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Influence of electrodialysis on WPC
thermostability

Abstrakt

Syrovétkové proteiny jsou Siroce vyuZivané v potra-
vinarském primyslu, kde je jejich tepelna (pred)iprava
casto nezbytnd. JelikoZ termostabilita syrovatkovych
proteinll je pomérné nizkd, bylo vyvinuto nékolik metod
na zvyseni termostability. Nase metoda se zaméfuje na
sniZzeni obsahu vapniku bez pfimého pridavani chemi-
kalii. Specidlni usporadani elektrodialyzacniho modulu
umoznilo vyménu kationti mezi roztokem syrovatko-
vého proteinového koncentratu (WPC) a roztokem NaCl
a KCl, slouzicim jako zdroj kationtt (dale oznacovany jen
jako zdroj monovalentil). Béhem laboratornich testt byl
roztok WPC, obsahujici 11,4 % suSiny a 9,1 % hrubého
proteinu, zpracovan specialni elektrodialyzou pro ziménu
kationtii. Molarni pomér NaCl a KCI v monovalentnim
zdroji byl 1:1, a absolutni koncentrace soli 10 gL'
Zdroj monovalentt byl demineralizovan na razné trovné,
v rozmezi od 40 % do 80 % redukce pocatecni vodivosti,
a byl studovan vliv na mineralni profil a termostabilitu
WPC. Koncentrace vapniku klesla z pocatecni hodnoty
25,1 meq-L" na 12,5 a 8,8 meq-L™! pfi redukci vodivosti
zdroje monovalentt 40 % a 50 %, v tomto poradi. Kon-
centrace vapniku se vyznamné nezménila pro hodnoty
redukce vodivosti zdroje monovalentit mezi 50 a 80 %.
Bivalentni ionty ve WPC byly nahrazeny monovalentni-

mi ionty, a pomér mezi monovalentnimi a bivalentnimi
ionty se ve WPC zvySil, coZ prispélo k vyssi termostabilité
syrovatkovych proteint. VSechny vzorky modifikovaného
WPC byly termostabilni, pficemz 40 % redukce vodivosti
monovalentniho zdroje postacilo k dosazeni termostabil-
niho WPC.

Klicova slova: syrovatkové proteiny, WPC, termosta-
bilita, elektrodialyza

Abstract

Whey proteins are widely used in the food industry,
where their heat (pre)treatment is often necessary. Since the
thermostability of whey proteins is relatively low, several
methods have been developed to increase the thermostabi-
lity. Our method focuses on reducing calcium content with-
out directly adding chemicals. The special arrangement of
the electrodialysis module enabled the exchange of cations
between the whey protein concentrate (WPC) and the NaCl
and KCl solution, serving as a source of cations (hereafter
referred to only as a source of monovalents). During the
laboratory tests, the WPC solution, containing 11.4 % dry
matter and 9.1 % crude protein, was processed by a spe-
cial electrodialysis for cation exchange. The molar ratio
of NaCl and KClI in the monovalent source was 1:1, and
the absolute salt concentration was 10 g-L-!. The monova-
lent source was demineralized to various levels, ranging
from 40 to 80 % reduction of initial conductivity, and the
effect on the mineral profile and thermostability of WPC
was studied. The calcium concentration dropped from an
initial value of 25.1 meq-L™" to 12.5 and 8.8 meq-L™"! with
areduction in monovalent source conductivity of 40 % and
50 %, respectively. Calcium concentration did not change
significantly for monovalent source conductivity reduc-
tion values between 50 % and 80 %. Bivalent ions in WPC
were replaced by monovalent ions, and the ratio between
monovalent and bivalent ions increased in WPC, which
contributed to higher thermostability of whey proteins.
All samples of the modified WPC were thermostable, with
a 40 % reduction in monovalent source conductivity being
sufficient to achieve thermostable WPC.

Key words: whey proteins, WPC, thermostability,
electrodialysis
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dou pro zlepSeni termostability
syrovatkovych proteini je prida-
vani soli vazicich se na volny vapnik (napf. citrath
a fosforecnani), coz zvySuje termostabilitu. Jelikoz je
termostabilita p-laktoglobulinu zavisld na obsahu vap-
niku, pfi¢emZ vysokd koncentrace vapniku termostabilitu
sniZuje, je naSe metoda zaméfena na snizeni obsahu vép-
niku, bez pfimého priddvani chemikalii.

Cilem préce bylo zvySeni termostability syrovatkového
proteinového koncentratu (WPC) prostfednictvim zmény
minerdlniho profilu vyuzitim specidlniho usporadani
elektrodialyzy.

Materialy a metody

Elektrodialyza

PrestoZze vyuzitim konvencni elektrodialyzy (ED) do-
chazi k zlepSeni termostability syrovitkovych proteint,
jednoduché sniZeni obsahu vapniku vyuZitim ED neza-
jistuje termostabilni produkt v ptipadé WPC. Pro zajiSténi
termostabilnich WPC je tedy potfebné vyuZit jiny zpiisob
redukce vapniku. Jednou z moznosti je vyuZiti elektro-
dialyzy s parcidlni vyménou kationttl. Tento typ elektro-
dialyzy se specidlnim usporadanim elektrodialyzacniho
modulu (EDM) umoZiiuje sniZeni obsahu vapniku za
soucasného udrzeni iontové sily roztoku
WPC, coz vede ke vzniku termostabil-

Obr. 1 Princip EDM pro parcialni zaménu kationtd

z 21 ks standardnich CM(H) PES a 10 ks AM(H) PES
membrin RALEX® vyrobenych ve firmé MEGA a.s.
V diluatovych a koncentratovych komorach byly vloZeny
PE rozdélovace o tloustce 0,8 mm. TlousStka elektro-
dovych rozdélovact byla 1,0 mm. Redukovand plocha
membranovych triplett byla 0,064 m>.

Surovina

Surovinou byl kapalny WPC 80 dodidn vyzkumnym
partnerem z Némecka, ktery byl pred testy zfedén RO
filtratem” v hmotnostnim poméru 1:1. Slozeni WPC 80
pred narfedénim a po nafedéni je uvedeno v Tab. 1.

Testy elektrodialyzy EDM

Vstupni surovinou pro testy elektrodialyzy byl 1 kg
tekutého WPCS80, s obsahem suSiny 11,4 % a obsahem
hrubych bilkovin 9,1 %. Surovina na elektrodialyzu byla
pripravena zfedénim tekutého WPC80 z primyslové/
industridlni jednotky ultrafiltrace (UF), obsahujiciho
22,8 % susiny, za pouziti RO filtratu”. Slozeni vstupni
suroviny na elektrodialyzu je uvedeno v Tab. 1.

Zdrojem monovalentnich iontd bylo 2,25 kg smési
NaCl a KCIl v molarnim poméru 1:1 o celkové koncen-

niho produktu. Jako zdroj monovalentnich
kationtd pro nahradu vapenatych ionta
Ca* slouzily roztoky chloridu sodného
(NaCl), chloridu draselného (KCl) nebo
jejich smési. Princip elektrodialyzy s par-
cidlni zdménou kationtd je zndzornén na
Obr. 1.

Elektrodialyzacni jednotka

Testy elektrodialyzy EDM byly pro-
vedeny na laboratorni elektrodialyzacni
jednotce P EDR-Z/4x1. Pro tento typ elek-
trodialyzy byl pouZit 3okruhovy modul
elektrodialyzy EDR-Z/3x10-0,8 v kon-
figuraci CM — AM — CM, ktery byl sloZen

Tab. 1 Primérné sloZeni suroviny pied nafedénim a po naredéni RO fil-
tratem” v poméru 1:1

Surovina

WPC80
WPC80 1:1
Surovina

Kaseg
[mS-cm]

N/A
2,11
Na*

pH
[-]

N/A
6,35

Susina
[%]

22,88
11,44

Popel
[%]

0,666
0,330

Popel
v susiné
[%]
2,91
2,91
Hrubé

Hustota
[kg-m]

N/A
1031,5
Cisté

N/A
9,2

[mg-kg™] proteiny  proteiny
[%] [%]
WPC80 346 1386 138 974 18,2 15,3 0,46
WPC80 1:1 173 684 69 487 9,1 7,63 0,23
Surovina Ck
[mg-kg~']

WPC80 3,66 <100 582 <200 <200 <200 <200
WPC80 1:1 1,83 <50 291 <100 <100 <100 <100

K,s.c — vodivost mérend pri referencni teploté 25 °C, RS — refraktometrickd susina, NPN — nebilkovinny dusik
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traci 10 g-L-!. Koncentrace Na* a K* v zdroji monovalent-
nich soli byly pfiblizné 1 700 mg-L-" a2 900 mg-L". Jako
vstup do koncentratového okruhu bylo pouzito 0,5 kg RO
filtratu®. Bylo pouzito vzdy stejné pocatecni mnozstvi
zdrojové soli, kterd byla postupné odsolena pfiblizn€ o
40, 50, 60, 70 a 80 %. Vodivost ani pH koncentratu nebyly
upravovany, nebot nehrozi srazeni fosforecnanu vapena-
tého v koncentratu jako pri demineralizaci syrovatky po-
moci ED.

