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ABSTRAKT

Antimikrobialni latky jsou latky produkované mikroorganismy. Vykazuji mikrobicidni nebo
mikrobistaticky ucinek. V teoretické casti jsou charakterizovany jednotlivé testované
potraviny a antimikrobidlni latky, popsdno mozné pouziti antimikrobidlnich latek
v potravinaistvi a shrnuty metody diikazu jejich produkce. V praktické casti této prace je
popsana izolace mikroorganismi z potravin, jejich typizace a identifikace, a ovéieni

produkce antimikrobialnich latek.

Kli¢ova slova: antimikrobialni aktivita, bakterie, antimikrobialni latky, indikatorovy

mikroorganismus, fermentované potraviny

ABSTRACT

Antimicrobial compounds are substances produced by microorganisms. They exhibit either
microbistatic or microbicidal effect. In the theoretical part of this thesis are characterised
particular tested foods and antimicrobial substances, the possible use of antimicrobials in the
food industry and are summarised methods used for proving their production. The practical
part of the thesis describes isolation of microorganims from foods, their typization and

idefication and the testing of production of antimicrobial substances.

Keywords: antimicrobial activity, bacteria, antimicrobial substances, indicator strain,

fermented foods
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UvVOD

V dnesni dobé roste tlak na pouzivani co nejméné ,,chemie* v potravinaistvi. Vyzkum se
tak orientuje na vyvoj konzervacnich latek ptirodniho ptivodu, které by mohly nahradit
dosud pouzivané umelé konzervanty. Zpusob konzervace, kdy se pouziva potencidlu
pfirozen¢ se vyskytujicich mikroorganismi vytvafet metabolity, které napomahaji

prodlouZeni trvanlivosti dané potraviny, se nazyva biologicka konzervace (Singh, 2018).

Vedle produkce potravin je zakladnim ukolem potravinaiského priamyslu zajistit idrznost a
bezpecnost potravin. Je tedy dulezité¢ disponovat prostiedky pro zabranéni vyskytu
patogennich mikroorganismti. Nekteré klasické metody sice zajisti idrznost potraviny,
mohou ale ovlivnit jeji vyZivovou hodnotu a organoleptické vlastnosti. Syntetické
konzervanty zase mohou zpusobit zdravotni problémy konzumentli. Vyuziti pfirozenych
antimikrobidlnich latek by také mohlo ptispét k boji proti rezistenci nékterych patogennich

mikroorganismu vi€i syntetickym antimikrobiadlnim latkdm (Quinto et al., 2019).

Existuje ne¢kolik zplisobl aplikace pfirozenych antimikrobidlnich latek. Latky mohou byt
pfimo ptidadny do potraviny, naneseny na jeji povrch nebo v€lenény do obalovych materiala.
Ptiméa aplikace je nejpouzivanéjsi zpiisob zajistujici okamzity ucinek, ktery je vSak
kratkodoby. Naopak vytvotreni antimikrobidlniho filmu zajisti dlouhodobou ochranu (Lucera

et al., 2012).

Jako ptirodnich konzervantl se v potravinarském primyslu pouzivéa bakteriocini, zejména
nisin. Bakteriociny jsou heterogenni skupina bakterialnich proteind nebo peptidu, které jsou
produkovany bakteriemi a archei. NejcCastéji jsou ke konzervaci pouzivany bakterie
mlécného kvaseni a jejich metabolity (nisin), které maji status GRAS (vSeobecné uznané za

bezpec¢né) (Darbandi et al., 2022)

Cilem bakalarské prace bylo izolovat mikroorganismy z fermentovanych potravin,
identifikovat je a ovéfit, zda nekteré kmeny maji schopnost produkce antimikrobialnich latek

vuci zvolenym indikatorovym mikroorganismim.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA ANALYZOVANYCH FERMENTOVANYCH
POTRAVIN

Tradi¢ni fermentované potraviny (véetné napojl) hraji vyznamnou roli v lidské stravé.
Nejenze jde o potraviny v neékterych kulturach tradi¢ni, zaroven prospivaji zdravi. Mezi
nejvyznamnéjsi zdravotni benefity patii sniZzeni rizika vzniku kardiovaskularnich
onemocnéni, zlepSeni hladiny gluko6zy a lipidii v krvi, stimulace imunitniho systému, uc¢inek

proti rakoviné a v neposledni fad¢ také snizena imrtnost (Cuamatzin — Garcia et al., 2022).

Fermentace je proces, kdy dochéazi k rozkladu latek v potraviné a jidlo se tak stane
chutnéjSim a biologicky dostupnym. Je to stary proces, ktery se kdysi pouzival zejména ke
konzervaci. Kromé konzervacnich u¢inkd a zpfistupnéni zivin, fermentace dodava

potravinam charakteristické senzorické vlastnosti (Kothe et al., 2024).

Existuji dva typy fermentace; pfirozend neboli spontinni fermentace, kdy jsou
mikroorganismy pivodné pfitomny v surovin€ nebo prostiedi. Druhym typem je fermentace
kontrolovana. Pti tomto procesu se cilené vybiraji mikroorganismy, které budou pouzity.
Nejcastéji se ve fermentovanych potravinach nachéazeji bakterie mlééného kvaseni, které

jsou znamé svymi probiotickymi G¢inky (Kirmizigul a Sengun, 2023).

1.1 Tofu

Existuje velké mnozstvi vyrobkt ze s6ji. Lze je rozdélit na dva hlavni druhy; fermentované
(napf. tempeh, natto, miso a sdjova omacka) a nefermentované, kam patii naptiklad s6jové

mléko a tofu (Chua a Liu, 2019).

Tato potravina se povazuje za jeden z nejlepSich rostlinnych zdroji proteind diky jeho
obsahu prospésnych lipidii a bioaktivnich latek, jakymi jsou mimo jiné také saponiny a
fytosteroly. Tofu je klasifikovano jako vyrobek Cerstvy a nezpracovany. Vysoka vlhkost a
velmi vysoké pH (6-7) ¢ini z tofu vhodné prostfedi pro riist nejriznéjSich patogennich

mikroorganismi (Ali et al., 2021).

Popularita tohoto ze sdji vyrobeného produktu v poslednich letech stale stoupa. Je tomu tak
zejména diky vysoké vyzivové hodnoté. Je zdrojem esencidlnich aminokyselin, vitamini,
vapniku, Zeleza a drasliku. Navic se uplatiiuje pfi snizovani hladiny cholesterolu (Rossi et

al., 2016).
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Pti spravném skladovani prevladaji bakterie mlééného kvaseni, nicméné i pii uchovavani
v chladu je trvanlivost pouze v fadu dnt. Hlavnimi kmeny podilejicimi se na mikrobialni

zkaze jsou Enterobacteriaceae a pseudomonady (Rossi et al., 2016).

Dominujici druhy bakterii izolované z tofu byly: Lactococcus raffinolactis, Paenibacillus
polymyxa, Streptococcus macedonicus, Macrococcus caseolyticus. Dale byly zjistény také

Weissella confusa a Lactococcus lactis (Rossi et al., 2016).

1.2 Tempeh

Prvni zminka o tempehu byla vytvotena v 17. stoleti (Astuti, 1999; Shurtleff & Aoyagi,
2020; Winarno, Winarno, & Ahnan — Winarno, 2017; Ahnan — Winarno et al. 2021).

Dle CODEX Alimentarius je v Indonésii, odkud tento produkt pochézi, pouzivan nazev
»tempe®. V angli¢tin€ je vSak pouZivan pojem ,,tempeh*. Standard v CODEX charakterizuje
tuto potravinu jako pevny bily produkt ve tvaru kolace ptipravovany z loupanych vafenych
sojovych bobi, které podléhaji ,,solid state” fermentaci s Rhizopus spp. Mohou se pouzivat
pouze druhy Rhizopus oligosporus, Rhizopus oryzae a Rhizopus stolonifer. Textura by m¢la
byt soudrzna. Barva by méla byt bild, odpovidajici barvé mycelia Rhizopus spp. Typicka je
chut’ masova, houbova a ofechova. Ve vini by nemél byt pfitomny pach amoniaku. Do
tempehu by neméla byt ptidavana zadna aditiva a nemély by byt pfitomny Zadné cizi ¢astice.
Minimalni obsah proteini se udavéa na 15 % (w/w) a maximalni hodnota vlhkosti by neméla
ptesdhnout 65 % (w/w). Tuky by mély byt pfitomny v mnoZstvi minimalné 7 % (w/w) a
hruba vldknina maximalné 2,5 % (Food and Agriculture Organization-World Health

Organization, 2017; Winarno et al., 2021).

