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ABSTRAKT

Téma této bakalafské prace zni Vyuziti non-kultivatnich metod ke studiu

mikroflory fermentovanych potravin a napoju.

Cilem mé bakalaiské prace bylo seznameni s potravinami a pisobeni mikroorganismi na
né, fermentovanymi potravinami a napoji a vyskytujicich se mikroorganismti v nich. Vyu-
ziti kultivacnich a non-kultiva¢nich metod ke studiu mikroflory téchto potravin. Mezi nej-
dilezitéjsi nekultivacni metody patii mikroskopie, imunologické, sérologické a molekular-
né-genetické metody. Tyto metody jsou rychlé a efektivni. Mezi imunochemické metody
fadime napiiklad metodu ELISA a mezi molekularné genetické metody napiiklad PCR
(polymerazova tetézova reakce) a sekvenaci DNA, u bakterii ptedev§im genu pro 16S rR-

NA.

Klicova slova: potraviny, fermentované potraviny, fermentace, kultivatni metody, non-

kultiva¢ni metody

ABSTRACT

The topic of the current thesis is The usage of non-cultivated methods to study of microor-

ganism in fermented food and drinks.

The aim of the current thesis was to familiarization with food and the influence of micro-
organism, fermented food and drink and occuring microorganism. The usage of cultivated
and non-cultivated methods to study microorganism in that food. The most important non-
cultivated methods are microscopy, immunological methods, serological methods and mo-
lecular-genetic methods. These methods are quick and efektive. The immunochamical me-
thod os for example ELISA method and the molecular-genetic methods are for example

PCR and sequence of DNA.

Keywords: food, fermented food, fermentation, cultivated methods, non-cultivated met-

hods
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UVOD

Fermentace je biotechnologicky proces, pfi némz se organické latky postupné preménuji za
ucasti mikrobidlnich enzymii na jednodussi latky. V potravinaistvi se fermentace vyuziva
pti vyrobé alkoholickych népoji, octa, drozdi, kysanych mlécnych vyrobka (kefir, jogur-
ty,aj.) a pfi zrani syru, kynuti tésta, kvaseni zeleniny a k vyrobé fermentovanych masnych
vyrobki (napt. Poli¢an). Cilem fermentace v potravinafstvi je ziskat urCitou latku, dosah-

nout urcitych senzorickych vlastnosti potravin a prodlouzit trvanlivost vyrobku.

Zakladem fermentacnich technologii jsou mikroorganismy, které jsou vyuzivany v Siroké

Skale, napft. bakterie, kvasinky a plisn¢.
Ma bakalatska prace zahrnuje 4 zakladni kapitoly.

V prvni kapitole je pojednano o charakteristice potravin. Je zde vysvétleno, co je to potra-
vina a pusobeni raznych fyzikalnich, chemickych a biologickych nebezpeci na ni. Dale se
zde pojednava o mikroorganismech v potravinich a ndpojich a jejich mikrobiologickych

zmén v potravinach. Na mikroorganismy pusobi vnéjsi 1 vnitini faktory, naptiklad ptistup

kysliku, teplota nebo pH suroviny.

V druh¢ kapitole se zabyvame mikroorganismy ve fermentovanych potravinach a napojich,
jejich vyznamem a vyvojem. Nejprve si charakterizujeme fermentacni procesy pii vyrobé

potravin, dale definici a klasifikaci biotechnologickych procest a bioreaktory.

V treti kapitole se seznamime s kultivacnimi metodami, které délime na kvantitativni a
kvalitativni metody. Kvantitativni metody nam stanovuji mnozstvi mikroorganismu a kva-

litativni metody nadm ukazuji morfologické znaky, naptiklad barvu a tvar kolonii.

V Ctvrté kapitole se zaméfime na non-kultivacni metody vyuzivané pii studiu diverzity
mikroflory fermentovanych potravin a napoji. Non-kultivaéni metody se dé€li na imuno-
chemické metody a molekularné genetické metody. Mezi imunochemické metody fadime
napiiklad metodu ELISA a mezi molekuladrné genetické metody napiiklad PCR (polymera-
zova fetézova reakce) a sekvenaci DNA. Tyto metody budou vysvétleny. Déle se zamé&ii-
me na non-kultivaéni metody u syrii, ndpoji, fermentovanych masnych vyrobkl a kysa-

nych mlé¢nych vyrobkd.
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1 MIKROORGANISMY V POTRAVINACH A NAPOJICH

Potraviny musi mit pozitivni dopad na zdravi a kvalitu Zivota vSech obyvatel. Potravinai-
sky priimysl ma produkovat chutné potraviny, které spliuji pozadavky zdravotni nezavad-
nosti a pozadavky spottebiteld. V potravinach se mohou vyskytovat riznd nebezpeci (bio-

logické, chemické ¢i fyzikalni).[1]

1.1 Potraviny

Potraviny jsou podle zdkona o potravinach a tabdkovych vyrobcich (110/1997 Sb.) defino-
vany jako: ,,Latky urcené ke spotiebé ¢lovékem v nezménéném nebo upraveném stavu jako
jidlo nebo napoj, nejde-li o 1é¢iva a omamné nebo psychrotropni latky. Za potravinu podle
tohoto zakona se povazuji i pridatné latky, latky pomocné a latky urcené k aromatizaci,

které jsou urceny k prodeji spotiebiteli za i¢elem konzumace.* [1]

Potraviny, spolecné s doporu¢enymi zménami ve vyzivé a zivotnim stylu, musi mit pozi-

tivni dopad na zdravi a kvalitu zivota vSech obyvatel. [2]

Potravinatsky primysl ma za tkol produkovat chutné potraviny, které jsou v souladu se
stavem zdravi a zivotnim stylem populace, a které splituji pozadavky spotiebitelti a zdra-
votni nezavadnost. Proto je nutné vyvinout odborné znalosti, diky kterym by bylo mozné
piedpovidat a sledovat chovani a osud znamych a nové se objevujicich biologickych a
chemickych nebezpeci. Je nutné vénovat vétsi pozornost zlepSovani hodnoceni rizik a hod-
noceni rovnovahy mezi riziky a vyhodami. To vyzaduje ziskdvani informaci o sloZzeni po-
travin, o chemickych a biologickych znecCist'ujicich latkach a vyvoj technik a ptistupa, kte-
ré by se mély pouzivat pii hodnoceni rovnovahy mezi riziky a vyhodami. Pii porovnani
rizik a pfinost je dulezity popis a pochopeni zplisobu, jakym mikroorganismy reaguji na
ruzné stimuly svého prostiedi a na stresy, které predstavuji potravinové matrice a ptedpo-
véd’ jejich ucinkl na odolnost téchto mikroorganismi. Déle je tfeba prohloubit pochopeni
chovani a virulence potravinovych patogent a mechanisml jejich vzniku.[2]

Potravinafské suroviny a potraviny jsou ve vétSiné pfipadid netdrzné materialy, které po-
zvolna nebo rychle podléhaji nezddoucim zménam pfti skladovani ¢i zpracovani. Pfimétené
znalosti o charakteru zmén potravin ¢i surovin, k jakym mtiZe dojit pii danych podminkach

skladovani nebo zpracovani podle vlastnosti produktu, polotovaru nebo suroviny, jsou nut-

