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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva problematikou jednotlivych rodl bakterii mlééného kvaseni a mek-
kych zrajicich syra. Jsou zde popséany fyziologické i biochemické charakteristiky vybra-
nych zastupci téchto mikroorganizmii, mozné metody jejich identifikace a dale technolo-
gicka vyroba syrii.

Cilem této prace bylo zaméfit se na bakterie mlééného kvaseni v mékkych zrajicich syrech.
Mikroorganizmy byly izolovany z povrchu i zevnitt Sesti druhti syrt. Na zakladé morfolo-

gickych a biochemickych testl byla provedena jejich charakterizace.

Kli¢ova slova: bakterie mlééného kvaseni, mekkeé zrajici syry

ABSTRACT

This work is concerned with problems of the various genera of lactic acid bacteria and soft-
ripened cheese. There are described physiological and biochemical characteristics of
selected representatives of these microorganisms, the possible methods of their identifying

and further technological production of cheese.
The aim of this study was to focus on lactic acid bacteria in soft ripened cheese.

Microorganisms were isolated from the surface and within of six kinds of cheese. Their

characterization were performed based on morphological and biochemical tests.

Keywords: lactic acid bacteria, soft ripened cheese
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UvVOD

Bakterie mlééného kvaseni jsou specifickou skupinou grampozitivnich bakterii, které tvoti
nezastupitelnou ulohu v potravinaiském pramyslu. Uplatiuji se pfedevsim v mlékarenstvi,
pfi vyrobé fermentovanych mléénych vyrobkia jako jsou naptiklad syry, podmaésli nebo
kefir. Jsou vyuzivany pro schopnost fermentace laktdzy a dalSich sacharidii na kyselinu
mlécnou, ovlivituji chut mléénych vyrobkli a zvySuji trvanlivost. Startovacimi kulturami
téchto bakterii jsou homofermentativni a heterofermentativni druhy. V soucasné dob¢ jsou
vyuzivany k identifikaci mikroorganizmu, v¢etné bakterii mlécného kvaseni, metody mole-
kularni biologie, pfedev§im polymerazova fetézova reakce.

Mnohé syry jsou charakterizovany rozvojem povrchové mikroflory pii jejich zrani. Syry
jsou vyrabény téméf na celém svété a predstavuji riiznorodou skupinu mléénych vyrobkd.
Jsou nejen vhodnym doplitkem mnoha pitilezitosti, ale i nezanedbatelnym zdrojem nutri¢né
cennych latek. Me&kké zrajici syry jsou charakteristické vytvofenim povrchové flory
z kvasinek, plisni a bakterii. Dale v sobé koncentruji zékladni slozky suSiny mléka, mezi
které se fadi kasein a mlécny tuk. Vyroba syrt zahrnuje spoustu krokti, chemickych i bio-
logickych ptemén.

Syry zrajici pod mazem a nebo tzv. omyvané syry jsou ve velkém mnozstvi vyrabény ve sta-
tech zépadni Evropy jako napt. v Rakousku, Francii, Némecku a Belgii. Spotieba syrt v EU
se pohybuje v priméru 19 kg syra/osobu/rok. V CR je tato spotieba niz§i a ¢ini kolem

16 kg syra/osobu/rok.
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1 BAKTERIE MLECNEHO KVASENI

Bakterie mlééného kvaSeni zahrnuji skupinu grampozitivnich bakterii, které maji podobné
morfologické, metabolické a fyziologické vlastnosti [1]. Jedna se o nesporulujici, nepohyb-
livé koky nebo tyCinky, fermentujici sacharidy za fakultativné anaerobnich (mikroaerofil-
nich) podminek, které na selektivnich ptdach specifikovanych mezinarodni normou CSN
ISO 17792 mléko, mlécné vyrobky a mezofilni startovaci kultury, obsahujicich citraty a
specialni indikatory, vytvareji coCkovité kolonie o priméru od 0,5 mm do 1,2 mm [1, 2, 3,

4].

Bakterie mlé¢ného kvaseni (BMK) jsou rozsifeny v ptirodé¢, velky vyznam maji v mléku,
fermentovanych mlécnych vyrobcich, zelening€, masu, napojich, ale také ve stfevech a na

sliznicich lidi a zvitat [1, 2, 5].
Za bakterie mlécného kvaseni jsou povazovany nasledujici rody:

Abiotrophia, Aerococcus, Agitococcus, Alkalibacterium, Allofustis, Alloicoccus, Atopobac-
ter, Atopococcus, Atopostipes, Carnobacterium, Desemzia, Dolosicoccus, Dolosigranulum,
Enterococcus, Eremococcus, Globicatella, Granulicatella, Ignavigranum, Isobaculum,
Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Lactovum, Leuconostoc, Marinilactibacillus,
Melissococcus, Oenococcus, Paralactobacillus, Pediococcus, Streptococcus, Tetrageno-

coccus, Trichococcus, Vagococcus, Weissella [1, 2].

Rod Bifidobacterium nepatii mezi bakterie mlé¢ného kvasSeni, pouze s nimi sdili typické
vlastnosti, ale fylogeneticky s nimi nesouvisi a ma jedine¢ny zpusob fermentace cukru.
Hlavni  funkce bakterii mlééného kvaSeni pifi  vyrobé mléénych produkth
je rozklad laktdzy na kyselinu mlé¢nou, vytvafeni chuti ¢i zlepSeni konzistence. Kyselina
konzervacni prostiedek [1, 2, 6, 7, 8].

Klasifikace bakterii mlécného kvaSeni v odliSnosti od jinych bakterii je velkou mérou za-
lozeny na morfologii, zptsobu ¢innosti fermentace glukozy, rustu pii odlisnych teplotach,
na produkci kyseliny mlé€né, na riistu pti vysoké koncentraci soli a toleranci viici kyselé-

mu ¢i alkalickému prostiedi [1, 2, 8,9, 10].
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Tab. 1. Charakteristické znaky zkoumanych bakterii mlécného kvaseni v syrech [1, 9].

Tyc¢inky Koky

Charakteristika Lactobacillus Enterococcus Lactococcus Leuconostoc Streptococcus
CO; z glukozy +/— _ _ + —
Rist pii 10 °C +/— + + + -
Rist pii 45 °C +/— + - _ +/—
Rust pti 6,5 % NaCl +/— + - +/— -
Rist pti 18 % NaCl — — - — _
Rist pti pH 4,4 +/— + +/— +/— _
Rast pfi pH 9,6 - + - — _

+ pozitivni, — negativni, +/— nestald schopnost mezi rody reagovat pozitivné ¢i negativné

Podle hlavnich a vedlejsich fermentacnich produktl 1ze bakterie mléc¢ného kvaSeni rozlisit

na homofermentativni a heterofermentativni [3].

Homofermentativni bakterie fermentuji sacharidy vyhradné na kyselinu mlécnou (vice nez
90 %), zatimco heterofermentativni bakterie rozkladaji sacharidy na vice metabolitt, a to
kyselinu mlé€nou (vice nez 50 %), kyselinu octovou, oxid uhli¢ity a v nékterych ptipadech

i etanol [2, 4].

Podle optimalni teploty ristu lze tyto bakterie rozdélit také na mezofilni a termofilni. Tyto

mikroorganizmy jsou zamérné pridavany do mléka k vyrobé mnoha typt syru [11].

1.1 METABOLIZMUS BAKTERII MLECNEHO KVASENI

Metabolizmus pfedstavuje organizovany soubor biochemickych reakei, které jsou na sobé
funkcné zavislé [12]. Zakladnim znakem metabolizmu bakterii mlééného kvaseni je schop-
nost fermentace sacharidi. Bakterie mlécného kvaseni se uzptsobuji riznym podminkdm a
podle téchto podminek se rozliSuje jejich metabolizmus. Toto miize vést k vyznamnym
odlisnostem konec¢nych produkti vzorkd. Mléénym kvasenim téchto bakterii dochdzi ke
vzniku jak nesmirného obsahu odliSnych sacharidi, tak i s nimi spojenych sloucenin. Zpra-

vidla, dominantnim kone¢nym produktem mlé¢ného kvaSeni, je kyselina mlécna [1].
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Obr. 1. Metabolizmus bakterii mlécného kvaseni [6].

Zékladnim anaerobnim katabolickym procesem sacharolytickych mikroorganizmu je gly-
kolyza, kterd spociva v pfeméné hexoz, tzn. glukdzy, fruktozy, galaktézy nebo manndzy.
Pro vétSinu mikroorganizmu je také spolecny tsek glykolyzy k pyruvatu, ve kterém je
jeden dehydrogenacni stupen. K hlavnim reakcim glykolyzy patii postupna fosforylace
hex6z az ve fruktozu-1,6-bifosfat, stépeni fruktozy-1,6-bifosfatu ve dva tridzafosfaty a oxi-
dace triozafosfati v 1,3-bifosfoglycerat. Tato oxidace, pii které se redukuje koenzym

NAD" v NADH + H’, je u n&kterych mikroorganizmi jedinym zdrojem energie glykolyzy.
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Jedna Cast takto ziskané energie se ihned ulozi v ATP a dalsi ¢ast se uvolni az pti pfeméné
makroergické slou¢eniny fosfoenolpyruvatu v pyruvat za vzniku dal§i ATP. Pyruvat vznik-
1y glykolyzou je u homofermentativnich mléénych bakterii dale redukovan za anaerob-
nich podminek za soucinnosti redukovaného kofaktoru v laktat, coz je anion mlé¢né kyse-
liny. Homofermentativni bakterie mlééného kvaseni tak produkuji vice nez 85 % kyseliny

mlécné z glukozy. Tyto bakterie zkvasuji z 1 mol glukdzy 2 mol kyseliny mlécné [1, 6, 12].

Heterofermentativni mlé¢né bakterie neobsahuji glykolyticky enzym, ktery §té€pi hexoza-
1,6-bisfosfat ve dva tridzafosfaty, a proto prevadéji hexozy oxida¢nim mechanizmem he-
x6zafosfatového zkratu v pentdza-5-fosfat a oxid uhlicity. Za spolutcasti anorganického
fosfatu se pak enzymové $tépi pentdza-5-fosfat v acetylfosfat a glyceraldehyd-3-fosfat.
Z acetylfosfatu vznika poté za spolutcasti redukovaného kofaktoru etanol. Glyceraldehyd-
3-fosfat je pfeménén v pyruvat a postupné v laktat. Tim vznikd z hexozy ekvimolarni
mnozstvi laktatu, oxidu uhli¢itého a etanolu. Tyto heterofermentativni bakterie tedy pro-
dukuji jen 50 % kyseliny mlé¢né a zkvasuji z 1 mol glukézy 1 mol kyseliny mlééné, 1 mol

etanolu a 1 mol oxidu uhli¢itého [6, 12].

1.2 MEZOFILNI STARTOVACI KULTURY

Mezofilni kultury rostou pii teplotdch 10 — 40 °C, avSak optimalni teplota se pohybuje ko-
lem 30 °C. Zminéné kultury jsou pouZivany pii vyrobé mnoha druht syrii, kysanych mléc-
nych vyrobkil, kysané smetany, masla a dalSich. Jako nejdulezitéjsi mezofilni bakterie
mlééného kvaseni se uvadi Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, Leuconos-
toc mesenteroides subsp. cremoris, Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides, Leu-
conostoc mesenteroides subsp. dextranicum a Leuconostoc lactis. Uvedené druhy a kmeny
se vhodn¢ kombinuji na slozené nebo smisSené kultury za celem ziskani stabilnich vlast-
nosti vyrabénych produkti. Vytvaret a kombinovat se mtiZzou jen ty kmeny a druhy, jejichz

snasenlivost je piijatelna a dle moznosti se maji v ristu a metabolizmu doplnovat [1, 2].

Prvni skupinou mezofilnich bakterii, ktera byla nejvice prostudovana v souvislosti se zra-

nim syru je Lactococcus lactis subsp. cremoris a Lactococcus lactis subsp. lactis [11].

1.3 TERMOFILNI STARTOVACI KULTURY

Termofilni startovaci kultury jsou nejznaméjsi kultury pouzivané pii kvaseni mléka. Maji

své optimalni teploty riistu mezi 40 — 50 °C. Zminéné kultury se rozliSuji na skupinu pfi-
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rodnich smiSenych kultur s neuplné¢ znamym slozenim a slozené kultury se znamym sloze-
nim. Tyto kultury jsou pouzivany k vyrobé syrt s vysokodohtivanou syieninou a dale se
vyuzivaji k vyrob¢ jogurt, mékkych syru i tvarohd. Pfirodni smiSené kultury jsou Siroce
vyuzivany k vyrobé syra ve Svycarsku, Italii i Francii. Mezi startovaci termofilni kultury se
fadi Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulga-
ricus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus casei.
Pti vyrobé syra je vyznamnou ulohou termofilnich kultur nejen proteolyticka aktivita, ale

dochazi i k fermentaci laktozy na kyselinu mlécnou [1, 2, 13].

Mezi nejprostudovanéjsi termofilni bakterie v syrech se fadi Streptococcus thermophilus a

Lactobacillus helveticus [11].

1.4 VYBRANI ZASTUPCI BAKTERII MLECNEHO KVASENI

Bakterie mlééného kvaSeni jsou pouzivany celosvétoveé ve vyrobé fermentovanych potra-

vvvvvv

[14].

