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Lafti L-26 vyssi, a to o 1,1 fadu resp. 1,3 fadu. Tyto vysled-
ky jsou shodné s vysledky Charalampopoula a Pandielly
(2010), ktefi zaznamenali pokles poctu bunék kmene
L. plantarum NCIMB 8826 pti skladovani ve zfermento-
vaném 5 % hm. sladovém roztoku o 1,5 radu.

Stabilita kment L. acidophilus CCDM 151 a L. casei
CCDM 198 v mléce obohaceném mlécnou slozkou (5 %
hm. suSené syrovatky, 5 % hm. syrovatkového bilkovinného
koncentratu a 5 % hm. kaseinomakropeptidu), byla stejné,
jako u kmene L. casei Lafti L-26, vysoka. Pokles poctu
bun¢k (log KTJ/ml) se pohyboval v rozmezi 0,5 az 1,3 fadu.
Vysledky jsou shodné s vysledky Dava a Shaha (1998),
ktefi uvadéji, Ze pokles Zivotaschopnych bunék kmene
L. acidophilus kultivovanych v mléce s 2 hm. % susené
syrovatky ¢i syrovatkového bilkovinného koncentratu po
25 dnech skladovani pfi 4 °C nebyl vétsi nez 0,5 - 1 rad.

Nizsi stabilita kment L. acidophilus CCDM 151 a L. casei
CCDM 198 byla v prubéhu skladovani zjiSténa v mléce s pii-
davkem Sladovitu i sladu. Béhem 28denniho skladovani byl
zaznamenan pokles poctu Zivotaschopnych bunék kmene
L. acidophilus CCDM 151 o 2,7 - 3,0 fady. Pokles poctu
bunék L. casei CCDM 198 se pri skladovani ve zminénych
médiich pohyboval v rozmezi o 2,5 az 4,4 fadu. Ve zfermen-
tovaném mléce byl zjistén pokles bun€k téchto kment
o 1,7 a 1,2 fadu. Vysledky poklesu poctu bunék pfi
skladovani zfermentovaného mléka se shoduji s vysledky
dosazenymi Guiemondem a kol. (2004). Helland a kol.
(2004) ve své studii vénované rastu a metabolismu pro-
biotickych laktobacili v ceredlnim pudinku s mlécnym
a vodnym zakladem rovnéZ uvedl, Ze jako jediny z péti
testovanych kment laktobacilt, ktery byl schopny piezit
skladovaci proces (21 dni pfi 4-6 °C) v mnozstvi vétSim nez
10%, byl kmen L. rhamnosus GG, u ostatni kmenti doglo
k poklesu KTJ/ml az o 3,3 fadu.

Béhem skladovéani nebyly zaznamendny vyrazné zmény
pH, v médiich tedy nedoslo k postacidifikacnim zménam.
Hodnota aktivni kyselosti se béhem skladovani ménila jen
maximalné o 2 desetiny jednotek. Naméfeny pokles pH je
nizsi, nez pokles zaznamenany v praci Dava a Shaha (1998)
pfi skladovani mléka s pfidavkem 2 % hm. syrovatkovych
bilkovin ¢i kaseinomakropeptidu zfermentovaného jogur-
tovou kulturou. Na konci skladovaciho procesu se hodnoty
pH nékterych médii i mirné zvySovaly.

Skladovaci testy prokazaly stabilitu kmene L. casei Lafti
L-26 v prubéhu 28denniho skladovéni. Pocet bunék tohoto
kmene ve vSech typech médii klesl pouze o max. 1,3 fadu
ve srovnani s hodnotami na pocitku skladovéani. Bylo
prokazano, zZe v mléce s pridavkem sladu a Sladovitu
dochézelo k vys$§imu ubytku zivych bunék kment L. aci-
dophilus CCDM 151 a L. casei CCDM 198 v porovnani
s mlékem ¢i mlékem s ptidavkem mlécnych slozek. I kdyz
Jjsou laktobacily obecné tolerantni k nizkému pH prostiedi,
muzZe byt niz§i hodnota pH mléka se Sladovitem nebo sla-
dem pricinou niZzsi stability bunék.

