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Zaver

Pfi analyzach byla zmérfena spektra bilych i ochucenych
jogurtti. Posuzovan byl vliv teploty, sily sacku urc¢eného
k méfeni vzorki a také vliv prichuti. Pomoci metody
diskriminacni analyzy byl potvrzen vliv teploty i sily
meéficiho materidlu na presnost méfeni vzorkl jogurtd pri
NIR spektrometrické analyze. Kalibracni modely je nutno
méfit pii jedné stalé teploté nebo vytvofit kalibraéni mode-
ly pro dané teploty, pfi kterych chce analytik sledovat
jakost jogurtd, stejné jako drZet standard v pouZitych trans-
parentnich materidlech, na kterych je vzorek méfen.
Diskrimina¢ni analyza bezpecné rozdélila také spektra
ochucenych jogurtd. Je proto vhodné pouzivat samostatné
kalibrace pro homogenizované jogurty s jednotlivymi
prichutémi.

Podekovdni

Prispévek byl zpracovan s podporou projektu NAZV
KUS QJ1210302 "Technologické postupy a sloZeni
mléénych vyrobklli umoZziujici prodlouZeni udrznosti,
zvySeni bezpecnosti nebo zvyseni nutri¢nich a zdravotnich
benefitli prostfednictvim bioaktivnich latek pfirozené se
vyskytujicich v potravinach".

Korespondenéni adresa: prof. Ing. Kvétoslava Sustova,
Ph.D. Mendelova univerzita v Brné, Agronomicka fakulta,
Ustav technologie potravin, Zemédélska 1, 613 00 Brno,
e-mail: sustova@mendelu.cz

Literatura:

CENTER, V. (1999): Near infrared spectroscopy (NIR) and his technology

. application. CHEMagazin, 9, vol.1, p. 22-23.

CURDA, L., KUKACKOVA, 0., NOVOTNA, M. (2002): NIR spektroskopie
a jeho vyuZiti pri analyze miéka a mlécnych vyrobki. Chem. Listy, 96,
p. 305 - 310.

Firma Nicodom, (1997): TQ Analyst - vyvoj kalibracniho modelu pro kvan-
titativni stanoveni pimoci algoritmu PLS. Firemni literatura, 13 s.

JINDRICH, J.: MozZnosti uplatnéni NIR analyzétorii v migkérenské labora-
torni kontrole - diplomova prace, VSCHT Praha, 1997, 89 s.

MELOUN, M., FREISLEBEN, J. (2008): Klasifikace podzemnich vod
diskriminacni analyzou. Databdze online (cit 2010-5-6). Dostupné na:
http://meloun.upce.cz/docs/publication/197-manus.pdf.

MELOUN, M., MILITKY, J. (1991): Chemometrie - zpracovani experimen-
talnich dat na IBM-PC. Praha, 384 s. typové Cislo L16-EI-IV-85/62 256.

RODRIGUEZ-OTERQO, J.L., HERMIDA, M. (1996): Analysis of Fermented
Milk Products by Near-Infrared Reflectance Spectroscopy. J. of AOAC
Internat., 79, 3, p. 817-821.

RODRIGUEZ-OTERQ, J., L., HERMIDA, M., CENTENO, J. (1997): Analysis
of Dairy Products by Near-Infrared Spectroscopy: A Review. J. Agric.

. Food Chem., 5(8), p. 2815-2818.

SIKOLA, J. (2002): NIR spektroskopie - perspektivni metoda pro kvalita-
tivni a kvantitativni analyzu v potravinach. Kvalita potravin, 2 (4), 18-19.

Prijato do tisku: 9. 3. 2015
Lektorovdno: 29. 3. 2015

RUST A ANTIMIKROBIALN VLAST-
NOSTI BIFIDOBAKTERII A LAKTO-
BACILU LIDSKEHO PUVODU

Eva Suchanova,
Vyzkumny ustav mlékdrensky s.r.o., Sobéslavska 841,
390 02 Tabor, E-mail: e.suchanova@vum-tabor.cz

Growth and antimicrobial properties
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Abstrakt

