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ABSTRAKT

Tato prace popisuje taxonomick&azeni, charakteristiky, vyznam a vyuZiti bakterigin

ného kvaSeni v potravirgvi.

Cilem praktickéasti této prace bylo studium zvolenych fenotypowiastnosti vybranych
kmeni bakterieStreptococcus thermophiluktery se hoj& vyuziva v mlékarenském {pr
myslu. Byla studovana jejich biochemicka aktivitdorané fyziologické vlastnost, profil
aminokyselin a protein A tyto vlastnosti byly srovnany se shirkovymi kigestejného dru-
hu.

Kli¢ova slova: mléné bakterie, probiotikeéstreptococcus thermophilus

ABSTRACT

Abstrakt ve sgtovém jazyce

This work describes taxonomy submission, charattesj signification and using of lactic

acid bacteria fermentation in grocery.

The practical part goal of this work was study elested fenotypic properties of chosen
strains of the bacterigtreptococcus thermophilug/hich is widely used in dairy industry.
Their biochemical activity as well as profile of iotracids and proteins were studied. And

these properties have been compared with collesti@mmns of the same kind of bacteria.

Keywords: Lactic acid bacteria, probioti&treptococcus thermophilus
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UvoD

K nejdilezitéjSim bakteriim vyuzivanych v mlékarenskénimyslu pati bakterie miéného
kvaSeni. Tyto bakterie se mlékarenskéminprsiu vyuZzivaji jakogisté mlékaské kultury
k vyroke zakysanych migych vyrobki, kefina, jogurti, zakysanych smetan, acidofilnich
miek, tvaroli a syif. Jde nejen o jejich funkci ve vyrébkde je diky nim zajigh spravny
prabéh vyrobniho procesu a tim dosazeni Zadouci jakostibku, ale i o dieteticko-

lécebnou funkci mignych bakterii.

Probiotika se takéadi mezi bakterie mi@ého kvaSeni. Jde o Zivé mikroorganismy, doda-
vané do lidského organismu v potravinach nebo jpétravinové dopiky, prezivaji pi-
chod lidskym zaZivacim traktem a pozitvovliviiuji ¢innost stevni mikrofléry. V sodasné
doke kysané miéné vyrobky pedstavuji v Evrop spolu s probiotiky trh s miliardovym ob-
ratem.

Bakterie miéného kvaSeni se nevyuzivaji pouze v mlékarenskémystu. Jejich schop-
nosti okyselovat substrat a tim ho chrad#dvnikem nezadoucich bakterii se vyuzivid p
kvaseni zeleniny. Byvaji také ststi startovaci kultur pouzivanych v masnéfmpsiu [
vyrobé a zréni klobas a salém

Streptococcushermophilusje povazovany za jednu z n&jezitéjSich v paimyslu vyuZziva-
nou mi€nou startovaci kulturu. Tato bakterie je vyuzivapalu sLactobacillus delbruec-
kii ssp.bulgaricusk vyrokg jogurti nebolLactobacillus helveticuk vyrobs syni s vysoko-

dolrivanou syeninou (nap Emental).
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1 MLE CNE KVASENI
Bakterie mléného kvaSeni vyt¥aji z cukf kyselinu miénou jako hlavni produkt, ktera

chrani prostedi ged ostatnimi mikroorganismy, které nesnaseji kysedétedi. [1]

1.1 ZkvaSované cukry

Bakterie mléného kvaSeni zkvasuji vSechr§zbé cukry, tj. hexosy a pentosy, monosacha-
ridy, disacharidy a dokonce i vicemocné alkoholydgrol, mannitol apod.). Skrob, celulo-

sa a jiné nerozpustné sacharidy js@&i BéZnym formam mi&ného kvaseni odolné. [1, 2]

1.2 Typy mlééného kvaSeni

1.2.1 Homofermentativni kvaseni
Homofermentativni miéné kvasSeni probiha dle rovnice:

Celeoe - CH3-CHOH-COOH
Produktem homofermentativniho kvaseni je kyselit&&ma. Mezi hlavni mikroorganismy

provadjici homofermentativni kvaSeni patactobacillus plantarumLactococcus lactis.

[1]

1.2.2 Heterofermentativni kvaseni
Heterofermentativni mé&é kvaSeni probiha dle rovnice:

CeH12HOs — CH;-CHOH-COOH + CHCOOH + GHsOH + CQ + H,
Produkty heterofermentativnino kvaseni jsou k¥diyseliny mi€né také kyselina octova,
propionov4, etanol, glycerol, oxid uiliy, popr. vodik. Mezi hlavni mikroorganismy prova-
dgjici heterofermentativni kvaSeni piat.actobacillus brevis, Leuconostoc, Pediococcus.
[1, 2]

1.2.3 Necisté kvaseni
Pri neCistém kvaSeni vznikaji néemre pachnouci latky: NE (hniti), kyselina méselna
(maselné kvaseni)ris. Mezi hlavni mikroorganismy prov§iti netisté kvaSeni pét hni-

lobné bakterie (fislusnici roduEscherichiaa Enterobacte), bakterie maselného kvaseni
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(obligatre anaerobnClostridium butyricum Clostridium pasteurianumClostridium tyro-

butyricun, plisre a Kisové kvasinkyCandidg Oospora Torulopsis. [1, 2]

1.3 Kyselina ml&na

Kyselina mi€na je¢ir4, nazloutla, sirupovitq kapalina, molekulové hnusti 1,294 g/mol
pri 25 °C. Je dote rozpustna ve vagd alkoholu a éteru. Je nerozpustna v chloroforrmel. V
vysSich koncentracich je hygroskopicka. S chloridetazitym dava charakteristické Zluto-

zelené zbarveni. [3]

Kyselina mi€na obsahuje jeden asymetricky uhlik. Existuje veudeptickych formach jako
levotativa a pravotéiva a ve forms opticky inaktivni, racemicke. &které mikroorganismy
produkuji opticky aktivni kyseliny, ale vestéiné pripadi se fermentaci ziskava opticky
inaktivni kyselina, coz sefipisuje &inku enzymu racemasy. imyslow vyrobena kyselina

mlécna je obvykle racemicka. [3]

Potravindiska kyselina miéna, o koncentraci 50 nebo 80 % se pouZziva v poidizkém
pramyslu @i vyrobe dZend, cukrovinek, ovocnychtav, esenci dasto jako nahrada kyseli-

ny citronové a vinné. [3]

Chemickycista kyselina mk&né se pouziva ve farmaceutickénimyslu a na Upravu krav-

ského mléka proaiskou vyzivu za &elem zlepSeni jeho stravitelnosti. [3]
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2 BAKTERIE MLE CNEHO KVASENI

Pod pojmem bakterie ndgého kvaseni se zpravidla rozumi skupina kokovigdiginko-
vitych bakterii zahrnujici ékteré druhy rod Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus,

Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus a Bifidoddem. [4]

Bakterie miéného kvaSeni iedstavuji iznorodou skupinu grampozitivnich, nesporuluji-
cich bakterii, které jsou katalasa negativni, izdyjedirglych pripadech se fize vyskyt-

nout pseudokatalasa. [5]

Bakterie miéného kvaSeni se vyskytuji na vicdrpdnich stanovistich, nejenom v mléce a

miécnych vyrobcich. Nachazi se na rostlindch a v zakivéraktucloveka i zviat. [4,6]

Bakterie mliéného kvaSeni hrajiadezitou roli v potravinéském péimyslu nap. pri tvorbeé

aroma a textury mééych vyrobki a inhibuji st sporulujicich bakterii. [5]

Pro &tSinu bakterii migného kvaSeni neni kyslik toxicky, rostou proto ip#omnosti
vzduchu. Jsou aerotolerantni, mikroaerofilni nelkultativre anaerobni. Vyjimku tvi
piisré anaerobni bifidobakterie, které rostou optirsdlratmosfée s 10 % C@ Fi pripra-
vé specialnich kysanych ntiéych vyrobKi na bazi bifidobakterii se pouZzivaji kmeny za

danych podminek aerotolerantni (hapifidobacterium longunBB536). [4]

Mlécné bakterie jsou velmi natpé na ziviny, které jim vifrodé poskytuji rozkladajici se
rostliny a potraviny. Na tyto bohaté zdroje jsouofil privyklé, Ze nejsou schopny samy
syntetizovat utité ristové faktory jako aminokyseliny, vitaminy skupiBya jiné. Nekteré
vyZaduji pro swj rast az 6 vitamifi. Koncentrace vitaminse potebna k dosazeni maxi-
malniho fistu se uidznych vitamir liSi. Nejnar@néjSi je Leuconostoc mesenteroidésery

vyzaduje 17 aminokyselingkteré ml€né bakterie pdiebuji 2 az 3 aminokyseliny. [4, 6]

2.1 Tridéni bakterii mlé¢ného kvaSeni a jejich vlastnosti

Spoleénym znakem bakterii mi@ého kvaSeni je tvorba kyseliny igm& ze zkvasitelnych
sacharid. Déli se podle hlavnich a vedlejSich produkita homofermentativni a heterofer-
mentativni. U skterych rodi bakterii miéného kvaSeni je mozno pouzit jako identifikia

znak i konfiguraci a optickou at&ost vzniklé kyseliny ml&né. [4,5]
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Z morfologického hlediska se u bakterii tmiého kvaSeni setkavame s mensi pestrosti. Na-

chazi se zde koky v parech, kratSich a deitiacich, ty¢inky izolované a wetizcich a u

bifidobakterii \&tvené tyinky. [4]

Tabulka 1: Rody bakterii miéého kvaSeni, jejich typ a produkty [4]

rod (skupina) typ fermentace hlavni produkvty (moléarni konflguraqev kysell-
pomér) ny mlééné

Lactococcus homofermentativni laktat L(+)
Streptococcus homofermentativni laktat L(+)
Pediococcus homofermentativni laktat DL, L(+)
Lactobacillus homofermentativni laktét

Thermobacterium | homofermentativni laktat D(-), L(+),DL

Streptobacterium | homofermentativni laktat D(-), L(+),DL

heterofermentativni * laktat:acetét 1:1

Betabacterium heterofermentativni laktat:acetat:CO, 1:1:1 DL
Leuconostoc heterofermentativni laktat:acetdt:CO, 1:1:1  D(-)
Bifidobacterium heterofermentativni laktat:acetét 2:3 L(+)

* pfi fermentaci pentos

2.2 Rod Streptococcus

V taxonomii streptokok secasto uZivaji dva klasifikai systémy vedle sebe. Ve starSim
pojeti jejich klasifikace se ro&treptococcusiéli na Sest skupin: pyogenni streptokoky,
oralni streptokoky, jiné streptokoky, anaerobnémtokoky, enterokoky a migé strepto-
koky. V nowjSim klasifikatnim systému je rozteni do vySe uvedenych skupin ponechané
s vyjimkou vynechani anaerobnich streptakakpovySeni enterokdka mi&nych strepto-

koki na samostatné rodignterococcus Lactococcus(4]

Streptokoky tvei sférické nebo vejté buiky. Pokud rostou v tekutém médiu jsou uspo
dany v parech, kratSiah delSichietizcich. Jsou nepohyblivé, nesporulujici, jsoungpazi-

tivni, vétSinou fakultativé anaerobni a katalasa negativni. [8]

Bakterie roduStreptococcugsou homofermentativni, tzn. Ze fermentuji sachyahiavré na

kyselinu mli€nou. Neredukuji dushan na dusitan. [4]
Streptokoky rostou v rozmezi 25 az 45 °C s optiB&@MC a nerostouipl0 °C. [8]

Rod Streptococcusbsahuje druhy komenzalni, parazitické az patdgemnlidi a zvfata i

saprofytické. Saprofytické druhy se vyskytuji firpdé a v potravinach a maji vyznamné
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vyuziti v potravinéském piémyslu. Ty jsou ale nayi zafazeny v novych rodechactoco-

cusaEnterococcusiadi se k nim Btreptoccocus salivariussp.thermophilus [4]

Streptokoky jsou naimé na Ziviny. Pro gy rast a metabolismus vyZaduji aminokyseliny,
peptidy, puriny, pyrimidiny a vitaminy. Pro optimakist v syntetickych zivnych médiich je

potiebna glukosa nebo jiny fermentovatelny sacharid. [4

2.3 MIééna skupina, rodLactococcus

V mlécné skupig streptokok, nebo-li v rod Lactococcusnachazime tyto druhy:acto-
coccus lactissp.lactis, Lactococcus lactissp cremoris, Lactococcus lactssp hordniae,

Lactococcus raffinolactis, Lactococcus garvakactococcus plantarunjé]

2.3.1 Lactococcus lactissp lactis

Lactococcus lactisssp lactis je v mlékarenstvi nejroz&ingjSim mikroorganismem.
V ¢erstvém, za hygienickych podminek nadojeném miépeuae tekouci studi vodou

ochlazeném miléku se velmi detrozmnoZuje a Zisobuje kvaSeni. [4]

Lactococcus lactissp lactis je sokasti pouzivanych¢istych milékaskych kultur na vy-

robu rekterych kyselych mlék, zakysanych smetan a na wkdech druf syni. [9]

Buriky maji vegity tvar o pameru 0,5 — 1,0um, WtSinou jsou v parech nebo v kratkych
fetizcich. V bujonové kulte s glukosou dosahuieactococcus lactissp lactis pri teplot
30 °C koné&nou hodnotu pH 4,5 az 4,0. [4]

Charakteristickym znakem je, Ze nefermentuje sashamebo jenom v nepatrné ieni
V miléku tvai 0,8 az 0,9 % kyseliny miéé a mléko sraziip20 az 30 °C do druhého dne.

