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Zavér

Sledovani poctu S. aureus a pritomnosti stafylokokovych
enterotoxini (SEs) je u Cerstvych syrit vyznamnym Kkri-
teriem bezpecnosti téchto mlécnych vyrobki. Tvorba SEs
byla v pripadé pouziti BHI média a potravinové matrice
rozdilnd. Nejrychlejsi tvorba byla zaznamenana u entero-
toxinu A. Porovnidnim vytvorfenych rustovych kiivek
s kfivkami programu prediktivni mikrobiologie byla
potvrzena vhodnost vyuZivani programu jako souéasti sys-
témi HACCP v procesu vyroby cerstvych syri v ramci
minimalizace potenciondlniho rizika onemocnéni stafy-
lokokovou enterotoxikézou.
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POROVNANI PRODUKCE
KYSELINY PROPIONOVE

PRI FERMENTACI ZAHUSTENE
SYROVATKY VYBRANYMI KMENY
PROPIONIBAKTERII

Eva Kvasni¢kovd, Sarka Havlikova, Vladimir Drab
VWzkumny ustav mlékarensky s. r. o.

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

Abstrakt

Prace byla zaméfena na prozkouméni schopnosti pro-
dukce kyseliny propionové vybranymi kmeny propio-
novych bakterii pfi fermentaci zahuSténé syrovatky.
Fermentace probihaly v laboratornim fermentoru INFORS
4 pti pH 6 a teploté 30 °C. Jednotlivé kmeny se liSily jak
v mnoZzstvi vytvorené kyseliny propionové, tak i v produk-
ci kyseliny octové a schopnosti fermentovat vedle laktatu
také lakt6zu. Nejvyssi produkce kyseliny propionové bylo
dosazeno u kmene MAD-8AP (3 400 mg/100 ml) a kmene
CCM 3323 (1 200 mg/100 ml). Tyto dva kmeny byly
vybrany k dalSimu testovani.

MLEKARSKE LISTY é&. 139

Xl



VEDA, VYZKUM

Klicova slova: syrovatka, Propionibacterium, fermen-
tace, kyselina propionova, laktat

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

Uvod

Bakterie rodu Propionibacterium jsou vyznamnymi pro-
ducenty kyseliny propionové jako hlavniho metabolitu,
nejvice zastoupenym vedlejSim produktem fermentace je
kyselina octova. Soli kyseliny propionové maji vyrazné
antimikrobialni uéinky a jsou proto zajimavym biokonzer-
vaénim Ccinidlem pouzitelnym v potravinarské vyrobé
a predevsim ve vyrobé peciva, protoZze omezuji rist plisni
(DRAB a kol. 2012)

Podminky pro rist propionovych bakterii spliiuje fada
substratd, jednim z nich je odpadni produkt z vyroby syrt
- syrovatka. Obsahuje jak kyselinu mlé¢nou jako prednost-
né vyuzitelny substrat pro tyto bakterie, tak i pomérné
velké mnozstvi laktézy jako dalSi substrat. Laktéza muze
byt vyuZita pfimo propionovymi bakteriemi po vycerpani
laktaitu nebo muze byt jinymi bakteriemi pfedem nebo
soucasné zfermentovana na laktat.

Produkci kyseliny propionové ze syrovatky kontinualnim
zpusobem se zabyvali napt. GUPTA a kol. (2001). Ze
syrovatky zahusSténé ultrafiltraci s pridavkem CaCOs
k neutralizaci vznikajicich kyselin a kvasni¢ného extraktu
jako zdroje dusiku ziskali kyselinu propionovou JAIN
a kol. (1999) s vytéznosti 2,25 az 11,5 g/l.

V predkladané praci je uvedeno porovnani ristu riznych
kmentt rodu Propionibacterium ze Sbirky mlékarskych
mikroorganismti Laktoflora MILCOM a. s. v Tabore
a Ceské sbirky mikroorganismii v Brné v syrovitce
zahuSténé reverzni osmoézou s cilem vybrat kmeny
s nejvySsi produkci kyseliny propionové a vytvorit tak
predpoklad pro hledédni novych moZnosti vyuziti syrovatky.

Material a metody

Pro fermentaci syrovatky byly pouzity kmeny
Propionibacterium sp. CCM 3323 (Ceska sbirka mikroor-
ganismi, Brno), Propionibacterium freudenreichii CCDM
160, Propionibacterium sp. MAD-8AP, a IOTA2-DL1 P
(Laktoflora, MILCOM a.s.). Kmeny byly uchovavany pfi -

70 °C v YEL bujonu s 15 % glycerolu. Po obnoveni v YEL
bujoénu pii 30 °C po dobu 48 hodin byly kmeny dale vede-
ny v zahus$téné syrovatce.