12



né nejenom pro pochopeni smyslu jednotlivych technologickych kroki, ale také k prevenci
zmén a k posouzeni dal$i pouzitelnosti potraviny ¢i potravinafské suroviny. Zejména vy-
znamné jsou takové zmény potraviny, které vedou ke vzniku zdravotnich nebezpeci
z potravin. Béhem celého cyklu zpracovani podl€haji potravinarské materialy komplexnim

zménam, které zahrnuji zmény fyziologické, enzymové, chemické a mikrobiologické.[3]

1.2 Mikroorganismy v potravinach a mikrobiologické zmény potravin

Mikrobiologické zmény jsou z hlediska dusledkti (potencidlni ohrozeni zdravi konzumenta,
sniZzeni nutri¢ni a senzorické hodnoty potraviny, znehodnoceni potraviny) nejvyznamneéj-
Simi zménami, ke kterym v potravinach béhem zpracovani a skladovani dochazi. Potravi-
narské suroviny, polotovary a vyrobky mohou obsahovat mikroorganismy nebo jejich za-
rodky, proto jsou soucasti kazdého technologického zpracovani konzervaéni zakroky, kte-
ré zastavi nebo zpomali nezddouci riist mikroorganismi, pfipadné usmrti ty formy, které
by se za podminek skladovani mohly mnozit a potravinu kazit. Potraviny jsou vhodnym
substratem pro mikroorganismy, jednotlivé skupiny mikroorganismi jsou vSak riizné citli-
vé na zivotni podminky. Pro posouzeni moznych mikrobiologickych zmén v potravin€ jsou

vyznamné faktory ovliviiujici Zivotni projevy mikroorganismi.[4]

Zivotni cyklus mikroorganismi ovliviiuje fada vnéjsich i vnitinich faktord. V potravinach
se mikroorganismy mohou vyskytovat v riznych fazich ristu. Po vneseni mikroorganismi
do produktu nebo po zméné¢ podminek nastdva adaptacni faze, tzv. lag faze, ve které si
bakterie zvykd na podminky a chystd se na rist. Faze adaptace mize byt prodluzovana
podminkami manipulace, technologickou uUpravou a skladovanim suroviny, polotovaru
nebo rozpracovaného pokrmu, napi. vakuovym balenim, marinaci, solenim, okyselenim,
ptidavkem konzervacénich latek apod. Na lag fazi navazuje tzv. log faze, faze logaritmické-
ho riistu, béhem které dochéazi k déleni bunék. VétSina technologickych postupti zpracova-
ni potravin v sobé zahrnuje ne¢které konzervacni zékroky, které ovliviiuji rist mikroorga-
nismi nebo jejich pocet v potraving. Dalsi faze je stacionarni, ve které se zpomaluje rist
mikroorganismii a vznika stav rovnovahy, kdy se pocet bunc¢k neméni a dochazi
k akumulaci metabolitli a je vyCerpano Zivné médium. A posledni faze je faze odumirani,
neboli faze tbytku bunék, kdy pocet odumielych bun¢k je vétsi neZ pocet noveé vzniklych,

z divodu nedostatku Zivin, snizenému pH a hromadénim toxickych produktli bunééného
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metabolismu. Miize dochéazet ke tvorb¢ klidovych stadii. Rustova kiivka bunécné kultury

je znazornéna na obrazku Cislo 1.[5]

Rustova kfivka bunécéné kultury

log N stacionarni faze

ubytek
log

lag

Obrazek 1: Ristova kiivka mikroorganismii [5]

1.2.1 Vnéjsi a vnitini faktory ovlivitujici mikroorganismy

Na mikroorganismy ptisobi mnoho faktort, které délime na vn&j$i a vnitini. Mezi vnitini
faktory fadime dostupnost Zivin, pH, redoxni potencidl, vodni aktivitu a antimikrobni akti-

vity. Mezi vnéjsi faktory fadime vlhkost, teplotu, zafeni a atmostéru.

Pro rast mikroorganismi je nezbytné odpovidajici slozeni a dostupnost Zivin. Rychlejsi
zkaze budou podléhat ty potravinarské suroviny, polotovary a vyrobky, které maji opti-
malni sloZzeni snadno dostupnych Zivin (maso, mléko, vejce atd.), nebot’ tyto Ziviny jsou pii
dalsich vlastnostech lep$im substratem pro riist mikroorganismu.[6]

Vyznamny je také vliv teploty. S nizsi teplotou klesé rozpustnost plynt v potraviné, zpo-
maluji se chemické reakce, klesa rychlost Zivotnich projevii kontaminujici mikroflory. Po-
travinasky vyznamné mikroroganismy lze podle pozadavkl na optimalni teploty ristu

rozdélit do tfi skupin:
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e Termofilni mikroorganismy — optimalni teplota ristu kolem 55°C, rozsah riistu
v rozmezi 45-70°C

e Mezofilni mikroorganismy — optimalni teplota riistu je kolem 35°C, rozsah riistu
mezi 10-45°C

e Psychrofilni mikroorganismy — optimalni teplota rastu je kolem 15°C, rozsah rustu

mezi 5-20°C

Mikroorganismy schopné rast pii chladirenskych teplotach se oznacuji jako psychrotrofni.
Mezi psychrotrofni mikroorganismy patii mnohé plisné, kvasinky, gram-negativni bakterie
zrodl Pseudomonas, Yersinia, Serratia a Aeromonas, z gram-pozitivnich to jsou

Leuconostoc, Lactobacillus, Bacillus, Clostridium a Listeria.[3]

Zahtev na teploty, pii kterych dochdzi k inaktivaci mikroorganismd, je soucasti vétSiny
procesu pii zpracovani potravin. Pasterace a sterilace jsou pouzivany jako zakladni kon-

zervacni metody.[4]

Obsah vody v potravin¢€ obvykle vyjadfovany jako aktivita vody ay, zavisi na obsahu vody
v potraving a na jejim sloZeni. Aktivita vody je definovana jako podil parcialniho tlaku
vodni pary nad potravinou a parcialniho tlaku vodni pary ¢isté vody stejné teploty. Schop-
nost MO rust je ovlivitovana kyselosti potraviny — hodnotou pH. Potraviny se podle hodno-
ty pH déli na kyselé a malo kyselé, mezni hodnotou je pH 4,0, kterd je povazovana za hra-
nici, pod kterou nekli¢i spory sporulujicich bakterii. NejodoInéjSim potravinarsky vyznam-

nym sporulujicim mikroorganismem je Bacillus coagulans.[7]

Na mikrobidlni zmény potravin béhem skladovani ma vliv také pfistup kysliku v potraving.
Podle potteby kysliku délime mikroorganismy na aerobni, fakultativné anaerobni a anae-
robni. Mezi aerobni Fadime Listeria monocytogenes, rody Pseudomonas, Bacillus, Mora-
xella a Acinetobacter. Mezi fakultativné anaerobni patii napt. Yersinia enterocolitica, rody