Prace byla podporena grantem Ministerstva zemédélstvi
CR ¢&. QI101B090.
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Antifungal properties of propionic acid bacteria

Abstrakt

Tato prace popisuje testovani antifungdlnich ucinka
16 kmenu bakterii propionového kvaSeni vici vlaknitym
houbam z rodu Penicillium. Vyraznéjsi antifungalni u¢inky
byly pozorovany pfi pouZiti zZivych bunék, nez pfi pouZiti
bezbunéénych supernatanti. Pozorovan byl rovnéz vliv
pouzitého zivného média na antifungdlni aktivitu.
Nejcitlivéjsi z testovanych kmentt vldknitych hub bylo
Penicillium nalgiovensis CCDM 329, nejméné citlivy byl
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zovaly kmeny Propionibacterium freudenreichii MAD-8AP
a Propionibacterium acidipropionici CCM 1859.

Klicova slova: antifungalni aktivita, Propionibacterium,
Penicillium

Abstract

This work deals with the antifungal activity of 16 strains
of propionic acid bacteria against fungi from Penicillium
genus. Higher antifungal effect was found out in the case of
propionibacteria viable cells compared to cell-free extracts.
Furthermore, the influence of growth medium on antifun-
gal activity was observed. Out of the fungi strains tested,
Penicillium nalgiovensis CCDM 329 was the most respon-
sive to propionibacteria live cells. Only small sensitivity
was detected in the case of P. roqueforti PA1. The most
broad spektrum of activity showed live cell sof Propio-
nibacterium freudenreichii MAD-8AP and Propionibacte-
rium acidipropionici CCM 1859.

Uvod

VétSina potravin a krmiv je citlivd na kontaminaci vldknity-
mi houbami v riznych etapach vyroby, zpracovani, prepravy
a skladovani. Klimatické podminky a podminky béhem vyro-
by, prepravy a skladovani mohou podpofit rist hub a syntézu
mykotoxint vedouci ke kazeni potraviny nebo jeji zdravotni
zavadnosti. Trendem poslednich let pri vyrobé potravin
vyvolanym pozadavky spotiebitelil je snizeni mnoZstvi ¢i
tplnd eliminace chemickych sloucenin pouZivanych pro
konzervaci a ochranu potravin a krmiv a jejich nahrazeni
prirodnimi antimikrobidlnimi latkami. Jednou z moZnosti
ochrany potravin pred kaZenim zplsobenym vlaknitymi
houbami je pouziti bakterii mlécného kvaseni (BMK) pro-
dukujicich antifungdlné piisobici metabolity. Studium této
tématiky je zéleZitosti zejména poslednich dvou dekad '*°.
Nejcastéji byly antifungélni vlastnosti pozorovany u riznych
druht laktobacilti a pediokokui. Existuje pouze nékolik praci
zaméfenych na testovani antifungélnich vlastnosti bakterii
propionového kvaseni **°. Cilem této prace bylo zji§téni pii-
padnych antifungalnich vlastnosti u souboru sbirkovych
kmenti bakterii propionového kvaSeni a kment izolovanych
z mléka a mléénych vyrobku.

Material a metody

Soubor kmenii

V praci byly pouzity kmeny bakterii propionového
kvaSeni ziskané z Ceské sbirky mikroorganismi (CCM
1859, 3323, 4902), Sbirky mlékarenskych mikroorganismu
Laktoflora (CCDM 57, 160, 163, 164, 167, 805, 1005,
1009) a kmeny izolované z mléka a mlécnych vyrobku
(BIOI-P, ITV1"" -BP, LE-A, MAD-8AP, MKS5, PS1-BP)
zejména syru Svycarského typu. Jako indikdtorové kmeny
byly pouzity tyto kultury: Penicillium roqueforti PA1
(Danisco A/S, Kodan, Dansko), Penicillium nalgiovensis
CCDM 2609, Penicilium camemberti CCDM 797+799.

Priprava extraktu

Kmeny bakterii propionového kvaseni dlouhodobé
uchovavané v zamrazeném stavu byly obnoveny v YEL
bujoénu (yeast extrakt lactate) pri 30 °C po dobu 48 hodin
a nasledné¢ ockovany (2 % inokula) do syrovitkového
média (retentdt kyselé syrovatky zahuStény reverzni
osmozou, vychozi pH 4,4-4,5, obsah kyseliny mlécné
~ 2%), jehoz pH pred sterilaci (110 °C, 20 minut) bylo
upraveno na 7,0. Pro udrZeni konstantniho pH béhem
fermentace bylo pfiddno 5 % (m/v) sterilniho CaCOj;
a 0,5 % trimagnesium fosfatu. Po kultivaci pfi 30 °C byla
cast fermetovaného média sterilné prevedena do zku-
mavek a uchovavdana pifi -20 °C do doby pouZiti
(komplet). Zbyvajici ¢ast byla odstfedéna pri 9000 g po
dobu 10 minut a ziskany supernatant membranové filtro-
van (0,2 um) a rovnéz uchovavéan pii -20 °C (bb super-
natant).

