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Abstrakt

Kysané mléné vyrobky jsou produkty vyrobené z mléka, pomoeinfentace
bakteriemi mléného kvaSeni. Tato fermentace se nazyva&cmélékvasSeni a jejim
hlavnim vysledkem jeifemena laktdzy na kyselinu miéou. Sodasré dle typu mléné
fermentace, pouzitych bakterii a podminek kvaSemnikaji i mizné dalSi latky, které
maji senzoricky¢i nutricni vyznam. Mezi nejilezitéjSi vyrobky pati jogurty a
jogurtova mléka, smetanové zakysy, acidofilni mlékkefiry a kefirova mléka. Tato
je poteba pro vlastni vyrobu, tak i aiznych mikroorganismech nezadouci¢h
patogennich a jejich vlivech na finalni vyrobek.

Prakticka ¢ast prace se soisti na mikrofloru vybranych kefira porovnava

vysledky s platnou legislativou.

Kli éova slova:

Kysané mléné vyrobky, bakterie, mikrofléra, kyselina raté

Abstract

Fermented dairy products are made from milk fer@i@on, using lactic acid
bacteria. This fermentation is called lactic a@dnientation and its main result is the
conversion of lactose into lactic acid. Simultar&guaccording to the type of lactic
acid fermentation, bacteria used, and fermentatmnditions, various substances with
sensory and nutritional significance are made. Tiest important fermented daily
products include yoghurt and yoghurt milk, fermeinteeam, acidophilus milk and kefir
and kefir milk. This thesis is mainly about mikafh of this products, both the most
important that are required for production, as wa#l variety of undesirable
microorganisms and pathogens and their influencerinal product.

The practical part focuses on the mikroflora okstdd kefirs and compares results

with the current legislation.
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1 UVOD

Kysané (fermentované) niiéé vyrobky jsou vyrobky z mlékagipravené pomoci
fermentaceistymi mlékaskymi kulturami obsahujicimi bakterie nitéého kvaseni, a v
n¢kterych gipadech i kvasinky. Kvasinky jsou zejména &mii ¢istych mlékaskych
kultur pro vyrobu kefiru a kefirového mléka. Vzhéea k naplini praktickg&asti této
prace byla kefiru 8novana ¥tSi pozornost i ¥asti teoretické.

Mlécné fermentace neboli niéé kvaseni je procesiifkterém bakterie fermentu;ji
jednoduché sacharidy na kyselinu éméu. U mléka je timto sacharidem lakt6za. Vedle
kyseliny ml&né mohou vznikat v menSim mnozstvi takktaré vedlejSi produkty.

Bakterie mléného kvaseni potéigtavaji i ve finalnim vyrobku, ktery neni nijak
tepelr® upravovan, a dale ho iipnizkych skladovacich teplotach prokyséavaji. Mezi
negasgjSi bakterie mléného kvaSeni p#t rody Lactococcus Lactobacillus
Leuconostocei Streptococcus Kromeé bakterii mléného kvaSeni dZe mikrofléra
téchto vyrobki obsahovat i jiné, neZzadouci mikroorganismy, attné kontaminujici
mikroorganismy z progtdi, které mohou #Zobit kazeni (nap kvasinky) nebo i
n¢které patogenni mikroorganismystaphylococcus aureud.isteria). Ve finalnim
vyrobku mohou také fpzit rekteré mikroorganismy z¢gwodniho, nefermentovaného
mléka.

Mezi nefasgjSi kysané mléné vyrobky pat jogurty, jogurtové napoje, kysana
smetana, acidofilni mléko a kefir a kefirova mlékxistuje i mnoho dalSich drtih
kysanych miénych vyrobki, ¢asto jsou specifické pro dané zewi oblasti. Mezi
takové pat nagiklad kumys, typicky pro Rusko ai8tini Asii.

Kysané mléné vyrobky hraji vyznamnou roli ve vy&ivcloveéka. Jsou pro
organismus lépe vyuzitelné a stravitghh nez mléko a maji i gkteré pozitivni
zdravotni dinky. Kjednomu z nejvyznangfgich &inka pati prosgsna cinnost
probiotickych bakterii na lidské zazivani. K praimkym bakteriim pat nékteré druhy
rodu Lactobacillusa Bifidobacterium



2 CIL PRACE

Cilem teoretick&asti je podat stitny piehled o kysanych mt@ych vyrobcich a
popsat zejména jejich mikrofl6ru, jak tiigezenou, tak i kontaminujici a popsat vlivy
téchto mikroorganisrin na vyrobek, fipadré na konzumenta. Praktick@st se zabyva
mikrobiologickou analyzou vybranych vzdrkkefiru. Vysledky mikrobiologické

analyzy jsou porovnavany ggquepsanou legislativou.



3 LITERARNI P REHLED

3.1 Historie vyroby kysanych ml&nych vyrobki

Fermentace mléka je jednou z nejstarSich metodpjaklouZzit jeho trvanlivost.
Lidstvo tento zfisob vyuziva jiz tisice let, prvni fermentovana ralélayla cileg
vyrakEna fiblizné pred 10 000 lety. Souvisi to jednak igghodem tehdejSich lidi ze
skéraéstvi a lovu na zemuélstvi a produkci potravin, tak s domestikaci savc
produkujicich mléko (kravy, ovce, kozy, buvoli, bleludi). NejpravdpodobrjSi prvni
oblasti, kde z&li lidé vyralEt fermentovana mléka, byl Balkan a Blizky ae8ni
vychod. Z archeologickych naleze doloZeno, Ze fermentaci mléka si osvojili jia's
BabylaGianéci Sumerové (Tamime, 2002).

Dnes existuje celdada kysanych méaych vyrobki, podle odhadl n¢kolik set,
casto typickych pro jednotlivé zeémMezi nejznanySi pati jogurt, kefir, acidofilni a
jind kysand miléka, které se po celéméteviezné vyrabi pamyslovou cestou.
Specifickymi vyrobky jednotlivych zemi jsou néidad tatemjolk ze severskych stat
(Norsko, Svédsko, Finsko), kumys typicky praesini Asii (Mongolsko, Kazachstan,
Rusko), dahi z Indie, neb&eba skym z Islandu (Hylmar, 1986).

Dnesni spdtba zakysanych vyroblka rozSfenost po celém &té je dana zejména
rozvojem ptéimyslové vyroby, ale také dobrou chutchto vyrobkKi, Sirokou moznosti
apravy, snadnou vyrobou, skladovanim a nizkou ceNej«tSiho roz&ieni se vyrobky
dockaly v druhé polovia 20. stoleti. Napklad jogurt byl do 50. let 20. stoleti rozsi
spiSe jen na Balkanu, Blizkém aféfinim vychod, ve vychodni Evrop a v Indii.
Celoswtové oblibenosti a roz&ini se dékal az pozdji (Tamime, 2002).

Kefir pochazi z oblasti Kavkazu. Tr&dé se fermentuje kontinu&nv koZenych
vacich, kdy se jen pravid@rubira jiz zfermentované mléko digava mlékocerstve.

Nyni je kefir popularni v celém Rusku, raesi je i po svté (Chandan, 2006).

3.2 Vyznam pro zdravi a vyzivu

Kysané mléné vyrobky maji praclovéka velky vyznam. Ve své fornumoziuji
uchovani mléka po dlouhou dobu a jsou hodnotnédisita vyzivového, dietetického a

|é¢ivého. Fermentované ndléé vyrobky maji také dobrou stravitelnost, a tooaz —



11 % lepSi nez plnotmé konzumni mléko, maji tak i vySSi nutri hodnotu.
Stravitelnost je zavisla zejména na druhu pouzitfgmentujicich mikroorganisim
nejvetsi vyznam maji v tomto ohledu laktobacilové kwtyHylmar, 1986). Vyznam
ma také pouzité mléko a z toho plynouci rozdiligeshi a dinek finalniho vyrobku na
organismus. \Ceské republice fievliada kravské mléko. VyuZit Ize ale i mléko kozi,
oV¢i, buvoli, kobyli a velbloudi (vyroba kumysug),mléko smiSené (Parmijit, 2011).

Krom¢ vhodnosti &chto vyrobki ke konzumaci  raznych intolerancich je pro
¢loveéka velmi prospSna i mikroflora fermentovanych ntléych vyrobki. Vyznam ma
predevsim jejich inhildini povaha u¢i jinym mikroorganisnim, nagiklad hnilobnym
bakteriim. Maji tak fiznivy vliv na lidské zazivani ar@dchéazeni gastrointestinalnim
infekcim a zacpam. Inhitm¢ pasobi napiklad kyselina mléna, peroxid vodiku, nebo
jejich prirozené antibiotickeé latky, jako je nisin produkayebakteriiLactococcus lactis
(Hylmar, 1986; Parmijit, 2011). DalSim pozitivninintkem na zdravi je protirakovinny
efekt, konzumace dkterych fermentovanych midych vyrobKi miZe pomoci
piedchazet ndgklad rakovirg prsu. Nkteré kmenylLactobacillusacidophilusmaji i
schopnost sniZzovat sérovy cholesterol, coZz ma zagenam pro prevenci
kardiovaskularnich chorob. Neopomenutelnd je i tpodi stimulace imunitniho
systému, kterd byla zkoumangegevsim v souvislosti s jogurty (Parmijit, 2011).

Z nutricniho hlediska jsou tdezité zejména bilkoviny, sacharidy a organické
kyseliny, tuky, mineraly a vitaminy obsazené v énlgch vyrobcich.

Ze sacharid kysané miléné vyrobky obsahuji ve vyznarjgim mnozstvi pouze
laktozu. Ta byva z 20 az 30 %epenéna fermentaci na kyselinu niléou. JiZzcasténé
odbourani laktézy ma vyznam pro osoby s laktézowwoleranci, které tyto vyrobky
obvykle dolie snaSeji. Také ma vyznam pro lepSi vyuziti vapaikialSich mineralnich
latek. Ve finalnim vyrobku Ize podminkami kvaserpauzitymi kulturami ovlivnit jak
mnozstvi vznikajici kyseliny méé@é, tak i pondr jejich izomet (Hylmar, 1986; Saeed
et al., 2016).

Z dalSich kyselin vznikajicich fip mlééné fermentaci lze uvést napkyselinu
octovou, mravefi, jantarovou, a fumarovou. Tyto kyseliny vznikggin ve velmi
malych mnoZzstvich (Hylmar, 1986; Saeed et al., 2016

Bilkoviny jsou vyznamnou sloZkou kysanych grgch vyrobki. Jejich vyssi
stravitelnost je vysitlovana tvorbou videk @i procesu srazeni, které jsou dik§tSimu

povrchu rychleji a I[épe &bitelné v zaZivacim Ustroji. @pzde plyne vyznam pro osoby
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s intoleranci, tentokrat i¢i nativnim ml€nym bilkovindm. B konzumaci é&chto
vyrobki u nich totiz nedochazi k Zadnym nezadoucim reak¥iysoky je také obsah
volnych aminokyselin, a bioaktivnich peptid(nagiklad laktoferin, laktofericin,
imunopeptidy, kasokinin), jejichz tvorba jgimou funkci doby a aktivity sobeni
mikrobialnich kultur pi fermentaci. Tyto $pné produkty, @uz vzniklé gi fermentaci,
nebo nésledn pri trAveni v gastrointestinalnim traktu, pozitkvovliviuji imunitni
systém, krevni tlak, antimikrobialni aktivituretni fléry, vaZzou vitaminy a mineraly a
maji ifadu dalSich €inka (Hylmar, 1986; Saeed et al., 2016).

Tuk ma pgedevSim vysokou energetickou hodnotu, k jeh@rAm oproti tuku v
mléce dochazi jen mélo, stravitelnost se zlepSeje finimalg. Pro jeho ¥tSi
stravitelnost a lepSi senzoriku kysanych dnijeh vyrobkKi je vhodna jeho
homogenizace v mléce (Hylmar, 1986).