Laktobacily a bifidobakteria jsou pfirozenou soucasti
lidského gastrointestindlniho traktu. Jejich antimikrobialni
vlastnosti pomahaji udrZovat rovnovihu v téle. Interakce
mezi Ctrnacti druhy rodu Lactobacillus sp., dvaceti sedmi
druhy rodu Bifidobacterium sp. izolovanych z lidského
gastrointestindlniho traktu a indikdtorovymi kmeny byly sle-
dovany pomoci jamkové diftizni metody. Cilem experimentu
bylo porovnat vliv rodového a druhového spektra testovanych
mikroorganismii a také vyhodnotit vhodnou formu jejich
aplikace. Vyznamné antimikrobidlni G¢inky vykazovaly zivé
buriky laktobacild. Velmi slaby efekt na vznik diftzni zony
mély supernatanty z mléka srazeného bifidobakteriemi.

Rast bakterii mlééného kvaseni byl testovan v syrovém
extraktu z Moravského bloku (45 %). Bylo testovano vSech
14 druht rodu Lactobacillus sp. a 9 druhid rodu
Bifidobacterium sp. Bifidobakteria a laktobacily v syrovém
extraktu rostou pouze s ptidavkem 10 % roztoku galaktozy,
lakt6zy, nebo ribozy.

Klicova slova: laktobacily, bifidobakteria, antimikro-
bialni vlastnosti, syrovy extrakt

Abstract

The genera Lactobacillus sp. and Bifidobacterium sp. are
well known natural microbiota of gastrointestinal tract of
human and animals.

The health impact of Lactobacillus sp. and Bifido-
bacterium sp. is well documented in humans. Well-diffu-
sion simultaneous antagonism method was used to test an
antibiotic effect among fourteen species of Lactobacillus
sp. and twenty seven species of Bifidobacterium sp. from
human gastrointestinal tract.

The effect of application of bacterial suspensions, genera
of bacteria and species of Lactobacillus sp. and Bifido-
bacterium sp. on indicator bacterial strains was evaluated.
The most effective form of application showed to be sus-
pension of life cells compare to supernatans from broth and
skim milk medium. Particularly suspension of life cells
belong to Lactobacillus sp. performed effective inhibitions
against indicator bacterial strains.
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The suitability of cheese extract "Moravsky blok" (45%)
for growth of fourteen species of Lactobacillus sp. and nine
species of Bifidobacterium sp. was tested.

Their properties were observed and compared for indi-
vidual strains. Properties of suspension of live cells, super-
natans from broth and from recombinate skim milk were
tested. Bifidobacterium sp. and Lactobacillus sp. were
growing only when 10% solution of sugars galactose, lac-
tose or ribose was added.

Key words: Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp., anti-
microbial properties, cheese extract

Uvod

Mezi mikroorganismy obecné dochdzi k mnohacetnym
interakcim, jako je napfiklad kompetice (Hibbing et al.
2010), antibi6za nebo exploatace (Barefoot F., Nettles G.
1993). Tyto vztahy jsou predurceny genetickou vybavou
jednotlivych zéastupcti a potazmo jejich biochemickymi
produkty v kombinaci s vlivy prostfedi. V kontextu s bak-
teriemi mlééného kvaseni (LAB) je zndma tada studii,
které potvrzuji jejich mikrobidlni aktivitu vici patogennim
a jinym nezddoucim skupindm mikroorganismd, které
napiiklad vyvolavaji kazivost potravin (Perin et al. 2013;
Dal Belo et al. 2010).

Bakterie mlécného kvaseni reprezentuji Sirokou skupinu
grampozitivnich, kataldza-negativnich, spory netvoficich
tyCinek a kokii. Obvykle jsou nepohyblivé a sacharidy fer-
mentuji. Koneénym produktem jejich metabolismu je
kyselina mlécna. S urcitymi vyjimkami jsou aerotolerantni.
Neékolik druhti je dobfe znamych pro jejich schopnost
pusobit jako konzervacni Cinidlo v potravinarskych pro-
duktech jako je kyselé zeli, fermentované obilné kaSe
a lusténiny (Onilude et al. 2005). K ochrané potravin slouzi
bud jako pfirodni mikroflora, nebo jako startovaci kultury
pridavané za kontrolovanych podminek do vyrobki.
Konzervacéni ucinek je zplsoben produkci organickych
kyselin (napf. kyselina mlé¢nd), které snizuji pH. LAB pro-
dukuji také antimikrobidlni slouceniny, jako jsou peroxid
vodiku, oxid uhli¢ity, diacetyl, acetaldehyd, D-isomer
aminokyselin, reuterin a bakteriociny (Yang et al. 2012).