Testy termostability

Surovinou pro testy termostability byly kapalné roztoky
WPC - produkty z elektrodialyzy, které byly natfedény
RO filtratem”, tak, aby mély 10 % suSiny.

Termostabilita se zkouSela po tpravé veétstho mnozstvi
vzorku na hodnotu pH 6,8-7,3 pouzitim 50% roztoku
NaOH. Zahusténé vzorky po neutralizaci se zredily de-
mineralizovanou vodou tak, aby vysledna suSina vzorku
byla cca 10 %. SuSina kapalnych vzorki byla orientacné
kontrolovana pomoci méreni refraktometrické suSiny.
Kadinkové testy termostability byly provadény tak, Ze
kadinka se 100 ml roztoku byla postavena na rozehtatou
plotynku o teploté 230 °C a za stdlého michani byl roztok
zahtivan. Doba ohfevu se pocitala od dosazeni teploty
90 °C. Po zahtevu byly roztoky vylity na Petriho misku
a bylo sledovano, zda nedoslo k vzniku sraZeniny, zméné
zbarveni, viskozity ¢i vzniku gelu. Celkové trvani testu
bylo 16 min, pficemZ samotny ohfev roztoku v kadince
probihal po dobu 10 min a béhem nésledujicich 6 minut
byla teplota udrZzovana na 90 °C. Pred testem a po testu
byl kvili odparovani kontrolovan obsah suSiny susenim
na susicich vdhach.

Analytické metody

Béhem jednotlivych experimentii elektrodialyzy bylo
meéreno: vodivost, teplota a pH pomoci WTW Multi
3240, hustota digitdlnim hustomérem Mettler-Toledo
Densito 30PX.

V laboratofi Membranového Inovac¢niho Centra

spolec¢nosti MemBrain s.r.o. bylo ddle méfeno:

- susina na susicich vahach VWR MB 160 pri 102 °C

- popel vazkové spalovanim v peci pti 525 °C

- kationty Na*, K*, Mg*", Ca**, P, S na iCAP 7000s
(optickd emisni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem ICP-OES)

- anionty CI-, NO,~, NO;5~, SO4>-, PO4* na pfistroji Dio-
nex™ ICS-5000" DC (iontova chro-
matografie)

- laktosa polarimetricky na pfistroji
P1000-LED A.KRUSS OPTRONIC

- organické kyseliny pomoci kapilarni

Vzorek

WPC 80 [%]

izotachoforézy Ionosep 2017 F 0,0
- bilkovinny (organicky) dusik a obsah | EDM-40 425
hrubych bilkovin Dumasovou me- | EDM-50 | 556
todou pomoci analyzitoru MAX N | EDM-60 61,0
exceed (Elementar Rapid) EDM-70 | 726
Obsah NPN*” byl stanoven vypoétem. | EDM-80 | 825

Cut-off S

Vysledky a diskuse

Celkem bylo provedeno 5 testi EDM, které byly
ukonceny, kdyz vodivost zdrojové soli klesla o 40, 50,
60, 70 a 80 %, pricemz oznaceni testd bylo EDM-40 az
EDM-80. Prutok v diluatovém, koncentratovém okruhu
a okruhu zdrojové soli byl 60 L-h™' (linearni rychlost
5,21 cm-s™) a pritok v elektrodovém okruhu byl 50 L-h™!
(linearni rychlost 20,83 cm-s™). Napéti na svazku bylo
nadstaveno na 17 V, resp. 1,7 V/triplet.

Diky zdméné kationtdl rostla béhem pokusi vodivost
WPC 80, avsak jeho pH se vyznamné neménilo. Vodivost
zdrojové soli v Case linearné klesala, zcela prekvapivé
klesalo i pH soli. Pokles pH soli byl doprovdzen nértstem
pH koncentratu.

Vliv redukce vodivosti zdrojové soli na minerélni profil
WPC 80 je znazornén na Obr. 2.
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Obr. 2 Obsah kationt( ve WPC 80 v zavislosti na cut-off
zdrojové soli

Zakladni sloZeni a termostabilita vstupni suroviny
a produktt jsou uvedeny v Tab. 2.

S vyS$§im mnozstvim zdrojové soli (zdroje mono-
valentnich iontl), resp. vyssi redukci/cut off zdrojové
soli nedochazelo k vyraznému rozdilu ve snizeni kon-
centrace vapniku. Pfi redukci vodivosti zdrojové soli
0 40 % (cut-off 40 %) doslo k poklesu obsahu vapniku
na 15,2 meq-L~". Pfi redukci 50 % a vyse se koncen-
trace vapniku pohybovala v rozmezi 7,6 az 10,4 meq-L".
Lze predpokladat, Ze rozdily v koncentracich vapniku od

Tab. 2 Zavislost minerdiniho profilu produkti na mnoZstvi pouZité zdrojové soli

pH Koo SuSina Popel  Hrubé Cisté  Termostabilita
[1 [mSem™] [%] [%] bilkoviny bilkoviny
[%] [%]

6,35 2,11 11,44 | 0,33 9,10 7,63 NE
6,50 2,47 10,68 | 0,34 8,44 7,19 ANO
6,48 2,59 10,61 | 0,34 8,42 7,29 ANO
6,48 2,68 10,71 | 0,36 8,48 7,35 ANO
6,48 2,78 10,83 | 0,38 8,53 7,35 ANO
6,49 2,86 10,77 | 0,37 8,52 7,16 ANO
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redukce 50 % vyse nejsou zpusobeny vyssi redukei vodi-
vosti zdrojové soli, ale nejistotami analytického méreni.
VSechny ziskané produkty z testt EDM-40 az EDM-80
byly termostabilni, co naznacuje, Ze redukce véapniku
na 15 meq-L~" pfi celkové koncentraci kationtd zhruba
60 meq-L! a poméru jednomocnych iontd ku dvojmoc-
nym 2,9 je dostacujici pro zisk termostabilniho produktu.

Koncentrace hotc¢iku v zévislosti na redukci vodivosti
zdrojové soli méla podobny trend jako v pfipad€ vapniku
a od cut-off 50 % vyse se ménila jen mélo. Naopak kon-
centrace sodiku s rostoucim cut-off rostla, s vyjimkou
pouze pii cut-off 50 %, kterou pfisuzujeme nejistotim
v analytickém meéfeni. Koncentrace drasliku nejdfive
rostla a od cut-off 50-60 % se jiz neménila.

Ukazalo se, Ze Cast vapniku je pevné vazéana s bilko-
vinami a fosforecnany ve WPC a bez zmén pH ji neni
mozné odstranit z WPC. Zaroven pfi EDM hraje roli
i rdznd pohyblivost jednotlivych iontd. Draselné ion-
ty maji nejvyssi pohyblivost ve srovnani se sodnymi,
hofecnatymi a vipenatymi ionty, tedy jsou nejsnadnéji
prevadény z WPC do koncentratu a jsou nahrazovany
draselnymi a sodnymi ionty ze zdrojové soli. Proto se
koncentrace drasliku béhem pokusti ménila jen malo.

Zaver

Pouzitim elektrodialyzy pro parcidlni zdménu iontu
EDM doslo k dpravé minerdlniho profilu WPC, ¢imz
doslo k ziskdni termostabilniho koncentratu syrovat-
kovych proteinti (WPC). Pouzitd technologie umoZznila
redukci vapniku maximalné 65 %, pricemz uz redukce
véapniku na trovni 50 % pfi zachovani stejné iontové sily
je dostatecna k ziskdni termostabilniho produktu.