Prakticky k Zzadnym zgmdm ve finalnim vyrobku nedoch&zi u minerélniclekat
Zelezo, véapnik a fosfor jsou pouze #itpmnosti kyseliny mléné lépe vyuzitelné.
Taktéz kombinace kyseliny ni#éé, laktozy, vapniku a vitaminu D ma vyznam pro
vySSi retenci vapniku ¥le, nez tomu je nativniho mléka. U vitamimaopak ke
zmenam dochazi, a to v jejich obsahu. K @&¥m znéndm dochézi u vitaminskupiny
B. Vysledny obsah vitaminzavisi prakticky na vSech faktorech vyroby i vstigh
produkti, od slozeni mléka a pouzitych kulturach, az poudahteplotu fermentace i
zpusob chlazeni a skladovani. ¢lleré vitaminy jsou v gibéhu fermentace
mikroorganismy spéebovavany, jiné naopak produkovany.dzmych typ vyrobki je
tedy vitaminova bilance velmi rozdilnd. AZ na vykyndochazi p ruastu k vyssi
spotebs vitamini, a @i skladovani naopak k vySSi biosyntéze a jejichntadni.
VSeobech prevlada nazor, Ze celkové mnozstvi vitainue finalnim vyrobku je o&co
mensi nez vivodnim mléce. Vyjimkou jsou vyrobky, kde se vyrobataminy cilerg
zvySuji (Hylmar, 1986).

Vyznam v kysanych mééych vyrobcich maji také chiové a aromatické latky
vznikajici @i fermentaci. U mezofilnich kultur pouzitychripryrob¢ jde predevsim o
diacetyl, u jogurtovych kultur o acetaldehyd. Dé&bejsou izné kyseliny nebo latky
vzniklé proteolytickou a lipolytickodinnosti mikroorganisiin (Hylmar, 1986).
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3.3 PoZadavky na mléko pro kysané miné vyrobky

Zakladnim ukazatelem kvality mléka je celkovyceb mikroorganism a pa@et
somatickych bugk. Limity stanovuje N&zeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
853/2004 ve zmi pozajSich pgedpigi. Celkovy obsah mikroorganigm(CPM)

v ¢erstw nadojeném kravském mléce musi byt mensi nebo rb©@ro00 na ml, obsah
somatickych bugk mensi nebo roven 400 000 na ml {idani Evropskéeho parlamentu
a Rady (ES}. 853/2004).

Mléko musi byt také prosté rezidui inkibich latek (detergenty, antibioticke latky),
které negativé ovliviwuji ¢innost bakterii miéného kvaSeni. Dale by mléko na kysané
mléné vyrobky ng¢lo mit nejmég 8,5 % tukuprosté susSiny a spravné chemické a
senzorické vlastnosti. Vady a odchylky se projeviai findlnim vyrobku (Hylmar,
1986).

3.4 Cisté mlékarské kultury

V diivéjSich dobach se pro vyrobu kysanych ¢nich vyrobki, ale také masla a
syni, vyuzivalo gedevsim mikroorganisinobsazenych v mléce. Takovato vyroba se
vSak zakladala fiedevSim na empirickych zkuSenostech. Vyrobky bidgto fizné
kvality, a rychleji se kazily. Pro pmyslovou vyrobu byl velkym skokem kgd objev a
nasledné vyuzivariistych mlékaskych kultur. Ty se dnes veétgire pripadi vyuzZivaji
jak pro paimyslovou, tak i farmié&kou vyrobu (Kiz et al., 1960).

Cista mlék#ska kultura je tedy ifslusné Zivné prostdi, ve kterém jsou
rozmnozeny nebo ve kterém rostaiege definované druhy mikroorganismKultury
se vpravuji do tepetn oSeteného mléka, zbaveného co r&fho mnozstvi
nezadoucich mikroorganism a za pisluSnych podminek (zejména teplotacas)
dochazi k inkubaci a miéému kvaseni. Kultury iZeme dlit podle &Eelu (jogurtove,
smetanové, kefirové, acidofilni), a podle druha kmeri mikroorganisni
(jednodruhové, vicedruhové, ssmé). Déale také podle toho, zda sel@vaji gimo do
mléka na vyrobu, nebo se znich fexb gipravuje zakys (matay, ¢i rovnou
provozni). Mohou byt bil aktivované, nebo se musi niéje aktivovat. Cisté
mlékaské kultury vyrabji specializované firmy, které je distribuuji ke rlamvym

uzivateim (mlékarenské zavody, farmy). Distribuuji se obeykv uzawenych
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lahvickach, jako tekutégasto také zmrazenéi lyofilizované (Teply et al., 1968;
Gorner, Valik, 2004; Tamime, 2006).

Prace <istymi kulturami vyZaduje ffisné dodrzovani vSech zasad. | malé odchylky
a chyby mohou vést k velkym problém u finalniho vyrobku. Jeréba dodrzovat
vSechny technologické postupy a normy. Saifmjozosti je cistota a desinfekce
pracovniho progedi, ponticek a nastra@j. Dilezity je i vykér mléka, jeho chemické a
mikrobialni sloZeni, a jeho Upravyqa viastni vyrobou. Mat@é a provozni kultury se
musi disledré hlidat, a pi odchylkach v jakosti nahradit novymi (Teply et, 968,
Tamime, 2006).

Velkym problémem mohou byt i bakteriofagy. Jde oy\napadajici bakterie, coz
vede v pipadt kysanych mlénych vyrobki k riznym odchylkam jakosti, pomalému
kvaseni zakys ¢i k jejich znehodnoceni, nebo znehodnoceni fin&lviyrobku (Marco
et al., 2012).

Hlavni funkci¢istych mlékaskych kultur je fermentace mléka, ktera vede kh&or
kyseliny ml&né a malého mnozstvi dalSich produkbochazi tak k posunu pH do
kyselejSi oblasti. Tvorba kyseliny niléé vede v poziSi fazi ke znéné¢ konzistence
mléka. RedevSim se to tyk&d koagulace kaseinu. U tvardbchazi vlivem kyseliny
mlé&né k posunu pH az na hodnotu izoelektrického bquid 4,7) a kasein tid
viditelnou srazeninu. i vyrob¢ kysanych mlénych vyrobki kyselost nedosahne
izoelektrického bodu a ani nedochazi kiz&h, tim padem se kasein vidit€lnesrazi.
SradZzeni se projevi pouze jeho nabobtnanim a tinmoustnutim mléka, zémou
viskozity a struktury a senzorickymi Zmami. Kyselé proseédi ma také podstatny
antibakterialni vyznam. Ten maji tizné ochranné latky, které bakterie &miého
kvaSeni produkuji a upravuji tim mikrofloru vyrobkpiedevsim zabrauji rozvoiji
nezadoucich mikroorganismJednou z nejvyznamg$ich ochrannych latek je nisin.
DalSi schopnosti mikroorganisntistych mlékaskych kultur je tvorba vyZivhych a
lécivych faktori. Za zminku stoji nagklad tvorba vitamif skupiny B v kefiru
kvasinkamici premena bilkovin mléka na jednodussi, stravitghn formy (Knéz et al.,
1960; Tamime, 2006).

3.4.1 Kefirova kultura
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Kefirova kultura oproti $t3in¢ ostatnich kultur obsahuje kr@rbakterii i kvasinky.
Kromé unkle piipravenychcistych zakya se mikroorganismy kefirové kultury mohou
prirozere vyskytovat ve form takzvanych kefirovych zrn. Mikrofléra kefirovycinzje
znané raznoroda. Bakterie i kvasinky v nich rostou ve ve@je symbioze. Pro
primyslovou vyrobu se vzhledem k variabilnimu sloZéasto vyuZivaji jednotlivé
mikroorganismy odéené, ziskané z kefirovych zrn nebo i jinych zdroPresré
definované slozeni vytw¥enych kultur ma vyznam pro delSi trvanlivost kiefiiKnéz et
al., 1960, Tamime, 2006).

K zakladnim bakteriim v kefirové kufi pati Lactococcuslactis subsp.Lactis
Lactococcuslactis subsp.Cremoris Lactobacillus delbrueckij Lactobacillus casej
Lactobacilluskefir a Lactobacillus brevis (Kréz et al., 1960; Goérner, Valik, 2004).
K typickym bakteriim kefiru péit také rod_euconosto¢Vyhlaskac¢. 397/2016 Sb.)

Lactoccocudactis subsplactis tvoii buiky o velikosti 0,6 — 1 um, n&stji byva
v parech, mze byt i vietizcich. Jde o fakultati¢nanaerobni, grampozitivni kok. Je
schopen $pit glukozu, laktozu, maltdézu, v malé ifmii sachardzu.iP20 az 30 °C tvi
pievazrie pravot@ivou formu kyseliny mléné a pouze minimum vedlejSich prodiukt
Optimalni teplota protst je 30 °C, roste vSak iipl0 °C, maximals pii 40 °C. pH
optimum pro @st je kolem 6,5 aZz 7. Na agarovycidpach tvagi malé, kulaté az ovélné
kolonie s ®lavou az Sedou barvou. Na syrovatkovém agatingkou mod a
autolyzatem tvii dolre viditelné modré kolonie. &které kmenylLactococcuslactis
subsp. lactis produkuji potravingsky vyznamnou (zejména v mlékarenstvi),
antibioticky &innou latku, nisin (Teply et al., 1968, Gérner, ak004).

Lactococcuslactis subsp.cremoris je také fakultativt anaerobni, grampozitivni
kok. M& podobné vlastnosti jakbactoccocuslactis subsp.lactis, vietizcich se
vyskytuje ¢astji (Gorner, Valik, 2004). Rst na agarovychgaach je podobny jako u
piedeSlého laktokoka (Teply et al., 1968, GornerjR/&004).

Lactobacillus je rod anaerobnichii aerotolerantnich, gramnegativnich¢ihek.
Cleni se doitech zakladnich skupin, podle toho, které subspégyazmi fermentuiji. |.
skupina fermentuje té&mn vyhrad® hexdézy na kyselinu mbdou, jde o
homofermentativni bakterie. PasemLactobacillusdelbrueckiia jeho poddruhy, dale
nag. Lactobacillus acidophilus L. helveticus L. salivarius Jsou mikroaerofilni,
optimalni teplotaistu je 30 az 45 °C, rozmezi 15 az 45 °C. Optimghhimaji 5,5 az

6,2. Il. skupina laktobadil je fakultativié heterofermentativni, fermentuji vy
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hexo6zy na kyselinu mé@ou, @i nedostatku glukozy i na kyselinu octovou, mraifem
ethanol, mohou fermentovat i pentézy. iPae Lactobacilluscaseia jeho poddruhy
(subsp.casej rhamnosustolerang, dale nap Lactobacillusplantarum Lactobacillus
sake Optimalni teplotu maji 28 az 32 °C, rozmezi 151&82C. Il. skupina je obligatn
heterofermentativni, fermentuji hexdzy na kyselmié¢nou, octovou, oxid uhlity a

ethanol. Fermentuji také pentdzy na kyselinu¢émdé& a octovou. Do této skupiny fat
nag. Lactobacillusbrevis L. fermentumL. kefir ¢i L. buchneri(Goérner, Valik, 2004).