1.4.1 Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus se tadi do ¢eledi Lactobacillaceae a je zdaleka nejrozsahlejsi ze vSech
rodil bakterii mlé¢ného kvaseni. Laktobacily jsou velmi heterogenni a fadi se sem druhy
s odlisnymi fyziologickymi, biochemickymi a fyziologickymi vlastnostmi. Riznorodost se
odrazi v rozmezi 33 — 55 % mol G+C v DNA. Obecné se piedpoklada, ze by rozsah G+C
mol nem¢l presahovat rozmezi 10 %. Laktobacily maji tvar tyCinek, jejichz velikost se mé-
ni od dlouhych az ke kratkym bunikdm. Vyskytuji se v palisadach nebo kratkych tetézcich,
barvi se grampozitivné a jsou nepohyblivé, fakultativné anaerobni, ob¢as mikroaerofilni, s
fermentativnim metabolizmem. Nejméné polovinu kone¢nych produkti metabolizmu uhli-
ku tvori kyselina mlécna. Kromé fermentovanych sacharidii jako zdroj uhliku a energie
vyzaduji laktobacily i nukleotidy, vitaminy skupiny B a aminokyseliny. Optimalni teplota
rustu se pohybuje v rozmezi od 30 — 40 °C. Tyto kmeny rostou vSak i pfi 45 °C a jejich rust
je mozny 1 pii 15 °C a v pfitomnosti 3 % NaCl. Tento rod netvofi kataldzu ani cytochro-
my. Laktobacily rostou pouze na komplexnich médiich se vSemi vyzivnymi substraty. Jsou

naro¢né na ziviny a rustové faktory. Optimalni hodnota pH pidy pro rist se pohybuje v
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rozmezi 5,6 — 6,2. Rlst na povrchu tuhych médii podporuje anaerobni atmosféra nebo re-

dukce tenze kysliku a piidavek 5—10 % CO; [1, 2, 10, 15].

Na zaklad¢ produktti fermentace cukri se déli do tii skupin:

1. Laktobacily homofermentativni. Jedinym produktem metabolizmu sacharidii homo-
fermentativnich laktobacill je kyselina mlééna. Do této skupiny se fadi Lactobacillus
delbrueckii a jeho poddruhy Lactobacillus lactis, Lactobacillus bulgaricus a Lactobacil-
lus helveticus. Lactobacillus bulgaricus je hlavné pouzivan jako startovaci kultura
K vyrobé jogurtd spolu se Streptococcus thermophilus, ktery se fadi také mezi homofer-
mentativni bakterie mlééného kvaseni. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus se pouziva i ve
spojeni s Lb. delbrueckii subsp. lactis, Lb. helveticus a se Str. thermopilus jako startova-
ci kultura pro vyrobu syra §vycarského (emental) a italského typu (mozarella).

Dale do zminéné skupiny patii Lactobacillus salivarius, Lactobacillus farciminis a Lacto-

bacillus acidophilus, ktery se vyskytuje ve velké koncentraci v obsahu stieva a na slizni-

cich zazivaciho traktu teplokrevnych zivocichu [1, 2, 7, 10, 16].

2. Laktobacily fakultativné heterofermentativni. Produktem metabolizmu je kyselina
mlécna nebo smés kyseliny mléné, mravenci, octové a etanolu. Do této skupiny se za-
hrnuje Lactobacillus casei subsp. casei, Lactobacillus casei subsp. pseudoplantarum,
Lactobacillus casei subsp. tolerans, Lactobacillus casei subsp. rhamnosus, Lactobacil-
lus bavaricus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus alimentarius a jiné. Vyznam této
skupiny je v mlékarenském a konzervarenské priamyslu, kde se pouziva ve formé ¢istych

kultur. Déle tyto kultury najdeme v syrech, v mase a v zelening [2, 10].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

18

3. Laktobacily obligatné heterofermentativni. Tyto laktobacily fermentujici hex6zy po-

uzivaji metabolickou drahu zavislou na fosfoketolaze. Obligatné heterofermentativni

druhy laktobacilt produkuji kyselinu mlécnou a v jest¢ mensim mnozstvi kyselinu mra-

venci, kyselinu octovou, oxid uhli¢ity a etanol. Pentdzy a glukdzy obligatné heterofer-

mentativni laktobacily nefermetuji. Do této skupiny patii Lactobacillus kefir a Lactoba-

cillus fermentum. Vyskytuji se v mléku, mlécnych vyrobcich jako jsou zrajici syry,

ve fermentovanych rostlinnych produktech, ale také v gastrointestindlnim traktu [2, 10,

18, 19].

Tab. 2. Zkvasovani cukrii u zkoumanych druhii rodu Lactobacillus v syrech [15].

Identifikace Lb. casei subsp. Lb. casei Lb. casei Lb. casei Lb.
pseudoplantarum subsp.casei subsp.rhamnosus subsp.tolerans plantarum

Cukr

Fruktoza + + + + +
Galaktoza + + + + +
Glukéza + + + + +
Laktoza + + + + +
Maltéza + + + - +
Rafindéza - - — - +
Sorbitol + + + - +
L-Arabindza - - + - +

+ pozitivni, — negativni

V cerstvé nadojeném mléku se laktobacily nenachdzi, dostavaji se do né€j az z vnéjsiho pro-

sttedi prachem, mlékarenskym zatizenim a stykem s mlékarenskym naradim. Laktobacily
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rostou v mléku pomaleji nez laktokoky, proto je v Cerstvém kyselém mléku méné laktoba-
cilti v porovnani s laktokoky. Jestlize je vSak kyselé mléko vystaveno delsi dobu vhodnym
teplotnim podminkam, dochazi k prertstani laktobacili, a to z toho diivodu, Ze laktobacily

jsou vuci kyselejsimu prostiedi tolerantnéjsi nez laktokoky [2].

Pro vyrobu syra se pouzivaji kultury Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a Lacto-
bacillus delbrueckii subsp. lactis. Ve vsech druzich a typech syru, které zraji déle nez
14 dni se rozmnozuji rizné mezofilni laktobacily, jako jsou Lactobacillus plantarum, Lac-
tobacillus casei, Lactobacillus brevis a dalsi. Pfi kazeni mlé¢nych produktii se uplatiiuje
fada laktobacili, ale jen dva z nich maji specificky u¢inek. Lactobacillus maltaromaticus
zpusobuje sladovou pachut mléka a Lactobacillus bifermentans zpiisobuje za uréitych

okolnosti tvorbu ok u syri holandského typu [2].

1.4.2 Rod Lactococcus

Rod Lactococcus se fadi do celedi Streptococaceae. Laktokoky jsou homofermentativni,
fakultativné anaerobni, grampozitivni a katalazanegativni a tvoii buriky izolované v parech
nebo fetizcich. V potravinafstvi se laktokoky pouzivaji zejména v mlékarenském primyslu
jako ¢isté mezofilni zakysové kultury. Optimalni teplota rustu je 30 az 37 °C. Laktokoky
rostou v8ak i pti 10 °C, avSak ne pii 45 °C. Rod Lactococcus zahrnuje druhy Lactococcus
lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. hordni-
ae, Lactococcus plantarum (izolovan hlavné z rostlin), Lactococcus raffinolactis (obcas
nalezen v syrovém mléku a syrech), Lactococcus piscium (izolovan z lososa) a Lacto-

coccus garviae (izolovan z ryb, zvifat, mléka a syr) [1, 2, 8, 10, 20, 21].

Obr. 4. Lactococcus lactis [22].
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Mezofilni laktokoky se pouzivaji k vyrobé¢ Sirokého spektra riznych typt syrii 1 masla, bez
ohledu na druh mléka. Tyto kultury byly vybrany na zaklad¢ jejich vykonnosti v procesu
kvaseni [13].

V syrovém mléku, syrech a dalSich mléénych vyrobcich se obvykle nachézi dva typy lakto-
kokd, a to Lactococcus lactis subsp. cremoris a Lactococcus lactis subsp. lactis. Tyto dva
poddruhy obecné dosahnou vysoké hladiny téchto laktokokt jiz v prvni den vyroby a tuto
hladinu si udrzuji po celou dobu zrani [1, 2, 20].

Lactococcus lactis subsp. cremoris a Lactococcus lactis subsp. lactis se pomérné dlouho
pouzivaly jako startovaci kultury pro mlécné kvaseni (v syrech, u zakysanych smetan a
V masle), slozené z jednoho nebo vice kmenti s kombinaci dal$ich bakterii mlééného kva-
Seni. Tyto druhy také pfispivaji k vyvijeni textury produkci exopolysacharidii nebo
K rozvoji chuti tim, Ze produkuji aromatické slou¢eniny (aldehydy, ketony, alkoholy). Lze
je také pouzit ke konzervaci potravin diky jejich schopnosti produkovat organické kyseliny

a bakteriociny [20].

1.4.2.1 Lactococcus lactis subsp. lactis

Lactococcus lactis subsp. lactis je vyuzivan po celém svété k vyrobé kysanych mléénych
vyrobkl jako jsou napf. syry [23]. Kmeny tohoto laktokoka tvoifi ovoidni buiiky v parech
a kratSich nebo delSich fetizcich s primérem 0,5 — 1 um, vyznacuje se schopnosti hydroly-
zy argininu a metabolizaci fady druhii cukrti. Fermentuje glukozu, laktézu a maltézu homo-
fermentativné na kyselinu mléénou. Sachardzu fermentuji v malé mite jen nékteré kmeny.
Lactococcus lactis subsp. lactis roste pii 10 °C, ale jeho optimalni teplota je 30 °C. Roste
také v ptitomnosti 4 % NaCl, v mléku s 0,3 % metylenové modii a pti pH 9,2 [2, 10, 13,
15].

Nékteré kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis syntetizuji bakteriocin, zejména nizin. Tato
latka inhibuje rist fady grampozitivnich bakterii. Nizin je antagonistou druhu Lactococcus
lactis subsp. cremoris. Jiné kmeny tohoto poddruhu Lactococcus lactis subsp. lactis meta-
bolizuji leucin za vzniku 3-metylbutanalu, ktery zptiisobuje sladovou chut’ a aroma zejména

u holandskych syru [2].

1.4.2.2 Lactococcus lactis subsp. cremoris

Druh Lactococcus lactis subsp. cremoris obvykle dopliiuje Lactococcus lactis subsp. lactis.

V mléku tvoii tyto uvedené druhy delsi fetizky a vétsi bunky. Lactococcus lactis subsp.
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cremoris roste pii 10 °C, ale i pfi nizsi teploté. Pii 40 °C jiZz neroste. V porovnani s Lacto-
coccus lactis subsp. lactis neroste v piitomnosti 4 % NaCl, v mléku s 0,3 % metylenové
modii a pii pH 9,2. Z cukrti fermentuje glukozu a laktézu a jen zfidka fermentuje maltozu
a sachar6zu. Podobné jako Lactococcus lactis subsp. lactis ma i tento druh schopnost pro-
dukovat oxid uhliity, kyselinu octovou, diacetyl a acetoin. Je Siroce vyuzivan ve fermen-

tovanych mlé¢nych vyrobcich [1, 2, 10, 13, 15].

1.4.3 Rod Streptococcus

Streptokoky se tadi do ¢eledi Streptococaceae a patii mezi bakterie, které byly mikrobiolo-
gy rozpoznany jako prvni, z divodu hojného onemocnéni na zvitatech i lidech. Rod Strep-
tococcus byl pivodné popsan na zakladé morfologickych, fyziologickych, sérologickych
a biochemickych vlastnosti a zahrnoval celou fadu organizmil véetné¢ vysoce patogenni
bakterie Streptococcus pneumonie, Streptococcus agalactiae a Streptococcus pyogenes.
Z rodu Streptococcus byly vyclenény v roce 1984 a 1987 rody Lactococcus a Enterococcus
[10].

Rod Streptococcus se v soucasné dob¢ déli na tii skupiny:
1. Pyogenni streptokoky
2. Oralni streptokoky
3. Jiné streptokoky

Rod Streptococcus tvoii grampozitivni koky uspofadané do fetizkdl, jsou fakultativné anae-
robni a kataldzanegativni. Prosperuji v prosttedi s velmi dobrou zdsobou sacharidi a bilko-
vin. VSechny druhy streptokokti pfeménuji kyselinu mlé€nou jako hlavni metabolit. Druh
Streptococcus thermophilus se fadi mezi oralni streptokoky a je vyznamnou slozkou ¢is-
tych mlékaiskych kultur. Kromé pouziti jako startovacich kultur pii vyrobé jogurtt, je tento

druh velmi dalezity k vyrobé mnoha druhu syru [1, 2, 10, 24, 25, 26].

1.4.3.1 Streptococcus thermophilus

Streptococcus thermophilus tvofi ovoidni buiiky v parech nebo dlouhych fetizcich o veli-
kosti 0,7 — 0,9 um. Tento druh se vyznacuje tvorbou dvou mlé¢nych dehydrogenaz, které
produkuji L-laktat, ¢imz se 1i8i od jinych bakterii mlééného kvaSeni. Ostatni bakterie mlé¢-

ného kvaSeni majici vice nez jednu dehydrogenazu tvoii DL-laktat [2]. Str. thermophilus je
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vyborny regulator kyselosti mléka a je relativné odolny vici teplu, roste pii teploté 45 °C,
ale 1 50 °C. Pti 15 °C neroste [2, 10, 27]. Optimalni teplotou rustu Str. thermophilus je
40 °C, kdy dochazi k hydrolyzaci laktozy pies B-galaktozidazy. Str. thermophilus je vyzi-

vove naro¢ny a vyzaduje komplexni smés aminokyselin pro rust.

