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ABSTRAKT

V této diplomové praci byly zjiStovany inhibi¢ni G€inky kmenl Streptococcus
thermophilus vaci kmentm Bacillus subtilis a Listeria innocua. V teoretické Casti
je pojednano o bakteriich mlécného kvasSeni, dale o kmenu Streptococcus thermophilus
a o jeho vlastnostech a produktech metabolismu. Nasledujici text je vénovan patogen-
nim bakteriim a to zejména kmentim Bacillus subtilis a Listeria innocua. Prakticka ¢ast
obsahuje dvé metody. Prvni metodou je stanoveni inhibi¢nich uink Streptococcus
thermophilus v modelovém systému UHT mléka. Druhou metodou je stanoveni
inhibi¢nich ucinka Streptococcus thermophilus na BCP agaru. Zdaftilo se prokazat inhi-

bi¢ni G¢inek kment streptokokti pomoci obou metod.

Klic¢ova slova:

Bakterie mlé¢ného kvaseni, bakteriociny, kyselina mlé¢na

ABSTRACT

In this diploma thesis were investigated the inhibitory effects of Streptococcus thermo-
philus strains against of Bacillus subtilis and Listeria innocua strains. In the theoretical
part is dealing with the lactic acid bacteria, the strains of Streptococcus thermophilus
and its properties and metabolic products. The following text is devoted to pathogenic
bacteria, especially strains of Bacillus subtilis and Listeria innocua. Practical part
contains two methods. The first method is to determine the inhibitory effects of Strepto-
coccus thermophilus in a model system of UHT milk. The second method is to determi-
ne inhibitory effects of Streptococcus thermophilus on BCP agar. Succeeded to demon-

strate the inhibitory effect of streptococci strains by using both methods.

Keywords:

Lactic acid bakteria, bacteriocins, lactic acid
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UvVOoD

Bakterie mlé¢ného kvaseni jsou vyuzivany piedevSim v potravinarském pramyslu.
Jejich pfinos v prvni fad¢ spociva v tvorbé kyseliny mlécné z dostupnych zdroji uhliku
a v nasledné rychlé acidifikaci surovych potravin, coz je zakladni parametr pfi uchovani
potravin. Krom¢ tvorby mlécné kyseliny, ptispivaji bakterie mlééného kvaseni také
k né¢kterym charakteristickym rystim fermentovanych potravin, a to pfedevs§im ke struk-
tufe ¢i vini.

Bakterie mlééného kvaSeni jsou pfevazné heterotrofni, Ziji z organickych latek a vyuzi-
vaji je (odbouravaji, fermentuji, oxiduji) na stavbu buiky a ziskdni energie riznymi
metabolickymi drahami. Produkty metabolismu mohou byt pro ¢loveka uziteéné (kyse-
lina mlécnd, etanol, aromatické latka aj.), ale 1 Skodlivé (biogenni aminy, toxiny

bakterii).

U bakterii mlécného kvaSeni a bifidobakterii je dlouhou dobu znama schopnost inhibo-
vat jiné mikroorganismy, které zpusobuji fadu onemocnéni nebo kazeni potravin.
K antimikrobialni aktivité pfispiva produkce celé fady latek, a to predevsim bakterioci-

nd, a organickych kyselin.

Mezi vyznamné antimikrobidlni latky pouzivané v potravinaiském pramyslu patii
bakteriociny. Bakteriociny jsou latky bilkovinné povahy pisobici inhibi¢né na druhové
piibuzné bakterie a 1 na bakterie jiného druhu. Dilezity je zejména inhibicni efekt viici
patogennim mikroorganismim naptiklad Listeria monocytogenes, Escherichia coli.
Z tohoto divodu je Zadouci pouzivat bakteriociny v potravinarstvi. Nejpouzivanej$imi

bakteriociny jsou nisin a pediocin.

Cilem této diplomové prace bylo vypracovat literarni reSersi na téma inhibi¢ni ucinky
kment Streptococcus thermophilus. V praktické ¢asti byly provadény dvé metody. Prv-
ni metodou bylo stanoveni inhibi¢nich ucinkd Streptococcus thermophilus
v modelovém

syst¢tmu UHT mléka. Druhou metodou bylo stanoveni inhibi¢nich u¢inka Streptococcus
thermophilus na BCP agaru. Ob¢é metody byly aplikovany vic¢i dvéma patogennim
kmeniim a to Bacillus subtilis a Listeria innocua. Vysledkem je zjistit inhibici

Streptococcus thermophilus na tyto dva patogenni kmeny.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA BAKTERII MLECNEHO KVASENI

Pojem mikroorganismy vzbuzuje u neodborné vetejnosti zpravidla nepfijemné pocity
pro jejich souvislost s onemocnénimi. Pii hlubs§im zamysleni si v§ak uvédomuji, Ze jsou
napifiklad bakterie mlééného kvaseni (BMK) wuzitecné pii vyrobé potravin

a nepostradatelné pti udrzovani biologické rovnovahy v ptirodé¢ [1].

Mikroorganismy maji v potravinaistvi mimotfadny vyznam. Tepelnym oSetienim syro-
vého mléka jako zakladni suroviny se mléko nejdiive zbavi vSech patogennich mikroor-
ganismil 1 vSech ostatnich technologicky Skodlivych mikroorganismt. Po této operaci,
smeiujici k potlaceni ¢innosti nezddoucich mikroorganismi, nastupuje operace druha,
pfi niz se v hlavnich oborech mlékarenské vyroby do tepelné osetfeného mléka védome
zavadéji uslechtilé mikroorganismy, tedy bakterie mlééného kvaseni Jde o vyrobu
fermentovanych mlécnych vyrobkll, masla ze zakysané a polozakysané smetany a vSech
druhti pfirodnich syrt [2].

Mikroorganismy obsazené v syrovém mléce, 1 véetné divokych kmenti BMK, zptlisobo-
valy pfirozené, tj. samovolné¢ kysani mléka nebo smetany. AvSak vyrobky timto
zpisobem ziskané mély nizkou trvanlivost a zna¢né kolisavou jakost. Hlavnimi pfici-
nami bylo velmi odlisné sloZeni ptirodni mikrofléry syrového mléka (vlivem podminek
jeho vyroby, ziskani, oSetfeni a uskladnéni) a obsah nezadoucich sporotvornych
a hnilobnych bakterii. Tyto podminky mély vliv také na rozmnozeni ptvodni mik-
roflory syrového mléka v dob€ od ziskani mléka az po jeho pouziti k ptipravé mléénych
vyrobkii. Je proto pochopitelné, Ze v tomto obdobi primitivni mlékaiské vyroby se nej-
lepsi druhy néarodnich mlécnych vyrobkl vyrabély v oblasti s dobrou krmivovou za-
kladnou, kde se dojnice volné pasly a pohybovaly na zdravém vzduchu, coz ovlivnilo
ptiznivé

1 pfirodni mikrofloru syrového miléka. Mlécné vyrobky ztéchto oblasti, vétSinou
horskych, mély vzdy vynikajici povést, §lo zejména o nérodni typy zakysanych mlék,
domaci selské maslo a syry (Svycarsky emental, francouzsky rokfor aj.) [2, 3, 4].
Bakterie mlé¢ného kvaSeni se vyskytuji na vice pfirodnich stanovistich, nejen v mléce
a mlécnych vyrobcich. Nachazi se také na rostlinach, v zazivacim traktu ¢loveka i zvitat
aj. [4, 5].

V klasické monografii Dana Orla-Jensena (1919) pojednévajici o bakteriich mlé¢ného

kvaseni se fika: ,,Pravé bakterie mlécného kvasSeni tvoii velkou pfirozenou skupinu
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nepohyblivych, nesporulujicich, grampositivnich (G") kok a pali¢ek, které fermentuji
sacharidy za fakultativné anaerobnich (mikroaerofilnich) podminek a tvofi pfi tom
hlavné kyselinu mlé¢nou”. Tato koncepce bakterii mlééného kvaseni je platna v podsta-

té dodnes [1].

Pod pojmem bakterie mlééného kvaSeni se zpravidla rozumi bakterie zahrnujici nékteré
druhy rodu Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc
a Pediococcus [1, 6].

Bakterie mlééného kvaseni vytvareji prostiednictvim fermentace neptiznivé podminky
pro nezadouci bakterie. Proto fermentace piisobi také jako konzervace tj. prodluzuje
trvanlivost potravin rostlinného 1 zivo¢isného plivodu [1]. Nezadouci bakterie
v kysanych mléénych vyrobcich, které inhibuje proces fermentace, jsou napf.
Clostridium perfringers, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Enterobacter
aerogenes a Escherichia coli [7].

Hlavnim produktem pfi fermentaci pomoci bakterii mlééného kvaseni je kyselina
mlécnd. Za anaerobnich podminek déle vznikd kyselina octovd, kyselina mravenci,
acetoin, acetaldehyd, kyselina hypurova, z niz maze vzniknout i kyselina benzoova
(napf. vjogurtu mize vzniknout 16 — 56 mg kyseliny benzoové v 1 1 jogurtu),

dale peroxid vodiku (vzniké jako meziprodukt) [1, 8].

Bakterie mlééného kvaseni jsou aerotolerantni, mikroaerofilni nebo fakultativné anae-
robni. Pro vét§inu BMK neni vzdusny kyslik toxicky. BMK nemaji vyrazné proteoly-
tické a lipolytické vlastnosti. Z bilkovin tvoii §tépné produkty, peptidy a aminokyseliny,
slouzici jako zdroj dusiku pro tyto bakterie. Zvlastnosti nékterych BMK je zptisob gene-
tické fixace jejich metabolickych aktivit (napf. fermentace laktosy, proteinasova aktivi-
ta), které jsou ulozeny nejen v chromozomech, ale i v plazminech. Plazmidy jsou malé
na chromozomech nezavislé genetické ¢astice determinujici napt. rezistenci viici neékte-

rym antibiotikim, bakteriofagiim, produkci urcitych metabolitt [1].

1.1 Vyznam BMK

1.1.1 Zdravotni vyznam BMK

Bakterie mlécného kvaseni umoziuji vyrobu fermentovanych mléénych potravin

z pasterovaného mléka. Je prokazano, ze BMK pfispivaji k dieteticko - lécebnym
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ucinkiim mlékarenskych vyrobki. Jde ptedevsim o zvySeni vyzivné hodnoty mlénych
vyrobkl, u nichZz dochazi k pfeméné bilkovin mléka na jednodussi formy, které jsou
1épe stravitelné. Nekteré bakterie mléEného kvaseni produku;ji vitaminy, jimiZ obohacuji
prostiedi. BMK tvofi mlécnou kyselinu, kterd tlumi rozvoj Skodlivé hnilobné mik-
rofléry. V tomto ohledu jsou zvlasté vyznamné BMK, které maji schopnost implantace
v lidském stfevnim traktu. Bakterie mlééné¢ho kvaSeni ve stfevnim traktu maji G¢inek

podobny antibiotikiim [9].