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

GLIM agar (MILCOM a. s.) ke stanoveni KTJ/ml
propionibakterii plotnovou metodou. SloZeni na 1 litr: tryp-
ton 10 g, kvasnicny autolyzat 5 g, laktat lithny 10 g,
KoHPO4 0,25 g, MnSO4. 4H,O 0,05 g, glycerol 6 g,
bromkresol purpur 0,05 g, agar 15 g.

Sladkd syrovatka zahuSténd reverzni osmoézou, sterilo-
vand pfi 110°C 20 minut s obsahem laktatu od 1,88 do
2,24 ¢/100 ml a obsahem laktézy od 12,1 do 12,8 g/100 ml.

Laboratorni fermentor LABFORS 4 (INFORS AG,
Bottmingen, Schweiz) s detektory plynt BlueSens
(BlueSens gas sensor GmbH, Germany) pro CO» a H2.

Pracovni postup

Fermentace

K fermentaci zahu$téné syrovatky byly pouZity tyto
kmeny propionibakterii Propionibacterium sp. CCM 3323,
Propionibacterium sp. MAD-8AP, Propionibacterium
freudenreichii CCDM 160 a Propionibacterium sp. IOTA-
DL1P. Po provedenych fermentacich byla vyhodnocena
produkce kyseliny propionové a zmény dalSich slozek fer-
mentacni smési. Fermentace probihaly v laboratornim fer-
mentoru s 900 ml sterilni zahusténé syrovatky a 100 ml
inokula kultivovaného v téze zahuSténé syrovatce. Protoze
propionové bakterie produkuji kyselinu propionovou az po
prechodu populace do staciondrni faze, bylo pouzito
pomérné vysoké inokulum ve snaze zkratit co nejvice lo-
garitmickou fézi jejich rustu. Kyselost fermentacni smési
byla nastavena na hodnotu 6 a tprava byla provadéna auto-
maticky pifidavkem 5 mol/l NH4OH. Teplota byla
udrzovana na 30°C a rychlost michani 236 ot/min.
V pribéhu fermentaci byly asepticky odebirany vzorky ke
kontrole KTJ/ml propionibakterii plotnovou metodou,
stanoveni niz§ich mastnych kyselin (NMK) kapilarni izota-
choforézou a obsahu laktézy, glukézy a galakt6zy kapilarni
elektroforézou (CE).

Stanoveni obsahu cukrii CE

Pro stanoveni sacharidii byl pouzivan systém kapilarni
elektroforézy Agilent CE 3D G1600 (Agilent
Technologies, USA) s UV detekci. Separace jednotlivych
sacharidi probihala v nepotaZené kfemenné kapilafe
o vnitinim priméru 50 um, celkové délce 64,5 cm a efek-
tivni délce 56 cm. Separacni pufr pro toto stanoveni se skla-
dal ze 130 mM NaOH a 36 mM Na,HPO, v deionizované
vodé (pH 12,6). Kapildra a karusel byly v této metodé tem-
perovany na 15 °C a vlastni separace probihala pfi
vloZeném napéti 16 kV. K injektdzi vzorka byl vyuZivan
hydrodynamicky méd, kdy pfi tlaku 35 mbar byl nejprve
po dobu 4 sekund injektovan vzorek a nasledné po dobu
5 sekund pufr. Detekované piky sacharidti byly zazna-
menavany pii vinové délce 270 nm se Sifkou spektra 10 nm.
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Pred kazdou analyzou byla kapilara kondicionovana 10%
CH3COOH (4 min) a pufrem (6 min).

Stanoveni nizSich mastnych kyselin kapildrni
isotachoforézou

Niz§i mastné kyseliny byly stanoveny na izotachofore-
tickém analyzatoru EA 02 (Villa Labeco, SR) podle SOP
¢. 23 (MILCOM a. s., Tabor).

Vysledky a diskuse
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Obr. 4 Zmeny obsahu vybranych organickych kyselin
a laktdzy pri fermentaci zahusténé syrovatky
pfi 30 °C kmenem CCDM 160
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Obr. 2 Zmény obsahu vybranych organickych kyselin
a laktdzy pfi fermentaci zahusténé syrovatky
pfi 30 °C kmenem MAD-8AP
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Obr. 3 Zmeény obsahu vybranych organickych kyselin
a laktdzy pri fermentaci zahusténé syrovatky
pfi 30 °C kmenem CCM 3323

Obr. 5 Zmény obsahu vybranych organickych kyselin
a laktdzy pri fermentaci zahusténé syrovatky
pfi 30 °C kmenem IOTA2- DL1P