PouZité zkratky

9 RO-filtrat = filtraéni voda prostupujici membranou
reverzni osmoézy a vystupujici ze zafizeni reverzni
0smozy

“) NPN = (Non protein nitrogen) = nebilkovinny dusik

“'F = (Feed) = vstupni surovina
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ISOLATION, IDENTIFICATION AND
CHARACTERISATION OF MICROORGANISMS
FROM NEPALI CHEESES

Abstrakt

Ze souboru syra ziskanych v oblasti narodniho parku
Lang Tang (Nepal) bylo ziskano celkem 200 rtznych
izolatl, z toho cca polovina byla na zdkladé homologie
sekvence 16S rDNA pfifazena k pfisluSnému druhu a pro-
zatim 11 izolatd bylo vybrano k dal$im testim. Nejvetsi
potencidl negativné ovlivnit riist nezZadoucich bakterii vy-
kazovaly nové ziskané izolaty Lactiplantibacillus plan-
tarum a Lentilactobacillus parabuchneri, rust nezadouci
plisné Penicillium commune pak nejvice ovlivnil Strep-
tococcus macedonicus a nékteré izolaty Lacticaseibacil-
lus casei a L. plantarum. Prokazat probioticky potencial
nékterého izoldtu se ndm zatim nepodafrilo, ale ukazali
jsme, Ze izolované L. casei a L. paracasei dokazaly rist
i v mediu obsahujicim 1 % ZluCovych soli. Vzhledem
k tomu, Ze bakterie mlécného kvaseni (BMK) mohou
také slouZit jako rezervodr gend antibiotické rezistence
a prenaset je na bakterie stejného nebo odliSného druhu ¢i
rodu a tim Sifit rezistenci pfipadné i na patogenni mikro-
organismy, zaméfili jsme se i na otestovani senzitivity vaci
nékterych antibiotikiim, kdy vSechny testované izolaty
byly senzitivni k medicinsky vyznamnym antibiotiktim.

Klic¢ova slova: bakterie mlé¢ného kvaSeni, Nepal, syr,
funkcni vlastnosti, antibioticka rezistence

Abstract

A total of approximately 200 different isolates were
gathered from a set of cheeses obtained in the area of the
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Lang Tang National Park (Nepal). Based on the homolo-
gy of the 16S rDNA sequence approximately half of the
isolates were assigned to the respective species. 11 iso-
lates were selected for further tests. The newly isolated
Lactiplantibacillus plantarum and Lentilactobacillus
parabuchneri showed the greatest potential to negatively
influence the growth of spoilage bacteria. Streptococ-
cus macedonicus and some isolates of Lacticaseibacil-
lus casei and L. plantarum had a significant impact on
the growth of the fungus Penicillium commune. Although
the full probiotic potential of any isolate was not proved,
isolates of L. casei and L. paracasei survived and grown
even in a medium containing 1 % bile salts. Furthermore,
sensitivity to certain antibiotics was assessed because
Lactic acid bacteria (LAB) can also serve as a reservoir
of antibiotic-resistance genes. All tested isolates were
sensitive to medically important antibiotics.

Key words: lactic acid bacteria, Nepal, cheese, func-
tional properties, antibiotic resistance

Uvod

Mlécné vyrobky, a predevSim pak syry, predstavuji
heterogenni a zivné prostfedi pro fadu mikroorganismu.
Druhové zastoupeni mikroorganismi kolonizujicich tyto
vyrobky je ovlivnéno mnoha faktory, kdy ptivod a kvali-
ta mléka jsou jednémi z nejdilezitéjSich. Pro inovace
v oblasti potravinarstvi a mikrobiologie je stéZejni, aby
dochézelo k izolaci novych mikroorganismil, pfedevsim
pak bakterii mlééného kvaseni (BMK), z produkta zis-
kanych z rznych geografickych prostredi a k testovani
jejich prospésnych vlastnosti.

Bakterie, druh od druhu a izolat od izolatu, disponuji
Sirokym spektrem funk¢nich vlastnosti, které mohou mit
vyznamny prinos pro vyvoj potravin nové generace cile-
nych na specifické skupiny konzumentli s ohledem na
jejich zdravi a nutricni pozadavky. Mezi velmi zZadouci
vlastnosti BMK patfi antimikrobidlni t¢inky proti jinym
mikroorganismim (Leyva Salas a kol., 2017), tech-
nologicky vyznamné by pak mohly byt predevsim je-
jich antifungdlni ¢i antimikrobidlni vlastnosti proti
kontaminantim rGznych vyrobki. V povédomi jsou
BMK znamé také jako probiotika (Yan a Polk, 2011).
Probiotické vlastnosti zahrnuji mimo jiné také schopnost
perzistence v gastrointestinalnim prostfedi a tolerance
vuci zlu€ovym solim (Sedlackova a kol., 2015). V ne-
posledni fadé BMK mohou také slouzit jako rezervoar
genll antibiotické rezistence a prendset je na bakterie
stejného, nebo odliSného druhu ¢i rodu a tim Sifit rezis-
tenci pripadné i na patogenni mikroorganismy. Je proto
velmi dilezité zaméfit se u noveé izolovanych kment na
bezpecnostni aspekty, které zahrnuji stanoveni senziti-
vity viici jednotlivym antibiotikiim.

Nasi laboratoii se podafilo ziskat nékolik vzorka
polotvrdych syrti z oblasti ndrodniho parku Lang Tang
v Nepdlu ze dvou druhit mléka, kravského a jaciho.
Nasim dlouhodobym cilem je za pomoci funk¢nich testt

odhalit nové ziskané izolaty s vhodnymi vlastnostmi
a ty pak pouzit v dopliikovych kulturdch vyuzitelnych
v potravinarstvi. V této praci jsme se proto zaméfili na
ziskani novych izolati predevsim bakteridlni mikrobioty
pro obohaceni genofondu mlékaisky vyuzitelnych BMK
v CR a otestovani nékterych jejich zakladnich vlastnosti.

Material a metody

Syry

Ziskéany byly celkem ctyfi vzorky syru nedefinovaného
stari, zakoupené od lokalnich vyrobct. Dva syry byly
zhotovené z mléka kravského, pricemz jeden syr zral pod
mazem, a dalsi dva syry byly zhotovené z mléka jaciho.
Vzhledem k velmi malému mnoZstvi vzorku nebyly
u zadného syru stanoveny zakladni chemické parametry,
byly pouze postoupeny mikrobiologickému rozboru.

Izolace bakterii

Dva gramy syru byly zpracovéany dle nasledujiciho pro-
tokolu: do sterilni vaZenky byl navdZen vzorek a dile ve
sterilni tfeci misce homogenizovan v 18 ml roztoku cit-
ronanu sodného (2 % w/vol). Po homogenizaci a ptipravé
fedici fady vzorku byla provedena izolace a stanoveni
poctu mikroorganismi (KTJ/g) na vybranych Zivnych
pudach vhodnych pro bakterie, ¢i kvasinky (Tab. 1). Tti
a7z deset kolonii z kazdého druhu Zivné pudy bylo vy-
brano na zdkladé morfologickych vlastnosti. Jednot-
livé kolonie byly pomoci sterilni klicky preneseny do
prislusného kultivacniho media a inkubovany do nartstu
kultury (nejcastéji 24—48 h).

