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Izolace bakterii mlé¢ného kvaSeni a stanoveni jejich
fermentacnich vlastnosti

Souhrn

Cilem této prace bylo porovnat fermentacni vlastnosti bakterii mlécného kvaseni
izolovanych z tradi¢niho domaciho kysané¢ho mlé¢ného produktu ze stfedni Asie s bakteriemi
mlécného kvaSeni typickymi pro produkty komeréné dostupné na ¢eském trhu. Z gruzinského
vyrobku byly vyizolovany ctyfi kultury, které byly pomoci MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie identifikovany jako Streptococcus salivarius subsp. thermophilus a tyto izolaty
byly porovnany se ¢tyfmi totoznymi druhy izolovanymi z riznych ceskych vyrobki. Bylo
provedeno: stanoveni titrani a aktivni kyselosti, mnozstvi kyseliny mlééné a také stanoveni
poctu mikroorganismi kultivacné.

V prvni ¢asti experimentu byly testovany streptokoky ve forme Cistych kultur, ve druhé
a treti ¢asti experimentu v symbiotické formé s Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
ktery je spolu se Streptococcus salivarius subsp. thermophilus sou¢asti bézné jogurtové kultury.
Jako fermenta¢ni médium bylo zvoleno polotuéné UHT mléko (v prvni 1 druhé casti
experimentu) a polotu¢éné UHT mléko s piidavkem polotuéného suseného mléka (ve tieti asti
experimentu).

Kysaci schopnosti vybranych izolatd byly hodnoceny pomoci titracni kyselosti
(metodou dle Soxhlet-Henkela), aktivni kyselosti (pH metrem a reflektometrem) a stanoveni
obsahu kyseliny mlé¢né (reflektometrem) ve vybranych hodinach. Zaroven bylo u vSech vzorkt
v prub¢hu pokusu kultiva¢né stanoveno mnozstvi mikroorganismti.

Ze sledovanych gruzinskych vzorki vychéazely nejlépe vzorky G3 a G6 ve vSech Castech
experimentu. Zaroven se u vSech gruzinskych vzorkl potvrdilo, Ze hodnoty titra¢ni kyselosti
tychz vzorkl, byly daleko vyssi v zahuSténém mléce. Pro posouzeni obsahu kyseliny mlécné
by bylo vhodné provést opakovand meéteni skrz presnéjsi metody (napt. HPLC, NMR).
U vzorku G12 vychdzela znacné vyssi tolerance k nizkym hodnotdm pH neZ u ostatnich vzorkd,
kde i ptesto, ze vysledné pH bylo 3,90, pocet streptokoktl zistal u vzorku G12 stejny — v fadu
107 KTJ/ml.

V ramci statistického vyhodnoceni dvou sledovanych skupin (skupina 1 reprezentujici
izolaty streptokokd z Gruzie versus skupina 2 reprezentujici izolaty ziskané na uzemi CR),
nebyly rozdily v kysacich schopnostech bakterii mlééného kvaSeni statisticky vyznamné
(P >0,05) nebo tomu nebylo mozné ptisuzovat vyznamnou vahu z hlediska doporu¢ené¢ho
opakovani méfeni u nékterych vzorkl. Z tohoto hlediska byla nulova hypotéza pfijata, vzorky
se mezi sebou vyznamné nelisily. Urcité rozdily mezi gruzinskymi vzorky ale pozorovany byly,
at’ uz z hlediska titracni kyselosti, tak z hlediska ristu v mléce. Bylo by vhodné do budoucna
tyto izolaty zidentifikovat pomoci molekularné-genetickych metod.

Kli¢ova slova: bakterie mlééného kvaseni, kysany mlécny vyrobek, streptokoky, laktobacily



Isolation of lactic acid bacteria and analysis of their
fermentation properties

Summary

The aim of this thesis was to compare the fermentation properties of lactic acid bacteria
isolated from traditional home fermented milk product from Central Asia with lactic acid
bacteria typical for products commercially available on the Czech market. Four cultures were
isolated from the Georgian product and identified by MALDI-TOF mass spectrometry as
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus and these were compared with four identical
species isolated from different Czech products. In this work was measured titration acidity, pH
and amount of lactic acid and the numbers of microorganisms were determined by cultivation.

In the first part of the experiment, streptococci were tested in the form of pure cultures,
in the second and third parts of the experiment with Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
which together with Streptococcus salivarius subsp. thermophilus is part of a common yogurt
culture. Half-fat UHT milk (in the first and second part of the experiment) and half-fat UHT
milk with the addition of half-fat milk powder (in the third part of the experiment) were chosen
as fermentation medium.

The fermentation capabilities of selected isolates were evaluated by titratable acidity
(Soxhlet-Henkel method), active acidity (by pH meter and reflectometer) and determination of
lactic acid content (by reflectometer) at selected hours. During the experiment, were at the same
time determined cultivation number of microorganisms in all samples.

Samples G3 and G6 had the best results of the observed Georgian samples in all parts
of the experiment. At the same time, it was confirmed for all Georgian samples that the titratable
acid values of the same samples were much higher in the thickened milk. To assess the lactic
acid content, it would be appropriate to perform repeated measurements through more accurate
methods (eg HPLC, NMR). The G12 sample showed a much higher tolerance to lower pH
values than the other samples, where even the resulting pH was 3.90, the number of streptococci
remained the same in the G12 sample - in an amount of 107 CTU / ml.

Within the statistical evaluation of two monitored groups (group 1 representing
streptococcal isolates from Georgia versus group 2 representing isolates obtained in the Czech
Republic), the differences in fermentation abilities of milk fermentation bacteria were not
statistically significant (P> 0.05) or it was not significant in terms of the recommended
repetition of measurements for some samples. From this point of view, the null hypothesis was
rejected. The samples did not significantly differentiate from each other. However, some
differences between the Georgian samples were observed in titratable acidity and growth of
bacteria in milk. In the future it would be appropriate to identify these isolates by using
molecular genetic methods.

Keywords: lactic acid bacteria, fermented milk products, streptococci, lactobacilli
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1 Uvod

Termin ,,bakterie mlécného kvaseni“ byl poprvé pouzit na pocatku 20. stoleti pro bakterie
schopné srazet mléko. Historicky hraly tyto bakterie pfevazujici roli v technologickém vyuziti
v ramci potravinaiského primyslu nad ostatnimi potravinaisky vyuzivanymi mikroorganismy.
Diilezitou vlastnosti bakterii mlécného kvaSeni (BMK) je schopnost fermentovat jednoduché
sacharidy za vzniku charakteristického produktu — kyseliny mlééné a dalSich produkth
zastoupenych v menSim mnozstvi.

Rody, které jsou typické pro BMK jsou napiiklad rod Lactobacillus, Streptococcus,
Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc. Je dilezit¢é zminit 1 rod
Bifidobacterium, ktery nékteii autofi fadi do BMK, ackoliv se lisi metabolismem. Jelikoz
urodu Bifidobacterium dochazi k fermentaci sacharidii za vzniku smési kyseliny octové
a mlécné (v poméru 3:2). Obecné se tyto bakterie déli na zaklad¢ hlavnich a vedlejSich produkta
fermentace na homofermentativni a heterofermentativni druhy. Nékteré druhy BMK jsou
znacn¢ acidotolerantni a také tolerantni ke zlu¢i, diky cemuz jsou 1 vyznamné pro potravinaisky
priamysl.

Fermentace je z historického hlediska jedna z nejstarSich metod, ktera byla (a stale je)
vyuzivana pro pfirozenou konzervaci potravin. V minulosti byla vyroba fermentovanych
potravin zalozend spiSe na spontanni fermentaci plivodni tzv. autochtonni mikrobiotou.
V soucasnosti se prumyslova vyroba samoziejmé¢ neobejde bez konkrétnich a predem
pripravenych mikrobialnich kultur. Nej¢astéji pouzivana jogurtova kultura obsahuje tyto druhy
bakterii: Streptococcus salivarius subsp. thermophilus a Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, a to jak pro vyrobu jogurtd, tak i pro vyrobu jogurtovych mlé¢k. Velmi vyznamna je
také smetanova a acidofilni kultura. Technologickd funkce BMK souvisi se schopnosti
pfeménovat substraty (sacharidy, bilkoviny, lipidy) na metabolity, které ovliviiuji chut, vini
a konzistenci potravin. V ramci pfemény substratu si vyznamnou pozornost u téchto bakterii
ziskala 1 proteolytickd aktivita, diky které je podporovan riist BMK v mlé¢nych vyrobcich
a zarovein podporuje rozvoj organoleptickych vlastnosti FMV a zvysSuje i biologickou
dostupnost zivin. Oproti tomu lipolytickd aktivita je u téchto bakterii mnohem méné
prostudovana. Mezi dva vyznamné lipolytické enzymy patii esterazy a lipazy, které ptispivaji
k vyvoji aroma a chuti.

Vyskyt BMK se obecné poji s prostfedim bohatym na zZiviny, jako jsou ZzivocisSné
potraviny (maso, mléko) nebo rostliny (traviny, zeli, olivy). B€Zn¢€ se pouzivaji pro zkvasovani
potravin i krmiv. BMK jsou povazovany za mikroorganismy pfinasejici fadu benefit. Nekteré
druhy jsou povazovany i za zdravi prospéSné — tzv. probiotické bakterie (zvlasté¢ zrodu
Lactobacillus). BMK hraji dilezitou roli v nékolika primyslovych odvétvich po celém svété
ajsou velmi hojné¢ pouzivany. Nejdialezitéj$i uplatnéni z hlediska fermentace je
v mlékdrenském primyslu (zahrnuje ohromné mnozstvi FMV). Dalsi vtadé je pramysl
fermentovanych masnych ¢i rostlinnych produkti. BMK se uplatiiuji 1 v tadé dalSich
prumyslovych aplikacich. Typickym ptikladem mize byt vyroba kyseliny mlécné, produkce
metabolitli podilejicich se na vyvoji pfichuti a textury vyrobkll (viz exopolysacharidy),
zdravotnické prostredky, antimikrobidlni peptidy (AMP) a probiotické produkty. Vyznamna je
také protektivni funkce BMK, kterd je spojena s produkci antimikrobidlné aktivnich metaboliti.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Bakterie mlé¢ného kvaseni pfeménuji ziviny na metabolity typicky obsazené v kysanych
mlécnych vyrobcich. Pro kazdy vyrobek jsou charakteristické urcité druhy a kmeny bakterii.
Predpokladame, Ze rizné kmeny bakterii mlé¢ného kvaSeni mohou mit odlisné fermentacni
vlastnosti, at’ uz z hlediska rychlosti kysani, tak i vysledné titracni a aktivni kyselosti mlé¢ného
produktu.

Cilem této prace je porovnat fermentacni vlastnosti bakterii mlééného kvaseni typickych
pro komeréni produkt z ¢eského trhu ve srovnani s bakteriemi z tradi€éniho doméciho produktu
ze stfedni Asie.



3 Literarni reSerse

3.1 Obecna charakteristika bakterii mlééného kvaseni

Bakterie mlé¢ného kvaSeni jsou jedine¢nou skupinou mikroorganismd, které se vyvijely
skrz vyuziti téchto bakterii ¢lovékem od pocatku zemédélskych postupli, domestikace zvifat
ataké bcéhem hledani novych postupi konzervace potravin, zlepSeni stravitelnosti
a organoleptickych vlastnosti. Historicky tyto bakterie hraly v naSich potravinach pievazujici
roli vramci technologického wvyuziti nad ostatnimi potravindisky vyuZzivanymi
mikroorganismy (Gabrovska et al. 2019).

Termin ,,bakterie mlécného kvaseni“ byl poprvé pouzit na pocatku 20. stoleti pro bakterie
schopné srazet mléko. Nasledn¢ byla nalezena souvislost mezi sraZenim mléka a tvorbou
kyseliny mlécné. Ani dnes vSak neexistuje jednoznac¢né a jednoduchd definice pro bakterie
mlécného kvaSeni (BMK). Existuje vSak vycet charakteristickych vlastnosti téchto bakterii,
ktery je shrnut v této kapitole. BMK jsou mikrooragnismy, které jsou tvofeny jednou bunikou
ajsou fazeny mezi prokaryota. Rody, které jsou typické pro BMK jsou napiiklad rod
Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc. Je
dilezité zminit i rod Bifidobacterium, ktery nckteti autofi fadi do BMK, ackoliv se lisi
metabolismem. Dulezitou vlastnosti BMK je schopnost fermentovat jednoduché sacharidy za
vzniku charakteristického produktu — kyseliny mlééné a dalSich produkti zastoupenych
v men$im mnozstvi. Neni to vSak pravidlem. Napiiklad u rodu Bifidobacterium dochazi
k fermentaci stejnych sacharidl za vzniku smési kyseliny octové a mlééné. Na zaklad¢ hlavnich
a vedlejSich produktii fermentace se pak bakterie déli na homofermentativni
a heterofermentativni druhy (Martin & Maurice 2008).

Nejenze tyto bakterie produkuji kyseliny, ale také jsou oproti ostatnim bakteriim zna¢né
acidotolerantni, coz jim pfindsi v daném prostiedi zasadni vyhodu vacéi dalSim
mikroorganismim. Jsou také tolerantni ke zlu¢i (netyka se vsech BMK), diky ¢emuz jsou velmi
vyznamné pro potravindisky pramysl. Jelikoz zlu¢ zajistuje svoji toxicitou silnou
antimikrobialni aktivitu vii¢i vSem mikroorganismiim, ktefi nejsou tolerantni ke Zluci, tj. nejsou
adaptovany na ptitomnost téchto zlucovych soli vyskytujicich se v gastrointestinalnim traktu.
Z hlediska optimalni teploty pro rist lze BMK rozdélit na mezofilni a termofilni bakterie
(Horackova et al. 2017; Mahesh et al. 2019). Jak uvadi Horackova et al (2017), tak schopnost
tolerance ke zluci je kmenové specifickd a nelze fici, ktery druh BMK je odolnéjsi. ZlepSeni
ristu v pfitomnosti zlu€ovych soli ovlivituje fada faktord (pH, teplota atd.).

Z morfologického hlediska jsou déleny BMK na koky (diplokoky, tetrakoky,
streptokoky), ty&inky a ojedinéle tvoii vldknité struktury. Radi se mezi grampozitivni bakterie,
tudiz se za pouziti Gramovy metody tyto bakterie zbarvuji do charakteristické modrofialové
barvy. Tento fakt je zpisobeny vysokym obsahem peptidoglykanu v bunécné sténé, absenci
vnéj$i membrany a lipopolysacharidové vrstvy. Tyto bakterie jsou nepohyblivé, nesporulujici,
kataldza negativni (je mozna i produkce pseudokatalazy), postradajici cytochromy. Pro vétSinu
téchto bakterii kyslik neni toxicky, a proto rostou i za pfitomnosti vzduchu. Jsou tedy fazeny
mezi aerotolerantni, mikroaerofilni ¢i fakultativné anaerobni. AvSak jsou i vyjimky jako
napfiiklad striktn¢ anaerobni bifidobakterie (Klaban 2005; Adams & Moss 2008).



BMK jsou chemoorganotrofni, coz znamend, ze ziskavaji energii oxidaci organickych
sloucenin. Organické slouceniny vyuzivaji rovnéz jako zdroje uhliku a vodiku, které jsou
potieba k syntéze bunétné hmoty. Ke svému rlstu potiebuji fermentovatelné¢ sacharidy,
peptidy, nukleotidy. Dale potiebuji také dusikaté zdroje, které jsou nejCastéji ve forme
aminokyselin. Také vyzaduji nekteré vitaminy skupiny B, mineralni soli a riistové latky. BMK
jsou obecné velmi naroéné na ziviny (Silhankova 2008; Klaban 2005).

3.2 Taxonomicka klasifikace BMK

Predchiidci BMK pravdépodobné byli mikroorganismy podobné rodu Bacillus, které
pochézely z pidy. Ztratily né€kolik genii a s tim 1 souvisejici fyziologické funkce, pfiCemz se
adaptovaly na nutri¢né bohata prostfedi (Vinderola et al. 2019).

Prof. Orla-Jensen polozil zéklady soucasné taxonomické klasifikace BMK jiZ na pocatku
20. stoleti a zaroven také poprvé popsal tuto skupinu bakterii. Tyto udaje shromazdil ve své
monografii Lactic Acid Bacteria vydané vroce 1919. Za svou praci ziskal jako ocenéni
Nobelovu cenu. Jeho pouzita kritéria (morfologie bunck, teplotni rozmezi rlstu, zpiisob
fermentace glukozy, rozdilnost fermentovanych sacharidid) jsou doposud povazovéana za
dilezita pro klasifikaci téchto bakterii. Postupné se znalosti o vlastnostech BMK rozsitily, a to
vcetné molekularné biologickych charakteristik. Na zaklad¢ ptibyvajicich tdaji se rozsitil i
pocet rod, které vyhovuji popisu pro BMK. Pivodné byly do této skupiny fazeny pouze Ctyti
rody (rod Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus, Pediococcus). V souc¢asné dob¢& podle
taxonomické klasifikace spada BMK do kmene Firmicutes, ttidy Bacilli a tadu Lactobacillales.
Patii sem Sest Celedi (Aeococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae,
Leuconostocaceae, Streptococcaceae). Do téchto celedi patii rody Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Lactobacillus, Pediococcus,
Leuconostoc, QOenococcus, Weissella, Lactococcus a Streptococcus. V potravinatském
prumyslu se pouzivaji hlavné¢ rody Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc, Lactococcus a Streptococcus (Horackova et al. 2018). Pro lepsi
piehlednost je tento vycet znazornén na obrazku €. 1.
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Obrazek 1: Taxonomicka klasifikace BMK (inspirovano podle Horackové et al. (2018))

Rod Bifidobacterium (Celed’ Bifidobacteriaceae) je historicky povazovan za patfici do
skupiny BMK. Nicméné i pies to, ze tyto bakterie odpovidaji mnoha typickym vlastnostem pro
BMK, najde se zde i nékolik zasadnich rozdilli pro tento rod. Jeden zrozdilu je, ze rod
Bifidobacterium se tadi narozdil od vSech ostatnich BMK do kmene Actinobacteria, coz je
druhd hlavni vétev grampozitivnich bakterii. Nasledné tedy spadd 1 do jiného ftadu
(Bifidobacteriales) a ttidy (Actinobacteria) (Vinderola et al. 2019).

Jednotlivé rody BMK se rozliSuji na zédkladé mnoha charakteristickych rysi, napiiklad
morfologie, produkce CO2 z glukozy, ristu pii 10 °C a 45 °C, ristu pii koncentraci 6,5 a 18 %
NaCl, ristu pti pH 4,4 a 9,6 a typu produkované kyseliny mlécné (formy L - pozitivni, D -
negativni, DL — pokud tvoii ob¢ dvé formy) (Vinderola et al. 2019).

Typ fermentace je dulezitym taxonomickym rozliSovacim znakem. Napiiklad celed’
Leuconostocaceae zahrnuje rod Leuconostoc, Oenococcus a Weissella a vsechny tyto rody jsou
obligatné heterofermentativni. Stejné tak jsou i tzv. obligatné heterofermentativni laktobacily
(blizsi informace o jejich rozdéleni do skupin na zaklad¢ fermentaéniho metabolismu — viz
podkapitola 3.3.1.1) (Vinderola et al. 2019).



3.3 Morfologie a charakteristika jednotlivych rodu

Z morfologického hlediska se u BMK nevyskytuje ptili§ velkd pestrost (tvoii koky nebo
tyCinky). Bakterie tvoti pfevazné grampozitivni koky (bakterie kulovitého tvaru) a tyc¢inky.
Koky jsou bud’ v parech, v kratsich ¢i delSich fetizcich a ty¢inky jsou bud’ izolované ¢i také
v fetizcich. Nevytvari endospory. Obvykle jsou fakultativné anaerobni a kataldza negativni.
Nutri¢ni pozadavky jsou obvykle charakteristické pro kazdy druh, Casto se naroky lisi i pro
konkrétni kmeny jednotlivych druhti. VSechny BMK jsou schopné fermentovat sacharidy za
vzniku kyseliny mlééné. Rozdil je pouze v tom, jestli je fermentuji homofermentativné ¢i
heterofermentativné. Pro homofermentativni mlécné bakterie je typické, Zze vznikla kyselina
mléénda je pravotoivd a zaujimd hlavni podil vzniklych metaboliti. Naopak
heterofermentativni mlécné bakterie, produkuji levotoc¢ivou kyselinu mlécnou, ale vedle toho
iznacny podil jinych kyselin a latek (kyselina octova, ethanol, CO2). V podkapitolach je
uvedena vSeobecna charakteristika vSech celedi BMK (i celed Bifidobacteriaceae)
a podrobnéjsi charakteristika vybranych rodu, které se pouZzivaji v potravinaiském primyslu
(zejména pro mlécné vyrobky). V ramci téchto rodi jsou vSak okrajové zminéné i druhy, které
se pouzivaji na vyrobu i jinych nez jen mlécnych vyrobki, ¢i mohou byt patogenni apod.
V posledni podkapitole je uvedeno shrnuti v tabulce ¢. 1 nékterych zakladnich charakteristik
(tvar bungk, typ fermentace, konfigurace kyseliny mlé¢né a hlavni produkty) u vybranych rodt
(Vos et al. 2009).

3.3.1 Celed’ Lactobacillaceae

Do této celedi patii tii rody: rod Lactobacillus, Paralactobacillus a Pediococcus.
Charakteristickym tvarem jsou pro tyto bakterie zpravidla dlouhé a $tihlé, ale nékdy i ohnuté
tyCinky, az po kratké koryneformni kokobacily (kokotyCinky) nebo sférické bunky. Bézné je
1 vytvaieni fetizkdi. Vyjimkou je rod Pediococcus, ktery tvoii pfevazné pary nebo tetrady.
Pohyblivost neni bézna. Bézné jsou fakultativné anaerobni a kataldza negativni, ale najdou se
vyjimky. Alespoii polovina kone¢ného produktu z jejich fermentacniho metabolismu je laktat.
Dal8imi produkty mohou byt acetat, ethanol, CO2, formiat nebo sukcinat (Vos et al. 2009).

3.3.1.1 Rod Lactobacillus

U laktobacilt je povrchovy riist na pevnych médiich obecné zesileny bezkyslikatym
prostfedim nebo sniZzenym parcidlnim tlakem kysliku a 5 — 10 % COaz. Ptisné aerobni podminky
jsou obvykle inhibi¢ni pro rust téchto bakterii. Redukce dusi¢nanil je neobvyklé a kasein neni
traven. Bakterie jsou bud’ kataldza negativni, nebo mize dochézet k produkci pseudokatalazy
¢i dokonce i skutecné kataldzy. To se potvrdilo u nékolika kmenti (z riznych druhil), které
mohou rozkladat peroxid vodiku. Tvorba pigmentl je vzacna. Pokud jsou vSak pfitomny, tak
vytvaii barvu Zlutou, oranzovou, rezavé az cihlové ¢ervenou. Jsou schopné produkovat velké
mnozstvi kyseliny mlécné (ve form¢ DL ¢i D(-)) (Vos et al. 2009). Na zaklad¢ finalnich
produktd, vzniklych fermentaci sacharidi, Ize laktobacily rozdé€lit do tii skupin. Do prvni
skupiny patii obligatné homofermentativni laktobacily, které fermentuji hex6zy témét vyluéné
na kyselinu mlé¢nou (vice jak 90 %) a pentdzy ani glukonat nefermentuji. Do této skupiny patii
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus salivarius a Lactobacillus



delbrueckii. Do druhé skupiny patii fakultativné heterofermentativni laktobacily, které
fermentuji hex6zy na kyselinu mléénou (jako u homofermentativnich bakterii), ale pfi
nedostatku hex6z fermentuji dalsi sacharidy (pent6zy) za vzniku kyseliny mlécné, octové, CO2
a ethanolu. Do této skupiny patii Lactobacillus casei, Lactobacillus alimentarius
a Lactobacillus plantarum. Posledni a treti skupinou jsou obligatné heterofermentativni
laktobacily, které fermentuji hexdzy na kyselinu mlécnou (vice jak 50 %), octovou, CO2 a za
ur¢itych okolnosti vznikd i ethanol. Dokazi fermentovat pentézy na kyselinu mlécnou
aoctovou. Do této skupiny patii napt. Lactobacillus fermentum, Lactobacillus brevis
a Lactobacillus kefir (Sedlacek 2007).

Jejich vyhodou je, ze jsou acidotolerantni az acidofilni. Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus je velmi vyznamny pro vyrobu mléénych produktl spolecné s druhem Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus. Rozdil je mezi nimi ten, ze laktobacily dokazou snasSet nizsi pH
a diky tomu snizuji kyselost vyrobku az na izoelektricky bod. Snizené pH plisobi inhibi¢n¢ az
mikrobicidné, proto ma tento fakt pozitivni vliv nejen pii vyrobé a konzervaci potravin ale
ivintestindlnim traktu lidi. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus je tedy
homofermentativni a dokdze produkovat v malém mnozstvi i heteropolysacharidy, které jsou
velmi uzite¢né ptfi vyrobé mlécnych vyrobkll. Tyk4 se to hlavné jogurtd, kde dochazi
k ovlivnéni konzistence, zvyseni viskozity a stabilizaci srazeniny. Dal$im velmi vyznamnym
druhem je Lactobacillus acidophilus, ktery se pouziva k vyrobé acidofilniho mléka,
acidofilniho podmasli a smetany. Nicméné zaujima 1 vyznamnou roli, co se tyce stfevni
mikrobioty a pozitivnich vlivli na lidské zdravi. Lactobacillus kefiri a L. parakefiri jsou soucasti
smésnych kefirovych kultur a pouzivaji se tedy pti vyrobé kefiru a kefirového mléka. Rozsah
rustové teploty je pomérné velky (2 — 53 °C), optimalni teplota se vSak pohybuje obvykle v
rozsahu 30 — 40 °C. Tyto bakterie uptednostiiuji tedy mezofilni teploty az mirné¢ termofilni.
Optimalni pH pro pteziti je mirné€ kyselé, obvykle okolo 5,5 — 6,2. Rlistova hodnota pH je bézné
pii pH 5,0 nebo méné. Rychlost ristu je Casto snizena kvili neutrdlnim nebo zpocatku
alkalickym podminkam. Z potravinaiského hlediska je tento rod velmi vyznamny a roz$iteny.
Obvykly vyskyt je v mlécnych vyrobcich, obilnych vyrobcich, produktech z masa a ryb, pivu,
vin€, ovocnych $tavach, nakladané zelenin€, kasi, zeli, silazich, kvasku, ptdé¢, vodé ci
odpadnich vodach. Tyto bakterie jsou soucésti normalni mikrobioty v dutiné Ustni, stfevnim
traktu, vagin€ lidi a mnoha zvifat. Nejsou patogenni, pouze ve vzacnych ptipadech pro osoby
s n&jakou chorobou (Silhankova 2008; Vos et al. 2009).

Morfologicka variabilita laktobacild je pomérné€ znacna. Ale vSeobecné se jedna o dlouhé,
rovné nebo mirné zaktivené ty€inky ¢i kokotyc€inky (viz obrazek €. 2). Délka tyCinek a stupeni
zakiiveni zavisi na v€ku dané kultury, sloZzeni média apod. Hlavni morfologické rozdily mezi
druhy vsak obvykle ziistavaji jasné rozpoznatelné. Nékteré druhy laktobacilti produkuji plyn
(napt. Lactobacillus fermentum, Lactobacillus brevis). Takové druhy se pak vzdy vykazuji
smési dlouhych a kratkych ty¢inek. K déleni bunék dochazi pouze v jedné roving. Tendence k
vytvareni fetizki se li§i mezi druhy, a dokonce 1 kmeny. Zavisi to na ristové fazi a pH média.
Asymetricky vyvoj bun¢k béhem bunécného déleni vede ke vzniku vrascitych fetizkli nebo
dokonce k tvorbé kruht. Kolonie na agarovém médiu jsou obvykle kolem 2 — 5 mm s celymi
okraji, konvexni, hladké, lesklé a bézné€ nepriihledné bez pigmentu. Ve vzacnych ptipadech, jak
jiz bylo feceno, jsou nazloutlé nebo nacervenalé (Vos et al. 2009).



