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The comparison of propionic acid production
by selected strains of propionic bacteria 
during the fermentation of concetrated whey

Abstrakt

Práce byla zaměřena na prozkoumání schopnosti pro-
dukce kyseliny propionové vybranými kmeny propio-
nových bakterií při fermentaci zahuštěné syrovátky.
Fermentace probíhaly v laboratorním fermentoru INFORS
4 při pH 6 a teplotě 30 °C. Jednotlivé kmeny se lišily jak
v množství vytvořené kyseliny propionové, tak i v produk-
ci kyseliny octové a schopnosti fermentovat vedle laktátu
také laktózu. Nejvyšší produkce kyseliny propionové bylo
dosaženo u kmene MAD-8AP (3 400 mg/100 ml) a kmene
CCM 3323 (1 200 mg/100 ml). Tyto dva kmeny byly
vybrány k dalšímu testování. 

Závěr

Sledování počtu S. aureus a přítomnosti stafylokokových
enterotoxinů (SEs) je u čerstvých sýrů významným kri-
teriem bezpečnosti těchto mléčných výrobků. Tvorba SEs
byla v případě použití BHI média a potravinové matrice
rozdílná. Nejrychlejší tvorba byla zaznamenána u entero-
toxinu A. Porovnáním vytvořených růstových křivek
s křivkami programu prediktivní mikrobiologie byla
potvrzena vhodnost využívání programu jako součásti sys-
témů HACCP v procesu výroby čerstvých sýrů v rámci
minimalizace potencionálního rizika onemocnění stafy-
lokokovou enterotoxikózou.
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Abstract

The work was focused on the determination of ability to
produce propionic acid by selected strains of propionic
bacteria during the fermentation of concetrated whey.
Fermentation were held in a laboratory fermentor at pH 6
and temperature 30°C. Tested strains differed in the amount
of propionic acid formed, in the poduction of acetic acid
and in the ability to ferment lactose besides lactate as well.
The highest production of propionic acid was found in
strain MAD-8AP (3,4 g/100 g) and strain CCM (1,2 g/100 g).
These two strains were selected for further testing.

Key words: whey, Propionibacterium, propionic acid,
lactic acid, lactate

Úvod

Bakterie rodu Propionibacterium jsou významnými pro-
ducenty kyseliny propionové jako hlavního metabolitu,
nejvíce zastoupeným vedlejším produktem fermentace je
kyselina octová. Soli kyseliny propionové mají výrazné
antimikrobiální účinky a jsou proto zajímavým biokonzer-
vačním činidlem použitelným v potravinářské výrobě
a především ve výrobě pečiva, protože omezují růst plísní
(DRÁB a kol. 2012)

Podmínky pro růst propionových bakterií splňuje řada
substrátů, jedním z nich je odpadní produkt z výroby sýrů
- syrovátka. Obsahuje jak kyselinu mléčnou jako přednost-
ně využitelný substrát pro tyto bakterie, tak i poměrně
velké množství laktózy jako další substrát. Laktóza může
být využita přímo propionovými bakteriemi po vyčerpání
laktátu nebo může být jinými bakteriemi předem nebo
současně zfermentována na laktát. 

Produkcí kyseliny propionové ze syrovátky kontinuálním
způsobem se zabývali např. GUPTA a kol. (2001). Ze
syrovátky zahuštěné ultrafiltrací s přídavkem CaCO3

k neutralizaci vznikajících kyselin a kvasničného extraktu
jako zdroje dusíku získali kyselinu propionovou JAIN
a kol. (1999) s výtěžností 2,25 až 11,5 g/l. 

V předkládané práci je uvedeno porovnání růstu různých
kmenů rodu Propionibacterium ze Sbírky mlékařských
mikroorganismů Laktoflora MILCOM a. s. v Táboře
a České sbírky mikroorganismů v Brně v syrovátce
zahuštěné reverzní osmózou s cílem vybrat kmeny
s nejvyšší produkcí kyseliny propionové a vytvořit tak
předpoklad pro hledání nových možností využití syrovátky.

