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ABSTRAKT

Bakalatskd prace se zabyva mikroflorou mléka, popisuje mikroorganismy zplsobujici
kazeni mlécnych vyrobki. Dalsi ¢ast charakterizuje mikroorganismy v Cistych
mlékatskych kulturdch. Zde jsou popsany jejich funkce a vyuziti. Dale popisuje pouziti
ochrannych kultur v mléénych vyrobcich. Posledni ¢ast je zaméfena na ochranné kultury

na ¢eském trhu.

Kli¢ova slova: mléko, bakterie mlééného kvaSeni, mikroorganismy, cisté mlékarské

kultury, ochranné kultury

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with microbiology of milk, describes microorganisms,which
can cause spoiling of dairy products. Next part characterizes microorganisms in starter
cultures. Particular roles and use of dairy cultures are characterized. As well as describes
the use of protective cultures in the production of dairy products. In the last part is aimed at

protective cultures in the Czech market.

Keywords: milk, lactic acid bacteria, microorganisms, dairy cultures, protective cultures
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UvVOD

Mikroorganismy jsou nedilnou soucasti naSeho zivota, nachdzeji se v pad¢, na rostlinach,
ve vzduchu, ve vod¢, na potravinach, v lidském téle atd. Velkd cast populace vidi v
mikroorganismech jen jejich negativni dopad na naSe zdravi. Zptsobuji kazeni potravin a
produkuji patogeny, které jsou zdravi Skodlivé. Koliformni bakterie mohou v lidském téle
vyvolat prijmova onemocnéni. Listerie se mohou nachazet na mléénych vyrobcich, kde se
rozmnoZzuji 1 pii nizkych teplotach a zplisobuji zaludec¢ni nevolnosti. Escherichia coli mize
vyvolat zalude¢ni potize nebo poskodit ledviny. Ale ne vSechny mikroorganismy maji na

nas zivot negativni ucinky, n¢které dokonce nasemu zdravi prospivaji.

Mezi prospésné mikroorganismy se fadi napft. laktobacily nebo bifidobakterie, které se fadi
mezi probiotické a v naSem téle zlepSuji zazivani. V mlécnych vyrobcich potlacuji rlst
nezadouci mikrofléry a tim prodluzuji dobu trvanlivosti a zajist'uji bezpecnost produktu.
Mikroorganismy jsou také soucasti stfevni mikroflory, kde fermentuji nestravené latky
z potravy. Bez mikroorganismil bychom nevyrobily tradi¢ni mlééné nebo kvasné vyrobky.

Uplatiiuji se v mnoha rozmanitych oblastech.

Cisté mlékaiské kultury se pouZivaji pifi vyrobé syrd, jogurtil, zakysanych mléénych
vyrobka. Hlavni funkci kultur pfi vyrobé je Stépeni laktézy, mlécného tuku a bilkovin.
Diky ¢innosti ¢istych mlékarskych kultur ziskdvame vyrobky s charakteristickou vini a

chuti.

Ochranné kultury, tvorbou metabolit, mohou inhibovat rist nezddouci mikroflory pfi

vyrobé nebo skladovani mléénych vyrobki.
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1 MIKROFLORA MLEKA

MIéko ziskavané ze zdravé dojnice neni sterilni, obsahuje malé mnozstvi mikroorganismu,
tzv. komenzall mlécné zlazy. Obsahuje mikrokoky, streptokoky a vzacné korynebakterie

(LUKASOVA, 1999).

Mléko diky svému slozeni piedstavuje vhodné ristové médium pro mikroorganismy (MO).
Ma vysokou vodni aktivitu, téméf neutralni pH a dostupné Ziviny pro mnozeni MO. Hlavni
slozky mléka jsou laktéza, tuk, bilkoviny, mineraly a rGzné neproteinové dusikaté
slouceniny. VétSina mikroorganismli nemize vyuzivat laktozu, a proto musi spoléhat na
proteolyzu nebo lipolyzu, aby ziskaly uhlik a energii. Syrové mléko obsahuje zpocatku
rizné inhibitory ristu, které snizuji rast mikroorganismil v pocatecnich fazich skladovani

(DOYLE a BEUCHAT, 2007).

Pocet mikroorganismti se vyznamné zvySuje pfi mastitidich (zanét mlécné zlazy). Mezi
nejcastejs$i pivodce mastitid patii Staphylococcus aureus a Streptococcus agalactiae. Pti
mikrobiologickém posuzovani mléka se sleduje pfedev§im pocet mikroorganismu, jejich

druhové zastoupeni, obsah produkti jejich metabolismu a obsah somatickych bunék.

Primarni mikrofléora — do mléka se dostava jesté pied dojenim. A to bud’ vnitini cestou
(krevnim obéhem) nebo vnéjsi cestou (strukovym kanalem). Primarni mikroflora je brzy

potlacena, proto nema pfili§ velky vliv na jakost a trvanlivost mléka.

Sekundarni mikrofléra — mléko kontaminuje pii nadojeni a béhem dal§iho zpracovani.
Hlavnimi zdroji kontaminace mléka jsou povrch téla dojnice, dojici zafizeni, nadoby a
nadrze na dojeni a uchovavani mléka, doji¢i, krmivo, stelivo, voda a vzduch. Sanitace,
mechanické c¢iSténi a dezinfekce miZze vyznamné zredukovat sekundarni mikrofloru

(BUNKA, 2013).

MIlééné vyrobky predstavuji vice ¢i méné vhodné prostiedi pro riist mikroorganismil. Casto
maji kyselé pH, nizkou vodni aktivitu a rGznou koncentraci Zivin. Naptiklad maéslo je
emulze typu voda v oleji, to znamend, ze mikroorganismy jsou zachyceny v kapickach
séra. Je-li méslo nasoleno, primérny obsah soli v kapickach bude 6-8 %. Coz staci k
inhibici gramnegativnich organismu, které by mohly rast béhem chlazeni. V ptipadé, ze
behem vyroby dojde k nerovnomérnému rozptyleni soli v kapi¢kach, mize dojit k rastu
psychrotrofnich bakterii v kapickach snizs$i koncentraci soli (DOYLE a BEUCHAT,
2007).
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1.1 Mikrobiologie syrového mléka

1.1.1 Psychrotrofni bakterie

Syrové mléko se musi po odbéru rychle ochladit a udrzovat v chladu az do pasterizace.
mikrofléry syrového mléka. Mezofilni mikrofloru vysttidala psychrotrofni. Optimalni
rustova teplota psychrotrofnich bakterii se pohybuje mezi 20-30 °C, ale jsou schopny rust i

pii teplotach niz§i nez 8 °C (LUKASOVA, 1999; DOYLE a BEUCHAT, 2007).

Psychrotrofni bakterie, které kazi syrové mléko, jsou nejCastéji gramnegativni bakterie
rodt Pseudomonas (P. fluorescens P. fragi, P. putida, P. aeruginosa), Acinetobacter,
Flavobacterium,  Psychrobacter, Alcaligenes, Achromobacter nebo Shewanella.
Psychrotrofni bakterie, které se bézné vyskytuji v syrovém mléce, jsou termolabilni a jsou

inaktivovany pasterizaci (BUNKA, 2013).

Nejcastéji ke kontaminaci mléka psychrotrofnimi bakteriemi dochézi béhem dojeni
z nedostatecné vycisSténého dojiciho zafizeni. Spravné postupy cisténi a dezinfekce ucinné

snizuji kontaminaci témito zdroji (DOYLE a BEUCHAT, 2007).

Psychrotrofni B. cereus je ptitomen ve vice nez 80 % vzorkd syrového mléka. Vady
mléénych vyrobkd zpisobuji extracelularni termostabilni enzymy, které tyto bakterie
produkuji. Pfedev§im pak protedzy a lipazy. Rust proteolytickych bakterii v syrovém
mléce snizuje vytéznost syra. Lipaza v syrovém mléce zplsobuje vady v produktech

vyrobenych z tohoto mléka (BUNKA, 2013; DOYLE a BEUCHAT, 2007).

1.1.2 Bakterie mlééného kvaSeni

Pii nedostacujicim nebo pomalém chlazeni mléka dochazi k heterofermentativnimu
rozkladu laktdzy cinnosti bakterii mlééného kvaSeni. Disledkem je samovolné kysnuti
mléka, které se projevuje zvysenou titracni kyselosti a nakyslym aromatem a chuti. Mezi
rody podilejici se na kaZeni mléka a fermentovanych produktl patii Lactococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc, Enterococcus, Pediococcus a Streptococcus (LUKASOVA,

1999; DOYLE a BEUCHAT, 2007).

Bakterie mlééného kvaseni se bézn€ vyskytuji na rostlinach, v silazich, v krmivu a ve

vykalech zvitat (BUNKA, 2013; DOYLE a BEUCHAT, 2007).
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1.1.3 Koliformni bakterie

Jsou to gramnegativni fakultativné anaerobni tyCinky spadajici do celedi

Enterobacteriaceae, které jsou schopny fermentovat laktézu za vzniku kyselin a plynu.