Obrazek €. 2: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus — mikroskopovano s fazovym
kontrastem, zvétieni 400 (foto: Svejstil 2019)

3.3.1.2 Rod Pediococcus

Bunky typickych zastupcii jsou nepohyblivé, pfevazné dokonale kulovité, ptilezitostné
vejCité na rozdil od jingych BMK. Vyskytuji se bud’ samostatné nebo v parech ¢i tetradach.
Jednotlivé buiky méfti cca 0,5 — 1,0 um. Bunééné morfologie druhii pochazejicich z tohoto rodu
je podobna morfologii druhti z rodu Tetragenococcus a bakterie z téchto dvou rodu jsou zaroven
jedinymi BMK, které se mohou délit ve dvou rovinach. Disledkem dé€leni ve dvou na sebe
kolmych rovinach je vznik tetrad (tzv. tetrakoki), nikoliv vSak typickych fetizkii. Bunky jsou
oxidaza negativni, cytochromy chybi a katalaza neni produkovana, ackoliv opét se najde
vyjimka u nékterych druhd (¢i kmentl), jako napt. Pediococcus pentosaceus u kterého bylo
hlaseno, ze produkuje kataldzu nebo pseudokataldzu. U vice nez 50 % kment Pediococcus
pentosaceus izolovanych z koziho mléka, syru Feta a syru Kaseri bylo hlaSeno, Ze maji slabou
katalazovou aktivitu. Jsou homofermentativni, produkuji kyselinu mlécnou, ale bez CO2
z glukdzy. Rist je bézny pii pH 5, ale jiz ne pti pH 9. Opét existuje vyjimka a tou je napt. druh
Pediococcus stilesii. Optimalni ristova teplota je v rozmezi 25 — 35 °C, ale zavisi na druhu
(klidn¢ mtze byt i 37 °C) a musi probihat za anaerobnich podminek. VSechny druhy kromé
Pediococcus claussenii produkuji DL nebo L(+) kyselinu mlé¢nou z glukézy. Dusi¢nan neni
redukovan (Gorner & Valik 2004; Vos et al. 2009).

Glukoza je metabolizovana homofermentativné na kyselinu mlécnou. U typickych druht
z rodu Pediococcus se zda, Ze CO2 neni produkovan z fermentace glukdzy. Vyjimkou je druh



Pediococcus dextrinicus, ktery je vSak povazovan za atypicky. Nékteré kmeny pochazejici
zrodu Pediococcus byly spojeny s vyskytem infekci u lidi, a proto je lze povazovat za
prilezitostné patogeny. Mohou zpusobit infekce u oslabenych jedinct, a to v disledku traumatu
nebo néjakého zakladniho onemocnéni. Nekteré kmeny jsou rezistentni na vankomycin
a teikoplanin, coZ jsou u¢inné latky pouZivané ve vyrobcich lékatské péce. Obecné jsou vSak
tyto bakterie citlivé na antibiotika, jako je penicilin, ampicilin a aminoglykosidy a stfedné
citlivé na chloramfenikol (Vos et al. 2009).

Bakterie ztohoto rodu jsou pfirozené spojovany sovocem a rostlinami a jejich
fermentaci. Jedna se napf. o silaz, kukufici, okurky, olivy a ceredlie. N¢jaké kmeny pfispivaji
také k fermentaci masa. Jiné druhy jsou zase Casto spojovany s prostfedim, kde dochazi
k vyrob¢ alkoholickych napoji (napt. pivo). Tyto bakterie jsou zaroven i velmi dulezité pro
vyrobu syri, kde se Gcastni jejich zrani. V téle ¢loveéka se vyskytuji v zazivacim traktu bézné
(Silhankova 2008; Vos et al. 2009).

3.3.2 Celed Aerococcaceae

Tato celed zahrnuje rod Aerococcus a jeho blizké ptibuzné (rod Abiotrophia,
Dolosicoccus, Eremecoccus, Facklamia, Globicatella, Ignavigranum). Sklada se
z nepohyblivych, vejéitych koki nebo kokobacili. Jsou fakultativné anaerobni, katalaza
negativni (n¢které kmeny jsou ale opét schopny produkovat pseudokatalazu). Obvykly pramér
bunck je 1 — 2 pum. Dé¢leni probiha na dvou rovindch v pravém thlu, coz vede ke vzniku tetrad
a shlukti. Nékdy je mozny vyskyt buncék i samostatné nebo v parech. Obvykle tvoii malé
nepigmentované kolonie (cca 1 mm nebo mén¢). Ale opét jsou vyjimky jako napt. druh
Aerococcus viridans, ktery produkuje zluty pigment. Jsou typicky chemoroganotrofni, ale
zadny plyn z gluk6zy nevznika. Bakterie neredukuji dusi¢nany na dusitany. Bylo zjisténo, ze
bunécné stény téchto bakterii obsahuji aminokyselinu lysin. Bakterie jsou citlivé na
vankomycin a na Sirokou Skalu dalSich antimikrobialnich latek. Mohou rist v médiu, které
obsahuje az 6,5 % NaCl —to plati pro vSechny bakterie z tohoto rodu. Je zde op¢€t vyjimka (napf.
Aerococcus viridans), kdy jsou bakterie schopny rist az pti 10 % NaCl. Optimalni teplota pro
rust je dosti variabilni. Kuptikladu Aerococcus urinae roste pii pomérné vysokych teplotach (az
45 °C), ale pro jiné druhy se teplota béZné¢ pohybuje kolem 37 °C (Sedlacek 2007; Vos et al.
2009).

3.3.3 Celed’ Carnobacterium

Do této celedi patii rod Carnobacterium a blizce ptibuzné rody (Alkalibacterium, Allofustis,
Alloiococcus,  Atopobacter, Atopococcus, Atopostipes, Desemzia, Dolosigranulum,
Granulicatella, Isobaculum, Marinilactibacillus a Trichococcus). Sklada se z grampozitivnich
ty¢inek nebo kokll. Obvykle jsou fakultativné anaerobni, ale n¢které druhy rostou pii aerobnich
¢i mikroaerofilnich podminkach. Obvykle jsou kataldza negativni. Bakterie jsou pohyblivé
i nepohyblivé. Bunécna sténa miize obsahovat aminokyseliny lysin a ornithin. Rizné druhy
mohou byt psychrotolerantni (dokazi zit v prostifedi s velmi nizkou teplotou), halotolerantni
(jsou schopné snaset prostiedi s vysokou koncentraci soli) nebo alkalifilni (ziji v prostiedi
s vysokou hodnotou pH) (Vos et al. 2009).



3.3.3.1 Rod Carnobacterium

Bunky téchto bakterii jsou tvarové typicky kratké, relativné Gzké tyCinky, které mohou byt
nékdy 1 zakiivené. Obvykle se bakterie vyskytuji samostatn€ nebo v parech, nékdy vytvaii také
kratké fetizky. Bakterie mohou byt pohyblivé, ale nemusi. Jsou fakultativné anaerobni, avSak
dobfe rostou v pfitomnosti kysliku a ristovy vynos u druhu Carnobacterium maltaromaticus
se zvysuje desetkrat, kdyz se do aerobné rostouci kultury pfidd hem. Morfologie bunck je
odli$nd v zavislosti na druhu a stafi, ale vyskytuji se tieba o velikosti 13 — 20 pm. Nicmén¢ jsou
velmi podobné bakteriim z rodu Lactobacillus. Kolonie na agaru jsou bézn¢ bilé¢ az krémové,
konvexni a lesklé. Priimér kolonii se pohybuje v rozmezi od 0,5 — 2 mm v zavislosti na typu
média. Nékteré druhy produkuji svétle zluty pigment rozpustny ve vode. Z glukézy produkuji
pfevazné kyselinu mlé¢nou ve formé L(+). AvSak jeden druh (Carnobacterium pleistocenium)
nevytvaii zadny laktat, ale pouze ethanol ¢i kyselinu octovou a CO2. Obecné plati, Ze jsou
fakultativné heterofermentativni, protoze dokéazi fermentovat jak hexdzy, tak i1 pentozy.
Produkce plynu z glukdzy je variabilni (v zavislosti na substratu), nicméné Casto je negativni.
Radi se mezi psychrotolerantni mikroorganismy. Vét$ina kment roste pfi 0 °C, ale vétiinou
7adny kmen neroste pii 45 °C. Zadné kmeny nerostou jiZ pii 8 % NaCl. Dobry rist se vykazuje
pii pH 9. Jsou negativni na kataldzu 1 oxidazu, nicmén¢ najdou se vyjimky s vyskytem katalazy.
Dusi¢nany nejsou redukovany na dusitany (Goérner & Valik 2004; Vos et al. 2009). Nachazi se
ve vakuoveé baleném masu a souvisejicich vyrobcich Zivocisného plvodu, syrech a rybach
z chladného prostredi. Maso je idedlnim prostiedim pro tyto bakterie, mé neutralni pH, vysoky
obsah Zivin a také vysokou vodni aktivitu. Ve chvili, kdy jejich pocet vyrazné stoupd, mohou
zpisobit zkazeni masa. Pokud jsou tyto bakterie spojeny s potravinami, obvykle se v tomto
prostiedi nachdzi i bakterie z rodu Lactobacillus a Leuconostoc. Zkazené vyrobky se vyznacuji
zménou barvy, kyselou viini ¢i chuti, anebo mtizou byt naopak bez chuti (pf. nezpracované
maso, parek, klobasa). Mezi mlécné vyrobky, u kterych Ize zarucené€ nalézt tyto bakterie patii
mekké zrajici syry s plisni na povrchu vyrobené z nepasterizovaného mléka. Kuptikladu syr
Brie, ktery mé pH kolem 6,8 — 7,6. Dal§im typickym piikladem je i syr mozzarella. Bakterie
z rodu Carnobacterium se prokazaly jako patogenni pouze pro ryby, nikoliv vSak pro ¢lovéka
&i jina zvitata (Sedlaéek 2007; Silhankova 2008; Vos et al. 2009)

3.3.4 Celed Enterococcaceae

Tato Celed’ zahrnuje Ctyfi rody, a to rod Enterococcus, Melissococcus, Tetragenococcus
a Vagococcus. Pro potravinarsky primysl je vyznamny pouze rod Enterococcus. Jedna se
o vejCité koky, které jsou bézné kataldza negativni. Bakterie jsou fakultativné anaerobni,
anaerobni nebo mikroaerofilni. Nékteré druhy jsou halofilni a mohou byt odolné viici Zluci (Vos
et al. 2009).

3.3.4.1 Rod Enterococcus

Bakterie se vyskytuji se jednotlivé, v parech nebo vytvari kratké fetizky a jsou Casto
protazeny ve sméru vytvoreného fetizku. Kmeny nékterych druhit mohou byt pohyblivé, jelikoz
maji biciky. Ne&které¢ druhy bakterii mohou vytvaret zluty pigment nebo mohou byt
karboxyfilni, tedy zavislé na CO2. Obecné byvaji oxiddza negativni i1 kataldza negativni, ale
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nékteré kmeny jsou schopné vytvaret aktivni pseudokatalazu, pokud jsou kultivovany na
agarovém médiu obsahujici krev. Hemolyticka aktivita téchto bakterii je variabilni a do zna¢né
miry druhové zavislad. Neredukuji dusi¢nany na dusitany. Optimalni rist vétSiny druht se
pohybuje kolem 35 — 37 °C. AvSak mnoho druh je schopno rast pti 42 °C, a dokonce 1 pii 45
°C. Pomaly rist je mozny i pti 10 °C. Jsou velmi odolné vii¢i vysychani. Obecné maji narocné
pozadavky na Ziviny. Jsou homofermentativni, tudiz ptevladajicim kone¢nym produktem
fermentace glukozy je kyselina L(+)-mlécnd, ale bez tvorby plynu. Tyto bakterie mohou
fermentovat Sirokou $kalu substratii. Za aerobnich podminek je ov§em glukdza metabolizovéana
na kyselinu octovou, acetoin a COz. Pyruvat se bézné pievadi na laktat napt. u Enterococcus
faecalis, pokud je pH 5,0 — 6,0. Nicmén¢ pfi neutralnim nebo mirné alkalickém pH se pyruvat
preménuje na formiat, ethanol a acetat v poméru 2:1:1. Pii nedostatku zivin se ale pyruvat
preménuje na ethanol a acetat. Energii Ize ziskat i jinymi zptsoby, napt. degradaci nékterych
aminokyselin. Jsou schopné snaset NaCl do 6,5 %, coZ znamena Ze jsou i odolné vi¢i snizené
aktivit¢ vody. Mohou pfeZivat 1 niZ8i pasteracni a termizacni teploty. Jsou fakultativné
anaerobni, avSak s preferenci anaerobnich podminek (Vos et al. 2009). VétSina druhi je
soucasti stfevni mikrobioty savcl a ptakt. Jiné druhy jsou spojeny s rostlinami nebo jsou
izolovany z vody. Jiz dfive bylo n€kolik druhti z rodu Streptococcus, které se vyskytovaly ve
sttevnim traktu lidi i zvifat, vyjmuto a pfefazeno do rodu Enterococcus. Ackoliv tyto bakterie
maji slozité¢ nutricni pozadavky, jejich rist na bézné pouzivanych kultivaénich médiich je
obvykle bohaty. Vyzaduji nékolik aminokyselin, vitaminy skupiny B a purinové a pyrimidinové
baze. Vytvafi kolonie, které¢ jsou vzdy pravidelné a kruhovitého tvaru s hladkym povrchem az
do priméru 5 mm. Nékteré druhy produkuji Zluty az oranZzovy pigment na agarovém médiu.
Ackoliv se tyto bakterie bézné vyskytuji v téle ¢lovéka, aniz by ho né&jak ohrozovaly, tak
zarovenl existuji 1 druhy, které jsou patogenni a jsou Casto izolovany zriznych infekci.
Kupftikladu ve stolici je jejich vyskyt normélni, ale v mocovém méchyti uz ne. Zpisobuji
infekci mocCovych cest a jsou Casto rezistentni na riiznd antibiotika. Nebezpecné bakterie
z tohoto rodu jsou zejména ty, které maji rezistenci na vankomycin. Enterococcus faecalis
pfedstavuje nejcastéji izolovany druh z lidského klinického materidlu (80 — 90 %). Enterokoky
jsou béznou soucdsti mnoha druhi potravin (ackoliv se nepouzivaji jako technické
mikroorganismy), a to zejména potravin zivo¢i§ného pivodu, jako je mléko a mlécné vyrobky
nebo maso. Obecné se povazuji za sekundarni kontaminanty potravin, které ¢asto hraji roli v
jeho kazeni. Nicméné nékteré kmeny neskodi, nebot’ pozitivné ovliviiuji zrani a vyvoj aroma
nékterych typt syri. V nékterych produktech se dokonce pouzivaji i jako probiotické kultury.
Na druhé stran€¢ byla prokazédna piitomnost faktori virulence v potravinaiskych
enterokokovych kmenech, stejné tak i pfenos virulence na startovaci kmeny (Sedlacek 2007;
Vos et al. 2009).

3.3.5 Celed’ Leuconostocaceae

Celed zahrnuje rody Leuconostoc, Oenococcus a Weissella. Pro potravinaisky pramysl je
vyznamny pouze rod Leuconostoc. Bakterie jsou nepohyblivé. Tvar bunék je obvykle
elipsoidni, ¢asto protahly. Bakterie z rodu Weissella jsou bud’ kratké ty¢inky nebo maji vejcity
tvar. Vyskytuji se v parech nebo kratkych fetizcich. Jsou fakultativné anaerobni, kataldza
negativni, bez cytochromt. Glukozu rozkladaji heterofermentativné za vzniku laktatu, COz,
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ethanolu ¢i acetatu. D(-) laktat je typickym kone¢nym produktem fermentace glukozy,
vyjimkou je pouze rod Weissella, jehoz koneénym produktem je DL-laktat (Vos et al. 2009).

3.3.5.1 Rod Leuconostoc

U tohoto rodu je zna¢na variabilita, co se ty¢e morfologie bunék a pouzitém kultivaénim
médiu. Bakterie, které jsou kultivované na glukézovém médiu jsou protdhlé a maji
morfologicky blize k ty¢inkdm nez ke kokiim. Naopak vétSina kment pii kultivaci v mléce
vytvaii kokovité buniky. Buiiky se mohou vyskytovat samostatné¢, v parech nebo tvoti kratké az
sttedn¢ dlouhé fetizky. Kdyz jsou kultivovany na pevném médiu, tak jsou bunky protahlé
a mohou byt lehce zaménény za tyCinky. Nicméné obecné tyto bakterie vyzaduji bohaté
a komplexni médium pro sviyj rast. Nejlepsiho riistu se dosdhne za fakultativné anaerobnich
podminek. Doporucuji se mikroaerofilni az anaerobni podminky pro vétSinu druht.
Proteolytickd aktivita u téchto bakterii chybi. Dusi¢nany nejsou redukovany. Nékteré kmeny
maji i oxidativni mechanismus a dokaZzi proto produkovat misto ethanolu kyselinu octovou.
Tyto bakterie obvykle neokyseluji mléko ani ho nesrdzeji. A ackoliv rist mize nastat az pfi
pH 4,5, tak se tento druh fadi mezi neacidofilni a upfednostituje pocatecni pH 6,5 daného média
¢i potravinové matrice. Optimalni ristova teplota je mezi 20 — 30 °C, ale rist mtze probihat i
pii 5 °C. Dokonce byl zaznamenan rust i pti 1 °C. Kolonie se vytvaii obvykle az po 3 — 5 dnech
a jsou hladkeé, kulaté, Sedivé ¢i bilé a jejich primér je mensi nez 1 mm. Glukoza je fermentovéana
na ekvimolarni mnozstvi kyseliny mlécné ve formé D(-), CO2 a ethanol nebo acetat. Fruktoza-
1,6-difosfataldolaza chybi. AvSak vSechny druhy obsahuji aktivni  glukoza-6-
fosfatdehydrogendzu (G-6-P-DH). Tento rod se fadi mezi nepatogenni, a to jak pro ¢loveka, tak
1 pro zvirata a rostliny (Vos et al. 2009). Druhy rodu Leuconostoc jsou spojovany s celou fadou
masnych vyrobki, vcetné Cerstvého a vakuove baleného masa ¢i fermentovaného masa. Druhy
jako je Leuconostoc mesenteroides a Leuconostoc lactis se bézné pouzivaji jako startovaci
kultury pii vyrobé kysaného podmasli, smetanovych syrti, Goudy nebo Eidamu. Leuconostoc
lactis fermentuje laktézu rychleji nez ostatni druhy a zfeyjmé i rychleji okyseluje a srazi
neobohacené mléko. Pfi niz§im pH vytvafi bakterie rodu Leuconostoc velmi dilezité
aromatické latky, které plni sviij vyznam pii pouziti zakladnich smetanovych kultur. Tyto dva
druhy jsou diilezité kvili produkei diacetylu a COz. Produkce diacetylu je dulezita pii vyrobé
masla, jelikoZ mu dodava piijemné aroma. Potravindisky vyznamné jsou druhy Leuconostoc
mesenteroides subsp. dexranicum a Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris. Jako
startovaci kultura mohou byt pouzity i pro vyrobu kefiru. Druh Leuconostoc mesenteroides
subsp. mesenteroides hraje dilezitou roli pti kvaseni zeleniny, jako je zeli a okurky. Ackoliv to
neni dominantni druh, tak je dilezity pfi zahdjeni fermentace zeli pii vyrob¢ a poté nasleduje
pouziti bakterii z rodu Lactobacillus. Obecné pro vSechny bakterie z tohoto rodu je mléko pro
jejich rast nevhodné. OvSem kdyz se mléko obohati o dalsi latky, rostou v ném tyto bakterie jiz
dobfte. I tak ale existuji druhy/kmeny, které maji tak vysoké néroky na obsah aminokyselin, ze
nebude dochdzet ke srdzeni mléka. VétSina téchto bakterii produkuji diacetyl, ktery je
v mlékaftstvi velmi dtlezitou aromatickou latkou (Gorner & Valik 2004; Vos et al. 2009).
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3.3.6 Celed Streptococcaceae

Zahrnuje rody Streptococcus, Lactococcus a Lactovum. Pro potravindisky pramysl jsou rody
Streptococcus a Lactococcus velmi vyznamné. Skladaji se z grampozitivnich, vejéitych nebo
sférickych kokii. Bun&tné stény obsahuji aminokyselinu lysin. Jsou typicky fakultativné
anaerobni, ale mohou vyzadovat ptidavek CO:z pro rist. Bézn€ jsou kataldza negativni (Vos et
al. 2009).

3.3.6.1 Rod Streptococcus

Bunky téchto bakterii maji obvykle primér mensi nez 2 pm a vyskytuji se v parech nebo
vytvaii fetizky. Délka téchto fetizkii se znacné 1i8i mezi druhy i kmeny (viz obrazek €. 3).
Mohou byt vytvareny dlouhé fetizky z vice nez padesati bunék. Pro n€které druhy, jako je napf.
druh Streptococcus pneumoniae, je typické vytvareni diplokoki. Jsou nepohyblivé a prakticky
vSechny druhy jsou fakultativné anaerobni, nicméné nékteré vyzaduji pro rast pridavek CO2
(cca 5 %). Jsou charakteristicky citlivé na vankomycin. Sacharidy jsou fermentovany pievazné
na pravoto¢ivou kyselinu mléénou, ale bez vzniku plynu. Radi se mezi homofermentativni
bakterie. Dale produkuji mensi mnozstvi kyseliny octové a mravenci, ethanol a CO2. Neredukuji
dusi¢nany na dusitany. Nutri¢ni pozadavky jsou variabilni, ale vétSinou vysoké. Optimalni
teplota se pohybuje obvykle kolem 37 °C, ale maximdlni a minimalni teploty jsou mezi
jednotlivymi druhy riizné. Kolonie maji obvykle primér 0,5 — 1,0 mm jiz po 24 hodinach pfi
37 °C. Prakticky vSechny druhy jsou nepigmentované, s vyjimkou nékterych kment napft.
Streptococcus agalactiae. U tohoto druhu se mize vyskytovat Zluty, oranzovy nebo cihlové
¢erveny pigment. Charakteristickym znakem nékterych druhti oralnich streptokokii je produkce
extracelularnich polysacharidi, tj. glukanii (dextranti) a fruktant (levanil) ze sachar6zy. Mnoho
druhti je soucasti neskodné komenzalni mikrobioty v téle ¢loveka ¢i zvitat. Nicméné, najdou se
1 vysoce patogenni druhy. Neékteré druhy streptokokil jsou nositeli vysokého mnozstvi
bakteriofagli, ¢imz mohou pfispivat k patogennimu potencialu (stav profaga). Ukazalo se, Ze
nckolik druhti streptokokt je schopno inhibovat uzce ptibuzné druhy bakterii produkci
bakteriocinu. Ma se za to, Ze schopnost konkrétniho kmene Streptococcus mutans inhibovat
jiné bakterie hraje dtlezitou roli v jeho Uspé€Sném pienosu a nasledné kolonizaci nového
hostitele. Mezi dalsi jeho dulezitou roli patii ochrana proti infekci zptsobené bakteriemi druhu
Streptococcus pyogenes. Pro vyrobu mléénych vyrobki je velmi diilezity druh Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus. Pouziva se na vyrobu jogurtl ¢i syrti typu mozzarella a chedar.
Dokaze ptezit 1 zahtati na 65 °C po dobu tficeti minut. Tudiz se mize vyskytovat
v pasterizovaném mléku. DokéZe riist pii teplotach dosahujicich az 45 °C, zastaveni ristu je jiz
pti 15 °C. Je velmi citlivy na obsah NaCl (odumiré pfi obsahu vétSim nez 2 %). Je také velmi
citlivy na antibiotika a dal$i inhibi¢ni latky, a proto se €asto pouziva pro zjiStovani piitomnosti
inhibi¢nich latek v mléce. Butiky jsou o priméru 0,7 — 1,0 um a vyskytuji se v parech ¢i vytvari
fetizky (Vos et al. 2009; Silhankova 2008). Ma symbioticky vztah s druhem Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus. Spolu dokazi velmi rychle produkovat kyselinu mlé¢nou, pfi
optimalni teploté¢ zhruba kolem 40 — 43 °C dokézi koagulovat kasein za 2 — 3 hodiny.
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus zahajuje produkci kyseliny mlécné a zaroven tak
snizuje mnozstvi Oz a hlavné€ pH, ¢imzZ stimuluje riist laktobacila. Streptokoky jsou citlivejsi na
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kyselé pH oproti laktobacilim, coz vede k jejich moznému zaniku béhem delSiho skladovani
mlécnych vyrobki (Robinson 2002).

Obréazek 3: Streptococcus salivarius subsp. thermophilus — mikroskopovano s fazovym
kontrastem, zvétieni 400 (foto: Svejstil 2019)

3.3.6.2 Rod Lactococcus

Hlavnim produktem bakterii z rodu Lactococcus je pravotociva kyselina mlé¢na. Tudiz
se fadi mezi homofermentativni mikroorganismy. Zadny plyn nevznika. Optimalni ristova
teplota se pohybuje kolem 37 °C, dokazou rist i pfi 10 °C, ale pii 45 °C uz ne. Radi se tedy
mezi mezofilni mikroorganismy. Avsak za aerobnich podminek jsou napt. u Lactococcus lactis
produkovany vysoce toxické kyslikové slouceniny (superoxid, peroxid vodiku a hydroxylové
radikaly). Laktokoky jsou mikroaerofilni a rast bakterii neni nijak zvlast' ovlivnén pfti
provzdusnovani. Rostou nejlépe pii témér neutralnich hodnotach pH a piestavaji rlst pfi
ptiblizné hodnoté pH 4,5. Obvykle rostou ve 4 % NaCl, s vyjimkou Lactococcus lactis subsp.
cremoris, ktery toleruje pouze 2 % NaCl. Maji kulovity nebo ovalny tvar bun¢k o priméru 0,5—
1 um, obvykle jsou v parech nebo v fetizcich. Pro mlékarensky pramysl jsou velmi vyznamné
druhy Lactococcus lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris a Lactococcus lactis subsp. lactis.
Jsou soucasti zakladni smetanové kultury, kde tvofi prevazné kyselinu mléénou. Jsou dilleZitou
soucasti tzv. Cistych mlékatskych kultur a pouzivaji se k zakysani smetany, vyrob¢ syra (tvrdé,
polotvrdé, mekké a Cerstvé syry) a nékterych kyselych mlék. Rozdil mezi nimi je v optimalni
rustové teplot¢ a mnozstvi vyprodukovaného COa. Lactococcus lactis subsp. cremoris se
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z morfologického hlediska odlisuje vytvarenim vétSich bunék a néasledné delsich fetizki, které
jsou charakteristické jen pro Cerstvé kultury péstované v mléce (u starSich kultur se fetizky
rozpadnou). Produkce vyznamného mnozstvi exopolysacharidi (EPS) je u laktokokl zcela
bézna. Jedna se o dllezity technologicky znak pro vyrobu kyselych mlék nebo syrti. Kmeny lze
na zaklade¢ jejich produkce roztiidit do tii hlavnich skupin. Prvni skupina obsahuje kmeny, které
produkuji EPS obsahujici galaktozu, glukdézu a rhamnoézu. Druha skupina kment produkuje
EPS sestavaji pouze z galaktozy a EPS tieti skupiny obsahuji galaktdzu a glukézu. Pro ¢lovéka
jsou vSechny kmeny laktokokll nepatogenni. N¢které kmeny laktokokt, jako napt. prave
Lactococcus lactis subsp. lactis produkuji bakteriocin nisin, ktery dokdze inhibovat fadu
bakterii a mize byt pouzit ke konzervaci nékterych potravin (pod oznaenim E234)). Tato
konzervacni latka se pouziva v mnoha zemich k ochrané potravin s vysokou vlhkosti. Produkce
nisinu je vzdy spojena se schopnosti fermentace sachar6zy. Do mezofilnich Cdistych
mlékaiskych kultur je fazen i Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, ktery je
vyznamny pro vytvafeni aroma vyrobku pomoci produkce diacetylu. Ma podobnou
charakteristiku jako Lactococcus lactis subsp. lactis. Ale 1isi se napiiklad tim, ze za pfitomnosti
fruktozy vytvaii hlavné kyselinu octovou a CO2 (Gorner & Valik 2004; Vos et al. 2009).

ProtoZe se kysel¢ mléko a syr normalné nevyrabéji ze sterilizovaného mléka jsou
bakteriofagy béznou hrozbou. Protoze i pasterizované mléko muze stile obsahovat virulentni
bakteriofagy a rezidualni BMK. Proto byly fagy mezofilnich mléénych laktokokli podrobné
prozkoumany. Mnoho kment nese profagy, které se mohou uvoliiovat béhem kysani mléka a
vyroby syru. Existuje jiz mnoho obecné ptijimanych technologickych opatieni, ktera snizuji
nebo se vyhybaji problémiim s bakteriofagy (Vos et al. 2009).

