VEDA, VYZKUM

CHLADEK, G., HANUS, 0., FALTA, D., KOMZAKOVA, 1., JEDELSKA, R.,
HERING, P, KRALICEK, T. (2009b): Kontrola uZitkovosti v systémech
robotizovaného dojeni krav. Milk recording of dairy cows milked using
the automatic milking system. Vyzkum v chovu skotu / Cattle Research,
LI, 188 (4), s. 3-11.

JANU, L., HANUS, 0., BAUMGARTNER, C., MACEK, A., JEDELSKA, R.
(2007): The analysis of state, dynamics and properties of raw cow milk
quality indicators in the Czech Republic. Acta fytotechnica et zootech-
nica, 10 (3), s. 74-85.

KOPEC, T., CHLADEK, G., KUCERA, J., FALTA, D., HANUS, 0., ROUBAL, P
(2013): The effect of the calving season on the Wood’s model parame-
ters and characteristics of the lactation curve in Czech Fleckvieh cows.
Archiv Tierzucht / Archives Animal Breeding, 56 (80), s. 808-815.

KOPEC, T., CHLADEK, G., KUCERA, J., FALTA, D., VECERA, M., HANUS, O.
(2021): The effect of extended lactation on parameters of Wood’s model
of lactation curve in dairy Simmental cows. Animal Bioscience, 34 (6),
s. 949-956. DOI: https://doi.org/10.5713/ajas.20.0347

LEXER, D., HAGEN, K., PALME, R., TROXLER, J., WAIBLINGER, S. (2009):
Time budgets and adrenocortical activity of cows milked in a robot or
a milking parlor: Interrelationships and influence of social rank. Animal
Welfare, 18, s. 73-80.

OLOFSSON, J., WIKTORSSON, H. (2001): Competition for total mixed diets
fed restrictively using one or four cows per feeding station. Acta Agri-
culturae Scandinavica Section A — Animal Science, 51 (1), s. 59-70.

PARANTHOS DA COSTA, M. J. R., BROOM, D. M. (2001): Consistency
of side choice in the milking parlour by Holstein-Friesian cows and its
relationship with their reactivity and milk yield. Applied Animal Behaviour
Science, 70 (3), s. 177-186.

PHILLIPS, C.J.C AND RIND, M.I. (2002): The effects of social dominance
on the production and behaviour of grazing dairy cows offered forage
supplements. Journal of Animal Science, 85 (1), s. 51-59.

POLIKARPUS, A., KAART, T., KOKIN, E., VEERMAE, I., POIKALAINEN, V.
(2011): Automatic monitoring of milking order in a large loose housing
cowshed. In: Animal Hygiene and Sustainable Livestock Production:
Proceedings of the XVth International Congress of the ISAH. Vienna,
Austria, s. 329-332.

RATHORE, A. K. (1982): Order of cow entry at milking and its relationship
with milk yield and consistency of the order. Applied Animal Ethology,
8 (1-2), s. 45-52.

RAUBERTAS, J. K., SHOOK, G. E. (1982): Relationship between lactation
measures of SCC and milk yield. Journal of Dairy Science, 65, . 419-425.

REINHARDT, V. (1973): Social rank order and milking order in cows.
Zeitschrift fiir Tierpsychologie, 32 (3), s. 281-292.

RENEAU, J. K., APPLEMAN, R. D., STEUERNAGEL, G. R., MUDGE, J. W.
(1983, 1988): Somatic cell count. An effective tool in controlling masti-
tis. Agricultural Extension Service, University of Minnesota, AG-FO-0447.

RENEAU, J. K. (1986): Effective use of dairy herd improvement somatic cell
counts in mastitis control. Journal of Dairy Science, 69, s. 1708-1720.

RIND, M. I., PHILLIPS, C. J. C. (1999): The effects of group size on the
ingestive and social behaviour of garazing dairy cows. Animal Science,
68 (4), s. 589-596.

SAMBRAUS, H. H., FRIES, B., OSTERHORN, K. (1979): Social relation-
ships in a herd of dehorned dairy cattle. Animal Behaviour Abstracts,
7,s.228.

SHOOK, G. E. (1982): Approaches to summarizing somatic cell count
which improve interpretability. National Mastitis Council, Louisville,
Kentucky, s. 1-17.

SOFFIE, M., THINES, G., DE MARNEFFE, G. (1976): Relation between milk
order and dominance value in a group of dairy cows. Applied Animal
Ethology, 2 (3), s. 271-276.

STEFANOWSKA, J., PLAVSIC, M., IPEMA, A. H., HENDRIKS, M. M. (2000):
The effect of omitted milking on the behaviour of cows in the context of
cluster attachment failure during automatic milking. Applied Animal Be-
haviour Science, 67 (4), s. 277-291.

TICHACEK, A., BENDA, P (1991): Proti mastitiddm. Zemédélec, 4.

TICHACEK, A., BENDA, P, HANUS, 0., JEDELSKA, R. (1996): Uginny kon-
trolni mastitidni program — zkusenosti z poradenstvi. Kontrola mastitid
pii produkei mléka: sbornik referdtt VUCHS Rapotin, s. 64-83.

VARLYAKOV, I., TOSSEV, A. (1989): Behaviour of cows observed at mil-
king parlour. In: Proceedings of International Symposium Ethology of
Farm Animals. Eberswalde-Finow: Eberswalde Tierhygiene-Information,
s. 3-8.

VARLYAKOV, I., TOSSEV, A. (1990): Investigation on milking reflex in mil-
king parlour “Herringbone” type. In: Proceedings of Scientific Session
on Faculty of Animal Science, Stara Zagora, 1.

VARLYAKOV, I., RADEV, V. SLAVOV, T., GRIGOROVA, N. (2011): Behaviour
of cows in milking parlour. Agricultural Science and Technology, 3 (2),
s. 107-111.

WENDT, K. et al. (1994): Zu hoher Zellgehalt in der Herdensammelmilch —
wie kann geholfen werden? AG Melken und Melktechnik, Informationen
WGM, e. V.

WIGGANS, G. R., SHOOK, G. E. (1987): A lactation measure of somatic
cell count. Journal of Dairy Science, 70, 2666-2672.