1.1.2 Technologicky vyznam BMK

Bakterie mlé¢ného kvaseni ndm umoznuji vyrabét Siroky sortiment mléénych vyrobkd.
Kromé¢ toho jsou pouzivany jako soucast bariérového konzervaéniho efektu napt. u fer-

mentovanych masnych vyrobki nebo pii konzervaci zeleniny a ryb [2].

Bez BMK nevyrobime zadné standardni vyrobky. Pasteraci se znici nejen patogenni
zarodky, ale také mikroby technologicky vyznamné (BMK). Technologicky uzite¢né
bakterie se nahrazuji zaoCkovanim vybranych druhtt BMK do pasterovaného mléka,
tim se zajisti zddané biochemické procesy, nutné k dosazeni specifickych vlastnosti

jednotlivych vyrobku. S témito biochemickymi procesy souviseji [2, 9]:

a) Fyzikalné chemické zmény a rozklad bilkovin. Projevuji se predevsim
koagulaci mlécné bilkoviny plsobenim mlécné kyseliny, kterd vznika
¢innosti BMK.

b) Tvorba ochrannych latek. Tato vlastnost se projevuje u jednotlivych
kultur rizné€. Ochranny uc¢inek ma predevsim mlécna kyselina inhibujici
Skodlivou alkaligenni mikrofloru. Déle to jsou latky redukujici povahy,
které zamezuji autooxidaci mlééného tuku, a n¢ktera antibiotika, potlacu-
jici rozvoj nezadouci mikroflory.

¢) Vlastni zrani mlékarenskych vyrobku. Jde o fadu chemickych zmén
slozek mléka, laktosy, bilkovin a tuku. Vznika tak charakteristicka

konzistence, chut’ a viing vyrobkii.

Vlastnosti BMK se prolinaji, kombinuji, dopliiuji, a tak vznika komplex ¢innosti typic-

kych pro kazdy druh mléénych vyrobki [2, 5].
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1.1.3 Ekonomicky vyznam BMK

Pouzivani BMK déava piedpoklad k dosazeni dobré, standardni jakosti vyrobkd. Snizuje
se zmetkovitost ve vyrob¢ a zvySuje se hospodarnost vyroby. BMK umoziuji rozsito-
vani sortimentu a tim i uspokojeni poptavky po fermentovanych mléénych vyrobcich
[9].

Z dilezitosti vyznamu a vlastnosti BMK vyplyva také naro¢nost na techniku prace
s nimi, tj. na jejich vysoce odborné pouzivani pii vyrobé. V zasad¢ lze pravem tvrdit,
ze dokonalé ovladani techniky prace s BMK patii k mistrovstvi kazdého mlékaiského
technika a je zdkladnim piedpokladem uspéchu v mlékaiské vyrobg. Vysoké odborné
a technické naroky na praci s BMK vyzaduji, aby pracovnici, ktefi s nimi pracuji
v mlékarnach, nejen teoreticky ovladali zdklady mikrobiologie a vyroby ¢istych mléc-
nych kultur, ale méli i potiebnou praxi pokud jde o volbu vhodnych kultur a metod
jejich péstovani, spravné oSetfovani, rozmnozovani a pouzivani téchto kultur. Dale je
nutno, aby mlékarny byly pro ucely rozmnozovani a pouzivani ¢istych mléénych kultur
na matecné a provozni zékysy vybaveny také fadnym technickym zatizenim. Nepracu-
je-1i se s kulturami s nélezitou péc¢i a nedodrzuje-li se pii piipravé mate¢nych a provoz-
nich zakysl 1 pfi vyrobé jednotlivych druhtt mléénych vyrobkii spravna technika prace,
vyrabé¢ji se mléné vyrobky méné jakostni, nebo dokonce vyrobky zmetkové. Proto je
tteba, aby problému vyroby a zejména pouzivani Cistych mléénych kultur v mlékéarnach
byla

1 z tohoto hlediska vénovana co nejvétsi péce [2].

V soucasnosti je na trhu mnoho druhi kultur a to jak ve formé tekuté, hluboce zmrazené
nebo lyofilizované. Lyofilizované formy kultur jsou vhodné pro vyrobu provoznich
zakyst, mateénych zakyst i pro pfimé zao¢kovani do mléka. Pokud se ockuje lyofilizo-
vana kultura pfimo do mléka, nemusi byt kladen velky diraz na odbornost pii praci
S nimi.

Vyhodou kultur ve formé koncentratii je vyssi a standardni aktivita, zaru€ena hygienic-
ka jakost, rovnovaha jednotlivych druhti i kment s deklarovanou biochemickou a tech-

nologickou aktivitou [6].

1.2 Vlastnosti BMK

1. Kysaci
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2. Zrani

3. Dieteticko-1é¢ebné

1.2.1 Kysaci

Kysaci funkce spociva v tvorbé mlécné kyseliny, ¢imz vznika kyselé prostiedi. Od pra-
davna byla zndma schopnost mléka zkysnout, a tak prodlouzit jeho trvanlivost. Kysané
mlééné vyrobky maji znacné nizké pH (mezi 3,0 az 4,5), vodni aktivita se pohybuje
kolem 0,98 a obsah Zivin tvofi tuk, laktosa a peptidické latky vzniklé §tépenim bilkovin.
Laktosa je zkvasena na organické kyseliny, hlavné mlé¢nou (v pripadé homofermenta-
tivniho kvaseni) nebo smés kyselin obvykle mlécnd, octovd, mravenci, propionova,
maselnd, isovalerova, kaprylova (heterofermentativni kvaseni); nékdy dochazi i k vyvi-
nu plynt, zejména CO, ve form¢ bublinek. Obsah kyseliny mlé¢né se pohybuje kolem
1 % v zakysanych mlécnych vyrobcich. Pii vyrobé mlécnych vyrobkl je vyznamna
ptitomnost vysokych poctii kulturni mikroflory, ve které dominuji laktobacily a skupina
mlécnych streptokokii (rod Lactococcus a Streptococcus thermophilus). Fermentované
vyrobky dodavaji konzumentiim mlécné bilkoviny v natrdvené, snadnégji vstiebatelné
formé, a ptiznivé ovliviuji stfevni mikrofloru a to tim, ze BMK maji schopnost usazo-
vat se v zazivacim traktu konzumenta a eliminovat tak toxiny a patogenni mikroorga-
nismy [4, 6, 7].

Z toho vyplyva, jak dulezity je kvalifikovany vybér kultur, coz se tyka na prvnim misté
zakladnich kultur s prokysavaci funkci. Rozhodujici neni jen pocet mikroorganismi
v kultute, ale také schopnost kultury produkovat v pasterovaném mléce v uréitém
casovém useku mlécnou kyselinu (kysaci mohutnost). Kultura ma nejvyssi kysaci

mohutnost hned po koagulaci, udrzuje se jesté asi dvé hodiny a poté klesa [9].

1.2.2 Zrani

Pti fermentativnim pochodu zrdni se méni vétSinou zakladni slozky mléka, tj. mlécny
cukr, tuk i bilkoviny. V této funkci se pfi zrani syrt prakticky uplatiiuji BMK, které
produkovanymi enzymy rozkladaji bilkovinu v prvni fazi na albumosy a peptony, a ty
pak v druhé fazi na polypeptidy a aminokyseliny, popiipad¢ jesté dal az na nezadouci

amoniak [2].
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Zakladni biochemické procesy, které probihaji pfi zrani syrii obsazenych v syratskych
kulturach, je mozno rozd¢lit takto [10]:

» Prvni faze — dochazi predevsim k rozkladu laktosy vlivem enzymut produkova-
nych pfitomnou mikroflérou. Soucasné¢ dochazi ke zménam kaseinu — zrno
se spojuje a vznika celistva struktura vyrobku.

» Druha faze — dochazi ke snizeni kyselosti jednak vazbou kyseliny mlécné
na kasein, ale také jeji mikrobialni pfeménou na jiné produkty - podle typu syra.
Vznikaji napt. kyselina propionova, CO,, ktery se zasadnim zpiisobem projevi
pii tvorbé pravych ok u syri ementalského typu.

» Treti faze — vlivem proteolyzy dochazi k rizn¢ intenzivnimu rozkladu bilkovin.
Podle typu syra a pouzité proteolytické mikroflory muze rozklad probihat
anaerobné v celé hmot¢ (typické pro tvrdé syry) nebo aerobné od povrchu (syry

s mazem).

1.2.3 Dieteticko-lé¢ebné

Ve srovnani se sladkym mlékem se fermentované mlécné vyrobky vyznacuji vyznam-
nymi dieteticko-lécebnymi uc€inky, které 1ze charakterizovat takto Lukas (1976):
a. Proteolytickym ucinkem bakterii mlééného kvaseni dochazi k natraveni bilko-
vin. Mlécnd bilkovina (kasein) jemné vyvlockuje, a tim ziské lepsi stravitelnost
a resorpci. Na traveni bilkovin ptisobi pfiznivé i snizeni kyselosti zalude¢nich
Stav a na traveni viibec pak zvySené vyméSovani travicich sekretl (slin, Zluce,
zaludeCnich $tav a stfevniho sekretu).
b. Lipolyzou mlé¢nych vyrobkli a uvolnénim mastnych kyselin ovliviiuji BMK
ptiznivé stravitelnost a absorpci mlécného tuku.
c. Odstranuji alergické reakce vyvolané nativnimi bilkovinami nebo laktosou,
jejichZ obsah se uc¢inkem BMK podstatné snizuje.
d. Proti mléku sladkému dochazi u zakysanych mlék ke zvySené retenci diilezitych
prvkil, napt. fosforu, vapniku, Zeleza v lidském téle. Biosyntézou probihajici
pfi procesu zrani zakysanych mlék se zvySuje obsah nékterych vitamini skupiny

B, stabilizovanych diky niz§imu pH zakysanych mlék.
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e. Posledni vyzkumy potvrdily vyrazny tlumivy az nic¢ivy u¢ineck BMK vuci
patogeniim a v nékterych ptipadech i vlastnosti antivirové Dédek, Lukas, Teply
(1979).

f. Po lécbe antibiotiky pomahd mikroflora zakysanych mléénych vyrobki, zejména
acidofilni a bifidogenni ty€inky, k obnov¢ pfirozeného prostiedi traviciho traktu

a usnadiiuje tim spravnou funkci travici soustavy [2].