Co se tyce biochemickych a technologickych funkei laktokokd, které jsou nezbytné pro
kysani mléka a vyrobu syrd, daji se shrnout nasledovné. Prvni dileZitou funkci je tvorba
kyseliny mlé¢né a vysledné snizeni hodnoty pH (4,0 — 5,6) ve srovnani s mlékem (6,6 — 6,7),
coz zabranuje nebo zpomaluje rist nezadoucich bakterii. Druhou vyznamnou funkci je tvorba
lactis subsp. lactis biovar diacetylactis. Tteti funkci je omezena proteolyza laktokok béhem
zrani syru (Vos et al. 2009).

3.3.7 Celed Bifidobacteriaceae

Vyznamné fylogenetick¢é (zaroven 1 biochemické) kritérium je pro celed
Bifidobacteriaceae aktivita fosfoketolazy. Do této ¢eledi patii rody Bifidobacterium (32 druhit),
Alloscardovia (jeden druh), Aeriscardovia (jeden druh), Metascardovia (jeden druh),
Parascardovia (jeden druh), Scardovia (jeden druh), které jsou uzce fylogeneticky propojené
a rod Gardnerella (jeden druh). Buiiky téchto rodi jsou pleomorfni, vytvarejici dlouhé i kratké
tyCinky bez specifickych rysu, které se vyskytuji jednotlivé nebo v mnohocetnych fetizcich ¢i
vytvaii shluky. Bunky jsou grampozitivni (s vyjimkou Gardnerella vaginalis), nesporulujici
a nepohyblivé. Jsou pfevazné anaerobni, avSak nékteré druhy rodu Bifidobacterium mohou
tolerovat Oz, ale pouze v ptitomnosti CO: — Bifidobacterium psychraerophilum,
Bifidobacterium scardovii a Bifidobacterium tsurumiense. Dal$i vyjimkou jsou i bakterie z rodu
Gardnerella, které mohou byt fakultativné anaerobni ¢i bakterie z rodu Aeriscardovia, které
mohou rist v aerobnich podminkach. Obecné byvaji oxidaza negativni, ale jsou schopné
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produkovat enzym zvany fruktéza-6-fosfoketolaza, ktery Stépi fruktdézu-6-fosfat na
acetylfosfat. Jsou to chemoorganotrofni mikroorganismy, které maji fermenta¢ni metabolismus
a produkuji kyseliny, ale nikoliv plyn, z rtiznych uhlohydrat. Optimalni ristova teplota je 30
— 39 °C. Nejsou patogenni, s vyjimkou Bifidobacterium dentium, Scardovia inopinata
a Parascardovia denticolens, které byly izolovany ze zubniho kazu a pravdépodobné se podileji
na vzniku zubniho kazu. Déle také Gardnerella vaginalis, ktera mlZe zpusobit infekci
urogenitalniho traktu u obou pohlavi ¢lovéka (Whitman 2015).

3.3.7.1 Rod Bifidobacterium

Buiiky jsou velmi nepravidelné, ¢asto se vétvici a zpravidla striktné anaerobni ty¢inky
(na Petriho miskéach nerostou za aerobnich podminek). Jsou heterofermentativni a nevytvari
COz2. Vyskytuji se jednotlivé, v fetizcich, ve hvézdicovém nebo palisddovém usporadani.
Typické pro jejich tvarové seskupeni bunék je také formovani do pismene ,,V* nebo , Y.
Vytvafi kolonie, které jsou na polotuhych médiich hladké, vypouklé, s hladkymi okraji,
smetanove bil¢, lesklé a s mekkou konzistenci. Jejich optimalni riist se pohybuje v rozmezi 37
— 41 °C, avS$ak hranicni teploty jsou v rozmezi 25 — 28 °C pro minimum a 43 — 45 °C pro
maximum. Jsou nepohyblivé a nesnasi dobte prostiedi, které je hodné kyselé (nerostou pti pH
4,5 — 5). Jejich optimalni rast je pti pH 6,5 — 7. Proto je jejich Zivotaschopnost v mléénych
vyrobcich zna¢né omezena. Latky, které posiluji jejich pteziti ve vyrobcich je napft. k-kasein,
a-laktalbumin, B-laktoglobulin a hydrolyzaty kaseinu. Dals§i vyznamné ristové faktory, které
se zaroven fadi mezi probiotika, jsou galaktooligosacharidy (GOS), fruktooligosacharidy
(FOS), inulin nebo rafinéza. Vybornym médiem pro rist bifidobakterii je s6jové mléko
obsahujici sachar6zu, rafindzu a stachydzu. Proto se vyrabi jogurt ze sdjového mléka, u kterého
se pouzije k zakysani standardni jogurtova kultura s ptidavkem bifidobakterii. Vysledek ma
dvoji pozitivni vliv, konzument pfijima probiotika a zaroven senzorické vlastnosti s6jového
mléka se fermentaci vyrazné zlepsi (Gorner & Valik 2004; Rudolfova & Curda 2005).

Bifidobakterie maji vyznamnou ulohu v intestindlnim traktu clovéka (a hlavné
u kojenctll). Ze sacharidi jsou schopné skrz fermenta¢ni metabolismus produkovat kyselinu
octovou a mlé¢nou (v poméru 3:2), které inhibuji nezadouci bakterie a také stimuluji intestinalni
peristaltiku. Z téchto dvou kyselin, pfedstavuje kyselina octova silngjsi antagonisticky ucinek
na nezadouci gramnegativni bakterie. ProtoZe maji pfiznivy vliv na zdravi konzumenta, fasi se
mezi probiotika (Gorner & Valik 2004). Klicovym enzymem bifidobakterii je frukt6zo-6-
fostat-fosfoketolaza (Sedlacek 2007).

3.3.8 Shrnuti

V néasledujici tabulce ¢. 1 je uvedeny souhrn vybranych charakteristickych znaka
u konkrétnich rodu.
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Tabulka 1: Vycet charakteristickych znakl u konkrétnich roda

Hlavni
Rod Tvar bunék Typ fermentace Konfigurace avit
produkty
_ laktat, diacetyl
_ homof: tativni ’ ’
Lactobacillus tyCinky omotermenta I,Vm, DL, D(-) acetaldehyd,
heterofermentativni L
CO2 variabilni
Pediococcus koky (tetrady) homofermentativni DL, L(+) laktat
Enterococcus koky homofermentativni L(+) laktat
) laktat, acetat,
Leuconostoc koky heterofermentativni D(-) d?acityell,cégz
Streptococcus koky homofermentativni L(+) laktat
) laktat, di 1,
Lactococcus koky homofermentativni L(+) g Oj Varlgi)eizi
Bifidobacterium tyCinky heterofermentativni L(+) laktat, acetat

Inspirovano podle Silhankové (2008); Vinderola et al. (2019) a Gabrovské (2019).
3.4 Fermentace sacharidu bakteriemi mlééného kvaseni

Z historického hlediska je fermentace jedna z nejstarSich metod, ktera byla (a stale je)
pouzivéana pro pfirozenou konzervaci potravin. Nelze urcit pfesny pocatek vyuzivani spontanni
fermentace mléka, nicméné odhadované doba je kolem 10 000 — 5 000 let pt.n.1. Doba, kdy se
ménil zpisob zivot lidi a jejich orientace sméfovala vice k zemédélstvi a vyrobé potravin. Na
tuto zménu navazala i domestikace zvitfat (ovce, kozy, skot a dalsi). Archeologické nalezy
prokazaly, Ze nékteré civilizace mély velmi vyspélé zemédélstvi a uz tehdy znaly metody
vyroby fermentovanych mléénych vyrobku (dale uz jen FMV). Vétsina historikt sdili nazor
o tom, ze zpusob vyroby jogurti a FMV byl objeven nahodné, tedy jako vysledek uchovavani
mléka v teplych klimatickych podminkach. To mélo za disledek zvyseni biochemické aktivity
mikroorganismi tvoficich pfirozenou mikrobiotu syrového mléka, coz zplisobilo samovolnou
fermentaci mléka (Gabrovska et al. 2019).

V minulosti byla vyroba fermentovanych potravin zaloZena spi§ na spontanni fermentaci
puvodni tzv. autochtonni mikrobiotou, kterd se pfirozené nachazela v suroving. Tento zplisob
byl pozdéji vylepsen pfidavanim casti dané potraviny pochézejici jiz z pfedeslé fermentace, coz
je charakteristické naptiklad i pro vyrobu chleba a nékterych syri. V soucasnosti se vSak
pramyslova vyroba neobejde bez konkrétnich a predem ptipravenych mikrobidlnich kultur.
Takto piipravené Ccisté mlékairské kultury maji fadu vyhod. Jedna znich je zamezeni
kontaminaci, ke kterym mutze dojit pfi zaoCkovani jiz zfermentovanymi surovinami. Dalsi
vyhodou je zkraceni doby fermentace (Rakick et al. 2015).

Jedna z funkci téchto bakterii je funkce technologicka, kterd byla jako prvni zndma
a zadana. Souvisi se schopnosti BMK pifeménovat substraty (sacharidy, lipidy, bilkoviny) na
metabolity, které¢ ovliviiuji chut, vini a konzistenci potravin. PredevSim je ale spojena
s metabolismem sacharidu, ktery je u BMK zaroven sptazen i s fosforylaci na tirovni substratu,
¢imz poskytuje bunkam adenosintrifosfat (ATP) potfebny pro biosyntézu. NejéastéjSimi
vychozimi substraty jsou sacharidy ¢i jejich derivaty a také meziprodukty jejich metabolismu.
Hned na zacatku se veSkeré sacharidy $t€pi na monosacharidy, které se jednotlivymi kroky
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preménuji na glukozu, kterd je dilezita pro prubéh fermenta¢niho procesu. Koneénymi
produkty jsou vzdy organické kyseliny (napft. kyselina mlé¢éna a octova) a dale alkoholy (napf.
ethanol), plyny (COz). Protoze BMK nemaji schopnost respirace, musi ziskavat energii touto
cestou. Fermentace hexo6z je realizovana pomoci dvou zdkladnich metabolickych drah

— homofermentativni a heterofermentativni rozklad (Martin & Maurice 2008; Vinderola et al.
2019).

3.4.1 Homofermentativni rozklad

Homofermentativni rozklad je zaloZzen na glykolytickém rozkladu neboli glykolyze.
Pomoci homofermentativniho rozkladu se z 1 molu glukozy vyprodukuji 2 moly ATP. Jedna
se o proces zvany Embden-Meyerhof-Parnasova dradha (EMP), pii némz vznika teoreticky
pouze kyselina mlécnd jakoZzto hlavni produkt (Vinderola et al. 2019). Glykolyza je proces,
ktery zahrnuje sled reakci, diky kterym se gluk6za pfeméniuje na energeticky bohatou
slouceninu — pyruvat za soucasné produkce ATP. U aerobnich mikroorganismi schopnych
respirace po glykolytickych reakcich nasleduje citratovy cyklus a dychaci fetézec. Pyruvat je
takto zcela uplné oxidovan az na CO2 a H20, coz zajisti maximalni zisk ATP. OvSem za
anaerobnich podminek je pyruvat preméinovan na kyselinu mlé¢nou a ptipadné i dalsi latky
(kyselina octova, ethanol, CO:z atd.). Cilem pfemény pyruvatu je vzdy i1 soucasnd preména
redukovaného kofaktoru NADH na formu (NAD") schopnou znovu dehydrogenovat dalsi
molekulu substratu pfi glykolyze (Sorfova et al. 2005; Martin & Maurice 2008).

Hexdzy jsou pro glykolyzu dilezité kvili tomu, ze zdroj energie (fermentovana latka)
musi byt rozlozitelny na dvé slouceniny v ekvimolarnim poméru a musi dochazet ke vzniku
molekuly ATP, coz glukéza spliiuje. Zaroven je také dilezité pro tento proces, aby kazda
dehydrogenace byla vyvazena redukci. Kazdé NADH musi byt schopné reoxidace na NAD™.
K tomu, aby tento proces mohl probéhnout musi byt bakterie vybavené enzymy, které jsou
nezbytné pro katalyzu kazdé reakce (Martin & Maurice 2008; Vinderola et al. 2019).

Nicméné cely proces glykolyzy lze rozdélit do tii hlavnich fazi: aktivace glukozy
dvojnasobnou fosforylaci, dehydrogenace glyceraldehyd-3-fosfatu a vznik pyruvatu. V prvni
fazi se na glukoézu spotiebuji 2 moly ATP, aby mohlo dojit k aktivovani dvojnasobnou
fosforylaci. Prvni fosforylaci (spotfeba 1 molu ATP) dojde ke vzniku glukéza-6-fostatu.
Reakci katalyzuje enzym hexokindza. Poté nésleduje izomerace za pomoci enzymu
fosfohex6zaizomeraza. Diky tomu dojde ke vzniku fruktoza-6-fosfatu. Druha fosforylace se
povazuje za nejpomalejsi reakci celého fetézce a slouzi tak k jeho regulaci. Reakci katalyzuje
fosfofruktokinaza. Dojde tedy ke vzniku hexdzabisfosfatu (fruktdza-1,6-bisfostatu), ktery se
nasledn¢ rozpadne na fosforecné estery dvou tridz. Vzniklé triozy se nazyvaji
dihydroxyacetonfosfat a glyceraldehyd-3-fosfat. Tyto slouceniny jsou ve vzajemné rovnovaze.
Nésleduje dehydrogenace glyceraldehyd-3-fosfatu, ktery je oxidovan glyceraldehyd-3-fosfat-
dehydrogendzou za vzniku 1,3-bisfosfoglycerat. Tento déj je jediny oxidacni d¢j celé
glykolyzy, ktery je uskute¢iiovan pouze odebranim atomu vodiku. Jedna se tedy stale o proces
probihajici za anaerobnich podminek. Molekula vody poskytuje kyslik a druhy atom vodiku.
Uvolnéna energie je pouzita na syntézu molekuly ATP. Dochazi k regeneraci redukované
formy koenzymu (NADH — NAD"). Je to proto, aby mohla probihat dehydrogenace dal$iho
glyceraldehydu. Nasleduje pieména na 3-fosfoglycerat za pomoci katalyzatoru 3-
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fosfoglyceratkinaza. Touto pfeménou dochazi ke vzniku ATP. Poté dochazi k preméné na 2-
fosfoglycerat za ucasti fosfoglyceratmutazy. Dale za ucasti enolazy vznikéa fosfoenolpyruvat
a uvolnuje se voda. Z fosfoenolpyruvatu vznika uz kone¢ny produkt glykolyzy a to pyruvat. Za
ucasti pyruvatkindzy a sou¢asného vzniku 1 molu ATP (Vodrazka 1996; Sorfova et al. 2005;
Martin & Maurice 2008).

Pyruvat je dale redukovan na anion kyseliny mlé¢né (a-hydroxypropanové), tzv. laktat.
Proces pfemény zacind prechodem redukovaného koenzymu NADH z glyceraldehyd-3-fosfat
na apoenzym laktatdehydrogenazu. Apoenzym se reakci s pyruvatem reoxiduje a pyruvat se
naopak redukuje na laktat. Od té doby, kdy se se glyceraldehyd-3-fosfat pfeméni na 2 moly
1,3,-difosfatglyceratu, jsou veskeré dalsi meziprodukty i finalni produkt laktat po dvou molech.
Kone¢nym produktem jsou tedy 2 moly laktatu a ziskem jsou 2 moly ATP (Vodrazka 1996;
Sorfova et al. 2005; Martin & Maurice 2008). Cely tento proces je popsan na obrazku ¢. 4.
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Obrazek 4: Homofermentativni rozklad (inspirovano podle Klabana (2005); Martin & Maurice
(2008) a Lahtinen et al. (2012))
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3.4.2 Heterofermentativni rozklad

Naproti tomu heterofermentativni rozklad, té¢Z zndmy jako pentdzo-fosfoketolazova draha
¢1 6-fosfoglukonatova drdha, produkuje kromé kyseliny mlécné i vyznamné mnozstvi oxidu
uhli¢itého (CO2), ethanolu ¢i kyseliny octové. Touto cestou se z 1 molu glukézy vyprodukuje
1 mol ATP, 1 mol COz, 1 mol kyseliny mlééné a 1 mol ethanolu, pokud se tedy acetylfostat
vytvoreny jako meziprodukt, redukuje na ethanol. Kdyz se vytvoreny acetylfosfat pfeméni na
kyselinu octovou a v pfitomnosti jsou dané akceptory elektront, tak se vytvori dalsi ATP.
A také plati, ze pokud latky, které do reakce vstupuji, nejsou hexdézami nybrz pentdzami
(ribulosa-5-fosfat, xylulosa-5-fosfat), tak samozfejmé¢ nebude vznikat zadny oxid uhliCity
(Vinderola et al. 2019). U zastupcii heterofermentativniho kvaSeni chybi zakladni enzymy
glykolytické drahy, kterymi jsou aldolaza a triozofosfatizomeraza. Proto je pribéh fermentace
odlisny. Aldolaza je totiz glykolyticky enzym, ktery $tépi hexdza-1,6-bisfostat na dva vzniklé
triozafosfaty. TudiZ musi zvolit jinou cestu pfemény hex6z a tou je pfeména skrz oxidaéni
mechanismus hexo6zafosfatového zkratu v pentdza-5-fosfat za vzniku COz. Pent6za-5-fosfat se
poté enzymoveé Stépi na acetylfosfat a glyceraldehyd-3-fosfat. Z acetylfosfatu vznika
acetaldehyd, ktery se dale pfeménuje na ethanol. Obé tyto pfemény probihaji opét za spoluprace
redukovaného kofaktoru. U glyceraldehyd-3-fosfat dochdzi pomoci glykolyzy k pireméné na
pyruvat a nasledné na laktat. Tento sled reakci a vzniklé meziprodukty probihaji za ucasti
stejnych enzymt, jako tomu bylo u homofermentativniho procesu. S tim rozdilem, Ze
nevznikaji 2 moly ale pouze 1 mol. Shrnutim tohoto celého procesu je tedy zisk 1 molu ATP,
jelikoz 2 moly ATP jsou béhem procesu spotfebovany a 1 mol ATP vznikd béhem pfemény
1,3-difosfoglyceratu na 3-fosfoglycerat za ucasti katalyzatoru 3-fosfoglyceratkinazy (Vodrazka
1996; Sorfova et al. 2005; Silhankova 2008). Cely tento proces je popsan na obrazku &. 5.
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Obrazek 5: Heterofermentativni rozklad (inspirovano podle Klabana (2005), Martin & Maurice
(2008) a Vinderola et al. (2019))

22



I tak ale neznamenad, ze homofermentativni ¢i heterofermentativni rozklad bude probihat
vzdy stejné. Jinymi slovy findlni produkty i jejich zastoupeni je odlisné pro jednotlivé
mikroorganismy. A zarovenl 1 u stejného mikroorganismu je pozorovatelnd odchylka
fermentacniho metabolismu, pokud se jedna naptiklad o rGzné substraty pro fermentaci
(galaktéza versus maltoza) (Papagianni 2012). Existuji tfeba i vyjimky, jako naptiklad
homofermentativni pfeména pentézy ¢i fruktdozy urcitym obligatné heterofermentativnim
laktobacilem (Vinderola et al. 2019).

Piirozkladu jiné hexdzy, nez je glukéza (napiiklad mandza, galaktdza, fruktdza), vstupuji
tyto latky do dvou hlavnich cest rozkladu az po pfeménach pomoci izomerace a fosforylace
jako glukoza-6-fosfat nebo fruktdza-6-fosfat. U galaktozy existuji dveé cesty premén v zavislosti
na tom, zda vstoupi do buiky jako galaktdéza-6-fosfat prostfednictvim PEP:PTS
(fosfoenolpyruvat fosfotransferazovy systém), nebo ve formé volné galakt6zy importované do
bunky pomoci specifického ptenaseCe tzv. permeazy. V prvnim piipadé PEP:PTS transportu je
laktéza nejdiive fosforylovana a nasledné Stépena enzymem fosfo-8-D-galaktosiddazou na
galaktozu-6-fosfat a glukdzu. Glukdza pak déle pokracuje do hlavnich fermentaénich drah a
galaktdza-6-fosfat je dale metabolizovana prostfednictvim tagatdza-6-fosfatové drahy. Bylo
zjisténo, ze nekteré kmeny Streptococcus thermophilus a termofilnich laktobacilli nejsou
schopné metabolizovat galaktdzu, a tak ji vraci zpét do vnéjsiho prostiedi. Druhy piipad je ten,
kdy laktéza vstupuje do mikrobialnich bunék skrz specifickou bilkovinu — permedzu. Tento
proces se nazyva Leloirova draha. Laktéza je poté hydrolyzovéana uvnitt buniky na glukozu
a galaktézu pomoci enzymu B-galaktosiddzy a vzniklé hexoézy jsou v dalSich krocich
metabolizovany obvyklymi drahami (Hor4ackova et al. 2018; Vinderola et al. 2019). Tento
proces je znazornén na obrazku €. 6.
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Obrazek 6: Proces pfemény galaktdzy — Tagatoza-6-fosfatova draha (vlevo) a Leloirova draha
(vpravo) (inspirovano podle Vinderola et al. (2019))

BMK nefermentuji pouze sacharidy, ale nékteré mohou rozkladat i proteiny a lipidy. Diky
proteolyze zvySuji biologickou dostupnost zivin, kterymi jsou naptiklad esencialni
aminokyseliny lysin, methionin a tryptofan pro optimalni riist a vyvoj. Enzymy obsazené v
téchto metabolickych reakcich posléze hraji kliCovou roli i v charakteristikdich daného
produktu. Mezi nejvyznamnéjsi enzymy, které jsou produkovany BMK, patii mimo jiné
protedzy, lipazy, bakteriociny, glukoamylazy, peptidoglykanové hydroldzy, ureazy
a fenenoxidazy. BMK se jiz mnoho let pouZzivaji v potravinarském a ndpojovém primyslu. Neni
to pouze proto, ze produkuji Zadouci chutové a senzorické vlastnosti, ale také zvySuji
bezpecnost produktil, protoZze produkuji rizné slou€eniny (viz jiz zminény nisin), které inhibuji
nezadouci bakterie v€etné patogenli (Garcia-Cano et al. 2020). V nasledujicim kapitolach je
proteolyticka i lipolyticka aktivita blize popsana.

3.5 Proteolyticka aktivita

BMK maji velmi dlouhou historii v pouziti ve vyrobnich procesech fermentovanych
potravin. Diky tomu bylo vynaloZeno i velké usili k prozkouméni a manipulaci metabolickych
procesit BMK. V souc¢asnosti tato rozmanita skupina bakterii zahrnuje druhy, které patii mezi
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nejlépe prostudované mikroorganismy. Vyznamnou pozornost u téchto bakterii ziskala i jejich
proteolyticka aktivita, ktera je jednim ze zvlastnich fyziologickych znaki BMK, o nichz byly
ziskany podrobné znalosti. Proteolyticky systém zapojeny do vyuziti kaseinu poskytuje bunkam
esencialni aminokyseliny diilezité pro jejich rast v mléénych vyrobcich. Pro BMK je dulezita
hydrolyza proteinovych substrati kvili jejich omezené kapacité pro syntézu aminokyselin
s vyuzitim anorganickych zdroji dusiku. Kasein v mléce je St€pen na oligopeptidy o rizné
velikosti pomoci serinové protedzy, kterd je vdzana na bunécnou sténu. Velké peptidy (sloZzené
z vice jak tff aminokyselin) jsou pfeneseny do buniky transportnim systémem pro oligopeptidy,
pro dipeptidy a tripeptidy existuji odlisné transportni systémy. Samoziejmé ma proteolyza i
dalsi primyslovy vyznam, a to naptiklad diky svému podpofe k rozvoji organoleptickych
vlastnosti FMV. Za nejvice prostudovany mikroorganismus z BMK je nyni stanoven
Lactococcus lactis. Pouziva se jako modelovy organismus pro proteolyzu kaseinu, transport,
peptidolyzu a jeji regulaci. Kromé zpracovani zivin hraje bunécna proteolyza klicovou roli i pfi
kontrole kvality polypeptidii. V rdmci pramyslovych procest jsou tyto bakterie vystaveny
riznym stresovym podminkdm, to mé pravdépodobné za nasledek i1 ovlivnéni metabolické
aktivity, v€etné proteolyzy. I kdyZ v poslednich letech vzrostl zdjem o plsobeni stresovych
podminek a jejich nasledk na BMK, tak i pfesto jsou soucasné znalosti v této oblasti, i co se
tyce proteolyzy souvisejici se stresem, zalozeny pievazné na studiich s L. lactis (Savijoki et al.
2006).

Nicméné diky této schopnosti dochazi ke zvySeni mnoha zadoucich vlastnosti potravin
jako alternativ k negativné vnimanym geneticky modifikovanym organismiim (GMO). Rlizny
pribéh hydrolyzy proteint je zaznamenan podle jejich druhove a kmenové specifickych rozdila
v proteolytickych systémech. Jejich proteolyticky systém je sloZen ze tii hlavnich sloZek. Prvni
slozkou jsou extracelularni proteinazy, které hydrolyzuji velké proteiny na di—, tri— a
oligopeptidy. Druhou slozkou jsou specifické transportéry vyskytujici se v bunécné sténé, které
pak ptenaseji tyto peptidy do buriky. Posledni slozkou jsou intracelularni peptidazy, kter¢ jiz
vytvareji jednotlivé aminokyseliny pro splnéni metabolickych pozadavku téchto bakterii a pro
splnéni jejich rozmanitych auxotrofii. Bylo prokdzano, ze sekretované bakteridlni protedzy
degraduji kasein (ovlivilujici vyvoj textury vyrobku) a zaroven zpusobuji uvolnéni
antimikrobidlnich peptidd v jinych grampozitivnich bakteriich, coz vede ke konkuren¢nim
vyhoddm v potravinovych matricich. Intracelularni peptiddzy ptispivaji k produkei
aminokyselin, které pak mohou byt enzymaticky pfeménény na aromatické slouceniny.
Samoziejmé vSe zavisi na typu (endopeptiddza nebo exopeptiddza) a specificnosti peptidaz
(Garcia-Cano et al. 2020).

Kromé¢ rozdilii mezi kmenové a druhové odliSnymi bakteriemi mize byt proteolyticka
aktivita ovlivnéna i dalSimi faktory. Jelikoz regulace proteolytické aktivity zavisi na vice
podminkach, jako je napft. sloZeni potravinové matrice, dostupnost proteinového substratu, pH,
teplota a bakterialni riistova faze. Diky pomémné velkému vybéru z riiznych kmenti a druha
BMK s odlisnym proteolytickych systémem a jeho aktivitou se v potravinafském pramyslu
nabizi obrovské pftilezitosti, pokud jde o chut, biologickou dostupnost Zivin a antigenicitu
proteinti. Je prokdzano, ze protedzova aktivita BMK hraje vyznamnou roli v organoleptickych
vlastnostech fermentovanych mléénych vyrobkl a dalSich potravin, v€etné chuti a pocitu
v ustech (Garcia-Cano et al. 2020).

25



Aminokyseliny, produkované intracelularni peptidazovou aktivitou, jsou dale preménény
na alkoholy, aldehydy, karboxylové kyseliny, estery a slouceniny siry. Tyto pfeménéné
slouceniny jsou obzvlasté silné, pokud jsou odvozeny od specifickych aminokyselin (véetné
methioninu a fenylalaninu), nebo aminokyselin s rozvétvenym fetézcem (BCAA). Odlisné
nutriéni pozadavky jednotlivych kmena pfispivaji ke vzniku chutového profilu daného
vyrobku. Pokud se vyskytuji ve vyrobku dva kmeny vyuzivajici rizné metabolické drahy, mize
dochéazet tzv. k protokooperaci. Jedna se o doCasny, vzajemné vyhodny vztah, ve kterém si tyto
kmeny mohou navzajem vypomahat a vypliovat tak své mezery ve schopnostech jejich
metabolismu. Diky této moznosti dochazi ke vzniku vyvazenéjSich chutovych profilt.
Naptiklad u né€kterych kment byly hlaSeny vady chuti zptisobené hotkosti. Tyto vady se
vyvinuly z hydrofobnich peptidii obsazenych v syrech (typu Cedar a gouda). Nicméné
naslednou kombinaci kmeni (napf. L. lactis) s vysokou aktivitou PepN (intracelularni
peptidaza), doslo k degradaci hotkych peptidi a k zaniku nezadoucich piichuti (Smit et al. 2005;
van Hylckama Vlieg & Hugenholtz 2007).