Korespondujici autor: Mgr. Vendula Rencinova, Ph.D.
Chovatelské druzstvo Impuls, Bohdalec 122,
592 55 Bobrova, e-mail: vendula.rencinova@seznam.cz

Prijato dne: 27. 4. 2022
Lektorovdno: 21. 5. 2022

IDENTIFIKACE DRUHU
ASPERGILLUS SP. Z MLEKAR-
SKYCH MATRIC A PROVOZU

A JEJICH REGULACE POMOCI
KMENU LACTIPLANTIBACILLUS
PLANTARUM

Miloslava Kavkova, Jaromir Cihlar, Vladimir Drab,
Olga Bazalova a Zuzana Dlouha
VWzkumny ustav mlékarensky, s.r.o; Praha

Identification of Aspergillus sp. in dairy
matrices and environment and its suppression
by using Lactiplantibacillus plantarum strains

Abstrakt

Zastupcirodu Aspergillus sp. jsou celosvétove rozsifené
houbové organismy, které diky své metabolické aktivité,
kompeti¢énim vlastnostem a obrovské reprodukéni
kapacité osidluji rizné substraty ve vSech klimatickych
zonach a ekosystémech. V potravinarském a krmném
pramyslu jsou za nezaddouci povazovany zejména druhy
produkujici mykotoxiny jako je napt. A. niger, A. flavus,
A. parasiticus. V mlékarenskych provozech se vyskytuje
vsak tada dalSich druhi, které také produkuji sekundarni
metabolity a mohou znehodnocovat mlééné produkty.
Ochrana provozi a produktii spociva predevSim v pre-
ventivnich a sanitarnich opatfenich, kterda nemusi byt
vici témto kontaminantiim efektivni. Vzhledem k sou-
c¢asnym trendiim, které cili na potraviny bez chemickych
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konzervanti, jsme se zaméfili na biologickou ochranu
mléénych produkti zaloZenou na antifungélni aktivité
kmena Lactiplantibacillus plantarum. V ramci této stu-
die bylo z mlékarenskych provozil ziskéano deset Cistych
kultur aspergilt, které byly identifikovany klasickymi
kultivacnimi postupy a tzv. barkédovanim. Vici témto
izolatim/kmeniim byla testovana antifungalni aktivita
¢trnacti izolatd a kment L. plantarum na umélych mé-
diich a na médiich s mlékem. Také byl hodnocena to-
lerance aspergilii k obsahu soli v médiu a citlivost vici
produktim L. plantarum. Nejefektivnéj$i antifungal-
ni ucinek vykazovaly kmeny L. plantarum pivodem
z kvast a ze silazi. Na potlaceni rdstu aspergili mél
vyznamny vliv pfidavek bezbunécnych filtrati z L. plan-
tarum do kultivaénitho média. Vyznamny supresivni
ucinek vykazovaly také kmeny L. plantarum nakultivo-
vané v obnoveném mléce a pridané takto do kultivacniho
média. Druhy aspergilli, které se nachazeji v syrarnach
jako soucast solnych 14zni, jsou citlivéjsi vici produktiim
L. plantarum a toleruji vyssi obsah soli, na rozdil od
ubikvitnich druhd, jako je A. niger a A. flavus.

Klicova slova: kontaminace, barkéding, Aspergillus
sp., antifungélni ucinek, Lactiplantibacillus plantarum

Abstract

The genera Aspergillus sp. are worldwide spread fun-
gal organisms that inhabit various substrates in all the
climatic zones and ecosystems because of its meta-
bolic activity, competitive properties and huge repro-
ductive capacity. Particularly the species that produce
mycotoxins such as A. niger, A. flavus and A. parasiti-
cus are undesirable in the food and feed industry. The
dairy plants are inhabited by other species belonging
to Aspergillus sp. that also produce secondary metabo-
lites including proteolytic enzymes thus it can spoil the
dairy products. The protection of the dairy environment
in dairy plants is based on preventive and sanitary con-
trols that might not be effective against fungal contami-
nants. Considering current trends aimed to green label
food without chemical preservatives we decided to test
the biological control of aspergilli based on antifungal
activity of Lactiplantibacillus plantarum. In the scope of
this study, ten species of the aspergilli were isolated and
identified from the dairy environment and products by
using classical cultivation and molecular methods. The
antifungal activity of fourteen isolates of L. plantarum
against these aspergilli was evaluated. The most effective
suppressive effect performed the L. plantarum strains
originated from silage and sourdoughs. The growth of
Aspergillus sp. was significantly limited by cell free su-
pernatants from L. plantarum in artificial medium. The
adjunct of reconstituted milk with L. plantarum strains
into media also significantly influenced the growth of
aspergillus colonies. The Aspergillus sp. occurred in
cheese manufactures and salt baths are more sensitive
against metabolite products of L. plantarum and tole-

rates higher levels of salt compared to ubiquitous species
such as A. niger and A. flavus.

Keywords: contaminants, barcoding, Aspergillus sp.,
antifungal effect, Lactiplantibacillus plantarum

Uvod

Houbové organismy jsou diky své specifické fyzio-
logii a metabolismu schopny uspé$né osidlovat rtizné
niky, mnozit se a §ifit v rdmci vSech ekosystému. Hraji
nezastupitelnou roli pfi rozkladu a recyklaci organickych
i anorganickych materidlti. Z hlediska trofickych vztaht
zahrnuji symbiotické druhy (napf. mykorhizni houby),
saprofytické druhy (napt. Penicillium sp.) a obligatné
nebo fakultativné parazitické druhy (napf. entomopa-
togenni houby). U fady druhtl je zndmy dvoji zpasob
Zivota tzn. ze maji schopnost Zit jako saprofyté i jako
symbionti, anebo parazité. Tato trofickd rozmanitost je
vysledkem slozitych evoluc¢nich pochodt a adaptac¢nich
mechanisma hub, podminénych celou radou gent. Hou-
bové organismy jsou nedilnou soucasti déjin lidstva, at uz
jako organismy prospéSné, vyuzivané k vyrobg a produk-
ci potravin, napojti, organickych kyselin a latky vyuZivané
v lécitelstvi a farmacii, nebo jako nezadouci kontaminan-
ty potravin, patogenni nebo parazitické agens.