V mléku se nejCastéji nachazeji rody Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Proteus,

Citrobacter nebo Serratia.

Koliformni bakterie jsou pfitomny na ktizi vemene v dasledku fekalni kontaminace, takze
neucinné Cisténi této oblasti pied dojenim ptispéje k rozmnozeni koliformnich bakterii v
mléce. Nedostatecné vycisténé dojici zafizeni vede ke kontaminaci syrového mléka.
Zdrojem kontaminace muze byt i fekdln¢ kontaminovana voda, podestylka nebo ptida.
Koliformni bakterie se povazuji za indikator Grovné hygieny (BUNKA, 2013; DOYLE a
BEUCHAT, 2007).

1.1.4 Patogenni mikroorganismy

Rastova teplota téchto mikroorganismti se pohybuje vrozmezi 30-37 °C. Rust je
inhibovan pfi uchovavani mléka pti chladirenskych teplotach. Do mléka se dostavaji ptimo

zmlécné Zlazy (streptokoky, stafylokoky) nebo z vngjSich zdroji (salmonely, E. coli,

24

Brucella abortus, B. melitensis (LUKAéOVA, 1999; BUNKA, 2013).

1.2 Mikrobiologie tepelné oSetfeného mléka

Ke kontaminaci mléka po pasterizaci pfispivaji dva hlavni zdroje, zbytky mléka ze zatizeni
a aerosoly ve vzduchu. Kontaminace pfedstavuje vaznou hrozbu pro udrzeni a prodlouZeni
skladovatelnosti mléénych vyrobkti. Zbytky mléka, zachované po neucinnych dCisticich
postupech, umoziuji bakteriim mnoZit se a kontaminovat nasledny vyrobni proces. Mléko
v neuzavienych nadobach, mize byt kontaminovano mikrobidlnimi aerosoly ze vzduchu

(MARTH a STEELE, 2001).
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1.2.1 Psychrotrofni bakterie

Nejcastéjsim zdrojem psychrotrofii je plnici zafizeni, které kontaminuje balené mléko.
Dalsi mozna kontaminace je vzduchem. Zde dochazi ke kontaktu vzduchu s mlékem,
v hermeticky neuzavienych nadobach. Ve vzduchu se sice nachdzi nizkd hladina
psychrotrofnich bakterii, ale pro zkazeni produktu staci pouze jedna zivotaschopna burika.
Pro prodlouzeni trvanlivosti pasterizovaného mléka se vyuziva aseptické baleni, které

eliminuje tuto kontaminaci (LUKASOVA, 1999; DOYLE a BEUCHAT, 2007).

1.2.2 Koliformni bakterie

Koliformni bakterie nepiezivaji pasteracni zakroky. Vyskyt je zplsoben sekundarni

postpasteraéni kontaminaci (BUNKA, 2013).

1.2.3 Termorezistentni a sporulujici bakterie

Termorezistentni bakterie prezivaji pasterizacni teploty mléka. Zdrojem téchto
mikroorganismt byva dojici zafizeni. Spory termofilnich a sporulujicich bakterii jsou
odolné vigi vysokym teplotam. Radi se sem i zastupci nékterych grampozitivnich rodi

Micrococcus, Microbacterium, Enterococcus nebo kmeny koryneformnich bakterii.

Aerobni sporulujici bakterie, které mohou zplisobovat zkazeni mléka jsou predevsim druhy

rodu Bacillus (B. cereus, B. subtilis, B. coagulans, B. licheniformis).

Anaerobni sporulujici bakterie, které jsou schopny proménovat kyselinu pyrohroznovou na
maselnou, jsou druhy rodu Clostridium (C. tyrobutyricum, C. butyricum, C. sporogenes)

(BUNKA, 2013).

1.2.4 Kvasinky a plisné

Kvasinky izolované z mlécnych vyrobki, které zpisobuji znehodnoceni, byly
identifikovany jako Kluyveromyces marxianus, Zygosaccharomyces bailli, Candida spp.,
Pichia spp. Nejbéznéjsim mléénym vyrobkem, ktery nejcastéji podléha znehodnoceni
kvasinkami, je jogurt. Cerstvé fermentovand jogurtova hmota obvykle neobsahuje
kvasinky, protoze vSechny pfisady jsou pied fermentaci tepelné oSetfeny (vysoka
pasterizace). Kvasinky jsou organismy citlivé na teplo, které jsou touto upravou zniceny.
Kvasinky v jogurtu mohou pochdzet bud’ z kontaminovanych pfisad, jako jsou ovoce a
ofechy, pfidanych do fermentovaného jogurtu bezprostiedné pifed zabalenim, nebo z

nehygienického vybaveni (LACROIX, 2011).
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1.3 Vady zpiisobené kontaminaci mikroorganismy

1.3.1 Psychrotrofni bakterie
Proteazy

Hotkost je nejcastéjsi vada pasterovaného mléka v diisledku kontaminace psychrotrofnimi
bakteriemi. Mezi vyznamné producenty protedz patii bakterie rodu Pseudomonas,
Flavobacterium, Proteus, Bacillus a Alcaligenes. Bylo zjisténo, ze tyto proteazy
prednostné hydrolyzuji kasein. Degradace kaseinu vede k uvolnéni hotkych peptidi.
Teplota pro optimalni produkci protedzy je nizsi nez teplota pro optimalni rychlost ristu.
Produkuje se pii teplotaich 5 °C. Nékteré mikroorganismy S$tépi celou bilkovinu, jiné
odbouravaji nizsi bilkovinné slozky. Mikrobidlni protedzy stépi vSechny mléc¢né bilkoviny
s riiznou intenzitou. Mléko oSetfeno UHT je na defekty vyvolané protedzou citlivéjsi nez
syrové mléko. Pravdépodobné je to zptisobeno disledkem zmén ve struktufe kaseinovych
micel nebo inaktivaci inhibitorti protedz. Na kvalitu syrt je vliv protedz minimalni, protoze
kombinace nizkého pH a nizké skladovaci teploty inhibuje jejich aktivitu (LUKASOVA,
1999; DOYLE a BEUCHAT, 2007).

Lipazy

Mezi nejcastejsi vady zplisobené lipazou je zlukld, mydlova nebo ovocna pachut’ mléénych
vyrobkll. Mléko obsahuje mlécnou lipazu, kterd v pfipadé naruseni bunéné membrany
pusobi na tuk. Vysledkem tohoto procesu je Zluknuti mléka. Producenti lipazy jsou
zastupci rodu Pseudomonas, Flavobacter, Proteus, Bacillus, Clostridium déle plisn¢ a
kvasinky. Optimalni teplota produkce lipazy je stejné jako u protedzy niz§i nez optimalni
teplota rustu. Nejvétsi aktivita je pfi teploté 20 °C. Neékteré bakterie produkuji fosfolipazu
C (odbourava fosfolipidy v membrané tukovych kulicek) a tim zvySuji aktivitu mlécné
lipazy. Lipazou jsou obvykle nejvice ovlivnény produkty s dlouhou dobou skladovani nebo
vysokou teplotou skladovani (UHT mléko, nékteré syry, méslo a suSené plnotu¢né mléko).
Muze dojit k rekontaminaci pasterovaného mléka nebo smetany a ristu bakterii béhem
skladovani. Defekty vyvolané lipdzou v UHT mléku nejsou tak casté, jako defekty
zpusobené mikrobidlni protedzou. Oproti tomu syry jsou nachylng&jsi k defektim

zpiisobenych lipazou (LUKASOVA, 1999; DOYLE a BEUCHAT, 2007).
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1.3.2 Bakterie mlééného kvasSeni

V tekutych mléénych vyrobcich je nejbéznéjsi fermentacni vadou kysani zpisobené ristem
bakterii mlécného kvaseni. Uz malé mnozstvi kyseliny octové a propionové zpusobuje

nepiijemny kysely zdpach a chut’ zkazen¢ho ml¢ka (DOYLE a BEUCHAT, 2007).

Nékteré kmeny téchto bakterii zptsobuji v syru sypky vzhled. Plynové bublinky v syru
Cheddar a Mozzarella jsou nejcastéji spojeny s rustem laktobacild. Laktobacily také
zpusobuji zmeklou strukturu. Syr stakovou strukturou nelze nakrajet na platky ani
nastrouhat. N¢které druhy syrG obCas vykazuji rizové zbarveni. Tato vada je spojena
s kmeny Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Ovocna chut v syru Cheddar je
zpusobena rustem bakterii mlé¢ného kvaseni obvykle rodem Lactococcus (DOYLE a

BEUCHAT, 2007).