Bakteriociny jsou kratkoretézcové peptidy jejichz varia-
bilitu a antimikrobidlni u¢inek ovliviiuje sloZeni aminoky-
selin (Ortolani et al. 2010). Podle zastoupeni aminokyselin
pak napiiklad nisin muiZe tvofit rdzné ucinné varianty
(Perin 2014; Nagao 2009). Bakteriociny jsou ribozomalné
syntetizované antimikrobidlni peptidy, které jsou aktivni
vici jinym bakteriim, bud stejného druhu (tizce spektralni),
nebo rizného druhu (Siroko spektralni). Mohou byt produ-
kovany grampozitivnimi i gramnegativnimi bakteriemi.
V poslednich letech maji dilezity vyznam bakteriociny pro-
dukované bakteriemi mlééného kvaseni (Yang et al. 2012).

Bylo také zjisténo, Ze kromé bakterii mlé¢ného kvaseni,
maji antagonisticky charakter i kvasinky, plisné, probiotika
a bakteriofagy (Erginkaya et al. 2011).

K hodnoceni interakci mezi mikroorganismy se pouZivaji
"in vitro" biotesty (Grimoud et al. 2010), proteomické

a molekularni metody (Sheffield, Gavinski 2003). Jednou
z "in vitro" metod je jamkova diftzni metoda (Finn 1959),
kterd umoziuje sledovat vizuadlné primarni interakce mezi
mikroorganismy. Mikrobidlni testy jsou kvalitativni, nebo
semi-kvantitativni metody, které jsou zaloZeny na specifické
reakci mezi mikroorganismy (obvykle bakterie, aktino-
mycety, kvasinky a plisn€) a antibiotiky pfitomnymi ve
vzorku (Chéafer-Pericés et al. 2010). Jamkova difuzni metoda
je zaloZena na sledovéani vztahu mezi mnoZstvim antibiotik
vyskytujicich se v misté¢ pevného media (agaru) a priméru
ristu inhibi¢ni z6ny (Awerbuch T. E., Stark A. A., 1979).

Hlavnim cilem této studie bylo zjistit, zda se od sebe lisi
rod Bifidobacterium sp. a Lactobacillus sp. v ramci tvorby
difaznich z6n béhem "in vitro" testd s indikdtorovymi
kmeny a zda tuto formu antibiézy ovliviiuje také pfis-
lusnost k jednotlivym druhim uvedenych rodi. Rovnéz
bylo cilem provéfit, jakd forma aplikace je v ramci
difizniho testu nejefektivnéjsi v kombinaci s antimikro-
bialnimi schopnostmi rodu a druhu téchto mikroorganisma.
DalSim tkolem bylo experimentalné vyzkouset, zda syrovy
bujon ma stejné, nebo alespon podobné vlastnosti jako kla-
sické Zivné médium.

Material a metodika

PouZité kmeny

V Tab. 1 je uveden prehled pouzitych izolatd kment
Lactobacillus sp. a Bifidobacterium sp. a indikatorovych
kment pro agarovou difuzni metodu. Uvedené izolaty
pochazeji ze Sbirky mlékarenskych mikroorganismi
Laktoflora®.

Priprava bezbunécénych supernatantii
Supernatanty z bujonu (supernatant 1)

Uvedené experimentdlni kmeny byly obnoveny
z hlubokomrazeného stavu (-70 °C) do 9 ml bujonu MRSC
(MRS bujon + 2 g NaHCO3/1) a kultivovany v termostatu
24 hodin na 37 °C. V pripadé bifidobakterii bylo do bujonu
pridano 1 % L-cystein (zasobni roztok 5 %). Kultury byly
preockovany 1 % do 40 ml stejného bujonu, po inkubaci
24 hodin 37 °C byly odstfedény 6, 5000 g, 20 °C. Ziskané
supernatanty byly slity do kadinek, pH bylo upraveno 15 %
NaOH na hodnotu 6,5. Po tpravé byly vSechny ponechiny
30 minut pii pokojové teploté. Hotové supernatanty byly
sterilovany mikrofiltraci pres filtr o velikosti p6rti 0,20 um
do sterilnich zkumavek. Vzorky byly uchovany v mrazicim
boxu pri -20 °C.