Str. thermophilus tvofi kyselinu mlé¢nou a mravenéi. Kyselina mlééna snizuje pH prostiedi
na optimum pro rust bakterie Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a kyselina
mravenci rust této bakterie stimuluje. Str. thermophilus a Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus jsou tedy ve vzajemné symbioze [13].

w Vg [

Obr. 5. Streptococcus thermophilus [28].

Streptococcus thermophilus fermentuje glukozu, manozu, fruktozu a laktoézu a u nékterych
kment je mozna i fermentace sachardzy. Nesnasi koncentraci NaCl vyssi nez 2 %. Nejvy-
hodnéjsim prostiedim pro rist tohoto druhu je mléko. Nejlépe roste v mléku lakmusovém,

které nejdiive zrizovi, pak se srazi a postupné se od spodu redukuje [2].

1.4.4 Rod Enterococcus

Rod Enterococcus se fadi do ¢eledi Streptococaceae a tvoii grampozitivni koky. Morfolo-
gicky, ale i fermentacné jsou tyto koky podobné druhu Streptococcus thermophilus a rodu
Lactococcus. Od zminéného druhu a rodu se 1i8i fyziologickou odolnosti a sérologickou
skupinou. Enterokoky byly popsany jako organizmy, které rostou pfi teploté¢ 10 °C a 45 °C
apH 9,6 [5, 2, 10]. Tyto bakterie jsou vysoce rezistentni vici vysoké koncentraci soli, tedy

az 6 % NaCl [5, 29].
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Mezi enterokoky se v souasnosti zafazuji tyto samostatné druhy: Enterococcus faecalis
(nachézi se ve stfevech lidi i1 zvifat a v medicin€ souvisi se subakutnimi endokarditidami),
Enterococcus faecium (puvodnim stanovi$tém jsou stieva lidi i zvifat a zdrojem mléko,
mlécné produkty i susené mléko), Enterococcus avium (ve strevech driibeze), Enterococcus
gallinarum (u domaéci drubeze), Enterococcus casseliflavus, Enterococcus durans (bézné
izolovan z mléka a mléénych vyrobkii), Enterococcus maloduratus, Enterococcus hirae,

Enterococcus mundtii [1, 2, 5, 10, 29].

Enterokoky podobné jako jiné bakterie mlécného kvaSeni fermentuji sacharidy. V mléku
byla pii laboratorni teploté u Enterococcus durans dosazena kyselost 34,5 °SH. Tyto bakte-
rie jsou stalou soucasti mikroflory syrovych fermentovanych klobas a dalSich rostlinnych

potravin [2, 10].

Obr. 6. Enterococcus faecalis [30].

Bakterie tohoto rodu byly také uddvany v riznych stadiich zrani odliSnych typll syra.
V téchto stadiich jsou enterokoky pomérné stabilni, protoze maji schopnost rlst
V nepiiznivych podminkach a jsou také schopné piezivat pasterizaci. Pocty enterokokl
byvaji obzvlasté vysoké v mléku ovci, a tedy v ovéich syrech. Pro vytvofeni aroma je dule-

zita lipolyticka a proteolyticka aktivita enterokokut [29].

1.45 Rod Leuconostoc

Rod Leuconostoc se fadi mezi heterofermentativni bakterie mlé¢ného kvaseni [1, 2, 4, 10]
a je opét zarazen do cCeledi Streptococacceae. Tyto bakterie se vyskytuji v parech nebo
Vv fetizcich, bunky jsou grampozitivni a kataldzanegativni, dale nepohyblivé a netvofi spo-
ry. Je prokazano, ze vSechny bakterie mlécného kvaseni véetné rodu Leuconostoc neredu-

kuji dusi¢nany na dusitany a tvofi drobné, svétle bilé¢ kolonie. Optimalni teplotou tohoto
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rodu je rozmezi 20 — 30 °C. Rostou vSak i v 5 °C a v bujonu s obsahem 3 % NaCl. Tyto
bakterie nerostou pii 45 °C nebo v bujonu s 5 — 6 % NaCl a zddny druh nehydrolyzuje ar-
ginin. V zivnych padach vyzaduji rod Leuconostoc ptitomnost rustovych faktoru, vitamina

skupiny B a aminokyselin [2, 15].

V soucasnosti se mezi druhy fadi Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides (vyuzi-
va se jako kultura v konzervarenstvi), Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum (vy-
skytuje Vv rostlinnych materialech a mléku), Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris
(mtze byt v mlékarenském prumyslu pouzit ucelove), Leuconostoc lactis (izoluje se po-
mérné malo, nejéastéji z mléka a mléénych produktd) [1, 2, 10].

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides a Leuconostoc mesenterodies subsp. dex-

tranicum obecné piedstavuji nejvetsi podil leukonostoktl izolovanych ze syri. Vysoky po-

dil téchto poddruhti byl nalezen v syrech s moudrou plisni uvnitf [5].

Obr. 7. Leuconostoc mesenteroides [31].

Rod Leuconostoc muize tvofit vyznamné mnozstvi diacetylu disimilaci citratu v mléku.
Pti fermentaci zeleniny je rod Leuconostoc také dulezity, hlavné ve vyrobé kyselého zeli,
kde pak dochazi k mléénému kvaSeni. Druhy a poddruhy tohoto rodu se rozliSuji urcitymi
charakteristikami jako jsou kvaSeni sacharidli, vznik dextranu ze sachar6zy, hydrolyza
eskulinu, potiebou ristu za podminek odlisného pH a teploty a disimilaci citratu. Klasifi-

kace rodu Leuconostoc je velmi obtizna [1].
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Tab. 3. Fyziologicka a biochemicka charakteristika rodu Leuconostoc

vsyru [15].
Rod Leuconostoc
CO; z glukozy +
Rast v 0 °C +
Rust v 45 °C -
Rust v bujonu s 3,5 % NaCl +

Rist v bujonu s 6,5 % NaCl -

Hydrolyza argininu —

[zomer kyseliny mlé¢né D)

Dextran ze sacharozy +/— dle typu syru

Acetoin z citratu +/— dle typu syru
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2 SYRY

Syry jsou cerstvé nebo prozralé produkty, které clovek poznal uz pred 8 000 lety. Prvni
pisemné zpravy o vyrobé syri v Cechach pochazeji z desatého stoleti. Syry patii
k nejhodnotnéjsim potravinam z hlediska slozeni, jsou dilezitym zdrojem vapniku,
ale i vitamind A, B, D a E. Nejslavné&jsi povést maji pravé Olomoucké tvaruzky, diive na-
zyvané Olomoucké syrecky, které se jako jediny syr domaciho pivodu udrzuje na trhu
dodnes. Vyroba syru se fadi k naroénym mlékarenskym technologiim, kdy vSechny slozky
mléka podléhaji fad¢ biologickych a fyzikalné-chemickych zmén [32, 33, 34].

2.1 ROZDELENI SYRU

Syry 1ze rozdélit podle fady hledisek. Zakladni je rozdéleni na syry sladké a kyselé. Kyselé
syry jsou historicky nejstar$i syry a terminem ,,kyselé” se oznacuji proto, ze pii srazeni
bilkovin mléka se nepouziva enzymaticka koagulace pisobenim syfidla, avSak mléko se
srazi pouze kyselinou mlé¢nou. Tato kyselina vznikd z laktozy Cinnosti mikroorganizmi
Cistych kultur, které se do mléka ptidavaji zamérné ve formé zakysu. Terminem ,,sladké*
syry se oznacuji syry, u kterych se ke srazeni mléka pouzivaji enzymy obsazené v sytidle

[34, 35].
Podle sortimentu délime syry na [34, 35, 36, 37]:
- pfirodni, tzn. vyrabéné ptimo z mléka,
- tavené, tzn. vyrabéné dalSim zpracovanim pfirodnich syra,
- specialni, tzn. s ndhradou mlééného tuku rostlinnymi tuky.
Podle obsahu vody v tukuprosté susiné rozeznavame:

- mekké ( minimaln¢ 67 %),

polotvrdé (54 — 69 %),

tvrdé (49 — 56 %),

extra tvrdé (méné nez 51 %).
Déleni podle tucnosti:

- vysokotu¢né (nad 60 % t.v.s.),
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- plnotu¢né (45-60 t.v.s.),
- polotu¢né (25-45t.v.s.),
- nizkotu¢né (10-25t.v.s.),
- odtu¢néné (pod 10 t.v.s.).
Podle druhu pouzitého mléka:
- kravské,
- ovdi,
- kozi.
Podle zpiisobu zrani:
- syry Cerstvé, veetné tvarohd,
- syry zrajici v celé hmoté, (napt. Eidam, Emental),
- syry zrajici od povrchu do vnitini hmoty, (napf. Romadur, Hermelin),

- syry s plisni uvnitf tésta (napf. Niva) a na povrchu tésta (napt. Camembert).

2.2 ZAKLADNI POSTUP VYROBY SYRU

Vyroba syri je sloZity proces a kazdy krok je rozhodujici pro kvalitu syra. Principem vyro-
by syrl je odstraiovani vody nebo syrovatky z mléka a nasledné kysani mlééné hmoty, tzv.
syfeniny, kontrolovanym zpisobem. Prvni ¢ast procesu zahrnuje sbér a pripravu mléka,
déle je to vyroba syfeniny, zahuStovani syfeniny krajenim, zahfivanim a vysolovanim a

Vv posledni fazi se syr nechava zrat [32].

Zakladni surovinou k vyrobé syrii je u nés kravské mléko, ale vyrabé&ji se také z mléka ko-
ziho a ov¢éiho. Mléko musi odpovidat pozadavkim danym vyhlaskou, od zdravych dojnic,
spravné krmenych a s rovnovahou mineralnich latek (vapnik, fosfor, hoicik). Pro vyrobu
syrt je nevhodné mléko na zacatku a na konci laktace a mléko s obsahem psychrotrofnich
mikroorganizmi, predevsim jejich enzymi. Dulezité je chemické slozeni mléka, které ma
zésadni vyznam pro vytéznost vyroby. Vytéznost uréuje obsah kaseinu, ktery je v poméru
s tukem rozhodujici pro vysledny obsah tuku v su§iné. Mléko musi mit zachovanou kysaci

schopnost [32, 33, 34].
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Syry se vyrabé&ji Setrnou pasteraci, pti které se mléko zahtiva na teplotu 71 °C a udrzuje
se pfi této teploté 15 vtefin. Pred vlastnim syfenim se upravuje tu¢nost mléka. Piidava se
chlorid vapenaty pro zachovani syfitelnosti a zlepSeni kvality syfeniny a dusi¢nan draselny,
ktery chrani syry pfed pozdnim dufenim. Mléko se zaockuje ptidavkem smetanové kultury
(0,01 — 0,05 %) a ponecha se do druhého dne. Uprava mikrofléry ma vliv nejen na pribéh
syfeni, ale i zrani syrt. Mléko se zahteje na sytici teplotu a do mléka se za stalého michani
pfidd 1 % smetanového zakysu 30 — 45 minut pied syfenim. Syfeni je zdkladni vyrobni
stupen, ktery 1ze rozlisit do n¢kolika fazi. V primarni, enzymové fazi syfeni, dochazi ucin-
kem syfidla k destabilizaci kaseinovych micel hydrolyzou k-kaseinu na para-k-kasein a
glykomakropeptid. V této fazi dochazi soucasné k poklesu naboje micel a tim je usnadno-
van proces shlukovani. V sekundarni, koagulaéni fazi syfeni, dochazi pti teploté vyssi nez
6 °C a za pfitomnosti vapenatych iontl k tvorbé gelu. V posledni tzv. terciarni fazi syfeni
se pusobeni syfidla uplatiiuje pfi zrani syrii. Na pribéh syfeni mé vliv zejména teplota, ky-

selost mléka a koncentrace syfidlového enzymu [33, 34].

Dalsim dualezitym krokem je zpracovani syfeniny, které zajiStuje tvorbu syrového zrna
vhodného pro formovani a oddéleni syrovatky ze struktury gelu. Prvni operaci je krajeni,
které je zahdjeno po dosaZzeni pozadované tuhosti gelu. Krdjeni je provadéno v riiznych
vyskovych rovinach. Pouzivaji se vyrobniky opatfené strunnymi nebo plochymi nozi ulo-
Zzenymi v ramu, tzv. harf¢é. Po rozkrojeni syfeniny se vypousti syrovatka a provadi se vymi-
chani, které zajiStuje ztuzovani zrna. U nekterych druht syrd, zejména tvrdych a polotvr-
dych, se provadi jest¢ dohfivani, pfi kterém se zvySuje teplota z teploty syfeni na teplotu
dosouseni. U syri nizkodohtivanych s obsahem 30 % tuku v su$iné se teplota dosouSeni
pohybuje pii 36 — 37 °C, zatimco u syru s obsahem 45 % tuku v susiné je vhodnou teplo-
tou 39 — 40 °C. U syrt vysokodohiivanych se dohtiva na teplotu 48 — 56 °C [32, 33, 34].

Pii vyrobé eidamu i goudy se zafazuje mezi vyrobni operace prani syrového zrna. Tim do-
chézi ke snizovani obsahu laktdzy a soucasné k dohfivani syfeniny, proto se k prani pouzi-
va tepla voda. Kromé¢ vody se mliZe syfenina dohtivat ptes plast’ vyrobniku nebo kombina-

ci obou zptisobu [33].
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Tab.4. Jednotlivé operace zpracovani syreniny v minutach [34].