Materiál a metody

Pro fermentaci syrovátky byly použity kmeny
Propionibacterium sp. CCM 3323 (Česká sbírka mikroor-
ganismů, Brno), Propionibacterium freudenreichii CCDM
160, Propionibacterium sp. MAD-8AP, a IOTA2-DL1 P
(Laktoflora, MILCOM a.s.). Kmeny byly uchovávány při -

70 °C v YEL bujónu s 15 % glycerolu. Po obnovení v YEL
bujónu při 30 °C po dobu 48 hodin byly kmeny dále vede-
ny v zahuštěné syrovátce.

5 mol/l roztok NH4OH (ALDRICH 318612) k úpravě pH
ve fermentoru

GLIM agar (MILCOM a. s.) ke stanovení KTJ/ml
propionibakterií plotnovou metodou. Složení na 1 litr: tryp-
ton 10 g, kvasničný autolyzát 5 g, laktát lithný 10 g,
K2HPO4 0,25 g, MnSO4. 4H2O 0,05 g, glycerol 6 g,
bromkresol purpur 0,05 g, agar 15 g. 

Sladká syrovátka zahuštěná reverzní osmózou, sterilo-
vaná při 110°C 20 minut s obsahem laktátu od 1,88 do
2,24 g/100 ml a obsahem laktózy od 12,1 do 12,8 g/100 ml.

Laboratorní fermentor LABFORS 4 (INFORS AG,
Bottmingen, Schweiz) s detektory plynů BlueSens
(BlueSens gas sensor GmbH, Germany) pro CO2 a H2.

Pracovní postup

Fermentace
K fermentaci zahuštěné syrovátky byly použity tyto

kmeny propionibakterií Propionibacterium sp. CCM 3323,
Propionibacterium sp. MAD-8AP, Propionibacterium
freudenreichii CCDM 160 a Propionibacterium sp. IOTA-
DL1P. Po provedených fermentacích byla vyhodnocena
produkce kyseliny propionové a změny dalších složek fer-
mentační směsi. Fermentace probíhaly v laboratorním fer-
mentoru s 900 ml sterilní zahuštěné syrovátky a 100 ml
inokula kultivovaného v téže zahuštěné syrovátce. Protože
propionové bakterie produkují kyselinu propionovou až po
přechodu populace do stacionární fáze, bylo použito
poměrně vysoké inokulum ve snaze zkrátit co nejvíce lo-
garitmickou fázi jejich růstu. Kyselost fermentační směsi
byla nastavena na hodnotu 6 a úprava byla prováděna auto-
maticky přídavkem 5 mol/l NH4OH. Teplota byla
udržována na 30°C a rychlost míchání 236 ot/min.
V průběhu fermentací byly asepticky odebírány vzorky ke
kontrole KTJ/ml propionibakterií plotnovou metodou,
stanovení nižších mastných kyselin (NMK) kapilární izota-
choforézou a obsahu laktózy, glukózy a galaktózy kapilární
elektroforézou (CE).

Stanovení obsahu cukrů CE
Pro stanovení sacharidů byl používán systém kapilární

elektroforézy Agilent CE 3D G1600 (Agilent
Technologies, USA) s UV detekcí. Separace jednotlivých
sacharidů probíhala v nepotažené křemenné kapiláře
o vnitřním průměru 50 μm, celkové délce 64,5 cm a efek-
tivní délce 56 cm. Separační pufr pro toto stanovení se sklá-
dal ze 130 mM NaOH a 36 mM Na2HPO4 v deionizované
vodě (pH 12,6). Kapilára a karusel byly v této metodě tem-
perovány na 15 °C a vlastní separace probíhala při
vloženém napětí 16 kV. K injektáži vzorků byl využíván
hydrodynamický mód, kdy při tlaku 35 mbar byl nejprve
po dobu 4 sekund injektován vzorek a následně po dobu
5 sekund pufr. Detekované píky sacharidů byly zazna-
menávány při vlnové délce 270 nm se šířkou spektra 10 nm.
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Před každou analýzou byla kapilára kondicionována 10%
CH3COOH (4 min) a pufrem (6 min).

Stanovení nižších mastných kyselin kapilární 
isotachoforézou

Nižší mastné kyseliny byly stanoveny na izotachofore-
tickém analyzátoru EA 02 (Villa Labeco, SR) podle SOP
č. 23 (MILCOM a. s., Tábor). 