Vychozi obsah laktatu byl na pocatku testovani ctyf
vybranych kment v rozmezi 1 881 - 2 242 mg/100 ml.
Obsah laktézy v syrovatce na pocatku byl stanoven
12 100 mg/ml az 12 800 mg/100 ml. Pocty KTJ/ml jed-
notlivych kmenti v pribéhu fermentaci stanovené plot-
novou metodou na GLIM agaru jsou uvedeny v grafu na
obr. ¢. 1. U kmene MAD-8AP (obr. ¢. 2) byl obsah laktatu
spotfebovan do 72 hodin. Rozklad lakt6zy zacal jesté pred
uplnym vycerpanim laktatu. DosaZeny obsah kyseliny pro-
pionové byl 3 400 mg/100 ml a obsah kyseliny octové na
konci fermentace byl pfiblizné o polovinu niZsi nez obsah
kyseliny propionové. Kmen CCM 3323 (obr. €. 1) v sy-
rovatce rostl nejrychleji, do 23 hodin byl pocet KTJ/ml
vyS§i nez 10'. Laktat byl spotfebovan do 50 hodin od
zacatku fermentace (obr. ¢. 3). Laktézu jako druhotny sub-
strat nestépil viibec a obsah vytvorené kyseliny propionové
a kyseliny octové byl pfibliZzné stejny a nepfesahl
1 200 mg/100 ml. Pfi fermentaci zahu$téné syrovatky
kmenem CCDM 160 (obr. ¢. 4) se obsah laktatu sniZil na
216 mg/100 ml aZ po 138 hodinach, lakt6za byla Stépena
jen velmi slabé a obsah kyseliny propionové byl po této
dobé fermentace pouze 1 001 mg/100 ml a byl téméf shod-
ny s obsahem kyseliny octové. Kmen IOTA2-DLP
(obr. €. 1) rostl v testovaném substratu rychleji nez kmen
CCDM 160, ale rozklad laktitu byl pomaly, obsahu
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kyseliny propionové 972 mg/100 ml bylo dosazZeno aZ po
140 hodinidch fermentace a dvojnasobného zvySeni této
hodnoty az po 500 hodinach (obr. €. 5). Po této dobé byla
spotiebovédna i 1/3 obsahu laktézy. Obsah kyseliny octové
byl celou dobu fermentace nizsi nez kyseliny propionové.
Ve vzorcich ze vSech fermentaci byla stanovena pouze lak-
téza, pritomnost glukézy ani galaktézy nebyla v syrovatce
na pocatku a béhem fermentaci zjisténa.

Kmen MAD-8AP jako zdroj uhliku vyuzil laktat i lak-
tozu a bylo u ného dosaZeno pii pokusné fermentaci
nejvyssiho obsahu kyseliny propionové - 3 400 mg/100 ml
za 138 hodin. CORAL a kol. (2008) uvadi u Propioni-
bacterium acidipropionici vysledny obsah kyseliny propio-
nové pii obdobné fermentaci pouze 3 000 mg/100 ml po
130 hodindch. Sbirkovy kmen 3323 byl nejrychlejsi
v rastu, ale nestépil laktézu a produkce kyseliny propio-
nové u néj byla nizsi - pouze 1 200 mg/100 ml. Dalsi dva
kmeny vykazovaly pomalejsi a nizsi produkci kyseliny pro-
pionové.

Zaver

Pro dalsi testovani byly vybrany kmeny MAD-S8AP
a CCM 3323, které produkovaly za uvedenych fermen-
tacnich podminek nejvétsi mnozstvi kyseliny propionové.

Podékovdni
Tato prace vznikla za podpory Rozhodnuti ¢. RO0512
a projektu QI111B053 MZe CR.
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Diagnostické soupravy a pristroje pro chemické a mikrobiologické analyzy
mléka a mlé¢nych vyrobki a kontrolu kvality hygieny a sanitace

Mimo jiné nabizime:

luminometry Uni-Lite, Uni-Lite NG - rychlé kontrola hygieny
susené zivnépidy BIOKAR - klasick4 mikrobiologie potravin
PETRIFILM média - pfimé mikrobiologické kontrola
prouzkové testy na tetracykliny, mykotoxiny, GMO aj.
presné analyzatory mléka a mléénych produkti firem
Advanced Instruments a Delta Instruments: kryoskopy - bod
mrznuti, Fluorophos - alkalicka fosfatdza, Somascope - pocet
somatickych bunék, Lactoscope - obsahové slozky, FTIR analyzatory
® ELISA metody - detekce toxint, antibiotik; alergent, hormonti a
patogent.(Salmonely, Listerie, aj.) v potravinach a krmivech
® enzymaticke testy - chemické sloZeni potravin

Radi Vim poskytneme informace o-vSech doddvanych testech a provedeme jejich prezentaci.

NOACK CR spol. s r.o.

Videniska 122, Brno 619 00

Tel. 533 439 722, Fax. 533 439 720
diagnostika@noack.cz
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