Jednotlivé operace Eidam syr (v minutach) MEéEKKy syr (v minutach)
Syteni 30 40
Krajeni 15 15
Odpousténi syrovatky 5 —
Michani 15 10
Ptidavek vody 15 —
Dosouseni 60 —
Celkem zpracovani 140 65
Vypousténi 10 10

Velikost a tvar syram dodévaji 3 kroky, mezi které patfi:
1. lisovani,
2. odkapavani,
3. formovani.

Lisovanim se syfenina zbavuje syrovatky a laktozy, spoji se a vytvoii syrovou hmotu.
V soucasnosti jsou vyuzivany moderni linky s pfedlisovacim zatizenim a vlastni lisovaci
vanou. U mékkych syrti se pouziva lisovani vlastni vahou a je nutné obraceni, zatimco tvr-
dé a polotvrdé syry se lisuji postupné nartistajicim tlakem 0,005 — 0,04 MPa po dobu jedné
hodiny. K formovani syri se pouzivaji kovova nebo plastova tvoritka s moznosti odtoku

syrovatky. Mezi nejdokonalejsi tvotitka z plastické hmoty patfi tvotitka s kovovou vyztuzi

[33, 34].

Poslednimi technologickymi operacemi pfi vyrobé syru je jejich soleni a zrani. Soleni je
nezbytnou operaci, ktera ma vliv na vyslednou chut’. Solenim se zpevni povrch syrii a do-
chazi k regulaci obsahu vody. Obsah soli vétSiny syra je v rozmezi 0,5 — 2 %, S vyjimkou
syri s plisni uvnitf a bilych syrt, u kterych se obsah soli pohybuje od 3 do 7 %. Pii soleni

dochazi k difuzi soli do syrt. Soleni se provadi na sucho, do zrna nebo nejcastéji v solné
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lazni. Zrani syrt predstavuje souhrn zmén zplisobenych nativnimi enzymy, enzymovou
¢innosti kultur a syfidlovymi enzymy, které¢ pfeménuji chemické slozeni syrt ze slozitych
organickych molekul v jednodussi. Zrani probihd aerobné (od povrchu dovniti) pisobenim
povrchové mikrofléry nebo anaerobné (v celé hmoté syra). Procesem zrani prochazeji
vSechny druhy syrt, s vyjimkou syrt nezrajicich, které se konzumuji v ¢erstvém stavu. Pro
zrani je dalezita doba zrani, teplota a u syru, které nezraji ve foliich i relativni vlhkost [32,

33, 34].

2.3 MEKKE ZRAJICI SYRY

Podle zptisobu zrani rozdélujeme tuto skupinu syrti na [38]:
1. Syry zrajici pod mazem,
2. Syry zrajici s plisni na povrchu,
3. Syry zrajici s plisni v tésté.

Me¢kkymi zrajicimi syry jsou smetanové nebo krémové syry a jejich charakteristickou chut’
jim dodava smetanova kultura, ktera obsahuje druhy Lactococcus lactis subsp. cremoris a

lactis, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris a dextranicus [39].

2.3.1 MEeéEkké syry zrajici pod mazem

Tyto syry patii do skupiny sladkych syri. Jsou pevné, mek¢i konzistence a rozlisuji se veli-
kosti a tvarem na malé hranolky a valeCky. Vyrabi se z plnotu¢ného mléka zaockovaného
mezofilnim zakysem a sraZi se pomoci syfidla. Po krajeni a drobeni ziskaného zrna se Cast
syrovatky odpusti a nahradi se teplou vodou. Po ur¢ité dobé michani zrna a odpusténi syro-
vatky se zrno formuje v zavislosti na typu syra. Spole¢nou charakteristikou téchto syrt je
zrani, které prevlada od povrchu smérem do stfedu syra. Syry zraji téméft 2 tydny pii 14 —
16 °C a 95% vlhkosti. Mezi charakteristicky syr zrajici pod mazem se fadi Romadur, dale

syr Dezertni a Limbursky [2, 33, 34, 35, 38, 39].

Béhem technologického procesu se uplatituji bakterie 1 kvasinky. Z bakterii se jedna o dru-
hy Lactococcus lactis supbs. cremoris a lactis, které jsou soucasti zakysové kultury. Z kva-
sinek, které vytvaii na povrchu syra bily az nasedly povlak Candida vini, Candida lipolyti-
ca a Geotrichum candidum. Oranzovy maz na povrchu tésta vytvari aerobni bakterie druhu

Brevibacterium linens a rod Micrococcus [2, 39].
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Samostatnou skupinu mékkych syrt tvoii Olomoucké tvartizky. Zminky o jejich vyrob¢ se
datuji na nasem uzemi do 15. stoleti a postupnym vyvojem se jejich vyroba koncentrovala
v Losticich, v oblasti Hané. Poté tvarizky ziskaly nazev Olomoucké. Tento syr se vyrabi
Z tvarohu pomoci smetanové nebo termofilni zdkysové kultury bez pouziti syfidla. Termo-
filni zakysovou kulturou jsou proteolytické mazové bakterie Brevibacterium linens, popi.
Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis a Lactobacillus helveticus.
Tvaroh tvofi 32 % suSiny. Syry maji tvar valecktl, které se formuji na formovacim stroji a
zraji pod zlutohnédym mazem [2, 33, 34, 38, 39, 40, 41]. V prub&¢hu mikrobialniho zrani se
na povrchu syri mnozi kvasinky roda Torulopsis a Candida, které zptusobuji oxida¢ni pro-
cesy. Kvasinky tak zoxiduji nadbytec¢nou kyselinu mlé¢nou na oxid uhli¢ity a vodu, a tim

je umoznén rozvoj proteolytickych bakterii [2, 39].

2.3.2 MEéEKKé syry zrajici s plisni na povrchu

Tyto druhy syrt se vyrabi srdzenim mléka pomoci syfidla, bez dohfivani syfeniny a lisova-
ni, s obsahem soli 3,5 % a s vné&jSim porostem plisné Penicillium camemberti. Plisen se
ptidava do upravené¢ho mléka a pred vlastnim syfenim se pfidava presné mnozstvi smeta-
nového zakysu. Syieni probihd pfi teploté 31 °C po dobu 30 minut. Po soleni se syry ne-
chavaji osychat ve sklepé¢ s teplotou do 20 °C a relativni vlhkosti do 85 %. Mezi mé&kké
syry zrajici S plisni na povrchu se zatazuje u nas Hermelin a ve Francii Camembert. Povrch

musi byt porostly bilou plisni s jemnou, maslovitou konzistenci [2, 34, 38].

2.3.3 MEéEKKké syry zrajici s plisni v tésté

Syry zrajici s plisni v tésté jsou charakteristické plisni Penicillium roqueforti. Vyznacuje
se tvorbou modrozelenych Zzilek. Tato pliseil roste a fermentuje ve vnitini hmoté syrti za
dostate¢ného piistupu kysliku a pfidava se do mléka pted syfenim. Pro rist plisni je dulezi-
td vhodna konzistence s dutinkami. Soleni se provadi do tésta 3 dny na sucho nebo 2 dny
V solné 14zni, pied vypusténim syrovatky. Syry zraji 5 tydnt pii teplotach 12 — 14 °C, rela-
tivni vlhkosti 97 % a dozravaji pii 10 °C. Mezi nejznaméjsi zastupce u nas patii syr Niva

[2, 34].
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3 METODY MOLEKULARNI BIOLOGIE

V soucasné dobé jsou vyuzivany metody molekularni biologie, jako jsou naptiklad polyme-
razova tetézova reakce, sekvenace DNA 1 elektroforéza nukleovych kyselin, které mohou
poslouzit k identifikaci mikroorganizmi, vcetné bakterii mlééného kvaseni. Tyto metody
jsou bézn¢ zavadény do klinické praxe z ditvodu kultivacni nezavislosti, specifické a vyso-
ké citlivosti. Molekularni techniky jsou zalozeny na detekci specifického useku DNA nebo
RNA zkoumaného mikroorganizmu. V potravinaiské mikrobiologii je Casto vyuzivanou
aplikaci konfirmace pfitomnosti urcitych mikroorganizmi v analyzované potraving. Za-
kladni vyuzivanou metodou molekularni biologie je polymerazova fetézova reakce [42,

43].

3.1 PRINCIP POLYMERAZOVE RETEZOVE REAKCE

Polymeréazovéa fetézova reakce (PCR) byla poprvé popsana v roce 1986 a od této doby se
stala jednou z nejpouzivanéjSich metod molekularni biologie. Nicméné jeji zavedeni se
datuje od roku 1985 Kary Mullisem, kterému byla udélena diky této metodé Nobelova cena
za chemii [44, 45]. Polymerazova fetézova reakce nachazi uplatnéni pfi syntéze fragmentl
DNA, v genetice, mediciné, diagnostice pfi mapovani genomu a charakterizaci gend, izola-
ci gend ze vzorkd tkané€, prenatalni diagnostice dédicnych chorob, urcovani paternity,
k detekci infekénich mikroorganizmi v potravinach, vodé, pidé a klinickych vzorcich a pti

kontrole vyrobku [46].

Princip polymerazové fetézové reakce je zaloZen na replikaci nukleovych kyselin, kterych
je pro detekci a analyzu této techniky potfebné jen velmi malé mnozstvi. Podstatou PCR je
cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych fetézcii vybranych tsekit DNA. PCR pro-
biha za podminek in vitro ve sméru 5" => 3" prostfednictvim DNA polymerazy. Syntéza
DNA je fizena kratkymi oligonukleotidy tzv. primery, které se vazi na protilehlé fetézce
DNA na pocatku a na konci amplifikovaného fragmentu. Tyto primery se paruji kazdy
s jinym vlaknem pivodni molekuly DNA [42, 43, 44, 47, 48, 49].

K syntéze DNA se pouZivaji termostabilni polymerazy izolované z termofilnich mikroor-
ganizmu. Nejvice vyuzivana je Tag DNA — polymeraza z Thermus aquaticus, ktera odola-
va teplotdm, pii nichz DNA denaturuje a je tak umoznéna syntéza novych fetézci DNA

opakované ve forme cyklu. [42, 44, 48, 49].
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Jeden cyklus se sklada ze tii krokii, béhem kterych probihaji tii odlisSné déje s riiznymi na-

roky na teplotu [44, 45, 48].
1. krok: denaturace dvouretézcovych molekul DNA pfi teploté 95 °C,
2. krok: pfipojeni primert k oddélenym fetézcim DNA pfi teploté 30 — 65 °C,

3. krok: syntéza novych fetézcii DNA pomoci DNA-polymerazy pii teploté¢ 65 — 75
°C.

Pribéh PCR:
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Obr.8. Zdkladni cyklus PCR slozeny ze tri krokii [50].
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V prvnim kroku cyklu je PCR smés zahtata na teplotu 95 °C po dobu 1 — 5 minut. Pii této
teplot¢ dojde Kk poruseni vodikovych mistki, které k sobé poji dvé vlakna dvouvlaknové

molekuly DNA. Vysoka teplota tedy zptsobi denaturaci molekuly [44, 49, 51, 52, 53].

Smés je dale ochlazena na 50 — 60 °C. Pii této teploté se ob¢ vlakna kazdé molekuly mo-
hou zase spojit, ale nestane se tak, protoze smés obsahuje nadmérné mnozstvi oligonukleo-
tidQ tzv. primert, které se rychle pfipojuji (annealing) na specifickd mista molekuly DNA
[44, 49, 51, 52]. V dalsi fazi dochazi ke zvyseni teploty na 72 °C a tim se aktivuje enzym
Taq DNA-polymeraza, ktery je pifitomen ve smési. V tomto kroku PCR se Taqg DNA-
polymeraza pfipojuje k jednomu konci kazdého primeru a syntetizuje vldkna nova, ktera
jsou komplementarni k templatovym molekuldm DNA (extension). Nyni vznikla Ctyfi
vlakna molekuly DNA. Teplota se opét zvysi na 95 °C a molekuly dvouvlaknové DNA,
z nichz kazda obsahuje jedno vlakno ptivodni molekuly a jedno nové vlakno DNA, denatu-
ruji opét na jednotliva vldkna. Timto krokem zacind druhé kolo cyklu denaturace — pfipo-
jeni — syntéza. Opakovanim cyklu 25x z jedné dvouvlaknové molekuly vznikne vice nez

padesat milionti novych dvouvlaknovych molekul [43, 44, 47, 48, 49, 51, 52, 53, 54].

K provedeni této reakce PCR se pouziva termocykler, ktery umoziuje automatické zmény
teplot v danych Casovych intervalech. V reakéni smési musi byt kromé templatové DNA,
primeru a Taqg DNA-polymerazy i 2’- deoxyribonukleosid- 5'-trifosfaty (AINTP) a hofe¢naté
ionty [44, 47, 54].

Vyslednym produktem reakce jsou useky DNA definované délky, jejichz obvykla velikost
je desitky az tisice nukleotidli. Vé&tsina PCR experimentl se ovetuji elektroforézou ¢asti

amplifikované reak¢ni smési v agar6zovém gelu [48, 51].
3.1.1 SloZeni PCR smési
e PCRvoda
e Reak¢éni pufr — je optimalnim chemickym prostfedim pro funkci DNA-polyme-

razy. Stabilitu Taq DNA-polymerazy mohou podporovat neionogenni detergenty,

a také hovézi sérum albumin (BSA).