Na agarovych jdach tvdgi laktobacily nepikhledné, bezbarveé, vyduté, lesklé
kolonie s pravidelnym okrajem, ofgnéru 2 az 5 mm. Jsou n&mé na éstové faktory,
krom¢ fermentovatelnych sachafid poZzaduji jako zdroj uhliku a energie i
aminokyseliny, nukleotidy a vitaminy skupiny B. NZnych kultiv&nich médiich
nevytvaeji zadny charakteristicky pach (Gérner, Valik, 200

Leuconostoc je rod grampozitivnich, heterofermentativnich, ulsktivne
anaerobnich kak VSechny druhy fermentuji glukézuiiHermentaci tvéi kyselinu
mlécnou, oxid uhkity a ethanol, skteré kmeny produkuji misto ethanolu kyselinu
octovou. Rist na kultivégnich médiich je posrné pomaly, optimalni teplotaistu je
kolem 20 az 30 °C (Gorner, Valik, 2004). Pro kéditypicky napiklad Leuconostoc
mesenteroidessubsp. mesenteroidesL. mesenteroidessubsp. dextranicum ¢i L.
mesenteroidesubspcremoris(Batt, Tortorello, 2014).

K dalSim bakteriim, které mohou byt sasti kefirové kultury, pét nagiklad
Acetobacter Gluconobacter (izolovan z belgického a brazilského kefiru), nebo
Streptococcushermophilus(Bulharsko, Italie, Turecko). Pamné obsahly, co se rdad
tyce, jecinsky tibetsky kefir, krothlavnich druly kefirovych bakterii mize obsahovat
I Pseudomonasspp., Shewanella spp., Streptococcusspp., Acinetobacter spp.,
Pelomonaspp.,Dysgomonaspp.,Weisellaspp. (Prado et al., 2015).

Druhou podstatnou sloZzkou kefirové kultury jsou sim@ty. Jsou to fakultativh
anaerobni mikroorganismy, které dokaZou ak i za anaerobnich podminek s vy3Si
intenzitou fermentace. Mezi zakladni kvasinkové naikganismy v kefiru péit
Kluyveromyces fragilis a Candida kefir (Toluropsis kefir). Jejich hlavnimi
metabolickymi produkty v kefiru jsou oxid ukily a ethanol, maji také vyznam pro
senzoriku (Gorner, Valik, 2004). K dalsim vyznamnymasinkam v kefiru péit
Saccharomyceserevisiae S. unisporusKluyveromycesnarxianus ¢i Kluyveromyces

lactis (Gao, Li, 2016). \€inském tibetskem kefiru akterych dalSich, izeme nalézt
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také rodKazachstaniaii Pichia (Prado et al., 2015). Zastoupeni kvasinek v kdfirec
kefirovych zrnech gistych mlékaskych kulturach, stefnjako zastoupeni bakterii, je

znane variabilni, izné zem pouzivaji jinaasto typicka slozeni (Gao, Li, 2016).

3.4.1.1 Kefirova zrna

Kefirova zrna jsou unikatnim ekosystémemiéreym bakteriemi a kvasinkami ve
vzajemné symbioze. Obsahuji i vice jak pade&atych rodi téchto mikroorganisrin
Souwasti mikroflory mohou byt i &které viaknité mikromycety, ty uz jsou ale vice
vazané na oblastigodu kefiru (Pogéc¢ et al., 2013).

Pavod kefirovych zrn a jejich tvorba neni stéle zgei# objasgn. Vysledky studie
Wang et al. (2012) naztgji, Ze zakladem jejich tvorby jsou bakterie a lnkg se
silnou autoagregai schopnosti L@actobacillus kefiranofaciensa Saccharomyces
turicensig v kombinaci se schopnostékierych bakterii tvit biofilm (Lactobacillus
kefiri), coZz nasledh umoziuje navazani dalSich bakterii.éleré bakterie se u
kefirovych zrn zdrzuji spiSe na povrchu, jiné ckeasticky agreguji sérem k centru
zrna.

Krom¢ fady mikroorganisr jsou kefirova zrna twena i organickou, houbovitou
vlaknitou matrici, kterd se postupformuje aktivitou mikroorganistn Tato hmota je
tvofena, polysacharidy, proteingasticemi bakterii a mnoha stale nedefinovanymi
slozkami. Asi 25 % suSiny zrn je ttemo ve vod rozpustnym polysacharidem
kefiranem (Pogé&c¢ et al., 2013).

3.4.2 Jogurtova kultura

Jogurtova kultura, jinak také termofilni jogurtokéltura, obsahuje sés bakterii
Streptococcussalivarius subsp. thermophilus a Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus Jde o termofilni bakterie rostouci ve vzajemnéntspze, s optimalni
teplotou fistu kolem 40 az 43 °C (Gorner, Valik, 2004).

Lactobacillusdelbrueckii subsp.bulgaricus pati do I. skupiny laktobaail, jde o
homofermentativni bakterii mi@éého kvaseni (Gorner, Valik, 2004). Ma tvatitky o
délce 4 az 10 um aise 0,5 az 15, um. Je grampozitivni, fakultativamaerobni,
nesporulujici. P&t mezi termofilni jogurtové bakterie, s optimalaplotou fistu kolem
40 °C, roste obvykle v rozmezi teplot 22 az 52,5r%Rdy az f#i 60 °C. Ma schopnost
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fermentovat laktozu, glukézu a galakt6zu. Tentorookganismus takéasté&ne Sgpi
kasein za uvokni aminokyselin, coz ma vyznam prast Streptococcussalivarius
subspthermophilugTeply et al., 1968; Gorner, Valik, 2004).

Streptococcussalivarius subsp. thermophilus je grampozitivni, fakultativ®
anaerobni, nesporulujici kok. Tiwdyselinu ml€nou fermentaci laktdzy, ma schopnost
i Stépit kasein. Optimalni teplotaistu je 37 az 45 °C, roste v rozmezi teplot 20 az 50
°C. Velikost koki je 0,7 az 0,9 um.iPteplo nizsi, nez optimalni se vyskytuje spise
v parech ¢i  kratkych ftetizcich, jinak i v delSichietizkovitych Utvarech. Na
syrovatkovém agaru @dnskou modi a kvasninym autolyzatem roste ve fo¥m
drobnych, syt modrych kolonii. Je vysoce citlivy na antibiotik@iné inhibicni latky,
¢ehoz lIze vyuzit $ stanoveni inhikinich latek v mléce (Teply et al., 1968; Gorner,
Valik, 2004).

3.4.3 Smetanova kultura

Smetanova dasto ozné&ovana také jako mezofilni) kultura je tema zejména
bakteriemiLactococcudactis subsplactis alLactococcudactis subspcremoris Byvaji
také zastoupeny ékteré aromatvorné bakterie, a loeuconostocdextranicum a
Leuconostoanesenteroide§Teply et al., 1968). Aromatvorné bakterie jsozngmné
zejména pro produkci diacetylu. Ten jegghto kulturach skdy produkovan i bakterii
Lactococcuslactis subsp.lactis biovar diacetylactis ta vSak produkuje také vysoké
mnoZzstvi oxidu uhtitého, a proto je jako producent diacetylu méwmhodna
(Gorner, Valik, 2004). Poén kyselinotvornych a aromatvornych bakterii byl royt
9:1 az 8 : 2 (Teply et al., 1968). Laktokoky ukenostoky jsou blize popsany

v podkapitole kefirova kultura.

3.4.4 Acidofilni kultura

Acidofilni kultura je tvdena bakteriLactobacillusacidophilus Jde o fakultativé
anaerobni, grampozitivni dinku. Optimalni teplota proast je 37 °C, Spatnroste i
teplotach nizSich nez 20 °C a vy3Sich nez 48 °GteB@ je odolna &¢i kyselému

prostedi. Rstovani této kultury je jednoduché, diky vitalnoktheni pouZzivanych
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v mlékarenském pmyslu a diky velkému rozmezi teploty peitné késtu. Doba
kultivace byva kolem 8 az 16 hodin (Teply et a968).

3.4.5 Probioticka kultura

Probiotickou kulturou Ize obohatit roztié kysané migé vyrobky. Jde o bakterie,
které maji prokazatetnpozitivni vyznam pro lidské zazivani a dokazi sea¥ivacim
traktu usadit. Oproti &tSin¢ ostatnich bakterii mé@ého kvaSeni maji lepSi schopnost
snaset vysoké koncentrace kyseliny chlorovodiko&ludku, snaSeji lépe Zlua
snesou i jiné obranné mechanismy, diky tomu seomndilrod nich do $éva dostanou
Zivé. Pozitivni vyznam pak spiva zejména v pottmvani ¢innosti patogennich a
hnilobnych mikroorganisfh ¢emuz napomaha zejména produkce kyseliny¢ndéa
bakteriocirii. Mezi probiotické bakterie patbakterie mléného kvaSenLactobacillus
acidophilus a rekteré bifidobakterie Bifidobacterium bifidum B. longum a B.
adolescentis Pro kultury &chto bakterii je nejlepSi kombinace obou diryklikoz maji
mezi sebou symbioticky vztah, a |épe tak v nictawsV mléce rostou oproti jinym
bakteriim mléného kvaSeni pomalu. Oba druhy sérgzers vyskytuji v lidském
zazivacim traktu, jejich optimalni teplota je te8ly °C. Jako probiotické se ozwgi
také rekteré kmeny Lactobacillus casej L. reuteri L. rhamnosus L. lactis a
Enterococcugaecium(Gorner, Valik, 2004).

Samozejm¢ je i mozné obohacovat ndlgée vyrobky pouze jednim rodem
probiotickych bakterii. Ve studii Lacmanova et(@010) byl kefir obohacen bakteriemi
Lactobacillus acidophilus L. gasseria L. plantarum VSechny kmeny laktobadil
preZily po celou dobu skladovani (28 dni, 4-6 °C)ostdténém mnoZstvi (10
KTJ/ml). Fidané probiotické bakterie pouze n@rmegativie ovlivnily cinnost
kvasinek, a jen velmi malo ovlivnily senzorické stiaosti kefiru.

DuleZita jsou i tzv. prebiotika. Jde o pttovéka nestravitelné latky, ipdevsim
raizné polysacharidy, oligosacharidy, ale i peptidyikdviny a lipidy, které maji

pozitivni vliv na fist a aktivitu probiotickych bakterii vefrevech (Gorner, Valik, 2004).

18



3.5 Legislativa

Obsah a druh mikroorganisima dalSi poZzadavky na kysané amé vyrobky jsou
upresrény ve vyhlasce. 397/2016 Sb.,ifloze¢. 1.

3.5.1 Mikrobiologické pozadavky

U acidofilniho mléka je hlavnim pouzitym mikroorgsmem Lactobacillus
acidophilusa dalSi mezofilni, fipadré termofilni kultury bakterii mléného kvaSeni.
MIécna mikrofléra vyrobku v 1 g musi byt minimé&lad® Lactobacillusacidophilus

U jogurth jsou pouzitymi mikroorganismy protosymbioticka éanStreptococcus
salivarius subsp. thermophilus a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
v mnozstvi 10 v 1 g vyrobku a fipadré dalsi kmeny vytvijici kyselinu mlénou a
pomahajici dotuvidt specifickou chtovou nebo texturovou charakteristiku vyrobkii, p
zachovani optiméalniho pafru obou zakladnich kmérjogurtové kultury.

U kysanych¢i zakysanych mkénych vyrobki dale neuvedenych, napkysaného
mléka, smetanového zakysu, zakysaného podmaslysaia smetanyi kysanych
mlénych npa}, jsou pouzitymi mikroorganismy monokultury neboésmé kultury
bakterii mléného kvaseni v minimalnim mnoZstvi’10

U kefiru je zdrojem mikroorganisinzakys pipraveny z kefirovych zrn nebo
kefirové kultury, jehoZz mikrofléra se sklada z kvek zkvaSujicich laktozu
Kluyveromyces marxianus i nezkvaSujicich lakt6zuSaccharomycesunisporus
Saccharomycescerevisiag Saccharomycesexignus a dale bakteriiLeuconostoc
Lactococcusa Aerobacter rostoucich ve vzajemném spidastvi. Ml€na mikrofléra
vyrobku v 1 g musi byt min. #®akterii ml&ného kvaseni a f&vasinek.

