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KYSELINY FENYLMLECNE

A JEJI PRODUKCE KMENEM
LACTOBACILLUS PLANTARUM
LPAL FERMENTACI SYROVATKY
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Antilisterial activity of phenyllactic acid and
their production by Lactobacillus plantarum
LPAL during the fermentation of whey

Abstrakt

Cilem této prace bylo ovéfit antilisteridlni aktivitu
kyseliny fenylmlécné (PLA) viuci dvéma kmenam listerii
v zavislosti na koncentraci PLA, teploté¢ a pH. S klesajici
hodnotou pH a stoupajici koncentraci a pfi teploté¢ 37 °C
rostla i inhibicni aktivita.

Dale byly provadény pokusné fermentace zahuSténé
syrovatky s cilem vyprodukovat co nejvyssi mnozstvi PLA
s vyuzitim izoldtu Lactobacillus plantarum LPAL.
Nejvyssi dosazend koncentrace PLA byla 1,12 mg/ml pfi
fermentaci o pH 4,4 a zaockovanim syrovatky kmenem
Lactobacillus plantarum LPAL a Geotrichum candidum
CCDM 870.

Klicova slova: kyselina fenylmlécnd, syrovatka, antilis-
teridlni aktivita, laktobacily

Abstract

The aim of this work was to verify the activity of phenyl-
lactic acid (PLA) against two strains of Listeria, depending
on the concentration of PLA, temperature and pH.
Inhibitory activity grew at 37 °C with decreasing pH and
increasing concentration.

Further experiments used concentrated whey fermenta-
tion to produce the highest amount of PLA used an isolate
of Lactobacillus plantarum LPAL. Highest concentration
of PLA achieved was 1,12 mg/ml during the fermentation
at pH 4,4 and whey inoculation with strains Lactobacillus
plantarum LPAL and Geotrichum candidum CCDM 870.

Key words: phenyllactic acid, whey, antilisterial activity,
lactobacilli

Uvod

Stale vétsi odpor k vyuZivani Cisté chemické konzervace
potravin k prodlouzeni jejich trvanlivosti vede ke zkoumani
latek, které jsou produkovdny mikroorganismy pouzivanymi
bud pfimo v technologickém postupu vyroby potraviny,
nebo mohou byt pridavany jako produkt zpracovéani jiné
potraviny nebo odpadni suroviny pifi vyrobé potravin bez
spotfebitelem rozeznatelné zmény typickych vlastnosti dané
potraviny. Pro tento postup se vzilo oznaceni biokonzer-
vace, protoZe tyto latky nejsou produkty chemické syntézy,
ale k jejich tvorbé dochazi béhem biochemického procesu.

Jednou z téchto latek, jejichz vliv je zkoumén rtznymi
autory, je kyselina fenylmléénd (PLA). Produkce této
organické kyseliny byla zjisténa u nékterych bakterii rodu
Lactobacillus (Lavermicocca et al. 2003, Valerio et al.
2004), u nékterych bakterii rodu Pediococcus a Geotrichum
(Strom et al. 2002, Dieuleveux et al. 1998a) a dalSich.
Prozkoumany byly jeji antifungdlni vlastnosti (Greifova et
al. 2014). Je uvadéna i jeji antilisteridlni aktivita pfi kon-
centraci 13 mg/ml proti Listeria monocytogenes
(Dieuleveux et al. 1998a). PLA zpiisobuje zmény v chovani
listerii a jejich struktufe. Bakterie se shlukuji, produkuji
polysacharidy a jejich bunécna sténa ztraci pevnost.
Nakonec dochazi ke zvétSovani bunék az k jejich uplné
desintegraci (Dieuleveux et al. 1998a).

Nase prace byla zaméfena na testovani jejiho vlivu na rast
listerii v zavislosti na teplot¢ a pH potravin a na moznost
produkce kyseliny fenylmlééné pfi fermentaci zahuSténé
syrovatky kmeny, u nichz byla zjiSténa néjaka antilisteridlni
aktivita. Vybrali jsme izolat s vyraznou antilisteridlni aktivi-
tou, identifikovany jako Lactobacillus plantarum s ozna-
c¢enim LPAL a kmen Geotrichum candidum CCDM 870
s predpokladanou produkci PLA (Dieuleveux et al. 1998b),
a pouzili jsme je pfi fermentaci zahusténé syrovatky, jejimz
vyuzitim se dlouhodobé zabyvame.