Ptichut’ zplsobend proteolyzou BMK hraje roli 1 v jinych potravinach nez pouze
v mléénych vyrobceich. Jednd se tfeba o vino, potraviny ziskané z obilovin ¢i fermentovanych
uzenin. Napiiklad béhem vinifikace (pfedev§im pomoci Lactobacili) dochazi ke vzniku
aminokyselin, jako je methionin, které se nasledn¢ pfeménuji na teékavé slouCeniny siry
a ovliviiyji tak vyslednou chut i viini vina. Pomoci BMK se miiZze zamezit i tvorbé zakalu, coz
je jedna z moznych vad vina vyplyvajici ze srazeni hroznového proteinu béhem fermentace
kvasinek. Vyrobky na bazi obilovin, jako je naptiklad kvaskovy chléb, se vyznamné spoléhaji
na BMK nejen kvili okyseleni, ale i kvili proteolyze, kterd mé také svlij vyznam pro vyvoj
chuti. Jiz bylo provedeno spoustu studii, které prokéazaly, ze BMK a jejich schopnost fermentace
a proteolyzy vytvaii zddouci chut’ potravin. S rostouci poptavkou po bezlepkovych vyrobcich
jsou BMK také pouzivany ke snizeni lepku v potravindch, jako jsou té€stoviny ¢i chleba. Je
dilezité znat rizné metabolické procesy téchto bakterii pro spravny vybér startovacich kultur
k dosazeni pozadovanych vlastnosti vysledného produktu (Garcia-Cano et al. 2020).

Vyznam biotechnologické aplikace proteolytické aktivity BMK spoc¢iva i ve zvySeni
biologické dostupnosti zivin. K tomu muze dojit napiiklad skrze transformaci Spatné
absorbovanych zivin. Tieba kostni prasek, ktery je bohatym zdrojem kolagenového proteinu a
vapniku, je velmi obtizné vstiebatelny pro lidi kvili slozité struktufe kolagenu s trojitou
Sroubovici (triple helix). Pomoci fermentace BMK s proteolytickou aktivitou se nejen zlepSuje
biologick4 dostupnost téchto zivin, ale zarovent dochazi i k produkci bioaktivnich peptidi a
dalsich moznych antioxidacnich latek (Han et al. 2018). Bioaktivni peptidy se vyznacuji celou
fadou pozoruhodnych vlastnosti. Mezi jejich hlavni klady patfi tfeba schopnost snizit krevni
tlak, nebo pfiznivé ovliviiovat imunitni systém prostfednictvim antimikrobidlniho pisobeni
isracidinu na pfitomnost Staphylococcus aureus a Candida albicans. Bylo prokazano, Ze
bioaktivni peptidy ziskané z lyofilizovan¢ho extraktu ze syru typu Gouda, dokazaly zbrzdit
mnozeni bun¢k zpiisobujicich leukémii. Tyto peptidy jsou vSeobecné ptirozenou soucasti syra,
a proto se nabizi idedlni moznost pro vyrobce dodéavat na trh produkty se zvySenym obsahem
téchto cennych latek. Samoziejmé se tim zvysi i cena téchto produktd. Velmi vyznamny je
v tomto ohledu Lactobacillus helveticus, ktery se pouziva pii vyrobé syri. Ve srovnani
s ostatnimi BMK se vyznacuje vy$§im potencidlem pro tvorbu bioaktivnich peptidi. Jeho
pouziti je vyhodné i zekonomického hlediska, jelikoz urychluje proces proteolyzy (vice
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informaci je uvedeno na webové adrese https://www.bezpecnostpotravin.cz/bioaktivni-
peptidy-v-syrech.aspx).

Dokonce 1 v primyslu pro zpracovani ryb se miize vyuzit proteolyticka aktivita téchto
bakterii pro zhodnoceni velkého mnozstvi odpadu nebo ke zlepSeni biologické dostupnosti
soucasnych produktl z rybi moucky a ke snizeni vyrobnich nakladd na chov ryb (Lukic et al.
2019). Podobné navrhy pro vyuziti BMK jsou aplikovany také v oblasti doplitkovych krmiv
pro zvifata, kterd vyZaduji pfesnou rovnovahu aminokyselin pro optimalni vyvoj zvitat. Jedna
se o aminokyseliny jako je lysin, methionin nebo threonin, coz jsou zdroven i hlavni
aminokyseliny produkované proteolyzou téchto bakterii (Lim et al. 2019).

3.6 Lipolyticka aktivita

Lipolytické aktivita je oproti dvéma piedchozim metabolickym procesim velmi nizka,
méné znama, a tudiz i mnohem méné prostudovana. Nicméné€ mezi dva vyznamné enzymy pro
rozklad lipidh t€émito bakteriemi patii esterazy a lipazy. Mezi esterdzami a lipdzami neexistuje
zadny zasadni biochemicky rozdil, jelikoz oba dva enzymy maji spolecny katalyticky
mechanismus (Esteban-Torres et al. 2016). Lipazy a esterazy hraji vyznamnou roli ve vyrobé
fermentovanych potravin. Jedna se naptiklad o masné vyrobky, syry, vino nebo o vyvoj novych
potravinaiskych vyrobktl. Tyto enzymy ptispivaji k vyvoji aroma a chuti (Garcia-Cano et al.
2020). Byli to Meyers a kol. (1996), kteti zjistili, ze lipazy jsou produkovany BMK jako
intracelularni enzymy, které vykazuji slabou lipolytickou aktivitu ve srovnani s lipdzami z
jinych mikroorganismil (bakterie z rodli Pseudomonas, Acinetobacter a Candida). Z vice nez
100 riznych BMK (ptedstavujici rody Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus
a Streptococcus), které byly testovany na produkci lipazy, byl tento enzym nalezen pouze u 29
kment téchto bakterii. Pro primyslové vyuziti je tedy pravdépodobné tento enzym ziskavan
z jinych mikroorganismi kvuli uc¢innéjsi a vyssi produkci tohoto enzymu, a i vétsi aktivite.
Zaroven vsSak plati, Zze SirSi uplatnéni v potravinaiském primyslu maji enzymy ziskavané
z bakterii se statusem GRAS (Generally Recognised As Safe) — pouzivany v USA (Meyers et
al. 1996). Par let byly provedeny dalsi studie, které potvrdily pfitomnost intracelularnich
enzyml u rodd Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus a Leuconostoc. Enzymovou
hydrolyzou triacylglycerolt vznikaji volné mastné kyseliny (volné MK), které pak mohou byt
déale pfeménény za vzniku hydroxykyselin, ethylestert, thioesterd, laktoni, alkan-2-onti nebo
alkan-2-oli. Volné mastné kyseliny tvofené ze 4 — 10 atomt uhliku maji zna¢ny vliv na
senzorické vlastnosti potravin. Podobné je tomu i u tékavych sloucenin vznikajicich pfi
katabolismu mastnych kyselin (Horac¢kova et al. 2018).

Nicméné v nedavné studii vykazovalo lipolytickou aktivitu az 50,3 % ze 137 BMK
izolovanych z mlécnych vyrobki. Opét se jednalo o intracelularni lipazy. V mlécnych
vyrobcich hydrolyzuji lipazy, jez jsou uvoliiovany do potravinovych matric, mléény tuk
(triacylglycerol) na volné MK a pfispivaji tak k vyvoji chuti a také k Gpravé struktury FMV
(Garcia-Cano et al. 2020). Kuptikladu béhem zrani syrii tento d¢j zasadné€ ovliviiuje vyslednou
chut’ vyrobku (Esteban-Torres et al. 2016). V jiné studii se zas zaméfili na zkoumani esterazy
ovliviujici tvorbu ethylesteri v syrech typu Camembert. U BMK byla pozorovana opét zna¢na
variabilita aktivity tohoto enzymu. Naptiklad startovaci kultura Lactococcus lactis se
vyznaCovala vysokou esterazovou aktivitou. Stejné tomu bylo 1 u kmene Lactobacillus
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plantarum. Diky vysoké aktivité tohoto enzymu pak dochazi ke zvysené tvorbé ethylestert a
odpovidajici ovocné chuti v syru Camembert. A to bez dramatickych zmén ve fyzikalné-
chemickych ukazatelich a mikrobiologickém profilu (Hong et al. 2017).

Tim se potvrdila i pfedchazejici studie, kde byl druh Lactobacillus plantarum popsan jako
vyznamny zdroj esterdzy a zaroven i lipolytické aktivity. Je to vyznamny druh pro primyslovou
vyrobu FMV. Diky velkému obsahu esterazy vznika fada produktl, které pak vyznamné
ovliviluji organoleptické vlastnosti vyrobku. I pfesto, ze uz je k dispozici fada genomovych
sekvenci z L. plantarum, stale existuji celkem omezené informace o funkci gent kodujicich
esterazy. Jiz byla provedena fada rozsahlych studii, které byly zaméfené na rozbor komplexniho
souboru esterazovych aktivit v L. plantarum WCFS1. Bylo objeveno n¢kolik typti esterazovych
proteint, které vykazovaly riznou specifickou aktivitu. Z tohoto kmene byla ziskana lipaza,
ktera je zvlaste atraktivni pro pouziti v potravinarském primyslu. Ma nékolik velmi dalezitych
vlastnosti, mezi které patii stabilita az do 25 % NaCl, nejvétsi aktivita pii 40 °C, dobré aktivita
pii teploté chlazeni a dobra aktivita i za kyselého pH, coz je typické pro fermentované
potraviny. U kmend Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 a Lactobacillus casei subsp.
pseudoplantarum 2742 byla také zjisténa vyznacna lipolyticka aktivita. Tyto kmeny tak mohou
byt potencionalnimi kandidaty na doplitkové kultury ve vyrobé syri, ¢imz se zlepsi chut’ syra
a urychli zrani (Esteban-Torres et al. 2016).

Jak lipolytickd, tak i esterazova aktivita vyrazné ovlivituji vyvoj pfichuté¢ a aroma
vyrobkil. A nejen, ze zlepsSuji chut’, ale také ovliviiuji kvalitu vyrobki a urychluji zrani. Tento
fakt plati pro mlééné 1 masné vyrobky (pf. konzervované maso) (Garcia-Cano et al. 2020).
BMK s vysokou esterdzovou aktivitou se také pouzivaji pti vyrobé novych potravin ¢i doplik
stravy. Guglielmetti et al. (2008) provétovali potravinarské startovaci bakterie vyznacujici se
vysokou esterdzovou aktivitou. Nasledné byly tyto bakterie pouzity k fermentaci
potravinatského produktu obsahujiciho velké mnozstvi kyseliny chlorogenové piirozené
ptitomné v potrave. Kyselina chlorogenova je velmi efektivni antioxidant fadici a je fazena
mezi hydroxyskotficové kyseliny (polyfenoly) (vice informaci je na webové adrese
https://www.bezpecnostpotravin.cz/ucinny-antioxidant-z-kavovych-zrn.aspx). V  dusledku
pridani téchto studovanych bakterii byla kyselina chlorogenova hydrolyzovéana esterazou za
vzniku velkého mnozstvi kyseliny kofeové (fenolickd sloucenina), coz je také vyznamny
antioxidant. Vysledkem byl tedy produkt, vykazujici se velmi silnou antioxidacni aktivitou, ale
navic jeSt¢ s probiotickym potencidlem. Pro tuto studii byl vybrdn kmen Lactobacillus
helveticus MIMLAS pro svou silnou esterazovou aktivitu (Guglielmetti et al. 2008).

Dalsi vyuziti lipolytické aktivity je tfeba k produkci konjugovanych mastnych kyselin
(CLA) prostfednictvim lipazy, ktera katalyzuje hydrolyzu triacylglycerolu. Nékteré izomery
CLA se pouzivaji naptiklad v doplicich stravy, mediciné¢ a nutraceutikach. CLA jsou
vyuzivané v téchto odvétvich diky jejich fyziologickym vlastnostem. CLA chrani pied
ateroskler6zou, redukuji télesny tuk a maji antikarcinogenni Gc¢inky. Samoziejmé vse jen do
urcité miry. BMK jsou schopné produkovat CLA z kyseliny linolové (Garcia-Cano et al. 2020).
Jak zde bylo popsano, lipolyticka aktivita BMK je vyuZivana v fad€ primyslovych aplikacich.
Oba enzymy jsou specifické a vazou se na odlisné substraty. Typ substratti a pouziti téchto
enzymu pro ruzné ucely je shrnuto v nasledujicim obrazku €. 7.
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Obrazek 7: Hydrolyza lipidii (inspirovano podle Garcia-Cano et al. (2020))
3.7 Dalsi vyznamné vlastnosti BMK ¢i jejich metaboliti

Vyskyt BMK se obecné poji s prostfedim bohatym na ziviny, jako jsou ZivociSné
potraviny (maso, mléko) nebo rostliny (traviny, zeli, olivy). Jak jiz bylo zminéno, BMK
vyuzivaji ke svému rustu fermentovatelné sacharidy, vitaminy, nukleotidy, peptidy
a aminokyseliny. Nékteré druhy jsou soucasti pfirozené mikroflory zazivaciho traktu a vaginy
lidi 1 zvitat. Tradi¢né se pouzivaji pro zkvasovani potravin i krmiv (Horackova et al. 2018).
Typickymi ptiklady fermentovanych potravin a krmiv je rozsahly sortiment fermentovanych
mlécnych vyrobki, maso, kvaskovy chléb, vino, zelenina a silaz (Fernandez et al. 2015).

BMK jsou vSeobecné povazovany za mikroorganismy piinasejici fadu benefiti. Nékteré
druhy jsou povazovany i za zdravi prospéSné — tzv. probiotické bakterie (zvlasté¢ zrodu
Lactobacillus). Ale existuji 1 rody (rod Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus
a Carnobacterium) obsahujici druhy/kmeny, které jsou pro lidi i zvifata prokazatelné
patogenni. Z tohoto diivodu je diilezité znat piesné taxonomické zatazeni, molekularni biologii
a metabolismus BMK tak, aby bylo mozné vyuzit pouze kladnych vlastnosti a vyvarovat se
negativnim uCinkiim na zdravi zptisobenych patogennimi mikroorganismy (Lahtinen et al.
2012).

BMK hraji dalezitou roli v nékolika priimyslovych odvétvich po celém svété. Poskytuji
ptirozeny zpisob vyroby bezpecnych, udrzitelnych a ekologickych produktti pro fadu
prumyslovych odvétvi. Inovace téchto produktii je klicovym pozadavkem, aby tato odvétvi
piezila a rostla globaln¢ (Johansen 2017). Pro primyslovou vyrobu fermentovanych potravin
se BMK pouzivaji velmi hojné. Nejdalezitéjsi uplatnéni z hlediska fermentace je
v mlékdrenském pramyslu. V tomto odvétvi je ohromné mnozstvi FMV. Dalsi v fadé je
prumysl fermentovanych masnych produktt a fermentovanych rostlinnych produkti. BMK se
nepouzivaji pouze pro produkci potravin, ale také v fad¢ dalSich primyslovych aplikacich. Jako
zejména pro vyrobu kyseliny mlécné, produkce metaboliti podilejicich se na vyvoji pfichuti a
textury vyrobkil, zdravotnické prostfedky, antimikrobidlni peptidy (AMP) a probiotické
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produkty. Tudiz je jiz zfejmé, ze BMK maji nékolik funkci, mezi které patii funkce
technologicka, nutri¢ni, protektivni a probiotickd. Diky tomu, Ze maji BMK pomérné
jednoduchy metabolismus a malou velikost genomu (celkovy genovy obsah haploidni sady
chromozomt jadra buiiky) ~ 2 — 3 Mb, se stavaji vyznamnymi kandidaty pro metabolické
inZenyrstvi (Papagianni 2012).

Pro potravinarské aplikace vyuZivajici tyto bakterie mé vyznam i syntéza texturné
dilezitych latek jako jsou exopolysacharidy. Tyto latky mohou byt syntetizovany vybranymi
kmeny BMK z galaktézovych, gluk6zovych ¢i rhamnoézovych jednotek. Jejich produkce se
pozitivné osvédcila napf. pfi ovlivnéni textury fermentovanych vyrobkii nebo ochrané bunék
BMK pted napadenim virusem infikujici bakterie (bakteriofag). Senzoricky vyznamné latky
produkované BMK jsou tvofeny hlavné organickymi kyselinami (kyselina mlé¢n4, kyselina
octovd), aldehydy a ketony (acetaldehyd, diacetyl) a smési t€¢kavych metabolitl vznikajicich
rozkladem sacharidd, bilkovin ¢i lipidi a jejich vzajemnymi reakcemi (Horackova et al. 2018).

3.7.1 Genové inzenyrstvi

Mikrotovarny ¢i takzvané bunééné tovarny vyuzivaji BMK pro produkci metabolit,
které jsou vyuzivany v potravinarském, chemickém, farmaceutickém i kosmetickém prumyslu.
V tomto odvétvi se specialisté zaméfuji hlavné na pfesmérovani pyruvatového metabolismu za
ucelem produkce dilezitych konecnych fermentacnich produktli, napt na latky ovliviiujici
riznych vitamina a exopolysacharidii (EPS). EPS jsou vysokomolekularni latky, které jsou
slozené z monosacharidii a necukerné slozky. Tyto latky jsou specifické pro jednotlivé
mikroorganismy. Jako jeden zmodelovych organismii pro metabolické inzenyrstvi je
Lactococcus lactis, u kterého jiz byla ziskana kompletni znalost genomové sekvence. Regulace
glykolyzy a nasledné zvySeni trovné produkce kyseliny mlé¢né je zjevny cil metabolického
inZzenyrstvi. V tomto pifipadé hraje vyznamnou roli enzym zvany fosfofruktokinaza, ktery
ovliviiuje tento d¢j. Pokud se zvysi aktivita PFK, zvysi se zaroven i1 produkce laktatu. Jelikoz
je cilem ziskat co nejvétSi mnozstvi laktadtu, bude metabolické inzenyrstvi zaméfeno na
homofermentativni mikroorganismy. Inaktivace genu D-laktdtdehydrogenazy vede ke tvorbé
Cisté kyseliny L(+) mlé¢né (Papagianni 2012).

Ackoliv v ptfirod¢ existuje mnoho zdroji enzymt, tak jsou v priimyslu nejpouzivanéjsi
praveé ty, které pochazeji z mikroorganismu. Je to samoziejmé hlavné diky nizkym nékladtim a
vysokému vytézku produkce. Navic mikroorganismy jsou jednim z mala zdroja, které spliuji
vétsinu nebo dokonce vSechny Zadouci vlastnosti a primyslové pozadavky na enzymy.
V priamyslu je jednim z nejzadanéjSich ryst hlavné termostabilita enzymti. Takové enzymy se
vyskytuji hlavné u extremofilnich bakterii. AvSak izolace a kultivace téchto mikroorganismt
nejsou vibec snadné. Proto bylo vyvinuto mnoho biotechnologickych nastroji vedoucich ke
zvySeni termostability i1 téch enzymi, které nepochédzi ztéchto extremofilnich bakterii.
Mikrobidlni enzymy mohou byt modifikovany proteinovym inzenyrstvim, chemickymi
a genetickymi modifikacemi, imobilizaci (napf. pomoci adsorpce, kovalentniho pfipojeni,
zachyceni, zesiténi a enkapsulace) (Dey et al. 2016).

Usp&sna produkce enzymiti z BMK vyzaduje fadu procesii véetné optimalizace, ¢istént,
charakterizace enzymi, stabilizace, imobilizace apod. V mnoha piipadech je mnozstvi
sledovaného enzymu produkovaného BMK velmi nizké. U¢innost produkce totiz zavisi na
nekolika faktorech, jako jsou kultivacni podminky, pfitomnost antibiotik, metabolicky stres
adal§i. Pouziti technik molekularni biologie (pf. klonovani, exprese a konjugace)
v heterolognich systémech otevira piilezitosti dal§im studiim a potencidlné¢ novym aplikacim
v potravinach. Pfenos genetické informace je jedna z moznosti, jak zlepsit ucinnost produkce
enzymu a tim zvysit i aktivitu. V jedné studii se pro pienos genetické informace u BMK pouzily
tfi procesy: transformace, transdukce a konjugace. VSechny tyto procesy vedou k vyssi

30



produkci a vétSimu vyuziti bakterialnich enzymut. Konjugace je pfirozeny mechanismus,
pomoci kterého mohou byt geny pfenaSeny zjedné bakterie do druhé. Naptiklad pro rod
Lactococcus se bézné pro konjugaci pouzivaji plazmidy (konkrétné typ PmrcO1). Lactococcus
lactis je celosvétové pouzivany druh k vyrobé FMV. Schopnost L. lactis rychlého ristu
a okyselovani mléka je jiz dlouho znama a je zkoumana v zavislosti na fad¢ znakti kddovanych
prave plazmidy. Transformace je na rozdil od konjugace pomalejsi metoda, kterd vyzaduje pro
ptijem volnou DNA (Lacroix 2010; Ainsworth et al. 2014).

Existuje n€kolik spole¢nosti, které vedou trh s priimyslovymi enzymy a poté je prodéavaji.
Tyto enzymy, které jsou modifikovany, geneticky a chemicky vybrany diky vylepSenym
vlastnostem, jako je specifi€nost substratli, specifickd aktivita, stabilita vii¢i pH a teploté. V
potravinarském primyslu se enzymy pouzivaji napiiklad pro vyrobu krystalické glukozy c¢i
ruznych glukozovych a fruktézovych sirupt. Nicmén¢ pro primyslové aplikace je nutné zvysit
produkci téchto enzymt a ptiblizn€ 90 % pouzitych primyslovych enzymi je exprimovano
pomoci technologii rekombinantni DNA. Jedna se o obecny postup, pfi kterém se z bun¢k
izoluji jednoduché geny a nasledné se zavadéji zpét do bunck stejného ¢i odliSného druhu
organismu (Garcia-Cano et al. 2020).

BMK jsou vyznamnym potravinaiskym zdrojem laktazy (B-galaktosiddzy). Tento enzym
se ziskava z bakterii bez nutnosti enzymatického cisténi, coz je pro primysl velice efektivni
a ekonomické. Vyznamné kmeny, ze kterych enzym ziskavd jsou napt. Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus sakei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus coryniformis, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus reuteri a Carnobacterium piscicola. Laktaza je jeden
z nejvyznamng&jSich enzyma pro biotechnologické zpracovani v potravinarském pramyslu.
Hlavnim Gcelem tohoto enzymu je vyrabét produkty neobsahujici laktézu pro spotiebitele trpici
laktozovou intoleranci, tzn. Neschopnost organismu stravit mlé¢ny cukr (laktozu). Jeji dalSim
vyuzitim muiZze byt pro zlepSeni krémovitosti zmrzlin. JelikoZ laktdza je hygroskopickd, miize
v nékterych produktech tvofit krystaly. V tomto pifipadé se pouzije laktaza, kterd zabrani
nezéadouci krystalizaci a navic zvySuje sladkost produkti (Garcia-Cano et al. 2020).

3.7.2 Kyselina mlé¢na a jeji vyuziti

Kyselina mlécnad se pouziva jako konzervacni (okyselujici) prostfedek ¢i jako
aromatickd latka v potravinaiském primyslu. Pokud se jedna o okyselujici prostiedek, 1ze ho
najit pod ¢islem E-270. Pokud bude mit pridatna latka toto oznaceni a bude se jednat o kyselinu
mlécnou pouze v L(+) formé, je povolena pii vyrobe pokracujici kojenecké vyzivy. Okyselujici
prostiedek zplisobuje kyselou chut’ vyrobku, ale také zabranuje mnozeni zarodka. Udrzuje tak
vyrobek na ptivodni pozadované Grovni. Dale mize byt kyselina mléénd vyuzivana naptiklad
jako emulgétor. V tomto piipad¢ je jeji oznaceni pod Cislem E 472. Konkrétné se jedna o estery
mono— a diacylglycerolu s kyselinou mléénou. Emulgatory jsou povrchové aktivni latky
umoziujici vznik emulzi (zejména dispergovani tuki ve vyrobku). Pokud bude oznaceni pouze
E 472 jedna se o ptidatné latky z hlediska stabilizace dilezitych fyzikélnich vlastnosti potravin
(Babicka 2012). Jako emulgétor se miize vyuzivat 1 v kosmetickém primyslu. Vyznamné je
1jeji vyuziti pro syntézu opticky cistych 1écivych latek ¢i jako meziproduktu
ve farmaceutickych procesech (Papagianni 2012).
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3.7.3 Kyselina polymlécna

Kyselina mlé¢na je velmi rozsifenou organickou kyselinou pouzivanou v primylovych
vyrobéch. Jeji vyuZiti je mnohostranné a dilezitou roli hraje v primyslu i jako vychozi materiél
pro vyrobu cennych ,,syntetickych® biopolymerti. Jedna se o vysokomolekularni latku zvanou
kyselina polymlé¢na (PLA). Kyselina L(+)-mlécna, jejiz systematicky nézev je poly[oxy(1-
methyl-2-o0xo0-1,2-ethandiyl)], je ziskdvana fermentaci polysacharidi. Ekonomickéa dostupnost
této kyseliny i technologicky proces polymerace pfispivaji k atraktivité polymeru, ktery se
zalind uplatnovat v fad¢€ zajimavych oblasti. O¢ekava se, ze PLA nahradi riizné polymery, které
jsou tradi¢n¢ vyrabény z fosilnich (neobnovitelnych) zdrojt, jako je ropa. Po tomto polymeru
rychle roste poptavka, a to v celosvétovém meftitku. Zatazuje se mezi biopolymery, coz je tzv.
bioplast, ktery je vyroben z monomert ziskdvanych z biomasy (Brozek et al. 2015).

Nakladani s odpady kvilili enormni vyrobé a spotiebé plastii je bohuzel velky a stéle se
roz$ifujici problém 21.stoleti. Diky své biologické rozlozitelnosti a dobrym vlastnostem je PLA
velmi vyznamnou alternativou pro polymery na bazi fosilnich paliv. AvSak rostouci produkce
se zvySenou mirou degradace by mohla zptisobovat problémy s nakladanim s odpady. V tomto
ohledu je dulezita recyklace. Jiz byly zjistény jednoduché a piijatelné kroky recyklace toho
biopolymeru. Napiiklad tepelné zpracovani zbytki PLA piedstavuje jednoduchy, efektivni
a Setrny zpusob k zivotnimu prostfedi a vede tak ke zlepSeni recyklovatelnosti (Beltran et al.
2020).

3.7.4 Protektivni funkce

Protektivni funkce BMK je spojena s produkci antimikrobialn¢ aktivnich metabolitt,
kterymi jsou organické kyseliny, diacetyl, acetaldehyd, peroxid vodiku, bakteriociny, derivaty
aminokyselin a oxid uhli¢ity (Kadlec et al. 2012). Organické kyseliny v nedisociované formé
efektivné potlacuji rast hnilobnych bakterii (jako jsou napt. bakterie z rodu Enterobacteriaceae
¢ Pseudomonadaceae), bakterii zplsobujicich onemocnéni z potravin (bakterie zrodu
Shigella, Salmonella, enteropatogenni Escherichia coli, Listeria) a dokazi potlacovat
1 toxigenni mikroorganismy (jako je Staphylococcus aureus a plisné potencidlné produkujici
mykotoxiny). Mezi dal$i antimikrobialni latky se mohou fadit i enzymy (lysozym a peroxidaza)
a mastné kyseliny (Horackova et al. 2018). VSechny tyto slouceniny se v praxi vyuzivaji
k inhibici rastu a prezivani potencialné¢ ptitomnych a technologicky nezadoucich bakterii
a raznych patogent zpiisobujicich alimentarni onemocnéni. Zvysuje se tak bezpecnost potravin
a prodluzuje se tim 1 jejich trvanlivost. Protektivni kmeny BMK musi pusobit svou
antimikrobidlni aktivitou cilené, tedy pouze na nezddouci mikroorganismy, nikoliv na
technologicky Zadouci. Stejné€ tak nesmi dochazet k ptenosu rezistence k antibiotiklim na tyto
nezéddouci mikroorganismy. V poslednich letech se zvysil zdjem o piirozené konzervaéni
prostiedky (Kadlec et al. 2012).

Antimikrobidlni peptidy jsou skupinou latek s obrovskym potencidlem vyuziti jako
prostiedku mikrobiologické kontroly diky jejich Sirokému spektru aktivity a také nizké kapacite
pro vyvinuti rezistence. Tyto peptidy nejsou piitomny pouze v bakteriich, ale i v houbach,
rostlindch, hmyzu, zvifatech atd (Maria-Neto et al. 2015). Pokud tyto antimikrobidlni peptidy
pochézeji z bakterii, nazyvaji se bakteriociny. Jsou pouZivané k inhibici patogennich bakterii
a produkuji je pfedev§sim BMK. Od antibiotik se 1i$i n€kolika zpiisoby. Zaprvé, bakteriociny
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jsou syntetizovany ribozomalné, naproti tomu antibiotika jsou syntetizovana pomoci enzymd.
Zadruhé, bakteriociny piisobi inhibi¢né jiz v nanomolérnich a mikromolarnich koncentracich,
zatimco antibiotika se musi pouZzivat ve vysSich koncentracich, aby méla inhibi¢ni ¢inek (UM
a mM). Dalsi rozdil je tfeba v pouziti. Bakteriociny lze pouzit v klinickém i v potravinaiském
odvétvi, kdeZto antibiotika l1ze pouzit pouze klinicky (Cotter et al. 2013).