U kefirového mléka je zdrojem mikroorganismzakys, skladajici se
z kvasinkovych kultur roduKluyveromyces Torulopsis nebo Candida valida a
mezofilnich a termofilnich kultur bakterii ndléého kvaSeni v symbioze. Mg
mikrofléra vyrobku v 1 g musi byt min. 1®akterii miéného kvaseni a f&vasinek.

U kysanych mlénych vyrobki s bifidokulturou jsou pouZzitymi mikroorganismy

Bifidobacteriumsubsp. v kombinaci s mezofilnimi a termofilnimkteiemi ml€ného
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kvaseni. Mléna mikrofléra vyrobku v 1 g musi byt min. ®lbifidobakterii(Vyhlaskag.
397/2016 Sb.,ilohac. 1).

3.5.2 Ostatni poZzadavky

K ostatnim pozadawin, uvedenym ve vyhlasce, pabbsah tuku a tukuprosté
susiny u gkterych typi kysanych mlénych vyrobk (viz Tab.¢. 1).
Tab.¢. 1 — Dalsi legislativni poZadavky na kysanédmévyrobky

Obsah suSiny tukuprosté (v %

Druh vyrobku Obsah tuku (v % hmot.) o
hmot. nejméns)
Kysana smetana Nejm&d0,0 -
Kysané mléko &etns
. ) Nejmérg 0,5 8,0
jogurtového
Podmasli Nejmére 1,5 7,0
Jogurt bily smetanovy Nejmérg 10,0 -
Jogurt bily Nejmére 3,0 8,2

(Vyhlaskag. 397/2016 Sb.,ilohas. 4)
3.6 Druhy a charakteristika kysanych ml&nych vyrobki

3.6.1 Kysané ml&né vyrobky se symbidzou bakterii a kvasinek

3.6.1.1 Kefir

Hlavni ulohou bakterii v kefiru je fermentace tait na kyselinu mi&nou,
kvasinky tvdi az oxid uhlity a ethanol. B vysSSi teplot, kterd je optimalni pro
bakterie, ale nikoliv pro kvasinky, probiha Iépeagalace a kvaSeni. Obvykle se pro
fermentaci vyuzivd kompromis, tedy teplota mezia¥820 °C. Doba zrani byva jeden
az dva dny. Laktoza je ve finalnim vyrobku zfernosdina z 20 az 25 %, jednodenni
kefir dosahuje titréni kyselosti 36 az 44 (Gorner, Valik, 2004). Pdh8inach zrani se
kyselost dostava na 45 az 55 °SH.dISim zrani se kyselost jedtice zvySuje, a kefir
se stava vyrazii Sumivym (Knéz et al., 1960).

Symbidéza bakterii a kvasinek je dana zejména prodlkyseliny miéné

bakteriemi, ¢cimz se vytvéi idealni prostdi pro kvasinky. Ty zase produkuji pro
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bakterie vitaminy skupiny B. V pbéhu kvaSeni se zastoupeni jednotlivych
mikroorganisnd meéni. Ve finalnim vyrobku byva kolem 80 % laktokgklO az 15 %
kvasinek a 5 az 10 % laktobaci{Tamime, 2006). MnoZstvi vitamina to, zda dojde

k jejich snizenici zvySeni, do znmé miry zavisi na zdroji zakysa kefirovych zrn.
Razné studie se v tomto zfr& liSi ¢i si dokonce odporuji (Farnworth, 2005).

Na senzorickou jakost vyrobku ma velky vliv kysaliml&na, dale také kyselina
octova, alkohol a aldehydy, aleifeba mraveéi ¢i propionova kyselina. Ethanolu je
v naSich kefirech obvykle velmi malé mnozstvi. €he ml&na, lehce kvasnicova.
Textura vyrobku je ve forghuniformni tekuté srazeninyfipdelSim stani se odtlje
syrovatka. Vyrobek je lehce perlivy, coz jeagpbeno oxidem uhiitym Bublinky
plynu jsou v kefiru viditeIné. Dochazi idast&né degradaci tuk vice spiSe bilkovin,
coz ma také vliv na finalni vyrobek (Tamime, 2006).

Dostupnost kefir v CR neni oproti jingm kysanym mi@ym vyrobkim pilis
velka, ve ¥tSiné piipadi v obchodech igvazuji spiSe kefirovAd mléka. Kefir Ize
negastji najit v miznych farméskych prodejnach potravin, ¥inych prodejnach spise

Kefirova zrna mohou nalézt i jina uplam. Kupikladu je lze vyuZzit pouze
k produkci kefiranu ze syrovétky, protoZe jsou guoieov tomto progedi ist. Kvasinky
kefiru imobilizované na celul6ze také dokazi fertogat glukézu na ethanol

v produkéné vyznamném mnozstvi (Farnworth, 2005).

3.6.1.2 Kefirova mléka

Kefirova mléka jsou u nasasgjSim vyrobkem nez kefir, daji sesdn¢ koupit
v supermarketech. Na rozdil od kefiru neobsahujaradl. Kvasinky se ip vyrobé
piidavaji v mensim mnozstvi, vysledny vyrobek jetdwd jemnsjSi, a ma o &co merk
hustou konzistenci nez kef{tasto se kefirové mléko i ochucuje (janhodové, rikeoué,

vanilkové) a dobarvuje (www.zdravapotravina.cz).

3.6.1.3 Kumys

Kumys je kysany mkny napoj, oblibeny a roaghny uz 7. stoleti u mongolskych

kmeni. Dnes je také ddb znam a je roz&in i v zemich jako Kazachstan, Azerbajdzan,
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Turecko nebdina. Tradiné se zde vyrébi z kobyliho mléka. V Eviop Severni
Americe se k vyrobpouziva odténéné kravské mléko (Tamime, 2006).

Mikrofloru téchto vyrobki tvori bakterie mléného kvaSeni jako jsou nap
laktobacily, laktokoky. Z kvasinek jak kvasinky taku fermentujici Kluyveromyces
Candidakefir), tak i laktézu nefermentujic6accharomycg@gHylmar, 1986; Montanari
et al., 1996).

Kumys se oproti kefiru vyzrtaje vysSSi koncentraci alkoholu &t$i vyzivovou
hodnotou (Hylmar, 1986).

3.6.1.4 Ostatni vyrobky se symbiozou bakterii a kvasinek

Mezi dalSi, mé& znamé druhy kysanych ndlgych vyrobki se symbi6ézou kvasinek
a bakterii pat nagiklad mizna acidofilni kvasgna miéka (typickd pro Rusko a
Polsko), specifické vyrobky s bakteriemi i kvasinkgpodobné jogurtu (Francie), nebo
slovenska Zitice, vyralkna z kysané a zkvaSené syrovatky &ilbe mléka (Hylmar,
1986).

3.6.2 Kysané ml&né vyrobky s jogurtovou kulturou

3.6.2.1 Jogurt

Jogurt a jehotzné varianty pdt mezi nejroz§ensjSi kysané mléné vyrobky
jak u nas, tak i v zahratii Existuji dva zakladni technologické postupy \bygogurt,

a to klasicky se zranimiijmo v obalu, a tankovy #gob se zranim v tancich po delSi
dobu @i nizSich teplotach. Jogurty s klasickym uspbem zrani dosahuji tuzsi
konzistence a vySSi kyselosti, jogurty vyrobenékdéamou metodou jsou méntuhé

s nizsi kyselosti (Hylmar, 1986).

Na jogurtovém aroma se nejvice podili acetaldelkyery je tvden bakterii
Lactobacillusdelbrueckii subsp.bulgaricus Jeho tvorba z@na @i hodnot pH 5,0 a
stabilizuje se P hodnot 4,0. BBEhem kvaseniip 43 °C je za 3 hodiny ve vysledném
produktu 20 az 40 mg acetaldehydu na litr (Gorwatik, 2004).

Na ¢eském trhu existujéada druli jogurti. Mezi ty nefasgjSi pati jogurty

ochucené a jogurt bily (s obsahem tuku nepi®fo), smetanovy (obsah tuku nejraén
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10 %) a dale jogurty odtméné ¢i jogurty s bifidokulturou a acidofilni jogurty
(VyhlaSka¢. 397/2016 Sb.,johac. 4).

3.6.2.2 Ostatni vyrobky s jogurtovou kulturou

Castym a¢im dal vice oblibenym vyrobkem jsou u nas také juyé napoje.
Vyznaiuji seridSi konzistenci a byvaji obvykle ochucené.
Novinkou na nasem trhu je skyr vysily pod znakou Kapucin. Jde o kysany
mlény vyrobek jogurtového typu, ipodem zlIslandu. Vyziaje se hustou
konzistenci, minimalnim obsahem tuku a vysokym besa bilkovin (www.skyr-

kapucin.cz)

3.6.3 Kysané ml&né vyrobky s vyuZitim mezofilnich kultur

Kysana mléka jsou vyréha kvaSenim pasterovaného mlékstou smetanovou
kulturou. Na trhu se obvykle prodava pod ammm kySka. (Kz et al., 1960,
Vyhlaska¢. 397/2016 Sb.).

DalSim kysanym vyrobkem s vyuzitim mezofilnich kulje zakysané podmasli.
Podmasli je produkt ziskavanyi stloukani masla, kysan& Slehané podmasli se
vyrébi jeho zakvaSenim a smichanim s mlékeméZKet al., 1960; Gorner, Valik,
2004).

Vyznamnymi vyrobky jsou také kysané smetany a zZghySsmetanovy zakys.
Zahusény smetanovy zakys obsahuje obvykle 4 az 6 % tuk8 % tukuprosté susiny,
vyrabi se z mléka jeho zah&sim a zakvaSenim. Kysana smetana si@ravuje
kvasenim smetany, n&jgji je na trhu k dostani o obsahu tuku v rozmezaz28 %,
meére casto miva i vysSi tinost, a to az 40 % (Gorner, Valik, 2004;

WWW.potravinynapranyri.cz).

3.6.4 Acidofilni mléka

Acidofilni mléka se vyrafji kvaSenim acidofilni kulturou v kombinaci s kuibu
mezofilni, ktera tvti vyrazrée vétSi podil. Samotné acidofilni kultura bytmmbovala
piiliS vysokou kyselost vyrobku. Tittai kyselost acidofilnino mléka byda byt 35 az
50 °SH (Hylmar, 1986).
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3.7 Vady kysanych ml&nych vyrobki

Vady kysanych miénych vyrobkKi mohou mit fvod ve vstupni surovin
kontaminovanéisté mlékaské kultie, v nespravném technologickém postupu, ale i ve
skladovani¢i expedici. Organoleptické vady kysanych #mgch vyrobki obecr

délime na vady vzhledu, chuti @n¢ a vady reologickych vlastnosti. (Hylmar, 1986).

3.7.1 Vady zpisobené mikroorganismy

Mikrobialni priciny vad kysanych migéych vyrobki jsou nefasgjSi. Ke
kontaminaci niZze dojit v kterékoliwasti vyroby od ziskdvani mléka az po jeho baleni.
Vady mohou byt z@isobené icistymi mlékaskymi kulturami pi nedodrzovani
stanovenych podminek. Kontaminace se ani nemugvitrgii vyrob¢, vady se mohou
projevit az pi skladovani. Dle intenzity kontaminaéezavaznosti technologické chyby
dochéazi k vadam zakysanych &rgch vyrobki aZz k jejich zkazeni. Zakladem veSkeré
prace jecistota a pravidelné kontroly jak na patogenni nokganismy, tak na celkovy
pocet mikroorganism a rekteré specifické mikrobialni skupiny, jako jsou ikmimni a
termofilni bakterie. Velky vyznam ma i pasteraceékal ged zpracovanim a
zaatkovanim. Oilezita je i kontrola kyselosti obvykle v SH stugmidMiéko na kysané
mléné vyrobky by nerdo mit titraini kyselost vysSi nez 9 °SH (Teply et al., 1968;
Gorner, Valik, 2004).