Material a metodika

e BHI bujén (OXOID CM0225, UK)
* GKCH agar (MILCOM a.s., CZ)
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* MRS5,7 agar (MERCK 1.10660, D)

* odpadni syrovatka z vyroby syrd zahuSténd reverzni
osmozou, pH upraveno na hodnotu 4,4 a 6,0.

» fenylalanin (Sigma-Aldrich 147966, CZ)

» fenylpyruvat sodny (Sigma-Aldrich P8001, CZ)

* kyselina fenylmlécna (Sigma-Aldrich P7251, CZ)

* roztok NH4OH 5 mol/l (Sigma-Aldrich 318612, CZ)

e kmeny Listeria innocua Ln08 (izolast VSCHT, CZ),
CCM 4030 (CCM Brno, CZ)

* kmen Lactobacillus plantarum LPAL (izolat MILCOM
a.s., C7Z)

e kmen Geotrichum candidum CCDM 870 (CCDM
Laktoflora®, CZ)

e laboratorni fermentor LABFORS 4 (INFORS AG, CH)

e stanoveni aktivni Kkyselosti: laboratornim pH metrem
inoLab pH 720 (WTW, Weilheim, D)

* stanoveni niz§ich mastnych kyselin izotachoforetickym
analyzatorem EA 02 (VILLA Labeco, SK)

* kapilarni elektroforéza HP Agilent G1600 s UV detek-
torem (Agilent Technologies, USA)

1. Ovérent antilisteridlnich ticinku kyseliny
fenylmlécné jamkovou difiizni metodou.

Pracovni postup:

PrisluSnym cerstvé nakultivovanym indikatorovym
kmenem Listeria innocua bylo zaockovano 150 ml BHI
agaru o Ctyfech riznych hodnotich pH na koncentraci
10* KTJ/ml, promichdno a nalito na Petriho misku
o pruméru 18 cm. Po ztuhnuti agaru byly misky uloZeny
v chladu a po 1,5 - 2 h sterilnim nebozezem vykrajeny
otvory podle vzorniku. Do pfedem oznacenych jamek byly
napipetovany roztoky kyseliny fenylmlééné o koncen-
tracich 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 a 10 mg/ml. Petriho misky
byly uloZeny 4 h v chladu a poté aerobné kultivovany 2 dny
pfi teploté 37 °C a 12 dnu pri kultivacni teploté 7,5 °C. Po
kultivaci byly zméfeny piipadné inhibic¢ni zony.

2. Fermentace syrovdtky kmenem
Lactobacillus plantarum LPAL
a kmenem Geotrichum candidum
CCDM 870 pri riznych hodnotdch pH,

CCDM 870 na koncentraci 10? az 10° KTJ/ml a Lactoba-
cillus plantarum LPAL na koncentraci 10° az 10° KTJ/ml
podle uvedenych kombinaci:

a) F213: pH 6,0, LPAL, CCDM 870

b) F214: pH 6,0, LPAL

c¢) F215: pH 4,4, LPAL, CCDM 870

d) F216: pH 4,4, CCDM 870

V priubéhu vsech fermentaci byly odebirdny vzorky ke
kontrole ristu mikroorganismi plotnovou metodou,
stanoveni organickych kyselin izotachoforetickou metodou
a stanoveni obsahu kyseliny fenylmlééné metodou
kapilarni elektroforézy (Drbohlav et al. 2013). Déle byla
u jednotlivych vzorkll stanovovana inhibi¢ni aktivita viici
2 kmenim Listeria innocua jamkovou difizni metodou na
BHI agaru pfi 37 °C.