Na zaklad¢ novych poznatkll ziskanych u nés i1 v zahraniCi lze tedy pfipustit ni¢ivé
ucinky BMK v kysanych mlé¢nych vyrobeich vici patogennim mikroorganismim. Tyto
patogenni bakterie ztraceji v kysanych vyrobcich svou Zivotnost v kratké dob¢, zatimco
ve sladkém mléce prezivaji tydny, ¢asto i mésice. Tento inhibi¢ni €inek neni zpisoben
pouze vlivem vytvotrené kyseliny mlécné. V prvé fadé se jedna o ucinek antibiotickych
a jinych produktt latkové vymény c¢istych mlékatskych kultur. K podpofte tohoto tvrzeni
1ze uvést fadu konkrétnich ptipadi Hockel (1955). Napt. Brucella abortus vydrzi ve
sladkém mléce i1 nekolik mésicii, ale v kysanych mléénych vyrobcich hyne do jednoho
dne, takze se prakticky ve zralych kysanych mlécnych vyrobcich nevyskytuje. Také
virus slintavky hyne v kyselém prostiedi (jiz do pH 5,8), a proto se zakysané mlécné
vyrobky nemohou stat ani pfi epidemii slintavky a kulhavky nositelem infekce. Déle
salmonely, zarodky tyfu, Gplavice aj. vydrzi v acidofilnim mléce, kefiru a jogurtu velmi
kratkou dobu, avSak naproti tomu dlouhou dobu ve sladkém mléce zbaveném zahtatim
kyselinotvorné mikroflory. To plati v zdsad€ i o tuberkulozni tyCince Mycobacterium
tuberculosis, kterou intenzivné potlacuji druhy Propionibacterium a specidlni kvasinky.
Prokézana je dale inhibice n¢kterych druhti salmonel (Salmonella gallinarum) a stafy-
lokokt (Staphylococcus aureus) bakteriemi mlééného kvaSeni. Tato inhibice neni rov-
néz jen dusledkem sniZeni hodnoty pH ¢innosti BMK, kdy se snizuje i obsah laktosy a
oxidoreduk¢ni potencial. Rozhodujici je tvorba specidlnich inhibi¢nich latek antibiotic-
ké povahy, tzv. bakteriocinil (nisin, acidofilin, lactocidin, acidin, lactolin aj.). Tyto latky
vykazuji antimikrobidlni aktivitu i proti enteropatogennim bakteriim, sporotvornym
mikrobim a virdm. Kromé téchto latek plisobi jako inhibitory i peroxid vodiku a dalsi
latky (napt. D-leucin), které¢ jsou produkty ¢istych mlékaiskych kultur [2, 11].

Pravidelnd konzumace kysanych mléénych vyrobkl je tedy vysoce zadouci. Kromé

toho vSak napomaha i k udrzeni funkce travici soustavy, coz je zvlast’ dulezité nejen pro

18
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nemocné, ale 1 pro star$i populaci, nebot” s pribyvajicimi 1éty travici funkce ochabuje
[4].

Souhrnem lze ftici, Ze BMK tvorbou riznych antibiotik, ale i dalSich latek s inhibi¢nim
ucinkem (mlécnd kyselina, octova kyselina, peroxid vodiku, D-leucin aj.) vykazuji
antimikrobidlni aktivitu zejména vuCi enteropatogennim bakteriim, sporotvornym
mikroorganismim, ale i virim [2].

Prokazand antimikrobialni ¢innost BMK nesporné otevird cestu novym a nadéjnym
perspektivam 1é¢ebného vyuziti mlécnych vyrobkl zakysanych uslechtilymi bakteriemi

mlécného kvaseni [2, 4].
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2 STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS

Streptococcus thermophilus patii mezi potravinaisky nejvyznamnéjsi bakterie mlééného

vvvvvv

po Lactococcus lactis a je hojné vyuzivan k vyrobé mléénych produkti [2, 12].

2.1 Taxonomie

Doména Bacteria, kmen Firmicutes, ttida Bacilli, tad Lactobacillales, Celed

Streptococcaceae, rod Streptococcus, druh Streptococcus thermophilus [13]

V taxonomii streptokokli se pouzivaji dva klasifikacni systémy. Ve star§im pojeti se déli
klasifikace rodu Streptococcus na Sest skupin: pyogenni streptokoky, oralni streptoko-
ky, jiné streptokoky, anaerobni streptokoky, enterokoky a mlécné streptokoky.
V nov¢jSim klasifikacnim systému rodu Streptococcus Schilfer a Killpper-Bilz
(1984,1985,1987) jsou vyse uvedené skupiny streptokokt ponechané s vyjimkou anae-
robnich streptokokii. VySe uvedeni autofi také navrhli skupinu enterokokt a mléénych
streptokokt povysit
na samostatné rody Enterococcus a Lactococcus, déale navrhli i nové taxony.

Streptococcus thermophillus se systematicky fadi mezi jiné streptokoky [1].

2.2 Vlastnosti

Streptococcus thermophilus (Obr. 1) je soucasti mikroflory smésnych jogurtovych
kultur. Buniky maji velikost 0,7 — 0,9 um a byvaji ve dvojicich nebo tvoii fetizky.
Optimalni teplota pro rast Str. thermophilus je 40 az 45 °C, roste i pti 37 °C, neroste pii
10 °C. Str. thermophilus zkvasuje sacharidy homofermentativné¢ na mlécnou kyselinu,
a to v mnozstvi asi 0,5 %, netvoii CO, Bakterie tohoto druhu jsou G, nepohyblivé,

fakultativné anaerobni, nesporulujici, kataldza negativni, [1, 13].

K rstu vyzaduje Str. thermophilus nutricné bohatd média. Pro optimalni rist v uméle
pipravenych médiich se pfidava glukosa nebo jiny fermentovatelny sacharid. Nejvhod-

n¢j$im prostiedim pro kultivaci je mléko [1].

Str. thermophilus je schopen produkovat extracelularni polysacharidy, vyznamné

zejména pro mlékarensky primysl diky zlepSeni textury kysanych mléénych vyrobkt.
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Navic ne¢které kmeny Str. thermophilus maji schopnost v zakysanych mlécnych vyrob-

cich syntetizovat kyselinu listovou [8].

Str. thermophilus mé pouze mirné proteolytické vlastnosti. Proteolytické systémy BMK
maji za ukol enzymaticky pfeménit bilkoviny na jednodussi a snadnéji vyuzitelné Stépy.
Bilkoviny mléka maji tak velké molekuly, ze neprojdou pies bunétnou st¢nu BMK.
Z tohoto divodu vytvareji BMK $tépy bilkovin tj. peptidy a aminokyseliny, které jsou
bunikami vyuzitelné. Tato vlastnost prodluzuje trvanlivost vyrobkl a také ovliviuje

jejich reologické a organoleptické vlastnosti [1].

Str. thermophilus patti ke skupin¢ termofilnich mlécnych bakterii a je tradi¢né vyuZziva-
ny v kombinaci s Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus nebo Lactobacillus
helveticus k vyrobé jogurtli a syrii s vysokodohtivanou syfeninou (napi. Emental) [14].

Mikroorganismy jogurtové kultury ziji v symbiose. Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus uvoliiuje aminokyseliny, které vyuziva Str. thermophilus. Str. thermophilus
vytvaii kyselinu mlécnou, kterd snizuje pH média na optimum pro rist bakterie
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, a kyselinu mravenci, ktera stimuluje jeji rast

[15].

Obr. 1 — Streptococcus thermophilus [16]

2.3 Produkce inhibi¢né piisobicich latek

Streptococcus thermophilus zkvaSuje sacharidy (glukosu, laktosu, manosu, i fruktosu)
homofermentativnim zplisobem tj. produkuje vice nez 90 % L(+) kyseliny mlécné

a méné nez 10 % ostatnich produktid. Pouze malou ¢ast sacharidi méni na kyselinu
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mravenci a octovou. Str. thermophilus tvoii diacetyl, ktery tvoii charakteristickou viini
zakysanych mlécnych vyrobkiim Mlécny cukr laktosu nejprve Str. thermophilus Stépi
enzymem [-galaktosidasou na glukosu a galaktosu. Glukosa se podrobuje tzv.
glykolyze. Galaktosa se hromadi, pokud neni fermentovana jinymi BMK pfitomnymi ve

vyrobku [1, 13].

Mechanismus glykolyzy (Obr. 2) se da popsat nasledovné: molekula glukosy se fosfo-
ryluje a izomeruje za vzniku fruktosa-1,6-bisfosfat, ptisobenim enzymu aldolasy vznika
glyceraldehyd-3-fosfat a dihydroxyaceton fostat. Glyceraldehyd-3-fosfat se oxiduje
a fosforyluje pomoci dehydrogenasy na 1,3-bisfosfoglycerat. Sledem dalSich reakci
fosforylace, isomerace a enolizace vznika pyruvat (kyselina pyrohroznova). Pyruvat je
redukovan za anaerobnich podminek na laktat tj. anion kyseliny mlécné [17].

Str. thermophilus produkuje inhibi¢né ptsobici latky bakteriociny. [2]

CH,OH HC — o 4F) @—oc CH,OH @0': HC —o(F)

Fruktosa-1,6-bisfosf

Glukosa Glukosa- E fu:uafat FFURTDSE B-fosfat /
o] M \

o
o )L‘OH HO /ILL\OH

. P s o HCr C
® ﬁ' " i "'—_ QE:/H
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HO o : -
(-0 ape (PFQ "
2-fosfoglycerat l 3-fosfoglycerat Glyceraldehydfosfat  Dihvdroxyacetonfosfal
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Fosfoenolpyruvat Pyruvat

Obr. 2 — Schéma prubehu glykolyzy [18]
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2.3.1 Kyselina mlééna

Kyselina mlé¢na (2-hydroxypropanova) je piirodni organicka latka kyselé chuti, lehce
rozpustna ve vodé. M4 jeden asymetricky uhlik, tudiz se vyskytuje ve dvou enantiomer-
nich formach L(+) a D(-). D a L oznacuje strukturdlni konfiguraci kyseliny mlécné
vzhledem ke struktuie glyceraldehydu, neznamena optickou otacivost v polarizovaném
svétle. Oznaceni (+) znamena pravoto¢iva a (-) levotoCiva. Oznaceni D(-) znamena,
ze je konfigurace podobna D-glyceraldehydu a je levotociva. L(+) kyselina mlécna je
analogicky pravotociva. DL mlé¢na kyselina je racemicka a jeji konfigurace je nezna-
ma.

L(+) kyselina mlécna je lehce odbouratelna [1].

Kyselina mléénd ma hydratacni, antibakteridlni a protizanétlivé ucinky. Zvyraziuje
chut’, zesiluje G¢innost antioxidantt, ovliviiuje pH a tim 1 kyselost syrti, ma antimikro-

bialni vlastnosti [19].

Kyselina mlécnd ma také inhibic¢ni ucinky na stfevni bakterie ¢eledi Enterobacteriace-
ae.

Je antimikrobialni latka pouzivand k odstranéni patogend a snizeni poctu mikroorga-
nisml na povrchu masa. Vyhodou pouziti kyseliny mlécné je to, Ze nevyzaduje pouziti
vysokych tlakli posttikli pro odstranéni patogenil z masa jate¢n¢ upravenych tél. Mimo
to zstava na mase jatecné upravenych tél a ucinkuje jako antimikrobialni latka. Studii
byla prokézana inhibice E. coli kyselinou mlé¢nou. Kyselina mlé¢né inhibuje E. coli

efektivnéji nez kyselina octova [20].