Skupiny mikroorganistin, zpisobujicich kaZzeni a vady mléka i kysanychdmyjeh
vyrobki 1ze rozélit na psychrotrofni mikroorganismyPéeudomonasAerococcul
koliformni bakterie {eled’ Enterobacteriacede sporulujici mikroorganismyB@cillus
Clostridium), kvasinky a pliséh a pipadre i samotné bakterie migého kvaseni
(Ledenbach, Marshall, 2010).

3.7.1.1 Kefir

Kefir je typicky svou chuti, ale byw&asto i s @#iznymi grichugmi. Fili§ kvasnéna
chw mize byt zfisobena femnozenim kvasinek. N&gmna chti a viné muze

vznikat pisobenim kontaminujicich mikroorgani8m P ptilis vysoké teplat
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skladovani se mohou pomnozit bakterie maselnéhdekia pokud jimi bylo mléko
kontaminovano. Koliformni bakterie, bakterie odtbwe kvaSeni, Acetobacter ¢i
kiisové kvasinky mohou #gobit n€istou a neist¢ kyselou chd kefiru (Teply et al.,
1968; Tamime, 2006).

Dalsi vadou kefiru iive byt iliS vysokad kyselost, Zsobend fliSnym
pomnozZzenim bakterii miéého kvasSeni na Ukor kvasinek pastu za vysSich teplot.
Naopak pi nizkych teplotach se mohougmnozit kvasinky, coz kroénjiz uvedené
kvasntné gichug vede i k nizké kyselosti a vysoké Sumivosti vynebPPomalé
prokysavani kefiru a Spatné srazenizem byt zgisobeno i viry napadajicimi bakterie,
takzvanymi bakteriofagy. Existuje i tzv. iduni kefiru, zjgsobené bakteriBacillus
polymyxa. Horkost kefiru niize byt zgisobena plisniGeotrichum candidumnebo

raznymi atypickymi kvasinkami. (Teply et al., 196&nime, 2006).

3.7.1.2 Jogurty

Oproti tekugjSim kysanym mlégnym vyrobkim jsou vady vzhledu u jogurtu
patrrgjSi. i nevhodném dlouhodobém skladovaniza u jogurtu vzniknout fksovy
poviak tehdy, pokud je jogurt kontaminovan kvasmkaplisremi ¢i mikrokoky.
Koliformni bakterieci kvasinky kontaminujici jogurt mohou @gobit tvorbu plynovych
bublinek. Vady chuti atné¢ mohou byt zpsobeny nafiklad nedostatenym kvaSenim
(prevaha streptokal, nizkou teplotou zrani, kratkou dobou zramiptilis nizkou
suSinou. V takovychto ifpadech je vysledny jogurt malo kysely s prazdnbwtic
Opakem je filiS kysela chd, zpisobena fliS dlouhou dobou zrani, vysokymi
teplotami i zrani, skladovani, a podohirKontaminace joguiitnebo mléka na vyrobu
se nmize projevit néistou chuti, kvasnicovoutfchuti, hakosti. Haka chu’ se mize
vyskytnou i u dlouho skladovanych vyrabk pasobenim proteolytickych
mikroorganismd. Zlukla pichw vznik4 rozkladem tuk pokud bylo miéko
kontaminovano mikroorganismy a nedostatetepelré oSeteno. Ridka konzistence
jogurtu mize mit krond¢ technologickych fi¢in pavod i ve Spatné jakosti kultur.
KaSovitd konzistence e byt zgsobena mikroorganismy produkujicimi slizy
(Hylmar, 1986; Gorner, Valik, 2004).

3.7.1.3 Ostatni kysané mkné vyrobky
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K zékladnim vadam vyrolik s mezofilni kulturou p#t piekvaSeni, které je
zpisobeno vySsii delSi aktivitou pouzitych kultur ip nedodrzeni technologickych
podminek. Tvorba plynu ve fobublinek byva zfisobena kvasinkami, koliformnimi
mikroorganismy, nebo i nevhodnou smetanovou kulturoniz gevladalLactococcus
lactis subsplactis biovar diacetylactis ktery intenzivi tvori oxid uhliity. Mezi vady
chug pati haka chw, zpisobend proteolytickymi bakteriemi, kvasinkovéchw’,
nesista kysela chiy zpisobena octovym kvasenim apd@thstym givodcem vad byva
také kontaminace bakterdacillus cereus U acidofilniho mléka mohou byt podobné
vady, nefastjSi byva ffekvaseni zfisobené acidofilni kulturou (Hylmar, 1986; Gorner,

Valik, 2004).

3.7.2 Vady zpisobené bakteriofagy

Bakteriofagy jsou viry, které napadaji bakterie.nkoninacetistych mlékaskych
kultur vede zejména k pomalému prokysavani mlékaekaze nevhodnych bakterii a
ke kazeni. Mezi nejprozkoumgai bakteriofagy, problémové v mlékarenském
pramyslu, paii ty, které napadaji laktokoky. Prevenci jdéiskedné dodrzovani
hygienickych zasad, kontroljistych mlékaskych kultur a ésledna opdeni @i jejich
kontaminaci. Detekce bakteriofiage @li na gimé a nefimé metody. Hma detekce je
zaloZena na fikazu c¢astic viru nebo DNACI proteini. Nepimy prikaz vyuZziva
stanoveni aktivity mlékaké kultury, obvykle se prokazuje pokles produkgsekn
oproti kontrolnimu vzorku. MoZnosti je takéétani znén vodivosti v mléku, nebo

prikaz bakterii pozinénych bakteriofagy pitokovou cytometrii (Marco et al., 2012).

3.7.3 Vady technologicke

Technologické vady plynou hlagrz nedodrzeni spravné teploty, doby kultivace
nevhodné skladby mléka asto byvaji Gzce provazanycisnosti bakterii (Hylmar,
1986; Gorner, Valik, 2004).

3.8 Patogenni mikroorganismy

Zdrojem patogennich mikroorganidmv kysanych miénych vyrobcich je

kontaminované mlékei kontaminace P vyrobé a manipulaci. Bzr¢ se ale patogenni
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mikroorganismy do finalniho vyrobku nedostanou,t@ie nepeziji teploty pasterace,
nebo jsou eliminovanyinnosti bakterii mléného kvaSeni (fermentace laktézy na
kyselinu ml€nou s naslednym sniZzovanim kyselosti, produkce dakdini) jak
uvadtji Fernandez et al. (2015). U kefiru ma kkojmého antimikrobialni &inek i
polysacharid kefiran (John, Deeseenthum, 2015).tdstp se &kdy patogenni
mikroorganismy nebo jejich produkty do finalnihaeljku dostanoudi preziji a mohou
zpasobit onemocEni nebo otravu konzumenta. Hlavni faktory omulijici vznik
onemockni jsou typ mikroorganismu (rod, druh, kmen apo@ghp odolnost, p@ateni
mnozstvi v kontaminovaném mléce, tepelna Uprav&amlgouzité kultury a podminky
fermentace a skladovani (Fernandez et al., 2015).

Z grampozitivnich bakterii jde fpdevSim o rodyStaphylococcusa Listeria, a
sporulujici Clostridium (C. tertium, C. perfringens C. botulinun) a Bacillus cereus
Z gram negativnich pakscherichiacoli a Salmonella Ostatni gram pozitivni bakterie,
jako nap. Pseudomonasieruginosa Klebsiella pneumoniaeci Proteus jsou spiSe
indikatory Spatné hygieny, mohou se podilet na kiazee zdravotniho hlediska jde o

oportunni patogenni mikroorganismy (Fernandez.epalls).

3.8.1 Salmonellaspp.

Salmonellaje rod gramnegativnich, fakultativthanaerobnich tjmek zceledi
Enterobacteriaceae/étSinou jsou pohyblivé (Gorner, Valik, 2004).

Zakladni ¢lenéni salmonel je na 2 druhy a ®almonella enterica Salmonella
bongori Salmonella entericase dalecleni na 6 podskupin, a ty dale na jednotlivé
sérotypy. Vice neZz polovina sérofyppati do podskupiny enterica. iinou
salmoneldzy je zejmén&almonella entericasubsp. enterica sérotyp Enteritidisa
Salmonella entericaubspentericasérotyp TyphimuriungBrenner et al., 2000)

Primarnim hostitelem salmonel nejvice vyznamnygiotwavindstvi, tedy salmonel
zpasobujicich alimentarni intoxikace, jsou iata, gesrgji jejich zazivaci trakt. Tyto
salmonely zpsobuji gastroenteritidy. Onemagn se projevuje vodnatymi {gmy,
vyvolanymi uvolrtnym enterotoxinem gsobicim na sliznici gtva, a trva az dkolik
dni, rekdy i tydmi. Inkubani doba je #kolik hodin, maximald dva dny. \étSina
séroty salmonel produkuje i cytotoxin (Goérner, Valik, 20QJinska, Havlova,
1995).
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Na vyvolani salmonel6zy je peba vysoké mnoZstvi salmonel, proto jenms
z¢lovéka na ¢lovéka malo pravépodobny. Penos probihd fies kontaminované
predntty a potraviny. Mléko a fermentované @@ vyrobky paf mezi még rizikové
potraviny a navic by salmonely v mlécélenspolehli¥ znicit pasterace, protoze hynou
uz kolem 65 °C p piasobeni déle nezekolik minut. Zdrojem salmonel pakiie byt
jediné kontaminace zjsobena lidskym faktorem (Gorner, Valik, 2004ginkka,
Havlova, 1995).

Druhou skupinou onemoéni jsou alimentarni infekce.i&asi se mezi lidmi,
mohou se fenaSet i potravinami. Onemagn se nazyvaisni tyfus, hlavnimi fivodci
jsouSalmonella typha Salmonella paratyphiGorner, Valik, 2004).

3.8.2 Shigellaspp.

Shigella je rod gramnegativnich, fakultati&nanaerobnich tynek zceledi
Enterobacteriaceadkadi se sem 4 druhy, a &higellasonej S.flexneri S boydiiaS
dysenteriaeV Evrop prevlada z 80 az 90 %higellasonei Prenaseji se mezi lidmi,
cestou penosu jecasto mléko a mi#@é vyrobky, ovoce a zelenina. B&wbuje

onemockni zvané bacilarni Uplavice (Goérner, Valik, 2004).

3.8.3 Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica je fakultativie¢ anaerobni, gramnegativnicigka zceledi
EnterobacteriaceaeYersinie se &né¢ vyskytuji jako sowtast koliformnich bakterii
v mléce, pipadré mlé&nych vyrobcich. ¥tSinou jde ale o nepatogenni druhy, nebo
nepatogenni sérotypgersiniaenterocolitica

Y. enterocoliticaje pivodcem gastroenteritid. Mezi jeji hlavni viruten faktory
pati yersiniovy enterotoxin (dinsk&, Havlova, 1995).

Podle studie Gulmez a Guven (2003) mdaenterocolitica schopnost f&Zit i
v pribéhu fermentace a dokonce se namnozit. Po 14 dnéathostani dochazi k snizeni

na nulové hodnoty, do té doby je schopig¢prat.

3.8.4 Escherichiacoli
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Escherichia coli jsou fakultativek anaerobni, gramnegativni ¢igky z celedi
Enterobacteriaceae Jsou sotasti EZzné mikroflory steva uclovéka i zvicat, v mléce
jsou tedy podobhjako rekteré jiné enterobakterie indikatorem fekalniho cz$teni.
Jsou znén¢ biochemicky aktivni a maji schopnost fermentovatdzu za tvorby
kyseliny ml&né, octové, oxidu uhlitetho a vodiku (Gorner, Valik, 2004;¢ihiska,
Havlova, 1995).