NesSgpi kyselinu citronovou, netwbacetoin, diacetyl ani CO[4]

Pro swj rast v syntetickém médiu vyZadujéitomnost 4 az 5 vitaminskupiny B, 10 az 13

aminokyselin, octan, oleat nebo lipoat.[4]

Nekteré kmeny produkuji antibiotikum nisin, které imije rozvojiady grampozitivnich
bakterii, zvla& anaerobnich sporotvornych, jako jsou klostridimwenych syrech. Toto
antibiotikum se pouziva jako pomocna latkakpnzervaci potravin. Bkteré kmeny meta-

bolizuji aminokyselinu leucin. [4, 6]
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2.3.2 Lactococcudactis ssp.lactis biovar diacetylactis

Tento biovar ma podobnou charakteristiku jakatococcus lactissp.lactis. LiSi se tim,
Ze za pitomnosti fruktosy tvii hlavrs CO; a kyselinu octovou. $pi kyselinu citronovou,
piicemz se ve zrmé mie tvai acetoin. Diacetyl se potom z acetoinuifvaxidaci vzdus-
nym kyslikem.Lactococcus lactissp.lactis biovardiacetylactisbyva v mezofilnicRistych

mlékaskych kulturach, ve kterych se pozZaduje tvorba ardiacetyl). [4]

2.3.3 Lactococcus lactissp cremoris

Lactococcus lactissp cremorisse v mlékarenské technické mikrobiologii pouziakoj
jedna ze slozek mezofilnich zakysTvori buiky o pimeru 0,6 — 1,0um (¢asto jsou ¥tSi
jak Lactococcus lact)s Bunky zistavaji u sebe ve s jejich ctleni, proto vznikaji dlouhé

fetizky slozenéasto z 20 i vice buk. [4]

Lactococcus lactissp cremorisma rékteré charakteristické vilastnosti, kterymi se didi
Lactococcus lactissp.Lactis Ma nizSi optimalni teplotuastu, tvai meritelné mnozstvi
CO,. Morfologicky se vyznéuje \&tSimi buikami a tvorbou dlouhyclietizki, které jsou
charakteristické jen préerstvé kultury pstované v mléku. U starSich kulturisgizky roz-

padaji na pary. &které kmeny tvii sliz. [4]

2.3.4 Lactococcus raffinolactis

V mlékarenské mikrobiologii neni tento druézhy. Z fermenténiho hlediska se obdacto-
coccus lactisssp.lactis lisi hlavre fermentaci sacharosy. Jehivpdnim stanovigm jsou

prirozere zkysnuta miéka.[4]

2.3.5 Lactococcus plantarum

Lactococcus plantaruntvoii grampozitivni a nepohyblivé bBlky, které maji kulovity az
vefity tvar a jsou protahlé ve smu ckleni, uspdaddané v parech nebo kratkykdtizcich.
Netvari pigment a nenfi-hemolyticky. Je fakultativhanaerobni a katalasa negativni. Roste

e

pii 10 °C a pestavaist @i 45 °C. Snasiiitomnost NaCl do koncentrace 4 %. [10]

Lactococcus plantarumkvasuje na kyseliny fruktosu, glukosu, maltosumBrosu, mani-
tol, sorbitol, N-acetylglukosamin a celobiosu, nesuje D-arabinosu, L-arabinosu, galak-

tosu, laktosu, rafinosu, ribosu, rhamnosu, L-saub@sxylosu, glykogen a inulin. [10]
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2.3.6 Streptococcus salivariussp thermophilus

O Streptococus salivariussp thermophilusude pojednano v samostatné kapitole.

2.4 Enterokokovéa skupina, rod Enterococus

Vyznam a Uloha rod&nterococcugsou v potravingské mikrobiologii na prvni pohled pro-
tichadné. VyuZivaji se jejich pozitivni viastnosti &vodni gisluSnosti k roduStrepto-
coccus Enterokoky intenziv fermentuji sacharidy aékdy se @astni na tvor® aroma a
chuti potravin. Fipisuje se jim i toxicita, tvorba biogennich aia vyuZivaji se mikrobio-
logii pitné vody jako indikatory recentniho (nedétm) zneisténi. Rod Enterococcusoyl

pojmenovan podle jehaipodniho stanovigt coz jsou seva lidi a zuiat. [4]

Enterokoky jsou odolnéd¢i zvySené koncentraci soli v potravindch a timi¢ivsnizené

aktivité vody, mohou peZivat nizsi pastetai a termizani teploty. [4]

Enterokoky fermentuji sacharidy pod@bako jiné bakterie mi&ného kvasSeni. Neredukuiji
dustnan na dusitan, nerozkladaji celulosu, pektin §.ti§znamnou proteolyzu vykazuje

pouze proteolyticky druknterococcusaecalis [4]

Enterokoky jsou, i kdyZ se nepouzivaji jako teck@imikroorganismy, stalou seasti mik-

rofléry syni, syrovych fermentovanych klobas, Sunky a jinycbstlinnych potravin. Emen-
talské syry, které obsahovaly malo enterakakely malo vyraznou chii Enterokoky mo-
hou byt synergisty uziteé mikroflory. Stimulace je pra¥dodobr zpisobena rychlou
tvorbou S&pnych produki bilkovin proteolytickymi kmeny, které jsou potéasimo dostup-
nym zdrojem dusiku pro jiné bakterie #mého kvaSeni. Z tohotaidodu mohou enteroko-
ky, i pokud nejsou plynotvorné, stimulovat i dostabu tvorbu ok (jinymi neZ propiono-

vymi bakteriemi) u tvrdych dlouhozrajicich 8yf4]

2.4.1 Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalisvofi buiky prodlouzené ve stru céleni o pameru 0,5 — 1,0um,
uspaadané v parech a kratkyehtizcich. Zpravidla jsou nepohyblivé a na polotihgiv-
nych pidach tvdi hladké smetanové az bilé kolonie. Je odoligi zahrevu na 60 °C po

dobu 30 min, coz je ale podnaie hodnotou pH proisdi a stdm burek. [4]

Enterococcus faecalifermentuje glukosu za tvorby hlavkyseliny mi€né. Aminokyselinu

tyrosin dekarboxyluje na biogenni amin tyramin. [4]
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V ementélskych syrechitbe zmisobit Enterococcus faecaligokud bude ve &Sim mnoz-
stvi (5.10 az 1.16 KJT.g") ,bilou hnilobu* a inhibovat tak tvorbu ok propiowmi bakte-
riemi i vznik normalni chutigchto syfi. Bila hniloba se projevovuje fazu tvorbou bilych

skvrn s ntkkym a hakym obsahem. [4]

2.5 Rod Leuconostoc

Buriky téchto bakterii jsou kulaté, a ugidolané v parech #etizcich. Jsou grampozitivni,

nepohyblivé a netvud spory. Jsou fakultatiénanaerobni a katalasa negativni. [11]

Leukonostoky nejsou proteolytické a neredukuji ¢hesi na dusitan. V Zivnychadach
vyZaduji gitomnost @stovych faktoii, aminokyseliny a vitaminy skupiny B. Jejictist je
podmirgény pritomnosti fermentovatelného sacharidu. kyselinu miénou, CQ a etanol,
coz znamena ze jsou heterofermentativriktBré kmeny maji oxidai metabolismus a

proto produkuji misto etanolu kyselinu octovou.§48]

VétSina leukonostakdisimiluje za pitomnosti fermentovatelného sacharidu citrat zakiyo
diacetylu (CH-CO-CO-CH), acetoinu (CEHCHOH-CO-CH) a 2,3-butylenglykolu. Dia-
cetyl je v mlékastvi vyznamnou aromatickou latkou. Naproti tomuwt@ ve vig je neZa-
douci. Vlastnost produkovat diacetyl ztracefkteré kmeny, pokud jsou pasazovany

v laboratornich podminkach. [4]

Neékteré leukonostoky snaSeji v priesti vysoké koncentrace sacharosy (55 aZz 60 %)ua jso
dolre pizpusobitelné na progdi cukrovail, rafinérii a v potravingkych vyrobach se&tsi
spotebou sacharosy, hla¥nv roztocich (vyroba limonad a slazenych miner&iniod).
Jejich Gst a metabolismus #pobuje v cukrovarech vyznamné ztraty sacharosy @ %),
korozi zd&izeni v disledku produkce kyselin a pro tvorbu dextranowylit poruchy v di-

fuzérech. [4]

Kmeny leukonostok tvorici dextranovy sliz maji v bétiné séné enzym dextran-sacharasu.

[4]

2.5.1 Leuconostoc mesenteroidesp.mesenteroides

Leuconostoc mesenteroidesp. mesenteroidese vyznduje tvorbou charakteristického

dextranového slizu, ktery produkuje ze sachardayn pri teplotach 20 az 25 °C. [4]
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Tento druh, pitomny jako kontaminace cukru,iie zmisobit Uplné zrosolovani slaze-
nych mineralnich vod, ucpavat potrubi v cukrovaraghko kontaminace v drdaistvi méa

za nasledek aglutinaci drozdi, a tim snizeni jefaské schopnosti. [6]

2.5.2 Leuconostoc mesenteroidaesp.dextranicum

Leuconostoc mesenteroidesp. dextranicumse vyznauje tvorbou dextranu, ale je m&n
aktivni neZLeuconostoc mesenteroidesp. mesenteroideslJe méa narany na Ziviny a

rastové faktory. [4]

Dextran se vyrabi fimyslovou fermentaci pro lékské &ely, jako nahrazka krevni plaz-

my. [6]

Tento druh disimiluje citrdt na aromatickou latkaatyl, pouziva se proto v mliékarenské

technologii jako sloZka smetanového zakysu. [4]

2.5.3 Leuconostoc mesenteroidesp.cremoris

Leuconostoc mesenteroidesp cremorisnetvai ze sacharosy sliz. Mezi leukonostoky je
nejmért aktivni a nejnarénéjSi na Gstové faktory, vitaminy skupiny B a aminokyseliny.
Vyznauje se disimilaci citratu a tvorbou acetoinu a elfigici. Je stalou sloZzkou mezofilnich
smetanovych kultur. Jehadipdnim stanovigém je mliéko a miéné produkty. Jinéfrodni

stanovis¢ neni zndme. [4]

2.5.4 Leuconostoc lactis

Leuconostoc lactifermentuje laktosu rychleji nez jiné druhy. Zjéwkyseluje a srazi i ne-
obohacené mléko. Citrat disimiluje za tvorby acaic diacetylu. Je termorezistefjnnez
ostatni druhy, snasi zg@v na 60 °C trvajici 30 min. Tento druh byva izdlopouze fdka
a pokud ano, tak n&gjsgji z mliéka a mlénych produki. [4]

2.5.5 Leuconostoc oenos

Leuconostoc oenase vyskytuje pouze ve \ira podobnych produktech. Od ostatnich leu-
konostok se liSi vice charakteristickymi znaky. Belroste v kyselém prastdi (p&ateni

pH 4,2 — 4,8), snasi praeti s 10 % etanolu. Jehast je pomaly a vyZaduje 5 — 7 dri p
22 °C. Jiné leukonostoky v takto kyselém predt nerostou. [4]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

2.6 Rod Pediococcus

Bakterie roduPediococcupati mezi homofermentativni bakterie té&ho kvaseni. Jejich
hlavnim metabolitemipfermentaci sacharidje racemick& (DL) a pravotiva L(+) kyseli-
na mi&na. Jejich fvodnim stanovisim jsou rostliny a z nich se dostavaji didsjusSnych

potravin. [4]

Pediokoky maiji kokovité hiky, ¢asto jsou usp@dané v parech, tetradach nebariteblu-
ky. Jsou grampozitivni, nepohyblivé a nesporulujisbu fakultativé anaerobni a katalasa

negativni. [11]

Pediokoky neredukuji dusian na dusitan. Jako vSechny bakteriecnééo kvaSeni, jsou
naratné na éstové faktory, aminokyseliny a vitaminy skupiny Bast je podmigny pri-
tomnosti fermetovatelného sacharidu. Nejsou prytické a jako typické saprofyty nejsou

patogenni pro lidi a zkata. [4]

V pivovarnictvi jsou nezadouci, protoze produkggt@in, ktery se oxidaci vzdusnym kys-
likem meni na aromatickou latku diacetyl a to Hepivé ovliviiuje cha’ piva. Do piva se

dostavaji ze sladovnickéha:igene nebo z vyrobeného sladu. [4, 6]
Pediokoky se fileZitostrg, vedle jinych bakterii a kvasinek, &astiuji kaZzeni majonéz.[4]

Pozitivni tlohu maji pediokokyipfermentaci rostlinnych potravin: zeli, okurekJereno-
vych snési, sildzi a v asijskych sojovych a ryzovych fertoeanych produktech.

V asijskych produktech se upiaie jejich halotolerantnost az halofilnost [4]

Pri kvaSeni zeli se upkatje jejich acidotolerantnost. RozmnoZuji séetitfazi kvaseni, iip
nizSich teplotach, kdyz je v praésti uz 1,5 az 2 % kyselin. Fermentujiid fermentova-

telné pentosy (arabinosa, xylosa). [4]

Pediokoky jsou saiasti startovacich kultur pouzivanyadh ypyrobé a zrani klobas a salém
kde dojde k rychlé tvorbkyseliny mi€né, ktera inhibuje rozvoj hnilobnych bakterii idzp

nivé ovliviiuje chu’ hotového vyrobku.. [4, 6]

2.6.1 Pediococcus damnosus

Pediococcus damnosisge nachazi v kazicim se @ivmladire a pivovarskych kvasnicich.
Byva slozkou startovacich kultur v masnénirpyslu. Fermentuje maltosu za tvorby kyse-

lin, ne plynu. Z pyruvatu tud acetoin a diacetyl, ktery je nosnou aromatickakdu tvdici
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se v kazicim se piy tzv. sarcinovy pach. Je 2Zmg tolerantni k chmelovym mikrobicidnim
latkam. [4]

2.6.2 Pediococcus acidilacti

Pediococcus acidilactbyl izolovan ze zkazeného rmutu a nechmelené mjadieroste
Vv pivé, protoze je citlivy na chmelové mikrobicidni latkye termorezisteng$i nez ostatni

pediokoky a byvéa sdwsti startovacich kultur v masnéntumsysiu. [4]

2.6.3 Pediococcus halophilus

Pediococcus halophiluse aktivi U¢astni fermentace sojové zapary a sojovychibab
vyrobé asijského rostlinného syru ,miso”. Nejlépe roste gitomnosti 6 az 8 % NacCl,
dohkre snasi 18 % NaCl &které kmeny 20 az 26 % NaCl. [4, 6]

2.7 Rod Lactobacillus

Buriky laktobacifi maji tvar nepohyblivych tjnek. Jejich tvar vSak vykazuje Zmeu vari-
abilitu pres dlouhé, rovné, migohnuté az po koryneformni (kyjovité)tgky a kokotgky.
Délka burk a stupeé jejich ohnuti je zavisly na dtiakultury, sloZeni kultivéniho média a
pritomnosti kysliku v prosedi. Charakteristické vlastnosti knjednotlivych druld viak
zastavaji zachovany. &které plynotvorné druhy maji v kultel snés dlouhych a kréatkych
burgk nag. Lactobacillus fermentuniactobacillus brevisKokotyeky byvaji tak kratké,
Ze je mozna jejich z&ma s leukonostoky nebo laktokoky. iy se @li pouze v jedné

roviné. Tendence tvorbietizki neni tak typicka a zavisi nastové fazi a pH média. [4]

Laktobacily jsou velmi naimé na Ziviny aidstove faktory. Vedle fermentovatelnych sacha-
rida jako zdroje uhliku a energie, vyZzaduji i nuklegtidminokyseliny a vitaminy skupiny B.
[4]

VétSina laktobadail roste nejlépe ip mezofilnich teplotach s horni hranici asi 40 P€které
rostou i @i nizSich teplotach jako 15 °C i 5 °C. Termofilaktobacily maji horni teplotni
hranici 55 °C a nerostou podi peplotach 15 °C. [4]

Laktobacily jsou acidotolerantni az acidofilni,jléee rostou v slab kyselych médiich
s pa:atetni hodnotou pH 6,4 az 4,508 se zastavuje, kdyZz pH dosahne hodnoty 4,0 az