Supernatanty z obnoveného odstredéného mléka
(supernatant 2)

Obnovené preockované kultury byly z bujonu preockovany
1 % do 40 ml 16 % RSMKA (obnovené odstfedéné mléko
s pridavkem 0,5 % kvasni¢ného extraktu). Kultury byly kul-
tivovany pri 37 °C 24-48 hodin do nartstu (srazeni).

SraZena mléka byla odstfedéna 10” , 9000 g, 4 °C. Super-
natant byl prelit do Cisté falkony, znova odstfedén a filtro-
van pres filtracni papir. Pokud nebylo pH pod hodnotu
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Tab. 1 Pfehled pouZitych testovanych druhu rodi Lactobacillus sp. a Bifidobacterium sp. a indikdtorovych kmenu

Izolat

Izolat

Experimentalni kmen
Lactobacillus gasseri

Lactobacillus helveticus RL20-P

Lactobacillus paracasei ssp. paracasei | RL4-P, RL10-P RL19-P
Lactobacillus plantarum RL26-P

Lactobacillus rhamnosus RL3-P RL30-P
Lactobacillus salivarius RL15-P

Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium animalis ssp. lactis
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium breve
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium longum ssp. infantis
Bifidobacterium longum ssp. longum
Bifidobacterium pseudocatenulatum
Bifidobacterium sp.

RB29-P RB41-P, RB48-P, RB54-P
RB1-MPP, RB26-P

RB44-P, RB56-P
RB39-AP, RB53-P
RP25-P, RB38-BP

RB22-6A
RB40-P, RB59-P

RL2-P RL5-P, RL8-P RL13-P RL22-P RL24-P

RB9-MPP, RB24-P, RB31-P, RB58-P, RB60-P, RB61-P, RB70-P

RB27-P, RB45-P, RB47-P, RB50-P, RB65-6A

Indikatorovy kmen

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus CCDM 235
Lactobacillus helveticus CCDM 34
Streptococcus thermophilus CCDM 45
Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris | CCDM 611
Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 613
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 48
Staphylococcus aureus CCM 4516
Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis CCDM 847
Kluyveromyces marxianus CCDM 269
Bacillus subtilis CCDM 665
Micrococus luteus CCDM 231
Kocuria rosea CCDM 204
Brevibacterium linens CCDM 980

Tab. 2 Indikdtorové kmeny a podminky jejich kultivace

Zivna piida

Indikatorovy kmen

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (CCDM 235) MRS 57
Lactobacillus helveticus (CCDM 34) MRS 57
Streptococcus thermophilus (CCDM 45) M17
Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris (CCDM 611) MRS 57
Lactococcus lactis ssp. cremoris (CCDM 613) M17
Lactococcus lactis ssp. lactis (CCDM 48) Mm17
Staphylococcus aureus (CCM 4516) M17
Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis (CCDM 547) MRS 57
Kluyveromyces marxianus (CCDM 269) Malt agar
Bacillus subtilis (CCDM 665) MPA
Micrococus luteus (CCDM 231) MPA
Kocuria rosea (CCDM 204) MPA
Brevibacterium linens (CCDM 980) Z.p. pro B. linens

narastu byl proveden splach fyziolo-

Podminky kultivace gickym roztokem, ktery byl nasledné

37°C, AN v 1s 99 2 .o

37, AN pridan do Zivné pudy.

37 °C, aer. .. oS .oy
30°C. a0 Testovdni tvorby antimikrobidlnich
30 C abr latek - jamkovd difuzni metoda

30 °C, aer. Na velkou Petriho misku bylo nalito
37 °C, aer. 150 ml zivné pady s pridanym indi-
30 °C, aer katorovym kmenem o mnoZstvi
25 °C, agr. 250 pl/100 ml zivné pady. Po zatuhnuti
37 °C, aer. - ikmy agar byly do pudy vykrijeny jamky
30 °C, aer. - $ikmy agar o pruméru 8 mm, do kterych bylo
30 °C, aer. - Sikmy agar napipetovano 200 ul Zivé kultury nebo
25 °C, aer. - Sikmy agar supernatantu z bujonu nebo z mléka.