Identifikace bakterii

Z narostlé suspenze byla ¢ast odebrana a zamrazena
v glycerolu (2 x 200 pl) a zbytek kultury byl centrifu-
govan 4000 rpm, 2 min. a vznikld peleta pouZita pro
izolaci DNA. Po izolaci a preciSténi byly ziskané izolaty
klasifikovany na zakladé homologie ziskanych sekvenci
16S ribozomalni RNA a sekvenci uloZenych v databazi
NCBI pomoci porovnavaciho nastroje BLAST (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). DNA z bakteridlnich
kultur byla extrahovana pomoci DNeasy® UltraClean®
Microbial Kit (Qiagen, Hilden, Némecko) podle Quick-
Start protokolu dodaného vyrobcem. Gen 16S rDNA
byl amplifikovan pomoci primerti fD1 (5° - AGAGTTT-
GATCCTGGCTCAG - 3" ) arP2 (5" - ACGGCTACCT-
TGTTACGACTT - 37). Polymerazova fetézova reakce
(PCR) byla provedena v reakénim objemu 25 pl (0,5 pl
obou primert (10 uM), 1 pl templétu DNA, 12,5 ul 2x PPP
Taq MasterMix (TopBio, Vestec, CR) a 10,5 ul ddH20).
Podminky amplifikace byly nasledujici: pfedehfivani na
95 °C (2 min.), 35 cyklt: denaturace pti 95 °C (30 s),
nasedani primera pii 55 °C (30 s), prodluZovéani pri
72 °C (5 min.) a néasledna konecna extenze pti 72 °C
(8 min.). VSechny produkty PCR byly oSetfeny 2 pl
ExoSAP-ITTM dle referen¢ni prirucky vyrobce (Ther-
moFisher Scientific, Baltic UAB, Vilnius) a sekvenovany
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Tab. 1 Pouzivané mikrobiologické agary

SKUPINA .
MIKROORGANISMU

Laktobacily

MEDIUM

MRS pH5.4
(deMan Rugosa
Sharp medium)

MEDIUM-ZDROJ/ PRIPRAVA

Proteose pepton (Oxoid) 10 g, Lab lemco (Oxoid) 8 g,
Kvasn. autolyzdt 2 g, K,HPO, 29, MgS0, x 7H,0 0,2 g,
MnSO0, x 4H,0 0,05 g, Tween 80 1 ml, glukoza 20 g,
citrdt amonny 2 g, acetdtovy pufr (pH 5,4) 200 ml
(1M CH,COOH 29 ml + 1M CH,COONa 171 ml),

agar 15 g, destil. voda 990 ml

SUPLEMENTY

KULTIVACE

2-5 dni, anaerobni,
30-45°C

MRS pH5.7 MERCK KGaA, Némecko 3-5 dni, anaerobni,
30 °C
FHN Proteose pepton (Oxoid) 10 g, Lab lemco (Oxoid) 10 g, Vankomycin (50 mg.L") | 5 dni, aerobni, 30 °C

Kvasn. autolyzat 1 g, manitol 20 g, MgS0, x 7H,0 0,1 g,
MnSO, x 4H,0 0,1 g, Tween 80 1 ml, 1M acetatovy pufr
(pH 5,4) 200 ml (1M CH;COOH 29 ml + 1M CH,COONa

Nalidixova kyselina
(40 mg.L")

171 ml), agar 15 g, destil. voda 990 ml

Bakterie mlécného | HHD (Lactic Bacteria | Hi-media, Indie 5 dni, anaerobni, 30 °C
kvaSeni Differential Broth)
Laktokoky, M17 Oxoid, UK 3-5 dni, aerobni,
Streptokoky 25°C-42°C
Enterokoky KAA (Kanamycin Lab M Limited, UK 2 dny, aerobni, 42 °C
Aesculin Azide)
Propionibacterium | GLIM (Lithium MILCOM a.s., CR Fosfomicin (512 mg. L") | 6 dni, anaerobni, 30 °C
Lactate Glycerol) Gentamicin (320 mg.L")
Nalidixova kyselina
(320 mg.L" v 1 % NaCl)
Brevibacterium, PITON MILCOM a.s., CR 2 dny ve tmé/3 dny na
Corynebacterium svétle, 25 °C
Micrococcus, MSA (Mannitol Hi-media, CR 3 dny, aerobni, 30 °C
Staphylococcus Salt Agar)
SK Milcom, a.s., CR Azid sodny 3-5 dni, aerobni, 30 °C
(0,45 % wt/vol)
Enterobakterie VCZG Milcom, a.s., CR 24 h-72 h, aerobni,
37°C
Kvasinky a plisné MALT agar Himedia, Indie 5 dni, aerobni, 25 °C
DG18 BDH, Prolabo, Némecko 5-10 dni, aerobni,

25°C

spolecnosti Eurofins Genomics Germany GmbH (Ebers-
berg, Némecko) s pouZitim fD1 jako sekvenaéniho pri-
meru. Ziskané sekvence byly porovndny s databidzemi
pomoci sluzby BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi).

Antimikrobidlni a antifungdlni aktivita
Pro stanoveni antimikrobialni aktivity
byly studované izolaty kultivovany ve

nasledné napipetovano 200 ul jednotlivého supernatantu.
Mira inhibice rastu indikdtorovych kment byla vyhod-
nocena po 18 h ristu dle Moran a kol. (2016) stupnici
1-5. 5 znadi, Ze k inhibici nedoslo a rast indikatorového
kmene je naopak podpoten, 4 znaci, Ze rist kmene neni
ovlivnén a nedojde ani k potlaceni, ani podpoteni jeho
rustu. 3 znaci, Ze k inhibici rastu dojde, ale inhibi¢ni z6-

Tab. 2 Indikatoroveé kmeny

30 °C v rastovém mediu po dobu 24 ho-  FYGHINTIER LT KULTIVACE
din. Antimikrobidlni aktivita byla testo- MEDIUM  PODMINKY
véana vic¢i kmeniim a izolatim patficim | 1) Buttiauxella izardii syr s hnétenou syfeninou BHI 37°C, A
predevsim do kontaminujici mikrobioty | 2) Pantoea agglomerans syr s hnétenou syreninou BHI 37°C, A
mléénych vyrobki. Kmeny CCDBC | 3) Pseudomonas fluorescens | syr s hnétenou syreninou TSBK 30°C, A
jsou soucasti sbirky CCDBC a izolaty | 4) Pseudomonas mandelii gerstvy syr TSBK 30°C, A
jsou uloZeny v pracovnich sbirkich |5) Staphylococcus kloosii shirka CCDBC AJDT 30°C, A
projekti VUM (Tab. 2). Ke stanoveni | 6) Staphylococcus sciuri shirka CCDBC AJDT 30°C, A
antimikrobidlni aktivity byla pouzita | 8) Pseudomonas putida cerstvy syr BHI 30°C, A
agarova difuzni metoda, kdy 0,1 % 9) Klebsiella oxytoca syr s hnétenou syreninou BHI 37°C, A
indikatorového bakterialniho kmene 10) Pseudomonas moraviensis | syr s hnétenou syreninou BHI 37°C, A
bylo zalito piisluSnym agarem na Petri- 11) Morganella morganii syr zrajici pod mazem TSBK 30°C, A
ho misce. Miska byla na 4 h odloZena | 12) Lysinibacillus macroides syr zrajici pod mazem GTK 30°C, A
do lednice, poté do ni byly pomoci |13) Staphylococcus succinus | erstvy syr AJDT 30°C, A
sterilni sklen&né trubi¢ky vyhotoveny 14) Staphylococcus capitis syr zrajici pod mazem AJDT 30°C, A
jamky o praméru 1 cm, do kterych bylo |19 Penicillium commune jogurt MEA 25°C, A
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na neni ¢ird, je pritomno vétsi mnozstvi kolonii, 2 k in-
hibici dochazi, v zoné je pritomno velmi malé mnoZstvi
kolonii a 1 k inhibici ristu pfislusného indikatorového
kmene dochézi, zona je kompletné Cira, bez kolonii. Ze
vSech vysledktl bylo ustanoveno inhibi¢ni skore, coz je
pramér vykéazané inhibicni aktivity. Statistické zhodno-
ceni pokusu nebylo stanoveno, jelikoZ byl zatim test pro-
veden pouze jednou.

Pred stanovenim antifungalni aktivity byly studované
izolaty kultivovany ve 30 °C v ristovém mediu po dobu
24 hodin. Nasledné byly 2x centrifugovany (6 000 rpm,
10 minut), pfefiltrovdny za pomoci 0,45 pm sterilniho
filtru a ziskané supernatanty byly pouZzity v pokusu.
Antifungdalni aktivita byla testovana difuzni metodou dle
Kavkové a kol., 2022 proti plisni Penicillium commune,
ktera patii mezi nejvyznamnéjsi kontaminanty mléénych
vyrobkll. 1 % bakteridlniho supernatantu bylo zalito
MEA agarem, na ktery bylo po zatuhnuti naneseno 5 pl
kultury P. commune naredéné ve fyziologickém roztoku
na koncentraci 1x10° spor/ml. Jako kontrola byly pouZzity
agarové misky bez pridanych supernatanti. Po 5 dnech
inkubace ve 25 °C byla méfena velikost narostlé kolonie
a byla pozorovana mira sporulace plisné. Test byl zatim
pouze jednou zopakovan.