¢ Deoxynukleotidtrifosfaty (ANTP) — jsou pouzivany jako stavebni kameny pro
syntézu novych fetézci DNA.
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Primery — vymezuji oblast kopirovani templatové DNA a oznaCuji se
FORWARD (smérem tam) a REVERSE (smérem zpét). Jejich oznaceni se ur-
¢uje podle sméru syntézy nového vldkna. Primery jsou chemicky syntetizovany
jako sekvence komplementarni ke specifickym mistim na obou fetézcich mole-

kuly DNA [42, 45, 48, 49].

DNA-polymeraza — nejvice pouzivana je termostabilni DNA-polymeraza. Ten-

to enzym pochazi z termofilnich bakterii Thermus aquaticus.

DNA matrice — jako DNA matrice se mize pouzit malé mnozstvi jakékoliv
jednofetézcova nebo dvouretézcovd DNA. Detekce amplifikované DNA je pro-

vedena obvykle pomoci agarozové gelové elektroforézy [42, 45, 48, 49].

3.1.2 Modifikace PCR

Polymerazova fetézova reakce je v dnesni dobé pouzivana v mnoha variantach. Tyto vari-

anty jsou upraveny podle potieby pouZziti. Mezi vyuzivané PCR modifikace se zatazuji:

Mnohonasobna PCR (,,Multiplex*) je takovy druh PCR, kdy je do reak¢ni
smé&si piidano ne€kolik part primert. Pary primert rozpoznavaji nékolik rozdil-
nych cilovych sekvenci, coZ umoziuje detekci nékolika genti soucasné v jedné
reakéni smési. PouZziva se pro vyhledavani zmén na dlouhych tsecich DNA a

pro amplifikaci vnitinich kontrol soucasné se vzorky [44, 48].

Odstupiiovana PCR (,,Nested*). Tato PCR je velice citliva metoda, ktera vyu-
ziva vnéjsich a vnitfnich primert. Odstupiiovana PCR umoziuje detekovat i je-

dinou molekulu templatové DNA [44, 48].

PCR kolonii je PCR, vhodna pro ptfipravu DNA z klonovanych inzertt

Vv plazmidovych vektorech. Pro tuto PCR jsou potfebné univerzalni primery.

Obracena neboli inverzni PCR je varianta, ktera umoziuje amplifikovat tse-

ky DNA o neznamé sekvenci [44, 48].

Modifikace konci DNA prostirednictvim 5° - koncid primert. Primery této
varianty PCR mohou byt navrzeny tak, ze kromé sekvence pozadované pro hyb-
ridizaci s cilovou DNA obsahuji navic dalsi sekvenci adaptoru na 5’- konci, tzv.

lepivy konec.
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Alelové specificka PCR je PCR pro detekci bodovych mutaci v genomech pro-

vadéna ve dvou nebo vice paralelnich reakcich.

Zpétna PCR je urcend k amplifikaci molekul RNA a soucasna technika vyuzi-
va termostabilni DNA-polymerazu. Tato DNA-polymeréaza je schopnd ucinng a
specificky prevést RNA na DNA pfii vysokeé teploté 72 °C [44, 48].

Asymetricka DNA. Tato varianta PCR se od ostatnich metod PCR li$i tim, Ze
jeden z primerti je ve 100% vy$si koncentraci nez druhy. Tato metoda se vyuziva

predevsim pro ucely automatického sekvencovani.

PCR s degenerovanymi oligonukleotidovymi primery. Metoda pouZzivana

pro uniformni ndhodnou amplifikaci DNA.

In situ PCR vyuzivana pro lokalizaci urcité sekvence nukleovych kyselin uvnitt
jednotlivych bunék. Metoda In situ ma uplatnéni jak v diagnostice, tak ve vy-
zkumu [44, 48].

Mezi dal$i metody PCR se zahrnuji:

Degenerovana PCR

Rychl4 amplifikace konci cDNA

Amplifikace vnitinich pfepisovanych mezernika
Polymorfizmus délky jednoduchych repetitivnich sekvenci
Néhodna PCR neboli ndhodna amplifikace polymorfni DNA

Interrepetitivni PCR [44, 48]

3.2 STANOVENI SEKVENCE DNA

Sekvencovani DNA je stanoveni primarni struktury, posloupnosti nukleotidi v molekulach

DNA. V soucasné dobé se k sekvencovani DNA pouziva metoda chemicka, ktera je zalo-

zena na odbouravani fetézci DNA chemickymi latkami a oznacuje se podle autorti jako

Maximovo-Gilbertovo sekvencovani.
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Druhou pouzivanou metodou je metoda enzymova. Tato metoda vyuziva inhibice enzyma-
tické syntézy DNA a oznacuje se jako Sangerova metoda sekvencovani. Pii obou metodéach
je vychozi material stejny. Jsou to fragmenty DNA ziskané naptiklad restrikénim Stépenim
a naklonované ve vektoru. Mohou to byt také produkty polymerazové fetézové reakce [44,

45].

Poslednim pokrokem Vv technikach sekvencovani je zavedeni pfistroji pro automatické
sekvencovani. Tento postup vyuziva enzymatickou Sangerovu metodu a umoznuje stanovit

a zpracovat sekvence DNA mnohem rychleji nez pii standardnich postupech [44, 45].

3.3 ELEKTROFOREZA V AGAROZOVEM GELU

Zakladni metodou identifikace, separace a purifikace nukleovych kyselin nebo fragmenti
DNA je elektroforéza v agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu. Fragmenty DNA jsou
rozdeleny v elektrickém poli od katody k anodé. Jako mobilni faze se pouziva agardzovy
nebo polyakrylamidovy gel. Rychlost pohybu DNA v agar6zovém gelu pfi elektroforéze
zavisi na koncentraci agarozy, rozméru molekuly, konformaci DNA, pfitomnosti interka-
la¢niho barviva, typu pouzivané agarozy a elektroforetickém pufru.

Elektroforéza musi probihat ve vodném roztoku o stalém pH, proto jsou pro piipravu gelu
a naplnéni elektroforetické vany pozivany pufry. Jejich tkolem je pfedevs$im neutralizovat
ionty H" a OH", které vznikaji hydrolyzou vody na elektrodich. Pokud jsou molekuly
spravné rozttidény, pak kazdy pruh zafici po obarveni fluorescen¢nim barvivem v UV-
svétle predstavuje ur€ité mnozstvi urcité molekuly dané délky. Tuto molekulu miZeme z
gelu izolovat a dale s ni pracovat samostatng, izolovan¢ od ostatnich molekul jinych veli-
kosti, se kterymi byla piivodné smisena ve vzorku nukleové kyseliny, ktery byl nanesen na

start elektroforézy [42, 51, 56].


http://farmakogenomika.cz/index.php?kapitola=9&podkapm=92
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Fluorescencni%20barvivo.htm
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II. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIAL

4.1 ANALYZOVANE MEKKE ZRAJICI SYRY

Na obalech vSech vyrobctli nize znadzornénych vyrobki je uvedeno pouziti — mlékaiskych
kultur. Mezi zadouci mezofilni zakysové kultury fadime Lactococcus lactis subsp. cremo-
ris, Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis,
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum a Leuconostoc mesenteroides subsp. cre-

moris.

Termofilni zakysové kultury: Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, Lactobacillus
delbrueckii subsp. laris , Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a Lactobacillus hel-

veticus [2].
a) Romadur — mekky zrajici stfedné tuény syr, slany

Vyrobce: MADETA a.s., Ceské Bud¢jovice, CR

b) Sedléansky Pepin — zrajici syr s oranzovou kiirkou, jemné prorista bilou plisni

Vyrobce: Povltavské mlékarny, a.s., Sedl¢any, CR

c) Kral syri Hermadur — mékky zrajici vysoko-

tu¢ny syr s povrchovou kulturou

Vyrobce: PRIBINA spol. s.r.o., Pfibyslav, CR
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d) Sedl¢ansky RomadiiZek — pravy zrajici syr

Vyrobce: Povltavské mlékarny, a.s., Sedl¢any, CR

e) Pravé olomoucké tvariizky — m&kky pod mazem zrajici syr, odtucnény

Vyrobee: A.W. spol. s.r.o., Lostice, CR

f)  Pravé olomoucké tvarizky, kousky s kminem — odtu¢nény zrajici syr

Vyrobce: A.W. spol. s.r.0., Lostice, CR
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4.2 POUZITE PRISTROJE

= Anaerostat Shellab, Cornelius, Spojené staty

= Autoklav 135 S, H+P VARIOKLAV- H+P Labortechnik AG, Némecko

= Biohazard box EUROFLOW EF/S, Clean AIR, Holandsko

» Centrifuga laboratorni — chlazena Z 300 K, HERMLE, Labortechnik, Némecko

= Vortex Heidolph REAX top, Némecko

= Denzitometr DENZI-LA-METER, EMO Brno, CZ

= Digitalni fotoaparat Sony Cyber-shot, Japonsko

=  Mikrobiologicky inkubator Memmert, Némecko

= Mikropipety: Nichipet (Japonsko), Hirschmann Laborgerate (Némecko), BioHit
(Fisher Scientific, Anglie), Eppendorf Reseach (Fisher Scientific, Anglie)

= Mikroskop laboratorni Motic BA200, Wedgwood AV Ltd., Anglie

= Stomacher Seward, Anglie

= Termoblog Bio TDB-100, Biotech, Praha, CZ

= Termocycler DNA Engine, Biotech, Praha, CZ

= Termostat BT 120, Praha, CZ

= Vortex Heidolph REAX top, Némecko

= Laboratorni sklo, béZny laboratorni material

4.3 KULTIVACNI MEDIA A ROZTOKY

Dané navazky jsou uvedeny na 1 000 ml destilované vody:

1) MRS agar

= 67,159 MRS bujon
= 15¢g agar

2) ML17 agar

= 39,21g M17bujén

= 15¢ agar

= 100 ml  10% glukoza
= 52ml 10% laktoza
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3) MRS bujén

» 67,159 MRS bujon

4) M17 bujon

= 39,21g M17 bujoén
= 100 ml 10% gluko6za
= 52ml 10% laktoza

5) MPB — masopeptonovy bujon

= 3¢ masovy vytazek

= 5¢g NaCl

= 10¢g pepton

= 1ml barva na OF test

= 1-2g¢ cukr: glukoza, laktoza, rafindza, fruktéza, arabindza, sorbit,

galakt6za, sachar6za

Byla provedena uprava pH na 7,2 pomoci HCI nebo NaOH.

6) OF médium

= 3¢ masovy vytazek
= 5¢ NaCl

= 10¢g pepton

= 1ml barva na OF test
= 1-29 glukoza

= 3¢ agar

= 1g bromkresolova cerveil

7) Peptonova voda

= 209 pepton
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8) Fyziologicky roztok

= 85¢ NaCl

9) 0,1 % KNO;

= 10g  KNO;

4.4 BARVICI ROZTOKY

441 Roztoky pro barveni bakterialnich bunék dle Grama
a. Krystalova violet’

= 10g krystalova violet’
= 100ml 96% etanol
10g krystalové violeti bylo rozpusténo ve 100 ml 96% etanolu a doplnéno do objemu 0,5 |

roztokem 0,1% Stavelanu amonného, poté byl roztok zfiltrovan.
b. Lugoliv roztok

u 1g I,
= 2g Kl

= 100ml destilovana voda

¢. Karbolfuchsin

= 019 fuchsin bazicky
= 10ml 96% etanol
= 100ml fenol

Roztok byl pted pouzitim zfiltrovan.

4.4.2 Barva na OF test

= 19 bromthymolova modf
= 25ml NaOH

= 475ml destilovana voda
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1 g bromthymolové modfi a 25 ml NaOH bylo rozpusténo v 475 ml destilované vody a na

1 - 2 dny byla smés ulozena do termostatu pii 37 °C. Béhem dne byla tato smés n¢kolikrat

promichéna a po uplném rozpusténi zfiltrovana.

4.5 GRIESSOVA CINIDLA PRO ZJISTENI REDUKCE DUSICNANU

= Griessovo Cinidlo I:

1 g kyseliny sulfanilové byl rozpustén v 75 ml destilované vody a v 25 ml ledové

kyseliny octové.
= Griessovo cinidlo 11:

0,3 g 1-naftylaminu bylo povafeno v 70 ml destilované vody, zfiltrovano a k filtratu

bylo ptidano 30 ml ledové kyseliny octové.

4.6 OSTATNI POUZITE CHEMIKALIE

PYRA test (Souprava MIKRO-LA-TEST, Pliva-Lachema Diagnostika s.r.o., Brno)
VP test (Souprava MIKRO-LA-TEST, Pliva-Lachema Diagnostika s.r.o., Brno)

Cinidlo pro PYRA test (Souprava MIKRO-LA-TEST, Pliva-Lachema Diagnostika

s.r.o., Brno)

Cinidlo pro VP test I (Souprava MIKRO-LA-TEST, Pliva-Lachema Diagnostika

s.r.o., Brno)

Cinidlo pro VP test II (Souprava MIKRO-LA-TEST, Pliva-Lachema Diagnostika

s.r.o., Brno)
Dusi¢nan draselny
Etanol

Imerzni olej
Parafin

Peroxid vodiku

Zinek praskovy
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5 METODIKA

5.1 IZOLACE BAKTERII MLECNEHO KVASENI

Bylo navazeno 10 g vzork syrit z povrchtl 1 zevnitf, které byly zhomogenizovany s 90 ml

fyziologického roztoku pomoci piistroje Stomacher.