3,6, coz zavisi na druhu. Kyseliny gié& a octova jsou v kyselém priesti malo disocio-
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vané a v tomto stavuipobi spolu s niz§im pH inhdimié az mikrobicidg na ostatni mikro-
organismy v progedi, s vyjimkou jinych mkénych bakterii a kvasinek. Tyto viastnosti lak-
tobacili jsou uziténé a uplatuji se v potravingské technologii a v intestinalnim traktu lidi

a zviat maji také pozitivni vliv. [4, 6]

VétSina druld je aerotolerantni, optimalnihdstu v3ak dosahuje za mikroaerofilnich nebo

anaerobnich podminek. ZvySeny obsah €@rostedi (asi 5 %) jejichist stimuluje. [4]

Laktobacily @i rastu v BZnych médiich netvud charakteristicky pach, v potravinach vSak
prispivaji ke tvorB jejich charakteristickych chiovych a aromatickych viastnosti tvorbou
tékavych latek jako acetaldehydu, diacetylu, kyselrotové, aminokyselin a v syrech i

sulfanu. [4]

Nepiitomnost katalasy umdgje kvantitativni zji§ovani mi€nych bakterii v potravinach
nebo jiném prosgedi. Kolonie vyrostlé na Zivné agarovdp se geliji 3 % roztokem pero-
xidu vodiku a ty, jez neuviiliji bublinky kysliku jsou s ne§tSi pravépodobnosti fislusnici

rodu Lactobacillus Podob# sice reaguji nap neékteri prislusnici roduClostridium schopni

pomalého iistu na vzduchu, avsak ty Ize rozliSit na zaklggich schopnosti sporulovat. [7]

Laktobacily hraji dlezitou roli gi fermentaci mnoha druhpotravin, ale zarovese také
podileji na kazeni jidla,cetrg piva. Pivo obsahuje latky z chmele, ktetéspivaji k jeho
horkosti a zarove ho chrani ped Skodlivymi mikroorganismy, ale mnoho baktertiets
nékolika druhi laktobacif, jsou v pi¥ schopny se ro#stat. Lactobacillus brevis, Lacto-
bacillus plantarum, Lactobacillus lindnery, Lactaliéus paracaceia Lactobacillus buch-
neri se nachazeji v pivu a prostli pivovaii po celém skté a pisobi jako kontaminanty.
[12]

2.7.1 Tridéni laktobacila

2.7.1.1 I. skupina = obligatr¥F homofermentativni laktobacily

Laktobacily z&azené v této skupinfermentuji hexosy vyhradma kyselinu miénou a ne-
fermentuji pentosy ani glukonat. Do této skupinyra@i nap. Lactobacillus delbrueckii
ssp delbrueckii, Lactobacillus delbrueclgsp lactis, Lactobacillus delbruecksisp bulga-

ricus Lactobacillus acidophilua Lactobacillus helveticu$8]
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2.7.1.2 IlI. skupina = fakultativné heterofermentativni laktobacily

Laktobacily zé#azené v této skupinfermentuji hexosy vyhradma kyselinu mi&nou, ¢i na
smes kyseliny mléné, octové, mraveéiha etanolu a pentosy fermentuji na kyselinucrmié
a octovou. Do této skupiny gadi nap. Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum,

Lactobacillus sakd8]

2.7.1.3 Illl. skupina obligatné heterofermentativni laktobacily

Laktobacily zaéazené v této skupirfermentuji hexosy vyhradma kyselinu mi&ou, octo-
vou (etanol) a oxid uldity a pentosy fermentuji na kyselinu fiéu a octovou. Do této

skupiny seradi nap. Lactobacillus buchneri, Lactobacillus fermentumctabacillus kefir.

[8]

2.7.2 Laktobacily v rostlinnych materialech

Laktobacily se v firodé nachazeji v menSich mnoZzstvich na povrchu nepoyaBeostlin.
Naproti tomu spolu s ostatnimi bakteriemi &niého kvasSeni rostou ve velkém mnoZstvi na
rozkladajicich se rostlinnych materialech, zejméaakazicim se ovoci. Z tohotaidu
maji velky vyznam f vyrobé mnohych rostlinnych fermentovanych prodykjako i fi
kaZeni potravin a krmiv rostlinnéhdaiyodu: kyselé zeli, kvaSené okurky, kvaSena zelenina
silaz, pivo, vino, ovocné&’dvy a jiné. V této souvislosti byli rigsgji identifikované a izo-
lované:Lactobacillus plantarumLactobacillus brevisLactobacillus curvatud.actobacil-

lus sakeLactobacillus fermentunj4]

Urcité druhy jsou specifické pro &ité produkty. Nap Lactobacillusdelbrueckiissp.del-
brueckii je charakteristickym termofilnim mikroorganismenbramborové nebo obilné z&-
pae a fermentujeip40 az 55 °C. Pouziva se i jako technicky mikr@migmus fi vyrobeé

kyseliny mi&€né z melasy. [3, 4]

2.7.3 Laktobacily v mléku a mléénych produktech

Mléko po opu&ni vemene H aseptickém dojeni neobsahuje laktobacily. Ty caxj do-
stavaji z vijSiho prostedi prachem, stykem s mlékarenskyniadém a z&izenim. Ml€né
streptokoky actococcusssp.) rostou v mléku rychleji jak laktobacily, pyov cerstvém

kyselém mléku je laktobadilv porgru s laktokoky malo. Pokud vS8ak kyselé mléko staji
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vhodnych teplotnich podminek delSis, geristaji laktobacily, protoze jsouisi kyselému
prostedi tolerant8Si nez laktokoky. V nativni kyselé syrovatce seaxjula rozmnoZzi nej-
kyselinotolerant§si Lactobacillus helveticystery tvai az 3 % kyseliny migné. Lactoba-
cillus helveticuge stalou sloZkou tzv. ementélského zakysu nabuterdych syil. Nowji
se i vyrobe symi pouzivaji i kulturyLactobacillus delbrueckissp.bulgaricusnebolLacto-

bacillus delbrueckissp.lactis. [4]

Ve vSech druzich s§ir které zraji déle nez 14 dni, se rozmndzhé mezofilni laktobacily
(Lactobacillus plantarum Lactobacillus brevis Lactobacillus casej jejichz pivod je

v mléku a na fislusném néadi a zézeni. [4]

Velmi specificky na mléko adaptovany laktobaciles @ctobacillus delbrueckissp.bulga-
ricus, ktery je vedleStreptococcus salivariussp.thermophilussloZzkou mikrobialni kultury

na vyrobu kysanych napoj[4]

2.7.4 Laktobacily na mase a masnych vyrobcich

Laktobacily hraji vyznamnou ulohuipnakladani masa a zrani masa v lakuidgpmentaci
tepelr® neopracovanych uzenin obsahujici¢lignou sacharosu nebo jiny fermentovatelny
sacharid. [4]

Ze zrajicich tepel neopracovanych uzenin se ¢bjye izoluji Lactibacillus plantarum
Lactibacillus brevisLactibacillus farciminis Lactibacillus alimenetarius jiné ,atypické"
laktobacily. Ve startovacich kulturach pro masnynysl se spolu se streptokoky, pedi-

okoky a mikrokoky skdy nachazi Lactobacillus plantarum[4]

Pri skladovani masnych produkza chladirenskych teplot se v nich rozmnozigngé lak-
tobacily. Ty svoji metabolickodinnosti chrani fed kaZzenim proteolytickymi bakteriemi.
Samotné vSak mohou igobit zavady, jako je kysela ahyiné pachu, tvorbu plynu, slizu,

nebo zelenani. ZelenaniigobujeLactobacillus viridesceng4]

2.7.5 Laktobacily u lidi a zvirat

Intestinalni trakt lidi a zvat obsahuje vice driHaktobacii, které v gm Ziji jako komen-

zalni mikroflora na mukoznim povrchu epitelu. NepgmijSim druhem v intestindlnim
traktu lidi a zvfat jeLactobacillus acidophilusFripisuje se mu blahodarngigek na zdravi
lidi a zviat. [4]
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Vyuziva se i v pimyslovém naritku na vyrobu acidofilniho mléka pro lidi a suSeoéci-
dofilniho miéka pro krmnédely. Kyseld mléka a farmaceutické preparéaty s asaiohoto
mikroorganismu se pouZzivaji na obnoveni normalsibaeni stevni mikrofléry po aplikaci
antibiotik. [4]

Lactobacillus salivariuge pravépodobri nejtypitéjSim druhem uUstni dutiny, ale nachazi

se i v intestinalnim traktu. Laktobacily se nachazbachoru pezvykavd. [4]

2.8 Rod Bifidobacterium

Bifidobakterie jsou velmi nepravidelnéasto se &tvici grampozitivni, zpravidla strikén
anaerobni ®inky, které nesporuluji. Jsou nepohyblivé a nesmabhi kyselé prosedi.

Rostou jednotli¥, v fetizcich, ve hézdicovém nebo palishdovém uggdani. [4]

Bifidobakterie jsou citlivé na kyslik a kyselé ptiesli, proto je jejich Zivotaschopnost
v ml&nych vyrobcich velmi omezena. Latky, které ji zl@p§sou tzv. éstové faktory a
pati mezi r& nagiklad k-kasein,a-laktalbumin, B-laktoglobulin, kvasriny extrakt, threo-
nin, cystein, pepton, dextrin, maltosa a hydrolyzZéseinu. Kaseinomakropeptid (CMP)
obsazeny v hydrolyzatech syrovatkovych bilkovin @Yk lepSimiistovym faktorem, nez
Cisty CMP. Vyznamnymitstovymi faktory jsou galaktooligosacharidy (GOSlin, rafi-
nosa nebo fruktooligosacharidy (FOS), které jsow také prebiotiky. GOS jsou pro
bifidobakterie kultivovanén vitro lepSi substrat nez laktulogarafinosa. Vybornym médi-
em pro bifidobakterie je sojové mléko obsahujichsaosu, rafinosu a stachyosu, proto se
vyrabi jogurt ze sojového mléka zakysany standgodpirtovou kulturou s ifidavkem bifi-
dobakterii. Vysledek je dvoji, konzumeriiijima probiotika a senzorické vlastnosti sojové-
ho mléka se fermentaci vyraznepsi. [13]

Neékteré druhy toleruiji jistouiftomnost kysliku, ale pouze zaéitpmnosti CQ a nebo bifi-
dogennich faktar. Na Petriho miskach za aerobnich podminek neroftpu

Jejich optimalni st je v rozmezi 37 az 41 °C, hramii teploty jsou v rozmrzi 25 az 28 °C
(minimum) a 43 az 45 °C (maximum). Jejich optimdlki pro ést je 6,5 az 7,0. Nerostou
pii pH 5,0 az 4,5 a 8,0 az 8,5. [4]

Bifidobakterie maji vyznamnou ulohu v intestindlniraktu kojend. Z fermentovatelnych
sacharid produkuiji kyselinu octovou a ndléou, které inhibuji nezadouci bakterie a stimu-

luji intestinalni peristaltiku. Kyselina octova,ekbu bifidobakterie produkuji veétsim
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mnoZstvi nez kyselinu miéou (v pomdru 3:2), ma sil§jSi antagonisticky €inek na neza-

douci gramnegativni bakterie nez kyselinacméé [4]

Bifidobakterie se nachazeji ve velkém mnoZstvi taics kojenai krmenych matiskym
mlékem. V menSim mnoZstvi se vyskytuji i ve stoli@jendt krmenymi gFipravky

z kravského miéka. [4]
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3 STREPTOCOCCUS SALIVARIUS SSP. THERMOPHILUS

Streptococus salivariussp thermophilugdale jenStreptococcus thermophilusepati z

hlediska systematiky k tzv. ntiéym streptokom. Zaazuje se mezi ,jiné streptokoky".

Tvori kulovité az vejité buiky o paméru 0,7 — 0,Qum, v parech a¥etizcich. B nizsi tep-

lote, nez je optimalni teplota, vytkigpouze kratkéetizky nebo dvojice kak [4, 24]

Roste v teplotnim rozmezi 20 aZ 50 °C, jeho optifm&plota éstu je 40 az 45 °C igemz
dolre roste i pi 37 °C. Dolse rostouci kultury snési teplotu 67 az 68 °C pouda® minut.
Pro pongrné nizkou optimalni teplotuistu seStreptococcughermophilusnezdezuje mezi

pravé termofilni bakterie. [4]

Divoké nekulturni kmenystreptococcushermophilusse rgkdy hromadi ve vygnikovych

sekcich pasterizaich za&izeni. [4]

NejvhodrgjSim prostedim pro jeho kultivaci je mléko. V syntetickychdiiéh je narény na
Ziviny a rastoveé faktory. Mléko srézirp30 az 45 °C do druhého dnéjtpm tvori pouze o
néco mélo vice kyseliny miéé neZlLactococcus lactisCerstvé kultury doke fermentuji
sacharosu a laktosu. Glukosovéast laktosy fermentuje na kyselinu tméu a galaktosu

vyluéuje do progtedi nebo miréfermentuje. [4]

Streptococcushermophilusje nejvyznargiSi pro potravingsky pifimysl, protoze je hogh
vyuzivany pro vyrobu mignych vyrobKi a je povazovany za druhy néjeZitejSi v praimysiu

vyuzivanou mlénou startovaci kulturu hned p@ctococcus lactig25]

V milékarenskeé technické mikrobiologii se v3&ksto vyuzivd pro schopnost fermentovat
laktosu na kyselinu mi@ou spolu s jinymi bakteriemi ndgého kvaSeni ve forgrtermofil-
nich zakya. Tato vlastnost se upfatije @i vyrobé jogurtu a na rychlé zvySeni kyselosti,
resp. snizeni hodnoty pH j&ste vyrobniku, pi vyrobeé sy s vysokodofivanou syeni-
nou. Pozdji pii zrani syfi odumira, protoze nesnasi zvysené koncentrace (NaChb) [4]
Tento druh je velmi citlivy na antibiotika a jindhibicni latky, z tohoto dvodu se

v mlékaské analytice vyuziva na zjgvani gitomnosti inhibtnich latek v mléce. [4]

Tato bakterie p#@t ke skupig termofinich mi€nych bakterii a je tradhé vyuZivany
v kombinaci sLactobacillus delbrueckissp.bulgaricusnebolLactobacillus helveticusy-

robe jogurtl a syl s vysokodotivanou syeninou (napp Emental). [25]
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Mikroorganismy jogurtové kultury Ziji v symbioseactobacillus delbrueckissp. bulga-
ricus uvoliuje aminokyseliny, které vyuZziv&treptococcus thermophiluStreptococcus
thermophilusvytvari kyselinu mi€nou, kterd snizuje pH média na optimum pist bakte-
rie Lactobacillus delbrueckissp.bulgaricus a kyselinu mraveti, ktera stimuluje jejitst.
[16]

Streptococcus thermophillze dolle kombinovat s bifidobakteriemi, protogpotebovava

kyslik, ¢imZ podporuije jejichist. [16]