Bakteriociny dokéaze syntetizovat vSech sedm rodli vyuzivanych pro potravinaisky
primysl, které jsou jiz zminény v kapitole 3.2. Pokud pochazeji z bakterii, které maji status
GRAS (pouzivanym v USA), neni jejich pouziti limitované. Bakteriociny jsou inaktivovany az
proteolytickymi enzymy pochazejicimi z zaludku (pepsin) a ze slinivky bfisni (trypsin a alfa-
chymotrypsin). To je velice zddouci pfi pouziti v potravinach, protoze jsou inaktivovany
gastrointestinalnimi podminkami. Bakteriociny produkované grampozitivnimi bakteriemi
(ptevazné produkované BMK), byly jiz podrobné studovany (Garcia-Cano et al. 2020).

Mezi antimikrobialni proteiny se fadi enzym zvany peptidoglykanova hydrolaza (PGH).
Jedna se o termolabilni protein. Jeho pisobeni je zaméfeno pifimo na bunécnou sténu, kde
dochazi prostfednictvim hydrolyzy glykosidickych ¢&i peptidovych vazeb k naruSeni
peptidoglykanu. To méa samoziejmé za nasledek, Ze exprese tohoto enzymu musi byt vysoce
regulovana, aby nedoSlo k bunétné lyze vlastni buiiky. Tento typ enzymu muze byt pouZit
v klinickych i potravinatskych aplikacich. Navrhované pouziti tohoto enzymu je bud’ k inhibici
bakterii Clostridium tyrobutyricum nachazejici se ve zrajicich syrech (zptisobuji pozdni duteni
syrt) nebo ke kontrole riistu nezadoucich bakterii ve vinech. PGH se obecné déli do ¢tyi skupin:
N-acetylmuramiddzy (muramiddzy), N-acetylglukosaminidazy (glukosaminidazy), N-
acetylmural-L-alanin amidazy (amidadzy) a endopeptidazy (Garcia-Cano et al. 2020).

Dals$im vyznamnych zdstupcem antimikrobialnich proteint jsou glykosidové hydrolazy
¢i glykosidazy (GH), které stépi glykosidické vazby. GH se nachazeji prakticky ve vSech zivych
organismech. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce se fadi amylazy a glukoamyldzy (Garcia-Cano et
al. 2020).

3.7.5 Probioticka funkce

Slizni¢ni a koZni mikrobiota (dfive mikroflora) je souhrnny pojem pro vSechny pfitomné
povrchy téla obsahuje nejen ptevazujici pozitivni bakterie ale i viry, plisn€, prvoky a parazity.
Bakterie se vyskytuji tam, kde maji vhodné podminky pro svoje preziti, riist a reprodukci. Na
ktzi 1ze bakterie nalézt predevS§im na mistech jako jsou kozni zdhyby. Nicméné co se tyce
nejvetsiho mnozstvi bakterii v lidském téle, tak to 1ze nalézt urcité v travici soustaveé. Vice nez
99 % bakterii (10'% v g sttevniho obsahu) se vyskytuje v tlustém stievé. Celkové se ve stievech
¢lovéka nachazi vice nez 10'* bakterii. Vznik a nasledny rozvoj molekularné-biologickych
metod znamenal velmi podstatny posun jak pro mikrobiologii, tak i pro medicinu. Ziskala se
fada novych informaci o mikrobioté a jejich funkcich a vyrazné€ se tak pozmeénil pohled co se
ty¢e dilezitosti téchto mikroorganisml pro lidské télo. Nové pfistupy ke zkoumani téchto
mikroorganisml prokdzaly, Ze vétSina tohoto mikrobniho svéta ve stifevé Cloveka (tj. kolem
70 %) je tvotfena bakteriemi, které se zatim nedaji béznymi mikrobiologickymi metodami
kultivovat. I pfes znacnou variabilitu v téle ¢loveéka je stievni mikrobiota tvofena z prevazujici
casti zastupci z kmene Firmicutes (zahrnujici napi. rod Lactobacillus, Enterococcus,
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Clostridium atd.) a Bacteroidetes (rod Bacteroides). Podstatné mensi ¢ast stievni mikrobioty je
pak tvofena zastupci z kmeni: Actinobacteria, Proteobacteria, Cyanobacteria, Fusobacteria a
Veruccomicrobia. Sttevni mikrobiota je slozena z vice nez tisice bakterialnich druht, a ziejmé
jesté z mnoha vice bakteriadlnich kmeni. Stfevni problémy jsou vétSinou spojeny se zménami
v zékladnim sloZeni mikrobioty. SloZeni mikrobioty je jedinecné pro kazdého ¢lovéka, tedy je
zde velka individudlni variabilita. Bylo zjiSténo, Ze nékteré druhy bakterii, s prospéSnymi
ucinky pro organismus, lze nalézt predevsim u zdravych lidi (Gabrovska et al. 2019; Macchione
et al. 2019).

Kromé zndmé ulohy stfevnich bakterii pii St€peni nestravitelnych polysacharidii bylo
zjisténo, ze komenzalni bakterie hraji vyznamnou ulohu v mnoha fyziologickych procesech,
jako napft. v metabolismu. V poslednich letech se hodné studii zamétuje na prozkoumani vztahu
mezi slozenim mikrobioty a metabolickymi nemocemi (poruchami) napf. obezitou. Byly
prokézany zna¢né rozdily u hubenych a obéznich jedinct ve sloZeni stfevni mikrobioty, a to
ptedevsim podily dvou hlavnich bakteridlnich skupin (Firmicutes a Bacteroidetes). Pracovnici
ruznych vyzkumnych laboratofi se v posledni dob¢ snazi analyzovat mechanismy, kterymi tyto
bakterie ovliviiuji vyuziti energie ziskané z potravy. Snazi se charakterizovat nejvhodnéjsi
slozeni mikrobioty a eventuelné najit takové kmeny bakterii, jejichz podavani by pomohlo pfi
,1€Cbe* obezity a jinych metabolickych onemocnéni, které ohrozuji zdravi miliont lidi
(Gabrovska et al. 2019; Langella et al. 2019)

Metabolické poruchy spojené s obezitou a kardiometabolickymi poruchami jsou totiz
celosvétovym problémem. AC je hodné faktorti, které mohou zapfiCinit tato onemocnéni,
sttevni mikrobiota je nyni povazovana za klicovy faktor narusujici energeticky metabolismus
a zarovenl 1 nachylnost hostitele k témto né€kolika nepfenosnym chorobdm. Nicméné stale
dochazi k noveé objevenym druhiim prospésnych bakterii. Mezi relativné nové identifikované
a slibné kandidaty nové generace mikrobl patii napiiklad druh Akkermansia muciniphila
slibnym kandidatem. Zajimavy poznatek o tomto druhu je, Ze pasterizace 4. muciniphila nejen
novych jak potravinovych, tak i farmaceutickych doplikl s pfiznivymi ucinky. A konecné,
specificky protein pfitomny na vnéj$i membrané A. muciniphila, nazvany Amuc_ 1100, by mohl
byt silnym kandidatem pro budouci vyvoj 1é¢iv. VSechny tyto nové poznatky vedou k tomu, Ze
stftevni mikrobiota se mliZe stat novym zdrojem budoucich terapii (Cani & Vos 2017).

Jednim z nejzajimavéjSich zjisténi posledni doby je, Ze tato skupina mikroorganismi
zasahuje vyrazné i do vyvoje funkci nervového systému a ma tak vliv i na nase chovani. Uzké
souziti lidi a mikrobioty je vysledkem dlouhodobého vyvijeni a vzajemné adaptace obou téchto
neoddélitelnych slozek. Urcuji naSi schopnost adaptace na prostiedi, ve kterém zijeme
a schopnost branit se proti neustalému vyvoji nemoci. V poslednich desetiletich doslo k velmi
rychlému nartstu vyskytu alergickych a jinych chronickych, imunologickych nemoci, a to
prevazné¢ v ekonomicky vyvinutych zemich. Pravidelnym nalezem u pacientl
zasazenych témito chorobami jsou zmény ve slozZeni stfevni mikrobioty (Gabrovska et al.
2019). Predpoklada se tedy, ze porucha slozeni a aktivita stfevni mikrobioty, zndma téz jako
dysbioza, se podili na vzniku téchto metabolickych syndromi. Jiz mnoho studii v dne$ni dobé&
prokézalo, Ze stravovaci navyky lidi siln€ ovliviiuji slozeni i1 funkci stfevni mikrobioty. To ma
za nasledek bud’ nastup nebo naopak ochranu pied metabolickymi poruchami (Cani & Vos
2017).
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Existuje mnoho studii o uloze stfevni mikrobioty a celkového stievniho prostredi pro
podporu zdravi a prevenci proti nemocem. Bylo prokazano, ze prospésné bakterie, jako jsou
bakterie z rodu Bifidobacterium a vseobecné bakterie produkujici kyselinu mlé¢nou, zlepsSuji
sttevni prostiedi a poskytuji tak pozitivni G¢inek nejen na metabolismus, ale 1 na imunitu
a nervovou reakci. Jiz n€kolik studii oznamilo, Ze druh Akkermansia muciniphila ovlivituje
metabolismus glukdzy, metabolismus lipidil a 1 imunitu stfeva, a zZe nékteré slozky potravin
(napf. polyfenoly), mohou znacné zvysit pocet Akkermansia muciniphila ve stievech (Naito et
al. 2018).

Probioticka funkce vyplyva z mnoha aktivit téchto bakterii. At uz se hovoii o kladnych
vlastnostech na bazi chemické, biochemické ¢i mikrobiologické povahy, vysledkem je pozitivni
pusobeni na zdravotni stav a tudiz i kvalitu Zivota lidi nebo zvitat (Kadlec et al. 2012). Mnoho
kmeni, zejména z rodu Lactobacillus, maji potvrzeny probiotické vlastnosti. To znamena, ze
u nich byl védeckymi studiemi opravdu prokazan zdravotni ptinos pro konzumenta (Horackova
et al. 2018). Diky zvySené konzumaci téchto bakterii skrz potravinové vyrobky ¢i krmiva
dochazi k regulaci mikrobioty v téle lidi i zvitat (Ferndndez et al. 2015).

Mezi charakteristické rysy dysbidzy patii napf. ztrata riznorodosti (snizeni diverzity),
nepiitomnost prospéSnych bakterii ¢i zvySeny vyskyt potencidlné patogennich mikrobt (tzv.
patobiontil). Co vSak zlistdva neobjasnéno je, zda zmény ve slozeni mikrobioty jsou pfi¢inou
nebo disledkem asociaci s patologickymi stavy. V posledni dob¢ se intenzivné zkouma spojeni
mezi sttevni mikrobiotou a psychickymi poruchami. Osa sttevo — mozek je obousmérny
komunikacni systém, kde jsou zapojeny rizné mechanismy, tudiz mikrobiota hraje pfi
poruchach regulace nervového systému celkem vyznamnou roli. Po zjiSténi, ze mikrobiota
ovliviiuje efektivitu 1écby nadordi, nésledné stoupl velky zdjem u onkologh o tyto
mikroorganismy, ato predevS§im v moderni imunoterapii. Diky schopnosti mikrobioty
ovlivilovat imunitni systém se predpoklada i schopnost mikrobioty ovliviiovat citlivost jedince
ke vzniku nadoru, tedy karcinogenezi (Gabrovska et al. 2019).

Ve spojeni s potencidlnim ovlivnénim stfevni mikrobioty je dobfe prozkoumdna
skupina vybranych mikrobii, které jsou uvadény na trh jako probiotika. Probiotika jsou
definovana jako zivé mikroorganismy, které pii podavani v dostatecném mnozstvi poskytuji
hostiteli zdravotni pfinos. Stoji za zminku, Ze sou€asna vétSina probiotik prodavanych na trhu
zahrnuje pfevdzné mikroorganismy pochazejicich z rodd Lactobacillus a Bifidobacterium.
Béhem poslednich tficeti let vSak ziskaly znacnou pozornost i jiné zpiisoby, jako je tieba
konzumace prebiotik. Prebiotika jsou definovand jako substrat, ktery je selektivné vyuzivan
hostitelskymi mikroorganismy, které poskytuji zdravotni pfinos. AvSak navzdory mnoha
objeviim molekularnich mechanismt vysvétlujicich, jak prebiotika a stfevni mikrobiota
interaguji s hostitelem, je stale obtizné identifikovat bakterialni kandidaty, ktefi se zapojuji do
prospésnych u¢inkl pozorovanych na energii, glukozu, metabolismus lipidii a imunitu (Cani &
Vos 2017; Langella et al. 2019).

Rozsifujici se poznatky o vyznamu a diileZitosti téchto bakterii vedly ke snaze ovlivnit
slozeni mikrobioty), ale i pfimymi zasahy (dopliiky stravy). Probiotické bakterie se pfirozené
nachazi v potravinach jako jsou jogurty, syry atd. Jako probiotika slouzi hlavné BMK (bakterie
rodu Lactobacillus a Bifidobacterium), ale i dalsi druhy bakterii (bakterie rodu Enterococcus
a nekteré kmeny Escherichia coli) a kvasinky. V tomto ohledu je vyznamny i pfijem probiotik.
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Prebiotika jsou latky pfimo nestravitelné pro ¢lovéka (obvykle oligosacharidy), které podporuji
mnozeni a rast zdravi prospé$nych bakterii ve stieveé. Patii mezi né nékteré sacharidové slozky
rostlinného pivodu (napf. inulin) nebo uméle vyrobeného pomoci enzymu (napf.
galaktooligosacharidy). Synbiotika jsou idealnim produktem, jelikoz obsahuji jak probiotika,
tak i prebiotika. Efekty podavani probiotik i prebiotik se stile intenzivné zkoumaji po celém
svéte stejné tak, jako ucinky stfevni mikrobioty (Gabrovska et al. 2019; Langella et al. 2019).

3.8 FMYV a jejich vyznam ve vyzivé ¢lovéka

Lidé konzumuji mléko jiz témét 10 000 let (tedy od neolitu). Nasledny vznik
a konzumace FMV ma uz také tisiciletou tradici a je dokonce spojovana s dlouhovékosti. Mléko
a FMV jsou zdrojem fady dulezitych Zivin a zaroven maji i charakteristicky pfijemné
senzorické vlastnosti. FMV maji navic velkou vyhodu v obsahu zdravi prospé$nych mlécnych
bakterii, pfipadné i kvasinek. V soucasné dobé¢ je z hlediska vyzivového na mléku a mlécnych
v mléce je vyuzitelny z vice nez 30 %, kdezto u vétSiny rostlinnych zdrojli je vyuzitelnost pouze
5 —10 %, u n€kterych vyrobkii i méné. Je obecné znamo, ze mléko obsahuje v priméru 120 mg
Ca/100 g (Gabrovska et al. 2019).

MIéko obsahuje plnohodnotné bilkoviny, jejichz primérné zastoupeni €ini 3,3 %, z toho
2,8 % je mnozstvi kaseinu, zbytek je tvofen syrovatkovymi bilkovinami. FMV mivaji oproti
mléku obsah bilkovin vétSinou o néco vyssi, ¢ehoz se docili samoziejme¢ zahuSténim ¢i
pfidavkem susené¢ho mléka. Vysokou vyZzivovou hodnotu (nejvyssi ze vSech bilkovin) maji
syrovatkové bilkoviny, které se vyznacuji pro sviij vysoky obsah rozvétvenych aminokyselin
— leucinu, izoleucinu a valinu. Z hlediska vyzivového nema mléény tuk pfili§ vhodné sloZeni,
protoze obsahuje skoro 2/3 nasycenych mastnych kyselin. Nasycené mastné kyseliny jsou
znamé tim, ze pusobi negativné na zdravi clovéka, a to zejména z hlediska vzniku
kardiovaskularnich onemocnéni. Dle vyzivovych doporuceni by mél byt pfijem nasycenych
mastnych kyselin maximalné 10 % z celkového denniho energetického piijmu, coz vychazi na
cca 20 g téchto kyselin denné. Nicméné obsah polyenovych mastnych kyselin se pohybuje
v mlééném tuku pouze okolo 2 — 6 % z celkovych mastnych kyselin. Pozitivni t¢inky na lidské
zdravi maji 1 mlécné fosfolipidy, které tvoii az 1 % z celkového obsahu tuku. Mléko obsahuje
samoziejmé i cholesterol, ale jeho obsah zna¢né zavisi na obsahu tuku (pohybuje se od
2 mg/100 g v odsttedéném mléce do 240 mg/100g v mésle) (Fernandez et al. 2015; Gabrovska
et al. 2019).

Co se ty¢e sacharidi v mléce je pfitomna témef vyhradné laktoza (4,7 %), ktera je také
pri¢inou travicich potizi u lidi s laktézovou intoleranci. Pravé proto je z tohoto hlediska ideélni
konzumace FMV, kter¢ obsahuji laktozy méné¢ (pokud nejsou zahusténé), protoze je laktodza jiz
z velké ¢asti fermentovana BMK. Ml¢éko je také dobrym zdrojem vitamini, obzvlast vyznamny
je obsah vitaminid skupiny B. Jedn4 se zejména o vitamin B2 (riboflavin) a vitamin B12.
Obecn¢ vyrobky s vyS$§im obsahem tuku jsou zaroven i vyznamngj$im zdrojem vitaminil
rozpustnych v tucich (zejména vitaminu D, A a také karotenll), nez je tomu u vyrobki
nizkotu¢nych. Mimo Ca obsahuji FMV i fadu dalSich prospésnych mineralnich latek (napft. jod
a zinek). Z hlediska vyzivy jsou FMV spolu se syry nejvyznamnéjsi. Bilkoviny obsazené
ve FMV jsou mnohem Iépe stravitelné nez v mléku, a to z divodu jemného vysrazeni
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a ¢astecného rozstépeni pomoci BMK. Stejn¢ tak i vnich obsazeny mléény tuk je 1épe
stravitelny. BMK tedy obecné zvySuji nutri¢ni hodnotu vyrobku, protoze zvySuji stravitelnost
jednotlivych slozek a také dochézi ke tvorbé vitaminii skupiny B. Nehled¢€ na to, Ze v kyselém
prostiedi je 1épe vyuzitelny 1 Ca. Pfi fermentaci dochdzi také ke vzniku levotocivé kyseliny
mlécné. Pro tuto kyselinu je typické, Ze se neStépi v tenkém stievé a mlze tak okyselovat
prostiedi tlustého stfeva. CoZz samoziejmé vede k zabranéni jiz zminovanych hnilobnych
procesi (Fernandez et al. 2015; Gabrovska et al. 2019). Souhrn vyznamnych bodi k FMV je
znazornén na obrazku ¢. 8.

4 N\
Doporucené
davkovani:
— alespont 1krat | - N
Dilezité denné
zejména pro L ) | Prednost maji
déti, t€hotné, neochucené
kojici Zeny a vyrobky
seniory L )

4 N\ 4 N\
Bohaty zdroj Maji niz$i obsah
bilkovin, Ca, sacharidu a

vitaminl a delsi trvanlivost
probiotik (! pH)

. J . J

Obrazek 8: Zakladni informace o FMV (inspirovano podle Gabrovské (2019))

3.8.1 Cisté mlékaiské kultury

Z hlediska technologie ma pro vyrobu FMV (z jiz uvedenych vlastnosti BMK) nejvétsi
vyznam metabolismus laktozy a v mens$i mife také rozklad bilkovin, tj. proteolyza. BMK se
v prumyslu béZzné pouzivaji ve formé ¢istych mlékatskych kultur, které mohou byt bud’ tekuté,
lyofilizované (susené mrazem) nebo hluboce mrazené. NejCastéji pouzivana jogurtova kultura
obsahuje tyto druhy bakterii: Streptococcus thermophilus a Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, a to jak pro vyrobu jogurtl, tak i pro vyrobu jogurtovych mlék. Smetanova kultura
obsahuje naopak charakteristickou smes druhti z rodu Lactococcus a Leuconostoc, ktera se
pouziva pro vyrobu kysanych mlék, smetanovych zakyst, zakysanych smetan a kysanych
podmasli. Pak je velmi dilezita také acidofilni kultura (Lactobacillus acidophilus) ¢itzv. ABT
kultura (acidofilni probiotickd kultura), ktera kromé& L. acidophilus obsahuje jest¢ druh
Streptococcus thermophilus a prospésné bifidobakterie. BMK jsou vyuzivany také pro vyrobu
kefiri a kefirovych mlék (ovSem tradién€ ve spojeni s kvasinkami). V této dob¢ jiz tada
vyrobcll pouziva zvlasté do jogurtl pridavné kultury — probiotické kmeny bifidobakterii nebo
laktobacilli, u nichz byl testovan a potvrzen jejich zdravotné prospé$ny ucinek. Vyhody FMV
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byly prokdzany uz v mnoha studiich, a proto je mozné jejich konzumaci jednoznaéné doporucit
(Horackova et al. 2018).

Obecn¢ se bakterie pouzivané pro vyrobu FMV nazyvaji zékysové kultury. Jedna se o Cisté
kultury zivych mikroorganismi €i jejich smési. Pouzivaji se jako ockovaci davka k nastartovani
fermentace pro zajisténi pozadovanych funkcnich vlastnosti (chut’, ving€, trvanlivost atd.).
Zakysové kultury, které jsou na bazi bakterialni (mohou byt totiz i kvasinkové, plisiiové ¢i
smisSené) jsou déleny podle teploty ristu na mezofilni (20 — 30 °C) a termofilni (40 — 45 °C).
Mezi mezofilni se fadi bakterie zrodu Leuconostoc a Lactococcus, které se dale déli na
aromatické (Lactococcus lactis subs. lactis biovar. diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides
subsp. cremoris a Leuconostoc lactis) a nearomatické kultury (Lactococcus lactis subs. lactis
a Lactococcus lactis subs. Cremoris). Mezi termofilni se fadi bakterie z rodu Lactobacillus,
Streptococcus a Bifidobacterium. Mezi nejrozsitenéjsi vyrobky s termofilnimi bakteriemi patii
prave jogurty (Kadlec et al. 2009).

Avsak pokud se déli zakysové kultury podle funkce, tak jsou déleny do tii skupin. Prvni
skupinou jsou startovaci kultury, coZ jsou mikroorganismy schopné pfeménovat substrat
(sacharidy, lipidy, bilkoviny) na produkty ovliviiyjici chut’, vini a konzistenci. Druhou
skupinou jsou protektivni kultury, coz jsou mikroorganismy produkujici antimikrobialni latky
potlacujici rust patogennich mikroorganismu. Do tfeti skupiny se fadi probiotické kultury, coz
jsou mikroorganismy, jejichz vysledkem je pozitivni plisobeni na zdravotni stav lidi 1 zvirat
(Kadlec et al. 2009).

3.8.2 Vyroba jogurtu

Jak jiz bylo zminéno v ptedchozich kapitolach, fermentace se pouziva k uchovavani
potravin jiz po tisice let. JelikoZ mé za nésledek prodlouzeni trvanlivosti vyrobku a spoustu
dalsich jiz zminovanych vlastnosti. Zminky o FMV se objevuji pomérné rychle po vzniku
zemédelstvi (kolem roku 8 000 pf. n. 1.) v Turecku a vychodni Evropé¢ (Yang et al. 2014).
Konkrétni nalezy potvrzujici konzumaci jogurtu se objevuji kolem 5 000 BC, kdy byl jogurt
objeven pravdépodobné kocovnymi lidmi Zijicimi na Stfednim vychodé. Tudiz je konzumovan
Jjiz tisice let. Slovo ,,Yogurt* pochazi z tureckého slova ,,yogurmak*, cozZ znamena zahus$t'ovani,
koagulaci ¢i tuhnuti. Ve Francii se jogurt objevuje kolem roku 1542, kdy kral Frantisek I. trpél
chronickym priijmem a byl 1é¢en jogurtem. Nicméné az v roce 1905 bulharsky student mediciny
studujici ve Svycarsku — Stamen Grigorov, byl prvni, kdo popsal kulovité a ty¢inkovité BMK,
které se nachazi v bulharském jogurtu. Tento druh bakterii pojmenoval jako Bacillus bulgaricus
(nyn&jsi Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) (Ray & Montet 2017).

O mnoho let pozdéji bylo zjisténo, ze se na této premeéné podili 1 dalsi druh bakterii, a to
Streptococcus thermophilus. Tak doSlo ke vzniku definice jogurtu jakozto nového druhu
mlécného vyrobku. Samoziejmé je mozné vyuzit i dalsi kultury k vyrobé jogurtu, které jsou
legislativné schvaleny. Nicméné tyto dva druhy bakterii jsou nejzndméjsi a nejtypictéjsi pro
vyrobu jogurtli. DneSni vyroba jogurtu se v zakladnich rysech nijak nelisi od té, ktera byla
znama jiz pted stovkami let. Hlavnim principem stale zstava fermentace mléka pomoci presné
definovanych mikroorganismi. Podle definice jogurtu, jez je charakterizovana v legislativé,
musi vyrobek (tedy jogurt) obsahovat zivou jogurtovou kulturu v pfesné definovaném mnozstvi
i na konci data trvanlivosti daného vyrobku. To ¢&ini nejmén& 107 celkového poctu
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mikroorganismt (CPM) na jeden gram vyrobku. Aktualni definice jogurtu pochazi z relativné
nové vyhlasce ¢. 397/2016 Sb. o pozadavcich na mléko a mlééné vyrobky, mrazené krémy
ajedlé tuky a oleje a zni takto: ,,Jogurt je kysany mlécny vyrobek ziskany kysanim mléka,
smetany, podmasli nebo jejich smési pomoci mikroorganismii — symbiotické smési
Streptococcus thermophilus a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, u kterého lze zvysit
obsah suSiny pouze pfidanim mlécné bilkoviny, suSeného nebo zahuSténého mléka, nebo
odebranim syrovatky a je tepelné neoSetfeny po kysacim procesu.“. Tento tzv. symbioticky
pomér obou druhil téchto mikroorganismi, by mél byt 1:1, popt. 1:2 ¢i 2:1. Tento pozadavek
je respektovan i dodrZzovan vSemi ¢eskymi vyrobci. Pomér laktobacilil a streptokokti ovlivituje
i kone¢nou chut’ vyrobku. Pokud ptevazuji laktobacily, chut’ vyrobku je kyselej$i, a naopak
(Caballero et al. 2003; Kopacek 2014).

V soucasné dobé se pouzivaji v podstaté dva technologické postupy na vyrobu jogurtti.
Prvni zplisob se pouziva na vyrobu jogurtli s nerozmichanym koagulatem, tzv. Set type. Tento
zpisob je zalozen na fermentaci, ktera probihd ptimo ve spotiebitelském obalu. Pti vyuziti této
technologie zrani se jogurtova kultura pfidava do mléka a tento polotovar se ihned staci do
spotiebitelskych oball, kde nasledn¢ probihd fermentace a zrani. Takto vyrobeny jogurt ma
strukturu, kterd je pevnda, ldmava, gelovitd a na lomu nepravidelnd. Pravdépodobné je mirné
vyvstavani syrovatky, které ovSem neni na zavadu. Druhy zplsob piipravy se pouziva na
vyrobu jogurtl s rozmichanym koagulatem, tzv. Stirred type. U tohoto zpiisobu vyroby probiha
fermentace v procesnim tanku. Tento postup zrani je novéjsi a v soucasné dobe 1 mnohem vice
pouzivangj$i, co se tyCe pruamyslové vyroby. Hotovy produkt je nésledné plnén do
spotiebitelskych obald, tedy az po dokoncené fermentaci a rozmichani koagulatu. Uplatiiuji se
zde 1 dalsi technologické operace, jako napt. homogenizace a chlazeni (vétSinou v aseptické
atmosfére). Takto vyrobeny jogurt méa obvykle krémovitou, hladkou a lesklou konzistenci
(Kopacek 2014; Ray & Montet 2017).