1.3.3 Koliformni bakterie

Pokud jsou ptfitomny koliformni bakterie, které rostou béhem procesu vyroby syra nebo
kratce poté zpusobuji tvorbu plynt. K této vadé dochazi pti Spatné fermentaci. Nebo kdyz
je mléko hodné kontaminované. Nejcitlivéj$i druhy syri na rast koliformnich bakterii jsou
syry, u nichZ dochéazi k promyvani syfeniny nebo mékké syry zrajici s plisni (Camembert).
Tyto syry maji béhem zrani zvysené pH, z toho diivodu jsou velmi vhodné k rtistu bakterii

(DOYLE a BEUCHAT, 2007).

1.3.4 Termorezistentni a sporulujici bakterie

Sporulujici bakterie, které kazi mlécné vyrobky, obvykle pochdzeji ze syrového mléka.

wrwe

a BEUCHAT, 2007).

V tekutych mlécnych vyrobcich je vada popisovand jako sladka srazenina, protoZze se
nejprve jevi jako koagulace bez vzniku dilezitych kyselin nebo bez vzniku zapachu.
Zpisobuje ji predevsim psychrotrofni B. cereus. V asepticky baleném tepelné oSetieném
mléce je nejCastéjSim kontaminantem psychrotrofni Bacillus  circulans (DOYLE a

BEUCHAT, 2007).
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Vady zptisobené rustem spor byly popsany jako sladkéd koagulace, kterd je podobna na
koagulace zplsobené psychrotrofnim B. cereus v mléce. Nafouknuti nebo prasknuti
plechovky u kondenzovaného mléka muze byt zplsobeno rastem klostridii. Neslazené
kondenzované mléko musi byt sterilizovano, zatimco slazené kondenzované mléko ma
dostatecné nizkou vodni aktivitu, aby doSlo k zabranéni kliceni spor (DOYLE a

BEUCHAT, 2007).

Hlavni vada syra zplisobend bakteriemi vytvarejici spory je tvorba plynt v disledku rastu
klostridii (Clostridium tyrobutyricum, Clostridium sporogenes a Clostridium butyricum).
K této vad¢ dochézi po nékolika tydennim zrani syrt. Tato vada nejcastéji postihuje syry
jako je Emental, Gouda a Eidam. Je to zplsobeno jejich relativné nizkym pH, nizkou
vlhkosti a malym mnozZstvim soli. Bakteriociny produkované bakteriemi mlééného kvaSeni
mohou poskytovat vysoce specifickou inhibici kliceni anaerobnich spor (DOYLE a

BEUCHAT, 2007).
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2 CHARAKTERISTIKA CISTYCH MLEKARENSKYCH KULTUR

Pro mlékarensky primysl a jeho rozvoj mél objev &istych mlékaiskych kultur (CMK)
prevratny vyznam. U¢inkd mikroflory syrového mléka, ktera mimo jiné obsahuje i bakterie
mlécéného kvaSeni, se vyuzivalo jiz pfed vznikem prvnich mlékarenskych zadvodi a to pfi
domaci a pozdégji pii prumyslové vyrobé¢ kyselych i sladkych syri, kysanych mlék a masla.
Vyrobky ziskané timto zptisobem mély kratkou trvanlivost a odliSnou jakost. Pouzivanim
CMK byla odstranéna zavislost jakosti mléénych vyrobktl na piiznivém nebo nepiiznivém
sloZzeni pfirodnich mikroorganismii v mléce. Tim doslo k zabranéni kolisani jakosti
pak vytvofilo nové podminky pro pasteraci mléka, a tim i zdravotni nezdvadnost mlé¢nych
vyrobki. Vznikly nové inovace pro vyrobu specialnich syrti i mimo oblast jejich plivodni
domoviny s typickou mikroflérou. Zakysané mlécné napoje se rozsifily i mimo uUzemi
jejich lidové vyroby. Pouzivani Cistych mlékatrskych kultur se rozsifilo do vSech zemi s

mlékarenskym pramyslem a ziistalo také v nasem mlékaistvi (TEPLY a kol., 1984).

V roce 1886 kodansky profesor Storch izoloval a sestavil smetanovy zékys k vyrobé masla.
Mezi pritkopniky mlékaiské mikrobiologie v prvni poloving 20. stoleti se fadi Svycar
Freudenreich, Dan Orla-Jensen a u nas Vladimir Pavlak a Otakar Laxa. V poslednich
letech 19. stoleti se u nas zacaly pouzivat danské Cisté mlékarské kultury, pozdéji 1 nékteré
jiné zahrani¢ni kultury. Zaroven Dr. Pavldk izoloval 85 kmenid bakterii, ze kterych
sestavoval pravé Cisté kultury. Pozdéji byly ziskdny vlastni originalni kultury, vypéstované
zdomacich zdrojo a doddvané mlékarnam (TEPLY a kol, 1984; ZIZKA a
MARTINKOVA, 1980).

CMK jsou presné uréené, nepatogenni a netoxické kultury bakterii mlééného kysani s
produkci kyseliny mlééné. V mlékarenském primyslu se pouzivaji ¢isté mlékarské kultury
a smésné kultury. Cisté mlékaiské kultury obsahuji Zadouci a znamé druhy MO. Smésné
kultury jsou slozeny z nékolika druhtt MO zpravidla riznych druhii bakterii mlééného
kvaSeni nebo jinych piinosnych bakterii, kvasinek nebo plisni. Jednodruhové Ccisté
mlékatské kultury mohou byt slozeny z vice riznych kmend (TEPLY a kol., 1984;
LUKASOVA akol., 2001).
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2.1 Vyznam CMK

Kultury se pouzivaji pti vyrob¢ jogurtu, kefiru a dalSich mlécnych vyrobku, dale pak pfi
vyrob¢ masla a syrd. Kultury se piidavaji k produktu, kde se nechaji rast za
kontrolovanych podminek. V pribéhu fermentace bakterie produkuji latky, které déavaji
produktu jeho charakteristické vlastnosti, jako je kyselost, chut’, aroma a konzistence. Pti
fermentaci laktozy na kyselinu mlécnou dochazi k poklesu pH. Nizs§i pH ma konzervacni
ucinek na produkt, pficemz se souCasn¢ zlepSuje nutricni hodnota a stravitelnost

(BYLUND, 1995)

2.1.1 Technologicky vyznam

Cisté mlékaiské kultury jsou nedilnou soucasti mlékarenského primyslu, bez nich
nevyrobime zadné standardni mlééné vyrobky. Pfi pasterizaci mléka se zni¢i patogenni
zarodky, ale také mikroorganismy, které jsou technologicky vyznamné. Proto se do
pasterovaného mléka ptidavaji technologicky prospésné mikroorganismy, tim dojde
k zajiSténi pottebnych biochemickych procesi, nutnych k dosazeni specifickych vlastnosti
jednotlivych druhd vyrobkii. Tyto biochemické procesy zajistuji koagulaci mlécné
bilkoviny pusobenim kyseliny mlé¢éné, dale pak tvorbu ochrannych latek a chemické
zmény zdakladnich sloZzek mléka, diky kterym vznikd charakteristickd viné, chut a

konzistence vyrobki (TEPLY akol., 1984; ZIZKA a MARTINKOVA, 1980).

2.1.2 Zdravotni vyznam

Cisté mlékatské kultury zvysuji vyzivové hodnoty vyrobkli, kde ovliviiuji pfeménu
bilkovin mléka na stravitelnéjsi formy, jsou to takzvané dieteticko-lécebné ucinky, které
maji vliv na metabolismus ¢lovéka. CMK obsahujici bakterie mlééného kvaseni produkuji
kyselinu mlécnou, kterd potlacuje rozvoj hnilobné mikroflory. Z tohoto hlediska jsou
mimotadné vyznamné MO se schopnosti usadit se v lidském stfevnim traktu, obzvlasté pak
v tlustém stieve. Nekteré druhy kvasinek zkvaSujici laktozu a kmeny nékterych mléénych
kultur produkujici antibiotika, maji podobny ucinek. Prokazanim antimikrobidlni ¢innosti
doSlo k rozSifeni lécebnych mozZnosti pfi vyuZivani zakysanych mléénych vyrobkl
uSlechtilymi bakteriemi mlééného kvaseni. Ztetelny je pozitivni vliv sttevnich laktobacili
na zdravi Clovéka. Nicméné je zapotiebi mit k dispozici piislusné kultury v dostate¢ném

mnozstvi (TEPLY a kol., 1984; PAVELKA, 1996).
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2.2 Rozdéleni CMK
Podle druhové a kmenové skladby:
e jednokmenné (Single Strain Starters) obsahuji jeden kmen ur¢itého druhu
e vicekmenné (Multiple Strain Starters) obsahuji zndmé kmeny jednoho druhu

e smésné vicekmenné (Multiple-Mixed-Strain Starters) obsahuji rizné definované

kmeny rtznych druhii

e tradi¢ni kultury (Traditional Starters or Raw Mixed Strain Starters) obsahuji druhy

a kmeny castecné nebo zcela neznamé
Podle mikroorganismii obsaZenych v CMK:
e bakteridlni — dé€li se podle optimalni teploty rlstu na:
o mezofilni 20-30 °C
o termofilni 4045 °C
e kvasinkové
e plisnové
e smiSené (kvasinky i bakterie)
Druhy CMK:
Vyroba kysanych mléénych vyrobkii:
e smetanova
e jogurtova
e kefirova
e acidofilni
Vyroba syru a tvarohi:
e smetanova
e plisiiova
e propionova

e mazova
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termofilni

kvasinkova

kultury pro syry s nizkodohtivanou syieninou

probiotické kultury

2.3 Funkce CMK

Hlavni funkce mikroorganismii obsaZzenych v CMK
e ochrannd funkce zalozena na inhibici ristu nezadouci mikroflory
e probioticka funkce s prospéSnym plsobenim na organismus ¢lovéka

e zajiSténi katabolickych procesii mikrobidlni degradace sacharidd, bilkovin, lipidil a

citratt (PLOCKOVA, 2012)

2.3.1 Kysani

Kysaci funkce CMK zavisi na tvorbé kyseliny mlééné, produkované bakteriemi v mléce a
vznik kyselého prostfedi. Pro kysani mléénych vyrobki se pouzivaji mezofilni streptokoky
mlécného kvaSeni nebo se pfiddvaji heterofermentativni streptokoky mlééného kvaSeni

(TEPLY a kol., 1984).