Produkce zahrnuje méceni, vyloupani, myti, vatfeni, okapani, chlazeni, inokulaci, baleni a
inkubaci, s modifikacemi potadi a opakovani nékterych krokii podle oblasti vyroby (Rahayu,
Pambayun, Santoso, Nuraida, & Ardiansyah, 2015; Winarno et al., 2021). Prvnim krokem
je obvykle maceni, které trva v rozmezi 624 hodin. Tento krok umoZiuje snazsi oloupani
lusku (Nout & Kiers, 2005; Winarno et al., 2021). Loupani je dilezitym krokem, nebot dle
CODEX Alimentarius je ptitomnost luskll ve findlnim produktu povaZovano za kontaminaci
(Food and Agriculture Organization-World Health Organization, 2017; Winarno et al.,
2021). Doba vareni je vétSinou 20-30 minut. Zde se upravi chut' a dojde k eliminaci
nezéddoucich mikroorganismi (Babu, Bhakyaraj, & Vidhyalakshmi, 2009; Karyadi &
Lukito, 1996; Nout & Kiers, 2005; Winarno et al., 2021). Cilem okapani je snizeni mnozstvi

vody v tempehu, protoze fermentace vyzaduje hodnoty vlhkosti kolem 62 % a aktivitu vody
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0,99 — 1 (Penaloza, Davey, Hedger, & Kell, 1992; Sarrette, Nout, Gervais, & Rombouts,
1992; Winarno et al., 2021). Inokulace se provadi disperzi sporangiofortt Rhizopus spp.,
které vytvoii husté mycelium, a to je odebrano pted tim, nez zacne sporulace (Nout & Kiers,
2005; Penaloza, Davey, Hedger, & Kell, 1992; Winarno et al., 2021). Hotovy produkt mize
byt jesté upravovan nebo konzumovan éerstvy. Cerstvy tempeh vydrzi pii pokojové teploté

asi 3 dny (Moreno et al., 2002; Nout & Rombouts, 1990; Winarno et al., 2021).

Byly izolovany kromé¢ plisni, které se pouzivaji jako startérova kultura, také druhy bakterii
mléného kvaSeni, naptiklad Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus casei, Lactobacillus lactis, Lactobacillus reuteri a dalsi (Radita et al., 2021).
Diky procesu fermentace pii vyrobé tempehu mohou byt pfitomné také kvasinky.

Riiznorodost jejich druhil zavisi na typu pouzité fermentace (Efriwati et al., 2013).
1.3 Séjova omacka
Toto tradi¢ni ¢inské ochucovadlo je charakteristické jedine¢nymi senzorickymi vlastnostmi,

jako je jasné urcitelné aroma a intenzivni umami chut. Stejné jako vSechny dalsi

fermentované produkty obsahuje latky s antioxida¢nimi G¢inky (Feng et al., 2023).

Hnédou barvu a vyraznou chut’ ji dodavaji s6ja a pSenice skrze komplexni mikrobiologickou
kofermentaci a rozpad makromolekularnich latek. Urcujicimi faktory pfi hodnoceni kvality
a chuté omacky jsou aroma a prichut’. Celkova chut’ se sklada z 5 podchuti, kterymi jsou

umami, sland, sladkd, kysel4 a hotkd (Zhang et al., 2024).

Vyrabi se ze s6ji nebo jeji drté, mouky piipadné otrub, soli a vody. Jako startovaci kultura
funguje Aspergillus oryzae. Momentaln¢ existuji dva zptisoby vyroby. Prvni zptsob (tzv.
,»high-salt diluted state method*) je typicky pouZitim roztoku o vysoké koncentraci NaCl,
velkym podilem laku ke koji a dlouhou fermentaci (cca 6 mésicit). Takto vyrobena omacka
ma siln¢ slanou a umami chut’ a aroma podobné sgji. Pfi druhém zptisobu (tzv. ,,low salt
solid state method*) se naopak pouziva roztok NaCl o nizké koncentraci, nizky podil laku

ke koji a doba fermentace jen cca 30 dni (Gao et al., 2023).

Kromé Aspergillus oryzae se jako startovaci kultura pouzivaji také Aspergillus sojae,
Rhizopus oryzae, Zygosaccharomyces rouxii (Mogensen et al., 2002; Bernardeau et al.,

2006; Bourdichon et al., 2012; Thapa and Tamang, 2015; Tamang, 2016).
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1.4 Miso

Tradi¢ni fermentovana pasta ze s6ji pochdzi z Japonska. Ingrediencemi jsou s¢ja, napafena
ryze nebo je¢men, sl a koji kultura. V chuti se kombinuji slozky slané chuti a umami. Barva
muze byt rizna, od bilé, zluté, po Cervenou az hnédou. Zalezi na typu misa. Chut je jednim

vvvvvv

hodnoceni (Wang et al., 2021).

V japonské kuchyni se pasta pouziva jako ptisada nebo zaklad riznych pokrmu. Typicka je
miso polévka. Jde o ptilohu, kterd existuje v mnoho variantich s riiznymi druhy zeleniny

nebo lokalnimi produkty (Wang et al., 2021).

Zakladni sloZkou pro vyrobu pasty je koji. Vyrdbi se pfidanim koji kultury (Aspergillus
oryzae) do napatfené ryze nebo je€mene. Déle se ptida vatfena soja a siil. Tato smés je ulozena
do tanku a probihd fermentace po dobu 2-6 mésicti. V konecném produktu jsou pak
ptitomny plisné, kvasinky, bakterie mlééného kvaseni a dalsi bakterie (Lee et al., 2016).
Komer¢ni produkce misa cili na pouziti €istych startérovych kultur, kdy se pouziva zastupce
bakterii mlécného kvaseni Tetrtagenococcus halophilus a kvasinka Zygosachcaromyces
rouxii. Dal§im zastupcem bakterii mlééného kvaseni, ktery vSak neni startérovou kulturou,

ale byl identifikovan v kone¢ném produktu je Enterococcu faecium (Allwood et al., 2021).

1.5 Kombucha

Velké oblibé se nyni t€$i kombucha. Jde o velmi vyZivny napoj, ktery poskytuje mnoho
zdravotnich benefitli, protoze obsahuje probiotické bakterie. S rostoucim zajmem o tento
produkt se zacinaji produkovat i varianty pravé kombuse jen podobné. Také je rozsifena

pfiprava tohoto napoje v domécnostech (Sanwal et al., 2023).

Proces vyroby je zaloZen na aerobni statické fermentaci €erného, zeleného nebo oolong caje.
Zde se prida sacharoza a kultura bakterii a kvasinek (SCOBY) (symbioticka kolonie bakterii
a kvasinek). Prvni krok zahrnuje rozpusténi 50-100 gramt sachardzy v 1 litru vafici vody,
nasledovany macenim ¢ajovych listkil po ur¢itou dobu. Nasledné je oslazeny €aj filtrovan,
autoklavovan a ochlazen na 20 °C. Dale je bud SCOBY porost, nebo 20 % piedtim
fermentovaného c¢aje, naockovano do jiz zfiltrovaného c¢aje, aby mohl zacit proces

fermentace, ktery probihd v nerezovych fermentac¢nich tancich (Sanwal et al., 2023).

Podle Neffe-Skocinska et al., (2017) byly nejidedlnéjsi podminky fermentace stanoveny na
10 dna pii 25 °C. Produkt tak ziska vyborné vlastnosti. Jakmile z matetskych SCOBY
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vzniknou dcefiné, jsou viditelné bublinky plynu a rozvine se charakteristickd viné
kombuchy. Na konci procesu vznika ptijemna ovocna, kyseld, jemné perliva chut’, ktera se
pfeménuje v jemné octovou. Mikroorganismy ptitomné v kombuSe produkuji mnoho
metabolitl, mezi kterymi jsou i ty prospésné pro zdravi ¢lovéka. Jedna se napiiklad o ve

vode rozpustné vitaminy jako vitamin C, B a B> (Kirmizigul a Sengun, 2023).

Vzhledem k tomu, Ze se k vyrob¢ pouzivaji kultury kvasinek a bakterii, 1ze ve vysledném
produktu ocekavat jejich piitomnost. Identifikované byly naptiklad druhy kvasinek
Brettanomyces bruxellensis, Candida stellata, Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces
spp., Schizosaccharomyces pombe, Zygosaccharomyces kombuchaensis a Toluraspora
delbrueckii (Kurtzman et al., 2001; Teoh et al., 2004; Tamang, Watanabe a Holzapfel, 2016).
Dulezitym rodem kvasinek uplatiiujicim se pii fermentaci je Lachancea (Chakravorty et al.,
2016; Bellut, Krogerus a Arendt, 2020). Dominujicim rodem bakterii je Gluconacetobacter
(Tamang, Watanabe a Holzapfel, 2016).

1.6 Kimchi

Tradi¢ni korejsky pokrm pfipravovany fermentaci rizné zeleniny, soli, fermentované rybi
omacky a dalSich. Probiha spontanni fermentace za nizké teploty bez ptedsterilizce, coz se
projevi vyvojem heterogenni mikrobidlni kultury. Proces fermentace je zapocat diky

mikroorganismim pfirozen¢ se vyskytujicich v syrové zeleniné (Mun et al., 2024).

Vzhledem k malému kalorickému obsahu na 100 graml Ize kimchi povazovat za
nizkokalorickou potravinu. Zaroven je zdrojem mnoha vitamint, naptiklad C nebo skupiny
B. Obsahuje také mnoho minerall jako jsou vapnik, draslik, Zelezo a fosfor. Vyznamné je

také obsahem vlakniny (Kirmizigul a Sengun, 2023).

Obecné je kimchi fermentovano za nizkych teplot (od -2 do 10 °C) po dobu 2—3 mésict.
Proces je rozdélen na zékladé hodnot pH do 3 fazi: pfi pH > 5,2 se hovoii o ¢asné fazi, pii
hodnot 4,5 — 5,2 se hovofi o prostfedni fazi a hodnota pH < 4,5 je pak pozdni fazi (Mun et
al., 2024).