Dale bylo pfipraveno fedéni 107 107% 10* 107°, 10°. Z kazdého fedéni bylo preneseno

0,1 ml inokula na pfedem piipravena Zivna média MRS a M17 a nao¢kovano roztérem.

Naockované Petriho misky byly vlozeny do termostatu a kultivovany pii 30 °C a 37 °C po
dobu dvou dni. Poté byly narostlé kolonie izolovany kiizovym roztérem na piisluSné zivné

pudy pro ziskani ¢istych kultur.

5.2 CHARAKTERIZACE BAKTERII MLECNEHO KVASENI POMOCI
BIOCHEMICKYCH TESTU

K identifikaci bakterii mlécného kvaseni nestaci pouze ureni morfologickych, mikrosko-
pickych a makroskopickych znakt, pro dobrou identifikaci je tfeba zjistit celou fadu biolo-

gickych vlastnosti mikroorganizmd.

5.2.1 Gramovo barveni

1. Do sttedu podlozniho skli¢ka byla nanesena kapka sterilni vody.

2. Pomoci vyzihané klicky bylo do sterilni vody pfeneseno malé mnozstvi dané kultury.

3. Suspenze mikroorganizmi se nechala zaschnout pfi laboratorni teploté a poté byla pro-
vedena fixace trojitym protaZenim plamenu.

4. Fixovany preparat byl pievrstven krystalovou violeti po dobu 60 sekund.

5. Barvivo bylo slito a preparat oplachnut vodou cca 2 sekundy.

6. Preparat byl pfevrstven Lugolovym roztokem po dobu 30 sekund.

7. Déle bylo barvivo opét slito, preparat oplachnut vodou a odbarvovan etanolem po
dobu 20-30 sekund.

8. Dobarveno zfedénym karbolfuchsinem po dobu 30-60 sekund.
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9. Preparat byl opatrné oplachnut pod tekouci vodou, osusen a pozorovan mikroskopem

zvétsenim 10x100 pod olejovou imerzi [42, 57, 58, 59].

5.2.2 KOH test
1. Na sterilni podlozni skli¢ko byla nanesena kapka 3% KOH.
2. Ockovaci klickou byla pfenesena testovana kultura bakterii a rozetiena v kapce KOH.

3. Bylo sledovano, zda kultura tvofi tdhnouci se hmotu ¢i nikoli [60].

5.2.3 Test na tvorbu katalazy
1. Na sterilni podlozni sklicko byla nanesena kapka 3% peroxidu vodiku.
2. Ockovaci klickou byla pfenesena testovana kultura bakterii a rozetfena v kapce H,O,.

3.V pozitivnim piipad¢ byla sledovana tvorba bublinek kysliku [18, 42, 47, 59, 61].

5.2.4 Schopnost redukce dusi¢nani

1. Do zkumavky bylo pipetovano 5 ml peptonové vody a vysterilizovana.

2. K peptonové vode byl pfidan 1 ml 0,1% roztoku KNOsa 1 ml testované kultury
bakterii.

3. Zkumavka byla vloZena do termostatu a inkubovana pti 37 °C po dobu 2 dni.

4. Poté bylo ptfidano Griessovo Cinidlo I (kys. sulfanilovd) a Griessovo ¢inidlo 11
(a-naftylamin) v poméru 1:1.

5. 'V ptipadé¢ pozitivni reakce se vytvorilo rizové az cervené zbarveni do 10 minut. Jestli-
ze nebyl zaznamenan pribéh barevné reakce, jednalo se o negativni nalez a byl ptidan

zinek v praskové podobé¢ [42, 61].

5.25 O-F test (oxida¢né-fermentacni test)
1. Testované kmeny byly naockovany vpichem do celého sloupce OF média vzdy do
dvou zkumavek.

2. Jedna ze zkumavek byla vzdy pievrstvena parafinovym olejem.
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3.

4.

Zkumavky byly vlozeny do termostatu a inkubovany pii 37 °C po dobu 24 hod.

Pozitivni reakce se projevila zménou barvy média ze zelené na zlutou [42, 61].

5.2.6 Schopnost fermentace sacharidi

1.

2.

Byla pfipravena média pro fermentaci cukrii s obsahem 1 % daného cukru.

Tato média byla pipetovana po 5 ml do zkumavek a vysterilizovana v autoklavu
pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut.

Po vychladnuti byly tyto zkumavky naockovany a vloZeny do termostatu.
Inkubace trvala 2 dny pii 30 °C a 37 °C.

Pozitivni reakci doslo ke zméné barvy z ervené na Zlutou. [42, 57].

5.2.7 V-P test (Voges-Proskaeueriiv test)

1.

4.

5.

Z ¢isté kultury testovaného kmene byla piipravena suspenze ve zkumavce s fyziologic-

kym roztokem, ktera odpovidala zdkalu 3. stupné¢ McFarlandovy stupnice a do suspen-

ze byl vloZen prouzek VP testu.

Inkubovalo se v termostatu pii 37 °C po dobu 2 hod.

Byly ptikapnuty 3 kapky ¢inidla pro VPT I a VPT II a zkumavky byly ve stojanku pro-
ttepany.

Inkubovalo se dalSich 30 minut pfi teploté 37 °C pro vyvoj barevné reakce.

Pozitivni reakce se projevila cervenym popt. rizovym zbarvenim.

[Souprava MIKRO-LA-TESTe STREPTOtest 16 Pliva-Lachema Diagnostika s.r.o., Brno,
CZ, 59].

5.28 PYRAtest

1.

Cista kultura testovaného kmene byla nanesena sterilni klickou na navlhéenou zénu
prouzku PYRA testu.
Tento prouzek byl inkubovan pfi teploté laboratofe 10 minut a poté byl zakapnut ¢inid-

lem pro PYRA test.
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3. Po 2 minutach byla odectena barevna reakce.
4. Pozitivni reakce se projevila ¢ervenym popft. ¢ervenooranzovym zbarvenim.

[MIKRO-LA-TEST® Pyratest 16 Pliva-Lachema Diagnostika s.r.o., Brno, CZ, 59].
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 IZOLACE MIKROORGANIZMU Z MEKKYCH ZRAJICICH SYRU

Celkem bylo ndhodné vybrano 80 vyizolovanych kolonii. Bakterie mlééného kvaseni mély
vétsinou pravidelné kolonie, okrouhlé, s hladkym povrchem a mlé¢nou barvou, s nakyslou
vini, o priméru 0,5 — 2 mm. Podle druhu syra a zptisobu odbéru byly vzorky pro snadngjsi
orientaci zafazeny pod Cisly pro 1. odbér (Tab. 5) a pismeny pro 2. odbér (Tab. 6). Pii kaz-
dém odbéru byly mikroorganizmy kultivovany jak na pudé MRS, tak na padé M17.

Tab. 5. Zarazeni a identifikace druhii syru 2 1. odbéru pod cisly.

Vzorek ¢. | Druh syra Misto odbéru syra
1 Romadur z povrchu
2 Romadur zevnitf

3 Pepin z povrchu
4 Pepin zevnitf

5 Romadizek z povrchu
6 Romadizek zevnitf

7 Hermadur z povrchu
8 Hermadur zevnitf

9 Tvartzky Cisté z povrchu
10 Tvartzky cCisté zevnitf
11 Tvartizky s kminem z povrchu
12 Tvarizky s kminem zevnitf
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Tab. 6. Zarazeni a identifikace druhii syri Z 2. odbéru pod pismeny.

Vzorek ¢. | Druh syra Odbér syra
A Romadur z povrchu

B Romadur zevnitt

C Hermadur z povrchu
D Hermadur zevnitt

G Romadizek z povrchu
H Romadutzek zevnitt

E Pepin z povrchu

F Pepin zevnitt

I Tvartzky Cisté z povrchu

J Tvartzky Cisté zevnitt

K Tvarizky s kminem z povrchu

L Tvartizky s kminem zevnitt

6.2 CHARAKTERIZACE VYBRANYCH IZOLATU BAKTERI]

MLECNEHO KVASENI POMOCI BIOCHEMICKYCH

6.2.1 Gramovo barveni

Barveni podle Grama je jednou z nejdulezitéjSich a nejpouzivanéjsich diagnostickych me-

tod pfi urovani grampozitivnich ¢i gramnegativnich organizmi. Podstatou rozdilného vy-

sledku jsou odli$nosti ve sloZeni a molekularni struktufe bunééné stény obou skupin bakte-

rii. Grampozitivni mikroorganizmus ma tmavé fialové aZ modrocerné zbarveni, zatimco

gramnegativni organizmy se barvi do riizova nebo Cervena [42, 57, 58, 59]. Pozitivné se pii

Gramové barveni barvi 1 buiiky kvasinek, 1 kdyz odstin jejich zbarveni je mirn¢ odlisny.

Odliseni bakterialnich a kvasni¢nych bunék je obvykle mozné podle velikosti a tvaru bu-

nek. Vysledky Gramova barveni byly zaznamenany do Tab. 7, 8 [2].
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Tab. 7. Vysledky Gramova barveni u izolovanych kmenii z 1.a 2. odbéru na piidé MRS.

Pida MRS

1. odbér | Barveni dle Grama || 2. odbér Barveni dle Grama
Vzorek | G +/- tvar Vzorek | G +/- tvar
11 + ovalné koky ||A L + ovalné koky
111 kvasinky All. kvasinky
111, + kokotycinky || B II. + ovalné koky
2 1. + tyCinky ClL kvasinky

2 11. + koky DI + koky

2 111, + ovalné koky || F I. kvasinky

2 1V. kvasinky F Il kvasinky
2V. + kokoty¢inky |[H I. kvasinky

2 VI. + kokoty¢inky [[H II. kvasinky
31. kvasinky JIL + kokotyc¢inky
311 - koky JIL + koky

311 + koky J1II. + tycinky

71 + kokoty¢inky || K II. + koky

711. kvasinky LIl + tyCinky

81 kvasinky L 1. + koky

91 kvasinky LIV. + tyCinky

91L. + koky LV. + kokoty¢inky
10 1. + tyCinky . kvasinky

10 I1. + koky I + koky

111 + koky I 111 + ovalné koky
1111 + tyCinky
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Tab. 8. Vysledky Gramova barveni u izolovanych kmenii Z 1. a 2. odbéru na pudeé M17.

1. odbér | Barveni dle Grama || 2. odbér Barveni dle Grama
Vzorek | G +/- tvar Vzorek | G +/- tvar
11 + ovalné koky Al + ovalné koky
1L + tyCinky All + ovalné koky
21 + koky AllL kvasinky
211 + koky Bl + ovalné koky
2 111. kvasinky B Il + koky
3. + tycinky B Il + koky
311 + koky Cl kvasinky
41, + koky DI kvasinky
51 + koky FI kvasinky
§ 6 Il + ovalné koky Gl kvasinky
% 9 1Il. + koky HI + koky
10 1. + koky Il + ovalné koky
10 1. kvasinky 11 kvasinky
111. + koky JI. + ovalné koky
1111 + koky J I kvasinky
12 1. + koky JIV. kvasinky
12 11. + koky LI + koky
L Il kvasinky
L 1. + koky
LIV. + koky
LV. + ty€inky
KI. + koky

Na zékladé¢ mikroskopického pozorovani byly kvasinky z dalSich testi vyfrazeny. Jak jiz
bylo zminéno v bodu 2.3, me&kké zrajici syry obsahuji grampozitivni druhy bakterii mléc-

ného kvasSeni Lactococcus lactis subsp. lactis a cremoris, a také Leuconostoc mesenteroi-
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des subsp. cremoris a dextranicus [39]. Proto bylo ptfedpokladano, ze mikroskopickym
pozorovanim bude pfevazna vétSina izolovanych kmend grampozitivnich. Podle vyse uve-
denych vysledka bylo zjisténo, ze 55 izolovanych kmenii bylo grampozitivnich ve tvaru
koku, v parech, fetizcich nebo v kratkych valcovitych ty¢inkach. Dle bakterii ve tvaru tyci-
nek se da usuzovat, Ze je zde ptitomen i rod Lactobacillus. Gramovo barveni v§ak nemusi
vzdy poskytovat spravné vysledky o charakteru barvenych kultur (napt. u starsich kultur),

tudiz je vhodné provadét doplitkové testy pro jeho ovéieni [2].

6.2.2 KOH test

NejbéZnéjSim testem ovéefeni grampozitivity je KOH test, zaloZeny na ucinku 3% roztoku
KOH, ktery hydrolyzuje bunécnou sténu gramnegativnich bakterii. Kapka KOH se stava
viskézni, buiiky se rozpousti a za klickou se tdhne vlakno uvolnéného bunééného obsahu
(pozitivni KOH test). Grampozitivni bakterie ¢inku 3% KOH odolavaji, kapka KOH tak
zlustava tekutd a vldkno bunécného obsahu se za klickou netvofi (negativni KOH test)

[60]. Vysledky KOH testu byly uvedeny v Tab. 9, 10.

Tab. 9. Vysledky KOH testu u izolovanych kmenit Z 1.a 2. odbéru na piidé MRS.