Salmonella a Lactobacillus. Anaerobni je rod Clostridium.[8]
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2 MIKROORGANISMY VE FERMENTOVANYCH POTRAVINACH
A NAPOJICH, JEJICH VYZNAM A VYVOJ

Zakysové kultury jsou vybrané definované a zivé mikroorganismy, které se pouzivaji ve
vhodné formé jako ockovaci davka s cilem zahajeni procesu fermentace, kterd ma zlepsit
chut’, viini a trvanlivost, ptipadn¢ zajistit dalsi pozadované funk¢ni vlastnosti produktu.
Zakysové kultury pouzivané v mlékarenskych technologiich se rozd€luji podle riznych

kritérii, napt. podle jejich sloZeni, teploty riistu nebo na zakladé¢ jejich funkci:

e Podle obsazenych skupin mikroorganismu se kultury déli na:
o Bakterialni — mezofilni a termofilni
o Kvasinkoveé
o Plistiové
o SmiSené (obsahujici bakterie 1 kvasinky)
e Podle druhové a kmenové skladby se kultury dé€li na:
o Jednokmenové
o Vicekmenové
o Smésné vicekmenoveé
o Tradi¢ni
e Podle funkce lze rozliSovat kultury na:
o Startovaci

o Probiotické

Mezofilni bakterialni kultury jsou slozeny z mezofilnich kokl rodi Lactococcus a
Leuconostoc. V kulturdch obvykle dominuji (obsah vice nez 90 %) tzv. kyselinotvorné
koky Lactococcus lactis subsp. lactis a Lactococcus lactis subsp. cremoris, které pti homo-
fermentativnim rozkladu laktosy, obsazené v mléce, produkuji L(+) izomer kyseliny mléc-
né, ktery je fyziologicky vyhodnéjSim. Lactococcus lactis subsp. cremoris je z uvedené
dvojice mikroorganismi citlivéj$i k plisobeni riznych vnéjSich a vnitinich faktord, napft.
teplot nebo vysSi koncentrace NaCl a pii opakovaném pieockovani se jeho podil
v mezofilnich kulturdch snizuje. Druhou slozkou mezofilnich kultur tvofi tzv. aromatvorné
koky, ¢asto nazyvané rovnéz citrat utilizujici (Cit ") koky, které se kromé produkce kyseli-
ny mlé¢né z laktosy vyznacuji rozkladem citratu v mléce, z nichZ produkuji oxid uhli¢ity a

smés ctyfuhlikatych slouc¢enin. Aromatvorné koky jsou zastoupeny Lactococcus lactis
16



subsp. lactis biovar. diacetylactis, ktery pouziva homofermenta¢ni proces. Dale mame he-
terofermentativni druhy napt. Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris a Leuconostoc
lactis, které tvoti z laktosy D(-) izomer kyseliny mlécné, oxid uhli¢ity a ethanol nebo ace-
tat. Fermentované mlécné vyrobky s vyuzitim mezofilnich BMK se obvykle d¢li na kysana

mléka, kysané smetany a kysané podmasli.[3]

Mezi termofilni bakteridlni kultury se tadi rody Lactobacillus, Streptococcus a Bifidobac-
terium. Pro mlékarenské fermentace se tradicné vyuzivaji Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis a Lactobacillus helveticus pro vyrobu syru s vysokodohiivanou syieninou, Lacto-
bacillus delbrueckii subsp. bulgaricus jako slozka jogurtové kultury spolecné
se Streptococcus thermophilus, ktery naléza uplatnéni také pti vyrobé syri. Lactobacillus
acidophilus je mikroorganismus intestinalniho ptivodu a je vyuzivam pro vyrobu riznych
mléénych vyrobkll z diivodii pozitivniho plisobeni na organismus ¢lovéka 1 zvifat. Pro
vyrobu mlékarenskych vyrobkli se pouzivaji 1 dal§i bakterie intestindlniho pivodu
s pozitivnim pisobenim na organismy vysSich zivocichu jako jsou laktobacily a bifidobak-
terie. Celosvétove patii k nejrozsifenéjSim fermentovanym vyrobkiim s termofilnimi BMK
jogurty. Jogurtové vyrobky se dé€li na ptirodni jogurty a ochucené jogurty, které mohou
obsahovat rizné nemlécné slozky. Z hlediska pouzité¢ mikroflory se ve vétSin€ zemi defi-
nuje jogurt jako vyrobek obsahujici zivé bakterie Lactobacillus delbrueckii subsp. bulga-

ricus a Streptococcus thermophilus.[9]

Podle pouzitého zplisobu fermentace a dalSiho zpracovani koagulatu se rozliSuji jogurty
s nerozmichanym koaguldtem — Set Yoghurts (fermentace probiha piimo ve spotiebitel-
ském obalu), jogurty s rozmichanym koagulatem — Stirred Yoghurts (fermentace probiha
v tanku, po promichani koagulatu a vychlazeni naplnéni do drobnych oball), jogurty pitné
— Drink Yoghurts (fermentace v tanku, po ochlazeni na 18-20°C ptidavek ptisad ve vyrov-

navacim tanku a nasledn¢ Casto osetieni s cilem prodlouzeni trvanlivosti).[9]

Kultury pro vyrobu syrii se obvykle déli na kultury primarni, které obsahuji BMK a pouzi-
vaji se predevsim pro produkei kyseliny mlécné z laktosy v pocatecni fazi vyroby syrii a na
mikrofloru sekundarni, kterd je z hlediska taxonomického i1 funkéniho velmi variabilni a
zahrnuje NSLAB (Non-Starter Lactic Acid Bacteria, tj. BMK nezékysového piivodu), pro-
pionové bakterie, koryneformni bakterie, mikrokoky, stafylokoky, kvasinky a plisné. Tato
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sekundarni mikrofléra hraje dulezitou roli pfi zrdni syrd a vyznamné prispiva

k organoleptickym vlastnostem syra. [9]

Propionové kultura je tvofena druhy rodu Propionibacterium, které produkuji velké mnoz-
stvi kyseliny propionové a octové a oxidu uhli¢itého z laktosy a z laktatu. Oxid uhli¢ity
tvori velka oka nalézajici se v syru Emental a podobnych typech syrti, ostatni metabolity

véetné mastnych kyselin a aminokyselin ptispivaji k typické chuti a viini téchto syri.[3]

Pro vyrobu syrii s plisni na povrchu se pfidava do standardizovaného mléka plisiova su-

spenze Penicillium camemberti a mezofilni kultury.[3]

Fermentované vyrobky s bakteriemi a kvasinkami jsou fermentované mlécné népoje asij-
ského plivodu: kefir a kumys. Obvykle se zde vyskytuji laktokoky, leukonostoky, lakto-
bacily, laktosu fermentujici kvasinky rodt Kluyveromyces, Candida a Debaryomyces, pti-

padné laktosu nefermentujici kvasinky roda Saccharomyces a Pichia. .[3]