5,0 bylo sniZeno 80% kyselinou mléénou a ponechdno
30 minut pfi pokojové teploté Nasledné bylo pH upraveno
15 % NaOH na 6,5 a vzorky ponechany 30 minut pfi poko-
jové teploté. Cely postup se zvySenim pH 15 % NaOH na
6,5 byl opakovén (bez tohoto procesu by vzorek neslo ste-
rilovat pres filtr o velkosti pérd 0,20 pum). Po uplynuti
30 minut byly supernatanty znovu odstfedovany pii stej-
nych podminkach a poté filtrovany pres filtracni papir.
Dalsi kroky byly stejné jako u supernatantu z bujonu.

Priprava indikatorovych kultur

Indikatorové kmeny Lactobacillus delbrueckii ssp. bul-
garicus (CCDM 235) - Kluyveromyces marxianus (CCDM
269) uvedené v Tab. 2 byly soucasti Sbirky mlékarenskych
mikroorganismii Laktoflora®. Po druhém pieockovani 1 %
do 9 ml bujonu byly pouzity jako indikatorové kultury.

Kmeny Bacillus subtilis (CCDM 665) - Brevibacterium
linens (CCDM 980) byly preockovany na Sikmy agar. Po

Tab. 3 Demonstrativni schéma rozdéleni do skupin a jejich oznaceni

Experimentalni kmen 10 % galaktoza 10 % laktoza 10 % ribéza Vzorek hez cukru

(Izolat)
RL2-P RL2-P + Gal. RL2-P + Lakt. | RL2-P + Rib.
Kontrola Kontr. + Gal. Kontr. + Lakt Kontr. + Rib

Poté byla miska uloZena na 4 hodiny
do lednice. Po uplynuti této doby byla umisténa do inkuba-
toru o nastavené teploté typické pro indikatorovy kmen.

Vysledky byly odecitany po 24 hodinach. Mira inhibice
byla oznacena stupnici 1-5 (1 - bez inhibice, 2 - podpora
rustu, 3 - slabé Cird zéna, 4 - ¢ird zona s prechodem v okra-
jich, 5 - plna inhibice).

Priprava syrového extraktu - PRLA bujon

Syr Moravsky blok 45 % (Madeta a. s.) o stafi 15 dnu
a hmotnosti 1 kg byl rozemlet v mixeru Vorwerk a smichan
s deionizovanou vodou v poméru 1:3. Smés byla homoge-
nizovana v mixeru Ultra Turrax a poté byla 30° extrahova-
na pfi 30 °C. Po uplynuti tohoto ¢asu byla tukova vrstva
oddélena odstfedénim v kyvetich 4000 g, 10° a 4 °C.
Filtrace vodni faze byla provedena nejprve pres hruby filtr
(filtr pro Fatran box na filtraci vzduchu) pro odstranéni
tuku. Poté byla provedena jeji sterilace 10° 80-85 °C ve
vodni 1azni a znovu filtrace pres hruby filtr a dale pres filtr
6F/C. Nasledné byla provedena tprava
obsahu laktatu a citratu na jejich obsah
v syrech. Hodnota pH byla upravena
15 % NaOH na 5,45 a hotovy bujon byl
sterilovan mikrofiltraci a poté rozplnén
po 10 ml do sterilnich zkumavek

RL2-P
Kontr.

MLEKARSKE LISTY é&. 149




VEDA, VYZKUM

Tab. 4 Metabolicka produkce kyseliny mlééné a hodnoty
absorbance namérené pfi rastu vybranych
testovanych druhdi rodd Lactobacillus sp.

v syrovém bujonu

Experimentalni kmen (Izolat)

RL15-P+Gal. RL19-P+Gal. RL20-P+Gal.

Kys. mlééna (mg/100 g) 1666,318 2051,440 1098,845
Absorbance (nm) 1,3 1,7 0,8
RL15-P+Lakt. | RL19-P+Lakt. | RL20-P+Lakt.
Kys. mlécna (mg/100 g) 1426,495 1933,785 2172,202
Absorbance (nm) 1,0 1,4 1,3
RL15-P+Rib. | RL19-P+Rib. | RL20-P+Rib.
Kys. mlééna (mg/100 g) 1202,903 1693,326 245,308
Absorbance (nm) 0,5 1,4 0,03

Tab. 5 Vliv testovanych faktor(i na tvorbu difizni zény.
Faktory oznac¢ené indexem* statisticky vyznamné
ovlivriovaly tvorbu diftiznich zén. ANOVA hlavnich
komponent, Statistica software, verze 8.0, p < 0,05

Rod bakterie 1 5,87 0,03*
Forma aplikace 28,11 0,001*
druh 13 0,75 0,7

a uloZen do lednice. Pfiprava syrového bujonu byla prove-
dena podle ndvodu (Program MZe QE 1382, odpovédny
fesitel Ing. Vladimir Dréab, 2002).