2.3.2 Kyselina octova

Kyselina octova (etanova) je jedna z nejjednodussich karboxylovych kyselin. Vyznacu-
je

se kyselou chuti a Stiplavym zipachem. Kyselina octova je za normalnich podminek
bezbarva kapalina dokonale misitelna s vodou, s etanolem i1 dimetyleterem. Je hygro-
skopicka, takZe pohlcuje vzduSnou vlhkost. Jeji vodny roztok o koncentraci priblizné

od 5 do 8 % se nazyva ocet [21, 22].
Kyselina octova se v potravinafstvi uplatiluje také diky svym konzerva¢nim uc¢inkiim
[22]. Smrtici ucinek kyseliny octové na vétSinu mikroorganismi je pii koncentraci 6 %.

Chutové pfijatelnd je koncentrace 1 — 3 %, kterd vyznamné prodluzuje skladovatelnost
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potravin. V konzervarenstvi se zvySuje ucinek kyseliny octové v kombinaci
s kuchyiiskou soli. Potadi u¢innosti kyselin potlacujici acidofilni mikrofloru je octova,

mlécna, citronova, vinna a jable¢na [23].

Kyselina octova se pouziva ke snizeni poctu nebo k zastaveni ristu aerobnich bakterii
a kvasinek v potravinach a potravinaiskych vyrobcich. Je obecné povaZovana za

bezpe¢nou a zdravotné nezavadnou. Inhibuje naptiklad Salmonella typhimurium,
Shigella sonnei, Yersinia enterocolytica, E. coli, Pseudomonas aeruginosa a Strepto-

coccus faecalis [20].

2.3.3 Kyselina mraven¢i

Kyselina mravenci (metanova) je bezbarva kapalina kyselé chuti. Jedna se o nejjedno-
dussi organickou kyselinu. Kyselina mraven¢i ma baktericidni a konzervacni ucinky,
proto se pouziva k dezinfekci a v konzervarenstvi. Pouzivéd se ke srdZeni latexu, pii
odvapnovani kizi, pii vybarvovani viny (motidla) [24]. V dribezarském primyslu, se
n¢kdy ptfidava ke krmeni pro eliminaci salmonel. Néktefi vcelafi pouzivaji kyselinu

mravenci proti rozto¢i Varroa [25].

2.3.4 Diacetyl

Diacetyl (2,3-butandion) byl identifikovany jako zdkladni soucast aroma a chuti
v masle. Vroce 1927 byla popsana jeho antimikrobidlni aktivita vi¢i Bacillus ssp.
Diacetyl produkuji rody Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus a Streptococcus.
Pfi metabolismu hexosy miize byt tvorba diacetylu potlacena. Nicméné muze dojit také
k nadprodukci diacetylu pfi metabolismu citratu. Citrat pfechdzi pies pyruvat na
diacetyl. Byl pozorovan vétsi efekt a ucinek diacetylu pti pH < 7, sniZzeny t¢inek diace-
tylu v pfitomnosti glukosy a acetatu. Diacetyl piisobi nejvice na gramnegativni (G")
bakterie dale na kvasinky a plisné, mén& na G bakterie. Nejméné citlivé na pfitomnost
diacetylu jsou bakterie mlé¢ného kvaseni. Diacetyl reaguje s aminokyselinou arginin

u G’ bakterii a tim jim zabrafiuje vyuzit tuto aminokyseliny [26].

2.3.5 Bakteriociny

Mezi vyznamné antimikrobialni latky pouzivané v potravinaiském prumyslu patii bak-
teriociny. Bakteriociny jsou bakteriemi produkované peptidy (obvykle obsahuji 30 az
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aminokyselinovych zbytktl), které usmrcuji citlivé kmeny bakterii. Nékteré pusobi
na cytoplasmatickou membranu bakteridlni buniky, jiné nepfiznivé ovliviluji funkci
ribosomii. Kazdd bakterie, ktera produkuje bakteriocin, ma urcity zpiisob imunity
proti vlastnimu bakteriocinu [27, 28, 29].

Produkce bakteriocinli muze byt vyznamné ovlivnéna vn¢j$imi podminkami jako je
teplota, redox potencial, pH, ale také slozenim kultivaéniho média, napf. obsahem
peptidd, ionty kovii (naptf. manganu), koncentraci cukrt, atd. [27, 30]

Peptidy s antimikrobidlni aktivitou, tedy bakteriociny, jsou ¢inné hlavné proti G*
bakteriim. Casto je aktivita bakteriocini zaméfena zejména proti druhtim, které jsou
uzce pribuzné s producentem bakteriocinu i proti dal$im variantdm (typtim) téhoz druhu

[27].

Mechanismus plisobeni bakteriocinil je zalozen na jejich reakcich s aniontovymi lipidy
(v cytoplasmé G bakterii) a tvorb& port, které vycerpavaji transmembranovy potencial
nebo gradient pH. Membrana se stava propustnou, nasledné dochazi ke ztraté¢ hybné sily
protonu, uniku iontd ATP a dalSich Zivotné dilezitych molekul s nasledkem smrti [27,
28].

Gramnegativni bakterie nejsou tak citlivé na bakteriociny, pokud neni naruSena
ochranna funkce bun&&né membrany. Rozdil v citlivosti G™ a G bakterii na bakteriocin

je zpusoben rozdilnou strukturou bunééné membrany [5, 28, 31].

Bakteriociny jsou obvykle tfidény do 3 nebo 4 skupin, které jsou rozdéleny na zakladé
podobnych ¢i rozdilnych vlastnosti a také podle slozeni peptidt i nékterych aminokyse-

lin [31, 32, 33, 34].

» Trida I: zahrnuje tzv. lantibiotika typu A a B, modifikované druhy, jsou to malé
molekuly velikosti 2 az 3 kDa, (obsahuji vyjimeéné aminokyseliny napf.

lantionin, B-metyllantionin) patii k nim nisin, subtilin, galidermin, epidermin.

» Trida II: obsahuje malé (do 10 kDa), tepelné stabilni, nemodifikované druhy,
tepelné odolné bakteriociny produkované kmeny rodt Pediococcus, Leuconos-
toc, Lactobacillus a Enterococcus.
IIa - zahrnuje pediocinové bakteriociny se silnym antilisteridlnim t¢inkem

naptiklad pediocin PA-1, sakaciny A a P, lactococcin MFII, thermophilin 13.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

IIb - zahrnuje dvoupeptidové bakteriociny naptiklad lactococciny A, B, G, F, M,

lactacin F, plantaricin NC8.
Ilc¢ - zahrnuje sekundarné vylucované bakteriociny napft. acidocin B.

> Tiida III: zahrnuje velké (30 kDa i vétsi) tepelné labilni bakteriociny. Radi se
sem napfiklad helvecin J a V-1829, lactaciny A a B.

» Trida IV: obsahuje komplexni bakteriociny obsahujici lipidy, sacharidy

a proteiny.

Bakteriocinim produkovanym BMK se vénuje v potravinafstvi vice pozornosti
z diivodu jejich plsobeni na patogenni bakterie a bakterie zptsobujici kazeni potravin.
Bakteriociny inhibuji naptiklad kmeny Listeria, Staphylococcus, Bacillus, Clostridium
a dalsi [28, 30, 32].

Mezi bakteriociny, které¢ byly doposud schvaleny ke konzervaci potravin, patii piede-
v§im nisin. Nisin je produkovan fadou kmenl Lactococcus lactis subsp. lactis, a je
povazovany za prototyp bakteriocini bakterii mlééného kvaSeni. Nisin byl objeven
témet o padesat let diive (prvni zminka o ucincich nisinu v roce 1953) nez mnoho
dalsich bakteriocini a je prvni slouceninou tohoto typu, ktera byla vyuzita
v potravinarském primyslu na komer¢ni tirovni. V roce 1969 byl nisin akceptovan jako
antimikrobidlni latka a v roce 1988 bylo odsouhlaseno jeho vyuziti jako biologické
konzervac¢ni latky v mnoha zpracovavanych potravindch. V dne$ni dobé¢ je pouzivan
v potravinarském priamyslu ve vice nez Ctyficeti zemich po celém svété. V potravinar-
ské technologii se ¢asto pouzivd smésnych preparatii bakteriocintl, jejichZ presné sloze-
ni, tj. zastoupeni jednotlivych kment, neni bézné uvadéno. Svou podstatou jsou bakte-
riociny antibiotiky, toto oznaceni se vSak z obavy pfed zdménou s antibiotiky pouZziva-
nymi

v medicing dnes jiz prakticky nepouziva [28, 30, 31].

Rod Streptococcus bézné produkuje bakteriociny obvykle malé (6 kDa), postranslaéné
modifikované peptidy zarazené do 1. tfidy. V poslednich letech byla prokézdna produk-
ce

i velkych (10 kDa) tepelné stabilnich, nemodifikovanych bakteriocinii zatazenych

do II. tfidy. Jedna se napt. o bakteriociny streptococcin M-57, dysgalacticin [35].
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Streptococcus thermophilus SFI 13 tvoii bakteriocin thermofilin 13 skladajici se ze
dvou tepelné stabilnich ¢asti a inhibujici nasledujici kmeny: Lactobacillus, Bacillus,
Leuconostoc, Enterococcus faecium, Clostidium botulinum, Clostidium tyrobutyricum,
Listeria monocytogenes, Listeria innocua [29, 31].

Streptococcus thermophilus 81 produkuje bakteriocin thermophilin 81, ktery je tepelné
labilni, m4 antilisteridlni aktivitu a Siroké inhibi¢ni spektrum. Sklada se z 32 aminoky-
selin a pusobi pii pH 3 — 10. Antimikrobidlni G€inky byly prokézany i proti G bakteri-
im [36].

Pro své vlastnosti se mohou bakteriociny pouzivat v konzervarenstvi, kde chrani potra-
viny zejména pied patogennimi MO a napomahaji zvySeni udrznosti potravin. Ptiklady

a pouziti baktericinll viz ptiloha I. [30, 31, 32].
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3 PATOGENNi MIKROORGANISMY

V potravindiském primyslu je vénovédna velkd pozornost mikroorganismim, které
vyvoldvaji alimentarni onemocnéni lidi. Vyskyt potencialné patogennich mikroorga-
nismil v prostfedi a jejich schopnost pfezivat v nepfiznivych podminkach, pfedstavuje
vazné potencialni nebezpeéi. Rada patogennich mikroorganismi se vyskytuje v zaZiva-
cim traktu zvifat a lidi, odkud jsou nepravideln¢ vyluCovany do prostfedi. Patogeny
prezivaji také na rostlinach, v prachu a také v povrchové a ti¢ni vodé€. Z tohoto je ziej-
me, jak
obtizné je zabranit proniknuti patogennich mikroorganismli do potravin. NejcastéjSimi
potravinami spojenymi s onemocnénimi jsou dritbez, vejce, maso, masné vyrobky a jen
ve velmi malém procentu mléko a mlééné vyrobky. V mléce mohou byt nalezeny
salmonely, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, vzacné
pak Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica. V ivahu je nutno brat také Myco-

bacterium bovis a ptedevsim Mycobacterium paratuberculosis [37].