Vysledky a diskuse

1. Ovéreni ucinnosti PLA proti kmenum Listeria

innocua Ln08 a CCM 4030.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 1. Pfi teploté 37 °C
byly po dvou dnech kultivace u obou indikatorovych
kment velikosti odectenych inhibi¢nich zén pti pH 5,0
shodné, a to se vzrlstajici tendenci od koncentrace
5,0 mg/ml do 10 mg/ml PLA. U kmene CCM 4030 byla
zjiSténa slaba inhibice jiz pfi koncentraci 2,5 mg/ml PLA.
Pfi pH 5,46 byly od koncentrace 5,0 mg/ml do 10 mg/ml
PLA odectené inhibi¢ni zény mensi u obou kmenti a pti pH
6,30 a 7,51 nebyla zjiSténa zadna mira inhibice testovanych
kmend listerii.

Pri nizké kultivacni teploté 7,5 °C byla naopak pozorova-
na slaba inhibice po 12 dnech pfi koncentraci 7,5
a 10 mg/ml u kmene LnO8 a pfi koncentraci 7,5 mg/ml
u kmene CCM 4030. Ptfi hodnotach pH 5,0 a 5,46 nebyl
zaznamenan zadny rust listerii a tudiz ani Zadnd inhibice.

Mira inhibice obou kment Listeria innocua Kyselinou
fenylmlécnou tedy zavisi jak na teploté a koncentraci, tak

Tab. 1 Vliv pH, teploty a koncentrace kyseliny fenylmlééné na rdst
testovanych kmend Listeria innocua

- . indik.  koncentrace 37°C/ 2 dn 7,5 °C/ 12 dnii
 pridavkem fenylalaninu kmen kys. fenylmiééné  pH/ inhihiér/n’ 2ima (mm)  pH/ inhibié{n' z6na (mm)
a fenylpyruvdtu (mym) 500 546 630 7,51 500 546 630 7,51
Pracovni postup: Ln08 05 o | ol 0| o0 | N | N|O]JoO
Do sterilni nadoby fermentoru byla prevedena 10 0 0 0 0 N N 0 0
syrovatka, sterilovana pii 110 °C po dobu 25 0 0 0 0 N N 0 0
20 minut a pfidan roztok fenylpyruvétu o koncen- 5,0 5 3 0 0 N N 0 0
traci 25 mg/ml sterilovany mikrofiltraci tak, aby 75 65 | 55 0 0 N N [15%* 0
jeho koncentrace v syrovatce byla 0,25 mg/ml. 10,0 85 | 65 1 0 N N | 2%%x| ¢
Dale byl pridan fenylalanin v mnozstvi 10 mg/ml | ¢cm 05 0 0 0 0 N N 0 0
syrovatky. VSechny fermentace (F213-F216) | 4030 1,0 0 0 0 0 N N 0 0
probihaly pri konstantni teploté 30 °C a nastavené 25 1 0 0 0 N N 0 0
rychlosti michani 250 ot/min. Pfed zah4jenim fer- 5,0 5 3 0 0 N N 0 0
mentace byla nakalibrovina pH elektroda 75 6,5 5 0 0 N N | 15%| 0
a pumpa pro tpravu pH. Hodnota pH syrovétky 10,0 85 | 65 | O 0 N N = 0

béhem fermentace byla upravovana NH;OH
a syrovatka zaockovana Geotrichum candidum

N....bez ristu
*....v Ciré z6né jednotlivé rezistentni kolonie
***__slabé znatelnd zona, ¢etné rezistentni kol.
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Tab. 2 Porovnani obsahu vytvorené kyseliny fenylmlécné kultivaci kmene Lactobacillus plantarum LPAL a Geotrichum can-
didum CCDM 870 v zahusténé syrovatce pri 30 °C

¢islo kys. fenylmlééna (mg/ml) Kkys. mlééna (mg/ml) LPAL (log KTJ/ml) CCDM 870 (log KTJ/ml)
fermentace 0 dni 7 dni 0 dni 7 dni 0 dni 7 dni 0 dni 7 dni
F213 6,0 0,14 0,40 22,28 48,79 6,93 9,02 3,21 5,62
F214 6,0 0,07 0,44 20,83 40,98 6,86 8,58 = =
F215 44 0,10 1,12 22,92 23,15 5,93 8,24 2,45 472
F216 44 0,04 0,19 24,76 25,56 - - 2,97 4,65

na pH substratu. Bylo by tedy moZzné uvaZovat o vyuZiti
antilisteridlniho u¢inku PLA v potravinach s niz§im pH.