Priprava Zivnych pud a suspenzi vidknitych hub

Pouzivané kmeny vlaknitych hub byly kultivovdny na
jecnych kroupach pri optimalni teploté a po sporulaci byly
spory extrahovany fyziologickym roztokem s piidavkem
0,05 % (m/v) Tween 80. Koncentrace spor v extraktu byla
zjisténa pomoci plotnové metody na Malt agaru (HiMedia
Laboratories, Mumbai, Indie). Spory vldknitych hub byly
vmichany do rozvarenych zivnych pud temperovanych na
50 °C na vyslednou koncentraci 20-50 sp6r/ml média
a rozlity na plotny. Pro testovani byla pouZzita tato Zivna
média:

Malt agar M253 (HiMedia), 5,5 +0,2

Czapek Malt agar M732 (HiMedia), pH 6,8 +0,2

JM3 agar: smichano 40 ml zahuSténé syrovatky RO pH
6,5 se 150 ml deionizované vodyalO g jecné mouky, smés
rozvarfena na homogenni smés, ochlazena na 25-28 °C, pH
znovu upraveno 40 % (m/v) NaOH na 6,5, sterilace 110 °C,
20 minut, sterilni smés smichana 1:1 s rozvafenym 3 %
agarem).

Testovdni antifungdlnich vlastnosti

V pripadé testovani ucinnosti bb supernatanti byly spory
plisni v zivnych médiich nality na Petriho misky o priméru
18 cm a po zatuhnuti byly v agaru vykrojeny jamky
o pruméru § mm. Do jamek bylo pipetovino 200 ul
prislusného bb supernatantu a po 4 hodinach skladovani pri
4-6 °C byly misky kultivovany pii 25 °C po dobu 5 dni.
V pfipadeé testovani zivych bunek (komplet) bylo na misku
pipetovano nejprve 1.5 ml kompletu obsahujiciho
~ 1x10° KTJ/ml a zalito 15 ml suspenze spor v Zivné pdg.
Kontrolni misky obsahovaly pridavek stejného objemu
sterilni kyselé syrovatky pH 4.,4-4,5 a neutralizované
syrovatky s pH upravenym 40 % NaOH na 7,0. Vzhled
misek byl hodnocen vizudlné po 5 dnech porovnanim rastu
hub na plotndch s testovanym kmenem a kontrolnich
obsahujicich kyselou nebo neutralizovanou syrovatku
(1 dplna inhibice, 2 vyraznd inhibice, 3 mirna inhibice,
4 bez inhibice) a ziroven byla pofizovana fotograficka
dokumentace.
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Tab. 1 Antifungélini aktivita Zivych bunék rdznych kmend propionibakterii viiéi vidknitym houbdm z rodu Penicillium

Indikatorové kultury

Penicillium roqueforti PA 1

Testované kmeny Czapek Malt.  Malt JM3

Czapek Malt.

Penicillium nalgiovensis CCDM 329  Penicillium camemberti CCDM 797+799
Mait JM3 Czapek Malt. Malt JM3

CCDM 57

w
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w
w
w
w

CCDM 160
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CCDM 164

CCDM 167
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CCM 3323
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Legenda: 1 tplnd inhibice, 2 vyrazna inhibice, 3 mirnd inhibice, 4 bez inhibice
Vysledky a diskuze

V piipadé bezbunécnych supernatantii byla pozorovana
jen mirna inhibice rustu Penicillium nalgiovensis CCDM
329 na Malt i Czapek Malt agaru kmenem MAD-8AP.
Stejny kmen zpusobil vyraznou inhibici rlstu testované
kultury Penicillium camemberti na Malt agaru, zatimco na
Czapek Malt agaru nebyla pozorovdna Ziddnd inhibice.
Naopak v pripadé Pen. roqueforti PA1 byla u tohoto kmene
pozorovana vyraznd inhibice rustu na Czapek Malt agaru,
zatimco na Malt agaru byl neucinny. Opacny vysledek,
mirnd inhibice na Malt agaru a Zadny tc¢inek na Czapek Malt
agaru, byl pozorovan u kmeni CCDM 167 a ITV1""-BP.
Ostatni testované kmeny nevykazovaly zadné inhibicni
ucinky vuci zadnému z testovanych kment vlaknitych hub
(vysledky neuvedeny).