Do syrového bujonu byly zaockovany 1 % vSechny lak-
tobacily a vybrané kmeny bifidobakterii (RB24-P, RB25-
P, RB26-P, RB27-P, RB29-P, RB38-P, RB41-P, RB44-P,
RB45-P). U bifidobakterii bylo do bujonu pfidano také 1
% L-cystein (5% zasobni roztok), aby bylo prostiedi stejné
jako u bézné pouzivaného bujonu. Do zaoCkovanych zku-
mavek byl pridan 1 ml 10% roztoku cukru: galaktéza, lak-
t6za, maltéza a jedna skupina zistala bez pridaného cukru.
Ta slouzila pro porovnani vysledkd. U kazdé skupiny
s pfidanym cukrem byl jeden vzorek nezaockovany,
slouzici jako slepy vzorek (vysvétleni rozdéleni do skupin
uvedeno v Tabulce 3). Vzorky byly kultivovany pfi teploté
37 °C a odebirany v ¢asovych intervalech (0., 3., 6., 10.,
14., 21., 28. den). Rast mikroorganismii byl zjiStovan
pomoci spektrofotometru, kdy byla absorbance métena pfi
optické denzitné 650 nm. Pomoci kapilarni izotachoforézy
(ITP) bylo zjistovano mnozstvi kyseliny citronové, gluta-
mové, mlééné a octové. Jejich koncentrace byla uvedena
v mg/100 g. Tato metoda byla provedena pomoci postupt
zavedenych na pracoviSti. Vybrané hodnoty mnoZstvi
kyseliny mlééné a naméfené absorbance jsou uvedeny
v tabulce 4.

Zpracovani dat

Ziskané udaje byly zpracovany statistickou metodou
ANOVA (analyza variance) verzi pro mnohondsobna
porovnavani a analyzou hlavnich komponent (Paquet J.
et al. 2000). Vyhodnoceni statisticky odlisnych variant bylo
provedeno pomoci Post Hoc Tukey testu. Ke zpracovani dat
a grafickému vyhodnoceni byl pouZit program Statistica

Tab. 6 Viiv testovanych faktor( pro rod Lactobacillus sp.
a jejich kombinace na tvorbu diftizni zony.
Faktory oznacené indexem* statisticky vyznamné
ovliviiovaly tvorbu diftiznich zén. ANOVA
mnohondsobna porovnavani, Statistica software,
Verze 8.0, p < 0,05

Forma aplikace 2 68,75 0,001*
druh 5 0,27 0,926
Aplikace vs. druh 10 1,27 0,300

Tab. 7 Vliv testovanych faktor(i pro rod Bifidobacterium sp.
a jejich kombinace na tvorbu diftizni zony.
Faktory oznacené indexem* statisticky vyznamné
ovliviiovaly tvorbu diftiznich zén. ANOVA
mnohondsobnd porovnavani, Statistica software,
Verze 8.0, p < 0,05

Forma aplikace 2 112,19 0,001*
druh 8 0,800 0,605
Aplikace vs. druh 16 3,213 0,001*

Software verze 8.0. Data byla testovana pfi hladin€ vyz-
namnosti 0=0,05.

Vysledky a diskuze

Jamkové difuzni metoda

Pfi sledovani antimikrobidlnich tuc¢inkd u rodu
Lactobacilus sp. byl prokazan vyznamné vyssi antimikro-
bialni ucinek u zivych bunék nez u supernatantii z bujonu
a mléka (Tabulka 6). Nejsilnéjsi ucinek byl zaznamenéin
u indikatorovych kmenu Lactobacillus helveticus
(CCDM 34), Streptococcus thermophilus (CCDM 45)

3] Lactobaciilus sp.
[®] Bifidobacterium sp.