Vzorek ¢. KOH test Vzorek ¢. KOH test
11 - Al -
1111 - B Il -
2 1. - DI -
2 11. - JI. -
2 111, - JIIL -
2 V. - J L -
%)
; 2VI. - KL -
:§ 31LI. + LIl -
A 311 — L 1. -
71. - LIV. -
91l - LV. -
10 1. - I -
10 11. - [ 111 -
111. -
1111 -

+ pozitivni reakce, —negativni reakce
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Tab. 10. Vysledky KOH testu u izolovanych kmenii Z 1. a 2. odbéru na piide M17.

Vzorek ¢. KOH test Vzorek ¢. KOH test
11. — Al —
111 — All —
21. - BI. —
2 11. — B Il —
31 - B III. —
= 31l - HI. —
o
= 41. - 1. —
S
= 51. - JI. —
&
6 Il. — LI —
9 III. - L 1. —
10 1. — LIV. —
111 - LV. —
11 11. — KI. —
12 1. -
12 11. —

+ pozitivni reakce, —negativni reakce

KOH test byl negativni u 55 izolatt, ¢imz byla potvrzena grampozitivita bakterii. Kmen,
ktery daval pozitivni reakci z 1. odbéru na pidé MRS 3 II., byl vylou€en z ditvodu gramne-

gativity.

6.2.3 Katalaza

Déle byl proveden test na tvorbu kataldzy, ktery spo¢ivd v ponoteni bakterialni kultury na
bakteriologické kli¢ce do kapky 3% H20,. Rozklad peroxidu vodiku na vodu a kyslik je
redukovan enzymem kataldzou. Pozitivni test se projevi uvoliiovanim bublinek kysliku.

Bakterie mlé¢ného kvaseni enzym katalazu netvofti [18, 42, 47, 57, 59].

Vysledky testu na katalazu byly uvedeny v Tab. 11, 12.
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Tab. 11 . Vysledky testu na kataldzu u izolatii z 1. a 2. odbéru na piidé MRS.

Vzorek ¢. Katalaza Vzorek ¢. Katalaza
11 — Al _
1111, + B Il -
21 — Dl
2 11. — J1
(é 2 111 — JII. _
) — i —
E - * - -
£ 311, + LIl -
71 + L 1. -
91l - LIV. -
10 1. — LV. +
10 11. — 1. -
11 1. — I 111 -
11 11. —

+ pozitivni reakce, — negativni reakce

Tab. 12. Vysledky testu na kataldzu u izolatii z 1. a 2. odbéru na piidé M17.

Vzorek ¢. Katalaza Vzorek ¢. Katalaza

11 — Al -
111 + All -
21 - B -
2 11. - B Il -
31 - B III.

= 311 + HI

= 41, N . -

<

E-. 51 - J1 —
6 Il. - LI
9 Il + L 1.
10 1. - LIV. —
11 1. + LV. —
11 11. + K. +
12 1. +
12 11. +

+ pozitivni reakce, — negativni reakce
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Ze vsech uvedenych izolata byly vylouceny kmeny, u kterych byla zaznamenan pozitivni
test na katalazu, nebot’, jak jiz bylo feceno, bakterie mlécného kvaseni jsou kataldzanega-
tivni. V tomto ptipad¢ se mohlo jednat o bakterie rodu Micrococcus nebo druh bakterii
Brevibacterium linens, které vytvati, jak jiz bylo zminéno, oranzZovy maz na povrchu tésta.
ODbe¢ tyto bakterie jsou grampozitivni, striktné acrobni a kataldzapozitivni [2, 12, 39, 62].

Nasledné analyzy tedy byly provadény s izolaty uréenymi jako grampozitivni a kataldzane-

gativni.

6.2.4 Schopnost redukce dusi¢nani

Tento test slouzi k potvrzeni, Ze zbylé vyizolované kmeny jsou bakterie mlééného kvaseni,
ponévadz neredukuji dusi¢nany na dusitany, a proto po piidani Griessovych ¢inidel nepro-
bih4 Zadna barevna zména [2, 63]. Pozitivni reakce se projevi vytvorenim riizového az Cer-
veného zbarveni a to nejpozdéji do 10 minut. Nedojde-li ke zCervenani, ovEii se negativni
reakce ptfidanim praskového zinku. Ten zredukuje dusi¢nany na dusitany a to zptsobi zcer-
venani pudy. Jestlize v§ak ptida nezcervend ani po pridani zinku, znamena to, Zze dusi¢nany
béhem inkubace byly zredukovany na amoniak a v zivné pudé nebyly v okamziku ptidani
¢inidel zadné dusitany ptitomny. Je to tedy dikaz, ze k redukci dusi¢nanti doslo a dana

reakce je pozitivni [42, 61]. Pozorované reakce byly zaznamenany do Tab. 13, 14.

Tab. 13. Projev zmény barvy u izolovanych kmenii z 1. a 2. odbéru na piidé MRS.

1. odbér | Redukce dusi¢nanii na 2 odbér | Redukce dusi¢nanii na
dusitany dusitany
Vzorek | Griessovo Zinek Vzorek | Criessovo Zinek
¢inidlo ¢inidlo

11 beze zmény | zcervenani Al beze zmény | zcéervenani
2 1. beze zmény | zcervenani B Il beze zmény | zcéervenani
% 211 beze zmény | zcervenani JIL beze zmeény | zcervenani
§ 2 1. beze zmény | zCervenani J I beze zmény | zcéervenani
£ 91l beze zmény | zcervenani KL beze zmeény | zcervenani
101. beze zmény | zCervenani L Il beze zmény | zcéervenani
10 11 beze zmény | zcervenani L 1. beze zmeény | zcervenani
111. beze zmény | zCervenani LIV. beze zmény | zcéervenani
1111 beze zmény | zclervenani I 11 beze zmény | zcervenani
I 1. beze zmény | zcéervenani
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Tab. 14. Projev zmény barvy u izolovanych kmenii Z 1.a 2. odbéru na piide M17.

1. odbér | Redukce dusi¢nanii na 2 odbér | Redukce dusi¢nanii na
dusitany dusitany
Griessovo , Griessovo :
Vzorek . Zinek Vzorek v Zinek
¢inidlo ¢inidlo
11 beze zmény | zclervenani Al beze zmény | zCervendni
- < < . < < .
E 21 beze zmény | zcervenani All beze zmény | zCervenani
= 211 beze zmény | zclervenani Bl beze zmény | zcervenani
°= W W r 14 W W r ’
A 31 beze zmény | zcervenani B Il beze zmény | zCervenani
41. beze zmény | zcCervenani (N beze zmény | zCervenani
51 beze zmény | zervenani J1 beze zmény | zCervendni
61l beze zmény | zcervenani L IV. beze zmény | zCervenani
10 1. beze zmény | zervenani LV. beze zmény | zcervendni

Z uvedenych vysledkt vyplyva (Tab. 13, 14), ze studované kmeny neredukovaly dusi¢nany

na dusitany a tim byla potvrzena uvaha, ze zbylé studované izolaty jsou bakteriec mlécného

v

6.2.5 O-F test (oxida¢né-fermentacni test)

Pomoci tohoto testu lze zjistit, zda mikroorganizmy vyuZzivaji glukézu fermentaci nebo jen
aerobni oxidaci za pfistupu kysliku. Bakterie, které oxiduji glukdzu aerobné zpiisobi zmé-
nu barvy indikatoru v pidé. Tim vznikne Zluté zbarveni postupujici od hladiny ke dnu
zkumavky. Ve zkumavce s parafinem pida nezezloutne. Naopak bakterie fermentujici glu-
kézu zplsobi zeZloutnuti po celém objemu plidy v obou zkumavkach. Ty bakterie, které
nerozkladaji glukozu, nezpiisobi zménu barvy v Zadné zkumavce [42, 61]. Bakterie mléc-
ného kvaseni jsou fakultativn€ anaerobni [1, 2, 10]. Vysledky reakci byly uvedeny v Tab.
15, 16.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

58

Tab. 15. Barevné zmeny u izolovanych kmenii z 1. a 2. odbéru na piidé MRS.

1. odbér OF test 2. odbér Redukce d_usiénanﬁ na
dusitany
Vzorek Rozklad Rozklad Rozklad Rozklad
, . || Vzorek . ]
aerobni anaerobni aerobni anaerobni
11 + + Al + —
21 + + B Il + +
72 2 11. + + JII. + +
&
= 2111 + + JII. + +
]
=
£ 91l + + K11, + +
10 1. + + L 11. + +
10 11. + + L I, + +
111. + + LIV. + +
1111 + + 111 + +
I 1. + +

+ pozitivni reakce, — negativni reakce

Tab. 16. Barevné zmeény u izolovanych kmenii z 1.a 2. odbéru na piidé M17.

1. odbér Redukce dusi¢nanii na 2 odbér Redukce dusi¢nant na
dusitany dusitany
Vzorek | Griessovo Zinek Vzorek | Griessovo Zinek
¢inidlo ¢inidlo
11 + + Al + +
~ 21 + + All + +
-
= |[2n ; ; 51 n :
=
= 31 + + Bl + T
41. + + 1. + +
Sl + + J1. + +
61l + + LIV. + +
10 1. + + L V. + +

+ pozitivni reakce, — negativni reakce
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Tento test byl proveden u vSech izolovanych kmend. Pouze u kmenu z druhého odbéru na
pudé MRS tj. A L bylo zjisténo, Ze se jedna o mikroorganizmus s oxidativnim metabo-
lizmem. V tomto piipadé by se mohlo jednat o rod Enterococcus. U ostatnich izolata bylo
timto prokdzano, ze se jedna o fakultativné anaerobni mikroorganizmy, protoze dokazi

utilizovat sacharidy jak aerobné, tak anaerobng.

6.2.6 Schopnost fermentace sacharidu

V této Casti prace bylo zjistovano, zda izolované kmeny maji schopnost fermentovat sacha-
ridy, které byly vybrany na zaklad¢ studie Guessase a Kihala [64]. Mezi zvolené cukry patti

glukéza, sorbitol, sachardza, galaktdza, laktoza, arabindza, fruktoza a rafinoza.

Pozitivni reakce se projevila tvorbou kyseliny a tim doslo ke zmén¢ barvy z fialové Cervené
na zlutou. U negativniho vysledku zustala barva nezménéna (Obr. 9, 10) [42]. Vysledky
reakci byly uvedeny v Tab. 17, 18.

Negativni reakce I~ Pozitivni reakce
\- H

Obr. 9. Sacharid galaktoza.
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Pozitivni reakce

Obr. 10. Sacharid glukoza.

Tab. 17. Vysledky testu na zkvasovani cukrii u izoldtii z 1. a 2. odbéru na piidé MRS.

Negativni reakce

Vzorek Glu Sor

Sach

Gal

Lak

Ara

Fru

Raf

11

21

+

211.

2 111.

91l1.

10 1.

+ |+ |+ [+ |+ |+

Puda MRS 1. odbér

10 11.

111.

11 11.

Al

B Il

J I

J 1.

+| | +|+ ||+ [+

K'II.

LIl

L 1.

Puda MRS 2. odbér

LIV.

|+ F|H| || FH[FH|F ||+ |||+

|+ A+ +]|+]|+] ]

S I o T o o S o o B P | o S B S S o P S S

S I o S B o e o o A P | S P S P U P o S

o e T e e o o o e P | o B o B o ) o o S

+ pozitivni reakce, — negativni reakce
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Tab. 18. Vysledky testu na zkvasovani cukrit u izolatii z 1. a 2. odbéru na pideé M17.

Vzorek Glu Sor Sach Gal Lak Ara Fru Raf

+ +
+

11
21
211.
31
41.
51
611
10 1.
Al
All.
BI.
B Il
1.
J 1.
LIV.
L V.

—+

+
+
+ - —
+
+

+| |+ +|+

+|+|+ |+ +]|+

Pida M17 1. odbér

|+ |+ +|H] ]|+ +
| |

+

| |

+ |+ +]|+
L]

L]

+| + |+

Pida M17 2. odbér

|+ ]|+ ]|+ [+
o I o e e N
+l |+ ]|+ ]|+ [+
+l |+ ]|+ ]|+ [+
|+ |+ ]|+ |+

+ pozitivni reakce, — negativni reakce

Jak jiz bylo uvedeno, termofilni zadkysovou kulturou syrii zrajicich pod mazem jsou bakte-
rie ve tvaru tyCinek Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis a Lactoba-
cillus helveticus. Je znamo, Ze Lactobacillus casei zkvasuje fruktozu, galaktozu, glukdzu
laktozu, maltézu a sorbitol, nikoliv arabindzu a rafinézu [15]. Guessase a Kihala [64] ve
své studii potvrdili, ze laktobacily zkvasovaly uvedené sacharidy, stejné jako Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis. Rozdil ve vysledcich z téchto dvou odkazovych ¢lanka se tedy
lisil jak ve stanoveni druht laktobacill, tak ve fermentaci arabindzy. Proto se 1ze domni-
vat, ze kmeny 10 1., 11 IT (MRS)., 3 I. (M17), J lll. (MRS) a L V. (M17) jsou s nejveétsi
pravdépodobnosti laktobacily.