V potravinafském a krmivarském primyslu je celo-
svétove, z diivodu ekonomickych ztrat a zdravotnich rizik,
Aspergillus sp.. Kromé senzorického a vyzivového zne-
hodnoceni potravin, je vyznamnym doprovodnym fak-
torem také produkce toxickych a alergennich metabolitt,
mykotoxind, pfipadné, s ohledem na imunodeficientni
osoby, také moZnost mykotické infekce. Produkce
mykotoxind je znama u fady druhli rodu Aspergillus sp.
(R4duly a kol., 2020). Ackoliv tyto mykotoxinogenni
druhy kontaminuji produkci obilovin, ryZe a kukufice
zejména v tropickych a subtropickych oblastech, global-
ni oteplovani a celosvétovy trh umoziuje nezadouci
Siteni mykotoxigennich druht aspergild i do Evropskych
zemi (Garnier a kol., 2017; Udovicki a kol., 2018). Kon-
trola kvality dovaZenych obilovin a produkti do zemi EU
spadé pod nafizeni Evropské unie (EC 1881/2006). Pro
mlécné vyrobky, do kterych se mykotoxiny mohou dostat
z mléka kontaminovaného pres potravni fetézec, jsou pro
stanovené mykotoxiny (aflatoxin A1, B1) rovnéz stano-
vené limity v ramci nafizeni EU 1881/2006.

Rod Aspergillus sp. zahrnuje vice nez 180 anamorf-
nich stadii, které se rozmnozuji vyhradné nepohlavné
a produkuji masy spor, snadno se Sificich vzduchem i vo-
dou. Rada druhii vykazuje toleranci k solim, organickym
kyselinam, nizké vodni aktivité (aw) a teploté (Samson
a kol., 2010). Kontaminace mlé¢nych vyrobkii rodem
Aspergillus sp. pochazeji z riznych zdroji. Zdrojem kon-
taminace mléénych vyrobki, zejména v piipadé druht
A. flavus, A. niger, miZe byt vzduch (Géry a kol., 2021).
Ke kontaminaci syr@i riznymi druhy aspergilii dochazi
béhem soleni v solnych ldzni a nalevech (Bokulich
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a kol., 2013; Garnier a kol., 2017). V mlécnych vyrob-
cich se mohou aspergily vyskytovat jako nahodilé
kolonie na povrchu produktu zpravidla v souvislosti
se vzduSnou kontaminaci ¢i nedostate¢nou ochrannou
atmosférou obalu. Mize dochédzet také k systemické
kontaminaci celé vyroby v souvislosti s kontaminovanou
solnou lazni ¢i nilevem. Charakter a zabarveni kolonie
je druhové specifické. V soucasné literature jsou také
relevantni odkazy na fungalni biofilmy, tvorené bud
vyhradné aspergily (Morelli a kol., 2021) nebo komuni-
tami aspergilil a dal§ich druht plisni a kvasinek (Siqueira
a kol., 2013; Subroto a kol., 2022). Takovéto biofilmy
jsou soucdsti riznych méné pfistupnych casti mlékaren-
skych zafizeni (vany, spary dlazdic, potrubi). Identifikace
druht aspergiltl z biofilml a kontaminovanych produktd
vyZzaduje polyfazicky pfistup, tj. kombinaci klasickych
kultiva¢nich a molekuldrnich metod. Kultivace stéru/
vzorku biofilmu na kultivaénich médiich umoznuji ziskat
c¢istou kulturu a jeji morfologicky popis (Samson a kol.,
2010) a nasledné mikroskopicky popis morfologickych
struktur. Molekularni metody identifikace druht Asper-
gillus sp. nejsou zalozené pouze jen na sekvencich bézné
uzivaného regionu ITS (dsek jaderné DNA kodujici kratké
¢asti RNA malé a velké ribozomalni podjednotky obsa-
hujici vnitfni prepisované distancni sekvence) (Schoch
a kol., 2012). Pro presnéjsi identifikaci se vyuZiva tzv.
DNA barkédovani, tedy sekvenovani vice standardizo-
vanych taxonomicky relevantnich tuseki DNA markerd
(beta-tubulinu (BenA), kalmodulinu (CaM), aktinu (Act)
a dalSich) a porovnani ziskanych sekvenci se sekvencemi
v on-line databazich (Stiellow a kol., 2015).

Prevence vyskytu plisni v mlékatstvi je zaloZenad na
implementaci HACCP systému ochrannych a preven-
tivnich opatfeni a sanitaénim programu. Metody ochra-
ny mlécnych produkti vici fungdlnim kontaminantiim
spocivaji v jejich castecné ¢i uplné inhibici za pouZiti
chemickych ochrannych konzervantt, fyzikalnich metod,
jako je ochrannd atmosféra balenych produktd, chlazeni
nebo naopak zahrati na vysokou teplotu nebo vysoko-
tlaké oSetfeni. Kromé uvedenych zplisobli ochrany jsou
testovany a uvadény do praxe moznosti biologické ochra-
ny potravin, zaloZené na interakcich (antibidza, kompe-
tice) mezi mikroorganismy a houbovymi organismy,
nebo na jejich metabolickych produktech,
které mohou mit antifungilni dcinky. Jed-
nou z moznosti je vyuZiti bakterii mlééného

souhrn funkénich vlastnosti, z nichZ na zacatku testovani
kmeni BMK vici fungdlnim kontaminantim je anti-
fungalni aktivita ovéfena in vitro a v potravinové matrici.
V soucasné dobé existuje na trhu nékolik produktt
zalozenych na protektivnich bakteridlnich kulturach Lac-
ticaseibacillus rhamnosus, L. paracasei, Propionibac-
terium freidenreichii. Jednim z vhodnych druhit BMK,
uspésné testovanych v mnoha studiich je také Lactiplan-
tibacillus plantarum. Kmeny L. plantarum na zakladé
svych funkénich vlastnosti mohou zvySovat bezpecnost
a kvalitu potravin a poskytovat dal§i zdravotni benefity
pro konzumenty (Scano a kol., 2021; Behera a kol.,
2018; Raveschot a kol., 2018). Kmeny L. plantarum
byly jiz v n€kolika studiich testovany vici fadé fungal-
nich kontaminantii, vcetné aspergilll kontaminujicich
potraviny, ale v jednalo se vyhradné o druhy A. niger
(Dallagnol a kol., 2019), A. flavus (Zivkovic a kol., 2019;
Zhao a kol., 2019; Li a kol. 2020), A. parasiticus (Luz
a kol.,2017; Poornachandra Rao a kol., 2017), A. car-
bonarius (Djossou a kol., 2011) a A. nidulans (Strom,
2005). V prostfedi mlékaren se vSak vyskytuje i rada
dalSich druht aspergilt, které mohou prilezitostné kon-
taminovat a znehodnocovat mlécné vyrobky. Cilem
studie bylo izolovat a identifikovat aspergily z prostredi
mlékaren a mlécnych vyrobki a otestovat antifungalni
aktivitu kmentl a izolatd Lactiplantibacillus plantarum
vici aspergilim ve formé bezbunécnych supernatantt
a zivych bunék v mlé¢né matrici.