2.3.2 Zrani

Zrani zavisi na piasobeni CMK zptisobujici zmény koloidniho stavu a tvorbé zadouci
struktury. Dochézi pfi ném ke zméné& zakladnich slozek mléka, tj. mléény cukr, bilkoviny a
tuk. Bilkoviny se pomoci enzyml rozkladaji na peptony, dale pak na peptidy a
aminokyseliny, popfipadé¢ pak na neZadouci amoniak. V mléénych vyrobcich zrani
predev§im ovliviiuje jejich vini, konzistenci, vzhled a chut (TEPLY a kol., 1984;

FORMAN a kol., 1996).
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2.4 Pouziti CMK
2.4.1 CMK pro vyrobu kysanych mlé&énych vyrobki

2.4.1.1 Smetanova kultura

Smetanova kultura se vyuziva v Sirokém spektru mlékarenské vyroby k vyrobé celého
sortimentu kysanych mléénych vyrobki (mésla, napojl, syrd, tvarohtl). Je to smésna
mezofilni kultura, kterd se sklada z riznych diplokokti a streptokokt mlécného kvaseni.
Jeji charakteristickou viini a chut’ tvoii diacetyl a kyselina mlécna, ale i malé mnozstvi

kyseliny propionové, octové a dalsich slozek (TEPLY a kol., 1984).
Smetanova kultura obsahuje druhy:

e Lactococcus lactis subsp. cremoris

e Lactococcus lactis subsp. lactis

e Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis

e Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris

e Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum

Charakteristické znaky kultury

titracni kyselost 4045 SH

e jemna, ale hustd konzistence

syrovatka se nesmi viditeln€ oddélovat

tukova vrstvicka je pti kultivaci ostte odd€lena od koagulované¢ho ml¢ka

celistvy smetanovy film na sténé nadoby, staly jednu minutu (TEPLY a kol., 1984).

Smetanova kultura se mnohdy kombinuje s jinymi kulturami, napf. s bifidogenni
(Bifidobacterium bifidum), acidofilni (Lactobacillus acidophilus) nebo pediokokovou

(Pediococcus acidilactici).

Pii vyrobé& cCerstvych aromatickych produkti (kysand smetana, kysané mléko, kysané
podmasli, cerstvé syry) u kterych neni podminkou stdlost aroma, se pouZzivaji
kyselinotvorné kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris
1 aromatvorné kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis. Tyto kultury se

daji vyuzit u syrit holandského typu, které jsou charakteristické mirnou tvorbou ok.
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Kultury kyselinotvornych i aromatvornych laktokokl a leukonostokti jsou vhodné pro
vyrobky (tvarohy, cCerstvé syry a maslo ze zakysané smetany), které se nebali do
vzduchotésnych obalti (GORNER a VALIK, 2004).

2.4.1.2 Jogurtova kultura

Je to smésna termofilni kultura, pouzivd se na vyrobu jogurtovych mléénych népoji,
riznych typt jogurtd a syru ementéalského typu. Mikroorganismy obsazené v kultufe maji
mezi sebou symbioticky vztah, proto se vyznacuji rychlou tvorbou kyseliny mlécné.
Jogurtova kultura ma vyznamnou vlastnost tvofit acetaldehyd, mlé¢nou kyselinu a tvorbu
antibiotickych latek, které ni¢i nékteré patogenni mikroorganismy (GORNER a VALIK,
2004; MASEK a kol, 1960).

Jogurtova kultura obsahuje druhy:
e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
o Streptococcus salivarius subsp. thermophilus

Jogurtové vyrobky patii k nejrozsifenéjsim vyrobkim mlékarenského primyslu po celém
svété. Aby se dosahlo zlepSeni vlastnosti jogurtli, mohou se do ¢isté jogurtové kultury
ptidavat druhy, které zvySuji dieteticko-lécebné ti€inky nebo druhy zvétsujici odolnost viici

inhibi¢nim latkdm (FORMAN a kol., 1996).
Charakteristické znaky kultury
e titracni kyselost 40-50 SH
e konzistence je husta a hrubsi
e kyselad viing, chut’ ovocné kysela bez pachuti
e film neulpiva na nadobach, ale vytvaii stékajici praminky
e dobfe se snasi s cukrem
e snadno se udrzuje
e neuvoliuje syrovatku

Kombinaci odliSnych kmenti jogurtové kultury lze dosdhnout rtznych typa jogurtu.
Jednotlivé kmeny ve spole¢né kultivaci maji zvySenou aktivitu a vytvaii stabilngjsi

konzistenci vyrobkli (MASEK a kol, 1960; TEPLY a kol).
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2.4.1.3 Kefirova kultura

Kefirova kultura patfi, mezi mezofilni smésné kultury obsahujici bakterie i kvasinky.
Pouziva se na vyrobu kefirového mléka a kefiru, ktery je cenén pro dieteticko-1écivé

ucinky (FORMAN a kol., 1996).
Kefirova kultura obsahuje druhy:
e Lactobacillus delbrueckii

e Lactococcus lactis

e Lactobacillus acidophilus
o Kluyveromyces fragilis

o Candida kefir

Vyrabi se z kefirovych zrn nebo se sestavuje z Cistych mlékatrskych kultur. Kefirovou
kulturu 1ze obohatit o dalsi kmeny CMK, aby se docililo zlep$eni chuti a vlastnosti kefiru a

kefirového mléka (GORNER a VALIK, 2004; ZIZKA a MARTINKOVA, 1980).
Charakteristické znaky kultury

e péniva konzistence

e chut je kyselejsi se slabé kvasni¢nou ptichuti

e titracni kyselost 4560 SH

e nanadobé vytvaii hrubsi nestejnomérny film
V mikrofléte kultury pfevazuji streptokoky a diplokoky (ZIZKA a MARTINKOVA,
1980).
2.4.1.4 Acidofilni kultura

Radi se mezi termofilni jednodruhové kultury, ktera obsahuje kmen Lactobacillus
acidophilus. Diky vyraznym organoleptickym vlastnostem se vyuziva pro vyrobu
acidofilniho mléka, acidofilniho podmasli, kysanych ndpoju, tvarohli a tvarohovych krémi.
Acidofilni kultura se obvykle pouZiva v kombinaci s dal§imi kulturami (GAJDUSEK,
1998; FORMAN a kol., 1996; GORNER a VALIK, 2004).
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Charakteristické znaky kultury
e titracni kyselost 60—90 SH
e ostra kysela chut’
e tvorba porcelanovité srazeniny

Kultura by méla obsahovat nejmén¢ 100 milionti zivych mikroorganismi na 1 ml.
Zivotnost kultury ovliviiuje vysoka kyselost pies 100 SH. Pouziva se pro 1é¢ebné tcely i

pi vyrobé krmeni pro hospodaiska zvifata (MASEK a kol., 1960).
2.4.2 CMK pro vyrobu syrii a tvarohi

2.4.2.1 Plisnova kultura

Tato kultura se pouziva pro vyrobu plisnovych syri. Pro vyrobu syrt je nutné vybirat jen

kmeny, které neprodukuji toxiny (PLOCKOVA, 2012).
Plistiova kultura obsahuje druhy:

e Penicillium camemberti
nebo

e Penicillium roqueforti

Tyto druhy rozkladaji mlécny tuk za vzniku methylketonti a volnych mastnych kyselin.
Tim vznik4 vyraznd chut a ving typicka pro syry typu Hermelin nebo Gorgonzola. Pro
vyrobu syri Gorgonzola nebo Niva, kde je plisen v tést¢, se vyuziva tzv. modra plisen
Penicillium roqueforti. Pro vyrobu syri Camembert nebo Hermelin, kde se pliseii nachazi
na povrchu, se vyuziva tzv. bild pliset Penicillium camemberti Thom (PLOCKOVA,
2012).