Streptococcushermophilusje pro vyrobu jogurtu uzivany vzdy v kombinadiactobacil-
lus delbrueckiissp. bulgaricus coz vedlo k rozvoji komplexniho symbiotickéhotatzu

mezi €mito mikroorganismy, které sdileji stejné ekosystéids]

Streptococcushermophilusje také pouZzivany samostatnebo v kombinaci s laktobacily

pri vyrobeé sym typd mozzarella a chedar. [25]
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4 VYUZITi MLE CNYCH BAKTERIi

4.1 Vyuziti mléénych bakterii jako ¢istych mlékaiskych kultur

Cisté mlékaské kultury jsou definovany jako &tivé vyrobni prosedky, kterymi se do
suroviny (mléka, smetany, syrovatky), zbavené vimtbgennich, nezadoucich a technolo-
gicky Skodlivych mikroorganisty zavadji vybrané, delow zangiené druhy specifickych
mikroorganisni, aby byl jimi vyvolan a zajigh spravny pibéh vyrobniho procesu a dosa-

Zena Zadouci jakost hotového vyrobku. [14]

Pojem gisté mlékaské kultury” je vSak nutno si vyklddat pouze teckpi Nejde totiz o
Cisté kultury v pravém slova smyslu tohoto pojmu, @absolutni druhovotiistotu kultur,
ale o jejich pojmové odliSeni odide pouzivanych ifirodnich kySek neznamého mikrobio-

logického sloZeni. [14]
4.1.1 Déleni ¢istych mlékarskych kultur

4.1.1.1 Déleni podle obsaZzenych skupin mikroorganigm

e Bakterialni kultury, které se dale&ldpodle optimélni teplotytstu na mezofiini a

termofilni,
e kvasinkové,
e plisiove,

e smiSené (obsahuiji bakterie i kvasinky). [15]

4.1.1.2 Déleni podle druhové a kmenoveé skladby
e Jednokmenové (Single Strain Starters) obsahujiehjé&kmen ufitého druhu,

e vicekmenové (Multiple Strain Starters) obsahujiehé znamé kmeny jednoho dru-
hu,

e smesné vicekmenové (Multiple-Mixed-Strain Starterbsa@hujici izné definované

kmeny Gznych drulf,

e traditni kultury (Traditional Starters or Raw Mixed Str&tarters) obsahujici druhy

a kmenytasté&né nebo zcela neznamé. [15]
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4.1.2 Mezofilni bakterialni kultury

Mezofilni bakterialni kultury jsou sloZzeny z mehoith koki rodi Lactococcusa Leuco-
nostoc V kulturdch obvykle dominuji (obsah vice nez 9 t#v. kyselinotvorné kokj.ac-
tococcus lactissp.lactis a Lactococcus lactissp.cremoriskteré gi homofermentativnim
rozkladu laktosy obsaZzené v mléce produkuji L(ejnier kyseliny mi&né, ktery je fyziolo-
gicky vyhodrjSi. Lactococcus lactisssp. cremorisje z uvedené dvojce mikroorganism
citlivgjSi k pisobeni fiznych vigjSich a vnitnich faktofi nag. teplot (neroste ip 45 °C)
nebo koncentrace NaCl (nerosté #% NaCl) a pi opakovaném featkovavani se jeho

podil v mezofilnich kulturach snizuje. [15]

Druhou slozku mezofilnich kultur tvbtzv. aromatvorné koky, které se krémrodukce
kyseliny mi&né z laktosy vyzrauji rozkladem citrat v mléce, z nichz produkuji oxid uhli-
City a sng&s ¢tyruhlikatych slodenin, z nichz diacetyl je nositelem typického aroAwma-
tvorné koky jsou zastouperyactococcus lactissp.lactis biovar. diacetylactis ktery se
vyznauje homofermentativnim rozkladem laktosy na L(-enier kyseliny miéné a hetero-
fermentativni druhyLeuconostoc lacti& Leuconostos mesenteroidesp. cremoris které

tvori z laktosy D(-) isomer kyseliny nidée, oxid uhkity a etanol nebo acetat. [15]

4.1.2.1 Zakladni, smetanova kultura

vvvvvv

kterém se kultura pouziva. Je to v kazdénsrarkultura zakladni, @ené k vyrob celého
sortimentu kysanych miéych vyrobki, & uz napojovych, tvarohovych nebo syrovych a
dale k vyrols masla. [14]

Zakladni kultura je s#sna kultura mezofilniho charakteru. Obsahuje kyselornélLacto-
coccus lactisssp. lactis a Lactococcus lactisssp. cremoris a aromatvornd.actococcus
lactis ssp.diacetylactisa Leuconostoc cremoriOptimalni ponsr mezi aromatvornymi a

kyselinotvornymi bakteriemi je 1:9. [14]

4.1.2.2 Kefirova kultura

Kefirova kultura se fipravuje b’ z nalevu originalnich kefirovych zrn nebo se segea
z ¢istych mlékdskych kultur bakterialnich a kvasinkovych. Jakoladki kmeny k fipraw

kefirové kultury se &sSinou pouZivaji tradiné Lactobacillus delbrueckii Lactococcus
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lactis, Lactobacillusacidophilus, Kluyveromyces fragilis, Candida kefjromé uvede-
nych kultur Ize kefirovou kulturu doplnit o daldhknycistych miékaskych kultur pro zlep-
Seni chuti a dietetickodébnych @inkia kefiru a kefirového miéka. Kefir vyréy

z kefirovych zrn obsahuje i mensi podil bakteréamého kvaSeni. [4]

4.1.3 Termofilni bakterialni kultury

Mikroorganismy termofilnich kultur nalezi k réioh Lactobacillus Streptococcus Bifido-
bacterium Z rozséahlého roduiactobacilluss vice nez 50 kit homofermentativnimi nebo
heterofermentativnimi druhy se pro miékarenské éetace vyuzivaji tratie Lactobacil-
lus delbrueckiissp lactis a Lactobacillus helveticupro vyrobu syl s vysokodotivanou
syfeninou,Lactobacillus delbrueckisp bulgaricusjako sloZzka jogurtové kultury spata

seStreptococcus thermophilustery naléz4 uplatmi i pii vyrobe syni. [15]

4.1.3.1 Jogurtova kultura

Kultura klasického jogurtu je sfsna termofilni kultura, ktera obsahuje bakt&aetobacil-
lus delbrueckiissp bulgaricusa Streptococcus thermophil@Streptococcus salivariussp
thermophilu} v pongru 2:1 az 1:2. Laktobacily stimulujist streptokok uvokiovanim
aminokyselin pi proteolytickém rozkladu bilkovin miéka a strepodl pisobi stimulang
na fist laktobacit produkci kyseliny mravein ktera snizuje redox potencial priesti. [14,
15, 16]

4.1.3.2 Acidofilni kultura

Acidofilni kultura je jednodruhovéa termofilni kuttas ktera obsahuje mikroorganismiLec-
tobacillus acidophilus Jedna se mikroorganismus intestinalniiwoplu, ktery se vyuziva
pro vyrobu iznych mi€nych vyrobki z divodu pozitivhiho isobeni na organismaétove-
ka i zviat. [14]

4.1.3.3 Syra‘ské kultury

Vychozi kulturou ve vyrobvSech drufd symi zistava zakladni kultura. Teprve ke specifi-
kaci ukitého typu syra seflavaji @i vyrobé v menSim mnozstvi dalSi kulturyt az ve

forme cistych kmeth nebo smisnych kultur. [14]
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Ve forne cistych kmeii se pouzivaji mikroorganismyactobacillus helveticus, Lactobacil-
lus lactis, Lactobacillus casei a Lactococcus lactie forme snmesnych kultur se pouziva
ementalska kultura, ktera osah@reptococcus thermophilasLactobacillus helveticua

eidamska kultura, ktera obsah@é&eptococcus thermophilus a Lactobacillus delbkiiec

ssp bulgaricus.[14]

4.2 Vyuziti mléénych bakterii jako probiotika

Probiotika jsou Zivé mikroorganismyéfginou bakterie), dodavané organismu jako potravi-
nové dopiky. Termin probioticky je v podst&bpakem slova antibioticky. Probiotika jsou
obvykle vybirdna z ¢kolika druhi mlénych bakterii, které p#&tdo #€chto hlavnich skupin:
Lactobacillus Bifidobacteriuma StreptococcusLaktobacily pati do prvni skupiny ktera
byla pouzita jako probiotikum. Pogdse z&ala vyuzivat i skupina bifidobakterii. Tato ,bi-
ologick& agens" jsou ve velké imipouzivana v mlékarenskémipyslu (¥ vyrobé jogurti

a dale i v gkterych jinych potravinach. [17, 18]

4.2.1 Pozadavky na probiotika

Zarodky musi byt jagndefinované a musi byt za®na jejich¢istota a dale jeidezita typi-
zace mikroorganismu a jeho mikrobiologické, gerketicserologické a biochemické viast-
nosti. Musi byt vylodgeny faktory patogenity (tvorba enterotakircytotoxini, hemolyza
atd.) a prokazany zdravi pr@§pé @inky na hostitele. Musi byt soéasti stravy ve forg
Zivych burgk a ve velkych mnozstvich. Nesmi byt &amy Ehem vyrobniho procesu a jejich
Zivotnost musi fesahovat dobu trvanlivosti vyrobku. Musi mit odeink Zaludéni ¥aw,
Zlugi, pankreatickym enzyfim a enzymim tenkého d$eva a schopnost uchytit se

v dostaténé mfe v tlustém sew a optimalé kolonizovat tranik. [19, 20]

4.2.2 Mikroorganismy zarazujici se mezi probiotika
Mezi mukroorganismy, které maji vlastnosti protkidtie z&adit:

e Lactobacillus spp. (L. acidophilus L. delbrueckii ssp. bulgaricus L. ca-
sei/paracaseiL. fermentumL. gasserj L. helveticusL. johnsonij L. plantarum

L. rhamnosusL. reuteri L. salivariug
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e Bifidobacteriumspp. B. bifidum, B. longum, B. breve, B. infantii, Bctlig, B.
adolescentis, B. animal)s

e Enterococcuspp. E. faeciumE. faecalig

e Lactococcus lactis

e Propionibacterium freudenreichii

e Saccharomyces boulardii

e Streptococcus thermophil{tss, 21, 22]

Ackoliv jsou Lactobacillus delbrueckissp bulgaricusa Streptococcus thermophilus
uvaceny jako probiotika, nazivaji tyto bakterie fichod horniasti gastrointestinalni-
ho traktu. Pozitivni vliv na lidské zdravi vSak noaihmit i mrtvé buiky. [16, 22]

4.2.3 Formy probiotok

Probiotické mikroorganismy jsou &apgji pouzivany jako dopiky stravy nebo jako sou-
¢ast specifickych mignych vyrobki, v poslednich letech také jako gast kojenecké asth
ské vyzivy. V gipad dophka stravy jde neéjasgji o lyofiizované kultury, které mohou
sestavat z jednoho nebo vice drysrobiotickych bakterii, a které jsou samostamebo

s dalSimi latkami vyr&my ve forng kapsli, tobolek, tablet, drazé. Zakysanécmdévyrobky

s obsahem probiotické mikrofiéry byvaji s&$gji vyrabeny jako specialni napoje a jogurty
a jejich izné formy (jogurtové napoje, krémy, deserty ajliéma a ceredlnigska vyziva
jsou dodavany jako dehydrované produkty. Existojére typické gipady spojeni probio-
tickych bakterii s potravinami. Na trhu se hapyskytuji oplatky s napini obohacenou
o bifidobakterie nebo trvanlivé masné vyrobky, chiii se vSak &Sinou jedna o startovaci
kultury [21]

4.2.4 MozZnosti vyuZiti probiotik

Experimentalni ¥decké studie popisuji pozitivnéiaek probiotik u mnoha zdravotnich po-
tizi, nag. prajmy, recidivujici kolitida zfsobena bakteriClostridium difficile idiopatické
strevni zawty, chronickd pouchitida, kolorektalni karcinomutki pankreatitida, diem @i
infekci HIV a dtsky atopicky ekzém. Probiotika se€i pechto zdravotnich problémech
Gcastni tvorby nuttinich substrdit strevni sliznice a tvorby steraidz cholesterolu, také

redukuji celkovy cirkulujici cholesterol. Déle mpfiznivy (inek na stevni imunitu, upra-
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vuji poruSené slizani bariéry, eliminuji toxiny a patogenni mikroorgamny. Probiotika

prindSeji nove terapeutické moznostaaly chorob. [29]

4.3 KvaSeni zeleniny

Homofermentativni miéné bakterie se pouzivaji pro kvasnou vyrobu kygatitécné. Sa-

movolné mléné kvaSeni se uplaije i konzervaci zeli, okurek, pice (tzv. sildZzovani),
protoZe zabnguje rozvoji hnilobnych bakterii. Na pouZiti rai€ho kvaSeni je zaloZzeno také
syrastvi a vyroba kysanych ndéych napaj (kysaného miéka, acidofilnino miéka, kefiru,

kumysu aj.) [6]

4.3.1 MIé¢né bakterie uplatiujici se pri kvaseni zeleniny

Pro kvaSeni zeleniny maji vyznam druhy rddctobacillus predevsim_actobacillusplan-
tarum Uvedené bakterie kvasfifgeplotach 15 az 27 °C, v présti mohou vytviit asi
1,5 % kyseliny mléné. Ze zaatku kvasného procesu se rozmnoZuji heteroferniamitat
mlécné bakterie (tzv. beta-bakterie), které jsou Zagquotoze vytvéeji krone kyseliny
mlécné i kyselinu octovou, acetylcholin a jiné aromiedigprodukty. \étSina ml€nych bak-
terii heterofermentativniho kvaSereptavaiist od koncentrace 1 % kyseliny. DokvaSovani

zeleniny zfisobuji hluboko prokvasSujici ndgé bakterie typlLactobacillusplantarum.[2]

4.3.2 Prubéh mlééného kvaseni zeleniny

Pri mlééném kvaseni zeleniny se rozliSujifhze kvasného procesu.

