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for use in bakery

Abstrakt

Cilem této studie bylo nalezeni vhodnych bakterii pro
zatazeni do kvasové kultury. Byly studovény jejich pozi-
tivni vlastnosti, jako je preziti a rast v médiu simulujicim
kvas. Dalsi testovanou oblasti byla tvorba exopoly-
sacharidd a inhibice béznych kvasovych kultur izolovany-
mi laktobacily.
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Abstract

The aim of this research was finding of applicable bacte-
rial strain for placement to sourdough culture. The positive
properties were study as survival and grow in simulated
sourdough medium. Production of exopolysaccharides and
inhibition sour dough culture with isolated Lactobacillus
genus was the next tested area.
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Uvod

Pekarsky kvas predstavuje komplexni biologicky ekosys-
tém, ktery ovliviiuje technologii, senzoriku a funk¢ni vlast-
nosti hotového vyrobku. Tento systém vytvareji kvasinky
spolecné s bakteriemi mlé¢ného kvaseni (Minervini a kol.,
2012). Slozeni mikroorganismid v kvasu se liSi podle
pouzité mouky. V Zitné a pSeni¢né mouce se vyskytuje jako
hlavni zdroj uhliku maltosa fermentovana kmeny Lbc. san-
franciscensis, Lbc. fermentum a Lbc. reuteri. DalSim
zdrojem energie je Skrob, ktery vyuZivaji amylolytické lak-
tobacily napt.: Lbc. plantarum, Lbc. amylolyticus a Lbc.
mannihotivorans (Ginzle, 2014). Vysledné sloZeni kvasu
neovliviiuje pouze druh mouky, ale také dalSi technolo-
gické podminky (Coda a kol., 2014).

Vyznamnou latkou vyuZzivanou v pekatfském priamyslu
jsou exopolysacharidy (EPS). EPS jsou bakteriemi pro-
dukované extracelularni polysacharidy uvoliiované do ris-
tového média. (Stingele a kol., 1995). Tyto latky zvySuji
odolnost mikroorganismi vuaéi nepfiznivym vnéjsim
vlivim. Ochranuji bakterie pfed vysusenim, nedostatkem
Zivin, bakteriofagy a pred Spatnym osmotickym tlakem.
EPS usnadfiuji adhezi bakterii a tvorbu biofilmu (Patel

a kol., 2012). Vyskytuji se jako homopolysacharidy (napt.:
dextran, alternan, reuteran, pullulan, levan a inulin) a hete-
ropolysacharidy (gellan, xanthan a kefiran) (Patel a kol.,
2012). Heteropolysacharidy jsou vyuziviany v potravi-
narstvi pro své funk¢ni vlastnosti. Pouzivaji se napf. pro
zvySeni viskozity, stabilizaci a emulgaci. (Vaningelgem
a kol., 2004). Homopolysacharid reuteran je jeden z EPS,
ktery je diky rozpustnosti ve vod€ vyuzivan pro pekarenské
ucely (produkovan Lbc. reuterii) (Patel a kol., 2012).
Pfidavek do chleba mizZe umoznit vyrobit chléb bez
glutenu se stejnymi vlastnostmi, jaké ma béZny chléb
(objem, textura, skladovatelnost). Je dilezité, aby bakterie-
mi produkované EPS, byly pro pekaiské mikroorganismy
nerozlozitelné (Arendt a kol., 2011).

Material a metody

Pro méfeni byly vybrany izolaty z kvast laboratornich
a komerénich. Mikroorganismy pouzité jako indikatorové
kmeny pochazeji ze Sbirky mlékarenskych mikroorganis-
mu Laktoflora. Mouky pro méfeni byly dodany firmou
Zeelandia s.r.o.. Chemikélie pro stanoveni byly pouZity
v Cistoté p.a. z bézné dostupnych zdroju.

Pro méreni bylo pouZzito 5 izolatd Lbc. brevis (CRL-
M225-7A, BE-M17-6A, PHC-M17-6A, GUS-M638-6B,
MAGE-M225-7A), 3 izolaty Lbc. plantarum (DRIII-
M103-5B, AMBR-FHN-5B, IM-M638-6A), 1 izolat Lbc.
paracasei (DRII-57-5B), 2 izolaty Lbc. mindensis (DRIII-
57-5C, AMBR-FHN-4B) a 9 laktobacili zatim blize
neidentifikovanych (OT-M103-7A, PHC-APT-6B, GUS-
M103-6A, GUS-APT-6A, MAGE-APT-7B, JM-APT-7A,
5-APT-5B, DNV-M103-7A, AMBR-57-7EP1). Testo-
vanou oblasti bylo zjisténi rastu v mou¢ném médiu (MM),
které simuluje prostiedi kvasu. B€hem rastu byla zazna-
menavana kontinudlné zména pH a byly méfeny obsahy
kyselin, které vznikaji béhem fermentace. DalSi méteni se
tykalo tvorby EPS a moZné interakce mezi izolaty a béZné
se vyskytujicimi kvasovymi bakteriemi a kvasinkami.