Existuje také kimchi, které se fermentuje dlouhou dobu, ,,Mukeunji* s typickou kyselou
chuti a charakteristickou texturou. Fermentuje se déle nez 6 mé&sich pfi teplotach od -2 do

10 °C. Finalni faze fermentace dosahuje hodnot pH < 4 (Mun et al., 2024).
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Zasadnim faktorem ovliviiujicim fermentaci kimchi je teplota. Ta piimo ovliviiuje rust a
riznorodost bakterii mlécného kvaSeni. To je divodem, pro¢ se kimchi uchovava pfti

chladnych teplotach (Jeong et al., 2023).

Probiotické kmeny, které byly z kimchi vyizolovany, se v ném nachézely diky jejich pouziti
pro fermentaci pii vyrobé tohoto produktu. Byly identifikovany tyto druhy: Leuconostoc
mesenteroides, Lactiplatibacillus plantarum, Lactobacillus sakei, Weissella koreensis,

Weissellla cibaria (Lee et al., 2015; Beck et al., 2019; Dahiya a Nigam, 2022).

Chang et al., 2008; Nam et al., 2009; Jung et al., 2011 se podafilo krom¢ mnoha druht
bakterii mlécného kvaSeni izolovat také nékteré kmeny kvasinek z rodu Candida,

Kluyveromyces, Saccharomyces, a Pichia, dale i halofilni bakteriez rodu Halococcus a

Natrialba (Tamang, Watanabe a Holzapfel, 2016).

Jako komer¢ni startérova kultura se pouziva Lactobacillus kimchii (Mogensen et al., 2002;
Bernardeau et al., 2006; Bourdichon et al., 2012; Thapa and Tamang, 2015; Tamang et al.,
2016).

1.7 Svrchné kvaSeny nealkoholicky napoj Fermentada

Jedna se o nealkoholicky napoj vyrabény v Ceské republice v Kersku. Vyroba spogiva ve
svrchnim kvaSeni §t'avy ze sicilského citronu, kde citronova Stava je lisovana za studena.
Tento produkt je vyrabén bez umélych aromat a konzervantt. Citron obsahuje pfirozené
velmi malo cukrt, a i pfes pfidavek fepného cukru, 1ze produkt povazovat za malo sladky a

nizkokaloricky (Fermentada, 2024).

Proces fermentace dava vzniku alkoholu v mnozstvi do 0,5 %, proto mize byt ndpoj
oznacovan jako nealkoholicky. Diky kvaSeni jsou pfitomny prospésné latky jako jsou mimo
jiné vitaminy B a C, flavonoidy nebo naptiklad minerdly fosfor, draslik a vépnik

(Fermentéada, 2024)

Tento produkt, charakteristicky jemnym perlenim a bur¢dkovym nadechem, je dostupny

celkem ve 3 variantdch; bez ptichuté, hotka a tfesiiova (Fermentada, 2024).
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2 CHARAKTERISTIKA ANTIMIKROBIALNICH LATEK
PRODUKOVANYCH MIKROORGANISMY

Jde o latky produkované mikroorganismy jako soucdst jejich imunitnich reakci nebo
obrannych mechanismii, kdy mikroorganismiim pomahaji v soutézi o prostor a obzivu.
Zejména produkce antimikrobidlnich latek jako jsou peroxid vodiku, ethanol, organické
kyseliny, enzymy, antibiotika a bakteriociny (Reis et al., 2012; Cesa — Luna et al., 2020;
Darbandi et al., 2021), svéd¢i o znaéné kompetici mezi mikroorganismy (Cesa — Luna et al.,
2020; Darbandi et al., 2021). NejtypiCtéjSimi a nejvice prostudovanymi producenty

antimikrobidlnich latek, kteti se vyskytuji v potravinach, jsou bakterie mlé¢ného kvaseni.

2.1 Organické kyseliny

Organické kyseliny a jejich soli jsou ¢asto pouzivany, protoZe jejich t€innost je dobie zndma
a jsou levné. NaruSuji integritu bunééné membrany a makromolekul, nebo zasahuji do
transportu zivin a metabolismu. Tyto latky maji bakteriostaticky efekt. Nejvice t¢inné jsou
kyseliny octova, propionova a mlé¢na (Lucera et al., 2012).

Optimalni antimikrobidlni aktivitu vykazuji pfi nizkém pH. Inhibi¢ni G¢inek kyselin je dan
nedisociovanou formou molekuly, diky ¢emuz miize volné piechédzet ptes plazmatickou
membranu. Ve vnitinim prostfedi buniky se molekula setka s vy$§im pH a néasledkem toho
disociuje. Tim se uvolni anionty a protony, které by jinak samostatn¢ membranou nemohly
prostoupit. Tyto anionty jsou toxické a maji schopnost inhibovat zdkladni metabolické
reakce, jako je produkce ATP a esencidlnich enzymi (ORGANIC ACIDS: PROMISING
MODERN PRESERVATIVES).

Kyselina mlécna CH;CH(OH)COOH

V potravinarském primyslu mé dlouhou historii a procesy jeji produkce mikroorganismy
jsou zndmy jiz od pocatku minulého stoleti. Je pfitomna v mnoha potravinach, naptiklad
v kyselém zeli, nakladané zelenin€¢, mlécnych vyrobcich a mnoha fermentovanych
potravinach. Funguje jako prostfedek zabranujici mikrobialni zkéze nejriznéjsich produkt

(Reis et al., 2012).

Mechanismus  inhibice  spoc¢ivd v rozpustnosti  jeSt¢ nedisociované  kyseliny
v cytoplazmatické membran¢é a nerozpustnosti disociované formy. Dochazi k okyseleni

cytoplazmy, kterd méa za nasledek selhani protonovych hybnych sil. Je ovlivnén
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transmembranovy pH gradient, kdy ubyva energie dostupné pro rust buiiky (Oda et al., 2002;
Wee et al., 2006; Reis et al., 2012)

Kyselina octova CH;COOH

Kyselina a jeji soli se piidavaji do potravin za uclelem inhibice rastu a potlaceni
zivotaschopnosti mikroorganismu. Baktericidni efekt je spiSe u¢inny proti gramnegativnim

bakteriim (Reis et al., 2012).

Antimikrobialni u¢inek je zalozen na nedisociované molekule. Tato kyselina je produkovana
laktobacily heterofermentativnim kvaSenim (Reis et al., 2012). Pii heterofermentativnim
kvaseni bakterie rozkladaji hexdzy, a to vede k produkci dalSich metaboliti. Jako jsou

napiiklad acetaty, ethanol, oxid uhli¢ity (John et al., 2002; Reis et al., 2012).
Kyselina propionova CH;CHCOOH

Bakterie preméiiuji laktat na propionat, acetat a oxid uhli€ity. Tato kyselina ma Siroké vyuZiti
v potravinaiském pramyslu predevsim jako fungistaticky ptipravek. Velky vyznam naléza

pii kontrole vyskytu hub u mléénych a pekatskych vyrobki (Reis et al., 2012).

Kyselina ptsobi na membrany bunégk tak, ze neutralizuje elektrochemicky gradient protoni.
Jeji tiCinek je v8ak zavisly na kyseliné mlécné, kterd v substratu zptsobi pokles pH (Reis et
al., 2012). Pfes bunécnou membranu vstoupi do buiikky. Zde se nahromadi a ovlivni pH
vnitiniho prostfedi. To narusi transport a metabolickou aktivitu buiikky a mikroorganismus

tak neni schopen zivota (FOOD ADDITIVES, 2020).

Propionové bakterie jsou v potravinaistvi vyuZivany nejen pro produkci kyseliny

propionové, ale také pro schopnost produkce vitaminu Bi2 (Reis et al., 2012).

2.2 Peroxid vodiku H>0:

Produkuji jej bakterie mlééného kvaseni. VétSina téchto bakterii vytvaii peroxid oxidaci
laktatu (Reis et al., 2012). Mechanismus cytotoxickée aktivity je zaloZzen na produkci vysoce
reaktivnich hydroxylovych radikald. Vznikaji interakci superoxidového radikalu a peroxidu
vodiku (Harber a Weiss, 1934; Linley et al., 2012). Produkce téchto hydroxylovych radikalt
s kratkou Zivotnosti je in vivo katalyzovana pfitomnosti iontii pfechodnych kovti, zejména
zeleza s nabojem — II (Kehrer, 2000; Linley et al., 2012). In vitro hydroxylovy radikal
vystupuje jako oxidac¢ni €inidlo a reaguje pak s lipidy, proteiny a nukleovymi kyselinami

(Liochev, 1999; Linley et al., 2012).
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Je baktericidni v z&vislosti na jeho koncentraci, pH a teploté, ktera je také velmi dalezita pti

ur¢ovani efektivity peroxidu vodiku vii¢i sporam (Reis et al., 2012).

2.3 Bakteriociny

Poprvé byly objeveny pied témet 100 lety. Piedstavuji heterogenni skupinu peptidii nebo
proteinli syntetizovanych na ribozomech, vykazujici antimikrobidlni aktivitu vici druhim
blizkym producentiim. VétSinou to jsou kationty, amfifilni molekuly a latky pronikajici

membranou (Lucera et al., 2012; Reis et al., 2012; Darbandi et al., 2021).