4.3.2.1 Pred¥Zna, pipravna faze

V této fazi se rozmnoZzuji vSechny druhy mikroorgenij kterym vyhovuji podminky pro-
stredi. Nalev se z4na kalit a na povrchu se tiiggena. RozmnoZuji se jak ndéé bakterie,
tak bakterie ze skupiny Coli-aerogenes, které jgadteny gedevsim v fidé. Vlivem roz-
voje mi&nych bakterii se zvySuje kyselost piesti, cinnost doprovodné mikroflory sldbne
a prevahy nabyvaji mitné bakterie. Koliformni mikroorganismygstavaji éist od pH 4,2.
Okyseleni na toto pH vSak musi byt dostagaychlé, jinak je nebezgéochuzeni prosedi

o cukr doprovodnou mikroflérou za vzniku rfggmnre chutnajicich a zapachajicich produk-
ta. [2]
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Po dosazZeni kyselosti vhodné pro rozvoj kvasinedtava pechodna symbiéza ndych
bakterii s kvasinkamiinnosti kvasinek vznika etanol a @&tanolu mize vzniknout nej-
vySe 1 %, sokasré se tvdi vonné estery, pegbné k vytvdeni typické chuti kvasené zele-
niny. [2, 23]

4.3.2.2 Hlavni faze

Vlivem zvySené kyselosti se patlarozvoj doprovodné mikrofléry a miéé bakterie za
vhodnych podminek kvasi az do koncentrace 2 % ikysellécné. Dilezitym chuwovym a
regulujiciméinitelem je gitomnost NaCl, ktery sefiddva do celkové koncentrace 2 %.
Brani rozvoji kkterych hnilobnych mikroorganisimalec¢innost mi€nych bakterii i pi vyS-

Sich koncentracich neomezuje. [2, 23]

4.3.2.3 Tieti faze mléného kvasSeni

Po dokvaSeni mohou v prostli fist predevsim aerobni odkyselujici mikroorganismy, které
rozkladaji i kyselinu mknou. Snizovanim kyselosti se vytei podminky pro rozvoj

maselnych a hnilobnych mikroorganisnftechnologie konzervarenstvi]

K odkyselujicim mikroorganisém pati plisre Oospora lactis Penicillium a Kisové kva-
sinky. Jsou ves#s [risré aerobni, jejich rozvoj je potlavan zamezenimifstupu vzduchu
k zelenirg uzawenim nadob, udrzovanim zeleniny pod nalevem a nizktadovaci teplo-
tou. [2, 23]
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. PRAKTICKA CAST
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5 CILE PRACE

Cilem diplomové prace bylo studium zvolenych fepotyych viastnosti vybranych kmien
bakterie Streptococcus thermophilugtery se hojé vyuziva v mlékarenském jmyslu.
Byla studovana jejich biochemicka aktivita a ttegevsim produkceéhterych enzym,
zkvaSované cukrygist @i raznych teplotach,izném pH a v fitomnosti vysSi koncentrace
NaCl. Dale byl stanoven profil aminokyselin a piotie Vilastnosti byly srovnany se sbirko-

vym kmenem.
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6 POUZITE MIKROORGANISMY

V experimentalntasti této prace bylo pouzito patnact kiin&treptococcus thermophilus
které byly ziskany £eské sbirky miékarenskych kultur (Czech Collectdémdairy Mikro-

organisms):

e Streptococcus thermophil@CDM 7

e Streptococcus thermophil@CDM 33
e Streptococcus thermophil@CDM 45
e Streptococcus thermophil@CDM 50
e Streptococcus thermophil@CDM 69
e Streptococcus thermophil@CDM 70
e Streptococcus thermophil@CDM 126
e Streptococcus thermophil@CDM 128
e Streptococcus thermophil@CDM 129
e Streptococcus thermophil@CDM 130
e Streptococcus thermophil@CDM 131
e Streptococcus thermophil@CDM 133
e Streptococcus thermophil@CDM 224
e Streptococcus thermophil@CDM 431
e Streptococcus thermophil@CDM 438

Dale byl pouzit kmerStreptococcus thermophiluktery byl ziskan pro srovnaniCeské

sbirky mikroorganisiin (Czech Collection of Mikroorganisms):

e Streptococcus thermophil@CM 4757
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6.1 Struc¢na charakteristika a vyuZiti nékterych pouzitych kmeni

CCDM 7

CCDM 69

CCDM 70

CCDM 129

CCDM 133

Streptococcus thermophilus

zdroj: lyofilizované kultura

optimalni teplota: 37 °C

vyuziti: vyzkum, sodast mikroflory jogurtovych kultur, syfstvi
Streptococcus thermophilus

zdroj: jogurt Nemecko

optimalni teplota: 37 °C

vyuZziti: vyzkum, sodast mikroflory jogurtovych kultur, syfstvi
Streptococcus thermophilus

zdroj: izolat z jogurtoveé kultury

optimalni teplota: 37 °C

zvI&stni znaky: mirrg tahlovita konzistence

vyuziti: vyzkum, sodast mikroflory jogurtovych kultur, syfstvi
Streptococcus thermophilus

zdroj: horské porost¢R

optimalni teplota: 37 °C

vyuziti: vyzkum, sodast mikroflory jogurtovych kultur, syfstvi
Streptococcus thermophilus

zdroj: lyofilizovand kultura

optimalni teplota: 37 °C

vyuziti: vyzkum, sodast mikroflory jogurtovych kultur, sytstvi [katalog]
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7 MATERIAL A METODY

7.1 Biochemické testy

7.1.1 kultiva éni pudy

Bujén M17 pro kultivaci

M7 e 67,25 ¢
10% roztok glukosy....................95 ml
10% roztok laktosy.....................49,4 ml|
voda.......ceeiveiiei e enn2.950 Ml

Priprava mdy: Bylo navazeno 67,25 gigy M17 a rozpugnho v 950 ml vody. Sterilace
prokhla v autoklavu i 121°C po dobu 15 minut. Poté byldigano 95 ml 10% sterilniho
roztoku glukosy a 49,4 ml a 10% sterilniho roztéd&tosy.

Pada M17 (agar)

ML7 e, 67,259
10% roztok glukosy....................95 ml
10% roztok laktosy.....................49,4 ml|
voda.......ceeiveiiei e enn2.950 M
AGAN e 14,25 ¢

Priprava mdy: Bylo navazeno 67,25 gigy M17, 14,25 g agaru a rozp&sd v 950 ml
vody. Sterilace pradhla v autoklavu p 121°C po dobu 15 minut. Poté byléigano 95 ml
10% sterilniho roztoku glukosy a 49,4 ml a 10%ilstieio roztoku laktosy. Taktoiprave-

na pida byla rozlita na Petriho misky.

Pada M17 s 6,5 % NacCl

10% roztok glukosy....................95 ml

10% roztok laktosy.....................49,4 ml|
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AAN . 14,25 g
NaCl .. 61,759
voda ...950 ml

Priprava mdy: Bylo navazeno 67,25 dgigy M17, 61,75 g NaCl a rozpésio v 950 ml vo-
dy. Sterilace praodhla v autoklavu p 121°C po dobu 15 minut. Poté byldigano 95 ml
10% sterilniho roztoku glukosy a 49,4 ml a 10%iktiéo roztoku laktosy.

7.1.2 Roztoky a ostatni chemikalie

fyziologicky roztok suspenzni médium pro STRERESD 16
1M NaOH sterilizovany parafinovy olej

10M HCI ¢inidlo pro test HIPPURAT

NacCl ¢inidlo pro test FOSFATASA

7.1.3 Streptotesty

Pri stanoveni biochemckych viastnosti analyzovanycbpsokoki bylo postupovano dle
navodu STREPTOtest 16 od firmy PLIVA-Lachema Diagjii@ s.r.0., ktery byliiloZen.

Jednotlivé kmeny streptokdkoyly naadkovany do bujénu M17 a vzdy dvakrat na Petriho
misku pro kontrolwistoty kultury KiZovym roz€&rem a kultivovany po dobu 24 hoditi p
teplo€ 37 °C. Nasledh byly jednotlivé bujény s narostlymi kulturami otistény pri 3500
ot./min., 4 °C, po dobu 10 minut a dvakrat promiyiologickym roztokem. Poté byly
buiiky resuspendovany ve fyziologickém roztoku tak, ehyikly zdkal odpovidal 3. stupni

McFarlandovy zakalové stupnice.

Do prvnich osmi jamek de&ky s testy (sloupce H-A prvéh@dku, tj. testy HIP aZz URE,
tabulka 2) bylo inokulovano 0,1 ml suspenze bakierifyziologickém roztoku. Dale byl
odpipetovan 1 ml suspenze k obsahu jedné ampuigesznino média pro STREPTOtest
16, takto redna suspenze byla promichana a inokulovana v mridzdtwnl do zbyvajicich
osmi jamek sloupce H-A druhéltédku, tj. testy MAN aZz RIB (tabulka 2). K tést ARG

a URE byly gidany d kapky sterilniho parafinového oleje. Do zbytkupmrsze ve fyzio-

logickém roztoku ve zkumavce byl vioZzen prouzek &4aa, tak aby abzony prouzku byly
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pondeny. STREPTOtest 16 byl vioZzen do inktibého séku a spolu s VPtestem viozeny

do termostatu nastaveného na 37 °C.

Po dvou hodinach inkubace byla zhodnocena reak@testem a to tak, Ze do zkumavky s

VPtestem bylo fdano po 3 kapkéctinidla pro VPT | acinidla VPT II, obsah byl prae-
pan a inkubovan dalSich 30 minui 87 °C. Po uplynuti této doby byla adena VP reak-

ce. Po 24 hodinach inkubace byl hodnocen STREPTQ6K tesiim hipurat a fosfatasa

byly pridany d¥ kapky gislusnycheinidel a po inkubaci 5 az 10 minuti peplot laborato-
e (pro vyvoj barevné reakce testu HIP), byly @dry vSechny testy podle tabulky ,Inter-

pretace reakci".

Tabulka 2: Interpretace reakci STREPTOtestu 16

slou- | zkratka test

reakce

pec | testu pozitivni negativni
radek 1
H HIP | Hippurat modra bezbarva, slabé namodrala
G PHS | Fosfatasa Gervenofialova, ervena bezbarva, nartzovéla
F LAP | Leucin aminopeptidasa Zluta bezbarvéa
E GRL | o—Glukuronidasa Zluta bezbarva
D | aGA |p—Galaktosidasa Zluta bezbarva
C ESL | Eskulin éerna, tmavé hnéda bezbarva, svétle hnéda
B | ARG |Arginin Cervenofialova, Cervena Zlutd, svétle oranzova
A URE |Ureasa éervena, Cervenooranzova Zluta, svétle oranzova
radek 2
H MAN | Mannitol Zluta, Zlutooanzova éervena, Cervenooranzova
G SOR | Sorbitol Zluta, Zlutooanzova éervena, Cervenooranzova
F TRE | Trehalosa Zluta, Zlutooanzova éervena, Cervenooranzova
E LAC |Laktosa Zluta, Zlutooanzova éervena, ¢ervenooranzova
D RAF | Raffinosa Zluta, Zlutooanzova éervena, Cervenooranzova
C INU | Inulin Zluta, Zlutooanzova éervena, ¢ervenooranzova
B MLB | Melibiosa Zluta, Zlutooanzova éervena, Cervenooranzova
A RIB |Ribosa Zluta, Zlutooanzova éervena, ¢ervenooranzova

7.1.4 Dalsi biochemické a fyziologické testy

DalSimi biochemickymi a fyziologickymi testy byldedovana schopnosiistu jednotlivych
kmeni streptokok pii teplotach 10 °C, 25 °C, 37 °C, 42°C a 45 °@,pbpl 5, pH 5,5, pH 6
a pH 8,5 a najue s 6,5 % NacCl.

Jednotlivé gdy byly pgipraveny BZnym zmisobem. Pouzedgoly pro ifist mikroorganisri

prfi raizném pH byly upraveny pomoci 1M NaOH a 1M H@gh autoklavovanim na pH

o
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dvé desetiny vysSi (b autoklavovani dojde ke snizeni pH o 0,2). Vyal#eavané Ady
byly rozlity na Petriho misky a jednotlivé kmengkovany, vzdy 8 kmaihna jednu misku.
Naockované misky otzném pH a misky s 6,5 % NacCl byly inkubovany v testatu pi 37
°C po dobu dvou dni. Ostatni misky byly inkubovargrmostatechip25 °C, 37 °C, 42°C
a 45 °C po dobu dvou dni. Misky na kterych byl sk&h st @i 10 °C, byly inkubovany

v lednici po dobu jednoho tydne.

7.2 Stanoveni aminokyselin

7.2.1 Roztoky a ostatni chemikalie

Fyziologicky roztok 85% kyselina mravgn
1M roztok HCI 30% NaOH

6M roztok HCI 2% HBO;3

H,SO,— koncentrovana 0,025M.80,

30% HO,

7.2.2 Postup stanoveni aminokyselin

Jednotlivé kmeny byly kultivovany v bujonu M17 polai dvou di pri teplot 37 °C. Poté
byly jednotlivé bujony s narostlymi kulturami otistiny pri 3500 ot./min., 4 °C, po dobu
10 minut a dvakrat promyty fyziologickym roztokeBuriky byly vysuSeny acetonem a

dosuseny v suSatn

Bylo stanoveno celkové mnoZstvi dusiku vikhch metodou dle Kjeldahla. Bylo navazeno
priblizné 0,005 g vzorku do mineralizai baiky, pridano 5 ml koncentrované,HO, a mi-
neralizovano H 430 °C po dobu 15 minut. Poté byltidano 5 ml 30% KO, po kapkach
do doby nez byl mineralizatiry. Pri mineralizaci dusik fitomny ve vzorku fechazi na
(NH,;)2SQ,. Po vychladnuti byl mineralizat kvantitatévpireveden do 50 ml odkmé baiky

a doplrén vodou. Takto pipraveny vzorek byl destilovan na Parnas-Wagnenistroji
(obr.1).
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Obrézek 1: Parnas-Wagierdestil&ni piistroj pro stanoveni dusiku
A — vyvijec pary, B — kondenzai baika, C — nélevka, D — destilai baika, E - chladi

Nejdrive byl zaltivan vyvij& pary a pu&na voda do chlade. Pod Usti chlade byla posta-
vena titr&ni baika s 50 ml 2 % kBOs, tak Ze Usti chlade bylo pondeno pod hladinou
kyseliny. Do destilgni baiky pristroje bylo odpipetovano 10 ml vzorku &dano 20 ml

30 % NaOH. Pomoci NaOH byl uveélm amoniak a oddestilovan vodni parou asi 15 minut
a jiman do titrani baiky s HlBO;. Navazany Nkl byl stanoven titraci odémym roztokem
0,025M HSO, a pepaiten na dusik.

Stanoveni obsahu aminokyselin ve vzorcichékyfedchazela kysela hydrolyza. Do vialek
bylo navazeno ffiblizné 0,01 g busk, bylo gridano 15 ml 6M HCI a zbytek prostoru byl
vyplnén argonem. Takto fjpravené vzorky byly hydrolyzovany v termoblokii peplot
115 °C po dobu 23 hodin. Po vychladnuti byla prevedfiltrace, odpg@ni na vakuové od-
parce pi 50 °C do sirupovité konzistence, dvakrat promytalou a znovu odpano. Od-

parek byl peveden do 10 ml od¥mé baiky pomoci sodnocitratového pufru (pH 2,2).