Moucéné médium bylo po pfedchozim testovani
ponechano na obsahu 20 % syrovatky o pH 6,5; 5 % mouky
- z ¢ehoz 60 % bylo mouky pSeni¢né chlebové a 40 %
mouky zitné chlebové. Tato smés byla doplnéna na 100 %
destilovanou vodou a rozvarena na vodni lazni. Po vychla-
zeni se pH upravilo na hodnotu 6,5 po sterilaci. Pocatecni
pocty byly sjednoceny pomoci méfeni absorbance
(650 nm) na rozmezi 6-7 log KTJ/ml. Kontrola celkového
po¢tu mikroorganismi probéhla vzdy na pocdatku a na
konci méfeni. Zivnd pida byla pouZita podle daného izola-
tu. Méfeni pH bylo zaznamendvano kazdych 10 minut
a probihalo na komeréné dostupnych elektrodach pti 30 °C,
3 dny. Méfeni obsahu kyselin bylo stanovovano zavedenou
izotachoforetickou metodou.

Pro stanoveni tvorby EPS byla upravena metoda pouzita
v ¢lanku Mora a kol. (2002). Jako zéklad pro moucny agar
s rutheniem (MR agar) bylo pouZito MM s pridavkem
1,2 % agaru a 3 % smési cukrt - maltosa, fruktosa, glukosa
(1:1:1). Pro nékteré izolaty bylo v pudé upraveno slozZeni
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cukrii podle jejich vyuZiti sacharidd. Celkova koncentrace
cukru byla vZdy 3 %. Po sterilaci byla do MM pfidana
sterilni rutheniova cervenn 250 wl/100 ml Zivné pudy.
Roztok rutheniové Cervené byl pfipraven z 0,08 g ruthe-
niové Cervené rozpusténé v 10 ml deionizované vody a ste-
rilovan mikrofiltraci filtrem Millipore 0,2 pwm.

Interakce mezi mikroorganismy pfirozené se vyskytujici-
mi v kvasu a izolaty byla vyzkouSena pomoci jamkové
metody inhibice. Pro indikaci byly pouzity sbirkové
kmeny: Lbc. sanfranciscencis CCDM 451, Lbc. fermentum
CCDM 830, Lbc. reuteri CCDM 777, Lbc. plantarum
CCDM 188, Lbc. brevis CCDM 202, Lbc. pontis CCDM
835, Lbc. helveticus CCDM 466, Pediococcus pentosaceus
CCDM 862, Kluyveromyces marxianus CCDM 269
a Saccharomyces cerevisiae CCDM 88. Zivné pudy pro
inhibice byly zvoleny podle indikatorového kmene.
Inhibice byla testovana pro zivé buiikky v bujonu, super-
natant bujonu, zivé buiky v MM a MM sterilované. Pro
supernatant bujonu byl kazdy izolat po nakultivovani
v bujonu odstiedén, pH roztoku bylo upraveno na 6,5
a nechdno pfi pokojové teploté stat 30 minut. Po uplynuté
dobé byla kultura sterilovana pres mikrofiltr Millipore
0,2 um. Mouc¢né médium (MM) bylo pifed sterilaci
zaockovano 1 % kultury a 3 dny kultivovano. Po kultivaci
byla kultura 2x odstfedéna a filtrovana ptes filtracni papir.
Poté bylo pH filtratu upraveno na 6,5 a nechdno 30 minut
stat. Sterilace supernatantu MM probihala ve vodni lazni
pfi 85 °C po dobu 10 minut v uzavienych falconach.

Vysledky a diskuze

Rust v MM

Z tabulky 1 je vidét, Ze znaéného prokvaSeni a dosaZeni
pH pod 4 po 3 dnech kultivace pii 30 °C bylo zjiSténo u péti
izolatu, Ctyfi izolaty dosahly pH mezi 4 - 4,5, dalsi dva pak
pH mezi 4,5 - 5,0. Sedm vzorkd se pohybovalo v rozmezi
5 - 5,5 a posledni dva byly pouze mezi 5,5 - 6,0 pH.