2.4.2.2 Propionova kultura

Propionové kultury se ptidavaji do syru hlavné kvili zvySeni organoleptickych vlastnosti

(GORNER a VALIK, 2004).

Vyuzivd se pro vyrobu syru s vysokodohiivanou syfeninou a s tvorbou ok v tésté

(JANSTOVA, 2012).
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Propionova kultura obsahuje druhy:
e Propionibacterium freudenreichii
e Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii

Tyto bakterie pii rozkladu laktézy a laktatu produkuji propionovou a octovou kyselinu a
oxid uhli¢ity. Vznikly oxid uhli¢ity pak vytvari v tésté¢ velkd oka, ktera jsou typicka pro
syry ementalského typu (PLOCKOVA, 2012).

2.4.2.3 Mazova kultura

Tyto kultury se vyuzivaji pii zrani polotvrdych a mékkych syri s mazem na povrchu.
Typickym produktem je Romadur. Kvasinky nejdfive neutralizuji pfitomnou kyselinu
mlécnou. Tim vytvaii vhodné podminky pro riist Brevibacterium linens. Brevibacterium
linens zacne produkovat Zlutooranzové karotenoidni pigmenty, které vytvareji
charakteristické zbarveni povrchu syri. Za vznik typicky vyrazné chuté a ving syrt je

zodpovédna zejména kyselina maselna a kapronova (PLOCKOVA, 2012).
Mazova kultura obsahuje druhy:

e Brevibacterium linens

e Micrococcus roseus
MiizZe obsahovat i kvasinky:

e Torulopsis candida,

e Kluyveromyces lactis

e  Candida utilis

2.4.2.4 Termofilni kultura

Optimalni kultivaéni teplota kultury je 40-45 °C. Kultura se vyuziva pii vyrobé syri s
vysokodohtivanou syfeninou (pii teploté 51-55 °C) jako je ementdl, parmazan a pfi vyrobé

mékkych syri a tvarohu (JANSTOVA, 2012).
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Termofilni kultura obsahuje druhy:
o Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
e Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
e Lactobacillus helveticus

e Lactobacillus casei.

2.4.2.5 Kbvasinkova kultura
Vyuziva se pro vyrobu syrt typu roquefort a jako soucast mazové kultury.
Pro vyrobu syru typu roquefort se vyuzivaji kvasinky:
e Kluyveromyces lactis
o Torulopsis candida
Tyto kvasinky maji pozitivni vliv na vznik aromatickych latek (volné tékavé mastné
kyseliny a etanol) JANSTOVA, 2012).
2.4.2.6 Kultury pro syry s nizkodohfivanou syFeninou
Pro syry holandského typu napr. eidam, gouda se vyuzZivaji druhy:
e Lactococcus lactis subsp. lactis
e Lactococcus lactis subsp. cremoris
e Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis
e Lactobacillus caseii
e Lactobacillus delbruecki subsp. lactis.
Cedarova Kultura

Pro syry ¢edaroveho typu. Ma velkou odolnost viici soli (6,5 %), velkou termorezistenci

(60 °C 30 minut) a vy3§i optimalni teplotou (37 °C) (JANSTOVA, 2012).
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Cedarova Kultura obsahuje druhy:
e Lactococcus lactis subsp. lactis
e Lactococcus lactis subsp. cremoris

e Lactobacillus helveticus pro urychleni proteolyzy (JANSTOVA, 2012)

2.4.2.7 Probioticka kultura
Jsou to bakterie rodu Lactobacillus, Bifidobacterium a Enterococcus (JANSTOVA, 2012).
Probioticka kultura obsahuje druhy:

e Lactobacillus casei

e Lactobacillus acidophilus

e Lactobacillus rhamnosus

e Lactobacillus reuteri

e Lactobacillus lactis

Mlécné vyrobky, které obsahuji probiotické kultury, maji pozitivni Gi¢inek na organismus.
Zpusobuji rovnovahu ve stievni mikroflote, zlepSuji traveni laktdzy, zlepSuji metabolismus
a ovliviiyjyi hladinu cholesterolu. Aby mély tyto pozitivni G€inky, musi byt minimalni

obsah bakterii ve vyrobcich 10 °KTJ v 1 ml (JANSTOVA, 2012).
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3 VYUZITi OCHRANNYCH KULTUR A JEJICH FUNKCE

Ochranné kultury jsou slozené z bakterii, které maji schopnost inhibovat rist patogennich
organismul nebo jinych mikroorganismil zplisobujici zkazeni potravin. Bakterie musi mit
status GRAS (Generally Recognized as Safe). GRAS je oznaceni pro latky, o nichz neni

znamo, ze predstavuji zdravotni riziko, jsou tedy obecné uznavané jako bezpecné.

Ochrannad kultura mé& schopnost oddalit pocatek dalSi kontaminace a tim prodlouzit

trvanlivost produktu (YOUNG a O’SULLIVAN, 2011).
Faktory ovliviiujici u¢innost ochranné kultury:

e pocateCni troven kontaminace

e povaha kontaminujicich druht

e doba kvaSeni

e skladovaci podminky (teplota)

Pokud je pocate¢ni kontaminace pfili§ vysoka, ochrannd kultura sama o sob¢ neni schopna

jiz zkazeny produkt zachranit (YOUNG a O’SULLIVAN, 2011).

Jako ochranné kultury je pouzivano mnoho druhti mikroorganismi. Bakterie mlééného
kvaSeni (laktobacily, streptokoky, enterokoky, laktokoky), bifidobakterie, E. coli, druhy
rodu Bacillus, kvasinky (Saccharomyces) a plisn€ (Aspergillus). AvSak, nejb&zngjsi
ochranné kultury patii do rodt Lactobacillus (Lactobacillus casei, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus reuteri) a
Bifidobacterium (Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium

breve).

Ochranné kultury se vyuZivaji zejména v mlékarenském a masném primyslu (DAVIDSON

a kol., 2015).

Vlastnosti, které musi ochranné kultury spliiovat:
e schopnost rast v potrave
e schopnost inhibovat nebo omezit rist neZadouci mikroflory
e nesmi vytvaret nezddouci zmény produktu

e nesmi produkovat latky, které by mohly byt pro ¢loveka Skodlivé
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Ochranné kultury se mohou skladat bud’ z jednoho kmene nebo ze smési kment stejnych
nebo odlisnych rodi. Podle Suomalainen a Méayrd-Mékinen (1999) a Schwenninger a
Meile (2004) ochranné kultury, skladajici se ze smési bakterii mlééného kvaSeni a bakterii
kyseliny propionové, maji vysoké antagonistické vlastnosti proti kvasinkdm a plisnim v
mlécnych vyrobceich. Kdyz byly pouzity samostatné, vykazovaly jen slaby inhibi¢ni u¢inek

(DELVES-BROUGHTON, 2012)

Zjistilo se, ze ochranné kultury skladajici se z vybranych bakterii Propionibacterium
freudenreichii  subsp  shermanii, Lactobacillus  rhamnosus,  Propionibacterium
freudenreichii subsp shermanii a Lactobacillus paracasei Gspesné prodluzuji trvanlivost
jogurtl proti kvasinkdm a plisnim o 14 az 28 dni. Tedy jejich hlavni funkce je kontrola
rustu kvasinek, plisni a heterofermentativnich mlécnych bakterii. Tyto kultury se mohou

pouzivat jako startovaci kultury, které neovliviiuji senzorické vlastnosti mléénych vyrobk.

Ochranné kultura vyrobena z Lactobacillus plantarum je u¢inna proti vzniku Listerii na
zrajicich syrech. Aplikuje se pfimo na povrch syra. Neméla by byt aplikovana jako
dezinfekce proti mikroorganismiim, ale jako U¢inna prevence k zabranéni kontaminaci

cerstvych vyrobkii (YOUNG a O’SULLIVAN, 2011).

3.1 Mechanismy antagonismu

Antagonismus se tyka inhibice jinych nezadoucich nebo patogennich mikroorganismd.
Ochranné kultury mohou vyuZivat sviij inhibi€ni u¢inek proti jinym mikroorganismim
v disledku konkurence o ziviny nebo produkci metaboliti (DAVIDSON a kol., 2015;
HOLZAPFEL a kol., 1994).