Klasifikace bakteriocintl je velmi proménliva a existuje nékolik moznych zptisobt déleni,
avsak za zakladni se povazuje déleni do 4 skupin na zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti,
citlivosti vii¢i enzymuim, tepelné stabilité¢ a chemické struktuie (Reis et al., 2012; Darbandi

et al., 2021; Danguah et al., 2022).

Ttidu I tvoii lantibiotika a mize byt dale rozdélena na Ia a Ib podle toho, jaky naboj a
strukturu ma latka (Danguah et al., 2022). Ve své primarni struktuie maji zabudované
aminokyseliny lantionin a metyl-lantionin. Je znamo témét 60 lantibiotik a 30 % pochazi
z bakterii mlééného kvaSeni. Jde o latky posttranslaéné upravené, tepelné stabilni a jejich
mistem ucinku je bunécnd sténa. Plsobi zejména na grampozitivni bakterie. Podtiida Ia
zahrnuje podlouhlé peptidy s kladnym ndbojem. Mechanismus ucinku spociva v tvorbé
porh. Do této skupiny patii nisin. Zastupci skupiny Ib jsou kuloviti, pevni se zdpornym nebo
Zadnym néabojem. Funguji jako inhibitory katalytickych enzymu pottebnych pro zivotni

procesy vnimavych bakterii (Ahmad et al., 2017).

Do tiidy II patii termostabilni peptidy, které maji molekulové hmotnosti nizsi nez 10 kDa
a také miZzou byt dale rozdeleny na podtiidy (Danguah et al., 2022). Jsou to tepelné stabilni,
maléa a nemodifikovana antibiotika, s izoelektrickymi body pohybujicimi se v rozmezi 8,3—
10. Bakteriociny plisobici proti listeriim jsou seskupeny do ttidy Ila. Zastupci jsou leukocin
A, acidocin A, mesentericin A, pediocin PA — 1 a sakacin P. Charakteristickym znakem ttidy
IIb je potieba alespont dvou riiznych peptidi pro aktivitu, a tudiZ piisobi synergisticky.
Samostatné vykazuji malou nebo zaddnou aktivitu. Patii sem laktokocin G a plantariciny. Pro
ttidu Ilc jsou typické malé, tepelné€ stabilni peptidy, které jsou neseny vedoucim peptidem.
Déli se na dvé skupiny; thiolbiotika a cystibiotika. Prvni jmenované jsou bakteriociny
obsahujici dva cysteinové zbytky, naopak jeden zbytek maji cystibiotika. Zastupci této tiidy
jsou laktokocin A, divergicin A a acidocin A (Ahmad et al., 2017).
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Naopak ttida III obsahuje peptidy termolabilni s vysokou molekulovou hmotnosti. Patii sem
napiiklad helveticin J (Danguah et al., 2022). Lytické bakteriociny jsou endopeptidazové
peptidy a enzymaticky lyzuji bunécnou sténu. Byly objeveny také nelytické bakteriociny,
které spliuji charakteristiky III. tfidy. Pfikladem jsou naptiklad helveticin J pochazejici
z Lactobacillus helveticus, dysgalakticin ze Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis a

streptokocin A (Ahmad et al., 2017).

Posledni IV. tfida zahrnuje bakteriociny s lipidovymi nebo sacharidovymi skupinami. Jsou
citlivé na glykolytické nebo lipolytické enzymy. Radi se sem bakteriociny jako jsou
plantaricin S a leukonocin S. V této tfid¢ byla objevena cyklicka latka podobné bakteriocinu;

uberolysin produkovana Streptococcus uberis (Ahmad et al.,2017).

Dal$im moZznym zpiisobem je rozdéleni na bakteriociny produkované grampozitivnimi
bakteriemi a bakteriociny produkované gramnegativnimi. Bakteriociny produkované
grampozitivnimi bakteriemi jsou kationty amfifilni povahy se schopnosti prostupovat
membranami. Jejich velikost se pohybuje v rozmezi do 5 do 30 kDa (Kemperman et al.,
2003; Cesa — Luna, 2020). Existuji dva zpusoby, kterymi naruSuji membrany. Bud’ na n¢
pusobi elektrostatickymi interakcemi, nebo interakci s aniontovymi membranovymi
fosfolipidy, které zpiisobuji tvorbu porti. To ma za nésledek odtékani cytoplazmatickych
sloucenin (Gillor et al., 2009; Cesa — Luna, 2020). Patfi sem vSechny bakteriociny
produkované bakteriemi mlééného kvaSeni. Dale se také do této skupiny fadi napiiklad

bakteriociny produkované rodem Bacillus — subtilin a koagulin.

Druhé skupina tvofena bakteriociny produkované gramnegativnimi bakteriemi je oproti
pfedchozi skupiné rozsahlejsi a maji rizné mechanismy U¢inku. NejzndméjSim zastupcem
této skupiny je kolicin produkovany Escherichia coli (Riley a Wertz, 2002; Cesa — Luna,
2020). Dalsim zastupcem jsou mikrociny. Maji malou molekulovou hmotnost a jsou to
peptidy hydrofobni povahy (Yang et al., 2014; Kaur a Kaur, 2015; Cesa — Luna, 2020). Rod
Pseudomonas produkuje bakteriociny zvané pyociny. Napadaji buiiky skrze specifické
receptory (Michel-Briand a Baysse, 2002; Parret a De Mot, 2002; Cesa-Luna, 2020).

Nisin

Je produkovan druhem Lactococcus lactis (Lucera et al., 2012). Poprvé byl pozorovan
v prvni poloving 20. stoleti a v roce 1947 pojmenovan nazvem, ktery se pouziva dodnes. Je
nejlépe popsanym bakteriocinem. Sklada se ze dvou aminokyselin metyl-lantioninu a
lantioninu. Patii do tfidy lantibiotik (Reis et al., 2012; Darbandi et al., 2021). Zatim bylo

uréeno a popsano celkem 8 druhil tohoto bakteriocinu (Darbandi et al., 2021).
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Jeho vyznam spociva v G€inku vici gramnegativnim i grampozitivnim bakteriim (Reis et al.,
2012). Ma4 dvoji mechanismus ucinku. Za prvé se navdze na hlavni pfenasec
peptidoglykanovych podjednotek z cytoplazmy do bunécné stény, kde inhibuje syntézu
bunécné stény a zpusobi tak smrt bunky. Za druhé pouzije molekulu ptfenaSece jako zaklad
pro tvofeni poért, ¢imz dochézi k vyliti bunééného materidlu a nasledné¢ ke smrti bunky (Reis

et al., 2012; Darbandi et al., 2021)

Je nasazovan ve vyrobé syrii a syrovych pomazanek k zabranéni vyskytu spor klostridii

(Darbandi et al., 2021).

Pediocin

Pediociny jsou termostabilni baktericidni peptidy produkované nekterymi druhy rodu
Pediococcus, napt. Pediococcus acidilactici, P. cerevisiae a P. pentosaceus. Byla objevena
schopnost produkce bakteriocinu podobné pediociniim také u Lactiplantibacillus plantarum
a Heyndrickxia coagulans (dfive Bacillus coagulans) (Devi a Halami, 2011; Nes et al., 1996;
Reis et al.,2012). Tyto latky hraji vyznamnou roli pti konzervaci fermentovanych potravin.
Pediociny se fadi do tfidy baktericint I, II a ITI. N-terminalni oblast v§ech pediocint zahrnuje
vzor znamy jako ,,pediocin box*. Tvorba bakteriocinu vétSinou probihd béhem stacionarni

rustové faze (Ray, 1994; Osmanagaoglu et al., 1998; Darbandi et al., 2021).

Mechanismus u¢inku spoc¢iva v jeho navazani se na buné¢nou sténu, coz u citlivych kmeni
zpisobi konformac¢ni zménu bunécné stény, ktera vede ke ztraté jeji bariérové funkce
a umozni bakteriocinu proniknout skrz buné€nou sténou. Nasledné také dochéazi k naruSeni
funkci cytoplazmatické membrany v disledku tvorby poérd. Tim dojde ke snizeni pH
vnitiniho prostfedi a k inhibici proteint, které slouZzi k tvorbé energie v bunice (Gabrielsen

et al., 2014; El-Saber Batiha, 2021)

Existuji komeréné dostupné pediociny v podob& produkti Alta 2341 a Microgard. Vykazuji
vys§i  U€innost proti nékterym patogennim mikroorganismiim, jako je Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Pseudomonas a E. coli, nez nisin (Knorr, 1998;
Garsa et al., 2014; Darbandi et al., 2021). Aktivita tohoto bakteriocinu je ovlivnéna pH,
pfitomnosti soli, teplem, enzymovymi aktivitami a dobou skladovani (Niamah, 2018; El-

Saber Batiha et al., 2021).