At uz se jedna o prvni ¢i druhy zpiisob vyroby jogurt, tak vyzivové vlastnosti jsou pii
stejném slozeni naprosto identické. Samoziejmé plati, Ze oba typy jogurtd musi spliovat
zéakladni kritérium pro oznaceni vyrobku jako jogurt, coZ znamena, ze musi dodrzovat urceny
pocet CPM/1 g vyrobku. Tato skutecnost, jez je uvadéna v legislative, rovnéz vyvraci 1 znamy
mytus o tom, ze jedin¢ ,,jogurt ve skle* je ten pravy a poctivy, zatimco jogurt s ,,fidSi“
konzistenci je Sizeny. S vyrobou jogurti je vZdy spjata i standardizace tuku ve vyrobku, coZ se
provadi ptidavkem smetany nebo naopak odtucnéného mléka. Dale se vzdy provadi
1 standardizace suSiny (obvykle okolo 8 %), a to ptidavkem susené¢ho odtuénéného mléka, coz
ma za nasledek zvySeni pevnosti koagulatu fermentovaného vyrobku a také snizeni podilu
odd¢lené syrovatky. Obecné plati, ze mezi faktory ovliviujici vysledné vlastnosti jogurtu patii
naptiklad celkova suSina, oSetfeni mléka tepelnym zpracovanim, homogenizace mléka, vliv
teploty fermentace, vliv tlaku na jogurt, vliv pouzitych aditiv a vliv skladovani (kratkodobé
versus dlouhodobé¢) (Kopacek 2014; Fernandez et al. 2015).

Dalsi mytus je spojen s pouZzitim konzervanti ve vyrobcich, avSak v piipad¢ bilého
(ptirodniho) jogurtu nejsou povoleny naprosto zadné ptidatné latky. Nepouzivaji se dokonce
ani zahustovadla. Pozadované vysoké viskozity se v jogurtech dosahuje vyhradné objemem
mlécné susSiny a také zplisobem fermentace. Nicméné ostatni jogurty (tedy ochucené nebo
ovocné) mohou kromé slozek mlécné susiny obsahovat také pridané sacharidy, sladidla nebo
stabilizatory (hydrokoloidy v mnozstvi 0,1 — 0,5 %). Jejich vyznam je v upravé chuti
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a konzistence. Pti vyrob¢ jogurtd s ochucujici slozkou se mohou ve vyrobku vyskytovat
pridatné latky, ale dostavaji se do vyrobku pouze pienosem z pouzité ochucujici slozky,
pro kterou byly povoleny. Jedna se o barviva, sladidla, aromata a dalsi podobné latky (Kopacek
2014).
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4 Metodika

4.1 Pouzité kmeny

Pro vlastni experiment byly vybrany izolaty Ccistych kultur streptokokti izolované
z tradi¢niho gruzinského kysaného mlééného vyrobku jogurtového typu ziskaného v osadé
Mestia v regionu Horni Svanetie. Ke srovnani kysacich schopnosti téchto izolati byly v pokusu
pouzity izolaty streptokokii z bilych jogurti komeréné dostupnych na ¢eském trhu. V prvni
¢asti experimentu byly testovany streptokoky ve formé Cistych kultur, ve druhé a treti ¢asti
experimentu v symbiotické formé s Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, ktery je spolu
se Streptococcus salivarius subsp. thermophilus soucasti bézné jogurtové kultury. Piehled
véech pouzitych izolatd a jejich pivod je uveden v tabulce &. 2. Cistota izolatll byla ovéfena
mikroskopicky a druhova identita byla potvrzena MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii.
Byla testovana kysaci schopnost vybranych izolatd, a to pomoci titracni kyselosti
(metodou dle Soxhlet-Henkela), aktivni kyselosti (pH metrem a reflektometrem) a méteni
mnozstvi vytvoreného laktatu (reflektometrem) ve vybranych hodinach. Zarovein bylo u vSech
vzorkid v prib&hu pokusu kultivaéné stanoveno mnozstvi mikroorganismil. Pouzité metody jsou
blize popsany v nasledujicich kapitolach. Testovani probéhlo u jednotlivych izolatli samostatné
a poté 1 v symbiotické forme s laktobacily.

Tabulka 2: Piehled vSech pouzitych izolati

Zkratka Bakterialni druh Typ jogurtu Vyrobce
33 Streptococcus Saliv.arius Kysarrly mlécny fyzicka osoba
subsp. thermophilus vyrobek
G6 Streptococcus Saliv'arius Kysarrly mlécny fyzicka osoba
subsp. thermophilus vyrobek
G8 Streptococcus saliv'arius Kysal?y mlécny fyzicka osoba
subsp. thermophilus vyrobek
— K  mlecny
G12 Streptococcus Sallv.arlus ysarrly milecny fyzicks osoba
subsp. thermophilus vyrobek
C71 Streptococcus Saliv.arius Jogurt bily mlékél:?i Yalaéské
subsp. thermophilus Mezifi¢i s. 1. 0.
Strept. livari _
Cz2 reptococcus 5a W,a”us Klasik jogurt bily Olma a. s.
subsp. thermophilus
C73 Streptococcus salivarius Chocenisky smetanovy | Chocenska mlékarna
subsp. thermophilus jogurt bily S.T.0.
Strept. livari
Cz4 reptococcits 5a zv.arzus Jogurt bily Agro-las. r. o.
subsp. thermophilus
Lactobacillus delbrueckii
RA detoddctiius de .ruec " Jogurt bily Agro-las.r. 0.
subsp. bulgaricus
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4.1.1 Izolace a priprava vSech pouZitych kmenu

Odbér vzorkt probéhl dle normy CSN EN ISO 707 (57 0003) (2009), a to i v nasledujicich
castech experimentu. Izolace streptokokti z kysanych mlécnych vyrobkl probéhla nasledovné.
Bylo asepticky odebrano 0,1 ml vzorku do fyziologického roztoku (0,9% NaCl) a ihned
roziedéno decimalni fedici fadou az do koncentrace 107, Jednotliva fedéni byla asepticky
nanesena na Petriho misky (0,5 ml na misku) a ihned pfelita Zivnym médiem. Misky pro izolaci
laktobacilli byly po zatuhnuti pielity podruhé pro zajiSténi mikroaerofilni kultivace vhodné pro
laktobacily. Byla pouzita nasledujici selektivni média: M17 agar s ptidavkem 10% roztoku
laktozy (50 ml/l) pro izolaci streptokokti a Rogosa agar s ptidavkem kyseliny octové pro izolaci
laktobaacila (1,32 ml/l). Oba typy agarovych pud byly pfipraveny ze susenych ingredienci dle
navodu od vyrobce (Oxoid, Velk4d Britanie). Poté byly vzorky kultivovany 2 — 3 dny
v termostatu pii teploté¢ 43 °C. Po kultivaci bylo vybrano n€kolik kolonii z kazdého vzorku,
u kterych probéhlo mikroskopické vySetfeni a byla tak zkontrolovana jejich Cistota. Vyloucila
se tim 1 pfitomnost pfipadnych kontaminujicich mikrobli. Kolonie vybranych izolatd byly
asepticky sebrany ockovaci klickou a ptfeneseny do kultivaéniho média Trypton soya broth
(v ptipadé¢ streptokokil) nebo do Wilkins Chalgren anaerobe broth (v piipadé laktobacilil)
a pomnozeny ve vodni lazni pfi teploté 43 °C. Pomnozené kultury byly skladovany v lednici
pii 5 °C.

Druhova identita ziskanych izolati byla ovéfena pomoci MALDI-TOF hmotnosti
spektrometrie na pristroji Autoflex Speed (Bruker Daltonik, Némecko). Ziskana data byla
vyhodnocena skrz software MALDI Biotyper RTC (Bruker Daltonik, Némecko). Tato metoda
je zaloZena na porovnavani profilovych hmotnostnich spekter vzorki ziskanych pomoci
MALDI-TOF MS se spektry uloZenymi ve specifické databazi (knihovné spekter) naméfenymi
identickym zptisobem. Pro pfipravu vzorku k vyhodnoceni bylo pouzito nékolik ¢istych
mikrozkumavek typu Eppendorf (1,5 ml), do kterych byl pfenesen 1 ml narostlé¢ kultury
z bujonu, poté byl vzorek centrifugovan po dobu 2 min pii 14 500 RPM. Nasledovalo sliti
supernatantu a pridani 70% ethanolu, ve kterém byl pelet resuspendovan. Poté opét probéhla
centrifugace a sliti supernatantu. Pelet se nechal nékolik minut schnout pfi laboratorni teplot¢.
K peletu se poté ptidalo 30 pl 80% kys. mravenci a smés byla dikladné promichana pipetou a
vortexem, poté bylo pfidano 30 pl acetonitrilu (opét probéhlo dikladné promichani). Nasledné
probéhla centrifugace po dobu 2 min, nacez byl 1 pl supernatantu ptidan na MALDI desticku
MTP 384 polished steel (Bruker Daltonik, Némecko) a ponechin uschnout pii laboratorni
teplote. Thned po zaschnuti byl supernatant piekryt stejnym mnozstvim roztoku matrice — a-
kyano-4-hydroxyskoficové kyseliny (HCCA) (Sigma-Aldrich (Spojené staty americke)).
Po zaschnuti byla provedena analyza.

4.2 Vybér a priprava mléka

Bylo zvoleno bézné dostupné UHT mléko (Jihoceské mléko polotuéné, Madeta a. s.).
Ptiprava mléka se lisila v zavislosti na experimentu.
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4.2.1 Prvni ¢ast experimentu — piiprava inflizek pro stanoveni kysacich
schopnosti streptokokii

Infazky byly naplnény 50 ml UHT mléka. Po naplnéni byly vSechny infuzky pasterovany
(85 °C/10 min). Pocet infuzek odpovidal poc¢tu sledovanych hodin, tzn., ze se pfipravilo
9 infuzek s mlékem (0 h, 1 h, 2 h, 3 h,4 h, 5h, 6 h, 7 h a 24 h) pro kazdy izolat streptokoka.
Infuzky s mlékem se pted vlastnim pokusem vzdy nechaly vychladnout na pokojovou teplotu.

4.2.2 Druha ¢ast experimentu — priprava infiizek pro stanoveni kysacich
schopnosti streptokokii s jiZ pridanymi laktobacily

Postup ptipravy infazek je shodny s postupem v predchozi ¢asti experimentu.

4.2.3 Treti ¢ast experimentu — priprava infuzek pro stanoveni kysacich
schopnosti streptokokii s jiZ pridanymi laktobacily v zahusténém mléce

Infazky byly naplnény 50 ml zahu$téného UHT mléka. Zahusténé UHT mléko bylo
pfipraveno piidanim polotu¢ného susené¢ho mléka do UHT mléka (100 g/l). Po rozmichéni
a naplnéni byly infuzky pasterovany (85 °C/10 min). V této Casti experimentu se sledovala
pouze Ctvrta a Sestd hodina. Infuzky s mlékem byly pied vlastnim pokusem ponechany pii
pokojové teplote. V této Casti experimentu §lo o posouzeni rozdilti v rychlosti riistu a kysacich
schopnosti jogurtové kultury v zahusténém UHT mléku oproti UHT mléku.

4.3 Priprava kysaného mlééného vyrobku

Opét se postupovalo dle normy CSN ISO 9232 (57 1421) (2004). Pted vlastnim pokusem
byly izolaty pfeockovany do vySe zminénych kultivacnich médii a pomnozeny kultivaci pfi
43 °C pres noc. Pomnozené kultury byly asepticky o¢kovany do inflzek s jiz pripravenym
mlékem o rizné koncentraci KTJ/ml, ktera byla v ptipadé o¢kovani z TSB a W zivného média
ur¢ena denzitometricky a v ptipad€ ockovani z mléka 2% inokulem odhadem. Z inokula byl
nasledn¢ proveden rozbor pro zjiSténi ptresného poctu zaockovanych bakterii. Vzorky byly
inkubovany pii 43 °C ve vodni lazni (kromé vzorku 0 h) a v hodinovych odstupech postupné
pfemistovany na 1 h do termostatu o 20 °C a nasledné do lednice pfi teploté¢ 5 °C. Tim bylo
zajisténo dvoufazové chlazeni vhodné pro zrani kysanych mléénych vyrobku (Early 1998;
Fernandes et al. 2005). Tento postup byl pouzit ve vSech ¢astech experimentu a je zndzornén
nize na obrazku €. 9.

Obrazek 9: Postup ptipravy vzorki k méteni

Vodni lazen 43°C Termostat 20°C Lednice 5°C

1-24h >

Ih >
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4.4 Stanoveni rustu mikroorganismi v pribéhu kysani

Stanoveni po¢tu mikroorganismil charakteristickych pro vyskyt v mléénych vyrobeich
pomoci techniky pocitani kolonii probéhlo pifi 43 °C. Ruist mikroorganismii byl stanoven
kultivacné za pomoci selektivnich médii (viz podkapitola 4.3). Toto stanoveni se provadélo
u vSech vzorki, av§ak pouze v konkrétni ¢as, tzn. u 3 h, 6 h a 24 h a také u inokula. Opét je
vyjimka u vzorkl se zahus§ténym mlékem, kde se méfeni provadélo pouze v ¢ase 4 h a 6 h.
Postup ptipravy byl obdobny jako u izolace BMK. Po uplynuti doby kultivace (2 — 3 dny) byly
spocitany vSechny narostlé a viditelné kolonie a mnozstvi byla piepoctena na log KTJ/ml
pomoci nize uvedeného vzorce:

_|_
N =log (%)xd

kde
N je celkovy pocet KTJ v 1 ml mlé¢ka

,n1, n2% je pocet kolonii ve dvou po sobé¢ jdoucich fedénich
,d“ je prevracend hodnota vyssiho fedéni

4.5 Stanoveni obsahu kyseliny mlé¢né

Stanoveni obsahu kyseliny mlé¢né prob&hlo pomoci reflektometrické metody za pouziti
piistroje reflektometru RQFlex® 10 (Sigma-Aldrich, Spojené stity americké) a testovacich
prouzk®l Reflectoquant® Lactic Acid Test (Sigma-Aldrich, Spojené staty americké). Nékteré
testované vzorky byly kvili omezené citlivosti metody nafedény v zavislosti na stupni
fermentace. Stanoveni prob¢hlo u vSech izolatd, avSak pouze v konkrétni ¢as, tzn. u 0 h, 3 h,

6 ha 24 h. U v8ech vzorki se zahuSténym mlékem probéhlo stanoveni laktatu pouze v ¢ase 4 h
a6h.

4.6 Stanoveni aktivni a titrac¢ni kyselosti

4.6.1 Stanoveni aktivni kyselosti

Aktivni kyselost je dana koncentraci vodikovych ionti a vyjadfuje se v hodnotach pH.
Aktivni kyselost byla stanovena dle normy CSN 57 0530 (1972) a m&fena pH metrem HI 98103
(Hanna Instruments, Italie) a v prvni &4sti experimentu pomoci piistroje reflektometru RQFlex”
10 (Sigma-Aldrich, Spojené staty americké). U pH metru byla provedena kalibrace v rozsahu
4 — 7 pH na roztoky o znamé hodnoté pH (pufry) a pfii teploté doporucené vyrobcem (cca 20
°C). Pti vlastnim méfeni bylo postupovano podle pokynt vyrobce v navodu k pH metru. Pti
meéieni byla elektroda ponoiena do dané¢ho vzorku a vyckalo se na stabilni odecet. Po kazdém
meéieni vzorku byla elektroda vzdy ocisténa, tzn. oplachnuta destilovanou vodou a osusena
bunicitou vatou. Hodnota pH byla méfena u vSech vzork.
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4.6.2 Stanoveni titracni kyselosti

Titraéni kyselost (TK) byla stanovena dle normy CSN 57 0530 (1972). Byla pouzita
metoda dle Soxhlet-Henkela, kterd udava spottebu roztoku hydroxidu sodného (NaOH)
o koncentraci 0,25 mol/l potfebného k neutralizaci kysele reagujicich latek ve 100 ml mléka na
indikator fenolftalein. Tato kyselost se uvadi v Soxhlet-Henkelovych stupnich (°SH).

4.6.2.1 Priprava vzorkud ptfed stanovenim titracni kyselosti

Pted rozborem byly vSechny vzorky promichany pti pokojové teploté, aby doslo ke
vzniku homogenniho vzorku. Dukladné promichéni je velmi dilezité, jelikoz u kysanych
mlécnych vyrobku se ¢asto oddéluje mlécéné sérum.

4.6.2.2 Priprava titra¢ni aparatury a ziskani faktoru

Ptipravena titra¢ni aparatura (byreta), byla naplnéna NaOH o koncentraci 0,25 mol/l. Poté byl
stanoven faktor (f) pro zjisténi piresné koncentrace NaOH. Faktor byl stanoven titraci kyseliny
Stavelové o koncentraci 0,25 mol/l za ptidavku indikatoru fenolftaleinu (2% ethanolového
roztoku) do riizového zbarveni. Vypocet faktoru byl stanoven dle nize popsaného vzorce:

Vypocet faktoru (f):

f=2(a/b)
kde
,»a* je pocet ml roztoku C2H204 o koncentraci 0,25 mol/l odmétfenych pipetou
na titraci (10ml)
,b% je pocet ml roztoku NaOH o koncentraci 0,25 mol/l spotfebovanych pfi
titraci.

Timto zptsobem byl ziskan faktor, kterym se vzdy vyndsobilo spotfebované mnozstvi
NaOH o ptiblizné koncentraci 0,25 mol/l u méfenych vzork.

4.6.2.3 Priprava srovnavaciho roztoku

Nasledovala ptiprava srovnavaciho roztoku, ktery mél svétle rizovou barvu. Srovnavaci
roztok byl dilezity pro porovnani odstinu rizové barvy titrovaného vzorku. Byl pfipraven
odméfenim 50 ml mléka a pfiddinim 1 ml 5% roztoku siranu kobaltnatého. Zabarveni
srovnavaciho roztoku mléka se siranem kobaltnatym bylo stalé asi 3 hodiny.

4.6.2.4 Stanoveni titracni kyselosti

Poslednim krokem byla samotnd titrace vzorkil za pfidani imérného mnozstvi indikatoru
fenolftaleinu (2% ethanolového roztoku), kdy se vychazi z poméru — 2 ml roztoku fenolftaleinu
na 50 ml mléka. Vzorky se titrovaly do slabé riizového zbarveni odpovidajici srovnavacimu
roztoku. Zabarveni muselo vzdy vydrzet alesponn 30 sekund. Ze ziskanych hodnost se dle
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nasledujiciho vzorce vypocitala kyselost (x) ve stupnich Soxhlet-Henkela (SH) na 100 ml
mléka.

Vypocet titraéni kyselosti (x):
x =2 x a x f (v pfipadé, Ze na titraci bylo pouZzito 50 ml vzorku)
kde
,»a* je mnozstvi roztoku NaOH o piiblizné koncentraci 0,25 mol/l spotfebovaného
pii titraci vzorku
I je faktor titrace.

4.7 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni vysledkl této diplomové prace bylo provedeno prostiednictvim
softwaru STATGRAPHICS Centurion XV (StatPoint, USA). Tento software byl pouzit pro
vyhodnoceni ve vSech ¢astech experimentu, a to pro vSechny zjisténé hodnoty: aktivni a titracni
kyselost, obsah kyseliny mlé¢né a stanoveni poctu MO. Vzorky byly rozdé€leny na dv¢ skupiny,
tj. vzorky s obsahem izolati streptokokt z tradi¢niho gruzinského kysaného mlé¢ného vyrobku
jogurtového typu (skupina 1) a vzorky zastupujici izolaty streptokokti z komeréné dostupnych
jogurtii na Ceském trhu (skupina 2). Pro porovnani a statistické vyhodnoceni primeérnych
hodnot vSech vzorkl v konkrétnim ¢ase byl zvolen dvouvybérovy t-test na hladin€ vyznamnosti
a = 0,05 (95% statisticka prikaznost).
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5  Vysledky

5.1 Prvni ¢ast experimentu — vysledky stanoveni kysacich schopnosti
streptokokii

Kysaci schopnost vybranych izolatl byla testovana pomoci aktivni kyselosti, titra¢ni
kyselosti a stanoveni obsahu kyseliny mlééné. Zaroven probéhlo i kultivacni stanoveni poctu
MO ve vybranych hodindch. Piehled v§ech pouzitych izolati byl jiz uveden v tabulce €. 2.

5.1.1 Vysledky stanoveni hodnoty pH

Hodnota pH byla zmétfena u vSech sledovanych vzorkli v konkrétnich Casech a klesala
soustavné. Nejrychleji ve vSech sledovanych hodinéach klesal vzorek s oznacenim CZ1 a to az
na nejnizsi hodnotu pH (4,00) za 24 h. Nejpomaleji naopak klesal vzorek se zkratkou CZ4,
ktery za 24 h skoncil s nejvyssi hodnotou pH (4,5). Z gruzinskych vzorka vychazely nejlépe
vzorky se zkratkou G3 a G6 v pribéhu vSech sledovanych hodin. Data vSech vzorkl
v konkrétnich hodinach jsou uvedena v tabulce €. 3 a také graficky zndzornéna (graf €. 1).

Tabulka 3: Hodnoty pH u vSech sledovanych vzorki v konkrétnich ¢asech

t G3 G6 G8 G12 Cz71 CZ2 Cz3 CZ74
0Oh 5,90 6,00 5,90 6,00 5,90 5,90 5,90 6,00
1h 5,60 5,80 5,90 5,90 5,80 5,90 5,90 5,90
2h 5,40 5,40 5,80 5,80 5,30 5,80 5,80 5,70
3h 5,20 5,10 5,20 5,40 4,60 5,60 5,50 5,60
4h 4,90 4,90 5,10 5,30 4,50 5,30 5,40 5,60
S5h 4,90 4,80 5,10 5,30 4,30 5,10 5,20 5,50
6h 4,70 4,70 4,90 5,10 4,10 4,90 5,10 5,40
7h 4,60 4,60 4,80 5,00 4,10 4,90 4,90 5,40
24 h 4,20 4,10 4,20 4,40 4,00 4,40 4,40 4,50
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Graf 1: Grafické znazornéni hodnot pH pro vSechny sledované vzorky

5.1.2 Vysledky stanoveni titrac¢ni kyselosti

7h

Gl2 =@=(CZ] =@=(CZ) ==@=(CL3 ==@=(CZ4

Titra¢ni kyselost rostla u v§ech vzorkl v zavislosti na ¢ase. Ackoliv neexistuje pfimy vztah
mezi aktivni a titracni kyselosti hned od pocatku méfeni, tak po vyCerpani pufra¢niho systému
1ze pozorovat nepiimou umérnost mezi pH a TK. Nejvyssi titrani kyselosti dosahl vzorek CZ1

v

sméru, kdy vzorek CZ4 dosahl nejniZsi titracni kyselosti (29,89 °SH) a zaroven i nejvyssiho pH
v piedchozim méfeni. Z gruzinskych vzorkdi jsou opét nejlépe hodnoceny vzorky G3
(35,83 °SH) a G6 (36,89 °SH). Data pro vSechny vzorky ve sledovanych hodinach se nachazi

v tabulce €. 4 a pro lepsi prehlednost jsou graficky znazornéna v grafu €. 2.

Tabulka 4: Hodnoty titra¢ni kyselosti (°SH) u vSech sledovanych vzorki v konkrétnim Case

t G3 G6 G8 G12 Cz1 CZ2 CZ3 CZ74
Oh 7,63 7,42 7,63 7,63 7,63 7,42 7,63 7,42
1h 12,51 11,66 11,24 10,81 11,45 11,45 9,54 10,18
2h 18,44 18,44 13,36 12,93 19,72 12,72 12,93 12,08
3h 22,90 23,53 21,20 18,44 29,26 16,11 16,11 14,20
4h 24,80 24,80 24,38 22,26 30,10 21,20 16,75 16,96
5h 27,77 27,56 24,38 22,26 33,50 24,17 20,99 18,02
6h 29,26 29,47 25,86 23,32 35,40 24,59 23,32 18,66
7h 30,53 30,53 27,56 24,17 35,62 25,02 23,96 19,72
24 h 35,83 36,89 34,56 30,53 38,58 30,53 32,44 29,89
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Graf 2: Grafické zndzornéni titracni kyselosti pro v§echny sledované vzorky

5.1.3 Vysledky stanoveni kyseliny mlé¢né

Z namétenych hodnot 1ze vypozorovat ptimou imérnost mezi zvysujici se titracni kyselosti
a soustavné se zvysSujicim obsahem laktatu. Hodnoty ziskané z reflektometru byly v jednotkach
mg/l a nasledn¢ byly pfevedeny na g/l. Opét tedy vysel vzorek CZ1 jako vzorek s nejvyS$im

Vw7

namétené hodnoty jsou uvedené v tabulce €. 5 a nasledné i1 graficky zndzornéné v grafu ¢. 3.

Tabulka 5: Obsah kyseliny mlé¢né (v g/l) u vSech vzorkl v konkrétnim Case

t G3 Go6 G8 G12 Cz1 CZ2 Cz3 CZ74
0h 1,25 0,92 1,36 1,19 1,38 1,10 1,49 0,82
3h 8,95 9,05 8,92 7,18 9,25 5,80 6,40 4,90
6h 9,30 9,40 9,20 9,15 18,20 9,20 9,20 6,80

24 h 22,40 25,20 19,70 16,90 27,60 16,85 18,80 9,40
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Graf 3: Grafické zndzornéni naméfenych hodnot kyseliny mlé¢né pro vSechny vzorky (v g/l)
5.1.4 Vysledky stanoveni po¢tu MO

V této Casti experimentu se ockovalo 2% inokulem, tj. 1 ml inokula na 50 ml vzorku,
a proto jsou vSechny uvedené hodnoty v log KTJ/ml. Z inokula¢ni davky bylo zjisténo, Ze
u vzorklt G3, G6, CZ1, CZ2 a CZ3 byl podet MO v ¥adé 107 a vice. U zbylych vzorki (tj. G8,
G12 a CZ4) byl pocet MO v inokula¢ni davce nizsi. Tento fakt se projevil 1 v nasledujicich
hodinach, ackoliv nem¢l negativni vliv na ptedesla méteni (tj. stanoveni pH a TK). Ve 24.
hodiné¢ doslo ke kontaminaci vzorkd G3, G6, CZ1 a CZ3. Jelikoz je stanoveni poctu MO
v pribehu kysani spjato s predeslymi méfenimi, tak z ¢asovych diivodi nebylo mozné vSechna
méfeni opakovat a tyto hodnoty (pocet MO ve 24. hodin€) chybi. Ve vSech métenych hodinach
mél vzorek CZ4 nejnizs§i pocet MO. VSechny ziskané hodnoty jsou vypocteny dle vzorce
uvedeného v podkapitole 4.4 a uvedeny v tabulce €. 6 a nasledné i graficky znazornény v grafu
¢. 4.
Tabulka 6: Vysledky stanoveni poctu MO v konkrétnich ¢asech (uvedené v log KTJ/ml)

t G3 G6 G8 G12 Cz1 CZz2 CZ3 CZ4

0 h (inokulum)* 8,11 8,18 4,95 5,12 8,05 7,36 8,09 4,71
3h 7,35 7,46 4,63 4,69 7,94 6,09 7,36 4,52

6 h 7,37 7,36 6,59 6,61 8,51 7,96 7,36 4,83

24 h — — 8,52 7,92 — 7,98 — 4,90

50



log KTJ/ml 6,5 -

6 4

55 4
5
i —— —
45 A e
4 . . >
0h 3h 6h 24 h

=0=(3 Go6 G8 Gl2 =@=(CZ] =@=(C7) ==@=(CL3 ==@=(CZ4

*Poznamka: jedna se o inokula¢ni davku do vzorkt v 0 h.
Graf 4: Grafické zndzornéni stanoveni poctu MO v konkrétnich ¢asech (v log KTJ/ml)

5.1.5 Vysledky statistického vyhodnoceni mezi sledovanymi skupinami

V této fazi vyhodnoceni se porovnavaly dvé skupiny vzorkd. Skupina 1 byla
reprezentovana izolaty Cistych kultur streptokokt z tradi¢niho gruzinského kysaného mlééného
vyrobku jogurtového typu a skupina 2 byla reprezentovana izolaty streptokokl z komercné
dostupnych mléénych vyrobkt na izemi CR. Statistické vyhodnoceni se provedlo pro stanoveni
hodnoty pH, titra¢ni kyselosti, obsahu kyseliny mlé¢né a rovnéz i pro stanoveni poctu MO.

5.1.5.1 Vysledky stanoveni rozdilti pH hodnot mezi dvéma skupinami

Z hlediska stanoveni rozdilnych hodnot pH nebyl shledan zadny statisticky vyznamny
rozdil mezi témito dvéma skupinami (na hladin¢ pravdépodobnosti 0,05). Statistické
vyhodnoceni primérnych hodnot pH a vyslednych p-hodnot je uvedeno v tabulce €. 7.