Patogenni bakterie vyvoldvaji choroby. Vniknuti choroboplodnych bakterii do téla
se nazyva infekce. Prib¢h nemoci zavisi na virulenci a zivotaschopnosti bakterie.

K infekci dochazi [38]:

» primym stykem s nemocnym, predméty atd.,
potravou (,,pitnd* voda, zelenina, necisté ovoce aj.)
vdechovanim (vznasejici se kapénky — kapénkova infekce)

poranénou kizi (infekce ran, tetanus)

Y V VY V

bodnuti hmyzem (mouchy — tyfus, Gplavice; vsi — tyfus, uplavice; komati rodu
Anopheles — malarie)

Ptiznaky choroby se vétSinou projevi za nékolik hodin az tfi tydny (inkubacni doba) po
infekci. Vyskyt a prudké rozsiteni infek¢éni nemoci ve stejném Case na urcitém misté
propukne v epidemii. Rychlé mnoZeni a dal$i vhodné podminky (nedostate¢na hygiena
atd.) mohou vyvolat pandemii, které¢ se dnes objevuji jen ojedinéle (rozvojové staty).
Epidemie S$ifici se potravou se objevuji i ve vyspélych statech (infek¢ni Zloutenka).
Nekteré patogenni mikroorganismy tvofi toxiny [38].

Vyskyt alimentarnich infekci a enterotoxikos v primyslové vyspélych stitech ma
vzrastajici tendenci 1 pies trvale se zlepSujici hygienické podminky v potravinarském

primyslu i v zeméd¢lstvi. Ukazuje se, Ze mikrobiologickd vySetieni findlnich vyrobki
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na pritomnost patogenti nezarucuje zdravotni nezavadnost téchto produktii. Potravinai-
Sti mikrobiologové jsou si jiz fadu let védomi této skutecnosti 1 zdsadnich divodd, pro¢
timto zptisobem nelze nepfitomnost patogeni v potravinach zabezpecit. Hlavni tcelem
cilenych mikrobiologickych kontrol by méla byt prevence — monitorovani patogenni
kontaminace v surovinach, béhem vyroby, ve vyrobcich a v prostiedi. Vyuziti poznatka
o prezivani a pomnozovani patogenil v potravinach by mélo slouzit k vypracovani sou-
boru opatteni, ktera by zabranovala kontaminaci, ptipadné dalSimu pomnozeni patogent

v potravin€ nebo z ni vyrobenych pokrmech [39].

Viry se v potravinach vyskytuji, ale nerozmnozuji, avS§ak mohou zpisobit zavazna
onemocnéni. VétSina virl je citlivd k vysokym teplotdm a bézné technologické procesy
jako jsou pasterace a sterilizace je nici. Nékteré viry jsou vSak schopny piezivat vysoké
teploty (napf. virus infekéni hepatitidy A), fermentaéni procesy aj. Proces mrazeni
ptisobi na viry jako konzervace. Viry v potravinach jsou nej€astéji pficinou infekcni
hepatitidy, vzacné klistové encefalitidy nebo détské obrny, pfip. jinych onemocnéni

[37].

Mykologie studuje interakce mezi potravinami, plisnémi a kvasinkami. Plisné jsou
ubikvitarn¢ rozsifeny v zZivotnim a pracovnim prostiedi ¢loveka. Nalézame je v ovzdusi,
pudé, vodé, na rostlinach, v krmivu, na pracovnich plochéch a sténéach v potravinaiském
prumyslu, na nespravné skladovanych obalech, v surovinach a potravinach. Potraviny
jsou pro plisn¢ vhodnym zivnym substratem. Po kontaminaci potravin sporami dochazi
k ristu mycelia a aktivaci enzymového aparatu. Toxinogenni vldknit¢ mikromycety
(plisng) jsou mikroorganismy, které maji schopnost produkovat mykotoxiny. V soucas-
né dob¢ je znamo vice nez 300 mykotoxinl. Mykotoxiny jsou sekundarni toxické meta-
bolity nebilkovinné povahy. NejzndméjSimi mykotoxiny jsou aflatoxiny a ochratoxiny.
Plisn¢ patii k vyznamnym faktorim, které mohou v negativnim smyslu ovlivnit zdravi
clovéka. Plesnivé potraviny obsahujici toxinogenni mikromycety a mykotoxiny pted-
stavuji vyznamné nebezpeéi pro zdravi populace v CR, zejména z hlediska tzv. pozd-

nich toxickych ucinki, které mohou byt karcinogenni [37, 40].
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Zdroje kontaminace surovin a potravin obvykle jsou [37]:

a. nevhodné umisténi potravinafského zédvodu (v blizkosti zemédélske

vyroby, primyslové vyroby nebo zastavby obytnych domi),
b. klimatizace, zvlasté pii nedostatecném zabezpeceni vhodnymi filtry,
c. nedostatecnd hygiena a sanitace,
d. plesnivé suroviny a potraviny.
Plisn¢ vSak maji 1 positivni vyznam pii vyrobé potravin napfi. pii vyrob¢ syrt [37, 40].

Systém komplexnich preventivnich opatfeni byl formulovan pod ndzvem HACCP
(Hazard Analysis of Critical Control Points). Hazard je definovan takto: nepfipustna
kontaminace, riist nebo pteziti mikrobu, které mohou zpiisobit znehodnoceni nebo zdra-
votni nezavadnost potravin, nebo tvorbu a pretrvavani jejich toxickych metabolickych
produktli v potravingé. CCP (kritické kontrolni body) zahrnuji misto, vyrobni postup
nebo technologicky postup, ktery mize byt ovlivnén takovym zptisobem, aby se vylou-

¢il nebo alespon minimalizoval vyskyt rizik [39].

3.1 Bacillus subtilis

Doména Bacteria, kmen Firmicutes, ttida Bacilli, fad Bacillales, ¢eled Bacillaceae,

rod Bacillus, druh B. subtilis.

Celed Bacillaceae byla popsana jiz vroce 1895 a v soulasnosti obsahuje velké
mnozstvi rodl a druhd. VétSinou osidluji prostiedi, nékteré druhy mohou byt patogenni

pro ¢loveka, zvirata ¢i bezobratlé [13].

3.1.1 Morfologické a fyziologické vlastnosti:

Bacillus subtilis je G*, sporulujici a pohybliva bakterie. Buiiky jsou tvaru ty¢inek se
zaoblenymi konci velikosti 0,7 x 2 az 3 um. Ty¢inky jsou uspotfadany do fetizkl. Bakte-
rie jsou peritrichalné obrveny. Metabolismus je aerobni, chemoorganotrofni, obvykle
kataldza positivni. Optimalni teplota rastu je 30 °C, teplotni rozmezi ristu je 10 — 60
°C. Bunky se rozmnozuji délenim. Spory jsou umistény excentricky, maji velikost

0,8 az 1 pm x 1 az 1,5 um, jsou ovalného tvaru, nezdutuji buiku. Spory snaseji teplotu
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az 150 °C po dobu 6 hodin. B. subtilis ztekucuje zelatinu, hydrolyzuje Skrob a z dextri-

nu tvoii kyselinu [41].

3.1.2 Kultivaéni vlastnosti:

Na agarovych pudach tvoii B. subtilis okrouhlé matné kolonie krémové bélavé barvy,
nc¢kdy slabé nahnédlé a vldknité rozbihavé. Mléko pomalu peptonizuje a alkalizuje.
Kasein na mlééném agaru hydrolyzuje. Bujon kali za vzniku Sedavé sedliny. Dobie ros-
te

na bramborach [41].

3.1.3 Vyskyt a uplatnéni:

Bacillus subtilis je v ptirod¢ velmi rozsiten, vyskytuje se zejména v sené, pud¢, prachu
a ve vode. Je obdvanou kontaminaci v pekatském primyslu, kde zpiisobuje nitkovitost
peCiva a chleba, a také v mlékarenském primyslu, kde je Skiidcem pasterovaného
i kondenzovaného mléka. Jako kontaminant se dale vyskytuje v konzervarenském,
masném a kvasném primyslu. Pouziva se také jako indikator pro detekci pfitomnosti

3-laktamovych antibiotik napft. penicilinu [41, 42].

Obr. 3 — Bacillus subtilis [43]
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3.2 Listeria innocua

Doména Bacteria, kmen Firmicutes, tiida Bacilli, ¥ad Bacillales, Celed Listeriaceae,

rod Listeria, druh Listeria innocua [13].

Celed Listeriaceae je nové navrzend. V soucasnosti tato ¢eled’ obsahuje pouze dva ro-
dy,
a to Listeria a Brochotrix. Zminéné rody jsou vyznamné z hlediska klinické i potravi-

narské mikrobiologie [13].

Listeria innocua byla objevena védci Seeliger a Schoofs v roce 1979. Jeji druhové jmé-
no znamena v latin€ nevinny (nebo neskodny), jelikoz nezptisobuje listeriozu (na rozdil

od Listeria monocytogenes a ivanovii) [44].

3.2.1 Morfologické a fyziologické vlastnosti:

Listeria innocua tvoii pravidelné kratké tyCinky se zakulacenymi konci, obcas
i kokovitého tvaru, vyskytuji se jednotlivé nebo v kratkych fetizcich, nékdy tvori
,V formy. Starsi kultura tvoii dlouha vldkna. Listeria innocua je G, nesporulujici,
netvoii pouzdra, snasi vysoké i nizké teploty a Siroké rozmezi pH (4,4 — 9,8). Pti kulti-
vaci s teplotami 20 — 25 °C jsou pohyblivé s n€kolika peritrichalnimi bi¢iky. Optimalni
teplota ristu je 30 — 37 °C. Listeria innocua je fakultativné anaerobni, chemoorgano-
trofni s fermenta¢nim metabolismem. Hlavnim produktem fermentace glukosy je L(+)
laktat. Tato bakterie fermentuje fadu cukrt, ale bez tvorby plynu. Listeria innocua
je kataldza positivni, oxidasa negativni, acetoin positivni. Hydrolyzuje eskulin, ale ne

ureu, zelatinu ani kasein, [13, 45].

3.2.2 Kultivaéni vlastnosti:

Listeria innocua tvoti na agarovych ptidach malé, kulaté kolonie s pravidelnym okrajem

[45].

3.2.3 Vyskyt a uplatnéni:

Listerie jsou velmi rozsifené v prostiedi, n€které druhy jsou patogenni pro clovéka
a zvifata. Listeria innocua je izolovana z pudy, rostlin, stolice Clovéka 1 zvifat,
je nepatogenni. Listeria innocua je dulezitd pro vyzkum, protoze je velmi podobna

alimentarni patogennni Listeria monocytogenes zpusobujici onemocnéni [13, 45].
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Vyzkumy bylo zjisténo, Ze izolaty rodu Listeria produkuji inhhibi¢ni latky proti Listeria
monocytogenes. Byl studovan izolat Listeria innocua 743, ktery tvoti bakteriociny

a proteiny proti jinym bakteriocintim [45].