Produkce jednoho nebo vice antimikrobidlné aktivnich metabolitli je soucéasti komplexniho

mechanismu (HOLZAPFEL a kol., 1994).
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Metabolity ochrannych kultur
e Bakteriociny
e Organické kyseliny
o Kyselina mlé¢na
o Kiyselina octova

e Peroxid vodiku

e Enzymy
e Metabolity s malou molekulovou hmotnosti

Vlastnosti ochrannych kultur jako je rychlost ristu a schopnost potlacit nebo zastavit rist
nezadoucich mikroorganismti jsou urCovany jejich adaptaci na substrdt a mnozstvim
vnéjSich a vnitinich faktorti (redoxni potencial, aktivita vody, pH a teplota). Pii pouziti
vétSiho poctu bunék kultury jako inokula zajistime lepSi konkurenceschopnost startovaci

kultury béhem fermentace (HOLZAPFEL a kol., 1994).
3.2 Metabolity ochrannych kultur

3.2.1 Bakteriociny

Jsou to antibakteridlni peptidy a proteiny syntetizované bakteriemi, které inhibuji nebo
zabijeji jiné ptibuzné a neptibuzné mikroorganismy (SILVA a RIBEIRO, 2018).
Inhibi¢ni schopnost bakteriocinii:

e uzké spektrum vyuZiti — inhibuji bakterie, které jsou taxonomicky ptibuzné

e Siroké spektrum vyuziti — inhibuji Sirokou Skalu bakterii
Bakteriociny mohou byt gramnegativni 1 grampozitivni (SILVA a RIBEIRO, 2018).
Velky zajem vzbudilo pouZivani bakteriocinid jako bezpecny, piirodni, potravinaisky
konzervant, ktery je diky svym vlastnostem snadno stravitelny v lidském
gastrointestinalnim traktu. MozZnost vyuZivat bakteriociny ke konzervovani potravin byla
uznana po celém svété. Bakteriociny spliuji pfisné pozadavky zékaznikdl na kvalitni a
bezpecna jidla bez pridanych chemickych konzervacnich latek. Bohuzel vysoka cena mize

pouzivani bakteriocinii do jist¢é miry omezit (SILVA a RIBEIRO, 2018; KAREEN a
RAZAVI, 2019).
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Priklady patogennich bakterii, proti kterym piisobi bakteriociny:
o Salmonella enteritidis
e FEschericia coli
e Listeria monocytogenes
o Clostridium perfringens
e Bacillus cereus

Déle zabranuji riznym vadam potravin. Zvysuji trvanlivost potravinaiskych produkta a 1ze
je pouzit pro vyrobky, které nelze tepelné oSetfit (KAREEN a RAZAVI, 2019; BALI a
kol., 2016)

3.2.1.1 Aplikace

Bakteriociny se daji pouzivat bud’ samostatné, nebo v kombinaci s jinymi metodami
konzervace. V zavislosti na pouzitych surovinach se miZe inaktivace potravinarskych

patogenil vyrazné liSit (SILVA a RIBEIRO, 2018).

I ptesto, ze je prokdzany inhibi¢ni ucinek bakteriocinti, musi byt aplikace bakteriocini v
potravindch testovéna, aby se potvrdila jejich Ucinnost. Bylo provedeno mnoho studii,
které ukazaly Siroké moZnosti aplikace bakteriocinti nebo kment produkujicich bakteriocin
do potravin, jako je fermentovand zelenina, maso, alkoholické napoje, mlécné vyrobky,

ryby nebo salaty (SILVA a RIBEIRO, 2018).

Bakteriociny se vétSinou piidavaji do potravinovych surovin a snadno se rozkladaji, coz
zplisobuje ztratu antibakteridlni aktivity. Jako alternativni metoda se povaZuje zaclenéni
bakteriocinli do potravinovych obalovych filmt nebo povlaki, které zlepsuji jejich aktivitu
a stabilitu v potravinové vyrobé. V antimikrobidlnich obalovych foliich je moZzné vyuZiti
jejich vlastnosti pro kontrolu patogennich bakterii pfenaSenych potravinami, jako jsou L.

monocytogenes.

L. monocytogenes je hlavnim problémem ve vyrobé fermentovanych vyrobkl. Ke
kontaminaci muze dojit v pozd¢jSich fazich zpracovani mlénych vyrobkl. Syry se
pfevazné konzervuji pii chladicich teplotach, které umoziuji pteziti a rast psychrotrofnich
bakterii jako jsou listerie. Z toho divodu muze dojit ke kontaminaci (SILVA a RIBEIRO,
2018).
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Kritéria bakteriocinu pro aplikaci na potraviny

e produkujici kmeny by mély byt potravinaiské jakosti

e Siroké spektrum inhibice

e vysoka specificka aktivita

e bez zdravotniho rizika

e priznivé Gcinky (napt. zlepSovat bezpecnost, kvalitu a chut’ potravin)

e optimalni rozpustnost

e stabilita pro konkrétni potravinu
Zikladni kroky aplikace bakteriocinu pro konzervaci potravin

¢ inokulace potravin kmenem produkujicim bakteriocin

e pfidani ¢isténého nebo polocisténého bakteriocinu
Pouzivani cisténych bakteriocinli z(stava pro mlékarensky primysl znaéné omezeny.
Aplikace bakteriocinu neposkytuje stoprocentni ochranu proti mikrobialni kontaminaci
mléénych vyrobkl. Komeréné dostupné jsou pouze nisin a pediocin PA 1, jiné
bakteriociny nebyly pro priimyslové pouziti navrzeny (SILVA a RIBEIRO, 2018).
3.2.1.2 Bakteriociny produkované bakteriemi mlééného kvaseni

V potravinaiském primyslu se dlouho pouzivaji bakterie mlééného kvaseni k preméné
laktozy na kyselinu mléénou. Diive byly vyuZivany pii konzervovani potravin a krmiv.
Jejich produkce bakteriocint je pro mlékarensky primysl nadmiru zajimava (SILVA a

RIBEIRO, 2018; CASAUS, 1997).

Tyto bakteriociny se bézné pouzivaji pro vyrobu fermentovanych potravin. Jsou oznaceny
jako GRAS. Zaméiuji se hlavné na inhibici patogenni mikroflory a prodlouzeni doby
pouzitelnosti vyrobki. Je izolovano velké mnozstvi bakteriocinli
produkovanych bakteriemi mlééného kvaSeni se Sirokym nebo uzkym spektrem Uc€inku,
kter¢ byly zavedeny jako pfirodni konzervacni latky. Vyskyt grampozitivnich a
gramnegativnich bakteriocinll je stejné Casty a rozmanity (SILVA a RIBEIRO, 2018;
BALI a kol., 2016).
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Bakterie mlé¢ného kvaseni, které produkuji bakteriociny:
e Lactococcus
e Streptococcus
e Pediococcus
e Lactobacillus

Bakteriociny produkované bakteriemi mléného kvaSeni jsou odolné vuci vysokym
teplotdm, mnohdy jsou aktivni v celé Skéale hodnot pH. Jsou citlivé na zazivaci proteazy
(pankreatinovy komplex, trypsin a chymotrypsin) a nemaji negativni dopad na stfevni

mikrofloru (SILVA a RIBEIRO, 2018; BALI a kol., 2016).

3.2.2 Organické kyseliny

Kyselina mlécna je fermentacni produkt bakterii mlééného kvaseni. Je schopna sniZzovat
pH az na uroven, kterd usmrcuje nebo potlacuje rist hnilobné mikroflory, patogennich a
toxinogennich bakterii. Rychlé snizeni pH pod 5,3 béhem fermentace staci k inhibici
salmonel a Staphylococcus aureus. Kyselina octova ma vyssi disociacni konstantu, proto je
jeji inhibice siln€j$i nez inhibice kyseliny mlécné. Kyselina octova je pfitomna v malych
koncentracich v disledku metabolismu bakterii mlééného kvaSeni (HOLZAPFEL a kol.,
1994).

3.2.3 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku je produkovan fadou bakterii mlééného kvaSeni v pfitomnosti kysliku
spolecné s laktatem, pyruvatem a enzymy flavinu. Nezadouci bakterie Pseudomonas spp. a
Staphylococcus aureus jsou 2 az 10 krat citlivéjs$i na H,O,, nez vétSina bakterii mlééného
kvaSeni. Obdobné jako u jinych metabolickych produktl je tolerovatelné mnozstvi H,O,
zavislé na typu produktu. Spatné zvolena koncentrace H,O, miize mit nepiiznivy vliv pro

senzorickou kvalitu produktu (HOLZAPFEL a kol., 1994).
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3.24 Enzymy

Enzymy produkované potravinaiskymi bakteriemi a hlavné bakteriemi mlé¢ného kvaSeni
maji jen maly piimy dopad na konzervaci potravin. Jejich lipolyticka aktivita, diilezita pti
zrani syra, muze ovlivnit produkci mastnych kyselin s antimikrobidlnimi vlastnostmi.
Vylucovani antibakteridlniho enzymu, jako je lysozym, mize zlepsit spektrum ucinnosti
ochrannych kultur a mtize takovy kmen ucinit vhodnéj$im pro rizné aplikace kultur do
mlécnych produkt. Lysozym se piidava do syra, aby se zabranilo pozd¢jsimu dufeni v

dasledku Clostridium tyrobutyricum (HOLZAPFEL a kol., 1994).