Tab. 1 DosaZené pH izolati po 3 dnech kultivace pfi 30 °C
v MM

pH 6,0-55 pH55-50 pH50-45 pH4,5-4,0 pH4,0-35

BF-M17-6A | AMBR-57-7EP1| DNV-M103-7A | DRIII-M103-5B | JM-M638-6A
GUS-M638-6B | MAGE-APT-7B |MAGE-M225-7A| OT-M103-7B | AMBR-FHN-5B
GUS-M103-6A 5-APT-5B DRIll-57-5B

GUS-APT-6A DRIlI-57-5C | AMBR-FHN-4B

PHC-M17-6A JM-APT-7A

PHC-APT-6B

CRL-M225-7A

Tab. 3 Priklady namérenych hodnot obsaht kyselin po
3 dnech kultivace pri 30 °C v MM

kys. mlééna kys. octova  kys. fosforeéna
(mg/100 ml) (mg/100 ml) (mg/100 ml)

DRIII-M103-5B 543,54 32,23 95,31
DRIII-57-5B 992,59 10,99 102,55
DRIII-57-5C 668,50 9,86 107,15
AMBR-FHN-4B 771,89 27,56 100,45
AMBR-FHN-5B 818,15 11,41 79,15
5-APT-5B 444,49 55,36 110,29
JM-M638-6A 728,54 29,94 90,91
JM-APT-7A 943,88 29,75 93,34

Tab. 2 Priklady nejvétsich a nejmensich zmén rozdilu poctu
mikroorganismd po 3 dnech kultivace pfi 30 °C v MM

vzorek rozdil mikroorganismu
(log KTJ/ml)
AMBR-FHN-5B 2,8
DRIII-57-5B 3,2
DRIII-57-5C 34
DRII-M103-5B 1,2
5-APT-5B 0,9

V tabulce 2 jsou uvedeny priklady nejvétSich a nejmensich
rozdilt poctl mikroorganismi kultivovanych v MM. Pocty
mikroorganismii byly stanovovany v den zaloZeni pokusu
a den ukonceni pokusu (3. den). VEtSina izolata se
pohybovala v rozmezi mezi 1,5 - 2,5 log KTJ/ml. Posledni
sledovanou oblasti byl vznik kyselin béhem fermentace
MM. Vyznamnéjsi vznik kyselin béhem rastu v MM
byl pozorovan u 8 izolati, které jsou zaznamenany v ta-
bulce 3.

Z vysledka je patrné, Ze ne vzdy znamenal nejvyssi
nartst celkového poctu také nejvyssi stupen prokvasSeni.
Vzorky s nejniz§im riistem byly v dosazeném pH v rozmezi
4,0 - 4,5 pH. Izolaty s nejvyssi tvorbou kyselin béhem fer-
mentace byly podle pfedpokladi vzorky, u kterych doslo
k nejvyssimu poklesu pH.

Stanoveni EPS

Tvorba EPS byla urcovana podle rastu rizové nebo bile
zabarvenych kolonii na specidlné pripraveném MR agaru.
Mezi ruzové zabarvené kolonie, tedy negativni vysledky,
patii CRL-M225-7A, GUS-M638-6B, MAGE-M225-7A,
PHC-APT-6B, GUS-M103-6A, GUS-APT-A a MAGE-
APT-7B. Bilé a7 krémové kolonie, tedy pozitivni na tvorbu
EPS byly DRIII-M103-5B, AMBR-FHN-4B, AMBR-
FHN-5B, DRIII-57-5B, DRIII-57-5C, JM-APT-7A,
5-APT-5B, DNV-M103-7A a AMBR-57-7EP1. Ostatni
kolonie izolath byly bezbarvé.

Tab. 4 Priklad inhibice

izolat pouZité médium CCDM CCDM CCDM CCDM
188 466 862 269

DRIII-M103-5B bujon, Zivé ++ +++ ++ P
bujon, supernatant 0 +++ 0 P

MM, Zivé ++ ++ ++ 0

MM, supernatant 0 0 0 0

AMBR-FHN-4B bujon, Zivé ++,P | +++ ++ P
bujon, supernatant 0 + 0 P

MM, Zivé ++ ++ ++ 0

MM, supernatant 0 0 0 0

CRL-M225-7A bujon, Zivé 0 ++ P
bujon, supernatant 0 0 0 P

MM, Zivé 0 +,P +,P 0

MM, supernatant 0 0 0 0

0... bez zmény riistu; +... slabd inhibice do 1,3 cm; + +... inhibice 1,3-1,5 cm;
+++... Cird inhibice 1,5-2,5 cm; P... podpora riistu indikatorového kmene
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Inhibice