Bifidobakteriociny
Bifidobakterie disponuji kromé& schopnosti produkovat organické kyseliny i schopnosti

produkovat bakteriociny (Bevilacqua et al., 2003; Darbandi, 2021). Prvni bakteriocin
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asociovany s bifidobakteriemi je bifidin produkovany Bifidobacterium bifidum NCDC 1452.
Bifidocin A je produkovan ve fazi exponencidlniho ristu s nejvétsi produkei ve stacionarni
fazi (Cheikhyoussef et al., 2010; Darbandi, 2021). Bifidocin A vykazuje Sirokou
antimikrobialni aktivitu vici bakteriim zptisobujicim mikrobiologickou zkazu, E.coli,

L.monocytogenes, S.aureus a na nékteré kvasinky (Liu et al., 2015; Darbandi, 2021).

Pisobeni bifidocinu A bylo testovano na citlivém kmenu E. coli. Bylo zji$téno, Ze
bakteriocin vykazuje u€inky baktericidni, nikoliv bakteriostatické. Doslo k lyze buiiky, coz
odpovida také ucinku bifidocinu B (Yildrim et al., 1999; Darbandi, 2021). Antimikrobialni
aktivita n€kterych kment bifidobakterii je omezena na Gram negativni patogenni bakterie

(Mostafa et al., 2015; Darbandi, 2021)
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3 VYUZITIi ANTIMIKROBIALNICH LATEK V POTRAVINARSTVI

Kvalita a bezpec¢nost potravin jsou hlavnim cilem potravinarského primyslu. Vzhledem
k tendenci potravin podléhat mikrobiologické zkaze, je tfeba aplikovat mechanismy

k zabranéni tomuto procesu (Ribeiro et al., 2023).

Vyuzivéani piirozenych antimikrobialnich latek v potravinafstvi nabralo na vyznamu diky
obavam spotiebitelt o uc€incich umélych konzervantl na jejich zdravi, ale hlavné z diivodu
narstajici rezistence mikroorganismi vuci nékterym syntetickym konzerva¢nim latkam

(Batiha et al., 2021).

V dnesni dobé je stale aktudlnéjsi téma pouzivani syntetickych aditiv a konzervantii
v potravinaistvi. Zajem o prodlouzeni trvanlivosti potravin je stale vyssi a také se zvySuje
tlak na to, aby se jednalo o konzervaci biologickou. Je tedy snaha o nalezeni alternativ
k chemickym konzervantim a aditivim. Zde nachazeji uplatnéni antimikrobidlni latky

produkované mikroorganismy.

Biologickd konzervace je zplisob prodlouzeni trvanlivosti potraviny, kde se vyuziva
potencidlu pfirozené¢ se vyskytujici mikroorganismii produkovat metabolity, které

napomahaji konzervaci (Singh, 2018).

Biokonzerva¢ni latky lze definovat jako pfirozené se vyskytujici slou€eniny ziskané
z ptirodnich zdrojt, jako jsou rostliny, zvifata a mikroorganismy, které prodluzuji Zivotnost
produktl. Tyto latky bud’ snizuji pocet Skodlivych mikroorganismi na minimum nebo je
zcela eliminuji. Zaroven maji pozitivni efekt na funk¢nost a kvalitu potraviny (Batiha et al.,

2021).

Nejvétsiho vyuziti v této oblasti nalézaji bakterie mlécného kvaSeni a jejich metabolity,
zejména bakteriociny (Lucera et al., 2012; Singh, 2018; Batiha et al., 2021). Jejich vyuziti
jako konzervacni latky je vyhodné hned z n¢kolika hledisek. Snizuji riziko otravy jidlem a
kfizové kontaminace v potravinovém fetézci. ZvysSuji dobu udrznosti potravin, ochraiuji
potravinu v dob¢, kdy prochazi tipravou vysokymi teplotami a sniZuji potfebnou intenzitu
fyzikélnich oSetfeni. V neposledni fad¢ také pfispivaji ke snizeni ekonomickych ztrat
v disledku zkazeni potraviny. Hlavni vyhodou je moznost snizeni nebo tplné¢ho odstranéni

pouziti chemickych konzervantti (Darbandi et al., 2021).
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Nisin

Nejpouzivangjsim bakteriocinem pro biologickou konzervaci je nisin. Ma Siroké vyuziti
v potravinaiském primyslu, byl schvalen americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv
(FDA) a drzi status GRAS (Reis et al., 2012; Lucera et al., 2012; Singh, 2018; Batiha et al.,
2021). Nachazi se v masu a fermentovanych mléénych vyrobcich, a to kvili pfirozené
vysokému vyskytu bakterii mlééného kvaseni v téchto vyrobcich (Rodrigo a Palop, 2021).
Tento bakteriocin byl poprvé pouzit v 50. letech minulého stoleti pro inhibici ruastu
Clostridium tyrobutyricum zpusobujici pozdni dufeni syrit (Singh, 2018). Nyni je bézné
pouzivan v konzervarenstvi a je klasifikovan jako konzervant pod kodem E234 (Reis et al.,

2012).

Nisin je tepelné stabilni bakteriocin s pisobenim vi¢i mnoha druhiim mléénych bakterii a
grampozitivnich bakterii, avS§ak mensiho ucinku nabyva pii pisobeni na gramnegativni
bakterie, kvasinky a plisn¢ (Lucera et al., 2012; Batiha et al., 2021). Zda se byt velmi G¢inny
proti sporam Clostridium botulinum (Lucera et al., 2012). Jeho aktivita je zavisla na pH; se
snizujicim se pH baktericidni u¢inek vzrista (Singh, 2018). Je vyuZivan zejména v masnych
a mlécénych vyrobcich (Singh, 2018; Batiha et al., 2021). Vcelku nevyhodou je existence
rezistence nékterych druhii viici jeho plisobeni (Singh, 2018; Ribeiro et al., 2023). Tento fakt

prispiva ke snaze nachazet stale nové latky vyuzitelné pro konzervaci potravin.

Existuji dva zpusoby, kterymi se aplikuji antimikrobialni latky do potraviny. U piimé
metody je latka v pfimém kontaktu s potravinou. Uplatiiuje se zde sprejovani potraviny
antimikrobidlni latkou, myti, nebo mixovani s danou latkou. Naopak u nepfimé nedochazi
ke kontaktu latky s potravinou. V tomto ptfipadé je pouzito néjakého nosice, ktery pienese
antimikrobialni latku do produktu. VétSinou tuto funkci plni obaly (Nagash et al., 2022).
Zaroven se do potraviny muze pfidat jiz samotny bakteriocin, nebo se potravina naockuje
mikroorganismy produkujicimi dané antimikrobialni latky. Casto se také kombinuje vice

konzervacnich metod najednou (Ribeiro et al., 2023).

Jedlé povlaky
Jako jedl¢é povlaky se oznacuji pfipravené tenké vrstvy piirozené se vyskytujicich polymera.
Pridavaji se do nich biologicky aktivni latky, které maji antimikrobidlni a antioxidacni

ucinky. Tyto povlaky jsou ekologictéjsi nez syntetické materialy (Batiha et al., 2021).

Tyto povlaky jsou v podobé tenkych filmti poloZzeny na povrch potraviny a vytvareji tak

bariéru mezi prostfedim a potravinou. Film miize byt aplikovan na potravinu bud’ jejim
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ponofenim do roztoku nebo nasprejovanim materialu na produkt. Do jedlych povlaki se

pouzivaji nisin, natamycin a pediocin (Naqash et al., 2022).

V porovnani s pfimymi metodami poskytuje tento zplsob lokalizovany efekt a zaroven

nezasahuje do senzorickych a organoleptickych vlastnosti produktti (Batiha et al., 2021).

Zapouzdrené antimikrobialni latky

Jedl¢ povlaky jsou sice hojn¢ pouzivany, ale objevuji se problémy s desorpci od obali, na
které¢ jsou aplikovany. To vede ke ztrat¢ antimikrobidlni aktivity. Tento problém fesi
zapouzdiené antimikrobidlni latky. Aktivni latky se umisti do kapicek nebo kapsli
vytvofenych z biopolymernich materialti. Zabrani se tak uniku antimikrobialni latky z obalu

nebo povlaku a je zachovana antimikrobidlni aktivita (Naqgash et al., 2021).

Takto byva zapouzdfen nisin v lipozomech a po pifidani do mléka prodluzuje lag fazi L.
monocytogenes. Dalsi aplikaci u¢innou v konzervaci syra jsou nanoc¢astice z chitosanu se

zapouzdienym nisinem (Naqash et al., 2021).

Technologie prekazek

Jde o metodu konzervace, kdy se pouZzivaji rizné konzervacni techniky najednou. Napiiklad
se kombinuje pouziti antimikrobialnich latek a tepelného zadhtevu. Pouziti bakteriocinli a
vysokého hydrostatického tlaku ma synergisticky U¢inek pfi snizovani obsahu
mikroorganismi v potraving (Batiha et al., 2021). Samostatné pouzité konzervacni metody
nedosahuji takového ucinku, jako v kombinaci. ZvySuji bezpecnost potraviny a zaroven

zachovavaji organoleptické vlastnosti (Ribeiro et al., 2023).
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4 METODY STANOVENI ANTIMIKROBIALNI AKTIVITY
MIKROORGANISMU

Existuji rizné metody pro zjistovani pritomnosti antimikrobialni aktivity mikroorganismu.
Nejcastéji pouzivané jsou dilucni a diskové difuzni metody. Dal§imi pouzivanymi metodami
jsou agar spot test, test prekryti agarem, cross streak metoda, radial streak metoda, spot on
the lawn assay, Oxford cup metoda, agar well diffusion assay a vesicle — based colorimetric
assay (Yadav a Tiwari, 2023). Dle Molina — Romero et al. (2017) mezi ¢asto vyuzivané

metody patii metoda dvojité vrstvy agaru a simultanni inhibi¢ni analyza (Cesa-Luna, 2020).