Nekteré E. coli mohou zjisobovat roztiné choroby, s potravinami obvykle souvisi
raizné gastroenteritidy Zgobené enteropatogennimi kmeny. Enteropatogenniykie
coli (EEC) se dli na dw skupiny podle typu Zisobovaného onemoémi. Témi jsou
gastroenteritidy podobné salmonel6zam, vyvolavanderly EPEC a ETEC
(enteropatogentrtt. coli v uzsim slova smyslu a Enterotoxigennicéli.) a onemocni
typu shigelové dysenterie vyvolavané kmeny EIEC HEE (enteroinvazivni a
enterohemoragick&. coli). Nejrizikowjsi je sérotyp O157:H7 enterohemoragidké
coli. Hlavnim faktorem virulence u EHEC je verotoxin MTa VT-2 (JEinska,
Havlova, 1995).

U zakysanych mkamych vyrobkKi je protiE. coli velmi (€innou prevenci pouZzivani
aktivnich, rychle prokysavajicich startovacich kultTy obvykle inhibuji¢i rovnou
inaktivuji vétSinu patogennich mikroorganigma to wetns EEC. Samoizjmosti je také
dodrzovani hygienickych zasad a kontrola mikrolgaiké kvality vody (JXinska,
Havlova, 1995).

E. coli O157:H7 dokaze ve vyrobcichgZit relativé dlouhou dobu. Nagklad
v jogurtu inokulovaném FOKTJ/ml E. coli O157:H7 je schopné&ezit aZz 12 dnii pH
4,0 nebo 28 dni v kysané smaetapii pH 4,3) a v mnozstvi &3im jak 16 KTJ/ml
v kysaném podmasli a to az 35 dnii fpH 4,1). Z toho plyne, Ze rekontaminacéza
byt i u kysanych mkénych vyrobki velmi zavazna. Kontaminace startovacich kultur
neni tolik rizikova i pes p@ateni nafst populaceE. coli vedou dalSi procesyhem
fermentace k jejich zaniku, a to ¥ippocatesni inokulaci 10 KTJ/ml. Ve finalnim
vyrobku (po srazeni mlékaipyrob¢) uz sek. coli nevyskytuje (Dineen et al., 1998)

U kefiru byl v ramci studie Gulmez a Guven (2008)ipokulaci mléka na zgtku
fermentace sledovéan riét E. coli. Po 21 dnech skladovani se dostalo mnoZstebli
pod limit detekce.
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3.8.5 Listeriamonocytogenes

Listeria monocytogenge grampozitivni, fakultativh anaerobni, pohybliva kratka
tycinka. Dolie roste g 30-37 °C, je psychrotrofni, roste u# B,5 °C, dokaze se tedy
mnozit i v chladnikové teplo¥. Teplotni maximum je 44 °C. Roste i v Sirokém rezin
pH (5,0 az 9,0). Je také halotolerantni, rosteprostedi s koncentraci 10 % NaCl
(Gorner, Valik, 2004).

Do mléka seL. monocytogenesbvykle dostava z kontaminované silaze, &één
¢asto i chronickych mastitidach skotu. Je malo odolnigi\zdhevu, nepeziva jiz
Setrnou pasteraci mléka. Nazory na schopnostibspéezivat pasteraci se vSakzni.
Listerii je také obtizné odstranit z priedi, jakmile ho jednou kontaminuje di¥iska,
Havlova, 1995).

Typicky je vyskyt listerie v mlénych vyrobcich zejména v syrech a také
zmrazenych mignych vyrobcich, ty jsou velmiastymi zdroji infekci (diinska,
Havlova, 1995). U kysanych n@iéych vyrobki, podobr jako u ostatnich, zalezi, zda
dojde ke kontaminaciipd fermentaci nebo az po ni. Vyznam maji doby \adeg a
pouzité kultury. Listerie je wthto vyrobcich schopn&e¥it, ale obvykle jen po &itou
dobu, napiklad v jogurtech ¥adu rékolika dni az tydrii. Krizové je pro ni zejména pH
4 a nizSi, p kterém dochazi k jeji inaktivaci. U vyrobks mezofilni kulturou neroste
pii pH nizSim jak 5 (Ryser, Marth, 1999).

U kefiru, podle studie Gulmez a Guven (2003) desteibéhu fermentace dokonce
k nafistuL. monocytogenes jejimu peziti az po dobu 21 dn

Listerie je intracelularni parazit, hlavnim faktorepatogenity je hemolyticky
listeriolysin O. Uc¢lovéka je listerie vyznamnymigyodcem bakterialni meningitidy a to
s vyraznou umrtnosti. OhroZeni jsoegevsSim vnimaysi a oslabeni jedinci. Dale
zpisobuje sepski meningoencefalitidu. K nejohroZzggim skupinam péi t¢hotné
Zeny, kojenci a stalidé (Ryser, Marth, 2007).

3.8.6 Staphylococcusureus
Saphylococcusaureusje grampozitivni, fakultativh anaerobni, nepohyblivy kok.
Jde o bakterii odolnou, snese i Setrnou pasteradbl¥e se mnozi i v potravinach

s vysokym obsahem soli a cukru. Fvamnoho toxir, je typickym mivodcem
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hnisavych onemoa@ni a také zpsobuje enterotoxikdzy vyvolané enterotoxiny. Za
vhodnych podminek produkujeskolik typt enterotoxii, nejodol®&jSi je enterotoxin
A. Enterotoxiny odolavaji i varu,¢kterym proteolytickym enzyfdm a rekdy i sterilaci
(Gorner, Valik, 2004).

Mnoho zdravych lidi jsou na§iS. aureusa to na sliznicich, i, vyskytuje se i ve
stolici. Problémem v potraviistvi je nosistvi enterotoxickych kmen typické je
Sikeni z hnisavych ran na rukackii rozSiovani kaslanim a kychanim fip
zaretech nosohltanu. Né&gsgjSi kontaminace mléka jefino z dojnice, ktera ma
stafylokokovou mastitidu (Gorner, Valik, 2004¢idska, Havlova, 1995).

Kromé syrového mléka jsou nejrizik@gim ml&nym vyrobkem syry. V kysanych
mlénych vyrobcich dst a tvorba bakterii mé@ého kvaSeni a jejich produkty
stafylokoka celkem spolehBvpotlaiuji. Dilezitd je zejména rychlost prokysavani

zékysovymi kulturami (dinska, Havlova, 1995).

3.8.7 Clostridium spp.

Clostridiumje rod obligats anaerobnich, grampozitivnicheyek, tvaicich spory.
Alimentarni otravy zpsobuji nefasgji Clostridium botulinum (botulismus) a
Clostridium perfringens (otravy, pajmy). Nejzavazgjsi jsou botulinové intoxikace,
které se vyznalji vysokym procentem umrtnosti az 19 %&idsk4, Havlova, 1995).

Patateenim pfiznakem botulismu je zvraceni a nevolnost, kterévqipodobré
zpasobuje jiny produkt metabolismu. @otulinum nez neurotoxiny. Toxin ysobi
nejprve na oblast hlavy a krku ai®oebuje symptomy jako dvoji Wdi, ptozu véek,
rozostené vidni, sucho v Ustech, poruchy polykani a obtizné emiv Nasleduje
ochrnuti dalSich svala smrt nasledkem ochrnuti dychacich &v@labbé, Garcia,
2001).

Oba uvedené druhy se4m¢ vyskytuji v pidé, C. perfringensi v zaZivacim traktu
¢lovéka a zviat. Zdrojem kontaminace mléka j&asto kontaminovana, pomalu
prokysavana silaz. Kysané rahe vyrobky jako jogurty byvaji spiSe druhétn
kontaminované zijisad (Jinsk&, Havlova, 1995).

3.8.8 Bacillus cereus
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Bacillus cereus je aerobni az fakultati¢gn anaerobni ®inka, grampozitivni,
sporulujici. Spory jsou odolna stadia, ktera jselm odolna k podminkam ¥$iho
prostedi (teplota, vihkost). V fiznivych podminkach vykili a bakterie se zae
mnozit. B. cereusje k&zn¢ rozSteny v pidé, prachu, a tudiz se snadno dostava do
potravin (Gorner, Valik, 2004).

B. cereuszpiasobuje otravy, k vyvolaniifznalki je poteba velky poet burgk
v potraviré (10° aZz 16 KTJ/g). Produkujefadu toxiri, zejména emeticky toxin,
diarhogenni toxin, dale n#&plad fosfolipdzu C a hemolyzin. PodlgepaZzujiciho toxinu
se pak onemoeni projevuje zvraceninti prajmy (Gorner, Valik, 2004; dinska,
Havlova, 1995).

Fermentace u kysanych ritgch vyrobki obvykle spolehli¢ zabrani mnozers.
cereus V kefiru, podle Kakisu et al. (2007), uZigavek 5 % kefirovych zrn
k odstedEnému rekonstituovanému mléku spoleélaabrani #istu vegetativnich forem
i kliceni spor Bhem 24 h. inkubace. Po 48 hodinach dochazi i kiogéni mnoZstvi
spor. MenSi mnoZstvi zrn uz vede k slabérimtiu vegetativnich forem v patetnich

fazich fermentace.

3.8.9 Mikromycety

Mikromycety by se nesly ve fermentovanych médaych vyrobcich vyskytovat.
Vyjimkou je nagiiklad Geotrichumcandidumv kefiru ¢i jiné prirozere se vyskytujici
mikromycety ve specifickych vyrobcich. &éBjSi  je vyskyt houbovych
mikroorganisni v nekterych vyrobcich v kvasinkoveé fogn

Hlavnim zdrojem mikromycet a jejich prodiktv ml&nych vyrobcich je
kontaminované mléko, do kterého se dostavaji zéknimovaného krmiva. Prevenci je
tedy gredevsim kvalita a spravné skladovani krmiva proylskot.

Hlavnim problémem jsou toxické sekundarni metapofitisni — mykotoxiny,
produkované zejména rodyspergillus Penicillium a Fusarium Mezi nejvyznamsi
pati ze zdravotniho hlediska trichothecenové mykotgxiimminisiny a zearalenony
produkované fusarii a aflatoxiny, ochratoxiny aytiat produkované rodyspergillusa
Penicillum Jednim z vyznan@sich mykotoxiri je aflatoxin. Jde o polyketid
produkovany hlavé plisni Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus V mléce a

mlénych produktech se vyskytuje zejména aflatoxin Minikajici metabolizaci
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aflatoxinu Bl véle kravy. Aflatoxin M1 pati mezi zdravotd nejzavazwjsi
mykotoxiny. (Ferndndez et al., 2015).

NejvyznamigjSimi Skodlivymi &inky mykotoxini naclovéka jsou poSkozeni jater
a ledvin. \&tSina také negativnpisobi na imunitni systémgkieré jsou karcinogenni.
Dale mohou vyvolavat halucinaceeke, poruchy krevniho @hu, poruchy zazivaciho
traktu, nebo odumirani svaloviny a postéiai korgetin (www.bezpecnostpotravin.cz).

3.8.10 Ostatni patogenni mikroorganismy

Bakterie mléného kvaSeni v kysanych mitgch vyrobcich produkuji zejména
latky pro ¢loveéka prosgsné. V rkkterych gipadech ale mohou produkovat i toxicke
metabolity, jde pedevSim o biogenni aminy. Jsou to nizkomolekuldusikaté latky
biogenni aminy nalézané &hto produktech p#t histamin, tyramin, nebo putrescin.
Z mi&nych vyrobki jsou tyto metabolity typické zejména pro syry, ketsiji se ale i
v kysanych mlé&nych vyrobcich. V mléku mohou biogenni aminy proaldt rékteré
kontaminujici mikroorganismy, zejména ¢eledi Enterobacteriaceae DalSimi
vyznamnymi producenty biogennich arnimohou byt bakterie mé&ého kvaseni, jako
jsou rody Enterococcus Lactobacillus Leuconostoc Lactococcusa Streptococcus
(Fernandez et al., 2015).