Obr. 4 — Listeria innocua
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II. PRAKTICKA CAST

34
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4 MATERIAL

4.1 Pristroje, zarizeni a pomiicky

Mikropipety — BioHit (Fisher Scientific, Anglie)

Parni sterilizator — VARIOKLAYV 758, 135S, H+P Labortechnik, Némecko
Oc¢kovaci box — Clan air Technick B. V, Schoeller, Holandsko

Vahy — KERN 440.47N (max. 2000g), Némecko

Vortex — Heidolph REAX top, Némecko

pH metr — Gryf 208L, Havli¢ktv Brod, CR

denzitometr — DENZI-LA-METTER, EMO Brno
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4.2 Pouzité mikroorganismy

V této praci bylo pouzito 7 kmenl Streptococcus thermophilus ziskanych ze sbirky

Ustavu technologie a mikrobiologie potravin UTB ve Zling:

Streptococcus thermophilus 1
Streptococcus thermophilus 2
Streptococcus thermophilus 3
Streptococcus thermophilus 4
Streptococcus thermophilus 5
Streptococcus thermophilus 6

Streptococcus thermophilus 7

Jako indikatorové mikroorganismy inhibi¢nich G¢inka streptokoki byly pouzity kmeny
ziskané jak z Ceské sbirky mlékarenskych mikroorganismi (CCDM), tak z Ceské sbir-
ky mikroorganismii (CCM):

Bacillus subtilis CCDM 795

Listeria innocua CCM 4030
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4.3 Kultivacni pidy

Zivné médium M17:

M 17 3725 ¢

10 % roztok glukosy 95 ml
10% roztok laktosy 49,4 ml

Voda 950 ml

Zivné médium MPB (MPB):

masovy vytazek 3g
pepton 5¢g
NaCl 3g
(agar 15¢g)
voda 1000 ml

(Oxoid, United Kingdom)

(Lach-Ner, CR)

(Lach-Ner, CR)

(Himedia, India)
(Himedia, India)
(Sigma-Aldrich, USA)

(Himedia, India)

Zivné médium BHI (Brain Heart Infusion Broth (agar))

BHI 37¢

(agar 15g)

Voda 1000 ml

Zivné médium BCP:

Pouziti:

(Himedia, India)

(Himedia, India)

Piida pro zjisténi inhibicnich u€inkG kmena Streptococcus thermophilus vuci Bacillus

subtilis a Listeria innocua.

agar 15¢g
bromkresolpurpurovy indikéator 0,lg

UHT odstifedéné mléko 250 ml

(Himedia, India)
(Sigma-Aldrich, USA)

(0,5 % hm. Tuku, Olma, a.s., CR)
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voda 735 ml
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5 METODY

5.1 Stanoveni inhibi¢nich u¢inki Str. thermophilus v modelovém

systétmu UHT mléka

Postup:

Inhibi¢ni G€inky zkoumanych kmenl Streptococcus thermophilus vici listeriim
a bacilim byly provéfeny v modelovém systému mléka UHT (0,5 % hm. ml. tuku,
Popular, Olma, a.s., CR) dle Svirakové a kol. (2009). Jednalo se o spole¢nou kultivaci
streptokokl s Listeria innocua a Bacillus subtilis v mléce pii 37 °C po dobu 3 dni.
Béhem kultivace byly sledovany hodnoty pH a pocty listerii ¢i bacili vzdy nulty, prvni
a tfeti den. Pocty listerii byly provadény na ptidé BHI agar a pocty bacilli na pidé MPA.
Prvni modelovy systém: streptokoky (denzita 10° CFU.ml™") byly do mléka inokulovéany
s listeriemi nebo bacily (denzita 10° CFU.ml") soudasné. Druhy modelovy systém:
mléko bylo nejdiive fermentovéano streptokoky (denzita 10 CFU.mlI™) a poté bylo za-
otkovano listeriemi nebo bacily (denzita 10° CFU.ml"). Dale bylo provedeno
1 kontrolni stanoveni, to znamen4, Ze do mléka byl zao¢kovan pouze indikatorovy mik-
roorganismus (denzita 10° CFU.ml™") bez bakterii mlé&ného kvaseni. Tato metoda byla
provadéna pro kazdou kulturu mléénych bakterii a indikdtorovy mikroorganismus dva-

krat.

5.2 Stanoveni inhibi¢nich ucinku Str. thermophilus na BCP agaru

Postup:

Stanoveni inhibi¢nich u¢inkli studovanych kmenti streptokokt na BCP agaru vychazelo
z modifikované metody dle Plockové a kol. (2001). Jako indikatorové kmeny byly opét
pouzity Listeria innocua CCM 4030 a Bacillus subtilis CCDM 795. Na Petriho misky
bylo ockovano 20 pl kultury bakterii mlécného kvaseni Streptococcus thermophilus,
které byly prelity pfipravenym a vychlazenym (45 °C) BCP agarem. Po zatuhnuti byly
Petriho misky kultivovany pti 37 °C po dobu 48 hodin. Po této dob¢ byly Petriho misky
predsuseny 10 min, 40 °C v susSarné. Dale byly indikatorové mikroorganismy (Bacillus
subtilis, Listeria innocua) naockovany vpichem (5 pl suspenze). Byly provedeny dva

vpichy vedle sebe. Po vsaknuti byly Petriho misky uloZeny do termostatu a kultivovany
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po dobu 7 dni. Béhem této doby byl pozorovan rast a zbarveni okolo vpichi. Kazdy den
se méefil pramér kazdého vpichu zvlast. Pro kazdou kulturu mléénych bakterii
a indikatorovy mikroorganismus byla provedena dvé stanoveni. Dale bylo provedeno
1 kontrolni stanoveni, to znamend, ze na Petriho misku byly zaockovany pouze indikato-

rové mikroorganismy bez bakterii mlécného kvaseni.

Vypocet:
Primér ristovych zoén vypocteny pro dané kontrolni stanoveni ma hodnotu 100 %

ve srovnani s hodnotami vypoctenymi pro jednotlivé kultury mlé¢nych bakterii.

Vzorec pro vypocet procenta inhibice:

= |

%inhib =100 - 10%

%, --PrOCento inhibice urcitého indikatorového mikroorganismu danou kulturou

X eeereens pramér rastové zony pro danou kulturu mléénych bakterii a indikatorovy mikro-
organismus
X e pramér rustové zony pro odpovidajici kontrolni stanoveni a indikatorovy mik-

roorganismus
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

6.1 Hodnoceni metody inhibi¢nich u¢inka kmenu Str. thermophilus

v systému UHT mléka

Pro diplomovou praci byly vybrany indikatorové MO Bacillus subtilis a Listeria
innocua, na které ptisobi mikrobicidné a mikrobistaticky bakteriocin thermophilin 13,

ktery produkuji vybrané kmeny streptokokti [29].

Byla provedena studie bakteriocinu termophilinu 13, ktery je aktivni vici kmenlim
Bacillus, Clostridium tyrobutyricum, L. monocytogenes a L. innocua. Také byl prokdzan
vliv pH na bakteriociny [29]. Bakteriociny jsou velmi zddané v potravinaistvi z divodu
zajisténi kvality a bezpecnosti potravin. Jejich pouziti v kombinaci s jinymi antibakteri-
alnimi latkami otevira nové moznosti SirSiho vyuziti bakteriocinii v potravinaftstvi, které
vSak nejsou jeste¢ dostatecné prostudovany [46]. Je potieba vice objasnit strukturné
funk¢ni vztahy, vyrobu, odolnost a zplisob ucinku bakteriocint [31]. Str. thermophilus
produkuje kromé bakteriocini i exopolysacharidy a vitaminy (B2 a kyselinu listovou),

také ma potencialni probiotické ucinky [47].

V soucasnosti vzhledem k zdravotni nezavadnosti vyrobki jsou stfedem pozornosti bak-
terie rodu Listeria. V modelovém systému mléka UHT byl pozorovan Svirakova,
Tichovsky a kol. (2009) vliv laktokoki na rust listerii. Vysledkem bylo, ze laktokoky
pouzivané pro vyrobu fermentovanych mléénych vyrobka ve formé mezofilnich zaky-
sovych kultur 1ze pouzit pro kontrolu vyskytu a ristu listerii diky jejich bohatym bio-
chemickym ¢innostem. Pfedevsim diky produkci kyseliny mlééné a riznych bakterioci-
nl véetné nisinu. V. modelovém systému UHT mléka bylo zjisténo, ze pokud dojde
ke kontaminaci mléka listeriemi jest¢ pfed fermentaci laktokokii, dojde k adaptaci
ptitomnych listerii na kyselé prosttedi (pH 4,0 —4,5) a jejich denzita se nasledné nezvy-

pH zptsobi redukci poctu listerii [48].

Pozorovani provadéné nulty, prvni a tfeti den po aplikaci streptokokli a patogennich
mikroorganismii do mléka pro oba indikatorové mikroorganismy a oba modelové

systémy vychazeji z Tab. 1, 2, 3 a 4.
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V Tab. 1 jsou uvedeny hodnoty pH a pocty bacilit v UHT mléce zaockovaném danymi
kmeny Str. thermophilus a B. subtilis soucasné. Béhem tfi dnli pokusu se pH postupné
snizovalo vlivem tvorby kyseliny mlééné, ktera ma inhibi¢ni G¢inky na patogenni
mikroorganismy. V prvnim a tfeti dnu pokusu byly pocty B. subtilis fadové shodné,
z ¢ehoz lze usoudit, Ze kmeny streptokokii pozastavily rast B. subtilis. AvSak pocty
bacili v danych vzorcich mléka s kontrolnim stanovenim byly nulty den niz$i o dva
rady, prvni den o jeden fad a tfeti den opét o dva rfady. Nejvice inhibujicim kmenem byl
Str. thermophilus 1. Mléko nejvice okyseloval kmen Str. thermophilus 7, proto lze
tvrdit, ze na inhibici zfejm¢ nema jednoznac¢ny vliv pH. Nejmens$i inhibici viici kmenu
B. subtilis mé&l Str. thermophilus 4.