Tabulka 7: Statistické vyhodnoceni pH hodnoty mezi sledovanymi skupinami

t Skupina 1 — priméry Skupina 2 — priméry p-hodnota
Oh 5,95 5,93 0,536963
1h 5,80 5,88 0,355918
2h 5,60 5,65 0,773201
3h 5,23 5,33 0,703935
4h 5,05 5,20 0,584700
S5h 5,03 5,03 1,000000
6h 4,85 4,88 0,935009
7h 4,75 4,83 0,801510
24 h 4,23 4,33 0,376929
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5.1.5.2 Vysledky stanoveni rozdili titra¢ni kyselosti mezi sledovanymi skupinami

Z prumérnych hodnot titra¢ni kyselosti ze dvou porovnavanych skupin byl nalezen
statisticky vyznamny rozdil pouze ve ¢tvrté hodin€ (p = 0,016510). V néasledujici hodin€ se jiz
tento statisticky vyznamny rozdil neprojevil. Rovnéz nebyl shledan zadny statisticky vyznamny
rozdil i u vSech ostatnich primérnych hodnot titraéni kyselosti mezi skupinami 1 a 2 (na hlading
pravdépodobnosti 0,05). VSechny ziskané priimérné hodnoty titracni kyselosti jsou uvedeny
v tabulce €. 8.

Tabulka 8: Statistické vyhodnocenti titra¢ni kyselosti (°SH) mezi sledovanymi skupinami

t Skupina 1 — pruméry Skupina 2 — priaméry p-hodnota
0h 7,53 7,58 0,536963
1h 11,56 10,66 0,183853
2h 15,79 14,36 0,566638
3h 21,52 16,42 0,016510
4h 24,06 21,25 0,411407
5h 25,49 24,17 0,726470
6h 26,98 25,49 0,711906
7h 28,20 26,08 0,588246
24 h 31,95 32,86 0,801588

5.1.5.3 Vysledky stanoveni rozdilii v obsahu kyseliny mlééné mezi sledovanymi skupinami

Z tabulky ¢. 9 nejsou patrné zadné statisticky vyznamné rozdily v obsahu kyseliny mlécné
mezi skupinami 1 a 2 (na hladiné pravdépodobnosti 0,05).

Tabulka 9: Statistické vyhodnoceni obsahu kyseliny mlécné (v g/l) mezi skupinami 1 a 2

t Skupina 1 — pruméry Skupina 2 — pruméry p-hodnota
0h 1,18 1,20 0,924455
3h 8,53 6,59 0,112139
6h 9,26 10,85 0,551185
24 h 21,05 18,16 0,512006

5.1.5.4 Vysledky stanoveni rozdilii v po¢tu MO mezi sledovanymi skupinami

Ze ziskanych vysledkl nebyl nalezen z&dny statisticky vyznamny rozdil (na hlading
pravdépodobni 0,05). Nasledujici tidaje jsou uvedeny v tabulce ¢. 10. Vysledky po 24 hodinach
méfeni nemohou byt vyhodnoceny, protoze u nékterych vzorka doslo ke kontaminaci.

Tabulka 10: Statistické vyhodnoceni primérného poctu MO mezi sledovanymi skupinami

t Skupina 1 — priaméry*  Skupina 2 — praméry* p-hodnota
0h 6,59 7,05 0,713709
3h 6,03 6,48 0,699084
6h 6,98 7,17 0,835676

*Poznamka: VSechny uvedené hodnoty jsou v log KTJ/ml.

52



5.2  Druha Cast experimentu — vysledky stanoveni kysacich schopnosti
streptokokaii s jiz pfidanymi laktobacily

V této Casti experimentu se provadéla stejnd méteni jako v piredchozi ¢asti experimentu,
nicméné uz se nejednalo o sledovani Cistych izolath streptokokid, nybrz o sledovani
symbiotického vztahu téchto izolath s jiz pfidanymi laktobacily. V této ¢asti experimentu byl
pouzit denzitometr pro piesnéjSi uréeni rustu MO vinokulu. Hodnoty pochazejici
z denzitometru a odebrand mnozstvi inokula slouzici k zaockovani vzorkil jsou zobrazeny
v nasledujicim tabulkach: tabulka ¢. 11 a tabulka ¢. 12.

Tabulka 11: Hodnoty ziskané z denzitometru a mnoZzstvi odebrané¢ho inokula k zaockovani

Denzitometr | Hodnota MnozZstvi (ml)

G3 5,60 0,125
Go6 6,04 0,115
Cz1 1,68 0,400
CZ2 4,05 0,175
RA 2,60 0,290

Tabulka 12: Hodnoty vzaté z denzitometru a mnozstvi odebraného inokula k zaockovani
Denzitometr | Hodnota MnoZstvi (ml)

G8 6,15 0,115
G12 5,44 0,125
CZ3 5,80 0,125
Cz4 4,85 0,150
RA 4,81 0,150

5.2.1 Vysledky stanoveni hodnoty pH

Z naméfenych hodnot pH uvedenych v tabulce €. 13 lze vypozorovat, Ze opét u vSech
vzorkl klesala hodnota pH soustavné. Dale bylo zjiSténo, Ze vzorek CZ4 nemél pfilis optimalni
findlni hodnotu pH jako ostatni vzorky. Kone¢nd hodnota pH byla u vzorku CZ4 4,78. Jako
druhy vzorek s nejvyssi hodnotou pH ve vétsin€ sledovanych hodinach byl vyhodnocen vzorek
se zkratkou CZ3. Z gruzinskych vzorkd od 4. hodiny méteni klesala hodota pH nejrychleji
uvzorki G3 a G6. VSechny namétfené hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢. 13 a graficky
znazornény v grafu €. 5.
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Tabulka 13: Hodnoty pH u vSech sledovanych vzorkt v konkrétnim case

t G3 G6 G8 G12 Cz1 CZ2 CZ3 CZ4
0h 6,62 6,65 6,42 6,51 6,66 6,56 6,52 6,61
1h 6,52 6,54 6,38 6,42 6,53 6,42 6,50 6,53
2h 6,38 6,39 6,33 6,36 6,31 6,34 6,42 6,46
3h 6,19 6,18 6,29 6,36 6,16 6,22 6,37 6,41
4h 5,98 5,91 6,20 6,22 5,76 6,01 6,30 6,32
S5h 5,45 5,52 6,14 6,16 5,25 5,75 6,17 6,16
6h 4,65 4,61 5,98 5,94 4,47 5,48 5,95 5,86
7h 4,49 4,52 5,73 5,53 4,08 5,14 5,80 5,71

24 h 3,90 3,89 4,34 3,90 3,80 4,00 4,68 4,78

3’5 T T T T T T T ;I
Oh lh 2h 3h 4h 5h 6h 7h 24 h

=—9=0G3 =0=G6 G8 Gl2 =@=(CZ]| =@=(C7) =@=(C/3 ==@=(CZ4

Graf 5: Grafické znazornéni hodnot pH pro vSechny sledované vzorky

5.2.2 Vysledky stanoveni titraéni kyselosti

Opét nelze hovotit o pfimém vztahu mezi aktivni a titracni kyselosti, ackoliv lze fict,
ze po vycerpani pufra¢niho systému existuje nepiima imérnost mezi pH a TK. Coz znamena,
ze se snizujici hodnotou pH roste TK. Tomu odpovidaji i vysledné hodnoty titracni kyselosti
pro vzorky CZ3 a CZ4, jelikoz tyto vzorky dosahly nejnizSich hodnot titracni kyselosti.
hodnoty titracni kyselosti. Hodnoty titra¢ni kyselosti vSech vzorki v konkrétnich ¢asech jsou
uvedeny v tabulce €. 14 a nasledné graficky znazornény v grafu €. 6.
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Tabulka 14: Hodnoty titra¢ni kyselosti (°SH) u vSech sledovanych vzorkl v konkrétnich ¢asech

t G3 G6 G8 G12 Cz1 CZ72 CZ3 CZ4
0h 7,35 7,14 17,77 7,56 7,35 7,35 7,56 7,35
1h 7,35 7,35 9,24 8,61 7,56 9,03 7,56 7,56
2h 9,45 9,45 9,66 9,45 9,66 9,45 8,82 8,61

3h 11,76 11,76 10,08 9,45 11,76 11,55 9,45 9,24
4h 14,49 15,75 10,29 10,08 17,22 13,65 10,08 10,08
S5h 23,31 22,68 11,34 11,34 25,20 17,01 11,55 11,55
6h 28,35 28,35 14,28 14,49 30,03 23,31 14,28 14,70
7h 31,08 30,66 21,42 22,89 38,85 26,04 21,42 22,47
24 h 53,76 54,60 37,17 53,76 57,12 53,13 28,98 28,35
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53,5 A

43,5 1

TK

33,5 4
(°SH)

23,5 A

13,5 -

———

35 + T T T T T T T >
Oh lh 2h 3h 4h 5h 6h 7h 24 h
=@=0G3 =@=Gb6 G8 Gl2 =@=(Cl] =@=CL) =@u=(CL3 =@=(Z4

Graf 6: Grafické zndzornéni titracni kyselosti (°SH) pro vSechny sledované vzorky

5.2.3 Vysledky stanoveni kyseliny mlé¢né

Z tabulky €. 15 Ize odvodit pfimou imérnost mezi titracni kyselosti a obsahem kyseliny
mlécné. Tedy pii zvySujici se hodnoté TK, se zvySuje i obsah kyseliny mlécné. Tudiz vzorky
mlécné (24,80 a 25,10) v kone¢ném case 24 h. Hodnoty kyseliny mlécné v 0 h byly o¢ekavané
velmi nizké, a to u vSech vzorkl. VSechny namétené hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢. 15
a nize graficky znazornéné v grafu €. 7.
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Tabulka 15: Obsah kyseliny mlééné (v g/l) u vSech vzorka v konkrétnim case

t G3 Go6 GS8 G12 CZ71 CZ72 CZ3 CZ4
0h 0,71 0,09 0,04 0,03 0,16 0,03 0,03 0,04
3h 1,64 2,24 0,74 0,76 1,92 0,34 0,80 1,15
6h 23,40 21,40 3,80 4,30 32,40 5,30 5,90 6,80
24 h 34,20 35,00 26,20 33,00 35,70 34,60 24,80 25,10

40 2

35 A

30 1

25 4

laktat 20

(g

Oh 3h 6h 24 h

=@=0G3 =0=G6 G8 Gl2 =@=CZ] =@=(CZ) =@==(CL3 ==@=(CZ4

Graf 7: Grafické znazornéni namétenych hodnot kyseliny mlécné (v g/l) pro vSechny vzorky

5.2.4 Vysledky stanoveni ristu MO v priitbéhu kysani

Ze ziskanych hodnot bylo zjidténo nasledujici: inokulum obsahovalo 10° a vice MO (po
souctu streptokok a laktobacill) pro vSechny vzorky vyjma vzorku CZ2 (4,68 log KTJ na
inokula¢ni davku). Tento fakt se odrazil i ve tfeti hodin¢ méteni, kdy u ostatnich vzorki byl
zjistén pocet MO v ¥4dé 107 a u vzorku CZ2 byl pocet MO v ¥adé 10° (5,82 log KTJ/ml). Druhou
vyjimkou byl vzorek CZI, u kterého byl podet MO ve tieti hodiné stale viadé 10°
(5,78 log KTJ/ml). V nésledujicich hodinach uz pocet MO rapidné vzrostl u vSech vzorka
(107 a vice), a to obzvlast u vzorku CZ1 (8,22 log KTJ/ml v 6 h). Po 24 h je u n&kterych vzorki
patrny pokles v po¢tu MO, nicméné naméfené hodnoty se stale pohybuji v ¥adé 107 a vice.
V nasledujici tabulce (tabulka ¢. 16) jsou uvedené pocty MO (log KTJ/ml), které byly
vypocteny pomoci vzorce uvedené¢ho v podkapitole 4.4. V tabulce jsou uvedeny pocty MO
v inokulu a v nésledujicich métenych hodinach zv1ast pro streptokoky a zvIast' pro laktobacily.
Pro lepsi prehled je stejné tak provedeno i grafické znaroznéni téchto namétenych hodnot
(graf¢. 8a9).
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Tabulka 16: Vysledky stanoveni poc¢tu MO v konkrétnich ¢asech (uvedené v log KTJ/ml)

t G3 G6 G8 G122 CZ1 CZ2 CZ3 CZ4

0 h (inokulum)* 695 7,04 6,01 7,18 595 4,68 6,78 5,18

St. 3h 7,04 7,10 7,23 7,12 578 582 796 697
6h 838 832 695 7,11 822 791 7,65 6,80

24h 641 680 6,51 761 671 7,51 746 7,37

0 h (inokulum)* 5,80 580 6,04 6,04 580 580 6,67 6,67

Lb. 3h 595 6,03 6,52 6,64 597 589 7,62 7,57
6h 6,86 736 7,60 7,55 7,64 638 7,38 7,71

24 h 7,58 784 780 816 797 748 7,71 7,69

*Poznamka: jedna se o inokula¢ni davku pridanou do vzorki v 0 h, tj. log KTJ na inokula¢ni davku.

log KTJ/ml 6,5
o G

5,5
5
45

St.

4 <
Oh*

=@=C3 =@=C6

3h

C8

6h

*Poznamka: jedna se o inokulaéni davku ptidanou do vzorki v 0 h, tj. log KTJ na inokulaéni davku.
Graf 8: Grafické zndzornéni stanoveni poctu streptokoktl v konkrétnich ¢asech (log KTJ/ml)
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*Poznamka: jedna se o inokula¢ni davku ptidanou do vzorkii v 0 h, tj. log KTJ na inokula¢ni davku.
Graf 9: Grafické znazornéni stanoveni poctu laktobacilti v konkrétnich Casech (log KTJ/ml)

5.2.5 Vysledky statistického vyhodnoceni mezi sledovanymi skupinami

V této fazi vyhodnoceni se opét porovnavaly dvé skupiny: skupina 1 a 2. Skupiny jsou
zastoupeny stejnymi izolaty streptokokt, jak jiz bylo popsano v podkapitole 5.1.5. K obéma
skupinam byly ptidany jesté izolaty laktobacill (stejné pro vSechny vzorky).

5.2.5.1 Vysledky stanoveni rozdilti pH hodnot mezi dvéma skupinami

Mezi sledovanymi skupinami nebyl nalezen zadny statisticky vyznamny rozdil
v primérnych hodnotdch pH (na hladiné pravdépodobnosti 0,05). Data vSech primérnych
hodnot pH pro ob¢ skupiny jsou uvedeny v tabulce ¢. 16.

Tabulka 17: Statistické vyhodnoceni pH hodnoty mezi sledovanymi skupinami

pH Skupina 1 — priaméry Skupina 2 — pruméry p-hodnota
0h 6,55 6,59 0,560536
1h 6,47 6,50 0,543088
2h 6,37 6,38 0,654364
3h 6,26 6,29 0,650469
4h 6,08 6,10 0,900976
5h 5,82 5,83 0,960485
6h 5,30 5,44 0,786663
7h 5,12 5,18 0,900184
24 h 4,01 4,32 0,294774
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5.2.5.2 Vysledky stanoveni rozdili titra¢ni kyselosti mezi sledovanymi skupinami

Priméry titra¢nich hodnot neprokazaly ve sledovanych hodinach mezi skupinami 1 a 2
zadné statisticky vyznamné rozdily (na hladin¢ pravdépodobnosti 0,05). JelikoZ nevznikly
zadné statisticky vyznamné rozdily mezi témito dvéma skupinami v hodnotach pH, dalo se
ocekavat, ze ani v titra¢ni kyselosti nebude nalezen zadny statisticky vyznamny rozdil. VSechny
zjisténé hodnoty jsou uvedeny v tabulce €. 17.

Tabulka 18: Statistické vyhodnoceni titracni kyselosti (°SH) mezi sledovanymi skupinami

t Skupina 1 — priméry Skupina 2 — priméry p-hodnota
Oh 7,46 7,40 0,730358
1h 8,14 7,93 0,737710
2h 9,50 9,14 0,200233
3h 10,76 10,50 0,778578
4h 12,65 12,76 0,964136
5h 17,17 16,33 0,862959
6h 21,37 20,58 0,891288
7h 26,51 27,20 0,890297
24 h 49,82 41,90 0,400687

5.2.5.3 Vysledky stanoveni rozdili v obsahu kyseliny mlééné mezi sledovanymi skupinami

Primérné hodnoty obsahu kyseliny mlé¢né v jednotlivych hodinach neprokazaly mezi
hodnocenymi skupinami zadné statisticky vyznamné rozdily (na hladiné pravdépodobnosti
0,05). Jelikoz obsah kyseliny mlé¢né ve vzorcich uzce souvisi s hodnotou titracni kyselosti, dal
se tento vysledek piedpokladat v porovnavani primérnych hodnot mezi témito dvéma
skupinami. VSechny hodnoty jsou uvedeny niZe v tabulce ¢. 18.

Tabulka 19: Statistické vyhodnoceni obsahu kyseliny mlé¢né (g/1) ve sledovanych skupinach

t Skupina 1 — pruméry Skupina 2 — priaméry p-hodnota
0h 0,22 0,07 0,398277
3h 1,35 1,05 0,575483
6h 13,23 12,60 0,943635
24 h 32,10 30,05 0,586907
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5.2.5.4 Vysledky stanoveni rozdilti v poctu MO mezi sledovanymi skupinami

Vtabulce €. 19 nelze pozorovat Zzadné statisticky vyznamné rozdily na hlading
pravdépodobni 0,05 ve vSech sledovanych hodinach.

Tabulka 20: Statistické vyhodnoceni primérného poctu MO mezi sledovanymi skupinami

t Skupina 1 — priméry  Skupina 2 — priméry p-hodnota
0 h* 5,92 6,24 0,272110
3h 6,29 6,76 0,386262
6h 7,34 7,28 0,859116
24 h 7,85 7,71 0,428520

*Poznamka: jedna se o inokulacni davku pfidanou do vzorkl v 0 h, tj. log KTJ na inokula¢ni davku. VSechny
ostatni hodnoty jsou v log KTJ/ml.

5.3 Treti ¢ast experimentu — vysledky stanoveni kysacich schopnosti
streptokokii s jiz pridanymi laktobacily v zahuS§téném mléce

Tato Cast experimentu je témet shodnd s vyse uvedenou druhou ¢asti experimentu, zasadni
rozdil je v pouziti zahuSténého mléka a v méfenych hodinach. Opét byl pouzit denzitometr na
presnéjsi odhad ristu MO v inokulu a vSechny hodnoty se nachdzeji v nize uvedenych
tabulkach (tabulka ¢. 21 a 22).

Tabulka 21: Hodnoty ziskané z denzitometru a mnozstvi odebraného inokula k zaockovani

Denzitometr | Hodnota MnoZstvi (ml)
G3 6,70 0,100
G6 5,60 0,125
G12 6,02 0,125
Cz71 5,49 0,125
RA 4,30 0,175

Tabulka 22: Hodnoty ziskané z denzitometru a mnoZzstvi odebraného inokula k zaockovani

Denzitometr | Hodnota MnoZstvi (ml)
G8 5,85 0,125
CZ72 5,90 0,125
CZ3 5,80 0,125
CZ3 5,11 0,150
RA 2,60 0,290

5.3.1 Vysledky stanoveni hodnoty pH

Mg¢fteni probihala pouze ve ¢tvrté a Sesté¢ hodin€. Bylo vyhodnoceno, Ze vzorky CZ2,
CZ3 a CZ4 by bylo vhodné opakovat, jelikoz nedosahly tak nizkych hodnot pH jako ostatni
vzorky v Sesté hodin¢, které maji optimalni hodnotu pH. Data namétend ve ¢tvrté a Sesté hodiné
jsou uvedena v tabulce €. 23 a graficky znazornéna v grafu ¢. 10.
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Tabulka 23: Hodnoty pH u vSech sledovanych vzorkll v konkrétnim case

t G3 G6 G8 G12 Cz1 CZ2 CZ3 CZ4
4h 5,48 5,52 4,98 5,41 5,12 5,72 5,96 6,15
6 h 4,50 4,54 4,27 4,64 4,52 5,63 5,82 6,05

—0
—0
—0
4,5 4
4 :I
4h 6h
—0—G3 —=0=—G6 G8 Gl —=@==(7] =@=(72 ==@=(73 ==@==(Z4

Graf 10: Grafické znazornéni hodnot pH pro vSechny sledované vzorky

5.3.2 Vysledky stanoveni titraéni kyselosti

Po vycerpani pufracniho systému je mezi pH a TK nepfima timérnost, tudiz se vysoké
hodnoty pH u jiz zminovanych vzorkt (CZ2, CZ3 a CZ4) projevily 1 niz§imi hodnotami titra¢ni
kyselosti. Ostatni vzorky maji odpovidajici titracni kyselost. Celkové nejvyssich hodnot titracni
kyselosti dosahly gruzinské vzorky. Hodnoty titra¢ni kyselosti ziskané v této Casti experimentu
jsou nejvyssimi hodnotami ze vSech ¢asti experimentu. Data naméfend ve Ctvrté a Sesté hoding
jsou uvedena nize v tabulce €. 24 a nasledné i graficky zndzornéna v grafu €. 11.

Tabulka 24: Hodnoty titra¢ni kyselosti (°SH) u vSech sledovanych vzorkii v konkrétnim ¢ase

t G3 G6 G8 G12 C71 CZ2 CzZ3 CZ74
4h 33,39 32,76 50,40 33,60 42,21 20,58 18,27 17,43
6 h 57,12 56,28 60,90 53,34 56,70 22,89 18,90 18,06
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Graf 11: Grafické znazornéni titra¢ni kyselosti (°SH) pro vSechny sledované vzorky

5.3.3 Vysledky stanoveni kyseliny mlé¢né

Obsah kyseliny mlé¢né byl opét nejnizsi u jiz zminovanych vzorkt (CZ2, CZ3 a CZ4),
jelikoz je spojitost mezi obsahem kyseliny mlééné a hodnotou titracni kyselosti. Nejvyssi obsah
kyseliny mlé¢né mély celkoveé gruzinské vzorky. Naméfend data vSech vzorkl jsou uvedeny
niZe v tabulce €. 25 a nasledné graficky zndzornéna v grafu ¢. 12.

Tabulka 25: Obsah kyseliny mlécné (v g/1) u vSech vzorkll v konkrétnim Case

t G3 Go6 G8 G12 Ccz1 C72 CZ3 CZ4
4h 15,50 15,90 20,10 15,90 17,40 11,80 6,80 5,95
6h 44,40 43,80 46,80 29,20 44,00 12,60 7,00 6,60
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Graf 12: Grafické znazornéni namétenych hodnot kyseliny mlécné (v g/l) pro vSechny vzorky
5.3.4 Vysledky stanoveni ristu MO v pribéhu kysani

Z vysledki bylo zjisténo, ze vSechny vzorky mély jiz ve ¢tvrté hodiné pocet MO v fadé
107 a vice (po seéteni podtu streptokokti a laktobacilli v dané hoding). Nejmensi podet
streptokokt byl zjistén u vzorkti CZ2 (5,79 a 7,53 log KTJ/ml) a CZ4 (6,58 a 7,26 log KTJ/ml)
ve ¢tvrté 1 v Sesté hoding. Nejvyssi pocty streptokokil byly nalezeny ve ¢tvrté 1 v Sesté hoding
u vzorktt G3, G6 a G8. Vzorek G12 se vykazoval nejmensim poctem laktobacili ve ctvrté
hodiné (6,65 log KTJ/ml). V Sesté hodin¢ byl nejmensi pocet laktobacilii zjistén u vzorka CZ3
(7,74 log KTJ/ml), CZ4 (7,89 log KTJ/ml) a G12 (7,95 log KTJ/ml). VSechny vysledky
stanoveni rustu MO byly ziskany podle jiz zminéného vzorce a jsou uvedeny v log KTJ/ml
v nésledujici tabulce €. 26. Pro lepsi prehlednost jsou nasledujici hodnoty graficky znazornény
zvlast’ pro streptokoky a laktobacily nize v grafu ¢. 13 a 14.

Tabulka 26: Vysledky stanoveni rastu MO v pribéhu kysani (uvedené v log KTJ/ml)

t G3 G6 G8 G12 Cz1 CZ72 CZ3 CZ4
St 4h 8,88 8,93 8,85 6,83 8,11 5,79 7,41 6,58
) 6h 8,88 8,86 8,78 8,62 8,04 7,53 7,40 7,26
Lb 4h 7,88 7,87 8,06 6,65 7,75 7,57 7,59 7,49
) 6h 8,10 8,18 8,92 7,95 8,11 8,23 7,74 7,89
St.
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Graf 13: Grafické znazornéni stanoveni poctu streptokokil (log KTJ/ml) v konkrétnich ¢asech
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Graf 14: Grafické znazornéni stanoveni poctu laktobacili (v log KTJ/ml) v konkrétnich ¢asech

5.3.5 Vysledky statistického vyhodnoceni mezi sledovanymi skupinami

V této f4zi vyhodnoceni se znovu porovnavaly dvé skupiny (respektive jejich primérné
hodnoty) s oznaenim: skupina 1 a 2. Obé skupiny jsou zastoupeny stejnymi izolaty
streptokokd, jak jiz bylo zminéno v podkapitole 5.1.5. K obéma skupinam byly pfidany jesté
izolaty laktobacill (stejné pro vSechny vzorky).

5.3.5.1 Vysledky stanoveni rozdilti pH hodnot mezi dvéma skupinami

Mezi skupinami 1 a 2 byl nalezen statisticky vyznamny rozdil (p = 0,026579) v Sesté
hodin¢. Nicméné nelze tomu pfisuzovat vyznamnou véhu, jelikoz jiz bylo zminéno
(viz podkapitola 5.3.1), ze u n€kterych vzorkl ze skupiny 2 (pouze v této Casti experimentu) by
bylo vhodné opakovat méfeni. Vysledky statistického vyhodnoceni jsou uvedeny v tabulce
¢. 27.

Tabulka 27: Statistické vyhodnoceni pH hodnot mezi sledovanymi skupinami

t Skupina 1 — praméry Skupina 2 — praméry p-hodnota
4h 5,35 5,74 0,178746
6h 4,49 5,51 0,026579

5.3.5.2 Vysledky stanoveni rozdili titra¢ni kyselosti mezi sledovanymi skupinami

Statisticky vyznamny rozdil (p = 0,025235) v Sesté hodin€ byl zjiStén mezi témito
dvéma skupinami i u titracni kyselosti. AvSak opét tomu nelze pfisuzovat vyznamnou vahu z jiz
zminovanych divoda v ptredchozi podkapitole (5.3.1). Statistické vyhodnoceni je uvedeno
v tabulce ¢. 28.
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Tabulka 28: Statistické vyhodnoceni titracni kyselosti (°SH) mezi sledovanymi skupinami

t Skupina 1 — priaméry Skupina 2 — priméry p-hodnota
4 h 37,54 24,62 0,127084
6h 56,91 29,14 0,025235

5.3.5.3 Vysledky stanoveni rozdilti v obsahu kyseliny mlé¢né mezi sledovanymi skupinami

I v tomto méfeni se téméf objevil statisticky vyznamny rozdil (p = 0,053072) mezi
sledovanymi skupinami. Coz souvisi s Uzkou spojitosti mezi obsahem kyseliny mlécné
a titraCni kyselosti. Statistické vyhodnoceni obsahu kyseliny mlé¢né je uvedeno v tabulce €. 29.

Tabulka 29: Statistické vyhodnoceni obsahu kyseliny mlé¢né (v g/1) ve sledovanych skupinach

t Skupina 1 — pruméry Skupina 2 — priméry p-hodnota
4h 16,85 10,49 0,067474
6h 41,05 17,55 0,053072

5.3.5.4 Vysledky stanoveni rozdilti v poctu MO mezi sledovanymi skupinami

Z nize uvedené tabulky ¢. 30 neni patrny zadny statisticky vyznamny rozdil na hladiné
pravdépodobnosti 0,05 v ramci primérného poc¢tu MO mezi sledovanymi skupinami 1 a 2.

Tabulka 30: Statistické vyhodnoceni primérného poctu MO mezi sledovanymi skupinami

t Skupina 1 — pruméry* Skupina 2 — priaméry* p-hodnota
4 h 7,62 7,60 0,965131
6h 8,29 7,99 0,269315

*Poznamka: VSechny uvedené hodnoty jsou v log KTJ/ml.
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6 Diskuze

6.1 Aktivni a titra¢ni kyselost

Kyselost mléka neni zplisobena pouze kyselinou mlé€nou, nybrz i pfitomnosti kaseind,
albumint, COz, citratu a fosfati. Proto je hodnota ziskana stanovenim titra¢ni kyselosti podle
Soxhlet-Henkela upfednostnéna pied hodnotou urcujici mnozstvi kyseliny mlécné v ramci
urceni kyselosti mléka/mlécnych vyrobki (Milagres et al. 2012).