Material a metody

1. Izolace a identifikace aspergilii

Izolace fungalnich kontaminantl ze syrd, solnych 14zni
a stérd probihala podle standardnich mikrobiologickych
postupti (Samson a kol., 2010). Cisté kultury byly identi-
fikovany na zakladé makromorfologie kolonii na médiich
uvedenych v tabulce 1, mikromorfologie morfologickych
struktur pomoci svételného mikroskopu Olympus BX 43
(Tokyo, Japonsko) a dle DNA analyz.

Izolace DNA byla provadéna rychlou metodou alka-
lické lyze (Kavkova a kol.,, 2021). PCR amplifikace
regionu ITS i sekunddrnich markerd pro barkédovou
analyzu probihaly za pouziti primer a reakénich pod-

Tab. 1 Prehled pud a kultivacnich metod pouZitych pfi izolaci a kultivaci
fungalnich kontaminantd

kvaseni (BMK) s ovéfenym antifungalnim [T Médium Piivod Reference Kultivace
i¢inkem. V rimci fermentatniho procesu JULELENIE

BMK vznikaji. organic’ké. kyseliny, diacetyl | Plisné %’;’; gg;\r)(%?z%il\( mgfkgm‘ SSTSO” akol. Sr?g's ggrobnl’,
acetoin a peptidy, které, jak bylo potvrzeno (Creatin Agar), MILCOM as.,

v mnoha studiich (Kavkova a kol., 2022; Salas YES (Yeast Extract | Ceskd republika

akol.,2018; George a kol., 2018; Garcia-Cano [S)Z?;amse) SDH Profabo Samson kol Aeronn

a kol., 2019), inhibuji rist a vyvoj houbovych Nemecko | 2010 " | kultivace,
organismi. Produkce téchto latek je podming- SNF MILCOM a.s., | Andrews a Pitt, | teplotni

na geny, faktory prostiedi a je kmenove spe- | Toxigenni plisné | DCPA Ceskd republika | 1986 g?ﬁr:?]";:‘zy die
cifickd (Scano a kol., 2021; Palla a kol., 2020). | (nap. fusarium | ppp Hi-media, Indie | Samson a kol., mikroskobicky
Bioprotektivni tG¢inky BMK predstavuji *P) 2010 obraz
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Tab. 2 Molekularni markery pouzité pro DNA barkdding

region DNA  primery sekvence (5°—> 37) zdroj doporucené podminky reakce

BT2a GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 95 °C, 300 s; 35x (95 °C, 30's; 58 °C, 30's; 72 °C,
BenA BT2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC | Ciass @Donaldson, 1985 g5 )75 o6 300 5

CMD5 CCGAGTACAAGGAGGCCTTC 95 °C, 300 s; 35x (95 °C, 30's; 52 °C, 30 s; 72 °C,
Call CMD6 CCGATAGAGGTCATAACGTGG Hong a kol., 2006 60s); 72°C, 300 s

ACT-512F ATGTGCAAGGCCGGTTTGGC 95°C, 300 s; 35x (95 °C, 30 s; 55 °C, 30 s; 72 °C,
Act ACT-783R | TACCAGTCCTTCTGGCCCAT Carbone a Kohn, 1999 60's); 72°C, 300 s
TS ITSTF CTTGGTCATTTAGAG Gardes a Bruns, 1993; 95 °C, 300 s; 35x (95 °C, 30 s; 55 °C, 45's; 72 °C,

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGCa White a kol., 1990 805s); 72°C, 300 s

minek uvedenych v tabulce 2. V pfipad¢, Ze PCR reakce
neprobéehly, nebo probéhly nestandartné, byly podminky
PCR reakce dale optimalizovany pomoci gradientu
teplot. Rovnéz byly zkouSeny rtizné koncentrace templa-
tové DNA vstupujici do reakce. Jako sekvenacni primery
byly pouZity prisluSné forward primery.

Ziskané nukleotidové sekvence byly porovnany se
sekvencemi ulozenymi v on-line databazich (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/; http://its.mycologylab.org/), na
zakladé cehoz byly vzorky identifikovany. Pro snazsi
vizualizaci vysledka identifikaci byly konstruovéany fy-
logenetické stromy. Ziskané sekvence byly vloZeny do
datasetid (pro kazdy marker jeden) a spole¢né s kompati-
bilnimi sekvencemi z databdze NCBI byly alignovany
(zarovnany) v programu SeaView (Gouy a kol., 2010)
algoritmem Muscle (Edgar, 2004). Vysledny align-
ment byl zkracen o vzniklé mezery a byly na ném pro-
vedeny fylogenetické analyzy metodou maximalni
pravdépodobnosti (ML), modelem GTR, s bootstrapovou
podporou ze sta opakovani, programem PhyML v3.1
(Guindon a kol., 2010). Pro findlni grafické zpracovani
vysledkt identifikaci byl zkonstruovan konkatenovany
(fetézeny) dataset obsahujici zkracené sekvence vsech
amplifikovanych markert sklddané za sebou na kterém
nasledné probéhla fylogeneticka analyza vyse uvedenym
zpusobem (obrazek 1).

2. Tolerance druhii Aspergillus sp. k obsahu soli
Druhy rodu Aspergillus sp. byly izolovany z mlékaren-
skych a pekarenskych provozi a matric. Po genomické
analyze byly na zdkladé¢ barkédovéni identifikovany,
morfologicky popsany na definovanych médiich (Sam-
son a kol., 2010) a uloZeny ve sbirce CCDBC (MILCOM
a.s., CZ). Druhy A. niger, A. flavus byly na vyzadani zis-
kany ze sbirky CCF (UK, Praha, CZ) (Tabulka 3). Kme-
ny aspergill byly nakultivovany na médiu MEA (MERK,
Némecko) (Tabulka 1). V Ringerové roztoku (Sigma
Aldrich, Némecko) byly pfipraveny suspenze o koncen-
traci spor 1x10°xml'. Redéni bylo upraveno podle pre-
poctu v Biirkerové komiirce (Inglis a kol., 2011). Byly
pripraveny pudy MEA s obsahem soli 0-5-10-15-20 %
NaCl. Po zatuhnuti pid na Petriho miskach byla do
sttedu kapnuta kapka (20ul) suspenze spor prislusného
druhu. Petriho misky byly uloZeny v termostatu a kul-
tivovany pri 25 °C po dobu 7 dni. Po této dobé byl méren
a hodnocen radialni rist fungalni kolonie. Od kazdého

druhu byla nakultivovana tfi opakovani. Data byla zpra-
covéana analyzou variance (ANOVA) Statistica Software
(Tulsa, USA) pfi a < 0,05 <p.