Výsledky a diskuse
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Výchozí obsah laktátu byl na počátku testování čtyř
vybraných kmenů v rozmezí 1 881 - 2 242 mg/100 ml.
Obsah laktózy v syrovátce na počátku byl stanoven
12 100 mg/ml až 12 800 mg/100 ml. Počty KTJ/ml jed-
notlivých kmenů v průběhu fermentací stanovené plot-
novou metodou na GLIM agaru jsou uvedeny v grafu na
obr. č. 1. U kmene MAD-8AP (obr. č. 2) byl obsah laktátu
spotřebován do 72 hodin. Rozklad laktózy začal ještě před
úplným vyčerpáním laktátu. Dosažený obsah kyseliny pro-
pionové byl 3 400 mg/100 ml a obsah kyseliny octové na
konci fermentace byl přibližně o polovinu nižší než obsah
kyseliny propionové. Kmen CCM 3323 (obr. č. 1) v sy-
rovátce rostl nejrychleji, do 23 hodin byl počet KTJ/ml
vyšší než 1010. Laktát byl spotřebován do 50 hodin od
začátku fermentace (obr. č. 3). Laktózu jako druhotný sub-
strát neštěpil vůbec a obsah vytvořené kyseliny propionové
a kyseliny octové byl přibližně stejný a nepřesáhl
1 200 mg/100 ml. Při fermentaci zahuštěné syrovátky
kmenem CCDM 160 (obr. č. 4) se obsah laktátu snížil na
216 mg/100 ml až po 138 hodinách, laktóza byla štěpena
jen velmi slabě a obsah kyseliny propionové byl po této
době fermentace pouze 1 001 mg/100 ml a byl téměř shod-
ný s obsahem kyseliny octové. Kmen IOTA2-DLP 
(obr. č. 1) rostl v testovaném substrátu rychleji než kmen
CCDM 160, ale rozklad laktátu byl pomalý, obsahu

Obr. 1 Růst jednotlivých kmenů v zahuštěné syrovátce 
při 30 °C

Obr. 2 Změny obsahu vybraných organických kyselin 
a laktózy při fermentaci zahuštěné syrovátky 
při 30 °C kmenem MAD-8AP

Obr. 3 Změny obsahu vybraných organických kyselin 
a laktózy při fermentaci zahuštěné syrovátky 
při 30 °C kmenem CCM 3323

Obr. 4 Změny obsahu vybraných organických kyselin 
a laktózy při fermentaci zahuštěné syrovátky 
při 30 °C kmenem CCDM 160

Obr. 5 Změny obsahu vybraných organických kyselin 
a laktózy při fermentaci zahuštěné syrovátky 
při 30 °C kmenem IOTA2- DL1P
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kyseliny propionové 972 mg/100 ml bylo dosaženo až po
140 hodinách fermentace a dvojnásobného zvýšení této
hodnoty až po 500 hodinách (obr. č. 5). Po této době byla
spotřebována i 1/3 obsahu laktózy. Obsah kyseliny octové
byl celou dobu fermentace nižší než kyseliny propionové.
Ve vzorcích ze všech fermentací byla stanovena pouze lak-
tóza, přítomnost glukózy ani galaktózy nebyla v syrovátce
na počátku a během fermentací zjištěna. 

Kmen MAD-8AP jako zdroj uhlíku využil laktát i lak-
tózu a bylo u něho dosaženo při pokusné fermentaci
nejvyššího obsahu kyseliny propionové - 3 400 mg/100 ml
za 138 hodin. CORAL a kol. (2008) uvádí u Propioni-
bacterium acidipropionici výsledný obsah kyseliny propio-
nové při obdobné fermentaci pouze 3 000 mg/100 ml po
130 hodinách. Sbírkový kmen 3323 byl nejrychlejší
v růstu, ale neštěpil laktózu a produkce kyseliny propio-
nové u něj byla nižší - pouze 1 200 mg/100 ml. Další dva
kmeny vykazovaly pomalejší a nižší produkci kyseliny pro-
pionové.

Závěr 
Pro další testování byly vybrány kmeny MAD-8AP

a CCM 3323, které produkovaly za uvedených fermen-
tačních podmínek největší množství kyseliny propionové. 
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