08

i

(em)
=
=

06

04

02

0.0

Zivé buriky supernatant 1 supernatant 2

Obr. 1 Vyhodnoceni vlivu druhd u rodd Lactobacillus sp.
a Bifidobacterium sp. na tvorbu diftizni zény (cm).
Hodnota ve sloupci pfedstavuje pramér z mérenych
souborti (N=42) pfi tfech opakovani (Vicecestna
ANOVA, Statistica software, Verze 8.0) (F(, 108=7,16,
p <0,01); Zivé buriky = suspenze Zivych bunék
v bujonu MRSC, supernatant 1 = supernatant
z bujonu MRSC, supernatant 2 = supernatant
z 16% obnoveného odstfedéného mléka
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Obr. 2 Vliv druhd rodu Bifidobacterium sp. na tvorbu
diftiznich zdn s ohledem na formu aplikace
(Fe1s, 1,49=3,12, p <0,001); Zivé buriky =
suspenze Zivych bunék v bujonu, supernatant 1 =
supernatant z bujonu MRSC, supernatant 2 =
supernatant z 16% obnoveného odstredéného
mléka, index inhibice = velikost inhibi¢ni zény
podle stanovené stupnice

a Kocuria rosea (CCDM 204), u kterych byla inhibice
zaznamenana ve vSech pripadech. Z téchto vysledki je
dobfe patrné, ze zZivé laktobacily produkuji latky s anti-
mikrobidlnimi ucinky, které naruSuji bunécnou sténu
indikatorovych kment, a tim dojde k jejich rozpadu a nas-
ledné ke vzniku inhibi¢ni zény (Stoyanova a kol. 2011).

U bifidobakterii byl vysledek podobny jako u laktobacil
(Tabulka 7). Nejsiln€jsi inhibi¢ni efekt byl u Zivych bunék,
kdy indikatory Kocuria rosea (CCDM 204) a Micrococcus
luteus (CCDM 231) byly inhibovany vSemi kulturami.
Na rozdil od laktobacilt u bifidobakterii je antimikrobidl-
ni efekt ovlivnén nejen rodovym, ale i druhovym zastou-
penim v kombinaci s formou aplikace tj. Zivé bunky
a supernatanty.

Porovnani vlivu rodu Lactobacilus sp. a Bifidobacterium
sp. na tvorbu distanénich zén v kombinaci s formou
aplikace je graficky znazornéno na obrazku 1.

Silngjsi inhibicni efekt byl zaznamenan u laktobacilt ve
formé suspenzi zivych bun¢k v porovnani se supernatanty
z 16 % RSMKA, kde byla tvorba distan¢nich z6n statis-
ticky vyznamné niZzSi. Naopak suspenze Zivych bunék
bifidobakterii maji nejniZsi inhibi¢ni ucinek ze vSech testo-
vanych variant. Z grafu na obrazku 1 je patrné, Ze rod
Bifidobacterium sp. produkuje 1épe antimikrobidlni latky
a ovliviiuje tim distancni z6ny, kdyZ je aplikovan v suspen-
zi 16 % RSMKA. U obou rodi testovanych mikroorganis-
mu nebyl prokdzan vliv druhového zastoupeni na tvorbu
distan¢ni zo6ny, ale forma aplikace a druh jako takovy
mél na tvorbu distancni z6ny prokazatelny vliv (Touré
a kol. 2003).

Pfimy vliv druhu na tvorbu distanénich z6n nebyl
prokdzan jako vyznamny faktor u rodu Lactobacillus sp.
(tabulka 6), ale u rodu Bifidobacterium sp. druhové zastou-
peni, jako faktor v kombinaci s formou aplikace, vyznam-

Obr. 3 Metabolicka produkce kyselin z Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei v syrovém bujonu
S pridavkem 10 % laktdzy

absorbance (650 nm)

0.2

0.0

Obr. 4 Rust Lactobacillus paracasei ssp. paracasei
v syrovém bujonu s pridavkem 10 % laktdzy

né ovlivnilo produkci antimikrobidlnich latek a nésledné
i tvorbu distan¢nich zén. Tuto informaci dopliiuje graf na
obrazku 2, kde je porovndno 9 druht bifidobakterii,
které byly aplikovany v ramci experimentu tfemi rdznymi
zpusoby.