Probiotika jsou Zivé mikroorganismy, které pii podani v adekvatnim mnoZzstvi pfinasi hos-
titeli zdravotni vyhody. Nejc¢astéji jsou jako probiotika pouzivany BMK a bifidobakterie,
ale 1ze pouzivat 1 jiné rody bakterii (napt. Bacillus) a n€které kvasinky (S. cerevisiae Bou-

lardii). [3]

2.1 Fermentacni procesy pri vyrobé potravin

Fermentacni (kvasné) technologie jsou zafazovany mezi mikrobialni technologie a jako
takové jsou soucasti biotechnologii. Spole¢nym jmenovatelem téchto technologii je opti-
malni vyuziti biologickych, chemickych a inzenyrskych technik pro transformaci substratu
na produkt. Fermentaci se zajistuje udrznost vyrobku, které nejsou tepelné opracovany.
Fermentaéni technologie Casto zafazujeme mezi klasické biotechnologie, které se piede-
v§im vyvijely v oblasti potravinarskych vyrob. Kromé vyroby fermentovanych népoji (pi-
vo, vino a napoje ziskané destilaci prokvaSenych cukernych roztoki) patii do této katego-
rie vyrob i kvasna produkce ethanolu, jehoZ pouziti pfesahuje ramec potravinaiského pri-
myslu. Do mikrobidlnich a pro potravindisky primysl vyznamnych technologii patii i
technologie zalozené na submerznich aerobnich procesech jako je vyroba pekatského
drozdi, octa a n€kolika dalSich organickych kyselin, které nasly uplatnéni v potravinaiském
primyslu (citronova, mlé¢nd, glukonova aj.) Také intraceluldrni a extracelularni produkty

a vlastni biomasa mnohych mikroorganismy poskytuje moznosti vyuZiti v potravinaiském
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pramyslu (napf. enzymy, lipidy,..) a dale k vyrob¢ tady latek, jako napt. biofaktort dilezi-
tych pro vyzivu Cloveéka a zvitat a 1é¢iv. Mikroorganismy maji také uplatnéni pii vyrobe
fady fermentovanych potravin, napt. pii vyrobé nékterych chlebti, druhti peciva, riznych
fermentovanych omacek (jejichz pivod Ize najit ve vychodni Asii), jogurtd, kefiru, nékte-
rych syrii (Roquefort, Gorgonzola, Emmental), kysan¢ zeleniny (zeli, okurky) a pfi Gpravé
nékterych ¢aji (Pu-erh). Fermenta¢ni procesy pronikaji stale do vétsiho poctu vyrob potra-
vin. Rozsifila se pfedevSim vyroba antibiotik, enzymd, organickych kyselin, aminokyselin,

vitamint, rustovych faktord, steroidnich hormonti a podobné.[10]

Zaklady fermentac¢nich technologii maji hluboké koteny v historii lidské ¢innosti. Sumero-
vé a Babyloniané vyrabéli pivo a ptipravovali vino jiz pted sedmi tisici lety. Egyptané ob-
jevili, ze mohou kvasny pochod vyuzit 1 pti ptiprave tésta. Jiz v davnoveku se vyrabél ocet
a ptipravoval se mlécn¢ kvaseny produkt podobny jogurtu. Vyvoj fermentacnich technolo-
gii 1ze rozdé&lit do péti obdobi. Prvni trvalo od staroveku do roku 1886, tj. obdobi Pasteuro-
vych objevill, které postavily empirickou kvasnou technologii na exaktni zaklad. Druhé
obdobi (1886-1940) otevielo moznost vyroby Cistych biotechnologickych produktti — etha-
nolu, butanolu, acetonu, kyseliny citronové aj. Tteti obdobi (1940-1960) bylo érou antibio-
tik. Ctvrté obdobi (1960-1975) ptineslo kultivaci bun&k in vitro, piipravu vakcin, krmnych
mikrobialnich bilkovin, ¢istych aminokyselin, technickych enzymt a bakterialnich polysa-
charidt. Paté obdobi (po roce 1975) vychazi z prevratnych objevii molekularni biologie a
genetiky. Za skuteCny pfevrat 1ze uvést vyrobu inzulinu pomoci genové manipulované

kvasinky Saccharomyces cerevisiae a bakterie Escherichia coli.[11]

2.2 Definice a klasifikace biotechnologickych procesu

Kvasny proces se tyka pouze pochodd, pii kterych probihéd kvaSeni, kdy dochdzi za nepfti-
stupu vzduchu (=anaerobn¢) k odbouravani cukri za vzniku oxidu uhli¢itého a nékterého
metabolitu. Hlavni pfedstavitel tohoto kvaseni je lihové kvaSeni, ale patii zde i mlé¢né
nebo maselné kvaseni. Ale fermentacni proces se tyka mikrobidlnich procest 1 za ptistupu
vzduchu (=aerobnég), kdy mikroorganismy vyuzivaji kyslik a uhlikaty zdroj. VSechny tyto
mikrobidlni procesy jsou obecné zaloZeny na reakcich mikroorganismi a vyuZivaji se pro
vyrobu dlilezitych produkt nebo pii zneSkodnéni nékterych nezaddoucich latek vyskytuji-

cich se v zivotnim prostfedi. Pro rlist mikroorganismi a pro tvorbu jimi vytvafenych pro-
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duktt je tfeba zajistit vhodné podminky (slozeni média, pH, teplota, oxidacné-redukéni
potencial, aj.). Mikroorganismy musi mit pro svou ¢innost zajistén dostate¢ny ptivod zivin
a energie. Krom¢ uhliku musi mit mikroorganismus k dispozici zdroje dusiku, fosforu a
dalsich biogennich prvki, specifické rtstové faktory (vitaminy, aminokyseliny, mineralni
latky apod.), které si mikroorganismus nemtize sim syntetizovat. Z pramyslového hlediska

se mikrobialni procesy déli na:[9]

1. Procesy, kde hlavnim produktem je biomasa, ktera slouzi pro lidskou vyzivu a kr-
mivarskeé ucely
2. Procesy, kde hlavnim produktem je intracelularni nebo extracelularni produkt, tj.

metabolit, ktery délime na primarni ¢i sekundarni.