V Tab. 2 jsou uvedeny naméiené hodnoty pH a poCty B. subtilis nulty, prvni a tfeti den
v UHT mléce pfedem zaoCkovaném studovanymi kmeny Str. thermophilus a posléze
bacily. Pocty indikdtorového MO v mléce se Str. thermophilus byly nulty, prvni a treti
den tadoveé stejné z cehoz plyne, Ze Str. thermophilus pouze pozastavoval rist
B. subtilis. AvSak v porovnani danych vzorkli mléka s kontrolou byl pocet bacilti nulty
den rozdilny o jeden fad, prvni den o dva tady a tfeti den o tfi fady. Dalo by se fici,
ze pH zifejmé& pfiili§ neovliviiuje inhibi¢ni uinky streptokokii. Jelikoz kmen Str. ther-
vity. Jako nejucinnéjsi kmen v tomto modelovém systému byl uren Str. thermophilus

3. Nejméné efektivni vici kmenu B. subtilis byl kmen Str. thermophilus 4.

Indikatorovy MO B. subtilis je inhibovan nejvice v druhém modelovém systému mléka
tedy v mléce predem zaockovaném kmeny Str. thermophilus (Obr. 5) ziejmé diky
tvorbé bakteriocinu thermophilinu 13, taktéz produkci kyseliny mléné ¢i jinych

inhibi¢né plsobicich latek. Nejvyssi inhibici z obou systémi mléka vykazoval kmen

cvwr

Tab. 1 — Hodnoty pH a pocty bacilu nulty, prvni a tieti den kultivace v mléce UHT

zaockovaném danymi kmeny Str. thermophilus a B. subtilis soucasne.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

1. modelovy systém

0. den 1. den 3. den
Kmen ¢&. pH CFU/ml pH CFU/ml pH CFU/ml
1 6,69 420-10° 5,20 4,00-10° 4,55 2,51-10°

6,71 4,10-10° 5,16 4.80-10° 4,54 2,63-10°
6,70 3,00-10° 5,20 5,60-10° 4,55 2,58-10°
6,71 3,10-10° 5,28 4.45-10° 4,57 2,67-10°
6,69 4,60-10° 5,31 4,96-10° 4,58 2,61-10°
6,70 4,80-10° 5,44 5,05:10° 4,59 2,54-10°
6,71 4,30-10° 5,24 5,20-10° 4,48 2,63-10°
B. subtilis 6,73 3,30:10° 6,65 3,50-10° 6,87 1,51-107

N N O AW

Tab. 2 — Hodnoty pH a pocty Bacillus subtilis nulty, prvni a treti den kultivace

v mléce UHT predem zaockovaném studovanymi kmeny Str. thermophilus.

2. modelovy systém

0. den 1. den 3. den
Kmen ¢. pH CFU/ml pH CFU/ml pH CFU/ml
1 515  3,10-10* 4,65 4,00-10* 4,55 3,20-10*

515 3,00010° 4,62 4,50-10* 4,50 3,50-10*
520  3,50-10* 4,65 4,30-10* 4,49 2,90-10*
529  3,60-10° 4,66 4,80-10* 4,54 3,80-10"
534 3,000 4,70 5,10-10* 4,55 3,20-10*
545 32010 483 4,70-10* 4,61 3,30-10*
515  3,40-10* 4,55 4,20-10* 4,47 3,60-10%
B. subtilis 6,73  3,30-10° 6,65 3,50-10° 6,87 1,51-107

N SN O AW N
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Obr. 5 — Znazorneni poctu Bacillus subtilis v obou modelovych systemech UHT mléka

nulty, prvni a treti den.

Legenda:

0.den Z .... 0. den pro zakysané mléko tj. 2. modelovy systém

0. den N .... 0. den pro nezakysané mléko tj. 1. modelovy systém
I.den Z .... 1. den pro zakysané mléko, 2. modelovy systém

1. den N .... 1. den pro nezakysané mléko, 1. modelovy systém
3.den Z .... 3. den pro zakysané mléko, 2. modelovy systém

3.den N .... 3. den pro nezakysané mléko, 1. modelovy systém

44
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V Tab. 3 jsou uvedeny hodnoty pH a pocty listerii nulty, prvni a tieti den kultivace
v mléce UHT zaockovaném danymi kmeny Str. thermophilus a L. innocua soucasné.
Pocty L. innocua byly v kazdém dnu méteni fadové rozdilné, tedy studované kmeny
Str. thermophilus snizuji pocet bakterii L. innocua. AvSak porovnanim poctu listerii
v danych vzorcich mlék s kontrolou byl nulty den sledovan pokles o tii fady, prvni den
a tfeti den o jeden fad. Nejvice inhibujicim kmenem byl Str. thermophilus 4, ktery
zaroven nejvice okyselil mléko. Z tohoto ditvodu se projevil 1 vliv pH na inhibi¢ni efekt.

Nejmensi G€innost byla prokézana u kmene Str. thermophilus 1.

V Tab. 4 jsou zadany hodnoty pH a pocty L. innocua v UHT mléce piedem zaockova-
ném kmeny Str. thermophilus a posléze listeriemi. Pocty listerii byly nulty, prvni a tieti
den tadoveé rozdilné zcehoz plyne, ze Str. thermophilus snizuje pocet bakterii
L. innocua. Avsak porovnani poctu listerii v danych vzorcich mlék s kontrolnim

stanovenim byly nulty den nizsi o dva tady, prvni a tfeti den o jeden fad. Nejvetsi akti-

Cvwr

cvwr

Ze ziskanych vysledki lze konstatovat, ze kmeny Str. thermophilus snizuji pocet

L. innocua.

Vyssi aktivita kmenl streptokokli byla pozorovana ve druhém modelovém systému
tj. vmléce UHT pfedem zaockovaném danymi kmeny Str. thermophilus a L. innocua
(Obr. 6). V ptipadé nezakysanych mlék byl prokazan vliv pH, proto lze fici, ze inhibi¢-
ni aktivita byla zplsobena nejen bakteriociny, ale také tvorbou kyseliny mlécné.
Nejucinngj§im kmenem vuc¢i bakterii L. innocua byl Str. thermophilus 2. Nejméné

ucinny pak byl kmen Str. thermophilus 1.

U vsech studovanych kment Streptococcus thermophilus byla sledovana vyssi inhibi¢ni
aktivita vii¢i danym indikdtorovym mikroorganismiim v zakysaném mléku. To mohlo
byt zplsobeno nepiiznivymi podminkami pro mnoZeni a rist téchto mikroorganismi

jako je kyselé prostiedi mléka ¢1 zvySena koncentrace thermophilinul3.
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Tab. 3 — Hodnoty pH a pocty listerii nulty, prvni a tieti den kultivace v mléce UHT

zaockovaném danymi kmeny Str. thermophilus a L. innocua soucasnée.

1. modelovy systém

0. den 1. den 3. den
Kmen ¢&. pH CFU/ml pH CFU/ml pH CFU/ml
1 6,76  6,84-10" 5,19 1,50-10° 4,63 3,11-107

6,78  7,16:10* 5,24 1,61-10° 4,66 2,46-107
6,78  7,05-10* 5,27 1,55-10° 4,74 2,84-107
6,81 69610 5,16 1,49-10° 4,61 2,96-107
6,79  7,10-10* 5,41 1,56-10° 4,73 2,54-107
6,79  6,89-10" 5,33 1,54-10° 4,79 2,57-107

7 6,78  6,93-10 5,28 1,51-10° 4,62 2,91-107
L.innocua 6,78  3,32:10’ 5,63 9,52:10’ 5,32 5,56:10°

A N A W N

Tab. 4 — Hodnoty pH a pocty Listeria innocua nulty, prvni a tieti den v UHT

mléce predem zaockovaném studovanymi kmeny Str. thermophilus.

2. modelovy systém

0. den 1. den 3. den
Kmen ¢&. pH CFU/ml pH CFU/ml pH CFU/ml
1 5,17 1,31-10° 471 1,89-10° 4,52 2,00-107

530  1,3610° 487 1,93-10° 4,66 1,84-107
5,26 1,34-10° 4,84 1,97-10° 4,61 1,92-107
5,19 1,29-10° 4775 1,84:10° 4,60 2,05-107
5,16 1,30-10° 4,95 1,86-10° 4,67 1,87-107
540  1,27-10° 4,92 1,91-10° 4,63 1,93-107

7 536  1,3310° 4,84 1,87-10° 4,58 2,07-107
L.innocua 6,78  3,32:10’ 5,63 9,52-107 5,32 5,56:10°

A N A W N
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Obr. 6 — Zndzorneni poctu Listeria innocua v obou modelovych systémech UHT mléka

nulty, prvni a treti den.

Legenda:

0.den Z .... 0. den pro zakysané mléko tj. 2. modelovy systém
0.den N .... 0. den pro nezakysané mléko tj. 1. modelovy systém
l.denZ .... 1. den pro zakysané mléko, 2. modelovy systém
1.den N .... 1. den pro nezakysané mléko, 1. modelovy systém
3.den Z .... 3. den pro zakysané mléko, 2. modelovy systém

3.den N .... 3. den pro nezakysané mléko, 1. modelovy systém
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6.2 Hodnoceni metody inhibi¢nich ucinka kmeni Str. thermophilus

na BCP agaru

V Tab. 5 jsou uvedeny priméry rustovych zon (cm) mefené béhem sedmi dnii kultivace
studovanych kment Str. thermophilus spolu s B. subtilis na BCP agaru. V nasledujici
Tab. 6 jsou uvedené vysledky procent inhibice jednotlivych kment streptokokti vici

bakterii B. subtilis.

Pokusem byla prokdzana inhibice B. subtilis kmeny streptokii. Nejvetsi inhibici vyka-
zoval Str. thermophilus 3 (66,7 %). Kmeny Str. thermophilus 2 a Streptococcus
thermophilus 6 inhibovaly B. subtilis nejméng, oba kmeny z 30 %. Toto pofadi je

nazorné zobrazeno v Obr. 7.

Tab. 5 — Priameér riistovych zon (cm) Bacillus subtilis behem 7 dnii kultivace na BCP

agaru se studovanymi kmeny Str. thermophilus.

Kmen Primér ristové zony (cm)
l.den 2.den 3.den 4.den S.den 6.den 7.den
0,50 1,00 1,40 1,90 2,50 3,10 3,50
1,51 2,00 2,50 2,70 3,20 3,70 4,20
0,20 0,50 0,50 0,75 1,00 1,50 2,00
0,31 0,60 0,75 0,97 1,25 1,75 2,25
0,50 1,50 2,00 2,60 3,00 3,50 4,00
1,51 1,75 2,30 2,80 3,25 3,70 4,20
7 0,21 0,50 1,00 1,30 1,60 2,00 2,25
B. subtilis 1,50 2,80 4,00 4,50 5,00 5,50 6,00

A N A W N =
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Tab. 6 — Mira inhibicniho ucinku studovanych kmenii Str. thermophilus

s indikatorovym mikroorganismem Bacillus subtilis v casovém intervalu 7 dni.

Kmen Inhibicni ucinek [%]
I.den 2.den 3.den 4.den S.den 6.den 7.den
1 66,67 64,29 65,00 57,78 50,00 43,64 41,67
2 66,67 28,57 37,50 40,00 36,00 32,73 30,00
3 86,67 82,14 87,50 83,33 80,00 72,73 66,67
4 80,00 78,57 81,25 78,44 75,00 68,18 62,50
5 66,67 46,43 50,00 42,22 40,00 36,36 33,33
6 0,00 37,50 42,50 37,78 35,00 32,73 30,00
7 86,67 82,14 75,00 71,11 68,00 63,64 62,50
100,00
90,00
‘—A\_
80,00
g 70,00 x kmen¢. 1
;§ IE ey g -
‘= 60,00 kmenc. 2
5 50,00 AN T~ .
g ) } \_’_—-—\ \ kmenc. 3
5 30,00 \~ .
20,00 / kmen¢. 5
10,00 / kmenc. 6
0,00 T . . kmenc. 7
1 4 5 6
pocet dni

Obr. 7 — Prehled procent inhibice pro kmeny streptokokii s indikatorovym mikroorga-

nismem Bacillus subtilis v casovém intervalu 7 dni.