V pripadé pridavku Zivych bunék bakterii propionového
kvaSeni jsou vysledky uvedeny v tabulce 1 a na obrazcich
1-3. Z 16 testovanych kmenu propionibakterii bylo rizné
vyrazné zpomaleni ristu vlaknitych hub na nékterém
zivném médiu pozorovano u 15 z nich. Vyjimkou byl kmen
ITV1’"-BP. Nejméné ucinné byly zivé buiiky propionibak-
terii u Penicillium roqueforti PA1l, kde byla pozorovana
mirnd inhibice rastu na Czapek Malt agaru (3 kmeny), Malt
agaru (3 kmeny) a JM3 (1 kmen). Vyrazna inhibice byla
pozorovana pouze na Malt agaru pro kmen CCDM 167.
Nejvyraznéjsi inhibi¢ni Gc¢inky vykazovaly testované
kmeny na rist Penicillium nalgiovensis CCDM 329 na
Czapek Malt agaru, kde v 1 pripadé doslo k dplné inhibici
ristu a v 5 pfipadech k vyraznému zpomaleni. Z vysledkd
je rovnéz patrné, ze pouzité zivné médium mélo také
vyrazny vliv na inhibi¢ni dcinky. Obecné nejméné ucinné
byly testované kmeny propionibakterii na pudé JMS3.
Rozdily v mife inhibi¢niho plsobeni 1ze pravdépodobné
vysvétlit rozdilnym sloZenim antifungalné ucinnych
metaboliti produkovanych jednotlivymi kmeny a rtzné
ucinnych v zavislosti na pH prostiedi (5,5 x 6,8 x 6,5).

Obr. 1 Inhibice rdstu Pen. roqueforti PA1 Zivymi burikami
CCDM 167.

V piipadé antifungdlné plsobicich metaboliti se predpo-
klada synergické pusobeni riznych nizkomolekuldrnich
sloucenin, jako jsou organické kyseliny, hydroxykyseliny,
rizné laktony, methylhydantoin, cyklické peptidy atd.”.
Nékteré z téchto sloucenin jsou vyrazné ucinnéjsi
v kyselém prostiedi - organické kyseliny, jiné pravdépo-
dobné v neutrdlnim. Na vytvofené mnoZstvi a zastoupeni
jednotlivych antifungalné puasobicich latek mé také vliv
sloZeni kultiva¢niho média. Pfi aplikaci v riiznych potravi-
ndach lze také ocekavat ¢astecnou inaktivaci i neutralizaci
antifungédlné dcinnych latek slouceninami obsazenymi
v potraviné (viz vyrazné niz§i inhibice hub v médiu JM 3
obsahujicim je¢nou mouku).

Vysledky jsou v souladu s vysledky pozorovanymi pro
houby z rodt Fusarium a Alternaria, kde byly zivé buiky
také G&inn&jsi ne# bezbunéené supernatanty °.
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Obr. 3 Inhibice ristu kultury Pen. camemberti Zivymi Thermal stability of milk beverages depending
burikami kmene PS1-BP. on concentration of fortified whey proteins

Legenda: Poradi Zivnych pid zhora dold je Czapek Malt agar,
Malt agar a JM3 agar. Misky zleva doprava: testovany kmen,  Ahstrakt
kontrola-kysela syrovatka, kontrola neutralizovana syrovatka.
Byly stanoveny termostability diafiltratu s riznym obsa-
Zaver hem syrovatkovych bilkovin pii zdhfevu v olejové lazni
a byl sledovan vliv koncentrace stabilizacnich soli. Na
Z dosazenych vysledku je patrné, Ze pouzitim Zivych bunék jejich zakladé byla navrZena receptura a technologicky
propionibakterii je mozné dosdhnout vyss$iho inhibi¢niho postup sterilovaného mlééného napoje se zvysenym obsa-
pusobeni vici narastu vlaknitych hub z rodu Penicillium, nez pti hem syrovatkovych bilkovin.
pouZiti bezbunécnych supernatantli. Nejsirsi spektrum d¢innos- Klicova slova: termostabilita, syrovatkové bilkoviny,
ti vykazovaly kmeny MAD-8AP a CCM 1859. Nejcitlivéjsi proteinovy napoj
z testovanych kment vldknitych hub bylo Penicillium nalgio-
vensis CCDM 329, nejméné citlivy byl kmen P. roqueforti PA1. Abstract

Podékovdni Thermal stabilities of the diafiltrate with various contents

Tato prace vznikla v ramci institucionalni podpory VUM of whey proteins were tested during the heating in the oil
S.1.0., rozhodnuti RO 0511. bath and the influence of stabilization salts on them.
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