2.3 Obecné schéma mikrobialniho procesu

Fermentacni proces zavisi na pouzité suroving, ze které se pripravuje fermenta¢ni médium
a vznikajicim produktu. Pokud jsou produktem népoje, jako je pivo a vino, nebo ocet, pak
nam odpada vétSina izolaCnich a purifika¢nich operaci (je nutné vSak oddélit kvasinky,
v pripadé octa bakterie, od kvasu). Na druh¢ stran¢ pribudou operace spojené se zuslechté-
nim produktu (dokvaseni, zrani, aj.). V ptipadé vyroby ethanolu nebo destilat je produk-
tem rafinovany alkohol nebo koncentrovany lihovy roztok. Pak je tieba destilace a rafinace
a v pripadé destilatti je potom dulezité zrani. U produktd, které se musi z média nebo
z bun€k izolovat (vitaminy, nékteré enzymy, aj.) jsou vedle suroviny rozhodujici prave

kone¢né operace (izolace a purifikace produktu).[12]

2.4 Bioreaktory

Bioreaktory (fermentory) maji diile-
zitou roli pfi submerznich fermenta-
cich a kultivacich mikroorganismti.
Jsou to nadoby rtizného objemu, ve
kterych probihd mikrobidlni proces.
Jsou opatfeny vnitfnim nebo vnéjSim
chlazenim, ohfivanim, michacim

zatizenim, ptivodem vzduchu, odvo-

Obrazek 2: Bioreaktor [13]



dem vydechovych plynli, mechanickym nebo chemickym odpénovanim, zafizenim na od-
bér vzorkli, métenim a regulaci teploty, pH, méfenim koncentrace rozpusténého kysliku,
oxidu uhli¢itého, redox-potencialu, obsahu kysliku a oxidu uhli¢itého v odchdzejicim ply-

nu, koncentrace biomasy, substratu.[3]

Bioreaktory jsou zhotoveny z materialu, ktery nepodléha korozi. U diskontinudlnich proce-
st slouzi téz jako sterilatory fermenta¢niho média. Bioreaktory pro anaerobni procesy jsou

konstrukéné jednodussi nez pro aerobni procesy.[3]

2.5 Mikroorganismy ve fermenta¢nim primyslu

Priimyslové fermenta¢ni technologie s vyjimkou jedné (vyroba octa) jsou zaloZeny na vyu-
ziti kvasinek rodu Saccharomyces, Candida, Pichia, Kluyveromyces aj. Kvasinky patii do
skupiny eukaryontd, spolu s houbami, rostlinnymi a Zivo¢isnymi bunkami. Pfi kultivaci se
rozmnoZzuji nepohlavnim (vegetativnim) zptisobem. Tvar buné€k je rizny, kulturni kvasinky
pivovarské, vinafské, lihovarské a drozd’arenské maji tvar kulovity az vej€ity. Velikost se
pohybuje kolem 6x8 um (tj. Sitka x délka) a zavisi na sloZzeni média a zpiisobu kultivace.
Kvasinky rodu Candida, Kluyveromyces, Pichia a mnoha dal$ich rodt se vyznacuji oxida-
tivnim metabolismem sacharidi, Zadnou nebo jen velmi malou produkci ethanolu a za ur-
¢itych podminek (nedostatek zivin, kysliku) tvofi pseudomycelia. Kvasinky téchto rodu se
pouzivaji pti vyrobé krmného drozdi. Kvasinky rodu Candida nevytvareji spory, kdezto
kvasinky rodu Kluyveromyces jsou sporogenni. Nejznaméjsi kvasinky pouzivané pro vyro-
bu krmného drozdi jsou Candida utilis, které jsou asexualni formou kvasinek rodu Pichia
Jjadinii.[14]

Kvasinky druhu Saccharomyces cerevisiae maji mimotadnou dulezitost pti alkoholovém
kvaseni riiznych surovin. Radime mezi né i riizné dali poddruhy znamé napt. jako spodni
pivovarské kvasinky (znamé téz jako Saccharomyces carlsbergensis, pozdéji jako Sac-
charomyces uvarum), vinné kvasinky apod. K vyrobé¢ piva se pouzivaji jak kvasinky spod-
niho kvaSeni, tak i1 kvasinky svrchniho kvaSeni. Kvasinky svrchniho kvaSeni se vyznacuji
spi$ hydrofobnim povrchem a jsou vynaSeny pii kvaseni vznikajicim CO; k hladiné, kdez-
to kvasinky spodniho kvaSeni maji povrch bunék spi§ hydrofilniho charakteru a snadno
sedimentuji. Kvasinky druhu Saccharomyces cerevisiae jsou fakultativné anaerobni mi-

kroorganismy, coZ znamena, Ze jejich primarni ¢innosti je fermentace (kvaseni), ale Ze jsou
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schopny rust a utilizovat sacharidy i za aerobnich podminek. Hlavnim jejich metabolitem
je ethanol tvofeny v buiice z monosacharidi, které jsou nasledné fadou enzymovych reakci
pfemény na konecny produkt ethanol a oxid uhli¢ity. Pfitom vznikaji i n€které dalsi pro-
dukty, jako je napt. glycerol, acetaldehyd, diacetyl, kyselina octova aj. Kvasné médium by
mélo obsahovat urcité malé mnozstvi rozpusténého kysliku, takze staci, aby médium bylo
na pocatku kvaseni provétrano. Aerobniho zptsobu kultivace se vyuziva pti vyrobé pekat-
ského drozdi. Rychlost §tépeni sacharidu je vétsi pfi anaerobnim pochodu nez pii aerob-

nim.[14]

Pti fad¢ fermentacnich procest se vyuzivaji i bakterie mlécného kvaseni — hlavné lakto-
bacily a pediokoky, které zkvasuji cukry (pfitomné v mase a ptidané) na organické kyseli-
ny, zejména kyselinu mlécnou. Snizenim pH (i tvorbou specifickych bakteriocinti a pero-
xidu) se zabrani ristu hnilobnych mikroorganismi a zajiStuje se udrznost. Ke zvySeni
udrznosti pak ptispiva 1 snizeni aktivity vody (pfidavkem soli a usuSenim) a konzervacni
slozky z koute. Snizenim pH se zaroven zpevni struktura (denaturace svalovych bilkovin
v okoli izoelektrického bodu) a stabilizuje se barva. Cinnosti vyse uvedenych i dal$ich mi-
kroorganismti (zejména mikrokokl) vznikaji Cetné senzoricky aktivni latky, které pak da-
vaji vznik chuti a aromatu typickému pro fermentované salamy. V minulosti se vystacilo
s ptirozenou, tzv. domaci mikroflorou, dnes se fermentované salamy vyrabéji s pridavkem
¢istych mikrobidlnich kultur, tzv. startova-

cich kultur.[10]

U nékterych fermentovanych vyrobku je na
povrchu porost plisni. Podminkou pro rust
plisni je absence fungicidnich slozek koufe,
proto byvaji tyto salamy vétSinou jen suSe-
né, a tedy neuzené. Fermentované salamy

patii mezi nejkvalitnéjsi a technologicky

Vewr

Obrazek 3: Kfemesnik [15]

ty, které jsou s porostem uslechtilych plisni.
Fermentované trvanlivé salamy nejsou tepelné opracovany. Z tradicniho sortimentu zde

patii Poli¢an, uhersky salam, ¢abajska klobasa, lovecky salam, Herkules, Kfemesnik aj. Pfi

22



skladovani pfi pokojové teploté vydrzi takto vyrobeny salam i n€kolik mésict. Je nutné je

uchovéavat v suchu.[10]
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3 PREHLED METOD VYUZiVANYCH PRI SLEDOVANI
KVALITATIVNIHO A KVANTITATIVNIHO ZASTOUPENI
MIKROORGANISMU V POTRAVINACH

K prikazu zastoupeni mikroorganismi v potravinich a ve vyrobnim prostiedi se pouzivaji
tfi typy metod- klasické kultivacni metody, rychlé metody a epidemiologické metody. Tyto
tfi metody se vzajemné dopliuji. Konvenéni kultiva¢ni metody pouzivané pro detekci mi-
kroorganismti v potravinach jsou dobie zavedené, jednoduché, levné a mohou byt pouzity
pro kvantitativni 1 kvalitativni analyzu. Mezi jejich nevyhody, zejména pfi stanoveni pato-
gennich mikroorganismi, patfi nezbytnost kultivace v n€kolika Zivnych médiich, detekce
rustu vizualné a potieba provedeni konfirmacnich testli (biochemickych a sérologickych).