3. Testovdni antifungdlni aktivity kmeni

L. plantarum vuci aspergilium

K testovani antifungélni aktivity L. plantarum byly
pouzity druhy aspergild (Tabulka 3)., jejichZ taxono-
micka prislusnost vychazi z vySe uvedené metody barko-
dovani a je uvedena v Tabulce 6 ve vysledkové ¢asti.

Tab. 3 Seznam kmend a izolatt rodu Aspergillus sp.
izolovanych z mlékarskych a pekarskych matric

Rod a druh Akronym sbirky
Aspergillus CCDBC CCF izoldt | Kultivace
montevidensis 338 25°C
t‘?bac‘/nus AT géﬁBM\Eé\S
cibarius 318
versicolor 321
flavus 1838

3170
niger 3264

3282
ungquis AU

Izolaty a kmeny L. plantarum pochéazeji ze sbirky
CCDM a pracovnich sbirek projekti VUM. Jedna se
o izolaty z mlékarskych a pekarskych matric a ze silazi

Tab. 4 Seznam kmenu Lactiplantibacillus plantarum a jejich

plvod
L. plantarum CCDM Piivod
K19-1 3030 Kvas
K19-2 3031
K19-3 3048
K20-4 3049
CCDM3018 3018
CCDM 185 185 Silaz
CCDM 191 191
CCDM 196 196
L12 1091 Livanjski syr
L16 1092
L17 434
L24 1094
L32 1095
CCDM375 375 Lidského plivodu
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(Tabulka 4). Taxonomickd prislusnost pouzitych kmend,
véetné pristupovych kodi k DNA sekvencim jednot-
livych kment je uvedena v Kavkova a kol. 2022. Kmeny
jsou uchovavany v lyofilizované formé, ozivovany v 16 %
obnoveném mléce (RSM) a nadédle uchovavany v MRS
bujonu. Kultivace kment probihd v MRS pfi 30 °C 24 h.

Antifungalni testy

Difuizni test s 20 % a 30 % filtrdtu L. plantarum
na MEA

Laktobacily byly kultivovainy v SOmL falkonich
v MRS+FGGM za ucelem intenzivni produkce funk¢nich
metabolitl, jako jsou kratkofetézcové organické Kyseliny
(mlécn4, octovd) a antimikrobidlni a antifungélni peptidy
aproteiny (Abassiliasi a kol., 2017; Kavkova a kol., 2022).
Po 27 h kultivaci byly kultury laktobacili centrifugovany
(12 tis RPM/10 minut). Supernatant byl prefiltrovan pres
mikrobidlni filtr o velikosti p6ra 2,2um (CHROMAFIL®,
Macherey-Nagel, Némecko). Do vytemperovaného média
(47 °C) MEA bylo ptiddno odpovidajici mnozstvi filtratu
tak, aby byly dosaZzené podily 20 % a 30 % (v/v). Médium
bylo nalito na Petriho misky a po zatuhnuti byla nanesena
do stfedu kapka suspenze spor (20 pL), (1x10°xml?) jed-
notlivych druhti aspergili. Kromé méreni rastu kolonie
(mm) byl sledovan celkovy vyvoj na zakladé indexové
stupnice (Tabulka 5), tj. zda spoéra naklici, jak se bude
vyvijet mycelium a zda dojde ke sporulaci, tj. bude-li se
za danych podminek kmen Sifit. Experiment byl tfikrat

Tab. 5 Stupnice hodnoceni ristu aspergilt na médiu
s 30 % a 20 % obsahem filtrdtu

stupnice definice

1 nic

2 redukované mycelium
3 vzdu$né mycelium

4 sporulace

opakovan. Data byla zpracovdana analyzou kovariance
(ANCOVA), kde procentické zastoupeni filtratu v médiu
bylo brano jako kovariat (Statistica Software v 12.1.).

Difuzni test s obsahem L. plantarum v 10 % RSM
(modifikace Tropcheva a kol., 2014)

RSM (10 %) bylo zaockovano laktobacily a kultivo-
vano pti 30 °C 24 h. Srazené mléko s laktobacily bylo
smichdano s vytemperovanym MEA agarem (45 °C),
tak abychom dosdhli 20 % a 30 % podilu sraZzeného
mléka v médiu (RSM/MEA). Takto pripravené médium
bylo rozlito na Petriho misky. MEA smichand pouze
s mlékem predstavovala kontrolni variantu ¢. 1 a MEA
bez jakéhokoliv pfidavku kontrolu ¢. 2. Na zatuhlé mé-
dium byla nanesena do stfedu misky kapka suspenze
spor (1x10°xml!) (S5uL). Zaockované Petriho misky byly
ulozeny v termostatu (25 °C). Rast kultur byl pravidelné
sledovan po denné po dobu 10 dni. Rist bodové kolonie
byl porovnavéan s kontrolami, byl méfen primér kolonii
a sledovana tvorba inhibi¢ni zony. Experiment byl tikrat
opakovan. Data byla zpracovdna analyzou kovariance
(ANCOVA), kde procentické zastoupeni filtrdtu v médiu
bylo brano jako kovariat (Statistica Software v 12.1.).