Vysoké davky biogennich amiin pripadré porucha jejich metabolismu, mohou
zpasobit fadu obtizi, najklad zvySeni produkce adrenalinu a noradrenaliry$si
sekreci zaludénich §av, migrény, tachykardii, zvySeni krevniho cukrysaky krevni

tlak ¢i rizné alergické reakce. (Spano et al, 2010).

3.9 Prevence vad a vyskytu nezadoucich mikroorganisin

Hlavni prevenci vad i vyskytu patogennich mikrooigeni je hygiena dojeni a
nasledného zpracovani mléka. Musi byt dodrzovamynpoky stanovené zakony, jako
jsou CPM, poet somatickych bufk, ¢i obsah rezidui inhilhich latek. K tomu je
potteba pravidelé tyto hodnoty kontrolovat. Zakladem kvalitniho nméele i dobry
zdravotni stav dojnice, problémem jéegevSim vyskyt mastitid. iPdojeni se musi

spravié postupovat, desinfikovat struk, a vzdy odebiratrek do nadobky &rnym
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dnem na posouzeni mnoZzstvi somatickych ékunMIléko musi byt do dalSiho
zpracovani uchovavanaimizkych teplotach. Dojici Z&eni, stejs tak i cisterny na
mléko se musi pravidelrtistit, a to jak kyselym€tisticimi prostedky na anorganické
usazeniny, tak zasaditymi na organickéistety (Goérner, Valik, 2004; Hylmar, 1986).

Vyznamnym technologickym krokem pro redukci CPM &S3iny patogennich
mikroorganisni je pasterace mléka. N@stji vyuzivana je Setrna pasteracé P2 °C
pasteraci, jsou obvykle devitalizovany a omezova@@alSimi procesy ip vyrobé
kysanych mlénych vyrobki (Smith, 2003). Tepelné o%ehi mléka vede také ke
zlepSeni vlastnosti mléka pro vyrobu (Hylmar, 1986)

Pro prevenci vad a prevenci rozmnoZetipadnych pitomnych patogennich
mikroorganisni je pochopiteld zasadni i samotna vyroba. Ta je rozdilna dle typu
vyrobku a pouzit&isté mlékaské kultury. Dilezitd je mikrobiologicka kvalit&istych
mlékaskych kultur a inkubaceipspravné tepl@ po vhodnou dobu. U hotového
produktu by se &#o co nejdive zap@it s chlazenim na skladovaci teplotu (5 az 10 °C,
idealre 2 az 5 °C). Zchlazeni nesmi probihé&ti® pomalu, jinak nize dojit k dalSimu
prokysavani, aniiilis rychle, protoZze mohou vznikat reologické valy kontaminaci
muze dojit i po vyrob bud’ v tancichkei pii baleni. Dale i progednictvim aditiv a fisad
jako jsou nafiklad ovocné sloZzky ochucenych jodurtproto i tyto slozky musi
sphiovat gisna mikrobiologicka kritéria (Gorner, Valik, 2004ylmar, 1986).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Analyzovany material

Pro mikrobiologické analyzy bylo vybrancétpvzorki kefiru pochazejicich od
raznych vyrobé ¢i z domaci produkce.

Domaéci kefir

Prvnim vzorkem byl domaci kefir vyré&ty tradenim zpisobem pomoci kefirovych
zrn z nepasterovaného kravského mléka zakoupengtiékomatu v Bra Vinohradech
(kvaSeni p pokojové teplat). Cena mléka byla 16 &za objem 1 litr. Resny gvod
kefirovych zrn (jako nap misto zakoupeni) nelze dohledat, jelikoZ jsouqgmoeéicku
mnoZena a fgdavana vzajendnmezi lidmi. K dostani jsou kefirova zriasto pes
riazna internetova fora a stranky.

Kefir byl analyzovan jednakerstvy €erstw zfermentovany, vysrazeny v tentyz
den, kdy probhlo zagkovani) jako vzorekislo 1 a po 4 dnech skladovani a dalSiho

prokysavani p chladntkové teplo jako vzoreksislo 5.

Originalni kefir z Krasolesi

Vzorkem cislo 2 byl kefir vyrabny mlékarnou Krasolesi. Kefir je vyr&b
z pasterovaného kravského mléka. Obsah tuku je ®hir%. Zakoupen byl ve
farmé&ském obchodu Sklizeno v Bfncena kefiru byla 43 Kza lahev o objemu 500

ml.

Kozi kefir (farma Zahradka)
Vzorkem ¢islo 3 byl kozi kefir vyragny farmou Zahraddka. Jde o kefir vyrobeny

Z pasterovaného koziho biomléka. Obsah tuku je th#h. Cena kefiru byla 30&Kza
baleni o objemu 330 ml, zakoupen byl v prodejtbert Hypermarket.
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BIO Kozi kefir (kozi farma Péncin)

Vzorkem cislo 4 byl BIO kozi kefir z farmy dncin. Kefir je vyrobeny z
pasterovaného koziho biomléka pomoci kefirové kultbsah tuku je min. 3 %.

Zakoupen byl v supermarketu Kaufland, za cenu 82&baleni o objemu 500 ml.

4.2 Kultiva éni pady

Pro mikrobiologickou analyzu byla pouZita naslediufivna média.

MRS Agar (Biokar Diagnostics, Francie)

MRS agar slouzi k mikrobiologickému stanoveni baktenlécného kvaseni.
Kultivace probiha 72 hip30 °C.

Slozeni:

Enzymaticky nagpeny kasein — 10,00 g, masovy extrakt — 10,00 gshiny
extrakt — 4,00 g, glukéza — 20,00 g, Tween 80 8 §j,chydrogenfosfotman draselny —
2,00 g, octan sodny — 5,00 g, citrat amonny — 2,068iran h&enaty — 0,20 g, siran
manganaty — 0,05 g, bakteriologicky agar — 16,00 g.

Priprava:

70,3 g dehydratovaného média se rozpusti vjednibm Hestilované nebo
demineralizované vody. Za stalého, pomalého mické@mdomalu fivede k varu, az do
uplného rozpushi. Poté se {da rozlije do zkumavek nebo lakigk, a sterilizuje
v autoklavu pi 121 °C 15 minut. Red pouzitim se ochladi a udrZuje v tekutém stavu p
44 — 47 °C. pH ppraveného médiaip25 °C je 5,7 £ 0,1. Podle pgeby je mozno pH
pied sterilaci upravit (pomoci kyseliny octatiéNaOH).

PCA with skimmed milk (Biokar Diagnostics, Francie)

PCA s odsednym mlékem slouzi k mikrobiologickému stanovenikoggho

poctu mikroorganism za aerobnich podminek. Dopodena je kultivace 72 hip30 °C.
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Slozeni:
Trypton — 5,0 g, kvasdimy extrakt — 2,5 g, glukdéza — 1,0 g, suSené redsté
mléko (zbavené inhibnich latek) — 1,0 g, bakteriologicky agar — 12 g.

Priprava:

24,5 g dehydratovaného média se rozpusti v jednibma Hestilované nebo
demineralizované vody. Za stédlého michani se popi@ede k varu, az do Uplného
rozpuséni. Poté seida rozlije do zkumavek nebo lakigk, a sterilizuje v autoklavuip
121 °C 15 minut. Fed pouzitim se ochladi a udrzuje v tekutém stavd$p— 47 °C. pH
piipraveného médiaip25 °C by nglo byt 7,0 + 0,2. Podle piby je mozno pH ied
sterilaci upravit (pomoci kyseliny octogeNaOH).

COMPASS EnterococcusAgar (Biokar Diagnostics, Francie)

COMPASSEnNterococcusagar slouzi k mikrobiologickému stanoveni entekaiko
Doporuwena je kultivace 24 + 2 hipd4 £ 1 °C.

Slozeni:
Peptony — 27,5 g, kvasmy extrakt — 5,0 g, chlorid sodny — 5,0 g, Tween-8D,0
g, inhibiéni smés — 0,3 g, XB-glukosid — 0,1 g, bakteriologicky agar — 14 g.

Priprava:

52,9 g dehydratovaného média se rozpusti v jednibma Hestilované nebo
demineralizované vody. Pomalu se micha az do Uplngtpustni. Poté se joda rozlije
do zkumavek nebo lahigk, a sterilizuje v autoklavuiip121 °C 15 minut. Red
pouzitim se ochladi a udrZzuje v tekutém stakiudg — 47 °C. pH fpipraveného média
pii 25 °C by n¢lo byt 7,5 + 0,2. Podle pt#by je mozno pH ied sterilaci upravit
(pomoci kyseliny octovéi NaOH).

Chloramphenicol Glucose Agar (Biokar Diagnostics, Fancie)
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Pida s glukézou a chloramfenikolerslouzi k mikrobiologickému stanoveni
kvasinek a plisni. Dopotena je kultivace 3 az 5 dmpri 25 °C.

Slozeni:
Kvasniiny extrakt — 5,0 g, glukéza - 20,0 g, chloramfehike 0,1 g,
bakteriologicky agar — 15,0 g.

Priprava:

40,1 g dehydratovaného média se rozpusti v jednibm Hestilované nebo
demineralizované vody. Za stalého, pomalého mick@mdomalu fivede k varu, az do
uplného rozpughi. Fada se sterilizuje v autoklavuipl21 °C 15 minut. Bed pouzitim
se ochladi a udrzuje v tekutém stavu4st — 47 °C. pH ppraveného médiaip25 °C
by ne¢lo byt 6,6 £ 0,2. Podle pigby je moZzno pH ied sterilaci upravit (pomoci
kyseliny octové&i NaOH).

VRBL Agar (Biokar Diagnostics, Francie)

VRBL agar slouzi k mikrobiologickému stanoveni kmlmnich bakterii.
Doporuwend je kultivace 24 + 2 hiiB0 nebo 44 °C.

Slozeni:
Pepticky natravené maso — 7,0 g, kvasyiextrakt — 3,0 g, laktéza — 10,0 g,
Zlucéové soli — 1,5 g, chlorid sodny — 5,0 g, neutrédériveir — 30,0 mg, krystalova viofe

— 2,0 g, bakteriologicky agar — 12,0 g.

Priprava:

38,5 g dehydratovaného média se rozpusti v jednibm Hestilované nebo
demineralizované vody. Za stalého michani se porpiaede k varu, az do Uplného
rozpuséni. Ve varu se poktaje jeSt 2 minuty. Rida se nesterilizuje.i®d pouzitim se
ochladi a udrzuje v tekutém stavii p4 — 47 °C. PouZziti do 4 hodin odipravy. pH
piipraveného médiaip25 °C by nglo byt 7,4 + 0,2. Podle piby je mozno pH ied

sterilaci upravit (pomoci kyseliny octogeNaOH).
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4.3 Vlastni mikrobiologicka analyza

Vzorky kefiru v originalnich obalech nebo ve stw@Egh vzorkovnicich byly
zchlazené dopraveny do mikrobiologické laboif@td/ ramci mikrobiologické analyzy
byly ve vzorcich stanovovany nasledujici skupinyknmbrganisni: celkovy pd@et
mikroorganisni (CPM) na PCA with skimmed milkip30 °C za 72 h, bakterie
mléného kvaseni (BMK) na MRS agarii B0 °C za 72 h aerobra @i 37 °C za 72 h
anaerob#, enterokoky na COMPASENterococcusigar @i 45 °C za 24 h, koliformni
mikroorganismy na VRBL agarutip37 °C za 24 h a kvasinky a plésma
Chloramphenicol Glucose Agati25 °C za 72 h.