To ma za nasledek dlouhou dobu stanoveni. [16]

3.1 Klasické kultiva¢ni metody

Tyto metody se pouzivaji ke kontrolnim rozbortim, jejichz ucelem je rozhodnout o ptipust-
nosti pozivatiny pro lidskou nebo Zivo¢isnou konzumaci, k vystavovani garancnich osvéd-
¢eni jakosti, k rozbortim potravin, u kterych je podezieni, ze by mohly zptisobovat alimen-
tarni onemocnéni, k mikrobiologické kontrole vyrobniho zafizeni a prostfedi. Klasické

kultiva¢ni metody délime na kvalitativni metody a kvantitativni metody. [16]

3.1.1 Kyvalitativni metody

Jsou to metody prikazu ptitomnosti ¢i nepfitomnosti zjiStovaného mikroba v urcitém, me-
todou predepsaném mnozstvi vzorku. Tento typ stanoveni je casové 1 materidlové naroc-
n¢jsi a obvykle probiha v nékolika na sobé navazujicich stupnich. Skladaji se z téchto ope-
raci: resuscitace, pomnozeni v selektivnim médiu, kultivace na selektivné-diagnostickych
tuhych médiich, potvrzeni a identifikace. Uéelem resuscitace je obnoveni Zivotaschopnosti
poskozenych patogennich mikrobt ve vzorku, které byly poSkozeny technologickymi stre-
sy béhem zpracovani potraviny. Poskozené mikroorganismy projevuji zvysSenou citlivost
k inhibi¢nim latkam v selektivnich médiich. Resuscitace slouzi pouze k reparaci poskoze-
nych bunéénych funkci. Ugelem pomnoZeni v selektivnim médiu je ziskat patogenni mi-
kroby v mnoZstvi potfebném pro dalsi operace. Patogeny jsou obvykle ve vzorku pfitomny
v nizkém poctu nebo ve smiSené populaci s velkymi pocty doprovodné mikroflory. Selek-
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tivni média obsahuji piisady, které by mély inhibovat pouze ten mikroorganismus, ktery
nebudeme stanovovat. Pfi kultivaci na selektivné-diagnostickych médiich je ucelem ziskat
jednotlivé dobie izolované kolonie prokazovaného mikroba, které vykazuji nékteré jeho
typické vlastnosti (morfologické, biochemické, sérologické) a poskytnout mikrobialni ma-
terial z kolonii k identifika¢nim testim. Pfi potvrzeni a identifikaci se stanovi pfisluSnost

vyizolovaného mikroorganismu k urcité taxonomické skuping, rodu a druhu.[17]

3.1.2 Kvantitavni metody

Tyto metody se pouzivaji pfi stanovovani poc¢tu Zivotaschopnych kolonii cilové skupiny
mikroorganismli. Mezi zakladni techniky patii metoda zaliti, metoda roztéru a metoda
MPN (most probably number = metoda pravdépodobného poctu). Ockuje se na selektivne-
diagnostickd média ptimo z (tekutého) vzorku, zakladniho fedéni nebo dalSich fedéni. Pti
niz$ich poctech se stanoveni provadi v tekutych selektivnich médiich metodou MPN ,nebo
pocitanim kolonii po zkoncentrovani zjiStovaného mikroba ve vzorku centrifugaci, mem-
branovou filtraci nebo imunomagnetickou separaci. Stanoveni poctu nékterych mikroorga-
nismu (zejména patogenti) miize byt rozsiteno o krok resuscitace, jehoz cilem je zachyceni

1 stresovanych ¢i subletalné poSkozenych bunék.[17]

3.2 Rychlé a epidemiologické metody

Klasické kultivaéni metody vyzaduji delsi dobu na prikaz patogennich mikroorganismti.
Proto se vyuzivaji i rychlé metody, jejichz vyhodou je pfedevSim rychlé ziskdni negativ-
nich vysledkd, tj. zjiSténi nepiitomnosti ptislusSného patogenniho mikroorganismu ve vzor-

ku. Pozitivni vysledky vyzaduji obvykle dalsi vySetieni vzorku klasickou metodou.

Epidemiologické metody se pouzivaji pro zjisténi sérovaru patogena, viz kapitola 4.[17]
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4 NON-KULTIVACNI METODY VYUZIiVANE PRI STUDIU
DIVERZITY MIKROFLORY FERMENTOVANYCH POTRAVIN A
NAPOJU

Mezi nejdilezitéjsi nekultivacni metody patii mikroskopie, imunologické, sérologické a
molekularné-genetické metody. Mikroskopie se v mikrobiologii pouziva k piimému vyset-
kultur. Lze pouzivat nativni preparaty, které umoziuji pozorovat piedevsim pohyb a déleni
mikroorganismi. Castéji se pouziva barvenych preparatd, u nichz lze pozorovat tvar,
vzhled a uspotadani mikrobu a pii pouziti specialnich technik i struktury pouzdra, bi¢iky,

ale také bakterialni spory.[18]

Ptestoze se v soucasné dobé stale v Siroké mife vyuZziva ke stanoveni mikroorganismi kla-
sickych kultivanich metod, nutnost zrychleni a zefektivnéni detekce vede ke zkoumani
novych metod pro stanoveni a detekci biologickych makromolekul a zivych bunék. Mezi
tyto metody patii kromeé PCR [19] riizné zbarveni [20], prutokova cytometrie [21], dielek-
troforéza [22], field-flow frakcionace , hmotnostni spektrometrie a elektromigracni techni-

ky. [23]

4.1 Imunochemické metody

Zakladem vsech imunochemickych metod je interakce protilatek s antigenem. Antigen je
molekula schopna vyvolat v zivych organismech produkci specifickych protilatek. Proti-
latky jsou proteiny produkované bilymi krvinkami zivoc¢ich po jejich infekci cizi moleku-
lou nebo mikroorganismem. Pii téchto metodach jsou pouzivany in vitro polyklonalni,
monoklondlni nebo rekombinantni protilatky tvofené proti antigennim strukturdm, které
jsou charakteristické pouze pro bakterie dané¢ho rodu. Mezi nejpouzivanéjsSi imunochemic-
kou metodu patii enzymova imunoanalyza ELISA, kdy je jeden z imunoreaktantli vdzan na
tuhou fazi a druhy je znaceny enzymem. Detekce je provadéna prostifednictvim enzymové
reakce. Mezi nejvetsi prednosti imunochemickych stanoveni patii rychlost, jednoduchost
provedeni, moZnost stanoveni velkého poctu vzorkil soucasné a predev§im moznost detek-
ce ve slozitych matricich. Rozsifeni téchto technik podporuje také nenaro¢nost, laboratorni

vybaveni a relativné nizk4d cena. Nevyhodou je nutnost namnozit bakterie pfed vlastni

imunodetekci béznymi kultivacnimi metodami.[24]
26



4.2 Molekularné genetické metody

Molekularné-genetické metody umoznuji uréit mikroorganismus na zakladé¢ jeho genetické
informace. K tomu jsou vyuzivany rizné molekularné-genetické techniky, z nichz nejvy-
znamnéj$imi jsou hybridizace a polymerazova fetézova reakce (PCR). Tyto metody jsou
zalozeny na specifické komplementaci (hybridizaci) mezi hledanym usekem jednovladkno-

vé nukleové kyseliny z lyzovanych bunék bakterie a sondou.[25]