Schopnost perzistence v gastrointestindlnim
prostredi

Schopnost preziti v gastrointestindlnim prostredi byla
u vybranych BMK testovana pomoci dvou typl gastric-
kych medii: a) zaludecni a b) dvanacternikové (sloZeni
viz Tab. 3) a déle byla sledovana také jejich schopnost
tolerovat az 1% koncentraci Zlu€ovych soli. Rist kul-
tur byl paralelné sledovan také v bézZném kultivacnim
mediu (MRS pH 5.7, ¢i M17 dle kmene). Zkumavky
s 5 ml rustového, zaludec¢niho ¢i dvanacternikového me-
dia byly zaockovany 1 % bakteridlni kultury a kultivo-
vany v 37 °C. V case O h, 0,5 h, 1 h a2 h byl 1 ml media
odebran pro stanoveni poctu bakterii plotnovou meto-
dou (log KTJ/ml). Petriho misky byly kultivovany pfi
30 °C v anaerobnich, ¢i aerobnich podminkach po dobu
3-5 dni.

Pro stanoveni tolerance ke ZluCovym solim byly zku-
mavky obsahujici 5 ml rastového media s riznou kon-
centraci (0 %; 0,3 %; 0,5 % a 1 %) zlucovych soli w/v
(Oxo0id) temperovany na 37 °C v termostatu. Jednotlivé
kmeny byly naockovany do 4 ks zkumavek od kazdého

Tab. 3 SloZeni gastrickych medii

Dvanacternikové medium

Zaludeéni medium

NaCl 48¢ NaCl 50¢
NaHCO;, 456 ¢ KCI 069

KCl 224 CaCl, 0,029

CaCl, 0,22 g Zlucové soli 17¢g
destilovand voda 11 1 mol/I NaHCO; 11
pH dpravana 2,4 = 0,2 pH dpravana 7,0 = 0,2

sterilace 121 °C, 15 minut
po sterilaci pridany 2 mg pepsinu | po sterilaci pridany 2 mg pankreatinu

media (inokulum 1 %) a nasledné byly kmeny kultivo-
véany pii 37 °C. Pro stanoveni poctu bakterii plotnovou
metodou byl 1 ml kultury odebran ihned po inokulaci
kmene do media (oznaceni 0. den) a nasledné kazdy den
po dobu 3 dni (oznaceni 1., 2. a 3. den). Jako kontrola
testu slouzily kmeny zaptjcené ze Sbirky mlékarenskych
mikroorganismt — Laktoflora®: Lactobacillus acidophi-
lus (CCDM 406, preziva) a Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus (CCDM 235, nepieziva).

Senzitivita k vybranym antibiotikiim

Citlivost k 21 vybranym antibiotikim byla testovdna
pomoci diskové difiizni metody. Senzitivita byla testova-
na na antibiotika pouZivana bud v huménni, ¢i veterinarni
medicing, pripadné v molekularni biologii a mikrobio-
logii jako selektivni agens. VétSina antibiotik pouZitych
v pilotnich pokusech byla vybrana tak, aby koncentrace
v disku odpovidala bud EUCAST, ¢i CLSI smérnicim.
Na Petriho miskach bylo 20 pl narostlé kultury zali-
to prisluSnym ristovym agarem, po zatuhnuti byly na
agar aplikovany antibiotické disky. Po 18-24 hodinach
anaerobni ¢i aerobni kultivace (dle mikroba) pti 30 °C
byl zméfen primér jednotlivych zon v milimetrech. Pro
vyhodnoceni byla pouZita metodika podle Yerlikaya
a kol. 2021, dle které znaci velikost zon kmeny rezistent-
ni (< 6 mm; 0), slabé senzitivni (7-10 mm; 1), senzitivni
(11-17 mm; 2) a velmi senzitivni (> 17 mm; 3). Pfesné
hodnoty minimélni inhibi¢ni koncentrace (MIC) zatim
stanoveny nebyly.

Vysledky a diskuze

V této praci jsme se nezamérovali na studium presného
mikrobidlniho sloZeni nepélskych syri, ale snahou bylo
predevsim rozsifit mlékaisky genofond CR o bakteridlni
kmeny pouzitelné v sekundarnich mlékarskych kul-
turdch. Vzhledem k tomu, Ze ziskdny byly jen drobné
vzorky syrd, vSechny vzorky byly postoupeny pouze
mikrobiologickému rozboru. Zakladni mikrobiologicky

Tab. 4 Vysledky mikrobiologického rozboru

syr krava, mazovy krava jak 1 jak 2
plida log KTJ/g log KTJ/g log KTJ/g log KTJ/g
KAA * > 6 7,55 <1
M17 8,89 8,08 7,32 <3
FHN 8,18 7,94 7,55 7,04
MRS 5.7 8,14 8,06 7,35 1,98
MRS 5.4 8,01 7,91 7,45 4,34
HHD 8,07 8,17 7,60 *
GLIM 5,30 8,07 4,60 *
MSA > 6 > 6 6,86 3,56
SK 8,29 7,60 <6 1,41
VCZG 1,30 3,45 <1 <1
MALT 8,40 8,10 7,48 *
DG18 5,30 >4 4,04 *
PITON 8,47 * * *

* — nestanoveno
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rozbor ukazal na relativné vysoké pocty enterokokd ve
dvou syrech (ozn. krava a jak 1), kdy pocty piesahovaly
1x10% KTJ/g syru (Tab. 4). To odpovida vyskytu téchto
mikroorganismu v femeslnych syrech vyrabénych pre-
devSim z nepasterovaného mléka, pfipadné v syrech
vyrabénych v oblastech jizni Evropy, kde jsou enterokoky
soucasti startovaci kultury a syrim dodavaji specifickou
chut a barvu a diky produkci nékterych bakteriocinli
také slouZi jako ochrannd mikrobiota proti nékterym
kontaminantim (Foulquie’ Moreno a kol., 2006, Franz
a kol., 2003, Qiao a kol., 2019, Elkenany a kol., 2018).

Naproti tomu v druhém syru z jaciho mléka nebyl vyskyt
enterokokl pozorovan a tento syr odpovidal typové syru
sttedni az severni Evropy, kde enterokoky nejsou soucasti
startovaci kultury a jejich vyskyt je spiSe povazovan za
nezadouci. Ve tfech syrech byl pozorovan vysoky pocet
laktokokii (M17 agar), jelikoz laktokoky byvaji soucast
startovacich kultur. Ve vsech syrech byl pozorovan vy-
soky vyskyt divokych laktobacild, kdy na piidé FHN, ale
i MRS a HHD byl nartst kolonii i vice jak 1x10” KTJ/g
syru, coz odpovidd jiz diive pozorovanym vysledkiim
u syr z podobnych oblasti (Neupaney a kol., 1997,
Prashant a kol., 2009) a také bakterii Propionibacerium

Tab. 5 Izolované bakterie

VYSKYT

(mléko)

Tab. 6 Studované izolaty
AKRONYM MO (168 rRNA)

pPUVOD
(mléko)

KULTIVACE
PODMINKY

MEDIUM

anti-mikrobidlni anti-fungalni
interakce

2023-4 Streptococcus macedonicus krava M17 30°C, A X X * *
2023-7 Lacticaseibacillus paracasei (Ssp. paracaser) jak MRS 30 °C, AN X X X X
2023-8 Enterococcus faecium/durans jak M17 30°C, A X X * X
2023-9 Lacticaseibacillus paracasei (ssp. tolerans) jak MRS 30 °C, AN X X X X
2023-10 Enterococcus faecalis krava M17 30°C, A X X * X
2023-13 Lacticaseibacillus paracasei (SSp. neurcen) krava MRS 30 °C, AN X X X X
2023-15 Lacticaseibacillus paracasei (Ssp. neurcen) jak MRS 30°C, AN X X X X
2023-16 Lacticaseibacillus casei jak MRS 30 °C, AN X X X X
2023-26 Lentilactobacillus parabuchneri krava MRS 30 °C, AN X X X *
2023-69 Lactiplantibacillus plantarum jak MRS 30°C, AN X X X X
2023-70 Lactiplantibacillus plantarum krava MRS 30 °C, AN X X X X

(GLIM agar). Déle byl ve tfech
syrech pozorovan vysoky pocet
mikrokokti a stafylokoki (MSA

Actinomycetales Corynebacteriaceae | Corynebacterium C. casei krava a SK agar) a v jednom syru i vy-
Bacillales Staphylococcaceae | Staphylococcus S. equorum jak / krdva soky vyskyt bakterii z Celedi Eneto-
S. camosus jak bacteriaceae (VCZG agar). Stejné
S. lugdunensis jak jako dfive pozorovali Panda a kole-
S. saprophyticus | krava gové (2016), i vyskyt kvasinek byl
Enterobacterales Enterobacteriaceae | Escherichia E. coli krava relativn€ vysoky ve vSech syrech,
Morganellaceae Morganella M. morganii krdva i u t&ch, které nezraly pod mazem.
Lactobacillales Enterococcaceae Bavariicoccus B. seileri krdva Vzhledem k tomu, Ze nemohlo
Enterococcus E. faecalis krava byt zaji§téno naprosto aseptické
E. faecium/durans | jak prostfedi béhem odbéru syru, ke
E. pseudoavium krava kontaminaci témito organismy vSak
Lactobacillaceae Lacticaseibacillus L. paracasei jak / krava mohlo dojit i sekundarng.