Inhibi¢ni u¢inek bakteriocini je zavisly na Case, koncentraci a typu samotného bakteriocinu.
Zalezi také na tom, zda byly indikatorové mikroorganismy kultivovany na pevném nebo

v kapalném médiu (Yadav a Tiwari, 2023).

Yadav et al. (2019) a Wannum et al. (2016) metody detekce inhibi¢niho pilisobeni
mikroorganismu rozdé€luji do dvou skupin; indikéator zavislé a indikator nezavislé metody.
V ptipad¢ indikator zavislych metod jsou pozivany indikatorové mikroorganismy, u
indikatoroveé nezavislych metody tyto pritomny nejsou. U nékterych indikatoroveé zavislych
testll jsou antimikrobialni latky rozfedény v bujonu, kdeZzto v ostatnich testech jsou
rozptyleny v agaru a je tak potlacen rast indikatorovych mikroorganismt (Wannum et al.,
2016, Yadav et al., 2019, Yadav et al., 2023). Tyto metody jsou vSak naro¢né na provedeni
a hlavni nevyhoda =zapojeni indikatorovych kmenti je moZnost jejich rezistence
k bakteriociniim producentskych kmenti (Yadav et al., 2017; Yadav a Tiwari, 2021; Yadav
a Tiwari, 2023).

Lze tak namisto vySe zminénych vyuZit indikatorové nezavislou kolorimetrickou metodu.
Byla pouzita k urceni antimikrobiélni aktivity, ktera je specifickd pro membranoveé plisobici
antimikrobialni peptidy (Yadav et al., 2017; Yadav a Tiwari, 2023). Tento test sestava
z polydiacetylenovych vezikul, které jsou syntetizovany za pouZiti fosfolipidi a lipidd,
napiiklad diacetylenovych monomerti. Po vzijemném plisobeni téchto monomeril
s membranovée pusobicimi latkami dochazi k vyrazné barvené zméné v disledku naruSeni
struktury vezikul (Wei et al., 2015; Yadav a Tiwari, 2023). Tato metoda byla pouzita ke
zjisténi antimikrobidlnich peptidii jako jsou magainin, melittin, alamethicin, bakteriociny a

halociny (Yadav et al., 2017; Yadav a Tiwari, 2021; Yadav a Tiwari, 2023).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

4.1 Difazni metody

4.1.1 Agar plug diffusion metoda

Bakteriocin produkujici kmen je kultivovan ve vhodném médiu, za vyhovujicich podminek.
Bunky producenta vylucuji bakteriocin v prib&hu ristu a ten je rozptylen v médiu. Kousek
agaru s producentem je asepticky odfezan a umistén na povrch agaru s indikatorovym
mikroorganismem (Sarmiento-Vizcaino et al., 2021; Yadav a Tiwari, 2023). Misky jsou
inkubovéany za vhodnych podminek. Antimikrobialni latky se ze ,,zatky* s producentem
rozptyli do agaru s indikdtorovym mikroorganismem. Aktivita je patrna z pfitomnosti

inhibi¢ni zony kolem ,,zatky* (Yadav a Tiwari, 2023).

4.1.2 Diskova difiizni metoda

Soft agar (0,8 %) s indikdtorovym mikroorganismem je pfevrstven na médium s 1,5 %
agarem. V dal$im kroku jsou na médium polozeny disky (6 mm primér) s naprodukovanym
bakteriocinem ve vhodné koncentraci (Heatley, 1944; Dogra et al., 2022; Yadav a Tiwari,
2023). Plotny jsou inkubovany zony vytvofené kolem diskii poukazuji na rozsifeni

bakteriocinu (Sarmiento-Vizcaino et al., 2021; Yadav a Tiwari, 2023).

4.1.3 Jamkova diftzni metoda

Hojné pouZivana metoda pro zjiSténi mnoha mikrobialnich latek vCetné bakteriocind. Soft
agar (0,8 %), obsahujici indikdtorovy mikroorganismus, je pfevrstven pies 1,5 % agar.
Nasledné jsou v médiu vyfezany 6mm jamky. Do téchto jamek je nadavkovan bakteriocin a
plotny jsou inkubovany pifi pozadované teploté. Zona inhibice ristu je dikazem o
antimikrobialni aktivité bakteriocinu pfitomného v davkovaném supernatantu (de Almeida

Junior et al., 2015; Balouiri et al., 2016; Bonhi and Imran, 2021; Yadav a Tiwari, 2023).

4.1.4 Oxford Cup/ Cylinder Plate metoda

Tato metoda miize byt pouZzita pouze pro latky, které snadno difunduji agarem. Jde o
modifikaci cup a plate metody. Pouzivaji se sklenéné nebo porcelanové valecky, na jednom
konci hladké, s vnéjS$imi zkosenymi hranami. Takovéto valecky se naplni bakteriocinem
(Schmidt and Moyer, 1944; Ma et al., 2020; Yadav a Tiwari, 2023). Pfes noc nakultivovana
kultura indikatorového mikroorganismu je rozprostiena na povrch agaru a po utuhnuti jsou
na povrch umistény sterilni Oxford cups (vnitini primér 6 mm, vySka 8 mm) (Zhang et al.,

2018; Cheng et al., 2022; Yadav a Tiwari, 2023). Do Oxford cups je pfidan vhodny objem
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supernatantu BMK (bakterie mlééného kvaseni) a misky jsou inkubovany (Zhang et al.,
2016; Ma et al., 2020; Yadav a Tiwari, 2023). Antibakteridlni aktivita je dana primérem
inhibi¢ni zony vzniklé kolem Oxford cup (Dai et al., 2018; Yadav a Tiwari, 2023).

4.1.5 Agar overlay assay, Agar spot test, Spot on lawn assay

Pfes noc narostené buiiky producentského kmene jsou naockovany ve formé spotl nebo
vpichu do vhodného média a inkubovany za optimalnich podminek. Po uplynuti inkubace
mohou byt narostlé kolonie usmrceny parami chloroformu. Nasledné soft agar (0,8 %)
obsahujici indikdtorovy mikroorganismus je prevrstven na pevné médium (Choeisoongnern
et al., 2020; Bonhi and Imran, 2021; Yadav a Tiwari, 2023). Takto pfipravené misky jsou
inkubovany pfti teplotach vhodnych pro indikatorovy mikroorganismus. Jasné inhibi¢ni zony
kolem naspotovanych izolati déavaji dikaz o pfitomnosti antimikrobidlni aktivity

(Choeisoongnern et al., 2020; Yadav a Tiwari, 2023).

4.1.6 Simultanni inhibice (Simultaneous inhibition)

V tomto piipad¢ spolu interaguji oba bakteridlni druhy v priabéhu celého testu. Pies noc
narostly indikdtorovy kmen je na povrch agaru rozprostien pomoci hokejky. Doprostied
takto naoCkovaného agaru je naockovéana kapka producentského kmene. Po uschnuti kapky
jsou misky prevraceny a uloZeny ke kultivaci pfi teploté vhodné pro dany mikroorganismus.
Antimikrobidlni aktivita je patrnd na zdkladé vytvofenych inhibi¢nich zon (Cesa-Luna,

2020).

4.1.7 Metoda cross-streak

PouZzivana k testovani antimikrobidlni aktivity bakteriocini béhem rdstu na pevném médiu
(1,5 %). Cerstvé narostlé kolonie producentskych mikroorganismii jsou aplikovany na
médium uprostted misky ve form¢ jedné cary a inkubovany pii podminkach, které
mikroorganismu umozni produkovat bakteriociny do média. Pfes noc narostlé kolonie
indikatorovych  mikroorganismi  jsou naneseny kolmo k ¢afe producentského
mikroorganismu. Kazda z ¢ar s indikatorovym mikroorganismem zacina blizko kraji misky
a pokracuje k producentskému kmenu. Misky jsou kultivovany v podminkach ptihodnych
pro indikatorové mikroorganismy. Absence cilového kmene pobliz kmene producentského
naznacuje inhibici. Velikost inhibice ristu je méfena v milimetrech (Sharma et al., 2013;

Singh and Mishra, 2013; Chau et al., 2021; Yadav a Tiwari, 2023).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28

4.1.8 Metoda radial-streak

Vzajemné pusobeni mezi bakteriocin produkujicim kmenem a cilovymi kmeny mize byt
zkoumano pomoci této metody. Cerstvé narostlé kolonie producenta jsou kli¢kou naneseny
ve tvaru kruhu doprostfed misky. Po inkubaci misek jsou pies noc narostlé indikatoroveé
mikroorganismy naneseny paprscité, od hranice ristu producentského kmene uprostied po
okraje misky. Aktivita producentského kmene je ur¢ena z rozdilu priméru kruhu zény rtstu
producenta a inhibi€ni zény indikdtorového mikroorganismu (Verdenelli et al., 2014;

Kadyan et al., 2021; Yadav a Tiwari, 2023).