Pro stanoveni sirnych aminokyselin byla provedexidativni hydrolyza. Nejprve bylaip
pravena oxidativni sés, ktera byla sloZzena z 85% kyseliny mrasien30% HO, v ponéru
9:1 (v/v) a ped vlastnim pouZitim ponechana po dobu 16 hodli2 3C. Do zabrusove

baiky bylo navazenoijblizné 0,01 g budk a k nim bylo pidano 15 ml oxidativni s&si.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

Nasledovala hydrolyza v olejové lazii 110 °C po dobu 23 hodin. DalSi postup byl shod-

ny s kyselou hydrolyzou.

Analyza aminokyselin byla provedena na automatickéalyzatoru aminokyselin AAA 400
(Ingos Praha) pomoci sodnocitratovych pudr ninhydrinové detekce. MnoZstvi jednotli-

vych aminokyselin ve vzorcich bylo vyjého v g/16 g N.

7.3 Stanoveni proteini

7.3.1 Roztoky pro SDS-PAGE

Tris pufr pro sepagai gel, pH 8,426]

Tris (Serva) 18,15¢g
Deionizovana voda 50 ml
Pomoci koncentrované HCI (Lach-Ner) upravit pH pdrotu 8,8 a doplnit deionizovanou

vodou do 100 ml. Uchovéavatip4 °C.

Tris pufr pro koncentrai gel, pH 6,§26]

Tris (Serva) 6,09
Deionizovana voda 50 ml
Pomoci koncentrované HCI (Lach-Ner) upravit pH pdrotu 6,8 a doplnit deionizovanou

vodou do 100 ml. Uchovéavatip+4 °C.

Elektroforeticky (elektrodovy) pufr dle Laemliho ¥ 8oncentrovanyServa)

Pred pouZitim #edén deionizovanou vodou v panu 1:9.

30% roztok akrylamidu ; 2,67%[26]

Akrylamid (Serva) 29,2 ¢
N,N"-metylen-bisakrylamid (Serva) 0,8¢
Doplnit do 100 ml deionizovanou vodou. Uchovaviatig °C v tmavé lahvi.
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Vzorkovy pufr[26]

(0,062 M Tris-HCI, 5% merkaptoetanol a 10% glycgrol

Tris-HCI (Serva) 0,0977 g
Merkaptoetanol (Serva) 0,59
Glycerol (Serva) 10g
Bromfenolova moti(Serva) 0,019

Upravit pH na hodnotu 6,8 a doplnit deionizovanodau do 10 ml.

Coomassie brilliant blue G-25@7]

Coomassie brilliant blue (Serva) 0,19
Etanol, 96% (Lach-Ner) 50 ml
Kyselina fosforéna 85% (Lach-Ner) 100 ml

Doplnit do 1000 ml deionizovanou vodou. Uchovauat{d °C v tmave lahvi.

Fixaéni roztok (10% kyselina octova, 30% etanol)

Etanol, 96% (Lach-Ner) 30 ml
Kyselina octova (Lach-Ner) 10 ml
Doplnit do 100 ml deionizovanou vodou.

Roztoky pro barveni 8brem[28]

40% etanol, 10% kyselina octova

Etanol, 96% (Lach-Ner) 41.6 ml
Kyselina octova (Lach-Ner) 10 ml
Deionizovana voda do 100 mi

2,5% uhltitan sodny v 0,02% formaldehydu
Uhli¢itan sodny, bezvody (Lach-Ner)3,75 g
Formaldehyd, 37% (Lach-Ner) %
Deionizovana voda do 150 mi
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0,05% glutaraldehyd, 0,01% formaldehyd, 40% etanol

Etanol, 96% (Lach-Ner) 41.6 ml
Glutaraldehyd, 25% (Sigma) 0,2 ml
Formaldehyd, 37% (Lach-Ner) 26

Deionizovana voda do 100 ml

0,5% Farmeiiv zeslabova

Ferrikyanid draselny (Lach-Ner) 150 mg
Thiosiran sodny (Lach-Ner) 300 mg
Uhli¢itan sodny, bezvody (Lach-Ner)50 mg
Deionizovana voda do 100 mi

7.3.2 Stanoveni profilu proteina

Analyza proteifl byla provedena metodou SDS PAGE. Byly srovnavangry Strepto-

coccusthermophilusuvedené v kapitole 5. Ke stanoveni praidiyly pouZity zamrazené
kultury, které byly kultivovany f stanoveni aminokyselin. Tyto zmrazené kulturyybyl
rozmrazeny, odgtdny pii 3500 ot./min., 4 °C, po dobu 10 minut, dvakrébmyty desti-

lovanou vodou a resuspendovany v destilované.vod
Koncentrace proteinbyla stanovena spektrofotometricky metodou dledBralove.[27]

Bylo smichano 60 ul vzorku a 3 ml Coomassie bmillinlue a ndfena Ags proti slepému
vzorku. Obsah proteinve vzorku byl uken z kalibr&ni kiivky ziskanéredenim lidského

albuminu.

Tabulka 3: Kalibrani krivka

koncentrace albu- o
minu (ug/mi) A, A, prumer A

0 0,005 0,006 0,0055
200 0,186 0,154 0,1700
400 0,328 0,402 0,3650
600 0,571 0,621 0,5960
800 0,708 0,808 0,7580
1000 0,845 0,906 0,8755
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Obrazek 2: Kalibréni kiivka

7.3.2.1 Priprava vzorli pro SDS-PAGE

Resuspendované iiky byly rozbity pomoci lysozymu. Ke 100 pl suspermatk bylo
piidano 20 ul lysozymu (3 mg/ml) a inkubovany v testadu @i 37 °C po dobuit hodin.
MnoZstvi gidaného lysozymu a doba inkubace v termostatudtglaovena experimentéin

K takto pipravenému vzorku bylo fgano vzdy 25 pl 20% SDS a vzorkovy pufr
v takovém objemu, aby celkova koncentrace préteevzorku byla 10Qug/ml (optimalni
koncentrace proteinzjiSttna experimenta#) a celkovy objem byl 25Ql. Vzorky byly
dokre promichany a inkubovanyipr100 °C po dobu 10 minut. Takto zpracované vzorky

byly pripraveny pro analyzu pomoci SDS-PAGE.

7.3.2.2 Analyza proteim metodou SDS-PAGE

Vertikalni elektroforeticka aparatura pro dva gélgra se sklada z vlastni vany, vika, dvou
tvarovanych skel v parovéem uspdani, teflonovéhoésreni a Kebinku, byla sestavena

podle @iloZzeného navodu vyrobce. Pouzita aparatura byéeeha vodou na +4 °C.

Pro separaci proteinbyl zvolen 12% sepatai gel tlousky 1 mm. Pro pipravu gelu byly

smichany nasledujici roztoky [26]:
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30% roztok akrylamidu 13,65 ml
Tris pufr, pH 8,8 9,1 ml
Deionizovana voda 12,25 ml
10% SDS (Serva) 0,35 ml
10% persiran amonny (Serva) 140

N,N,N",N-tetra-metylendiamin (TEMED, [Serva]) 1746

Roztok persiranu amonného bylgravencerstvy [fed kazdou elektroforézou. Péidani
persiranu amonného a TEMEDu byl roztok iolpromichdn a ihned aplikovan pomoci
pasteurovy pipety mezi skla do vysky cca 15 cm adly, nedoSlo ke vzniku bublin. Pro zis-
kani hladkého povrchu a zamezeni polymerace nactedoyl gel pelit 700ul vodou nasy-
ceného izobutanolu. Polymerace probihdlapkojové teplot. Po 45 minutach byla vrstva
izobutanolu slita a povrch gelu byl oplachnut degéinou vodou. Zbytky vody byly vysu-
Seny filtra&nim papirem a byl aplikovdn 5% koncegtra gel, ktery byl smichan

z nasleduijicich roztak[26]:

30% roztok akrylamidu 1,36 ml
Tris pufr, pH 6,8 2,0ml
Deionizovana voda 4,6 ml
10% SDS 80 ul
10% persiran amonny 40
TEMED 10 pl

Po dikladném promichani vSech komponent byl roztok @adéva ztuhly sepatai gel az
tésre pod horni hranu skla. Poté byl op&twsunut teflonovy reben tak, aby byly z jeho
prostoru odstramy vSechny vzduchové bubliny. Taktdigraveny gel byl i se stojanem

vloZen do vihké koriirky a nechal se polymerovat do druhého difi@gkojové teplot.

Elektroforetickd aparatura umaifje elektroforézu dvou gelsowasrg. Oba gely je pak

nutné gipravit v dvojnasobném objemu.

Z gelu byl opatra vyjmut hebinek a bylo odstr&no teflonové &sreni. Do spodniho pro-

storu aparatury byl nalit elektrodovy pufr. Bylopmaito chlazeni ultratermostatem a skla
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byla upevina tak, aby byly eliminovany bubliny ve spodasti gelu. Do hornéasti vany

byl nalit elektrodovy pufr, tak aby doslo kgvrstveni jamek.

Vzorky byly nandSeny pomoci automatické pipety jewin 20ul. Kromeé vzorkii proteirii
byl nandSen i molekulovy hmotnostni standard Pmotdarker, Broad Range (NEW
ENGLAND Bio Labs) v objemu 1ql.

Po naneseni vzoilikbyla elektroforetickd komorargkryta vikem a fipojena ke zdroji stej-
nosnérného proudu. Jako konstantni gl byla nastavena hodnota proudu, ostatnfiveli
ny byly nastaveny tak, aby nebyly limitujici. Dilkyym vlastnostem vyzadoval kazdy gel
odlisné podminky. Pro koncentra gel byla hodnota proudu nastavena na 25 mAipap
deé, Ze l@Zely dva gely sotasré na hodnotu 35 mA). Jakmile doputovaklo elektroforézy
vizualizované bromfenolovou médk rozhrani koncenttaiho a sepatmiho gelu (asi po
90 min.), byla hodnota proudu nastavena na 40 mé dwa gely na hodnotu 50 mA). Po

doputovaniela elektroforézy ke spodni hranici segafho gelu byl dlici proces uko&en.

Po ukorteni elektroforézy byl z gelu odstiamkoncentrani gel a takto upravenylici gel
byl fixovan 20 min. fix&nim roztokem. Po fixaci se gely barvi. Je moznéSgk ponechat

ve fixatnim roztoku v chladice (i + 4 °C) do druhého dne a barvit az poté.

Gely s fixovanymi proteiny byly barveny déisanem stbrnym se zkracenym fixaim ca-
sem dle Kirkeby a kol. [28]

1. 30% etanol, 10% kyselina octova 20 min.

2. 0,05% glutaraldehyd, 0,01% formaldehyd, 40% @tan 5 min

3. 96% etanol 20 min

4. destilovana voda 20 min.

5. 0,5 % Farméiv zeslabova 2,5 min.

6. destilovana voda 3 x 10 min.
7. 0,1% dusinan stibrny (Lach-Ner) 20 min

8. oplachnout gel destilovanou vodou
9. 2,5% uhttitan sodny 5 min

10. oplachnout gel destilovanou vodou
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11. 2,5% uhtitan sodny, 0,02% formaldehyd 3 x 2,5 min.
12. oplachnout gel destilovanou vodou

13. 1% kyselina octova 5 min.

14. oplachnout gel destilovanou vodou

Kazdy gel se barvi samostatm misce. Misky byly potom umigty na tepa&ce a roztoky
byly odsavany pomoci vakuové pumpy. Obarvené gely bichovavany fi +4 °C

v destilované voél

Gely byly snimany digitalni fotoaparatem Olympusr@dia C-4000 ZOOM (Olympus, Ja-
ponsko) s objektivem Pentax C31204 (Japonsko) anaatickém rezimu.

Snimky gel byly analyzovany pomoci programu UltraQuant (Ulttan, USA). Molekulo-
vé hmotnosti proteinovych frakci byly vy§teny programem UltraQuant. Byl pouZit Pro-
tein Marker, Broad Range (BioLabs) s proteiny dafamych molekulovych hmotnosti kDa:
212; 158; 116; 97,2; 66,4; 55,6; 42,7; 34,6; 27,;103; 6,5; 3,4; a 2,3.Analyzované gely
byly statisticky vyhodnocenynetodou shlukové analyzy (pméry mezi skupinami, Eukli-

dovské vzdalenosti) v programu Unistat, v.5.5., poinkteré byly sestrojeny dendrogramy.
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8 VYSLEDKY A DISKUSE

8.1 Biochemické a fyziologické vlastnosti sledovanychnkena strepto-
koku

Streptotesty byly provédy pomoci soupravy MIKRO-LA-TEST STREPTOtest 16
(PLIVA Lachema Diagnostika s.r.0.). Byly srovnavaayenyStreptococcushermophilus

uvedené v kapitole 5.

Z tabulky 4 vyplyva, Ze &tSina kmed neprodukuje fosfatasu, kr@énkmenmi CCDM 69,
438 a 4754p-galaktosidasu s vyjimkou kmérCCDM 33 a 4757, eskulin s vyjimkou kme-
ni CCDM 33, 438, 4757.

Z tabulky 5 vyplyva, Ze Zadny ze zkoumanych kineezkvaSovaly sorbitol, rafinosu a inu-
lin. Naopak vSechny kmeny zkvasSuji laktosu, codgmo jejich pisluSnosti k bakteriim
mlééného kvaseni. Dalegt8ina kmei zkvaSovala trehalosu s vyjimkou knle@CDM 55,
126, 129 a 131 aétSina kmefl nezkvaSuje melibiosu s vyjimkou knie@CDM 33, 45,
438, 4757 a ribosu s vyjimkou kmeB3, 438, 4757.