Vysledky a diskuze

1. Izolace a identifikace

Izolaty (Tabulka 6) byly podle sekvenci ITS identifiko-
vany jako rod Aspergillus sp.. Na zaklad¢ literatury byly
vybrany a sekvenovany nejbéznéji pouzivané sekundarni
markery (BenA, CaM) (Samson a kol., 2014; Koscubé
a kol., 2016). Jako dopliujici sekundarni marker jsme
vybrali aktin (Act). Tento marker neni standardizovanym
barkédovym genem pro rod Aspergillus, ale osvédcil se
nam pri analyzach pifibuzného rodu Penicillium. Byly
ziskany sekvence markerti: BenA — 400 bp, Cmd — 500bp
a Act — 160-300 bp. VétSina vzorkl vykazovala stej-
né taxonomické zarazeni u vSech vybranych markert

Tab. 6 Prehled identifikaci na zakladé pouZitych markerd. (Aktin neni pro Aspergillus sp. standardizovany barkdd a pro
vétsinu vzorky tedy nejsou v databdzich uloZeny odpovidajici sekvence)

Vzorek/CCDBC ITS BenA Cmd Act
(nestandardizovany)

F20/321 A. versicolor A. fructus A. fructus neniv DB

F25 A. pseudoglaucus A. pseudoglaucus A. tabacinus A. pseudoglaucus
F36/318 A. cibarius A. cibarius A. cibarius neniv DB

730 A. melleus/A. unguis A. unguis A. unguis A. unguis

1f/AT A. tabacinus A. tabacinus A. tabacinus neniv DB
M20-1/338 A.chevalieri/ montevid. / amstelodami | A. montevidensis / amstelodami | A. montevidensis / amstelodami | neniv DB
1172A A.chevalieri/ montevid. / amstelodami | A. montevidensis / amstelodami | A. montevidensis / amstelodami | neniv DB
Asp_mad/AU A. melleus/A. unguis A. unguis A. unguis A. unguis

Ni326 A. niger A. niger A. niger neniv DB
Pe3282/CCF3282 | A. niger A. niger A. niger neniv DB
FI3170/CCF3170 | A. niger/A. foetidus A. niger A. niger neniv DB
FI1838/CCF1838 | A. flavus A. flavus A. flavus neniv DB
Bio2039-4 A. flavus A. flavus A. flavus neniv DB
Ch1A/318 A. pseudoglaucus/ A. cibarius A. cibarius A. cibarius neniv DB

ITS - region jaderné ribosomalni DNA, BenA — B tubulin, Cmd — calmodulin, Act — aktin
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Obr. 1 Grafické zpracovani vysledkid molekularnich
identifikaci. ML kladogram konstruovany na zakladé
BenA Cmd a ITS konkatenovaného datasetu.
Pro vysSi prehlednost byly odstranény duplicitni
zdstupci rodt A. unguis, niger a flavus.

(Tabulka 6). Taxonomické urceni vzorku F20 na zakladé
BenA a Cmd se liSilo od prvotniho uréeni na zakladé ITS,
ale na zékladé fylogenetickych analyz konkatenovaného
datasetu jsme tento vzorek identifikovali jako A. fructus
(Obrazek 1). Dalsim vzorkem, u kterého se taxonomické
zarazeni liSilo v zavislosti na pouZitém markeru byl
vzorek F25. ITS a Cmd sekvence tento vzorek urcily jako
A. pseudoglaucus, zatim co Cmd sekvence odpovidala
spise A. tabacinus. V tomto ptipadé ke spravnému urceni
pomohla sekvence Act, kterd byla na zékladé porovnani
s databazemi identifikovdna jako A. pseudoglaucus.
Specidlnim pfipadem byly vzorky M20-1 a 1172A, které
byly na zéklad€ ITS nejednoznacné urceny jako A. cheva-
lieri/amstelodami/montevidensis. Podle sekvenci BenA
a Cmd byl okruh zarazeni ziZen na A. montevidensis
nebo A. amstelodami. Ackoliv se oba izolaty sekvencné
nepatrné 1i$i, na zdkladé fylogenetickych analyz oba
nejvice odpovidaji A. montevidensis. Sekvence aktinu
nebyly zarazeny do konkatenovaného datasetu a jeho fy-
logenetickych analyz (Obrazek 1), protoZe v databazich
je k dispozici jen velmi mélo odpovidajicich sekvenci.
To nam prozatim neumoznuje ziskané sekvence s jisto-
tou pfifadit k danym druhiim, zejména diky vzorkim,
u nichZ se taxonomické zarazeni na zdkladé€ rGznych
barkddi lisilo.

Rod Aspergillus sp. predstavuje skupinu zavaznych
potravinarskych kontaminantf. S ohledem na mlékarskou
matrici (solné 1azn€, syrovatka, syry, jogurty) bylo odi-
zolovédno 8 druhii (obrazek 1) bud pfimo z kontami-
novanych produkti, nebo jako soucdst nezadoucich
biofilmt. V porovnéni s druhy, na které se prednostné
zamétuji soucasné studie (A. niger; A. flavus), predstavuji

izolaty z mlékarskych matric xerofytické a halofytni
druhy (A. unguis, A. montevidensis, A. tabacinus, A. ver-
sicolor) (Yang a kol., 2017; Visagie a kol., 2017; Piontek
a kol., 2016). VSechny druhy uvedenych aspergill jsou
producenti sekunddrnich metabolitd a produkuji také
proteolytické enzymy (Piontek a kol., 2016). U vsech tes-
tovanych druhti aspergilil je popsdna patogenita a toxicita
produkovanych sekundarnich metaboliti (Yang a kol.,
2017; Visagie a kol., 2017).

2. Tolerance druhii Aspergillus sp. k obsahu soli

v substrdtu

Rist jednotlivych kment pfi 25 °C na MEA byl témér
stejny. Analyza variance (ANOVA, Statistica soft v 12.1)
také potvrzuje, zZe jednotlivé kmeny se mezi sebou
v intenzité rlstu statisticky vyznamné neliSily, pokud
rostly na MEA (Tabulka 7).

Tab. 7 Vliv faktord na variabilitu ristu kolonii aspergilt (mm)
S ohledem na obsah soli v médiu (ANOVA, Statistica
Software v.12.1) * statisticky vyznamné

Faktor Stupné volnosti  F P
Obsah soli 4 2208,3 0,001*
Kmeny aspergilli | 8 32,34 0,22

Rist kolonii jednotlivych druhti aspergild se vSak
vyznamné li§il v zdavislosti na obsahu soli v médiu.
Druhy (A. montevidensis, A. cibarius, A. unguis, A. ta-
bacinus a A. versicolor), izolované ze solnych lazni
a van, toleruji 15% obsah soli. Kolonie jsou po sedmi-
denni kultivaci mensi v porovnani s kontrolni kulturou
na MEA, ale pln€ sporulujici. Druhy izolované jako kon-
taminanty z mlécnych vyrobki (A. flavus a A. niger) jsou
na obsah soli citlivéjsi a vyrazné omezuji riist a sporulaci
jiz pti 10% obsahu soli. Rozdily v reakci na mnoZstvi
soli v médiu mezi kmeny a izolaty aspergili jsou graficky
zndzornéné na obrazku 2.
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Obr. 2 Porovnani ristu deviti bodovych kultur kmend
a izoldtd Aspergillus sp. po 7 dnech kultivace na
MEA s riznym obsahem soli. (1838, 3170 —
A. flavus, 3264, 3282 — A. niger, 321 — A. versicolor,
AU - A. unguis, AT — A. tabacinus, 318 — A. cibarius,
338 — A. montevidensis)
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3. Antifungdlni aktivita L. plantarum vuci druhium
Aspergillus sp.