Sondou rozumime synteticky ptipravenou kratkou sekvenci nukleotidi komplementéarni
k hledanému useku. Tyto metody vyuzivaji pro specifickou detekci bakterie charakteristic-
ké sekvence jejiho genomu. Nalez takové sekvence ve zkoumaném materidlu indikuje pti-
tomnost dané bakterie. Molekularné-genetické metody jsou velice citlivé v ptipadé pouZiti
Cistych bakteridlnich kultur, ale pfi stanoveni ve slozitych matricich (napf. v nékterych
potravinach) se citlivost vyrazné snizuje. Proto je Casto nezbytné mikroorganismy pied
vlastni analyzou separovat. Lze pfi tom vyuZit jak metody fyzikaln&-chemické (napt. fil-

trace, extrakce), tak metody bioafinitni (napt. imunochemické).[24]

4.2.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce se se pouziva k prikazu mikrobialni DNA ve vySetfovaném
vzorku. Jeji vyhoda je rychlé zmnozeni (amplifikace) vybrané¢ho useku DNA a ma schop-
nost prokazat 1 nekultivovatelné mikroby. Uplatituje se tedy v situacich, kde klasické mi-
krobiologické techniky selhava-
ji.[26]

nativni ds DNA

s

/ \ 1. denaturace (95 "C)

Mnozeny (amplifikovany) usek

DNA je ohranien tzv. primery

(oligonukleotidy), coz jsou frag-

2. hybndizace se sondou

menty DNA o 20-25 nukleoti- (primerem, 50 - 55 °C)
v
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Obrazek 4: Schéma PCR



izolovana nejcastéji z bakterie Thermus aquaticus, odtud nazev Taq polymeraza. Pti reakci
je vyuzivéano cyklickych zmén teplot, které umoziuji denaturaci DNA, ptisedani primerti a

syntézu DNA.[27]

K analyze produktii polymerazové fetézové reakce mohou byt pouzity rizné metody. Napf.
hybridizace, ELISA nebo sekvencni analyza nebo separace amplikonti pomoci agar6zové

gelové elektroforézy. [27]

Obrazek 5: Elektroforézni systém [38]

4.2.2 Sekvenace DNA

Sekvenace DNA je souhrnny termin pro biochemické metody, jimiz se zjiSt'uje potadi nuk-
leotidli (A, C, G, T) v kratkych tsecich DNA. Tyto sekvenace jsou soucasti dédi¢né infor-
mace v jadru, plazmidech, mitochondriich a plastidech. Tato metoda pfecte genomy lidské,

ale také mnoho jinych organismi, v¢etné rostlin, Zivocichli a mikrobi.[29]
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4.3 Non-kultivaéni metody vyuZivané pri sledovani mikroorganismi v

syrech

Mikrofléra syrti je charakterizovana pfitomnosti velkého mnozstvi bakterii, kvasinek a
plisni, naptiklad bakterii mlé¢ného kvaSeni a Penicillium camemberti. Toto mnozstvi mi-
kroorganismti ovlivituje mnoho faktort. V syrech se vyskytuji mikrobiadlni kultury
v riznych fazich dozravani. Mikroorganismy se stanovuji mikrobiologickymi technikami
na bazi kultivace a genotypové charakteristice. Non-kultivaéni metody stanoveni jsou za-
loZzeny na extrakci DNA nebo RNA, které nabizi moznost profilovani i metabolicky neak-
tivnich mikroorganismti. Pouzivad se kombinace metod kultiva¢nich a nekultiva¢nich. U
stanoveni mikroorganismi, které se vyskytuji vriznych druzich syrt, se z non-
kultiva¢nich metod pouzivaji predev§im metody typu sekvenovani, PCR [30], automatizo-
vana analyza mezernikové oblasti mezi geny 165 rRNA a 235 rRNA (ARISA), pyrosekve-
nace.[31]

Pomoci pyrosekvenace bylo odhaleno né€kolik mikrobialnich kmenl (phyllum), a to kmen
Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroides, Acinetobacteria a také houbovy kmen Ascomyco-
ta. Dals$i vySetteni sekvenace zjistila rod Penicillium. Dalsi druhy bakterii, které byly touto
metodou zjistény byli zastupci rodi Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pseudomo-
nas, Psychrobacter, Arthrobacter, Staphyolococcus a Faecalibacterium. Na mikrobialni
sloZzeni v syrech ma velky vliv obsah soli, doba zrani syru a dal$i slozeni syru. Syry
s vysSim obsahem soli obsahuji piredevSim Lactobacillus. Brevibacterium je znamy, zZe
vytvaii na povrchu syru skvrny a jiny odstin syru. Psychrobacter se celkem Casto objevuje
na syrovych povrsich, ale jeho role je nejasnd, nejspiS pfispiva chuti syru, protoze vytvaii

aldehydy. [32]

4.4 Non-kultiva¢ni metody vyuzivané pri sledovani mikroorganismi u
kysanych mléénych vyrobki

Kysané mlécné vyrobky jsou vSechny mlééné vyrobky, které byly pfipraveny z mléka za

pridavku kysacich kultur neboli fermentujicich bakterii. Nejcastéji se pouZivaji bakterie

rodu Lactobacillus, Bifidobacterium a Lactococcus. Tyto bakterie maji schopnost pieménit

laktosu na kyselinu mlé&nou. Pfi této preméné stoupa kyselost mléka. Radime sem jogurty,
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kysand, acidofilni nebo jogurtova mléka a kysanou smetanu. Kefir naptiklad obsahuje jesté

kvasinky.[3]

Pro stanoveni mikrobidlnich kultur u kysanych mléénych vyrobkti se pouziva nejcastéji
metoda PCR, kterd je zalozena na syntéze specifické sekvenace DNA. Pro identifikaci a
separaci fragmentt DNA, které byly ziskany pomoci metody PCR, je mozné vyuzit fadu
riznych metod. NejCastéji se pouziva elektroforéza v agar6zovém, nebo polyakrylamido-
vém gelu a denaturacni gradientovéa gelova elektroforéza (DGGE). Vybér typu gelu je za-

visly na veliskosti produktu PCR, tedy fragmentt. [33]