Tabulka 4: Sledované biochemické viastnosti stilephd (1. fadek)

k”ge” VPT HIP PHS | LAP | GLR | aGA | ESL | ARG | URE
7 + + - - + - - - +
33 + + - + + + + +
45 + + - - + - - + +
55 - - - +
69 + + + - + - - + +
70 T - - +
126 - - - + - - - - -
128 + + - - + - - - +
129 - - - T -
130 + + - - + - - + +
131 - - ; " " - -
133 + - - - - - - - +
224 + + - - + - - + +
437 + + - - + - - + +
438 - - + + - - + + -
4757 - + + + - + + + +
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Tabulka 5: Sledované biochemické viastnosti stilephd (2. fadek)

k”ge” MAN | SOR | TRE | LAC | RAF INU MLB RIB

7 + - + +

33 + - + + + +
45 - - + + +

55 - - - +

69 - - n +

70 - - + +

126 - - - +

128 + - + +

129 - - - +

130 - - T +

131 - +

133 T +

224 T +

437 - T +

438 + + + + +
4757 + + + + +

Z dalSich test (tabulka 6) zkoumaijicich fyziologické vlastnoggjména schopnosistu i
raznych teplotach, pH a ¥omnosti vy3Si koncentrace NacCl, vyplyva, Ze jdtid kme-
ny rostly @i raznych teplotach, ale optimalni teplotoistu je teplota 37 °C, kdy rostou
vSechny sledované kmeny. Mezi nejciifsi kmeny co se &g jak Gzné teploty, pH tak i
piitomnosti 6,5 % NacCl p#&ly kmeny CCDM 7, 55, 126, 129 a 131, mezi nejodSinpo-
tom kmeny CCDM 45, 69, 70, 128, 130, 224, 437 a74Rezi kmeny citlivé pouze k 6,5
% NaCl nalezely kmeny CCDM 33 a 438. Mezi kmenydoikujici pigment pdily kmeny
CCDM 70, 128 a CCM 4757, které produkovaly pigmar@nzové barvy, pokud byly kul-
tivovany za optimalnich podminek. TolerandgiWNacCl byla pordrné vysoka, coz je 2

sobeno fislusnosti ke grampozitivnim kbk.
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Tabulka 6: Od&tené vysledky fyziologickych tast

kmen | pH5 |pH55| pH6 | ph85 | NaCl | 10C | 25C |37C |42C 45T
7 +
33 + + + + - + + + + +
45 + + + + + + + + + +
55 +
69 + + + + + + + + + +
70 + *kk + *kk + *kk + *kk + ** + *kk + ** + ** + *kk + *kk
126 +
128 + ** + ** + ** + ** + + *kk + *kk + ** + + **
129 +
130 + + + + + + + + + +
131 - - - - + +
133 - + + + + + +
224 + + + + + + + + + +
437 + + + + + + + + + +
438 + + + + - + + + + +
4757 4 ** 4 ** 4 kK 4 kK 4 kK 4 Kk 4 kK 4 ** + * 4 **

*** silna pigmentace, ** slaba pigmentace, * velatiba pigmentace

8.2 Aminokyselinovy profil analyzovanych streptokoki

Pomoci chromatografické analyzy byly u kmeBtreptococcushermophilus(kap. 5) de-
tekovany tyto aminokyseliny: cystein, methioninsélna asparagovadsparagin), threo-
nin, serin, kyselina glutamovédlutamin), prolin, glycin, alanin, valin, izoleugiteucin,
tyrosin, fenylalanin, histidin, lysin a arginin. Mbstvi jednotlivych aminokyselin bylo vyjad-
feno v g/16 g N (tab. 5 a 6). U vSech kiindryla nejmén zastoupena sirna aminokyselina
cystein v mnozstvi 0,13-0,48 g/16 g N. Mezi dalSi mélotaapené aminokyseliny pat
sirnd aminokyselina methioninmnozstvi 1,15-2,80 g/16 g N, prolmmnoZstvi 1,10-2,92
0/16 g N,_tyrosinv mnoZzstvi 1,31-2,79 g/16 g N a histidirmnoZzstvi 1,37-1,97 g/16

g N. U v8ech kmah byla nejvice zastoupena kyselina glutamowglutamin) a to

v mnoZstvi 8,99-11,36 g/16 g N. Mezi dalSi aminekpy piitomné ve velkém mnozZstvi se

zaradily lysin v mnozstvi 6,96-8,90 g/16 g N, kyselina asparageadparagin)které byly
obsaZeny 6,22-8,63 g/16 gN, glysinmnozZstvi 8,45-11,19 g/16 g N. Vyjimkou byly kngen
CCDM 33, 55, 70, 126, 129, 131 a 438, které obsahtidto aminokyseliny podstatmé-
né a to 3,79-4,05 g/16 g N. DalSi vyznafrrastoupenou aminokyselinou byl alarisa-
Zeny v mnozstvi 8,14-13,89 g/16 g N, vyjimkou bkiyeny CCDM 33,128 a 438, které

obsahovaly tuto aminokyselinu v mnozstvi 6,29-98% g N.
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Tabulka 7: Obsah aminokyselin v g/16 g N

AK | ccom 7| CCDM | CCDM | CCDM | CCDM | CCDM | CCDM | CCDM

33 45 55 69 70 126 128

Cys 0,28+0,021 | 0,60+0,015 | 0,19+0,028 | 0,33+0,051 | 0,28+0,007 | 0,47+ 0,017 | 0,4340,019 | 0,390,015
Met | 1,28+0,190 | 2,80+0,057 | 2,31+0,205 | 1,340,147 | 1,44+0,045 | 1,20+0,031 | 1,90+0,066 | 2,07+0,085
ASp 7,78+0,499 | 8,57+0,343 | 6,65+0,586 | 7,58+0,687 | 6,22+0,352 | 6,50+0,405 | 7,53+0,575 | 6,82+0,377
Thr | 3,390,286 | 3,17640,176 | 2,70+0,421 | 3,2640,352 | 2,33+0,132 | 3,24+0,225 | 3,4620,360 | 2,890,362
Ser | 3,04+0,201 | 2,20+0,089 | 2,68+0,163 | 2,26+0,157 | 2,58+0,128 | 2,390,122 | 2,29+0,205 | 3,03+0,225
Glu | 10,24+0,598 | 10,01+0,600 | 9,76+0,624 | 9,67+0,516 | 9,07+0,566 | 11,36+0,569 | 9,62+0,763 | 9,130,443
Pro | 1,86+0,288 | 2,58+0,185 | 1,94+0,371 | 2,51+0,316 | 1,34+0,120 | 2,92+0,209 | 2,12+0,202 | 1,85+0,573
Gly 8,93+0,374 | 3,79+0,173 | 11,1940,456 | 4,03+0,199 | 10,34+0,723 | 3,83+0,158 | 3,91+0,372 | 8,450,536
Ala |8,14+0,408 | 6,98+0,233 | 10,11+0,618 | 9,680,605 | 9,08+0,702 | 13,89+1,600 | 9,090,740 | 7,59+0,447
Val | 4,130,190 | 4,35+0,221 | 3,46+0,280 | 4,770,501 | 3,55+0,208 | 4,740,269 | 5,00+0,424 | 3,76+0,375
lle 4,00+0,211 | 3,80+0,133 | 3,750,202 | 3,99+40,405 | 3,74+0,166 | 2,86+0,163 | 4,0840,331 | 3,770,146
Leu | 4,65+0,259 | 4,75+0,197 | 4,18+0,204 | 5,03+0,477 | 4,04+0,202 | 5,29+0,265 | 5,13+0,385 | 4,360,165
Tyr 1,57+0,408 | 2,79+0,268 | 1,40+0,248 | 2,12+0,341 | 1,49+0,079 | 1,57+0,69 | 2,11+0,226 | 1,57+0,212
Phe | 2,84+0,143 | 2,74+0,212 | 3,02+0,160 | 2,850,315 | 2,700,147 | 2,23+0,097 | 2,94+0,238 | 2,7020,122
His |1,89+0,145 | 1,60+0,079 | 1,49+0,133 | 1,71+0,114 | 1,450,066 | 1,81+0,105 | 1,55+0,146 | 1,790,198
Lys 7,99+0,377 | 7,56+0,269 | 8,90+0,503 | 7,92+0,387 | 8,36+0,549 | 6,96+0,501 | 7,79+0,580 | 7,66+0,367
Arg 3,51+0,338 | 4,11+0,185 | 2,930,293 | 4,620,344 | 2,85+0,193 | 6,05+0,294 | 4,860,327 | 3,310,330
Tabulka 8: Obsah aminokyselin v g/16 g N

AK | ccbm 129 | CCDM | CCDM | CCDM | CCDM | CCDM | CCDM CCM

130 131 133 224 437 438 4757

Cys 0,48+0,065 | 0,28+0,031 | 0,180,016 | 0,27+0,011 | 0,130,012 | 0,36+0,015 | 0,31+0,030 | 0,22+0,009
Met | 2,34+0,309 | 1,97+0,231 | 0,79+0,029 | 0,86+0,131 | 0,75+0,024 | 1,15+0,037 | 1,35+0,136 | 0,97+0,014
ASp 7,74+0,710 | 6,22+0,272 | 7,87+0,646 | 6,55+0,319 | 6,61+0,593 | 6,50+0,462 | 8,63+0,549 | 6,44+0,527
Thr | 3,43+0,320 |2,31+0,179 | 3,5340,286 | 2,52+0,167 | 2,54+0,178 | 2,46+0,219 | 3,23+0,156 | 2,490,202
Ser | 2,33+0,242 | 2,62+0,186 | 2,14+0,230 | 3,61+0,189 | 2,54+0,234 | 2,44+0,207 | 2,02+0,098 | 1,64+0,115
Glu | 10,33+0,770 | 8,99+0,406 | 9,98+0,715 | 10,330,402 | 9,85+0,647 | 9,27+0,679 | 10,310,433 | 9,56+0,755
Pro | 2,14+0,141 | 1,10£0,077 | 2,2610,242 | 1,330,183 | 1,33+0,420 | 1,07+0,314 | 2,78+0,180 | 1,45+0,120
Gly 3,83+0,314 | 10,86+0,559 | 3,810,306 | 10,45+0,577 | 10,81+0,669 | 10,22+0,549 | 4,05+0,226 | 9,56+0,690
Ala |9,94+0,373 |9,17+0,670 | 8,910,715 | 10,71+0,684 | 9,40+0,669 | 8,98+0,336 | 6,29+0,304 | 8,380,638
Val |4,98+0,373 |3,46+0,065 | 4,940,435 | 3,34+0,155 | 3,50+0,313 | 3,30+0,330 | 4,120,210 | 3,280,242
lle 4,20+0,321 | 3,85+0,105 | 3,990,311 | 3,44+0,183 | 3,66+0,228 | 3,60+0,229 | 3,67+0,203 | 3,37+0,308
Leu | 5,32+0,407 | 4,10+0,102 | 4,97+0,377 | 3,56+0,168 | 4,14+0,264 | 3,99+0,293 | 4,44+0,226 | 3,7840,278
Tyr 2,25+0,251 | 1,58+0,090 | 2,19+0,207 | 1,32+0,139 | 1,40+0,260 | 1,31+0,277 | 2,14+0,170 | 1,660,102
Phe | 3,05+0,210 | 3,01+0,154 | 2,3840,233 | 2,46+0,129 | 2,74+0,191 | 2,78+0,227 | 2,49+0,159 | 2,380,221
His [ 1,73+0,05 | 1,68+0,309 | 1,51+0,128 | 1,49+0,093 | 1,97+0,410 | 1,85+0,333 | 1,51+0,118 | 1,370,113
Lys 8,19+0,323 | 8,54+0,499 | 7,35+0,617 | 8,04+0,338 | 8,47+0,540 | 8,06+0,350 | 7,22+0,376 | 7,69+0,596
Arg 4,77+0,491 | 2,79+0,336 | 4,420,427 | 2,55+0,365 | 2,66+0,209 | 2,40+0,232 | 3,67+0,170 | 2,89+0,242

Déle byla @i stanoveni aminokyselin provedena shlukova analgba. 2), ktera rozdila

zkoumané kmeny do dvou skupin. Prvni skupina bxydéeha 9 kmeny a rozténa na d¥

podskupiny. Prvni podskupinu ttly kmeny CCDM 7 a 128, druhou podskupinu itilyo
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kmeny CCDM 69 a 130. Spolu &ito 2 kmeny nili podobny aminokyselinovy profil také
kmeny CCDM 45, 133, 224, 437 a CCM 4757. Druhoupsku reprezentovalo 7 kmén
analyzovanych streptokék Tato skupina byla rozténa na 3 klustery. Prvni podskupina
byla tva‘ena 2 kmeny (CCDM 33 a 438). Ve druhé podskupily zastoupeny 4 kmeny
s podobnym aminokyselinovym profilem (CCDM 55, 1281 a 129). Aminokyselinovy
profil kmeny CCDM 70, ktery tvwdl samostatny kluster v rdmci této skupiny, byligmaiy
prakticky od v3ech testovanych kniestreptokok, protoZze ke spojeni tohoto kmene
s dalSimi analyzovanymi kmeny doSlo v dendrograinu pongrné znané vzdalenostisfm

je vzdalenost mezi kmeny kratsi, tim jsou si kmigliagi.

Vzdalenos

cCDbM 7

CCDM 128

CCDM 69
CCDM 130
CCDM 437

CCDM 224

CCDM 45

CCM 4757

CCDM 133

CCDM 33

CCDM 438

CCDM 55
cCDM 126———
CCDM 131

CCDM 129

CCDM 7C

Obrézek 3: Dendrogram vytkeny z aminokyselinoveho profilu streptokok
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8.3 Proteinovy profil analyzovanych streptokoki

Analyza proteifi byla provedena metodou SDS PAGE PAGE s nasledraci proteiri
dustnanem gtbrnym.. Byly srovnavany kmenystreptococcusthermophilus uvedené
v kapitole 5. Obr. 4 ukazuje proteinovy profil stwdnych kmef bakterieStreptococcus

thermophilus

M 55 126 131 33 45 130 224 437 7 69 129 70 M

Obrézek 4: Proteinovy profil studovanych kraiestreptococcushermophilusziskany me-
todou SDS PAGE (15% gel)

Po normalizaci gél prostednictvim molekulového hmotnostniho standaRiotein Mar-
ker, Broad Range (BioLabs) byly pomoci vygaaych pozic molekulového standardu vy-
pocteny programem UltraQuant (Ultra.Lum, USA) velikgstinotlivych proteif (tabulka 7).

Tabulka 7 srovnava mnoZzstvi proteim jednotlivych studovanych kmérakterieStrepto-

coccusthermophilusy rozmezi molekulovych hmotnosti 10-160 kDa.

U kmene CCDM 129 bylo v celém rozmezi identifikowérelkem 47 proteih z toho bylo
nejvice v rozmezi 60-130 kDa. U kmene CCDM 55 ligémtifikovano celkem 45 protein
a nejvice v rozmezi 60-110 kDa a 130-140 kDa. Urler@CDM 126 bylo ueno celkem
44 proteird, nejvice jich bylo nalezeno v rozmezi 130-140 kb@;110 kDa a 40-50kDa.
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Kmen CCDM 131 obsahoval celkem 44 proteinejvice jich bylo identifikovano v rozmezi
60-110 kDa a dale potom v rozmezi 130-140 kDa.

Shirkovy kmen CCM 4757 obsahoval régnd4 proteid, ale nebyly lokalizovany v tak
velkém rozgti jak tomu bylo u kmeih CCDM 126 a 131, které obsahovaly taktéz 44 pro-
teind. Sbirkovy kmen CCM 4757 se liSil od vSech ostdirkmeri vyjma kmene CCDM

129, a to ptomnosti ti proteini v rozmezi molekulovych hmotnosti 150-160 kDa.

Kmen CCDM 70 obsahoval celkem 43 proteirz toho 5 protei bylo lokalizovano

v rozmezi molekulovych hmotnosti 70-80 kDa a d&€tyiech proteinech v rozmezi 40-
50 kDa a 120-130 kDa. U kmei€CDM 7 a 437 bylo identifikovano shodné mnozstvi
proteini, a to 40. Kmen CCDM 70 jich nejvice obsahovalzmezi 100-120 kDa, 60-
70 kDa a 30-40 kDa, upinvSak chyBly proteiny o velikosti 150 kDa vySe. U kmene
CCDM 437 bylo identifikovano nejvice protéiv nejmensim rozmezi molekulovych hmot-
nosti ze vSech sledovanych ke proteiri v rozmezi 110-120 kDa, dal&tgi mnozstvi
proteini bylo lokalizovano v rozmezi 100-110 kDa a 30-40ak tohoto kmene byla za-

znamenana absence proteinzmezi 140-150 kDa.