V Tab. 7 jsou uvedeny naméiené pramery rastovych zon (cm) pro indikatorovy mikro-
organismus L. innocua kultivovany spolu s jednotlivymi kmeny streptokokid na BCP
agaru. Nasleduje Tab. 8 sprocenty inhibice pro kmeny streptokok s L. innocua.
Nejvétsi inhibiéni aktivitu vykazoval kmen Str. thermophilus 1 a Str. thermophilus 7
a to ze 79,17 %. Kmen Str. thermophilus 2 inhiboval L. innocua nejméné, a to ze

47,92 %. Toto potadi je zndzornéno v Obr. 8.
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Tab. 7 — Primeér rustovych zon (cm) Listeria innocua béhem 7 dnii kultivace na

BCP agaru se studovanymi kmeny Str. thermophilus.

Kmen Primér ristové zény (cm)

1.den 2.den 3. den 4. den 5. den 6. den 7. den

0,10 0,20 0,30 0,40 0,45 0,50 1,00
0,25 0,50 1,00 1,25 1,50 2,00 2,50
0,15 0,25 0,50 0,75 1,00 1,50 2,00
0,10 0,15 0,20 0,25 0,50 1,00 1,50
0,10 0,25 0,50 0,75 1,00 1,50 2,00
0,10 0,30 0,50 0,75 1,00 1,50 2,00
7 0,10 0,20 0,30 0,40 0,45 0,50 1,00

A Nt A W N -

L.innocua 1,50 2,50 3,00 3,50 4,00 4,30 4,80

Tab. 8 — Mira inhibicniho ucinku studovanych kmenii Str. thermophilus

s indikatorovym mikroorganismem Listeria innocua v casovém intervalu 7 dni.

Kmen Inhibi¢ni ucinek [%]

l.den 2.den 3.den 4.den 5.den 6.den 7.den
93,33 92,00 90,00 88,57 88,75 88,37 79,17
83,33 80,00 66,67 64,29 62,50 53,49 47,92

90,00 90,00 83,33 78,57 75,00 65,12 58,33
93,33 94,00 93,33 92,86 87,50 76,74 68,75
93,33 90,00 83,33 78,57 75,00 65,12 58,33
93,33 88,00 83,33 78,57 75,00 65,12 58,33
93,33 92,00 90,00 88,57 88,75 88,37 79,17

N SN N AW N -
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Obr. 8 — Prehled procent inhibice pro kmeny streptokokii s indikdatorovym mikroorga-

nismem Listeria innocua v casovem intervalu 7 dni.

V ptipadé modelovych systémti mléka UHT byl kmen Str. thermophilus 1 urCen jako
nejucinnéjsi vaci B. subtilis. Naopak nejméné U¢innym vici bacilim byl kmen
Str. thermophilus 4. Vzhledem k indikatorovému mikroorganismu L. innocua byl

nejucinnéjsim kmenem Str. thermophilus 2 a nejméné UCinnym Str. thermophilus 1.

V metod¢ s BCP agarem byl nejucinnéjsi kmen Str. thermophilus 3 a neyjméné pak
Str. thermophilus 2 a Str. thermophilus 6 vu¢i B. subtilis. NejefektivnéjSim kmenem
vuci L. innocua byl kmen Str. thermophilus 1 a Str. thermophilus 7, nejmén¢ inhibujici

Str. thermophilus 2.

Srovnanim prvni a druhé metody stanoveni inhibi¢nich ucinkt kment Str. thermophilus
se zdal byt jako nejucinnéjsi kmen Str. thermophilus 1 (79,17 %), ktery se ve svém
inhibi¢nim u¢inku vici B. subtilis shodoval v metodé s UHT mlékem a vici L. innocua
v metodé s BCP agarem. Celkove byl nejméné aktivnim uréen kmen Str. thermophilus

2, ktery inhiboval nejméné (39 %) B. subtilis 1 L. innocua u metody s BCP agarem.
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ZAVER

Po tisicileti bylo mléko konzervovano fermentaci bakteriemi mlééného kvaseni, jejichz
primarni role je v tvorbé kyseliny mlé¢né a nasledném snizeni pH. Kromé toho mnoho
z pouzivanych kultur mize béhem fermentace produkovat fadu dalSich metabolitd,

které¢ maji vliv nejen na kvalitu, bezpeCnost, chut’ a strukturu fermentované potraviny,

ale také na jeji vyzivny a zdravi ovliviiyjici charakter.

V praktické c¢asti byly provadény dvé metody studujici inhibi¢ni UCinky kment

Str. thermophilus vi¢i kmenim Bacillus subtilis a Listeria innocua.

Prvni metodou bylo stanoveni inhibi¢nich G¢inkt Str. thermophilus v modelovém systému
mléka UHT. Vys8i inhibi¢ni aktivita studovanych kment streptokokti byla prokazana
ve druhém modelovém systému, tedy v mléce zaoCkovaném nejdiive danymi kmeny
Str. thermophilus a poté kmeny B. subtilis ¢i L. innocua. Zakysané mléné vyrobky jsou
tedy pravdépodobné vice chranéné vici B. subtilis a L. innocua z divodu kyselého pro-
stiedi a zfejm¢ vétSiho rozvoje thermophilinu 13. Navic vliv pH nebyl zcela prokézan,
z toho lze usoudit, Ze inhibi¢ni aktivita byla zplisobena z vétsi ¢asti diky tvorbé thermophi-

linu 13.

Nejvyssi aktivitu vykazoval kmen Str. thermophilus 2 vaci indikatorovému mikroorga-
nismu L. innocua. B. subtilis inhiboval nejvice kmen Str. thermophilus 1. Naopak

Str. thermophilus 4.

Druhou metodou stanoveni inhibi¢nich U¢ink na BCP agaru bylo zjiSténo,
ze Bacillus subtilis nejvice inhiboval kmen Str. thermophilus 3 (79,17 %) a nejméné
Str. thermophilus 2 (30 %) a Str. thermophilus 6 (30 %). Kmen L. innocua nejvice inhibo-
valy (79,17 %) kmeny Str. thermophilus 7 a Str. thermophilus 1, nejméné
Str. thermophilus 2 (47,92 %).

Inhibi¢ni G€inky kment Str. thermophilus viaci Bacillus subtilis a Listeria innocua jsou
odlisné. Porovnanim prvni a druhé metody stanoveni inhibi¢nich ucinkd kment
Str. thermophilus v UHT mléce a na BCP agaru vychédzi jako nejucinngj$i kmen
Str.  thermophilus 1 (79,17 %). Celkové nejméné UuUCinnym byl uréen kmen

Str. thermophilus 2.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BMK Bakterie mlécného kvaseni.

+ ; I
G Gramovo barveni — positivni.
G Gramovo barveni — negativni.

kDa  Kilodaltony — Jednotka vyjadiujici hmotnost piiblizn¢ 1000 atomti vodiku tj.
1,66:10% g
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PRILOHAPI:

P I - Bakteriociny jako potravinaiské konzervac¢ni prostfedky: ptiklady navrhovanych
aplikaci, ptevzato z [29]:

Bakteriocin Pouziti Zavéry Odkazy
;S)(I:joijve ;l\i;riflsl;us tség:rsrlltym Pridavek niSilv’ll’l mﬁi,e C}Jtter and
Nisin A (spojka v masnjch redukqvat nezasioum Siragusa,
vyrobeich) bakterie v mletych 1998.
masnych produktech
Pouziti pediocinu AcH
produkovaného Posttik zabranuje rastu
Lactobacillus plantarum L. monocytogenes Ennahar
Pediocin AcH | WHE 92 pro postiikani a muze byt pouzity jako | et al., 1996
povrchu syru Miinster oSetfeni proti listeriim
na zacatku doby zrani
Pouziti producenta entero-
cinu Ent. Faecalis INIA4 | PouZiti startovaci Ent.
) . R Nunez et al.,
Enterocin 4 jako startgvafsl o faecalis inhibuje 1997
kultury pfi vyrobé syra L. monocytogenes
Manchego (Spanélsky tvr-
dy syr)
Aplikace Brevibacterium o
. , Zpisobi snizeni poctu
lines jako startovaci kultu- 2 loo tadv u L. i . | Eppertetal.,
Linocin M-18 | ry pro vyrobu ¢erveného O 2108 TaGy U L. IVAROVL 1197

roztiratelného syra

a L. monocytogenes

Nisin A

Pouziti nisinu pro kontrolu
L. monocytogenes v syru
Rikota

Nisin uc¢inng inhibuje
L. monocytogenes
po 8 tydni

Davies et al.,
1997

Piscicolin 126

Aplikace piscicolinu 126
pro potlaceni

L. monocytogenes v dabél-
ské Sunkové pasté

Efektivnéjsi nez
komeréné pouzivané
bakteriociny

Jack et al.,
1996

Pouziti leucocine produ-
kovaného Leu. gelidum

Naockovani vakuové
baleného hovéziho masa
producentem bakterioci-

Leisner et al.,

Leucocin A | UAL 187 pro potlaceni nu oddali kazeni zptso- 1996
kazeni masa bené Lactobac. sake
az o 8 tydnt
fr(l)lgzelrﬂ i?i(;flcmu 705 pro Lactocin inhibuje rast Vignolo et
Lactocin 705 L. monocytogenes v ho- | al., 1996

L. monocytogenes

vézim sekaném mase




Bakteriocin Pouziti Zavéry Odkazy
Startovaci kultura
e . P. acidilactici
Pouziti pediocinu o .,
produkovaného prllsva’a k efektivnimu Baccus-
Pediocin AcH | P. acidilactici pro inhibici smzent L,' monocy togenes Taylor
. monocvioeenes béhem vyroby suchych etal., 1993
' Vios driibezich nevatenych
parka
Exprese operonu pedioci potencialni aplikace Schoeman et
. . " | v konzervaci vina al.,
Pediocin nu u Sac. cerevisiae a pefenych virobki 1999
Pridavéni pediocinu k sy- ]lfefq‘i)l:zi mew Goffet. al.,
Pediocin AcH | rové dribezi | Jnonocytosenes 1996
pii 5°C po 28 dnli
112022‘3,’1](;01;1;?)' ako Pediocin efektivné Foegeding et.
Pediocin PA-1 | startovacich kultur pfispiva k inhibici al,
S . L. monocytogenes 1992
pro fermentaci salamt
e eeris - fomericha
. ey, VEp L. monocytogenes podle | al-»
Enterocin ho masa, kufecich 2000 a, b

prsou, pastik, salamu

riznych podminek