L. casei jak / kréva Z ploten s riznymi agary bylo
L riamnosus krdva celkem ziskdno cca 200 riznych
L rhamnosus/zeas | krdva izolatl, z toho cca polovina byla
Lactiplantibacillus L. plantarum jak / krdva na zdklad® homologie sekvence
Lactobacillus L. delbruecki jak 16S rDNA pfifazena k piislusnému
Lentilactobacillus L. parabuchn'er.i kreilva druhu. Souhrn izolovanych druhdi
Lp arafarraq/n/s kr:ilva a popis, zda byl mikrob zazna-
Streptococcacae Streptococcus S. macedonicus krava mendn v syru z mléka kravského
Micrococcales Brevibacteriaceae Brevibacterium B. antiqugm krailva nebo z miéka jaéiho, je uve deI;
. B aurantiacum krgva v Tab. 5. Laktokoky v tabulce za-

Dermabacteraceae Brachybacterium B. tyrofermentans | krdva b . . .
Micrococcaceae Rothia R. kristinae krava Zhamenany ne]s.o e a'c s¢ VV 'sv)fr'ech
Propionibacteriales | Propionibacteriaceae | Acidipropionibacterium | A. acidipropionici kréva Vyskytovaly. Nejdomlnantne151 IZVO_
Propionibacterium P freudenreichii | kréva lovanou skupinou byly BMK, pfe-

devsim laktobacily Lacticaseibacil-

PROVEDENE TESTY

GIT
preziti

ATB

interakce rezistence

* — dosud nestanoveno
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Tab. 7 Vysledky antimikrobialni aktivity

Mo AKRONYM 1) 2) 3) 4) 5) 6) 8) 9) 10) 11) 12) 13) 14) SKORE
Enterococcus | 2023-8 inhibice 4 4 4 4 1 2 4 4 4 4 1 4 4 3,38
zona v mm 4 3 7
2023-10 inhibice 4 4 3 3 4 4 4 4 4 1 4 4 3,62
zonav mm 2 2 7
L. casei 2023-16 inhibice 4 2 3 3 2 1 1 4 2 3 1 3 2 2,38
zona v mm 3 4 4 3 3 2 3 5 9 4 3
L. paracasei 2023-7 inhibice 3 3 3 3 1 1 1 4 2 3 1 3 3 2,38
zonav mm 1 1 4 5 3 2 3 3 4 9 3 3
2023-9 inhibice 3 3 3 3 2 1 4 4 2 4 1 3 4 2,85
zonav mm 1 1 3 3 3 3 1 8 3
2023-13 inhibice 4 4 3 3 1 1 4 4 2 4 1 3 4 2,92
zonav mm 5 5 3 3 2 7 3
2023-15 inhibice 4 4 3 3 1 1 4 4 4 3 1 3 4 3,00
zonav mm 4 4 3 3 3 6 4
L. plantarum 2023-69 inhibice 2 2 3 3 * 2 2 2 1 * 1 2 3 2,09
zonav mm 3 3 3 3 3 4 7 4 10 4 4
2023-70 inhibice 2 3 3 3 * 3 1 3 2 * 1 2 3 2,36
zona v mm 3 3 3 2 4 2 3 8 10 3 3
L. parab 2023-26 inhibice * * 2 2 2 * * 1 * 1 2 * * 1,67
zona v mm 3 4 2 2 2 7
S. mac 2023-4 inhibice 4 4 3 3 2 3 4 4 4 4 1 4 4 3,38
zona v mm 3 3 3 3 4

Legenda: 1 — inhibice, zona ¢ira bez kolonii, 2 — inhibice, zona ¢ird s mensim mnoZstvim kolonii, 3 — inhibice, zona s vétsim mnozZstvim kolonii, 4 — bez inhibice, riist neni ovlivnén,

* — dosud nestanoveno

lus paracasei, kdy dva izola-
ty byly na zdkladé homologie
sekvence 16S rDNA urceny
i do poddruhu (Tab. 6), dale
L. casei, L. rhamnosus,
pricemz u jednoho izolatu
nelze na zakladé ziskané
sekvence z 16S rDNA urcit,
zda se jednd o L. rhamno-
sus, ¢i L. zeae. Ddale byly

VELIKOST KOLONIE (mm)
=

o w

NC 2023-8 2023-10

Enterococcus

I I I I I I I |

2023-16

L. casei

15) Penicillium commune

® ® @ ® 100

MIRA SPORULACE (%)

20237 2023-9 2023-13 202315 202369 202370  2023-26 2023-4

L. paracasei L. plantarum L. parab S. mac

izolovany bakterie Lactiplan-
tibacillus plantarum, Lac-
tobacillus delbruecki, Len-
tilactobacillus parabuchneri
a L. parafarraginis. 7, dalsich
BMK to byly Bavariicoccus seileri, enterokoky Entero-
coccus faecalis, E. pseudoavium a izolat oznaCeny jako
E. faecium/durans, jelikoZz se ndm doposud nepodafilo
na zdklad€ sekvenovaného useku 16S r DNA urcit presny
druh tohoto enterokoka. V neposledni fadé byl izolovan
Streptococcus macedonicus, ktery byl dfive izolovan
i z feckého syra (De Vuyst a kol., 2008). Jedenéct izolath
bylo vybrano k dal§im testim (Tab. 6).

Bylo sledovéano, zda dojde k potlaceni rdastu 13 riiznych
kontaminanti mlécnych vyrobkl a plisné P. commune.
Nejvétsi inhibicéni potencidl vykazal izolat L. parabuch-
neri, jehoz primérné inhibicni skore bylo nejnizsi (Tab. 7),
ovsem dosud nebyly testovany interakce tohoto mikroor-
ganismu se vSemi indikatorovymi kmeny. Déle vykazaly
relativné vysoky potencidl oba testované izolaty L. plan-
tarum, izolat L. paracasei 2023-7 a L. casei 2023-16. Bylo

Obr. 1 Antifungalini aktivita studovanych izoldtd. Ovlivnéni rdstu a sporulace P commune
po aplikaci bezbunéénych supernatantu do ristového agaru. NC — negativni
kontrola (bez pfidaného supernatantu do agaru); tmavé modré sloupecky — velikost
kolonie P commune; svétle modré tecky — mira sporulace P commune.

také sledovano ovlivnéni rstu a sporulace plisné. Nejvice
byl rast plisné ovlivnén aplikaci bezbunécného super-
natantu L. paracasei, izolaty 2023-7 a 2023-9, ovSem
mira sporulace plisn€ byla ovlivnéna jen z ¢asti (Obr. 1).
Mensi mérou byl ovlivnén rist plisné izolaty L. paracasei
2023-13 a 2023-15, kdy se ovSem mira sporulace plisné
neliSila od kontrolni misky. Nejvice byl rist plisné, a i jeji
sporulace, ovlivnén S. macedonicus (izolat 2023-4), coz
koresponduje s jiZ publikovanymi vysledky, kdy u S. ma-
cedonicus izolovaného z feckého syra byla prokdzéna
produkce bakteriocinu (De Vuyst a kol., 2008). Déle rast
a sporulaci plisné€ znacné€ ovlivnil L. casei (izolat 2023-16)
a také L. plantarum 2023-69. Naproti tomu izolat L.
plantarum 2023-70 ovlivnil pouze rlst plisné, ne vSak
miru sporulace, coZ koresponduje s diive publikovanymi
vysledky, kdy izolaty L. planatarum ziskané z rtiznych
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Tab. 8 Vysledky testu schopnosti preziti v Zaludecnim a duodendinim mediu