Cais-Sokolinska et al. (2004) hodnotili prabéh kysani mléka, tj. stanoveni titracni
kyselosti a koncentrace kyseliny mlécné pti vyrobé mlééného produktu za pouziti jogurtovych
bakterii (S. salivarius subsp. thermophilus a L. delbrueckii subsp. bulgaricus). Zjistili, ze
titracni kyselost ziskaného mlécného vyrobku stoupa spolu se zvySenim poctu MO
v aplikovaném inokulu. Svym experimentem prokazali, ze i pomér bakteridlnich kultur
aplikovanych béhem inokulace mléka, mél vyznamny dopad na titraéni kyselost mlééného
vyrobku. Kvalita mlééného vyrobku zélezi na kvalité¢ a sloZeni aplikovanych bakteridlnich
kultur. Jogurtové bakterie vyuZzivaji laktozu v pritbéhu kvaseni rliznou rychlosti, coz vede ke
znaénym rozdilim v méfeni kyselosti mlééného produktu v case. K experimentu pouzili
pasterizované mléko vytemperované na 43 ° C v objemu 250 ml a k zao¢kovani bylo pouzito
5 ml inokula (2% inokulum). Inkubace probihala ve 43 ° C a byla ukoncena po 6 hodinach
s okamzitou redukci teploty na 6 ° C. Pti této teploté byly vzorky ponechany jest¢ dalSich
18 hodin. Titracni kyselost byla zjiSténa ve stupnich Soxhlet-Henkela, aktivni kyselost za
pouziti pH metru s elektrodou.Cais-Sokolinska et al. (2004) také uvedli, Ze titracni kyselost
v 0 hodin odpovidala 6,58 ® SH a konstantné se zvySovala. Po 6 hodinach inkuba¢ni doby byla
jimi naméfena titracni kyselost jogurtu, obsahujiciho kulturu v poméru aplikovanych
bakteridlnich kmenti 1:1, vyznamné nizs$i (36,5 ° SH), nez titracni kyselost jogurtl vyrobenych
s pouzitim poméru 3:2 s prevahou laktobacila (39,5 °SH). Ackoliv ani v jednom ptipadé titrani
kyselost neptesahla hodnotu 40 ° SH. A stejné tak tomu odpovidalo i pH, které bylo u jogurta
vyrobenych za pouziti bakteridlnich kultur v poméru 1:1 o trochu vyssi. Celkoveé se vSak
prumérné hodnoty pH pohybovaly kolem 6,7 (v 0 hodin) a 4,3 (po 6 hodinach).

Gezging & Kiling (2019) provedli experiment za pouziti stejnych druhti bakterii. K jejich
experimentu pouzili vytemperované (45 ° C) plnotu¢né UHT mléko (200 ml) zaockované
1% inokulem. Po inkubacni dobé (6 hodin) byly kone¢né hodnoty pH vSech vzorki v rozmezi
3,82 — 4,46 (za pouziti mikroprocesorového pH metru).

Stejny experiment provedli ve své studii i védci Vasilean et al. (2011). Nicméné, jako
fermenta¢ni médium pouzili UHT mléko s raznym obsahem tuku (3,5 %, 1,5 % a 0,5 % tuku).
Pfed zaoCkovanim se mléko vytemperovalo na 45 ° C. Vzorky byly inkubovany pii teploté
43 °C po dobu 6 hodin a 30 minut. Fermentace byla zastavena, kdyz pH dosahlo hodnoty 4,6.
Poté byly vzorky jogurtu okamzité¢ ochlazeny a ulozeny pii teploté¢ 4 ° C. Z vysledka této
védecké studie nebyl v rdmeci aktivni a titrani kyselosti nalezen zadny statisticky vyznamny
rozdil ve vzorcich mléka s riznym obsahem tuku. Titra¢ni kyselost se u vzorkli pohybovala
kolem 85 ° SH. Vysledna hodnota pH se u vzorka pohybovala kolem 4,57 (méteno digitalnim
pH metrem Hanna).
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Tomovska et al. (2016) pouzili jako fermentacni médium také UHT mléko, ale délka
fermentace odpovidala pouze 4 hodinam. Po uplynuti této doby byly vSechny vzorky okamzité
pirendany do chladnicky s teplotou 4 °C. Pfed zaoCkovanim inokula¢ni davkou bylo mléko
vytemperovano na 35 ° C. Oc¢kovani bylo provedeno 1% inokulem. Inkubace vzorkl probihala
pti teploté 40 ° C. Digitalnim pH metrem bylo stanoveno sniZeni hodnoty pH z 6,67 (v 0 hodin)
na 4,47 (po 4. hodin¢). Uvedli, Ze vétSina vyrobcli mé nastavenou hodnotu pH mezi 4,00 — 4,60.
U titracni kyselosti doslo ke zvyseni z 8,00 °SH (v 0 hodin) na 27,87 ° SH (po 4. hodin¢), tudiz
ani v této studii nepfeséahla titracni kyselost 40 ° SH. Alm (1982) ve sv¢é studii uvedl, ze hodnota
pH se v 0 hodin pohybovala kolem 6,7 — 6,8 (méfeno radiometrem). Po uplynuti inkubacni
doby (3 — 4 h) pfi teploté 43 — 44 ° C se hodnoty pH pohybovaly v rozmezi 3,8 — 4,2. Bouteille
et al. (2013) pouzili k vlastnimu experimentu také UHT mléko, které ale bylo vytemperované
na 45 °C pted zaockovanim inokula¢ni davkou. Uvedli, Ze pro vyrobni proces jogurtu se obecné
pouziva 1,5 — 3% inokulum. Inkubace probéhla pfi teploté 45 ° C po dobu 4 h. Ziskany mlécny
vyrobek mél pH kolem 4,2 — 4,7 (méfeno pH metrem s elektrodou).

V prvni c¢asti experimentu této diplomové prace byl pouzit k méfeni hodnoty
pH reflektometr RQFlex® 10 (jiz zminény v metodice), a proto jsou ziskané hodnoty z tohoto
ptistroje o trochu niz$i hned pii méfeni v 0 hodin, nez jsou hodnoty pH v dalSich ¢éastech
experimentu, kde byl pouzit pH metr Hanna Instruments. Tento fakt byl ovéfen 1 pozdéji, kdy
u stejnych vzorkl byly hodnoty pH méfeny pomoci obou pfistroji, a to i presto, ze kalibrace
byla provedena v obou piipadech. Jelikoz byly v prvni ¢asti experimentu porovnavany pouze
vzorky obsahujici streptokoky, tak se naméfené hodnoty trochu liSi oproti studiim, kde byl
hodnocen symbioticky vztah jogurtovych bakterii. To je jeden z hlavnich diivodd, pro¢ hodnota
pH neklesala v ¢ase tak rychle. AZ po 24 hodinéch se u v§ech pozorovanych vzorka pohybovala
hodnota pH v rozmezi 4,00 — 4,50, coz jiz bylo v souladu s uvedenymi hodnotami pH ve vSech
vyse zmiflovanych védeckych studiich. Co se tyce titracni kyselosti, tak ta odpovidala norméalu
jiz v 0 hodin. Po 4 hodinéch inkubace se vSechny gruzinské vzorky blizily k hodnoté, kterou
uvadi ve svém experimentu Tomovska et al. (2016) — 27,87 °SH. I ptesto, Ze je hodnota titra¢ni
kyselosti nizka, je dilezité podotknout, Ze se jedna pouze o kmeny streptokokti. U vzorka
obsahujicich izolaty streptokokil, z jogurti bézné prodavanych na Ceském trhu, byla az na
vyjimku (CZ1) titracni kyselosti jeSté€ niz$i. I v nasledujicich hodinach byla titracni kyselost
stale niz8i nez je obvyklé u jogurtovych vyrobki, ackoliv i Cais-Sokolinska et al. (2004)
nedosahli ve svém experimentu hodnoty titracni kyselosti piesahujici 40 ° SH. Z gruzinskych
vzorkd se osvédcCily zvlaste vzorky G3 (35,89 ° SH), G6 (36,89 ° SH), které dosahly vyssi
titraCni kyselosti a niz$i aktivni kyselosti nez vzorky z komeréné dostupnych mléénych vyrobk
(opét az na vyjimku — CZ1).

Ve druhé casti experimentu této diplomové prace byl zkouman symbioticky vztah jiz
zminovanych dvou druht bakterii a jeho vliv na prabéh fermentace. Ke vSem vzorkim
méfenych v prvni Céasti experimentu byl pfidan tentyz kmen laktobacilii izolovanych
z komeréné dostupnych mléénych vyrobki na tizemi CR. Je dileZité zminit, Ze ve vétsing
studiich je uvadéno mnoZzstvi inokula¢ni davky 1 — 3% (Cais-Sokolinska et al. 2004; Bouteille
et al. 2013; Tomovska et al. 2016; Gezging & Kiling 2019). V této ¢asti experimentu vSak neslo
primarné o vyrobu jogurtu, ale o porovnani kysacich schopnosti vybranych mlé¢nych bakterii
na zékladé mozného objeveni nového kmenu streptokokii, ktery by se mohl vyznacovat
odliSnymi vlastnostmi v prabéhu kysani. Tudiz nema tak velky vyznam, jaka je inokulacni
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davka, ale jaky je prabéh mlécného kvaseni jako takovy. V této ¢asti experimentu bylo u vSech
vzorkdl pouzito ptiblizné 0,7% inokulum, coz mize — a nemusi — vysvétlovat jiny prib¢h
mlécného kvaSeni u sledovanych vzorkl. Co se tyce vysledkt aktivni kyselosti, tak v 0 hodin
se pohybovala v rozmezi 6,42 — 6,66 u vSech vzorki, coz souhlasilo s uvedenymi hodnotami
v ostatnich studiich (Alm 1982; Cais-Sokolinska et al. 2004; Tomovska et al. 2016). Stejné tak
odpovidala i1 hodnota titra¢ni kyselosti v 0 hodin, kterd se pohybovala v rozmezi
7,14 —7,77 °SH (Tomovska et al. 2016). V nasledujicich hodinadch hodnota pH klesala velmi
pomalu. Po 6 hodinach inkubacni doby se pohybovala v rozmezi 4,61 — 5,98. Z gruzinskych
vzorkl opét nejlépe dopadly vzorky G3 (pH = 4,65) a G6 (pH = 4,61). Po 24 hodinach byly
hodnoty pH u gruzinskych vzorktl v rozmezi 3,89 — 4,34. Takové pH se vétSinou namétilo
v ostatnich studiich jiz po 6 hodinach inkubacni doby (Cais-Sokolinska et al. 2004; Gezging &
Kiling 2019). S tim souvisela i pomalu rostouci titra¢ni kyselost, kterou Ize vidét tabulce €. 14.
Z vyslednych hodnot je patrné, Ze az po 24 hodinach se hodnota titra¢ni kyselosti dostala na
optimalni hodnotu odpovidajici kysanym mléénym vyrobkiim, nicméné ne u vSech vzorki.
Z gruzinskych vzorki dosahly optimalni hodnoty TK pro FMV vzorky G3 (53,76 ° SH), G6
(54,60 °SH) a G12 (53,76 ° SH). U druhé¢ skupiny dopadly nejlépe vzorky CZ1 (57,12 ° SH)
a CZ2 (53,13°SH).

z nich mize byt pouziti velmi malého mnozstvi inokula¢ni davky (0,7% inokulum). Druhou
pri¢inou mize byt relativné malé mnozstvi fermentacniho média (50 ml). V ostatnich
veédeckych studiich probéhla inokulace vétSinou do vytemperovaného mléka (35 —45 ° C). To
je dalsi faktor, ktery urychluje zahajeni fermentace bakteriemi mlécného kvaseni. Viz Vasilean
et al. (2011), ktefi provedli pfed inkubaci UHT mléka vytemperovani na teplotu 45 © C a po
nasledné inkubaci (6 hodin a 30 minut) byla titracni kyselost vzniklého jogurtu 85 ° SH.

Vasilean et al. (2011) provedli ve své studii jeSté dalsi pokus, ktery se tykal vzorkl
s nizkotuénym mlékem. U téchto vzorkd byl zvySen procentudlni obsah bilkovin pfidanim
suseného odstiedéného mléka. Cim vyssi byl obsah bilkovin, tim vy33i byla i vysledna hodnota
pH (4,68) a to i1 presto, Ze se hodnota titracni kyselosti u vzorkli zvySovala. Tento fakt je
zpusobeny diky pufracni schopnosti proteinti. Nasledoval dalsi pokus, ve kterém obohatili
nizkotuéné mléko o laktézu. Vysledkem byl znaény nartist poétu MO (v fadé 10® KTJ/ml),
avsak zadna vyznamna zmeéna v aktivni ¢i titracni kyselosti nebyla namétena.

Ve tieti ¢asti experimentu se pracovalo se zahusténym mlékem (pfidanim polotu¢ného
suSené¢ho mléka do polotucného UHT mléka), tim se velmi vyznamné zvedl obsah suSiny
a nutricné vyznamnych latek pro BMK. Timto experimentem se potvrdil ndzor, ktery uvadi
Vasilean et al. (2011), tj. ¢im vyssi obsah proteinti, tim vyssi titracéni kyselost. Jelikoz u stejnych
vzorkll najednou vyrazné vzrostla titraéni kyselost a uz po 4 hodinich se pohybovala
u gruzinskych vzorka v rozmezi 32,76 — 50,40 °© SH. Po 6 hodinach inkubace byla titra¢ni
kyselost gruzinskych vzorkii v rozmezi 53,34 — 60,90 ° SH, coz byly nejvyssi ziskané hodnoty
titrani kyselosti ze vSech ¢astech experimentu. Hodnoty titracni kyselosti u druhé skupiny
vzorkll byly vrozmezi 18,06 — 56,70 ° SH, pficemz nejlépe dopadl opét vzorek CZI
(56,70 °SH). Hodnoty pH se u gruzinskych vzorkii po 6 hodinach inkubace pohybovaly
v rozmezi 4,27 — 4,64, coz bylo ve shod¢ s ostatnimi védeckymi studiemi (Vasilean et al. 2011;
Tomovska et al. 2016). Z gruzinskych vzorka dopadly nejlépe vzorky G3 (57,12 ° SH), G6
(56,28 ° SH) a G8 (60,90 ° SH). Vzorky m¢ly zaroven i daleko hustsi konzistenci.
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Ze vSech tii casti experimentu mezi sledovanymi skupinami 1 a 2 nebyl nalezen
statisticky vyznamny rozdil, kterému by se méla vénovat vétsi pozornost. Pokud se nasel
statisticky vyznanmny rozdil, bylo to pouze v ptipad¢, kde bylo zminované vhodné opakovani
méfeni u vybranych vzorki.

6.2 Obsah kyseliny mlécné

Cais-Sokolinska et al. (2004) uvedli, ze na obsah kyseliny mlééné ma vyznamny vliv
typ pouzitych bakteridlnich kultur a jejich pomér. Z jejich vysledkt je patrné, ze mlécny
vyrobek ziskany za pouziti jogurtovych bakterii v poméru 1:1 ma nizsi obsah kyseliny mlécné
nez pii pouziti bakteridlni kultury v poméru 3:2 (s pfevahou laktobacilll). Kyselina mlécna
(méfend pomoci spektrofotometru) byla v 0 hodin zastoupena 0,16 %, ve 4 hodiny
0,53 — 0,66 % a po 6 hodinach 0,82 — 0,89 %. K podobnému zavéru dosli i Gezging & Kiling
(2019) a Vasilean et al. (2011), ktetfi uvedli obsah kyseliny mlé¢né ve vzorcich jogurt
v rozmezi 0,63 — 1,055 % po ptiblizné 6 hodinach inkubac¢ni doby. Obsah kyseliny mlééné byl
zjistén pomoci HPLC. Alm (1982) naméfil stejné hodnoty obsahu kyseliny mlécné jako tomu
je v ostatnich védeckych studiich (0,6 — 1,2 %). Pro experiment pouzil kravské mléko (oSetiené
teplotou 95 ° C po dobu 3 minut) s obsahem tuku 3,0 %. Vasilean et al. (2011) ve svém
experimentu prokazali, ze vyssi obsah bilkovin ve vzorcich se odrazel 1 ve vy$Sim obsahu
kyseliny mlécné.

Bouteille et al. (2013) hodnotili obsah kyseliny mlécné skrz metodu vyuzivajici
kvantitativni protonovou nukledrni magnetickou rezonan¢ni spektroskopii. Vysledny obsah
kyseliny mlécné se pohyboval kolem 0,7 — 1,1 % v souladu s ostatnimi védeckymi studiemi.
Pocatecni obsah kyseliny mlécné (tedy v 0 hodin) se pohyboval kolem 2,06 + 0,02 g/I. Tato
hodnota byla o 13 % vys$si, nez je primérna hodnota (1,8 g/l) uvedena v literatute. Po
3 hodinach fermentacniho procesu se obsah kyseliny mlé¢né pohyboval okolo 5,23 + 1,11 g/l.
Kone¢nd koncentrace kyseliny mlééné se po 4. hodiné méfeni pohybovala kolem
8,16 = 0,74 g/1. Sledovani obsahu kyseliny mlécné je jeden ze zpiisobu, jak sledovat Gi¢innost
daného kmene.

Ve vSech ¢astech experimentu byl pouzit k méteni obsahu kyseliny mlécné reflektometr
RQFlex® 10 za pouziti testovacich prouzkii Reflectoquant® Lactic Acid Test (jiz zminéno
v metodice). V prvni i ve druhé Casti experimentu, kde se méfil obsah kyseliny mlécné
v 0 hodin, hodnoty nepfesahovaly naméfeny obsah kyseliny mlécné, ktery uvadéli Cais-
Sokolinska et al. (2004) a téz Bouteille et al. (2013). Maximalni obsah kyseliny mlé¢né u
gruzinskych vzorkd v 0 hodin byl naméten u vzorki v prvni ¢asti experimentu — G3 (1,25 g/I)
a G8 (1,36 g/l). Ve 3. hodiné méfeni vzorky stale odpovidaly uvadénym obsahiim kyseliny
mlécné ve FMV. Cais-Sokolinska et al. (2004), Vasilean et al. (2011), Bouteille et al. (2013)
uvedli téméf shodny procentudlni obsah kyseliny mlééné ve FMV. Od 6. hodiny méteni vSak
hodnoty obsahu kyseliny mlééné u nékterych vzorkd velmi vyrazn€ piesahuji maximalni
uvadéné hodnoty ve védeckych studiich. Ackoliv byla provedend kalibrace pfistroje,
experiment rozdélen na vice Casti a bylo provedeno i opakované méfeni, hodnoty stale
vychazely ve vSech Castech experimentu nepiiméfen¢ vysoké. V zahusténém mléce byly
hodnoty obsahu kyseliny mlééné nejvyssi. Cimz se na jednu stranu mohl potvrdit jiz zmifiovany
nazor, zZe ve vzorcich s vy$§im obsahem bilkovin se zvySuje i obsah kyseliny mlé¢né (Vasilean
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et al. 2011). Po 6 hodinach inkubace byly hodnoty obsahu kyseliny mlééné u gruzinskych
vzorki v rozmezi 29,20 — 46,80 g/l.

Ve vSech vySe zminénych publikacich byly pouzity jiné metody na méfeni obsahu
kyseliny mlécné. Cais-Sokolinska et al. (2004) meéfili kyselinu mlénou pomoci
spektrofotometru. Vasilean et al. (2011) vyuzili k méfeni nejcastéji pouzivanou separacni
metodu — HPLC. Bouteille et al. (2013) pouzili na stanoveni obsahu kyseliny mlé¢né nuklearni
magnetickou rezonan¢ni spektroskopii. Je mozné, ze se jedna o metody presnéjsi v porovnani
s reflektometrickou metodou pouzitou v této praci. Jejich vyuziti v této diplomové praci nebylo
mozné, a to piedevsim z toho ditvodu, Ze nebyla k dispozici vhodna metoda a finan¢ni zajisténi
tohoto méteni. Vice opakovani by pravdépodobné pomohlo zajistit presnéjsi vysledky, ale opét
jak z hlediska finan¢niho, tak i materialového a ¢asového, toto nebylo mozno provést.

Alonso et al. (2014) uvedli, Ze mikrobidlni fermentace je siln¢ zavisld na bunécné
funkCnosti a Zivotaschopnosti. Byli toho nazoru, ze fermentacni vykonnost a robustnost
fermentaci mize byt negativné ovlivnéna pfitomnosti bunék neprodukujicich kyselinu
mlécnou, tj. poSkozenych ¢i nezivotaschopnych MO. Pochopeni fyziologické heterogenity
mlécnych bakterii miize vést ke zlepSeni kysacich schopnosti a tim padem i k vétsi produkcei
kyseliny mlé¢né skrz kultivaci bakterii. Ackoliv byl tento ¢ldnek zaméfen na jiny druh
mléénych bakterii (konkrétné na druh Lactobacillus casei), bylo zde naméteno az 41,5 g/
vytvotreného laktatu po uplynuti 48 hodin pomoci HPLC.

6.3 Pocet mikroorganismii pri stanoveni kysacich schopnosti BMK

Gezging & Kiling (2019) ve svém experimentu piendali vSechny vzorky (po uplynuti
inkubacni doby 6 hodin) do chladnicky s teplotou 4 — 5 ° C a nechali ptes noc. Druhy den byly
stanoveny poéty MO v fadu 10® KTJ/ml u v§ech mé&fenych vzorkt. Vasilean et al. (2011) ve
své studii uvedli, ze vysledny pocet MO byl po inkubaci vzorkt (6 h a 30 min pfi teplote 43 °C)
pro plnotuéné i polotuéné mléko v fadu 107 KTJ/ml a pro nizkotuéné mléko v ¥adu 10% KTJ/ml.
Vasilean et al. (2011) svym dalSim experimentem prokazali, Ze vys$i obsah bilkovin
(zpisobeny piidanim susené¢ho odstiedéného mléka) nemél v nizkotuéném mléce zadny vliv na
vysledny pocet MO (stale v fadu 10° KTJ/ml). Nasledné také potvrdili, Ze piidanim laktozy do
fermenta¢niho média se podpofil rist BMK. Ve vSech vzorcich s ptidavkem lakt6zy byl pocet
MO v {4dé 10® KTJ/ml. Timto se potvrdilo, Ze S. salivarius subsp. thermophilus davé prednost
laktoze, jakozto primarnimu zdroji uhliku a energie pted glukézou.

I pfesto, ze v prvni ¢asti experimentu této diplomové prace byla u dvou gruzinskych
vzorkil (G8 a G12) inokula¢ni ddvka v niz§im ¥adu (10* — 10> KTJ/ml), naméfend aktivni a
titraéni kyselost byla jen o trochu nizsi nez u zbylych dvou vzorki (G3, G6), kde inokula¢ni
davka byla v ¥adé 10® KTJ/ml. U vzork (G3, G6), které mély jiz od zagatku vysoky pocet MO
(skrz inokula¢ni davku), nebyl rist sledovanych bakterii v rdmci ¢asu nijak vyznamny (hodnoty
byly stale v fadu 10" KTJ/ml). Je tedy mozné fict, Ze pokud je inokulaéni davka zastoupena
niz§im poctem MO, tak v nasledujicim hodindch je mozné sledovat rychly rist MO na rozdil
od vzorkll, kde inokulaéni davka byla jiz na pocatku zastoupena vysokym mnozstvim MO
a dale si zachovaval téméf konstantni po¢et MO. Hodnoty poctu MO se shoduji s udaji, které
nam¢fili Vasilean et al. (2011).
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Ve druhé ¢asti experimentu byla u vSech gruzinskych vzorkd inokula¢ni davka v radé
10°KTJ na inokula¢ni davku. Jiz ve tieti hodiné mély vSechny gruzinské vzorky pocet MO
v fadu 107 KTJ/ml, coz souhlasi s vysledky Vasilean et al. (2011). Hodnoty v fadé 108 KTJ/ml,
které¢ naméfili Gezging & Kiling (2019) se pftilis nevyskytovaly. U vzorklt G3 a G6 doslo
k poklesu poctu streptokokti pfi velmi nizkém pH (pfiblizné 3,90) ve 24. hodiné (o celé dva
fady KTJ/ml). Zajimavym vysledkem je ale vzorek G12, kde 1 pfesto, Ze vysledné pH bylo také
3,90, tak se nijak nesnizil pocet streptokokt ve vzorku. V 6. hodin€ pii pH = 5,94 byl pocet
streptokokil v fadu 107 KTJ/ml. Ve 24. hodiné pti pH = 3,90 byl pocet streptokoki stale v fadu
107 KTJ/ml. Nelze vyloudit, e se jedna o odlisny kmen, ktery je tolerantngj$i k nizkym
hodnotam pH.

Pocet streptokokt i laktobacilii byl v zahusténém mléce mnohem vys$i nez v mléce
nezahusténém. Tim se povtrzuje ndzor, ktery uvedli Vasilean et al. (2011), ze vysSi obsah
energeticky vyznamnych latek (napi. lakéza), vede k podpoie rastu MO. Coz mélo
pravdépodobné i vliv na vyssi zdskané hodnoty titracni kyselosti.

Bylo provedeno statistické vyhodnoceni vSech vzorkl ze tfi Casti experimentu v Case
6 hodin. Nulovéa hypotéza znéla tak, Ze mezi vzorky neni Zadny statisticky vyznamny rozdil
z hlediska poctu streptokokil. Tukey-HSD test nevyhodnotil Zadny statisticky vyznamny rozdil
anulova hypotéza byla pfijata. Zatimco LSD test potvrdil statisticky vyznamny rozdil a nulovou
hypotézu zamitl. Jelikoz je znamo, Ze skrz tento test je velmi snadné ziskat statisticky vyznamny
rozdil u testovanych dvojic a jejich stfednich hodnot, nebyly tyto ziskané¢ vysledky
publikovany.
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7.avér

Kysaci schopnosti se mezi jednotlivymi vzorky, obsahujicimi vybrané izolaty
streptokokd, liSily. Nicméné v ramci statistického vyhodnoceni dvou sledovanych
skupin (izolaty Ccistych kultur streptokok z tradicniho gruzinského kysaného
mlécného vyrobku jogurtového typu versus izolaty streptokokid zkomeréné
dostupnych mléénych vyrobkt na tizemi CR), ke kterému byl pouzit dvouvybérovy t-
test, nebyly tyto rozdily v kysacich schopnostech streptokokt statisticky vyznamné.
Z tohoto hlediska byla nulové hypotéza pfijata.

Hypotéza stanovena na zacatku této diplomové prace (kapitola 2) nebyla na zakladé
ziskanych vysledkll vyvracena ani ptijata. Je tu mozny zavér, ze vzorky G3 a G6 mély
odlisné kysaci schopnosti od zbylych kmenta streptokokli, nicméné bylo by nutné
provést opakovana méteni k potvrzeni hypotézy.

Ze sledovanych gruzinskych vzorkii vychazely nejlépe vzorky G3 a G6 ve vSech
castech experimentu. Tudiz byly vyhodnoceny jako vzorky s nejvyznamnéj$imi
kysacimi schopnostmi. I v porovnani se vzorky obsahujici izolaty streptokokti
z komercné dostupnych mléénych vyrobkil prokysavaly mléka vice.

Potvrdilo se, Ze hodnoty titracni kyselosti tychz vzorki, byly daleko vyssi
v zahusténém mléce. Pravdépodobné diky vysSimu obsahu energeticky vyznamnych
latek, ktery vede k podpote ristu MO.

Nameéteny obsah kyseliny mlééné nelze posoudit, jelikoz hodnoty znacné prevysuji
obsah uvadény ve FMV. Pravdépodobné by bylo vhodné zvolit piesnéjsi metodu
méieni (HPLC, NMR apod.), jako bylo uvedeno v ostatnich védeckych studiich.
Pouziti téchto metod v této diplomové praci nebylo mozné, a to piredev§im z toho
divodu, Ze nebyla k dispozici vhodna metoda a finan¢ni zajisténi tohoto meteni. Vice
opakovani by pravdépodobné také pomohlo zajistit pfesn¢jsi vysledky, ale opét jak
z hlediska finan¢niho, tak i materidlového a ¢asového, toto nebylo mozno provést.

U vzorkl G3 a G6 doslo k poklesu poctu streptokokt pfi velmi nizkém pH (pfiblizné
3,90) ve 24. hoding mé&fenti (z 10® na 10° KTJ/ml). Nicméné je mozné, Ze to bylo pouze
Ackoliv zajimavym zjisténim bylo, Ze u vzorku G12, kde i ptesto, Ze vysledné pH bylo
stejné nizké (3,90), pocet streptokokil zlistal stejny — v ¥4d& 107 KTJ/ml. Je mozné, Ze
se jednd o odlisny kmen, ktery je tolerantnéjsi k nizkym hodnotam pH. K potvrzeni
této teorie by tento kmen musel byt identifikovan molekularné-genetickymi metodami.
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