teplote do-
chadzalo ku chemickym zmenam zloziek krmiva, kvo-
li zmrazovaniu/rozmrazovaniu, ¢im boli niektoré Zivé
bakteridlne bunky usmrtené. Z tychto dévodov krmivo
obohatené o probiotikd by malo byt skladované aspon
pri 4 °C. Po 15 dnoch skladovania krmiva pri 22 °C po¢-
ty bakteridlnych buniek zacali klesat. Rovnaké zistenia
sme zaznamenali aj z nasich vysledkov. Pri teplote skla-
dovania 4 °C prezivali probiotické bunky vo vyssich
poctoch v oboch skupinach krmiva ako pocas sklado-
vania pri 22 °C. Je zrejmé, Ze krmivo uskladnené pri
4 °C vykazovalo vy3Siu stabilitu poctov probiotickych
buniek pocas 9 mesiacov skladovania. Avsak chladenie
je nevyhodné pre predajcu a zasobovatela vzhladom
na jeho vysoké naklady. Preto je velkou vyzvou vyra-
bat probiotické krmivo, ktoré by bolo stale aj priizbovej
teplote. V nasej studii sa udrzali pocty Zivotaschopnych
probiotickych bakteridlnych buniek v krmive po dobu
2 mesiacov uskladnenia pri 22 °C. V tretom mesiaci
skladovania oboch vzoriek probiotického krmiva pri
22 °C sme nezaznamenali pritomnost Zivych probiotic-
kych baktérii.

Autochténny probioticky kmen Bacillus licheniformis
KCCM 43270 izolovany z platesy japonskej (Paralichthys
olivaceus) bol zac¢leneny do krmiva ryb3?. Spéry tohto
kmena prezili pripravu krmiva extrdziou, ¢im by kmen
Bacillus licheniformis mohol byt pouzity ako kimne adi-
tivum, ktoré odoldva vysokej teplote. Je viak potrebné
probiotické krmivo s obsahom spér bacilov otestovat
v in vivo experimente, ¢i su probiotika vo forme spér
schopné byt aktivované a tym padom aj Gc¢inné pri ko-
lonizacii kratkeho traviaceho traktu ryb.

Zivé bunky v probiotickych preparatoch stracaju zi-
votaschopnost, a preto obsahujui rézne pomery popu-
lacii Zivych a odumretych buniek. Okrem toho dalsie
straty Zivotaschopnych probiotickych bakteridlnych
buniek nastavaju po prechode traviacou sustavou vod-
nych zivocichov (kde su vystavené nizkemu pH v zalud-
ku a zésaditému pH v ¢reve). Tento fenomén je zndmy
u endotermickych zvierat a prebieha aktivna diskusia,
¢i odumreté prospesné bakteridlne bunky zohravaju
ulohu pri poskytovani vyhod pre hostitela. Tato téma si
vyzaduje dalsi vyskum aj u vodnych Zivocichov??,

V suvislosti s pouzivanim probiotik, prebiotik a syn-
biotik v akvakulture patri k délezitym faktorom aj
ekonomicka rentabilita. V experimente juvenilnych je-
dincov tilapie nilskej (Oreochromis nileticus) kontrolné
krmivo vykazovalo hordiu ekonomicku efektivitu nez
krmivo obohatené o probiotika, prebiotika a synbiotika
na zdklade hodnotenia konverzie krmiva, priemernych
nakladov krmiva na kilogram prirastku Zivej hmotnosti,
konecnej biomasy, celkovych nakladov na produkciu
a indexu ekonomickej efektivity>*.

Zaver

Predpokladdme, ze vy3sie mnoZstvo oleja v krmive
B negativne ovplyvnilo prezivatelnost probiotickych
bakteridlnych buniek. Vysledky tejto Studie nie je moz-
né objektivne porovnat s inou studiou, kedZe dlho-
dobé sledovanie prezivatelnosti probiotickych baktérii
po zacleneni do krmiva ryb nebolo doposial publikova-
né. Aviak vysledky koncentracie Zivotaschopnych pro-
biotickych baktérii v krmive A pri chladnickovej teplote
skladovania po dobu 9 mesiacov postacuju k ich efek-
tivnemu ucinku a kolonizacii traviaceho traktu ryb.

Vyssia prezivatelnost probiotickych bakteridlnych
buniek pocas 9-mesacného skladovania bola zazna-
menana v skupine probiotického krmiva skladovaného
pri chladnickovej teplote (4 °C) v porovnani s izbovou
teplotou (22 °C). Vzhladom k tomu, Ze teplota je roz-
hodujucim faktorom udrzania Zivotaschopnosti bakte-
ridlnych buniek, moéZzeme konstatovat, Ze chladni¢kova
teplota skladovania probiotického krmiva sa javi ako
vhodna teplota pre udrzanie ¢o najdlhsej zivotaschop-
nosti probiotickych bakteridlnych buniek v krmive ur-
¢enom pre vodné zivocichy.
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