(a) (b) (c)
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Fig. 1. A schematic diagram showing antimicrobial activity of bacteriocin-producing isolates of lactic acid bacteria using point-
inoculation method (a), cross streak method (b), radial streak method (c), agar plug diffusion method (d), disk diffusion
method (e), oxford cup method (f), agar well diffusion assay (g). and vesicles-based colorimetric assay (h).

Obrazek 1 Metody stanoveni antimikrobialni aktivity (Yadav a Tiwari, 2023)

4.2 Dilu¢ni metody

4.2.1 Bujonova makrodiluce (Broth macrodilution method)

4

Je to jedna z nejjednodussich metod stanovovani antimikrobialni aktivity (Gajic et al., 2022;
Yadav a Tiwari, 2023). Jsou pfipravena dvojndsobnd fedéni antimikrobidlnich latek
v pfislusném kapalném médiu a naockovana do média obsahujiciho indikatorovy kmen

(Benkova et al., 2020; Yadav a Tiwari, 2023). Po fadné homogenizaci jsou zkumavky
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inkubovany. Jako ukazatel mikrobidlniho riistu funguje sledovani zékalu ve zkumavkach
(Balouiri et al., 2016; Yadav a Tiwari, 2023).

Nedostatkem tohoto testu je potieba velkého mnozstvi ¢inidel a prostoru. Dalsi nevyhoda
tkvi v moznosti pochybeni pii pfipravé roztoku bakteriocinu. Naopak vyhodou je
kvantitativni vysledek v podob¢ urc¢eni hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace (Benkova

et al., 2020; Yadav a Tiwari, 2023).

4.2.2 Bujonova mikrodiluce (Broth microdilution method)

Bujonova mikrodiluce je praktickd a momentalné¢ popularni metoda. Provadi se za pomoci
sterilni jednorazové polystyrenové mikrotitraéni desticky, ktera obsahuje 96 nebo vice
jamek. Objem jedné jamky se pohybuje v rozmezi 100-200 pl. Na jedné destiCce je tak
moznd analyza 12 bakteriocint pfi 8 fedénich (Gajic et al., 2022; Yadav a Tiwari, 2023).
Bakteriocin je rozpustén v pufru a 100 pl z kazdého tfedéni je pfeneseno do jedné jamky
v desti¢ce. Nasledné je do jamek pfidan indikatorovy kmen. V kazdé jamce se tak nachazi
bakteriocin s indikatorovym kmenem. Po homogenizaci je desticka ulozena k inkubaci.
Inhibice indikatoru je ur¢ena méfenim optické hustoty zjistovanych a slepych set (Benkova
et al., 2020; Yadav a Tiwari, 2023). MoZznym zpisobem vyhodnoceni inhibice riastu
indikatorového kmene je, podle Arena et al. (2016) and Gomaa et al. (2017), spocteni

procentudlni hodnoty inhibice zjistovaného a slepého vzorku (Yadav a Tiwari, 2023).

V porovnani s makrodiluéni metodou je u této metody snadna reprodukovatelnost, potieba
mensi mnoZzstvi vzorku, nizSi cena a vyssi efektivita. Nevyhodu piedstavuje obtiZnost
detekce kontaminace. Dal§im negativnim aspektem je obtiZzné rozpoznani zivotaschopnosti
inokula a inhibi¢nich ucinkti pozitych rozpoustédel (Balouiri et al., 2016; Benkova et al.,

2020; Yadav a Tiwari, 2023).

4.3 Mikroskopické metody

Utinek bakteriocint na cilové buiiky miZze byt pozorovan také riiznymi mikroskopickymi
technikami, napiiklad pomoci epifluorescencni a transmisni/skenovaci elektronovou
mikroskopii. Fluorescen¢ni mikroskopie urcuje pocet zivych a mrtvych bunék za pouziti
propidium jodidu (PI) a 4',6-diamidin-2-fenylindolu (DAPI). Pfes noc narostld kultura
indikatorového mikroorganismu je vystavena bakteriocinu. Builkky jsou posbirany
centrifugaci, dvakrat umyty solnym fosfatovym pufrem a resuspendovéany v tomtéz pufru.

Nasledné jsou ptidany PI a DAPI a inkubovany pti 37 °C po dobu 30 minut. DAPI ukazuje
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modrou barvu urcujici zivé buniky a PI se projevi ¢ervené¢ znamenajici mrtvé bunky (Yadav

a Tiwari, 2023).

Pro skenovaci elektronovou mikroskopii se nejprve bunky indikatorovych mikroorganismt
oSetii bakteriociny a nasledné jsou pozorovany pod mikroskopem. Pies noc narostena
kultura indikatorového kmene je vystavena ptisobeni bakteriocinu po dobu 18 hodin. Buiiky
jsou nasledné posbirdny a 4 hodiny fixovany Karnovkyho ustalovadem. Ustalovac je
odstranén centrifugaci a poté je vzorek fixovan oxidem osmicelym pii teploté 4 °C a po dobu
jedné hodiny. Buniky jsou dehydrovany a vysuSeny pomoci ethanolu a oxidu uhli¢itého. Pro

pozorovani musi byt pokryty zlatem (Yadav a Tiwari, 2021; Yadav a Tiwari, 2023).

Transmisni elektronova mikroskopie vyzaduje stejné fixace, jaké jsou provadény u
skenovaci elektronové mikroskopie. Buiiky jsou opét dehydrovany a usuSeny a vloZzeny do
bilé pryskyfice pii 55 °C, kde jsou uchovany 48 hodin. Tenké platky jsou upevnény na
médéné podlozky a obarveny 2 % uranyl acetatem a citratem olovnatym (Sheoran and
Tiwari, 2019; Yadav a Tiwari, 2023). Mohou byt pozorovany zmény v buiikach a
membranové integrité u bunck oSetienych bakteriociny (Qiao et al., 2021; Yadav a Tiwari,

2023).
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CIiLPRACE

Cilem teoretické ¢asti bylo zpracovat literarni reSersi tykajici se popisu analyzovanych
fermentovanych potravin, charakteristiky antimikrobidlnich latek, vyuziti antimikrobialnich

latek v potravinarstvi a metod stanoveni antimikrobialni aktivity mikroorganismd.

V praktické ¢asti bylo cilem nejprve izolovat a identifikovat mikroorganismy z vybranych
fermentovanych potravin. Naésledné posoudit antimikrobidlni aktivitu izolovanych
mikroorganismii a zjiSténd data vyhodnotit, porovnat s vystupy literarni reSerSe a

zformulovat zavéry prace.
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6 MATERIAL

V této kapitole jsou uvedeny pouzité pomtcky, kultivaéni média, roztoky a pristroje.

6.1 Pomiicky a pristroje

Sacky urcené pro homogenizaci vzorku, zkumavky, zkumavky Eppendorf, hokejky,
bakteriologické klicky jednordzové a zihaci, automatické pipety, sterilni Spicky, Petriho
misky, zasobni lahve, odmérné vélce, kadinky, kapatka, podlozni sklicka, davkovace,

krabicky pro uschovu vzorkd k zamrazeni.

Laboratorni pfedvazky, stomacher, biohazard box, vortex, autokldv, plynové kahany,

opticky mikroskop, fotoaparat, termostaty, lednice a mrazak.

6.2 Roztoky a chemikalie

- Destilovana voda

- Imerzni olej

- Krystalova violet’

- Lugoliv roztok

- Aceton

- Safranin

- Fyziologicky roztok 0,85 %
- 96 % ethanol

- Glycerol 30 %

- 3 % roztok KOH

6.3 Kultiva¢ni média

Pro kultivaci mikroorganismil a mikrobiologicky rozbor byla pouZita nasledujici média:

= Acetobacter agar s glukosou (vyrobce HiMedia, Bombai, Indie)
Toto médium se pouziva k uchové glukosa pozitivnich druhti rodu Acetobacter
SloZeni (g/1):
Kvasni¢ny extrakt (10)
Uhli¢itan vapenaty (10)
Glukosa (3)
Agar (15)
pH 7.4 £ 0,2 (pii 25 °C)
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= Agar Type I (vyrobce HiMedia, Bombai, Indie)
Slouzi pro bézna bakteriologicka kultivacni média.

SloZeni (g/1):
Agar

= BHI (Brain Heart Infusion) (vyrobce Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)
Vyuziva se pro kultivaci naroénych bakterii.
SloZeni (g/1):
Extrakt z mozkové a srde¢ni tkané (27,5)
D (+) glukoza (2)
Chlorid sodny (5)
Hydrogenfosforecnan disodny (bezvody) (2,5)
pH 7,4 £ 0,2 (pii 25 °C)

= CHYGA (Chloramphenicol Yeast Glucose Agar) (vyrobce HiMedia, Bombai,
Indie)
Médium vyuzivané pro selektivni izolaci kvasinek a plisni.
SloZeni (g/1):
Kvasni¢ny extrakt (5)
Dextroza (20)
Chloramfenikol (0,10)
Agar (14,90)
pH 6,6 £ 0,2 (pii 25 °C)

= MRS agar (vyrobce HiMedia, Bombai, Indie)
Vyuziti ke kultivaci rod Lactobacillus a mlénych tycCinek.
SloZeni (g/1):
Proteosovy pepton (10)
Hovézi extrakt (10)
Kvasni¢ny extrakt (5)
Dextrosa (glukdza) (20)
Polysorbat 80 (tween 80) (1)
Citran amonny (2)
Octan sodny (5)
Siran hotecnaty (0,10)
Siran manganaty (0,05)
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Hydrogenfosfore¢nan (di)draselny (2)
pH 6,5 £+ 0,2 (pti 25 °C)

Mueller-Hinton agar (vyrobce HiMedia, Bombai, Indie)

Pouziva se ke stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace antimikrobidlnich latek u
aerobnich bakterii.