Diftizni test s 20 % a 30 % filtratu L. plantarum na MEA

Vliv filtratu L. plantarum na aspergily byl vyznamné
odlisny v ramci testovanych druht L. plantarum i samot-
nych druht aspergild. ZvySeny podil filtratu (30 %) také
vyznamné potlacoval rist kolonii na MEA mediu (Tabul-
ka 8).

Tab. 8 Statisticka vyznamnost sledovanych faktord a jejich
vliv na rdst fungaini kolonie (mm), ANCOVA,
Statistica Soft. v.12.1, p < 0. < 0.05

Rozmér kolonie (mm) 8 26,6597 0,000001*
" Podil filtrdtu 1 7,2900 0,007603*
Kmeny L. plantarum 10 10,0659 0,000000*
Kmeny aspergilti 8 2,2298 0,027293*

* statisticky vyznamné, ' — kovaridt

Supresivni ucinek L. plantarum na vyvoj fungalni
kolonie byl zfejmy u vSech druht aspergilii. Vyznamny
rozdil (obrazek 3) je patrny mezi druhy, které pochazeji
z mlékarskych matric, a i z hlediska ekologie jsou vazany
na tyto specifické substraty (338, AT, 318, 321) oproti
druhtim, které jsou zndmé jako saprofyté s Sirokou eko-
logickou amplitudou, jako je A. flavus (3170) a A. niger
(3264, 3282). A. unguis pri této davce filtrat nerostl,
neni proto ani na obrazku 3. Do faze sporulace se béhem
7 dnti nedostal Zadny z kment, presto Ze vSechny kontroly
na MEA bez filtratu plné sporulovaly a dosahovaly tedy
indexu 4. Vyssi davka filtratu (30 %) méla vyznamny vliv
na vyvoj kolonie, zejména na tvorbu spdr, coZ projevilo
na indexové hodnoté v rozmezi bodl 2 a 3, tj. na drovni
redukovaného a vzdusného mycelia (obrazek 4).

40
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Obr. 3 Vyvoj osmi bodovych kultur aspergili na MEA
s 30 % pridavkem filtrdtu L. plantarum — 7 den kulti-
vace. 1 — Aspergillus sp. se nevyviji, 2 — redukované
mycelium, 3 — vzdu$né mycelium, 4 — sporulace.
(1838, 3170 — A. flavus, 3264, 3282 — A. niger, 321
— A. versicolor, AT — A. tabacinus, 318 — A. cibarius,
338 — A. montevidensis)
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Obr. 4 Rozdil ve vyvoji kolonie na MEA na zdkladé
indexové stupnice pri 20 % a 30 % pridavku filtrdtu
L. plantarum

Test na médiu s 10% obnovenym mlékem s L. plantarum

Na MEA agaru obohaceném o RSM s nakultivovanymi
laktobacily byl jasny rozdil v ristu kolonii aspergilii. Ve-
likost samotné kolonie byla vyznamné ovlivnéna kme-
nem L. plantarum, podilem RSM s L. plantarum a riznou
citlivosti druht aspergilii (tabulka 9).

V porovnani s ristem kolonii v kontrolnich variantich
(K1, K2) se primér kolonie aspergilt rostouci na RSM-
MEA 1lisil o vice neZ polovinu (obrdzek 5). Rust kolonii
aspergilt ovliviiovaly vyznamné zejména kmeny L. plan-
tarum ze silazi (185, 191, 196) a z kvasu (3018, K19-2,
K20-4, K20-5).

Tab. 9 Statistickd vyznamnost sledovanych faktor( a jejich
viiv na rist fungalini kolonie (mm) na RSM/MEA
médiu. ANCOVA, Statistica Soft. v.12, p < o. < 0.05

Rozmér kolonie (mm) 16 18,56 0,00E*
' Podil filtrétu 1 9,06 0,002*
Kmeny L. plantarum 16 45,89 0,00E*
Kmeny aspergill 8 28,67 0,00E*

* statisticky vyznamné, ' - kovaridt

periimir kolonla (mm)

Obr. 5 Supresivni uc¢inek izolatd a kmend L. plantarum
v MEA s RSM na zékladé priméru fungélnich kolonii
(mm) po 7 dnech kultivace
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Obr. 6 Vliv procentického zastoupeni RSM s L. plantarum
v MEA na pramér fungalini kolonie

Samotny podil RSM s laktobacily v médiu vyznamné
ovliviioval primér kolonii aspergila. Vyssi obsah (30 %)
RSM s laktobacily v MEA redukoval rast mycelia o 30 %
ve srovnani s 20 % podilem (obrazek 6). Vyssi podil
RSM s L. plantarum také inhiboval vyvoj aspergilii na
urovei indexu 2, tj. na tvorbu redukovaného mycelia.

Obdobné, jako tomu bylo v testu na syntetickych mé-
diich, citlivost testovanych druhii aspergiltl vii¢i kmentim
L. plantarum byla vyznamné odliSnd na kombino-
vaném médiu s RSM zejména mezi druhy, které osidluji
specifické niky a byly izolovany z mlékaren a mlécnych
vyrobkll (A. montevidensis, A. versicolor, A. cibarius,
A. tabacinus, A. unguis) v porovnani s druhy, které
sice byly také izolovany z mlé¢nych vyrobkii, ale jsou
Sirokospektralni saprofyté a nékteré druhy i potencialni
obligatni patogeni (A. flavus, A. niger).
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Obr. 7 Sensitivita druhti Aspergillus sp. vaci kmendm
L. plantarum v rémci testu s MEA s RSM. Kontrolni
varianty dosahovaly v priméru vice neZ 34 cm viz
obrazek 5. (1838, 3170 — A. flavus, 3264, 3282 —
A. niger, 321 — A. versicolor, AT — A. tabacinus, 318 —
A. cibarius, 338 — A. montevidensis, AU — A. unguis)

Z naSich dosavadnich vysledki vyplyva, ze druhy
aspergild izolované z mlécnych vyrobkl a mlékarskych
matric jsou citlivéj$i na pfitomnost Zivych laktobacill

ajejich produktll v porovnani s kmeny A. niger a A. flavus.
Ve vztahu k t€mto dvou druhiim oznacuje Russo a kol.,
2017 L. plantarum jako druh s pramérnym antifungal-
nim G¢inkem. Testoval vSak pouze dva kmeny L. planta-
rum. In vitro testy i aplikace bezbunécnych supernatanta
L. plantarum primo do syrt potvrdily ¢astecny inhibi¢ni
ucinek L. plantarum na A. niger a A. flavus (Cosentino
a kol., 2018, Sedaghat a kol., 2016).