Ze vzorki kefiru bylo fripraveno desitkovéedsni v rozmezi 18 aZ 10°. 1 ml
kefiru nebo pslusnéhofedéni byl inokulovan do sterilnich jednordzovych Hedri
misek a zalit fisluSnou Zivnou pdou zchlazenou na cca 45 °C. Po zatuhnuti byly
Petriho misky umighy do termostdita kultivovany po pedepsanou dobuipprislusné
teplo€. Po uplynuti doby kultivace byly na Petriho midkadeteny typické narostlé
kolonie a po pepaitu byl vysledek vyjaten jako kolonie tviici jednotky (KTJ) v 1 ml
kefiru. Pro pepaiet byl pouzit ndsledujici vzorec:

N = 2
" V(nl+0,1.n2)d

N = patet kolonii tvaicich jednotek na mililitr (KTJ/ml)

Y'c = souwet kolonii ze vSech misek ve dvou po &@oucichrednich
V = objem inokula

d = faktorfedéni prvniho ze dvou po séldoucichredni

nl = pa&et misek vybranych pro vypet z prvnihaedni

n2 = pa&et misek vybranych pro vypet z druhéhdedni
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Pti mikrobiologické analyze &i vzorka kefiru pochazejicich z obchodnigsitebo
domaci vyroby byly stanovovany tyto skupiny mikrganismi: celkovy pd@et
mikroorganisni (CPM), bakterie miéného kvaSeni (BMK) za aerobnich a anaerobnich
podminek, enterokoky, koliformni mikroorganismy &akinky a plisé. Vysledky

analyzy jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab.¢. 2 — ZjiS€nd mnoZstvi mikroorganisimve vzorcich kefiru v KTJ/ml

BMK BMK Koliformni Kvasinky
CPM _ Enterokoky
aerobné | anaerobré | bakterie a plisné
Doméci kefir
. 3210 <10 <10 7,9.16 6310 | 3,016
derstvy
Originalni
kefir z 3310 | <10 2,216 1,5.16 2,5.16 1,2.16
Krasolesi
Kozi kefir
(farma 4710 | 4516 | 4,216 ND 2,0.16 6,5.1G
Zahradka)
BIO kozi kefir
(kozifarma | 3910 | <10 1,5.16 1,7.16 ND 1,4.16
Pén¢in)
Doméci kefir
Zraly 59.10 | 1,0.16 4,1.16 8,5.1d 4,416 6,0.16

CPM - celkovy poet mikroorganismi. BMK — bakterie mléného kvaSeni, ND — nedetekovano

Na zaklad subjektivniho senzorického hodnoceni lze za nsijlekefir ze
stanovovanych vzotkoznait Originalni kefir z Krasolesi. Kefir &hdobrou, nakyslou
mlé&nou chd& a byl vyrazg perlivy. Vzhledem ktomu, Ze byl jako jediny ze
zakoupenych kefirvyroben v miékar® |ze gedpokladat, Ze to &o do jisté miry vliv
na jeho dobrou kvalituCerstvy domaci kefir & dobrou chd i perlivost, pouze
s drobnymi vedlejSimi fiichugmi. ZralejSi doméci kefir byl vice perlivy a kygéie

BIO kozi kefir z farmy Bn¢in po chiiové strance kefir n&pominal a nerd ani
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naznak perlivosti a to ani po delSi datkladovani fi chladntkové teplo¢. Kozi kefir
z farmy Zahradka s vyrazrne negijemnou chd po kozim mléce a také nebyl perlivy.

viv s

mléného kvaSeni. K hlavnim zastujpe pati rody Lactococcus Lactobacillus a
Leuconosto¢Knéz et al., 1960; Gorner, Valik, 2004; Vyhlagke897/2016 Sb.) V nami
analyzovanych vzorcich kefiru byly jejich qtp stanoveny v rozmezitadow
10° a7 16 KTI/ml (viz Tab.¢&. 2.). Na Obr.& 1. Ize sledovat narostlé kolonie
laktobacifi po anaerobni kultivaci na MRS agaru. Legislatipafadavky, kladené na
obsah &chto bakterii v kefirech, jsou min. ®@a 1 g vyrobku (Vyhlaska. 397/2016
Sh., giloha ¢. 1). Vzhledem ktomu, Ze tato skupina bakterii mané naroky na

kultivaci, nelze nami zjighé nizSi hodnoty povazovat za nevyhovujici.

Obr. ¢. 1: Ukazka ndrstu kolonii bakterii migného kvaSeni po anaerobni kultivaci na MRS
agaru

Ve vzorcich kefiru byl stanovovan i celkovy ded mikroorganism, i kdyZ neni
legislativou poZzadovan. Existuje ale dop@mmé minimalni mnozstvi mikroorganiém
v kefiru podle FAO/WHO (2011), které byst byt minimalre 10" v 1 g vyrobku.
CPM poskytuje informaci o celkové kontaminaci peing, to vSak vzhledem k tomu,
Ze kefir je fermentovany vyrobek, v tomttigact neplati, protoze do CPM se vyr&zn
promitaji p@ty pouzité kulturni mikroflory. Tomu odpovidaji i@mi zjiS&né vysoké
pocty fadow 10 aZ 10 KTJ/ml (viz Tabg. 2.).
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Vezmeme-li v Gvahu abvySe popsané skupiny mikroorganism vysoké péty,
kterych dosahuji v analyzovanych vzorcich, lredpokladat, Ze legislativni pozadavky
pro bakterie mléného kvaseni v kefiru, tedy 40 1 g vyrobku, byly spkny.

DalSi stanovovanou skupinou mikroorganisme vzorcich kefiru byly koliformni
bakterie. Jde o bakterie &eledi Enterobacteriaceaejejichz vyskyt v potravinach
indikuje jejich kontaminaci. P#t sem zejmeénaEscherichia coli, Enterobacter
Citrobacter¢i Klebsiella B&zné se stanovuiji v potraviistvi jako indikatory fekalniho
zngisténi, jako indikatory Spatné hygieny a sanitaienedostaténého tepelného
oSeteni. U kefiru mohou Zsobovat senzorické vadyjiquevsim co se &g chuti
(Némcové et al., 2011; Teply et al., 1968). V namilgravanych vzorcich kefiru byly
stanoveny péy koliformnich bakterii v rozmezfidow 10" az 16 KTJ/ml (viz Tab.&.
2.). Ukazku narostlych kolonii koliformnich bakiena VRBL agaru Ize vigt na Obr.

2. Nizké hodnoty koliformnich bakterii lze vzhledekhorS$im hygienickym
podminkam § vyrobé doméaciho kefiru i kefér pochéazejicich z farem povazovat za
vyhovuijici. Lze také sledovat snizeni¢po koliformnich bakterii u zralého domaciho
kefiru oproti ¢erstvému. Hcinou snizeni je prawgodobré vySSi mnozstvi bakterii
mlééného kvaSeni ve zralejSim kefiru, vySSi kyseloss ttm souvisejici potteni
aktivity nékterych mikroorganistin

Obr.¢. 2: Ukazka ndrstu kolonii koliformnich bakterii na VRBL agaru

Predposledni skupinou stanovovanych mikroorgafisre vzorcich kefiru byly
enterokoky. Enterokoky séadi mezi bakterie méé@ého kvaseni, ale v kefiru se
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vyskytovat nemusi. Jsou to ubikvitarni mikroorgamys mohou byt povazovany i za
kontaminanty. Mezi néastjSi enterokoky nalézané v kefirufipadré kefirovych
zrnech, paf Enterococcus durang. faecalisa E. faecium(Carasi et al., 2014). V nami
analyzovanych vzorcich kefiru byly stanovenytycenterokok v rozmezitadow 10*
az 16 (viz Tab.&. 2.). U doméciho kefiru do$lo viféhu dozravani k zvyseni o
enterokok, stejre jako u ostatnich bakterii né#éeho kvaSeni. Typicky vzhled kolonii
enterokok na COMPASEnterococcugigar Ize vidt na Obr¢.3.

Obr.¢. 3: Ukazka narstu kolonii enterokakna COMPASSEnterococcusgaru

Posledni stanovovanou skupinou mikroorgariidoyly kvasinky. Kvasinky jsou
nezbytnou sotasti mlékarenskych kultur pro vyrobu kefiru, fpak nim hlavre
Kluyveromycesfragilis a Candida kefir. V kefiru rostou v symbi6ze s bakteriemi
mléného kvaSeni, a produkuji zejména oxid ditylia ethanol (Gorner, Valik, 2004).
Vzhledem k tomu Ze jde o nezbytnou &t mikrofléry kefiru, vztahuje se na jejich
mnoZstvi i legislativa. Legislativni pozadavky rasah kvasinek v kefiru jsou min.“10
nal g vyrobku (VyhlaSk&. 397/2016 Sb., ffloha ¢. 1). S vyjimkou koziho kefiru
z farmy Zahradka, ktery ale gpile limit pro kefirové mléko, vSechny vzorky kefiru
legislativni poZzadavky na obsah kvasinekigpl
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6 ZAVER

Mikrofléra kysanych miénych vyrobkKi je pojem zahrnujici jak pro&gné
mikroorganismy, které tyto vyrobky fermentuji, takkontaminujici a patogenni
mikrofloru. Z €ch prosgsnych, a to jak pro vyrobu, tak pro zdraydvéka, jsou to
zejména bakterie mi@ého kvaSeni, jako jsolLactobacillus Lactococcus nebo
Leuconostoc Ke kontaminujicim mikroorganisikm mohou pdit napriklad
Acetobactemebo kvasinky. K nejnebezp@jSim patogennim mikroorganigmm, které
se mohou ve vyrobcich vyskytnodfdime nap Escherichiacoli O157:H7¢i Listeria
monocytogeneKysané mléné vyrobky jsou ale také znamy tim, Ze dokazi paiag
mikroorganismy velmi Usg@re elimininovat girozenymi procesy, které v nich
probihaji.

Kefir je vyrobek fermentovany pomoci kultury zahfou bakterie mléného
kvaseni i kvasinky. Je typicky svou perlivosti, thainizkym obsahem ethanolu. (R
se setkdme zejména s kefirovymi mléky, dostupnyandv supermarketech, kefiry
jsou még casté, zakoupit se dajfgvazré v riznych farméskych obchodech.

Mikroflora kefira je zn&né variabilni a byva velmi typicka pro jednotlivé z&nale
zaroven rozdilnd podle vyrobce. To lIze vysledovat i zeStié mikroflory
analyzovanych kefir v praktickéc¢asti. Rozdily jsou patrné ndglad v gitomnostici
negitomnosti enterokak v riznych mnoZstvi fitomnych kvasinek i tznych
zastoupeni bakterii migého kvasSeni.

Analyzované zakoupené kefiry i domaci kefir splniggislativni pozadavky,
s vyjimkou koziho kefiru z farmy Zahradka, kterglmizsi hodnoty kvasinek, spval
v8ak pozadavek pro kefirové mléko. Po senzoriakse byly vSechny kefiry vyragn
odliSné a ve spojeni s vysledky mikrobiologicke lgma Ize fici, Ze celkova kvalita
jednotlivych kefifi je zn&n¢ variabilni. Lze pedpokladat, Ze podobmozdilné budou i
dalSi ceské kefiry od jinych mlékaren a farem. Nizka umifiba kefiti od tiznych
vyrobalr muze byt povazovana za vyhodnou, protoZe si kazdyzkment niZe
z dostupné nabidky vybrat kefitgsré podle svych preferenci.ddteré kefiry jsou ale

svymi vlastnostmi natolik typicke, Ze mohotigadného kupujiciho spiSe odradit.
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