AKRONYM Riistové medium Zaludeéni medium Duodenalni medium
(LOG KTJ/ml) (LOG KTJ/ml) (LOG KTJ/ml)

t (h) 0,5 L 0,5 L 2 0,5 1 2
L. casei 2023-16 6,44 6,47 6,47 6,58 6,44 <3 0 0 5,16 0 0 0
L. paracasei 2023-7 6,31 6,42 6,38 6,54 6,34 1,84 0 0 6,35 <1 0 0
2023-9 6,45 6,56 6,55 6,61 6,50 <3 0 0 5,46 0 0 0
2023-13 6,48 6,53 6,59 6,78 6,28 <3 0 0 * * * *
2023-15 5,87 6,02 6,02 6,06 5,06 <3 0 0 * * * *
L. plantarum 2023-69 6,57 6,60 6,64 6,84 6,18 <4 0 0 7,01 7,06 7,08 6,71
2023-70 7,14 7,13 7,08 7,28 7,11 <4 2,56 1,30 6,39 5,95 5,71 2,51
L. parabuchneri 2023-26 6,38 6,30 6,43 6,68 6,37 4,91 0 0 7,01 6,83 6,41 5199

* dosud nestanoveno

Tab. 9 Vysledy preZiti v prostredi se Zlu¢ovymi solemi

AKRONYM 0.den 1.den 2.den 3.den
(LOG KTJ/ml) (LOG KTJ/ml) (LOG KTJ/ml) (LOG KTJ/ml)
0,3% 0,5% 0,3% 0,5% 0,3% 0,5% 0,3% 0,5%
L. casei 2023-16 | 7,05 | 6,97 | 6,62 | 527 | 9,15 | 8,65 | 7,98 | 585 | 8,52 | 8,06 | 8,06 | 7,59 | 8,11 | 7,30 | 7,15 | 6,33
L. paracasei 2023-7 6,35 | 6,18 | 534 | 4,41 | 8,07 | 7,44 | 6,73 | 526 | 7,98 | 6,75 | 6,00 | 4,85 | 7,67 | 6,11 | 5,88 | 5,61

2023-9 6,65 | 6,29 | 568 | 506 | 864 | 7,81 | 792 | 7,84 | 833 | 7,02 | 6,19 | 561 | 811 | 588 | 426 | 4,13
2023-13 | 6,32 | 6,31 | 6,09 | 502 | 7,65 | 6,82 | 6,28 | 4,55 | 7,40 | 6,21 | 6,66 | 6,16 | 7,31 | 5,86 | 6,13 | 5,39
2023-15 | 6,35 | 5,81 | 490 | 3,85 | 8,90 | 829 | 829 | 7,99 | 8,68 | 513 | 564 | 7,17 | 8,13 | 3,34 | 3,15 | 5,00
L. plantarum 2023-69 | 6,67 | 6,35 | 6,35 | 6,40 | 8,17 | 595 | 543 | 5,49 | 7,96 | 3,58 | 3,35 | 3,59 | 7,54 | 2,78 | 2,63 | 2,51
2023-70 | 7,24 | 7,06 | 7,08 | 7,18 | 8,55 | 6,95 | 574 | 574 | 8,39 | 2,23 | 2,60 | 1,30 | 835 | 2,85 | 2,00 | <2
L. parabuchneri 2023-26 | 6,82 | 6,92 | 6,48 | 6,43 | 9,30 | 8,67 | 834 | 6,41 | 890 | 827 | 814 | 7,90 | 810 | 7,26 | 6,90 | 6,35
235 (-) 578 | 569 | 521 | 490 | 7,00 | 481 | 417 | 2,71 | 7,05 | 411 | 404 | 2,71 | 7,30 | 3,36 | 3,93 | 1,43
406 (+) | 555|550 | 544 | 538 | 735|713 | 737 | 7,52 | 6,82 | 6,33 | 6,15 | 6,27 | 6,83 | 6,27 | 6,12 | 6,21

Tab. 10 Vysledky testovani senzitivity k vybranym antibiotikim
Déle byla testovana schopnost

Enterococcus L. casei L. paracasei L. plantarum

20238 202310 202316 20237 20239 202313 202315 2023-69 2023-70 (MRS -G LI Il
sttedi. Z vybranych BMK ani

AMI 1 1 0 0 0 0 0 0 0 : '
AMP 1 1 1 2 2 2 1 1 2 jeden izolat nebyl schopen preZzit
CEF ) 1 1 ) 1 ) 1 1 ) vice jak hodinu v Zalude¢nim me-
ciP 2 1 1 1 1 2 1 0 0 diu, kdy pocet Zivotaschopnych
CL 2 1 1 2 2 3 1 1 1 bunék u vétSiny jiz po pul hodiné
ERY 2 1 2 3 2 3 2 1 2 inkubace v mediu klesl pod
GEN 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1x10* bunék na 1 ml vzorku vy-
CHL 2 1 2 2 2 3 2 2 2 jma L. parabuchnerii izolatu
KAN 1 1 0 0 0 0 0 0 0 2023-26 (shrnuti Tab. 8). Naproti
B 2 L O ! ! 2 1 ! ! tomu v duodendlnim mediu byly
MET 0 0 0 0 0 0 0 0 0 . L 1 .
nékteré izolaty schopny preziti.
MUP 2 2 2 2 2 3 2 2 2 o - p %
Pocet zivotaschopnych bunék
NA 1 1 0 0 0 0 0 0 0 L ol izolitu 2023-70
NEO 1 1 0 0 0 0 0 0 0 u B peantarum 10t -
NOV 9 1 1 1 9 9 1 1 1 !)yl vySsi nez IXIQ 1 po hodln?
0XC 0 0 0 1 1 0 1 1 1 inkubace v mediu, u izolatd
PEN 2 1 1 2 2 3 p) 1 2 2023-69 (L. plantarum) a 2023-26
STR 1 1 1 1 1 2 1 1 1 (L. parabuchnerii) byl jejich
TET 2 1 1 1 2 3 1 1 1 pocet dokonce i po 2 hodindch
VAN 1 1 0 0 0 0 0 0 0 inkubace v mediu cca 1x10° KTJ/
AMX 2 2 2 3 2 3 2 2 2 ml. Vysledky z testu tolerance

~

AMI — Amikacin, AMP — Ampicilin, CEF — Cefadroxil, CIP — Ciprofloxacin, CLI - Clindamycin, ERY — Erythromycin, vac¢i ZluCovym solim ukazuji,
GEN — Gentamycin, CHL — Chloramphenicol, KAN -— Kanamycin, LEV — Levofloxacin, Met — Matronidazole, MUP — Mupirocin, v v . . L0
NA — Nalidixova kyselina, NEO — Neomyecin, NOV — Novabicoin, OXC — Oxacillin, PEN — Penicillin G, STR — Streptomycin, ze vetsina z testox.lanych izolata
TET — Tetracyclin, VAN — Vankomyecin, AMX — Amoxicillin, 0 - rezistentni, 1 — slabé senzitivni, 2 — senzitivni, 3 - velmi senzitivni ~ byla schopna preziti v prostredi

se zluCovymi solemi v koncen-
zdroji ovlivnily rist plisni nestejnou mérou (Kavkova  traci aZ 1 % ZluCovych soli w/v po dobu 3 dni (souhrn
a kol., 2022). Enterokoky nevykazovaly velky potencidl  vysledkd v Tab. 9) a dva izolaty L. paracasei (2023-9
v potlaceni ristu vétSiny indikatorovych kmend. a 2023-15) byly dokonce i schopny ristu. U kmene sen-
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zitivniho na Zlucové soli (CCDM 235), a slouZiciho jako
negativni kontrola, doslo k poklesu Zivotaschopnych
bunék jiz po jednom dni rastu v prostiedi se solemi. Na-
proti tomu kmen tolerantni ke Zlu¢ovym solim (CCDM
406), a slouzici jako pozitivni kontrola, byl dokonce
i schopen ristu, kdyZ béhem prvniho dne pocet jeho
zivotaschopnych bunék vzrostl o dva fady. Z naSich
vysledkt vyplyva, Ze L. parabuchnerii 2023-26 zatim
ukézal nejvétsi probioticky potencial z dosud testovanych
izolatl, jelikoz dokéazal prezit nejdelsi cas v mediich si-
mulujici GIT prostredi a v prostfedi se Zlucovymi solemi.
Jako posledni byla testovana citlivost k zvolenym anti-
biotikiim. Pomoci difuzni metody jsme ukéazali, Ze ndmi
studované izolaty jsou citlivé k vétSiné vybranych antibio-
tik, vyjimku tvofi pouze metronadizol, ke kterému jsou
vSechny izolaty rezistentni (tab. 10). Celkové nejvice re-
zistenci nesou L. plantarum, L. paracasei a L. casei, které
jsou rezistentni vici amikacinu, kanamycinu, nalidixové
kyseliné a vankomycinu, coz odpovida jiz zndmym faktim
(Shao a kol., 2015) a dale neomycinu. Na druhou stranu
ani u jednoho izolatu L. plantarum nebyla pozorovana
dfive popsana rezistence vici streptomycinu (Klarin a kol.,
2018). Izolaty L. plantarum jsou navic rezistentni viici cip-
rofloxacinu. Nejméné rezistenci pak dle naSich vysledku
nesly enterokoky, coZ ne zcela odpovida zavérim nékterych
studii, které uvadéji enterokoky izolované z potravin jako
nositele gentt ATB rezistence (Camara a kol., 2020).