SloZeni kefiru a kefirovych zrn se zkouma pomoci Siroké skaly mikrobiologickych a mole-
kularnich metod. Pro identifikaci a zjiStovani mikrobidlnich populaci se nejCastéji pouziva
PCR a DGGE. Hlavni bakteridlni druhy, které se vyskytuji v kefiru, byly identifikovany
jako Lactobacillus kefiranofaciens a Lactobacillus kefir. Dalsimi identifikovanymi bakteri-
alnimi druhy jsou napt.: Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus fermentum, a dal$i zastupci,
napt. Bifidobacterium bifidum, Enterococcus faecalis, Streptococcus thermophilus, Aceto-
bacter aceti a dal$i. U nékterych kefirovych zrn byly izolovany i octové bakterie. Tyto
bakterie hraji vyznamnou roli v chuti a v celkové konzistenci. Z kvasinek se v kefiru na-
chéazeji druhy Kluyveromyces, Zygosaccharomyces, Pichia, Torulaspora, Candida. Nékteré
mikroorganismy jsou schopny produkovat slabé organické kyseliny a antibiotika

s baktericidnim u¢inkem pro patogenni mikroorganismy.[33]

4.5 Non-kultivaéni metody vyuzivané pri sledovani mikroorganismi ve

fermentovanych masnych vyrobcich

U masnych fermentovanych vyrobkl se miizeme setkat s fadou mikroorganismi a to pte-
devsim s bakteriemi mlécného kvaseni. Nékteré druhy masnych vyrobkli mohou mit také

porost s uslechtilou plisni.[10]

U masnych fermentovanych vyrobkl se nejcastéji setkdme s metodou PCR s agar6zovou
gelovou elektroforézou a s metodou NIR spektroskopie, coZ je nedestruktivni metoda, kte-
rou lze stanovit obsah zakladnich chemickych latek. Tato metoda spociva v méfeni zmén
intenzity absorbovaného nebo odrazené¢ho elektromagnetického zatfeni v oblasti vinovych

délek 780-2500 nm molekulami ve vzorku. Pomoci NIR spektroskopie jsme schopni sta-
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novit mnozstvi vody, tuku a bilkovin. [34] Tato metoda se da vSak pouzit i pro prokazani
¢innosti mikroorganismd, které maji podil na fermentacnich procesech. Mikroorganismy se
podili na tvorbé charakteristickych vlastnosti masnych vyrobkd, je mozné sledovat zménu

fyzikalnich vlastnosti, napt. aktivitu vody ¢i pH. [35]

U masnych vyrobki, zejména suroviny pouzivané k vyrobé, se mohou objevovat bakterie
ze stfevniho traktu zvifat a to naptiklad kampylobakterie, shigely a salmonely. Tyto bakte-
rie zpusobuji prijmova onemocnéni u lidi. Pfi vyskytu v masnych vyrobcich zptisobuji
hnilobu a zménu barvy. Kampylobakterie v masnych vyrobcich se detekuji imunochemic-
kymi metodami, které jsou zaloZené na interakci antigenu se specifickou protilatkou, mo-

lekularnimi metody, kde fadime PCR a sérotypizaci.[36]

4.6 Non-kultivaéni metody vyuzivané pri sledovani mikroorganismii v
napojich

Mezi fermentované napoje fadime kefir, kumys, burcak, pivo, vino, cidre, boza, kombucha

a Perry aj. U fermentovanych ndpoji se vyskytuje Siroké mnozstvi mikroorganismii, pie-

devs§im bakterie mlééného kvaSeni a kvasinky. Napoje se stanovuji nejcastéji metodou

PCR, ISR-PCR (PCR s intergenovou distan¢ni oblasti), RAPD-PCR, specifickd PCR a

genova sekvenace RNA, denaturacni gradientovou gelovou elektroforézou DGGE.[33]

Pomoci PCR probé¢hla identifikace mikroorganismii ve tfech krocich. Nejprve byl rod vlo-
zen na PCR amplifikaci s ribozomalni intergenovou distan¢ni analyzou (ISR) mezi 16S a
23S rRNA geny s porovnanim elektroforetického profilu s referenénimi kmeny. Jako druhy
krok se tento rod izoluje z kazdé skupiny ISR spolecené s referencnimi kmeny, které byly
podrobeny RAPD-PCR, coz je analyza za pouziti univerzalniho primeru M13. Jako tfeti
krok byla provedena specifickd PCR pro Lactobacillus plantarum/pentosus/brevis, Entero-
coccus faecium, a Leuconostoc mesenteroides. Tyto mikroorganismy b&hem fermentace
okyseluji ndpoje, vytvareji kyselinu mlécnou a snizuji mnoZzstvi Skrobu, sachardzy a

maltdzy a vytvareji ethanol.[37]
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ZAVER
Bakalarskéd prace byla zaméfena na vyuziti non-kultivaénich metod ke studiu mikroflory

fermentovanych potravin a napoji. Byl zde vysvétlen rozdil mezi kultivaénimi a non-

kultivaénimi metodami.

Kultiva¢ni metody se pouzivaji ke kontrolnim rozbortim, jejichz Gc¢elem je rozhodnout o
ptipustnosti pozivatiny pro lidskou nebo zivo¢iSnou konzumaci, k rozborim potravin, u
kterych je podezieni, Ze by mohly zplisobovat alimentarni onemocnéni, k mikrobiologické

kontrole vyrobniho zafizeni a prostfedi. Tyto metody délime na kvantitativni a kvalitativni.

Mezi nejdilezitéj$i non-kultivani metody patii mikroskopie, imunologické, imunoche-
mické, sérologické a molekularné-genetické metody. U n€kterych non-kultiva¢nich metod
je potieba predkultivace mikroorganismi. Non-kultivacni metody jsou rychlejsi a efektiv-

néjsi nez kultivacni metody, jsou vSak zpravidla finanéné nakladné;si.

Mezi non-kultivaéni metody miiZzeme zahrnout PCR metodu, metodu sekvenace DNA,
prutokovou cytometrii, dielektroforézu, field-flow frakcionaci, metodu ELISA a elektro-

migracni techniky.

Diverzita mikrofléry u fermentovanych potravin se v prub¢hu jejich zrani nejcastéji sleduje
pomoci metody PCR, sekvenovani DNA a elektroforézy. Tyto metody se pouzivaji piede-

v§im pfi rychlém stanoveni ptitomnosti mikroorganismii v téchto potravinach.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ELISA

PCR

DNA

RNA

Aw

BMK

NSLAB

MPN

rRNA

NIR

ISR

RAPD

DGGE

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
Polymerazova fetézova reakce
Deoxyribonukleova kyselina
Ribonukleova kyselina

Vodni aktivita vody

Bakterie mlé¢ného kvaseni

Non-Starter Lactic Acid Bacteria (bakterie mlécného kvaseni nezakysového

puvodu

Most Probably Number (metoda pravdépodobného poctu
Ribosomalni ribonukleova kyselina

Near-infrared (v blizké infracervené oblasti

Integrovana distancni ¢ast

Random amplified polymorphic DNA

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza
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