2. Fermentace zahusténé syrovdtky

Vysledky jsou uvedeny v tabulce €. 2. Pfi prvni fer-
mentaci syrovatky zaockované kmenem Lactobacillus
plantarum LPAL a Geotrichum candidum CCDM 870
(F213) byl po sedmi dnech elektroforézou stanoven obsah
PLA 0,40 mg/ml. Pfi druhé fermentaci pouze s kmenem
Lactobacillus plantarum LPAL (F214) byl po sedmi dnech
fermentace obsah PLA jen nepatrné vyssi. Lze predpokla-
dat, Ze se pouzity kmen Geotrichum candidum CCDM 870
na produkci PLA za podminek fermentace (pH 6,0, 30 °C)
nijak nepodilel. Produkce kyseliny mlééné a pocty KTJ/ml
laktobacili byly v obou fermentacich F213 a F214 srov-
natelné. Pri fermentaci F215 s obéma mikroorganismy pfi
pH fermenta¢ni smési udrZzované na hodnoté 4.4 bylo
stanoveno po 7 dnech kultivace nejvySsi mnozstvi PLA
1,12 mg/ml. Ke zjisténi, do jaké miry se na tvorbé PLA za
téchto podminek podilel kmen Geotrichum candidum
CCDM 870, byla provedena dalsi fermentace F216 bez pfi-
tomnosti laktobacilti. PfestoZe zaockovany kmen za pod-
minek fermentace rostl, zvySeni obsahu PLA po sedmi
dnech bylo zanedbatelné a na hranici detekce. Lze tedy
predpokladat, Ze se kmen Geotrichum candidum CCDM
870 v syrovatce nijak vyznamné nepodilel na tvorbé PLA
ani pfi pH 4,4. Pfi Zadné fermentaci se nepodafilo dosah-
nout takového obsahu PLA, jaky je uvadén jako potfebny
pro inhibici Listeria monocytogenes (Dieuleveux et al.
1998a) tj. 13 mg/ml. Pro inhibici nebo zpomaleni rlstu
plisni by byly dostacujici hodnoty pod 10 mg/ml (Greifova
et al. 2014).

Fermentacni pfipravou PLA s vyuzitim jiného kmene
laktobacilu se zabyvali (Wanmeng et al. 2009), ktefi dosah-
li fermentaci syntetického substratu bez kontroly pH
vysledné koncentrace 2,42 mg/ml, a s udrZovanim pH na
hodnoté¢ 6,0 a periodickym dopliovanim glukézy
a fenylpyruvétu obsahu 17,38 mg/ml. Pro vyuZiti zahusténé
odpadni syrovatky se ale tento postup nejevi jako vyhodny.

Zaver
Vysledky jamkové difizni metody inhibice kmeni

Listeria innocua Ln08 a CCM 4030 kyselinou fenylmléc-
nou potvrdily vliv pH na miru inhibice. Inhibice pfi 37 °C

vzrastala s rostouci koncentraci PLA od 5 do 10 mg/ml
a klesala s rostoucim pH od 5,0 do 6,3. V pfipadé moZnosti
povoleni pfidavku PLA do vyrobkd urcenych k lidské
vyZivé a ovéfeni jeho vlivu na mikroorganismy vyuZivané
v potravinafskych technologiich by bylo vyhodné pouZiti
pro vyrobky s niz§im pH.

Pfi testovani vyuziti zahuSténé syrovitky k ziskani
dostatecného PLA fermentaci pomoci bakteridlnich kmenii
Geotrichum candidum CCDM 870 a Lactobacillus plan-
tarum LPAL bylo dosaZeno ve fermentitu koncentrace
PLA pouze 1,12 mg/ml, coz je hodnota niz§i nez ucinna
podle testovani provedeného v prvni Casti prace, pficemz
bylo prokdzéno, Ze kmen Geotrichum candidum CCDM
870 se na produkci PLA nepodilel.

Tato prace vznikla v rdmci institucionalni podpory VUM
s.r.0., rozhodnuti ¢. RO1414.
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