3.3 Priklady mikroorganismi vyuzivanych v ochrannych kulturach
Bakterie mlééného kvaSeni

Jsou to obvykle grampozitivni, nesporulujici, fakultativni, anaerobni organismy, které¢ jsou
odolné vuc¢i kyselinam. Jsou velice rozSifeny. Bakterie mlé¢ného kvaseni (kromé
enterokoktl) jsou uznavané jako bezpecné mikroorganismy, které jsou vétSinou
nepatogenni. Zahrnuji homofermenta¢ni MO produkujici hlavné kyselinu mlécnou. A
heterofermentaéni MO, které krom¢é kyseliny mlécné, produkuji Sirokou Skalu
fermentacnich produktii, jako je kyselina octova, ethanol, oxid uhlic¢ity a kyselina
mravenci. Nékteré bakterie mlééného kvaseni jsou uznavané jako probiotické a maji tak

prokazatelné pozitivni u€inky na lidsky organismus (MENA a CAMPOS, 2012).

Typické druhy bakterii mlééného kvasSeni patii do rodG Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus a Streptococcus. Mezi dals§i rody patti Aerococcus, Alloiococcus,
Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, Lactococcus, Oenococcus,

Tetragenococcus, Vagococcus (MENA a CAMPOS, 2012).

VyuZivani bakterii mlééného kvaSeni pro biokonzervaci potravin se praktikuje uz od
sttedoveku. Existuje Siroka skala mechanismil, pomoci nichz mtize jeden mikroorganismus
inhibovat rlst jinych mikroorganismi. Zna¢na cast konzervacniho G¢inku je pfisuzovana
schopnosti vytvaret kyseliny (primarn€ mlé¢nou a octovou), coz zpusobuje sniZzeni pH a
antimikrobidlni aktivitu nedisociovanych molekul kyselin. Mezi dal§i mechanismy
antimikrobialni aktivity se fadi produkce malych inhibi¢nich molekul (peroxid vodiku,
diacetyl, reuterin a bakteriocin) a soupefeni o prostor a esencidlni Ziviny (LACROIX,

2011).
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Nejpouzivangjs$i bakterie vyuzivané jako ochranné kultury patii do rodu Lactobacillus

(DAVIDSON akol., 2015).
Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus zahrnuje 175 uznanych druht. Jsou rozdé€leny do tii skupin na zakladé

jejich fermentac¢nich charakteristik:
A) obligatné¢ homofermentativni
B) fakultativni heterofermentativni
C) obligatné heterofermentativni

Mnoho laktobacill je spojeno s potravinami a krmivy hlavné proto, ze ptispivaji k ochrané
diky okyseleni, ale také kvili své schopnosti pfispivat ke zlepSeni chuti, struktury a

nutri¢énim vlastnostem (MENA a CAMPOS, 2012).

Ptirozené prostiedi laktobacill se nachdzi v mléce, mase, ustni dutin€ a gastrointestinalnim
traktu lidi a zvifat. Taxonomicky patii rod Lactobacillus do kmene Firmicutes, tiida
Bacilli, tad Lactobacillales a Celed’ Lactobacillaceae. Jsou naro¢né na vyzivu a pro rust
vyzaduji bohatd média (sacharidy, aminokyseliny, peptidy, estery mastnych kyselin, soli a

derivaty nukleovych kyselin) (MENA a CAMPOS, 2012).

Lactobacillus acidophilus

L. acidophilus jsou grampozitivni ty€inky se zaoblenymi konci. Vyskytuji se v parech nebo

kratkych fetézcich (ROBINSON, 2000).

Nejcastéji se nachazi ve stfevnim traktu lidi a zvifat konzumujicich stravu s vysokym
obsahem mléka, laktézy nebo dextrinu. L. acidophilus je nejcastéji oznacovan jako stievni
probiotikum schopné vyvolat ptiznivé ucinky na mikrofléru gastrointestindlniho traktu.
Mezi dalSi prospéSné ulinky se fadi stimulace imunitniho systému, antimutagenni a

antikarcinogenni aktivita a podpora vstiebavani vitaminii (ROBINSON, 2000).

Lactobacillus plantarum

Jsou grampozitivni, fakultativni, heterofermentativni ty€inky.

Jednou z dilezitych vlastnosti Lactobacillus plantarum je antimikrobialni aktivita vici
nezddoucim patogeniim. Tyto nezadouci patogeny jsou inhibovany antimikrobialnimi
latkami, které Lactobacillus plantarum produkuje. Pfedevsim pak kyselinou mlécnou a

bakteriociny (LISOVA a kol., 2013).
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Tyto bakteriociny mohou zabranit nebo alesponi zpomalit riist patogend, jako je Listeria
monocytogenes, ¢imz se zvysi doba pouzitelnosti bez ovlivnéni fyzikalnich a senzorickych

vlastnosti kone¢ného produktu (MENA a CAMPOS, 2012).

Lactobacillus reuteri

L. reuteri je ptirozenou soucasti lidského mléka. Tyto bakterie jsou schopny pfemény
glycerolu na silnou, Sirokospektralni antimikrobialni latku, oznacovanou jako 3-

hydroxypropionaldehyd, ktera je béZzn¢ znama jako reuterin (KUMAR a kol., 2020).

Reuterin je aldehyd, ktery vykazuje Sirokou Skalu antimikrobidlni aktivity proti
potravinovym patogentim a mikroorganismim zpuisobujici zkazeni potravin. Ma velky
potencidl jako potravinaisky biokonzervaéni prostiedek, protoze je rozpustny ve vodé,
odolavéa degradaci proteolytickymi a lipolytickymi enzymy a ucinné plsobi v Sirokém
rozsahu teplot a pH.  Antimikrobidlni uUCinnost reuterinu byla prokazana proti
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella typhi,
Enterococcus  faecalis a Pseudomonas aeruginosa. Reuterin ma S$ir§i rozsah
antimikrobidlni aktivity nez bakteriociny. Nicméné reuterin v kombinaci s bakteriociny
jako je naptiklad nisin vykazuje u€¢innéjsi inhibici neZadoucich mikroorganismu. Pridavani
reuterinu a jeho kombinace s jinymi bakteriociny do mléénych vyrobkt nabizi vynikajici
alternativu pro zlepSeni bezpecnosti, kvality a trvanlivosti bez pifidavani chemickych
konzervacnich latek. Pfidani antimikrobialni slouceniny do syrového mléka mtze vyfesit
problém s trvanlivosti pfi nedostatecném chlazeni nebo pfi chyb&jicim chladicim zafizeni

pti dalkové prepravé (KUMAR a kol., 2020).
Rod Lactococcus

Jsou to grampozitivni, nepohyblivé, nesporotvorné koky produkujici velké mnozstvi
kyseliny mlé¢né. Jejich optimalni ristova teplota je 30 °C, ale mohou rust 1 pfi teplotach
nizSich. Vuci kyselinam nejsou tak odolné jako jiné bakterie mlécného kvaSeni (napf.

Lactobacillus) (ROBINSON, 2000).

Laktokoky se obvykle pouZzivaji jako mezofilni startovaci kultury k vyrobé mlécnych
vyrobkl. Jejich hlavni kol je fermentovat cukry na kyselinu mlécénou, ktera vysledny
produkt okyseli. PouZzivaji se bud’ jako jediny kmen nebo jako soucést startovaci smési s
vice kmeny. Casto se pouZivaji jako startéry v kombinaci s jinymi bakteriemi mlééného

kvaSeni (napt. Lactobacillus, Streptococcus) (ROBINSON, 2000).
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V omezené mife druhy Lactococcus dodavaji mlécnym vyrobkiim specifickou chut’ kvili

vyrobé organickych kyselin (ROBINSON, 2000).

Lactococcus lactis

Mezi hlavni poddruhy fadime L. lactis subsp. lactis a cremoris (ROBINSON, 2000).

Bakterie druhu Lactococcus lactis se pouzivaji jako startovaci kultury v mlécné fermentaci
po celém svéte. Poprvé byly izolovany koncem 19. stoleti diky samovolnému mléénému
kvaseni. Kmeny L. lactis se pouzivaji k vyrobé mlécnych produktli, jako jsou syry,
zakysana smetana a podmasli. Prispivaji k charakteristické chuti, viini a struktuie téchto
produktii. Zaroven pomahaji produkt konzervovat produkci organickych kyselin,
bakteriocinli a peroxidu vodiku. L. lactis se pouziva jako hlavni producent bakteriocinu
nisin. Nisin je nejlépe charakterizovany bakteriocin mlééného kvaSeni. Je jedinym
bakteriocinem, ktery je celosvétové schvalen jako potravinarskd piidatna latka. Nisin
inhibuje vegetativni bunky listerie monocytogenes, Bacillus, Clostridium a nékteré mlééné

kyselé bakterie (ROBINSON, 2000).
Rod Bifidobacterium

Rod Bifidobacterium jsou grampozitivni ty¢inky, které jsou nepohyblivé, nesporotvorné a
jsou aerobni. Jejich optimalni rozmezi pH je od 6,5 do 7,0. Maji jedineCnou schopnost
katabolizovat hexdzu a produkovat acetat, laktat, etanol a mraven¢an (SADOWSKY a kol.,

2011).