Kmen CCDM 69 obsahoval celkem 39 proteimej&tSi mnozZstvi jich bylo nalezeno
v rozmezi 100-120 kDa, 60-80 kDa a 30-40 kDa, zzdta chybly proteiny nad 150 kDa.
U kmene CCDM 224 bylo identifikovano celkem 37 gini, nejvice jich bylo lokalizovano
v rozmezi molekulovych hmotnosti 110-150 kDa, 60kD@& a zcela zde chyly proteiny-
nad 150 kDa.

U kmeri CCDM 45 a 130 bylo nalezeno stejné mnozZstvi pndtdiazdy kmen obsahoval
35 proteiti. U obou kmei byla zjiSena absence protéimad 150 kDa. U kmene CCDM
45 bylo nejvice protein lokalizovano v rozmezi molekulovych hmotnosti 1B kDa a
50-60 kDa. Kmen CCDM 130 obsahoval nejvice prdteinrozmezi 110-120 kDa a
60-80 kDa.

U kmermi CCDM 33 a 133 bylo identifikovano 34 protéiru obou kmed byla zjiS€na
absence proteinnad 150 kDa. Kmen CCDM 133 navic postradal prgteirozmezi mole-
kulovych hmotnosti 130-140 kDa, nejvice protieintohoto kmene bylo nalezeno v rozmezi
100-110 kDa a 40-60 kDa. Kmen CCDM 33 obsahovalicejproteid pouze v rozmezi
40-50 kDa.
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Nejmensi poet celkového mnozZstvi protéirbylo zaznamenano u kmerCCDM 128 a
438. U kazdého z nich bylo identifikovano pouzep28teini. U obou kmeit zcela chybly
proteiny \&tSi nez 140 kDa a déle oba tyto kmeny postradalyepry v rozmezi molekulo-
vych hmotnosti 120-130 kDa. Nejvice profein kmene CCDM 128 bylo nalezeno
v rozmezi 30-40 kDa a u kmene CCDM 438 v rozm802i120 kDa a 40-50 kDa.

Tyto vysledky jsou ve sh&d s jinymi autory. Salzano a kol. [30] studovatirkpletni ge-
nom Str. thermophilusa dospli k zawram, Ze metodou SDS-PAGE lIze u této bakterie
zjistit pritomnost proteih v rozmezi 10 -210 kDa. Nejvice byly zastoupenytginy o mo-

lekulové hmotnosti mezi 45 — 90 kDa.

Rovrez bylo zjiS€no, Ze proteinovy profistr. thermophiluge zavisly na teplat kultivace,
zejména pak produkce proté&iteplotniho Soku (Hsp proteiny) [31]. NaSe kmenly thyl-

tivovany @i 37 °C. Z tohoto @vodu by tedy bylo zajimavé sledovat rozdily v pirmigém
profilu bakterii kultivovanych nap pri teplot optimalni, ktera byla v naSentipack 37 °C
a [i teplotach jinych, ovSem takovychyigkterych byl zaznamenanist tchto bakterii
(nag. 25 nebo 42 °C).
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Tabulka 9: MnoZstvi vizualizovanych protéin jednotlivych kmed

molekulova hmotnost
proteint [kDa]
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Stejre jako u aminokyselinového profilu byla iu protigiprovedena shlukova analyza  (obr.
5). Na zaklad proteinového profilu byly sledované kme&treptococcushermophilusroz-
déleny do 2 skupin. Prvni skupina zahrnovala 9 kinarbyla dale rozflena na d¥ pod-
skupiny. Prvni podskupina obsahovala 3 kmeny (CCDIsl 69, 437). Druha podskupina
byla rozdlena na dalSi dvpodskupiny, prvni z nich obsahovala kmeny CCDM 430,
224 a druh& obsahovala kmeny CCDM 128, 438, 133diiDbé skupiny se spojilo 7 kmien
analyzovanych streptokék pricemz druhou tvidll samostatny kmen CCDM 33.Prvni pod-
skupina byla je$t rozdtlena na dva mensi klustery, prvni z nich zahrnéwagny CCDM
55,126, 131 a druhy zahrnoval kmeny CCDM 70, 1Z9C#M 4757. Sbirkovy kmen CCM
4757 se nejvice podobal kmenu CCM 129. aitmnz protoZze oba tyto kmeny obsahuji

vétSi mnozstvi proteins vysokou molekulovou hmotnosti.

Vzdalenos

CcCDM 7

CCDM 69

CCDM 437

CCDM 45

CCDM 130

CCDM 224

CCDM 128

CCDM 438

CCDM 133

CCDM 55

CCDM 126

CCDM 131

CCDM 129

CCM 4757

CcCDM 70

CCDM 33

Obrézek 5: Dendrogram vytkeny z proteinoveho profilu streptokibk
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ZAV ER
Tato prace byla zagrena na taxonomické zeni, charakteristiky a vyskyt bakterii tlé

ného kvaSeni. Dale je zde popsan vyznam a moAnasditi téchto bakterii.

V praktickécéasti pak byla studovana biochemicka aktivita vyfcarkmerd Streptococcus
thermophilusziskanych Leské sbirky mlékarenskych kultur, a ti@gevsim produkcesn
kterych enzymi, zkvaSované cukryst @i raznych teplotach,izném pH a v fitomnosti

vySSi koncentrace NaCl. Dale byl stanoven profihakyselin a protei.

Z biochemickych tesit vyplyva, Ze vSechny studované kmeny bakt8tieeptococcusher-
mophiluszkvasuji laktosu. DalSim spéteym znakem byla optimalni teplotéstu 37 °C.
Shirkovy kmen CCM 4757 jeStspolu s kmeny CCDM 70 a 438 produkoval oranzovy

pigment.

Analyzou profilu aminokyselin bylo zji&ho, Ze vSechny studované kmeny osahovaly nejvice

kyseliny glutamové+«glutaminu) a nejménsirné aminokyseliny cysteinu.

Analyzou profilu proteifi bylo zjiS€no, Ze bylo identifikovano nejvice protéise stedni
molekulovou hmotnosti. Proteiny s vysokou molekalovhmotnosti byly zastoupeny
v malé mie a kkteré kmeny tyto proteiny zcela postradaly. Ponshiikové analyzy bylo
zjisteno, Ze shirkovy kmen CCM 4757 je nejvice podobnginCCDM 129.

VSechny tyto vlastnosti byly stanovovany bakteSteeptococcushermophilus kvili jeho
znanému pouzivani v mlékarenskych technologiich. \&k\bylo stanovovano v laborato-

fi na syntetickych §dach, dobré by bylo porovnat tyto vlastnogtimp v potravinach.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 63

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1] Vscht: Fiprava kysaného zelfonline]. [cit. 2006-02-06]. Dostupny z WWW.:
<http://www.vscht.cz/ktk/www_324/laboratory/Oborlélz pdf >

[2] ILCIK, F., VANGURA, J.,CURDOVA, M., Technologie konzervarenst#raha:
SNTL, 1980.

[3] ZELINKA, J., Bakterialne a ple®ové fermentacieBratislava: Vydavatistvo Slo-
venskej akadémie vied, 1960. 360 s. prvni vydani.

[4] GORNER, F.,VALIK, L., Aplikovana mikrobiol6gia pozivatjrBratislava: Malé
centrum, 2004. 528 s. prvni vydani, ISBN 80-96706A-

[5] SCHLEIFER, K. H., EHRMANN, M., BEIMFOHR, C., BOCKMANN, E.,
LUDWIG, W., AMANN, R., Application of Molecular Médtods for the Classifi-
cation and ldentification of Lactic Acid Bacterimternational Dairy Journal 5,
1995, p. 1081-1094.

[6] SILHANKOVA, L., Mikrobiologie pro potravinde, Praha: Academia, 2002eti
opravené a dopémé vydani. ISBN 80-200-1024-6.

[7] SILHANKOVA, L., Mikrobiologie pro potravin&e, Praha: SNTL, 1983. 304 s.
prvni vydani. ISBN 04-824-83.

[8] SEDLACEK, I., Taxonomie prokaryotBrno: Masarykova univerzita, 2007. prvni
vydani. ISBN 80-210-4207-9.

[9] van NIEL, E. W. J., HAHN-HAGERDAL, B., Nutrigrrequirements of lactococci
in defined growth media, Appl Microbiol Biotechris2, 1999, p. 617-627.

[10] SCHLEIFER, K. H., KRAUS, J.,, DVORAK, C., KIUWPER-BALZ, R.,
COLLINS, M. D., FISCHER, W., Transfer of Streptocaos lactis and Related
Streptococci to the Genus Lactococcus gen. nowste8y Appl. Microbiol. 6,
1985, p. 183-195.

[11] FLACKLAM, R., ELLIOTT, J.A, Identification, @ssification, and Clinacal Rele-
vance of Catalase-negative, Gram-positive Cocatluehing the Streptococci and
Enterococci, Clin. Microbiol. Rev.: Oct. 1995, \&Ino.4, p.479-495.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

YANSANJAV, A., SVEC, P., SEDLAEK, I., HOLLEROVA, I., NEMEC, M.,
Ribotyping of lactobacilli isolated from spoileddye FEMS Microbiol. Lett. 229,
2003, p. 141-144.

RUDOLFOVA, J.,CURDA, L., Prebioticky @inek galaktooligosacharitla vyu-
Ziti laktosy pro jejich produkgfonline]. [cit. 2008-02-06]. Dostupny z WWW:
<http://chemicke-listy.cz/docs/full/2005 03 168-13df>

TEPLY, M., Cisté mlékaské kultury Praha: SNTL,1984.

KADLEC, P., a kol.,Technologie potravin JIPraha: VSCHT. prvni vydani (do-
tisk). 236 s. 2007. ISBN 80-7080-510-2.

CURDA, L., HOLUBOVA, J., RUDOLFOVA, J., RMECKOVA, 1., Stabilita
galaktooligosacharid ve fermentovanych nat@ych vyrobcich a jejich vliv na
probiotické kultury [online]. [cit. 2008-02-06]. Dostupny z WWW:

<http://www.institut-danone.cz/data/studie/pridelgmanty/2004-04.paf

GIBSON, G., WILLIAMS, CH.,Functional foodsBoca Raton USA: Woodhead
Publishing Limited, 2000. prvni vydani.

VAUGHAN, E. E., MOLLET, B., Probiotics in ghmillenium, Nahrung 43, 1999,
p. 148-153.

BENES, Z., KRTEK, V.,Lacidofil v I&bé drazdivého traniky [online]. [cit.
2006-02-06]. Dostupny z WWW¥http://www.rougier.cz/lacidofil01. paf

KLAENHAMMER, T. R., KULLEN M. J., Selectionrad design of probiotics,
International Journal of Food Microbiology 50, 1999 45-57.

DRAPAL, J., ETTLEROVA, K., HAJSLOVA, J., JEGBVA, M., KOZAKOVA,
M., MALIR, F., MULLEROVA, D., OSTRY, V., RUPRICH, J.,
SOSNOVCOVA, J., SPELINA, V., WINKLEROVA, DProbiotika a startovaci
kultury, [online]. [cit. 2008-02-06]. Dostupny z WWW.:
<http://www.chpr.szu.cz/vedvybor/dokumenty/informédife 2006 16 deklas P

robio_SK.pdf



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

KOHOUTKOVA, J.,Moznosti vyuziti biologickych agens v ochfgotravniho
retézce [online]. [cit. 2008-02-06]. Dostupny z WWW:
<http://www.phytosanitary.org/projekty/2004/vvf-0&@d&

KYZLINK, V., Teoretické zéklady konzervace potraumaha: SNTL, 1988. 512
S. prvni vydani. ISBN 04-812-88.

KLABAN, V., Mikrobiologicky slovnik Praha: Galén, 2005. prvégské vydani.
ISBN 80-7262-341-9.

HOLS, P., HANCY, F., FONTAINE, L., GROSSIORDB., PROZZI, D.,
LEBLOND-BOURGED, N., DECARIS, B., BOLOTIN, A., DELRME, CH.,
EHRLICH, D., GUEDON, E., MONNET, V., RENAULT, P.,IEEREBEZEM,
M., News insights in the molecular biology and pblggy of Streptococcus ther-
mophilus revealed by comparative genomics, FEMSrdliol. Rev. 5, 2005,
p. 435-463

POT, B., VANDAMME, P., KERSTERS, K., Analys& electrophoretic whole-
organism protein fingerprints, 1994, p. 493-5@2.Goodfellow M. and O"Donnel
A.G. (ed), Modern microbial methods. Chemical methodsrocpryotic systema-
tics. John Wiley & Sons Ltd., Chichester, England.

BRADFORD, M. M., A rapid and sensitive methdalr the quantification of
microgram quantities of protein utilizing the piijple of protein-dye binding. Anal.
Biochem. 72, 1976, p. 248-254.

KIRKEBY, S., MOE, D., BOG-HANSEN, T. C., Th&lver staining procedure of
sodium dodecyl sulfate gels may be accelerated Hoytening fixation time.
Electrophoresis 14, 1993, p. 51-55.

NOVAKOVA, V., Probiotické kultury a jejich vliv na travenBakald&ska préace.
UTB ve Zlirg, 2006.

SALZANO, A.M., ARENA, S., RENZONE, G., D’AMRSIO, C., RULLO, R.,
BRUSCHI, M., LEDDA, L., MAGLIONE, G., CANDIANO, G.FERRATA, L.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 66

and SCALONI ,A. A widespread picture of tBéreptococcus thermophilpsote-
ome by cell lysate fractionation and gel-based/frgel approaches. Proteomics 7,
2007, p. 1420-1433.

[31] VARCAMONTI, M., ARSENIJEVIC, S., MARTIRANI, L, FUSCO, D.,
NACLERIO, D. and De FELICE, M. Expression of theahshock genelpL of
Streptococcus thermophilisinduced by both heat and cold shock. MicroGill
Factories 5, 2006, p. 1-6.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

67

SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

CPM
WPC
GOS
FOS
CCDM
CCM
AK
Cys
Met
Asp
Thr
Ser
Glu
Pro
Gly
Ala
Val
lle
Leu
Tyr
Phe
His
Lys

Arg

Kaseinomakropeptid
Hydrolyzat kaseinovych bilkovin
Galaktooligosacharidy
Fruktooligosacharidy

Czech Collection of Dairy Mikroorganisms
Czech Collection of Mikroorganisms
Aminokyseliny

Cystein

Methionin

Kyselina asparagova

Threonin

Serin

Kyselina glutamova

Prolin

Glycin

Alanin

Valin

Izoleucin

Leucin

Tyrosin

Fenylalanin

Histidin

Lysin

Arginin
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