Nejsilnéjsi inhibice byla zaznamenéana u suspenzi Zivych
bunék, konkrétné u druhti Bifidobacterium adolescentis,
Bifidobacterium longum ssp. infantis a Bifidobacterium
longum ssp. longum, které byly vybrany jako tii druhy
s nejsilnéjsi schopnosti inhibice. Mira inhibice byla hodno-
cena podle Indexu inhibice, jehoZ nejvyssi hodnota byla
2,5, coz je na rozmezi stupnit Podpora riistu a Velmi slaba
inhibice. Prokazatelné rozdily byly pozorovany ve vsech
ptipadech, test je tedy prikazny pfi hladiné vyznamnosti
0=0,05.
inhibi¢ni efekt nez pouze jejich supernatanty. Organické
kyseliny jsou hlavnimi produkty bakterii mlééného
kvaSeni. Tyto bakterie produkuji hlavné kyselinu mlécnou
a octovou. Vys$i inhibi¢ni efekt Zivych bunék vyplyva
z toho, Ze organické kyseliny prochdzi membranou
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cilového organismu v hydrofobni nedisociované formé,
snizuji cytoplazmatické pH a zastavuji metabolickou akti-
vitu a tim zvySuji ucinek bakteriocinti (Muhialdin a kol.,
2011).

Ruist v syrovém bujonu

Laktobacily zaoCkované v syrovém bujonu, rostly lépe
tam, kde byly pridany 10 % roztoky cukri. Podle rozboru
mnozstvi obsazenych kyselin na kapilarni izotachoforéze
bylo zjisténo, Ze na konci ristu je nejvyssi koncentrace
kyseliny mlécné, ostatni kyseliny octova, glutamova a cit-
ronovd maji stejnou setrvalou koncentraci. Vzorek mél
koncovou hodnotu absorbance 1,399 pfi vinové délce
650 nm ve 28. dni rGstu. Koncentrace kys. mlécné byla
1933,8 mg/100 g, kys. citronové 102,3 mg/100 g, kys.
glutamové 35,3 mg/100 g a kys. octové 95,2 mg/100 g.
Koncentrace kyseliny mlééné byla nejvyssi, coZ odpovida
tomu, Ze je hlavnim koncovym produktem metabolismu
glukézy u bakterii mlééného kvaSeni. Tyto vysledky jsou
uvedeny v Obr. 3, ve kterém je uveden vzorek CCDM 213
(RL19-P) Lactobacillus paracasei ssp. paracasei S pri-
danym 1 ml 10 % lakt6zy. Na obrazku 4 je uveden graf
zavislosti rlstu absorbance na case. Pocatecni hodnota
absorbance v den zaloZeni (0. den) byla 0,063, béhem tfech
dnti rastu doslo k jejimu velkému zvySeni na 1,126 (3. den)
a do 10. dne rostla jen pozvolna na hodnotu 1,457 a ve
14. den byla hodnota maximalni 1,723. Poté doslo k jejimu
mirnému poklesu na 1,422 a na této hodnoté se drzela az do
konce méreni. Ke sniZeni absorbance doslo pravdépodobné
z divodu vycerpani Zivin.

Tam kde byl pouze samotny syrovy bujon, nebyl zazna-
menan znatelny narast kultury. Hodnota absorbance se
zvySovala do té doby, dokud mély kultury z ceho Zit. Po
vycerpani vesSkerého mnozstvi Zivin se zacala sniZovat,
spolu s absorbanci se vyrazné nemeénila ani koncentrace
méfenych kyselin.

Bifidobakteria nerostla ani v syrovém bujonu s pfidany-
mi cukry.

Zaver

Pfi zjiStovani antimikrobidlnich vlastnosti laktobacilt
a bifidobakterii z lidského gastrointestinalniho traktu bylo
zjisténo, Ze celkové vétsi inhibicni schopnost maji lakto-
bacily, konkrétné suspenze jejich Zivych kultur.

Samotny syrovy bujon se nijak neosveédcil jako Zivné
médium pro bakterie mlééného kvaSeni. Bakterie potfebuji
pro svij metabolismus zdroj energie v podobé sacharidu,
ktery v ném samotném chybi.

Podékovdni
Tato prace vznikla v rdmci programu MZe CR, NAZV,
projektu QJ1310256.
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