Testovani bezbunécnych supernatant (BS) v MEA
ukdzalo, Ze nejcitlivéjSimi kmeny jsou A. cibarius,
a A. montevidensis, které ani po deseti dnech kultivace
nesporulovaly a kolonie se nevybarvovaly. Kmeny A. ver-
sicolor, A. tabacinus a A. unguis na MEA s RSM vyspo-
rulovaly, ale kolem kolonii se tvofila zfetelna inhibi¢ni
z6na. Rozdilny ucinek filtratu v kontextu s citlivosti jed-
notlivych druhti aspergilii, se projevil i pfi kultivaci na
MEA s 30 % ptidavkem BS. Supresivni t¢inek na rast
a vyvoj fungalni kolonie na MEA s RSM médiu je oproti
kontrolam patrny u vSech kment L. plantarum. Vyznam-
ny je ucinek zejména kmenu izolovanych ze silazi
(CCDM 191,196,185) a kvasa (CCDM 3018, K20-4,
K20-2). Tento vysledek je podpotren studii Yu a kol.,2021,
kde srovnavaci studie genomu a fenotypovych vlastnosti
izolath L. plantarum potvrdily vyssi antifungalni akti-
vitu u kmend izolovanych z fermentovanych produkt.
VétSina kmend L. plantarum s antifungdlni aktivitou,
které se aspésné testuji v potravinarskych matricich, jsou
izolaty piivodem z kvasii (Quattrini a kol., 2018; Rus-
so a kol., 2017). Z hlediska potencidlniho praktického
vyuziti je vhodné testovat L. plantarum a jeho metabo-
lity na konkrétnich potravinovych matricich s ohledem
na jejich charakter, tj. mléko nebo mouka, a v dalSim
kroku také testovat dalSi technologické podminky, jako
je teplota, aw, obsah soli (Geronikou a kol., 2020; Salas
a kol., 2018; Garnier a kol., 2018). Vysledky na umélych
médiich mohou byt zkresleny vyhodnymi ¢i nevyhod-
nymi podminkami pro jedno ¢i druhé biologické agens.

Zaver

V mlékarskych matricich se objevuje Sir$i druhové
spektrum aspergilii, nez je cilené testovdano v odborné
literatute (A. unguis, A. montevidensis, A. cibarius, A. ta-
bacinus, A. versicolor). Tyto druhy vykazuji vyznamnou
proteolytickou aktivitu, toleranci k soli a sanitacnim
prostredkim v provozech mlékaren. Uvedené druhy
jsou citlivejsi jak na pritomnost Zivych bunék L. plan-
tarum, tak na jejich produkty ve srovnani s druhy A. niger
a A. flavus, 1 kdyz i tyto pochdzeji z kontaminovanych
mléénych vyrobki. Uginek L. plantarum je podminén
pivodem a vnitrodruhovou variabilitou. Je zfejmé, Ze
7adny z testovanych kment L. plantarum nema stejny su-
presivni uc¢inek na celé spektrum testovanych aspergilt,
protoZe sensitivita jednotlivych druhti aspergili vici
(20 a 30 %) bezbunécnych filtrath z kment a izolatd
L. plantarum z kvast a silazi vyznamné potlacoval
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rist a vyvoj aspergili na MEA. Rovnéz pridavek RSM
(20-30 %) s nakultivovanymi izolaty a kmeny L. planta-
rum do MEA inhiboval tvorbu fungalnich kolonii na
povrchu Petriho misky se smésnym médiem. I zde se nej-
lépe uplatiiovaly kmeny a izolaty L. plantarum z kvast
a silazi. U téchto kment budou déle provérovany dalsi
funkcni a technologické vlastnosti za tcelem potencidlni
praktické aplikace v rimci ochrany mlékarskych produkta.

Podékovdani
Prace vznikla za podpory projektt MZe ZEME
QK1910036 a QK1910024 a MZe RO1422.
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“C0 JE ZAJIMAVEHO VE VEDECKE LITERATURE”

MiIéko a mlécné vyrobky jsou neustdle centrem pozornosti vyzkumu. Vybér z védecké literatury pro toto ¢islo zahr-

nuje nésledujici publikace:

Antioxida¢ni aktivita mléka a mléénych produkti (prehledova prace)
Stobiecka M. et al. (2022): Antioxidant activity of milk and dairy products. Animals, 12(3): 245.

Konzumace produkti, které jsou bohatym zdrojem bioaktivnich slozek, zlepSuje antioxidacni stav organismu a sniZuje
riziko rozvoje fady civilizacnich chorob. MIéko a zakysané mlééné vyrobky a syry jsou bohatym zdrojem antioxidacnich
slozek. Existuji rozdily v celkové antioxidacni kapacité mléka riiznych druht zvitat, které vyplyvaji z rozdilti chemic-
kého slozeni téchto mlék. Antioxidacni kapacita mléka a mlécnych vyrobku souvisi pfedevsim s pfitomnosti sirnych ami-
nokyselin, syrovitkovych bilkovin (zejména B-laktoglobulinu), vitamini A, E a C nebo B-karotenu. Obsah antioxidaénich
slozek v mléce a antioxidacni potencial lze ovlivnit vyzivou zvirat (napf. doplnéni krmné davky rtiznymi prirodnimi
prisadami (bylinné smési, odpady ze zpracovani ovoce a zeleniny)). Antioxidacni potencial mléénych vyrobkd je ovlivnén
kvalitou syrového mléka, pouzitymi mlékarenskym kulturami, pripadné dodanymi rostlinnymi prisadami.

Tento cldnek je dostupny v plné verzi na: https://www.mdpi.com/2076-2615/12/3/245
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