Taxonomicky patti rod Bifidobacterium do kmene Actinobacteria, ttida Actinobacteria,
tad Bifidobacteriales, &eled Bifidobacteriaceae. Rod Bifidobacterium zahrnuje 32
uznanych druht (SADOWSKY a kol., 2011).

Bifidobakterie se cCasto pfidavaji do mléénych vyrobkli (mléko, sdjové mléko,
fermentované sdjové mléko a mlécné napoje s ovocnou piichuti), aby vylepsili nutriéni
vlastnosti. Krom¢ funkénich G€inkli pfisuzovanych bifidobakteriim bylo zjisténo, Ze
omezuji rast psychrotrofnich mikroorganismii a tim zabranuji znacnému znehodnoceni
mlécnych vyrobkl. Pravdépodobné je to kvili jejich vyluCovani antimikrobidlni latky
bifidocin B. Pfidanim bifidobakterii do mléka jiz pfi chladicim fetézci se jejich Gcinnost

zvySuje (TAYLOR, 2015; SADOWSKY a kol., 2011).
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4 PRIKLADY POUZITIi OCHRANNYCH KULTUR

Ochranné kultury na ¢eském trhu a jejich pouziti

Ochranné mlékarenské kultury jsou k dostani od francouzského vyrobce Ets. Coquard,
ktery je dodava v lyofilizované formé (susené¢ mrazem). Doporucené skladovani je pii -18
°C, kdy je garantovana doba trvanlivosti na dva roky od data vyroby. Kultury je nutné
chranit pfed vlhkosti. Tyto ochranné kultury jsou urceny pro vyrobu na farmach, v
mensich mlékarndch a pro vyrobu v domécich podminkach. Jsou uréené k pfimému

davkovani do mléka.

Davkovani ochrannych kultur je ovlivnéno kvalitou a sloZenim mléka. U nizkotu¢ného a
pasterovaného mléka je predpoklad mensi mikrobialni kontaminace, proto je davkovani
kultur niz§ nez u tuéného a nepasterovaného mléka (TOMSCHEESE; DOBRY
KOLONIAL).

4.1 IOTA FF - Ochranna okyselujici kultura

Pouziva se proti plisnim a kvasinkam v Cerstvych a smetanovych syrech. Dale prodluzuje
trvanlivost Cerstvych mékkych a polomé&kkych syrii. Pridava se 1 do mléka, které nema
potiebnou bakteridlni Cistotu. Tato ochrannd okyselujici kultura se pouziva piimo k
ockovani mléka, neni nutné pridavani dalSich kultur. Prodava se ve dvou variantach DL1

na 100-200 litrd mléka a DL 3,5 na 300-600 litrt ml¢ka.
Davkovani:
DL 1 -200 litri nepasterovaného mléka
— 100 litrt pasterované¢ho mléka
DL 3,5 700 litra nepasterovan¢ho mléka
— 350 litrt pasterovaného mléka
Optimalni teplota zrani:
19-22 °C pro syrové mléko.

22-26 °C pro pasterované mléko.
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Mikrobialni sloZeni kultury IOTA FF:
e Lactococcus cremoris
e Lactococcus lactis
e Lactococcus diacetylactis
e Lactobacillus plantarum
e Leuconostoc cremoris

e Lactobacillus rhamnosus

(TOMSCHEESE; DOBRY KOLONIAL).

4.2 Gamma 1

Je to homofermentativni mlékarenskd kultura s pomalym okyselenim, kterd produkuje
velmi malé mnozstvi kyseliny mlé¢né. Tato kultura se na zakyséavani syra skoro nepodili.
Pti okovani do mléka se musi ptidat okyselujici kultury. Kultura se pouzivd na ochranu
dohfivanych a nedohfivanych dlouho zrajicich syrti. Pfidava se i do mléka, které nema
potiebnou bakterialni ¢istotu. Potlacuje rlist a rozmnozovani nezadoucich mikroorganismi
(Clostridia, Leuconostoc, heterofermentativni laktobacily a enterokoky). Tyto bakterie

v syrech zplsobuji pozdni dufeni, coZ je samovolné nadouvani syrt po nékolika tydnech.

Prodava se ve tech variantach DL 1, DL 3,5 a DL 3,5-2.

Davkovani:
DL 1 —na 100 litrd tuéného, pasterovaného mléka
—na 200 litri nizkotu¢ného, nepasterovaného mléka
DL 3,5 —mna 500-100 litrd mléka
DL 3,5-2 —na ockovani 1000-2000 litri mléka.

Mikrobialni sloZeni kultury Gamma 1

e Lactobacillus rhamnosus

(TOMSCHEESE; DOBRY KOLONIAL).
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4.3 Gamma 21

Je to nova fada Gamma 2, ktera se oznacuje Gamma 21.

Tato homofermentativni mlékarenska kultura, kterda se vyznacuje pomalym okyselenim,
vytvari zanedbatelné mnozstvi kyseliny mlécné. Tato kultura se na zakysavani syrti skoro
nepodili. Pii o¢kovani do mléka se musi pfidat okyselujici kultury. Kultura se pouziva na
ochranu Cerstvych i tvarohovych syrt. Inhibuje rist kvasinek, plisni a nékterych bakterii,

zpusobujici znehodnoceni chuti. Prodluzuje trvanlivost.

Prodava se ve dvou variantach DL 1 a DL 3,5-2.

Davkovani:
DL1 —na 100 litrd tuéného mléka

—na 200 litrd nizkotuéného mléka
DL 3,5-2 —na 1000 litrd tu¢ného mléka

—na 2000 litrd nizkotu¢ného mléka
Mikrobialni sloZeni kultury Gamma 21
e Lactobacillus rhamnosus

e Lactobacillus plantarum

(DOBRY KOLONIAL).

4.4 Gamma 22

Je to nové fada Gamma 2, kterd se oznauje Gamma 22.

Je uréena proti patogenim. Pouziva se na ochranu jogurtii, zakysanych mlék, Cerstvych a
smetanovych syri. Pfidava se 1 do mléka, které nema potifebnou bakterialni Cistotu.
Pouziva se jen do nepasterovaného mléka. Do mléka se pfidava zaroven s okyselujicimi

kulturami.

U nas je k dostani ve varianté DL 1.

Davkovani:

DL1 —na 100 litrd nepasterovaného mléka

Pti velké mife znecisténi mléka se davkovani maze zvysit (TOMSCHEESE).
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ZAVER

Prace se zabyva mikroflorou tepelné opracovaného mléka a mléka syrového. Zameétuje se
na vady zpusobené kontaminaci mikroorganismy. Dale jsou zde charakterizovany cisté
mlékatské kultury a jejich nepostradatelny vyznam ve vyrobé mlécnych vyrobki.
V posledni ¢asti jsou shrnuty ochranné kultury, které se daji sehnat na ¢eském trhu a jejich
vyuZziti.

V poslednich letech si lidé stale vice uvédomuji riziko spojené s pouzivanim chemickych
konzervacnich latek v potravinach, které mohou zpiisobit zménu slozeni a zménu
nutricnich a organoleptickych vlastnosti. Po celém svété je hlavnim kritériem pro vybér
potravin bezpecnost potravin. ZvySujici se poptavka po prodlouzeni trvanlivosti a
zabranéni zkazeni mlékdrenskych vyrobkl vede ke zvySujicimu se Usili pro vyvoj novych

konzervacnich latek a konzervacénich metod.

Bakteriociny bakterii mlééného kvaseni mohou byt pouzivany jako pfirozend bio
konzervacni latka a podpora zlepSeni mikrobiologické kvality potravin. Pouzivani téchto
peptidd mize vyznamné€ ovlivnit snizeni hladiny chemickych pfisad a snizit intenzitu
fyzickych oSetfeni potravin pted a po vyrobé. V dnesSni dobé jsou pouzivané pfii

zpracovani potravin. Mohly by proto také podpofit vyrobu zdravéjSich potravin.

U mlékarenskych vyrobkli, pfevazné nepasterizovanych, je nejvetsim problémem
potencidlni pfitomnost a pfeZiti potravinaiskych patogenii. Ke zvySeni bezpe€nosti téchto
produkti se vyuzivaji ochranné kultury. Pouzivani komeréné vyrédbénych ochrannych

kultur miize byt velkym pfinosem pro mlékarensky pramysl.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CMK Cisté mlékaiské kultury

MO  Mikroorganismy

SH  Titracni kyselost je spotfeba odmérného roztoku NaOH o koncentraci
C(NaOH) -mol/l spotfebovanych na 100 ml mléka nebo kultury

pH  Zaporny dekadicky logaritmus oxoniovych kationti

WHO Svétova zdravotnicka organizace

FAO Organizace pro vyZivu a zemedélstvi

GRAS (Generally Recognized as Safe) Latky obecné povazované za bezpecné

KTJ Kolonii tvofici jednotka