V tabulce 4 je uveden pfiklad inhibici pro indikdtorové
kmeny CCDM 188, CCDM 466, CCDM 862 a CCDM 269.
Je zde vidét rozdil mezi pouzitim bunék Zivych a super-
natantu s upravenym pH a také mezi pouzitim bujonu
a MM. U zivych bunék dochazelo obecné k vyssimu stup-
ni inhibice nez u stejného, ale sterilniho média. Béhem
rustu bakterii dochazelo k produkci organickych kyselin,
které u zivych bunék zvysuji inhibici. U superatantt (steril-
nich médii) byl tento efekt vyloucen pomoci tpravy pH.
Izolaty identifikované jako Lbc. brevis a nékteré neidenti-
fikované laktobacily vykazovaly u vétSiny pouZitych
indikdtorovych kment jen mirnou, nebo Zadnou inhibici.
Ostatni laktobacily, Lbc. paracasei, Lbc. plantarum a Lbc.
mindensis se liSily v mife inhibice s pouZitym indika-
torovym kmenem.

Zaver

Bylo zjisténo, ze néktery z téchto izolati by mohl byt
vhodny pro zafazeni do kvasu. Izolity AMBR-FHN-5B,
AMBR-FHN-4B, DRIII-57-5B, JM-M638-6A a JM-APT-
7A béhem 3 dnt kultivace snizily pH matrice pod hranici
4,0 a vzorky DRIII-M103-5B, OT-M103-7B, 5-APT-5B
a DRIII-57-5C pod hranici 4,5. Tvorba EPS byla nalezena
u DRIII-M103-5B, AMBR-FHN-4B, AMBR-FHN-5B,
DRIII-57-5B, DRIII-57-5C, JM-MG638-6A, JM-APT-7A,
5-APT-5B, DNV-M103-7A a AMBR-57-7EP1. Izolaty CRL-
M225-7A, GUS-M638-6B, MAGE-M225-7A, BF-M17-6A,
PHC-M17-6A nepotlacuji rist u vétsiny testovanych mikroor-
ganismu, které se v kvasu pfirozené vyskytuji.

Vzhledem ke zjiSténym vlastnostem izolovanych
mikroorganismii, by bylo vhodné do nového kvasu zaradit
néktery z izolatt AMBR-FHN-5B, AMBR-FHN-4B,
DRIII-57-5B, IM-M638-6A, JM-APT-7A, DRIII-M103-
5B, 5-APT-5B a DRIII-57-5C, které snizuji pH matrice
a zéaroven tvoii EPS. Pro zarazeni nékterého z téchto lakto-
bacilii (nebo smési vice bakterii) mezi kvasové kultury by
bylo nutné provéfit dal§imi pokusy jejich vzdjemny dcinek
na preziti ostatnich kvasovych mikroorganismti a nasledné
na vlastnosti pekédrenského vyrobku. Dalsi testovanou
oblasti musi byt tvorba EPS, ktera mtZe byt ovlivnéna ostat-
nimi kvasovymi mikroorganismy a zménou pH matrice.
Pfiznivou vlastnosti by také bylo potlaceni nezadouci
mikroflory, které zpusobuje vady pekarskych vyrobki.

Podékovdni
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Lactobacillus casei and its selective
determination in mixtures with other lactic
acid bacteria

Abstrakt

V préci jsou shrnuty zdkladni udaje tykajici se vyskytu,
morfologie a fenotypovych vlastnosti mikroorganismu
skupiny L. casei (L. casei, L. paracasei, L. rhamnosus).
Dale prace teoreticky shrnuje kultivaéni média a kultivacni
podminky, které byly dosud publikovany v odborné lite-
ratufe pro selektivni stanoveni druhu L. casei. Nejcastéji
doporucované kultivaéni pidy pro selektivni stanoveni
tohoto mikroorganismu ve smésich s jogurtovou kulturou,
L. acidophilus nebo bifidobakteriemi jsou LC-agar
s ribosou v kombinaci se sniZzenim kultivaéni teploty na
15 °C po dobu 14 dni, MRS agar s pridavkem Zluc¢i, MRS
agar s pridavkem vankomycinu ¢i tzv. M-RTLV agar.

Klicova slova: skupina L. casei, selektivni stanoveni
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