Enterokoky fermentuji sacharidy podobné jako jiné bakterie mléEného kvaSeni [2]. Podle
dostupnych vysledkti Facklama a Elliotta [66], a také Lopez-Didze [5] enterokoky fermen-
tovaly glukézu a sorbitol, nikoliv vSak arabindzu a rafinézu. Stejnych vysledka bylo dosa-

Zzenoiuizolath 11,2 I (MRS), 21I. M17), AL, 1L (MRS)a A I.aBIl. (M17), proto
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se Ize domnivat, Ze uvedené izolaty jsou enterokoky. Laktobacily a enterokoky byly rozli-

Seny na zaklad¢ tvara koku a tyCinek, a také pomoci VP a PYRA testu.

Ze vSech izolath pouze 3 z 1. odbéru na padé M17, tj. 5 1., 6 II. a 10 1. zkvasovaly glukézu,
laktézu a rafindzu, navic i sacharézu. Zkvasovani téchto cukrii naznacuje, ze by se mohlo
jednat o leukonostoky [64]. Izolat 6 II. sachardzu nezkvaSoval, coz by podle Martinise a
Freitase [65] vyluCovalo domnénku, ze se jednd o zminény rod. Tyto izolaty vSak déavaly
stejné reakce jako izolovany kmen Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenterodies stu-
dovany Guessase a Kihala [64], proto se zde nabizi moznost, Ze jde o bakterie rodu Leu-

conostoc [64].

Laktokoky fermentuji glukozu, laktézu, galaktdzu, arabindzu, jedinou sacharézu jen v malé
mife nékteré kmeny [2]. Dle studie Facklama a Elliotta [66] bakterie Lactococcus lactis
subsp. cremoris a Lactococcus lactis subsp. lactis nefermentovaly sorbitol a rafindzu.
Na zékladé této studie Ize predpokladat, Ze izolat 9 II. (MRS) byl jednim z uvedenych dru-
ht laktokokt. Pfi srovnani vyizolovaného kmene 11 I. (MRS) by se dalo usuzovat, ze se
také jedna o laktokoky i presto, ze Guessase a Kihala [64] uvadéli, Ze laktokoky zkvaSova-
ly i rafindzu. Z vysledki vyzkumu Vancutikové [67] vyplyvalo, ze Lactococcus lactis sub-
sp. lactis a Lactococcus lactis subsp. cremoris se lisily fermentaci sacharozy a rafindzy.
Zatimco Lactococcus lactis subsp. lactis zkvasoval sacharézu a nikoliv rafinézu, Lacto-
coccus lactis subsp. cremoris zkvasoval rafindzu, ale nikoliv sacharozu. Vysledky izolatt
KL, L L, L IV. (MRS) a 10 II. (MRS) také potvrzovaly pfedchozi ptedpoklad, ze by se
mohlo jednat o rod Lactococcus, jelikoz nezkvasovaly sorbit, rafindzu a tentokrat nebyla
zkvaSena ani sacharoza. V ptipad¢ izolata I 1., LIV.,a L II. (M17) a2 1. (M17), se jednalo
s velkou pravdépodobnosti také o laktokoky, a to o Lactococcus lactis subsp. lactis nebo
Lactococcus lactis subsp. lactis diacetalis. To potvrdila i nize uvedena tvorba acetoinu
témito kmeny. Z porovnavani publikaci tedy vyplyvalo, ze vyhodnocovani zkvaSovani cuk-

ra se lisilo a bylo zavislé na daném kmenu [66, 68].

Izolaty 2 III. (MRS), 1 I, 2 1., 4 L(M17), BIL, I II., JII. (MRS)a AIl, BL,J L. (M17) .
zkvaSovaly glukdzu a sachardzu, nezkvasovaly rafindzu a sorbitol. Poskytované vysledky
byly shodné s vysledky ziskanymi pro bakterii Streptococcus thermophilus jak ve studii
Guessase a Kihala [64], tak Cheriguene [68]. Zminéné poznatky tedy naznacovaly, ze by se

Vv ptipad¢€ vyse uvedenych izolati jednalo prave o druh Streptococcus thermophilus.
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6.2.7 PYRA test a VP test (Voges-Proskaeueriv test)

Uvedené testy slouzily jako doplitkové testy k biochemické identifikaci, pfedev§im vsak
pro potvrzeni pfitomnosti rodu Enterococcus a druhu Streptococcus thermophilus. PYRA
testem lze stanovit aktivitu pyrrolidonylarylamidazy, zatimco VP test byl pouzit pro rych-
lou detekcei produkce acetoinu. Pozitivni reakce u PYRA testu se projevila Cervenym zbar-
venim, zatimco negativni reakce zbarvenim Zlutym. V piipad¢ VP testu byla pozitivni re-
akci Cervené nebo riizové zbarveni a negativni reakce byla bezbarva, popt. mirné¢ narzove-

la barva [42, 59, 69, 70]. Vysledky reakci byly uvedeny v Tab. 19, 20.

Tab. 19. Vyslednd barevna reakce u izolatiiz 1. a 2.odbéru na piidé MRS.

1. odbér Vysledna barevna reakce 2. odbér Vysledna barevna reakce
Vzorek VP test PYRA test || Vzorek VP test PYRA test
11. + + Al + +
21. + + B Il - -
2 11. + + J L - -
&
S 2111 - - J L. - -
<
= 91l + — KL + -
==
101. - — L Il + +
10 I1. + — L 1. + -
111. + - LIV. + -
1111 - — 11 - -
I 1. + +
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Tab. 20. Vyslednd barevna reakce uizolatiiz 1. a 2. odbéru na piidé M17.

1. odbér Vysledna barevna reakce 2. odbér Vysledna barevna reakce
Vzorek VP test PYRA test || Vzorek VP test PYRA test
1l - - Al + +
21. - — All - -
é’é 211. + + Bl - -
E 31. - - B Il + +
- 41. - - I + +
5. — + J 1 - -
61l — + LIV. + +
101. - + LV. - -
10 - +

Pomoci PYRA a VP testu byla potvrzena predchozi uvaha, Ze se jednalo u izolati 1 1. a 2
II. (MRS), 2 II. M17), AL, T IIIl. (MRS) a A 1. a B II. (M17) o enterokoky, z davodu pozi-

tivni reakce u obou uvedenych testt [66, 69, 70].

V ptipad€ negativniho PYRA i1 VP testu u kmeniti 10 I, 11 II. (MRS), 3 I. (M17), J IIL
(MRS) a L V. (M17), se jednalo o laktobacily. Taktéz podle Guessase a Kihala [64] lakto-

bacily neprodukovaly acetoin a némély aktivni pyrrolidonylarylamidéazu.

Na zaklad¢ studie Facklama a Elliotta [66] byla potvrzena spravna identifikace druhu Leu-
conostoc mesenteroides subsp. mesenterodies, diky negativni aktivité pyrrolidonylarylami-

dazy.

V ptipadé izolatd 2 I. (MRS), L II. (MRS) aI L., L IV. (M17) se potvrdila ptedchozi speku-
lace, ze se jednalo o druh Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis, a to diky pozi-
tivni reakci na acetoin. To souhlasi také s tvrzenimi Gornera a Valika [2] a Guessase a
Kihala [64]. Izolaty 9 II., 11 I. (MRS) neprodukovaly acetoin, ale mély aktivni pyrrolidony-
larylamidazu. Tento poznatek vyvratil pfedchozi domnénku, Ze se jednalo o druh Lacto-
coccus lactis subsp. lactis, avSak dokazuje, Ze by se mohlo jednat o druh Lactococcus
lactis subsp. cremoris. Izolaty 10 II. (MRS) a MRS L III., K II., L IV. (MRS) byly negativ-
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ni na acetoin a pozitivni na aktivitu pyrrolidonylarylamidazy, a proto se jednalo o vyse

uvedené kmeny.

Negativni PYRA 1 VP test naznacil pfitomnost jak laktobacild, tak streptokoki. Proto na
zaklad¢ tvaru bakterii, byly izolaty 2 III. (MRS), 1 1., 2 1., 4 . M17) a BIL, I'IL., J IL
(MRS), A III., B L., J I. (M17) identifikovany jako streptokoky. Uvedené tvrzeni l1ze podpo-
fit vysledky studie Facklama a Elliotta [66], ktefi u streptokokd zaznamenali negativni ak-
tivitu pyrrolidonylarylamidazy a studii Guessase a Kihala [64], ktefi u stanovili negativni

reakci na produkci acetoinu.
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ZAVER

Pro syry zrajici pod mazem je typicky postup jejich zrdni. Zrani probihd v mistnostech
s piesné vysokou relativni vlhkosti vzduchu, stanovenym Klimatem a teplotou, ktera se v
prubéhu zrani méni. Hlavni zmény v procesu zrani syra jsou zpisobeny piitomnosti mikro-
organizmu. Bakterie mékkych zrajicich syri jsou grampozitivni a katalazanegativni.
Na zéklad¢ téchto vlastnosti bylo vybrano 35 vyizolovanych kment, které byly podrobeny
lované kmeny byly vylouceny z diivodu gramnegativity nebo se vyznacovaly pozitivni re-
akci na kataldzu. Pfitomnost bakterii mlééného kvaseni byla potvrzena testem, negativni
schopnosti redukovat dusi¢nany na dusitany, a také pomoci oxida¢né-fermentacniho testu,
ktery prokdzal, ze se jednalo o fakultativné anaerobni mikroorganizmy, protoze dokazali
utilizovat cukry jak aerobng, tak anaerobné. Jediny izolat s oxidativnim metabolizmem byl
Z druhého odbéru na pidé MRS A L. V tomto pfipadé byla potvrzena uvaha, Ze se jednalo
rod Enterococcus. Ze ziskanych vysledki bylo dale zjisténo, ze kmeny 10 L., 11 II., J IIL
(MRS) a3 1., L V. (M17) jsou s nejvétsi pravdépodobnosti laktobacily, a to Lactobacillus
casei nebo Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis. Spravnost uréeni by mohlo byt prokaza-
no vyse uvedenou polymerazovou fetézovou reakci nebo nékterymi pracovisti v CR, které
se na tuto praci specializuji. U kment 1 1., 2 I, I Il. (MRS) a 2 1I., A 1, B Il. (M17) se
jednalo o rod Enterococcus a Vv pfipadé kment 5 1., 6 II. a 10 I. (M17) se jednalo o rod Leu-
conostoc. U kment klasifikovanych jako Streptococcus thermophilus 2 111., B 1., 111, J 1.
MRS)all,21,41,All,BI,JIL (M17) byla spravnost urceni ovétena studii Guessase
a Kihala, a také Cheriguene, ktera poskytovala shodné vysledky. V ptipad¢ izolatt 9 11., 10
I, 111, KIL, LI, LIV, (MRS)all,LIV, LI, 21l (M17) se jednalo o rod Lacto-
coccus. U kmenu I I, LTIV., L II, 2 I. (M17) byla pozorovana navic i tvorba acetoinu, coz

vedlo k blizsimu uréeni rodu Lactococcus, a to Lactococcus lactis subsp. lactis diacetalis.

Klasifikace bakterii mlééného kvaSeni je zaloZena na biochemickych a fyziologickych cha-
vSak naro¢né na podminky ristu a jejich diferenciace je velmi obtizna. Fenotypové metody

jsou z hlediska ¢asového velmi zdlouhavé, proto se ¢asto pouzivaji metody genotypové.

wewvr
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ADP Adenosindifosfat

ATP Adenosintrifosfat

BMK Bakterie mlécného kvaseni.

BSA Hovézi sérovy albumin

DNA Deoxyribonukleova kyselina

dNTP 2’-deoxyribonukleosid-5"-trifosfaty
H* Vodikovy ion

LDH Laktatdehydrogenasa.

NAD* Nikotinamidadenindinukleotid

NADH Redukovana forma NAD

G+C Baze DNA

OF test Oxidaéné-fermentacni test
OH™ Hydroxyl

RNA Ribonukleov kyslina
t.v.s. Obsah tuku v susiné

uv Ultrafialové zateni

VP test Voges-Proskauertiv

Str. Streptococcus

Lb. Lactobacillus
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Tab. 13. Projev zmény barvy u izolovanych kmenit z 1.a 2. odbéru na piide M17 ..

Tab. 14. Projev zmény barvy u izolovanych kmenii Z 1. a 2. odbéru na piidé MRS

Tab. 15. Barevné zmény u izolovanych kmenmii 2 1. a 2. odbéru na piidé MRS .......

Tab. 16. Barevné zmeny u izolovanych kmenii z 1.a 2. odbéru na pidé M17 .........

Tab. 17. Vysledky testu na zkvasovani cukrii u izolatii z 1. a 2. odbéru na pudé

Tab. 18. Vysledky testu na zkvasovani cukrii u izolati z 1. a 2. odbéru na pude

Tab. 19. Vyslednd barevna reakce u izolatii z 1. a 2.odbéru na piidé MRS............

Tab. 20. Vyslednd barevna reakce u izolatiiz 1. a 2. odbéru na piidé M17
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SEZNAM PRILOH

Pl Technologické schéma mékkych zrajicich syri



PRILOHA P I: TECHNOLOGICKE SCHEMA MEKKYCH
ZRAJICICH SYRU [38]

Prijem mléka

4

QOdstred’ovani mléka I

g

Pasterace mléka

4

Standardizace mléka

4

Piedzrani mléka

zakys

g

Syteni mléka

g

Syrovatka

=

Krajeni, michani

4

Syrovatka

=

Formovani syri

g

Syrovatka

=

Odkapani syri

g

Soleni syri

4

Zrani syri

CaClz
syridlo

NaCl

g

Baleni

g

Uchovéni v chladu