Zaver

Ze vzorka nepalskych syra bylo izolovano né€kolik
desitek izolatl. Vybrané izolaty byly na zdkladné ho-
mologie sekvence 16S rDNA pfifazeny ke konkrét-
nimu druhu bakterie. K dalSim pokusiim bylo vybra-
no 11 izolath BMK, u nichZ byl predpoklad vyskytu
nékterych prospésnych funkénich vlastnosti. Déle u nich
byla stanovena bezpecnost v ramci mozného prenosu
ATB rezistence. Na zdakladé dosud provedenych testl
se ze zkoumanych izolatd jako nejperspektivnéjsi uka-
zuji L. paracasei 2023-7, L. parabuchnerii 2023-26, L.
plantarum 2023-69 a 2023-70 a S. macedonicus 2023-4.
Na druhou stranu vzhledem k moZzné produkci histaminu
je vsak napriklad pouziti L. parabuchnerii v . mlécnych
produktech diskutabilni a bude potteba dalsSich funkénich
testd k ovéreni jeho mozné aplikace do produktd.

Podékovdni

Tato prace mohla byt uskutecnéna diky financ¢ni
podpofe Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum
MZe CR (NAZV), s vyuzitim institucionalni podpory na
dlouhodoby koncep¢ni rozvoj vyzkumné organizace na
zakladé rozhodnuti MZE-RO1424.
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“C0 JE ZAJIMAVEHO VE VEDECKE LITERATURE”

MiIéko a mlécné vyrobky jsou neustile centrem pozornosti vyzkumu. Vybér z védecké literatury pro toto Cislo zahr-
nuje nasledujici publikace:

Fermentace koncentratu syrovatkovych bilkovin kmeny Streptococcus thermophilus uvoliuje peptidy
s biologickymi aktivitami

Solieri, L., Valentini, M., Cattivelli, A., Sola, L., Helal, A., Martini, S., Tagliazucchi, D. (2022): Fermentation of whey protein concentrate by Streptococcus
thermophilus strains releases peptides with biological activities. Process Biochemistry, 121, s. 390-600.

Syrovatka je hlavnim vedlej$Sim produktem vyroby syrG a je vnimana jako latka zneciStujici Zivotni prostredi.
K prfeméné syrovatky na produkty s pfidanou hodnotou, véetné koncentritu syrovatkovych bilkovin (WPC), se
pouzivaji rizné technologické postupy. Tato studie hodnotila schopnost dvou kment Lactobacillus helveticus a péti
kmena Streptococcus thermophilus, izolovanych ze zakysu z pfirodni syrovatky z vyroby syra Parmigiano Reggiano,
fermentovat WPC a uvoliiovat bioaktivni peptidy. WPC fermentovany kmenem S. thermophilus RBC06 vykazal
nejvyssi antioxidacni aktivitu, stejné jako aktivitu enzymu konvertujiciho angiotenzin (ACE) a aktivity inhibitora
dipeptyl-peptidazy 4 (DPP-4), které prinesla fermentace WPC kmeny S. thermophilus RBC 20 a RBN16. Peptidy
uvolnéné po fermentaci WPC byly profilovany necilenym peptidomickym pristupem. Bylo identifikovano nékolik
bioaktivnich peptidd, hlavné inhibitory enzymu konvertujiciho angiotenzin a byly kvantifikovany antihypertenzni lak-
totripeptidy valine-proline-proline (VPP) a isoleucine-proline-proline ((IPP). Nejvice VPP (12,8 + 0,5 mg/L) produ-
koval S. thermophilus RBCO06 a nejvétsi mnoZzstvi IPP (0,56 + 00,02 mg/L) produkoval S. thermophilus RBN16. Tato
studie ukdzala moZznost dalSiho vyuZivani S. thermophilus RBC06 jako nového producenta bioaktivnich peptidi a pro
vyvoj syrovatkovych népoji se zlepSenymi zdravi prospéSnymi vlastnostmi.

Fyziochemické a nutri¢ni vlastnosti jogurtové emulze s lykopenem pri skladovani v chladu
Jie Chen, Chen-Hai-Yue Yuan, Wei-Chao-Li, Lei-Zhao, Yan-Bo Huang, Hai-Hang Li, Guang Liu, He Ni, Raiok, V. (2022): Physiochemical and nutritional
properties of yogurt emulsion with lycopene during chilled storage. Journal of Food Science and Technology, 59, (10), s. 4037-404.

Lykopen je vysoce ucinny antioxidant, ktery prevlada mezi dietnimi karotenoidy. Jeho vyuzitii v potravinarstvi je
vSak omezené kvili jeho Spatné rozpustnosti ve vodé a nachylnosti k oxidaci. Cilem tohoto vyzkumu bylo enkapsulovat
lykopen v jogurtu s pouzitim emulzni technologie ke zlepSeni jeho stability béhem zpracovani a skladovani za acelem
obohaceni Siroce konzumovaného potravinarského produktu a zvyseni jeho nutricni hodnoty. Data z konfokalni lase-
rové mikroskopie ukédzala, Ze zaclenéni olejovych kapicek s emulgaci nemélo negativni vliv na tvorbu a mikrostrukturu
jogurtu. Synereze jogurtovych vzorki fortifikovanych lykopenem byla zhruba dvojndsobnd v porovnani s béZznym
jogurtem 7. den skladovani; schopnost zadrzovat vodu byla vyrazné zvySena béhem doby skladovani u vSech emulgo-
vanych vzorkd. Skladovani navic sniZilo Turbiscan Stability Indices (TSI) u vSech jogurtovych vzorki, coZ naznacuje,
7e se fyzicka stabilita pti 4° C zlepsila. Emulgace vedla ke zvySené oxidaci v disledku zvySeného obsahu oleje. Tento
vliv v§ak ucinné omezila enkapsulace lykopenu, kterd ucinné chranila olej od oxidace a zabranila (jeho) degradaci.
Tato studie naznacuje, Ze emulgovani je slibnou metodou enkapsulace lykopenu a miize byt vyuZito pro vyvoj jogurtl
s poZadovanymi nutricnimi vlastnostmi.

Potencialni role mléénych bioaktivnich peptidii na serotonergni systém a osu stievo-mozek
Buey, Y, Layunta, E., Latorre, E., Mesonero, J.E. (2023): Potential role of milk bioactive peptides on the serotonergic system and the gut-brain axis. Inter-
national Dairy Journal, 137, s. 105534.

Bioaktivni slozky ziskané z mléka maji zdravi prospésné ucinky diky velkému poctu jejich biologickych vlastnosti.
Ackoli fyziologickému vyznamu nékterych z téchto latek dosud pln€ nerozumime, panuje presvédceni, Ze jak bilko-
viny, tak bioaktivni peptidy jsou slozkami, které zlepSuji zdravi. Serotonin je kli¢ovym signdlnim neurotransmite-
rem v ose stfevo-mozek, ktery kontroluje Sirokou Skalu fyziologickycz funkci a mé tak velky vyznam pro regulaci
neurobiologické a intestinalni fyziologie. Tato price se zabyva tlohami a zplsoby, kterymi by tyto bioaktivni pep-
tidy ziskané z mléka mohly modulovat serotonergni funkce, protoZe jsou nové vznikajicim potencidlnim terapeu-
tickym adjuvans pro dietni modulaci poruch na ose stfevo-mozek a tuto modulaci by mohl zprostiedkovavat prave
serotonin.
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