Slozeni (g/1):

Hovézi masova infuse (300)

Enzymaticky hydrolyzat kaseinu (17,5)

Skrob (1,5)

pH 7,4 £ 0,2 (pii 25 °C)

MYP agar (vyrobce HiMedia, Bombai, Indie)

Pro identifikaci a izolaci rodu Bacillus a patogennich stafylokokd.
SloZeni (g/1):

Pepticka travenina zvireci tkané (10)

Masovy extrakt (1)

D-mannitol (10)

Chlorid sodny (10)

Fenolova Cerveii (0,025)

Agar (12)

pH 7,1 £ 0,2 (pii 25 °C)

M17 agar (vyrobce Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)
Slouzi ke kultivaci mlé¢nych kok.
Slozeni (g/1):

Séjovy pepton (5)

Masovy pepton (2,5)

Kaseinovy pepton (2,5)

Kvasni¢ny extrakt (2,5)

Masovy extrakt (5)

D (+) laktoza (5)

Kyselina askorbova (0,5)

Na — B — glycerolfostat (19)

Siran hotec¢naty (0,25)

pH 7,2 £ 0,2 (pii 25 °C)
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= Nutrient broth (vyrobce HiMedia, Bombai, Indie)
Jde o obecné pouzitelné kultivaéni médium.
Slozeni (g/1):
Masovy pepton (5)
Hoveézi extrakt (1,5)
Kvasni¢ny extrakt (1,5)
Chlorid sodny (5)
pH 7.4 £ 0,2 (pii 25 °C)

= PCA (Plate Count Agar) (vyrobce HiMedia, Bombai, Indie)
Slouzi ke stanoveni celkového po¢tu mikroorganismu
SloZeni (g/1):
Enzymaticky hydrolyzat kaseinu (5)
Kvasni¢ny extrakt (2,5)
Glukoza (1)
Agar (15)
pH 7,0 £ 0,2 (pfi 25 °C)

= Paenibacillus polymyxa agar

Pro stanoveni Paenibacillus polymyxa.
Slozeni (g/1):

Kvasni¢ny extrakt (5)

Pepton (5)

Skrob (10)

Agar (20)

= Slanetz a Bartley médium (vyrobce HiMedia, Bombai, Indie)
Pouziva se pro detekci a stanoveni poctu Enterococcus spp.
Slozeni (g/1):
Tryptosa (20)
Kvasni¢ny extrakt (5)
Dextrosa (2)
Hydrogenfosfore¢nan (di)sodny (4)
Azid sodny (0,4)
Trifenytetrazolium chlorid (15)
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Agar (15)
pH 7,2 + 0,2 (pti 25 °C)

6.3.1 Priprava kultiva¢nich médii

V ptipad¢ bujonu bylo vzdy dané mnozstvi média dle informaci od vyrobce na obalu
navazeno na laboratornich vahach do sklenénych zésobnich lahvi. Toto médium bylo zalito
danym mnozstvim destilované vody a dukladn€¢ rozpusténo. Nasledné¢ byl pomoci
davkovace, oplachnutého v destilované vodé, preveden pozadovany objem do zkumavek ve

stojanu. Po naplnéni byly zkumavky uzavieny vicky a vlozeny do autoklavu ke sterilizaci.

Ptiprava kultivacnich médii pro rozliti do misek probihala podobn¢ jako vyse, avSak ke
kultivaénimu médiu byl jesté navazen agar v piipade, Ze jiz nebyl obsazen ptimo ve smési
média. Opét byla pfidana destilovana voda a provedeno rozpusténi. Zaviena zasobni lahev
byla vysterilizovana v autokldvu. Po prob¢hnuti procesu byla lahev zchlazena, ale jen do
takové miry, aby nedochazelo k tuhnuti agaru v lahvi. Néasledné bylo médium v biohazard
boxu rozlito do sterilnich plastovych Petriho misek. Po utuhnuti média byly misky ulozeny

do chladici skiin¢ a zde skladovany do okamziku pouziti.
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7 METODIKA

Byl proveden mikrobiologicky rozbor nasledujicich potravin:
- Tofu

- Tempeh

- So6jova omacka

- Miso

- Kombucha

- Kimchi

- Fermentada
Vzorky potravin byly koupeny v bézné obchodni siti. Do sacku urceného pro homogenizaci
bylo odebrano 5 g vzorku potraviny a piidano 45 ml sterilniho fyziologického roztoku, ktery
byl pouzit pro ziskani pozadovaného fedéni. Sacek se vzorkem byl vlozen do Stomacheru,
kde doslo k homogenizaci obsahu po dobu 2 minut. Nasledné bylo provedeno desitkové
fedéni, kdy zhomogenizovany obsah sacku piedstavoval fedéni 107!, Z tohoto fedéni bylo
odebrano 0,5 ml a pfeneseno do sterilni zkumavky a doplnéno 4,5 ml fyziologického
roztoku, tak vzniklo fedéni 102 Redéni 107 vzniklo odebranim 0,5 ml vzorku ze zkumavky
s 10”2 fedénim a opét piidano 4,5 ml fyziologického roztoku. Pro kapalné vzorky (kombucha,
fermentada) byl prvni vzorek koncentrovany a nasledné bylo provedeno fedéni 107! a 1072

U zbylych, pevnych vzorki bylo provedeno fedéni od 10! po 1073.

Pozadované skupiny mikroorganismi byly stanoveny naockovanim 0,1 ml pfislusného
fedéni na misky s danou plidou. Vzdy byly paralelné oCkovany 2 Petriho misky. Ke
stanoveni celkového poctu mikroorganismi byla pouzita pida PCA, mléné koky byly
stanovovany na pudé¢ M 17, mlé¢né tyC¢inky na MRS, enterokoky na médiu Slanetz — Bartley,
bacily na pudé MYP. CHYGA slouzila pro izolaci kvasinek, Acetate agar pro kultivaci
bakterii rodu Acetobacter, dale byly pouZito médium Paenibacillus Polymyxa agar. Po
inokulaci byly misky vloZeny k inkubaci na 48 hodin. Vzorky na médiu PCA byly uloZeny
do termostatu 30 °C, vzorky na médiu CHYGA, byly vloZeny na psychrofilni kultivaci,
zbylé vzorky byly ulozeny ke kultivaci pii 37 °C.

Na kazdé misce byly vytipovany kolonie, dostatecné od sebe vzdalené, které byly nasledné
pfeockovany kiiZovym roztérem na misku s piislusSnym médiem. Takto nao¢kované misky
byly ulozeny ke kultivaci pii pfisluSnych teplotich (viz vyse). Po uspé$né kultivaci a
provedeni testll z izolatl na selektivnich pidach, byly vzorky uchovdvany na univerzalnim

médiu.
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7.1 PredbéZna identifikace ziskanych izolati

U izolatt byly hodnoceny nejprve jejich makroskopické znaky. Dale bylo provedeno barveni
dle Grama, které slouzi k rozliSeni grampozitivnich a gramnegativnich bakterii a také
kvasinek. Zarovenn lze na zadklad¢ tohoto testu urcit tvar bunky mikroorganisma
(mikroskopické znaky). V potravinach by mély byt piitomny zejména grampozitivni
bakterie a v piipadé¢ fermentovanych potravin také nékteré druhy kvasinek. Gramovo
barveni bylo doplnéno KOH testem, kterym se odliSi bakterie grampozitivni a
gramnegativni. Test je zalozen na rozdilném sloZeni buné¢nych stén jednotlivych druht
bakterii. DalSim testem byl katalasa test, ktery ovéfuje (ne)pfitomnost enzymu katalasa u

zkoumanych mikroorganismii.

7.1.1 Gramovo barveni

Jde o jednu ze zékladnich mikrobiologickych metod. Poprvé bylo toto barveni pfedstaveno
roku 1882 primarné pro identifikaci organismii zptisobujicich pneumonii. Umoziiuje urcit,
zda se jedna o bakterie grampozitivni (G*) nebo gramnegativni (G’). Barveni je zalozeno na
principu rizného slozeni bunécné stény a podle toho jeji schopnosti zakomponovat do sebe
barvivo. Buné¢na sténa G + bakterii obsahuje vétsi vrstvu peptidoglykanu, zatimco sténa G
bakterii obsahuje vice lipidii. Nejprve oba druhy bakterii pfijmou krystalovou violet, av§ak
po pouziti rozpoustédla je lipidova vrstva G— bakterii rozlozena, tim se ztraci barva. Naopak
u G* bakterii jsou disledkem rozpoustédla uzavieny pory a je tak zabranéno tniku komplexu
violeti s jodem a G* bakterie zlstavaji zabarvené. Nakonec jsou vzorky barveny fuchsinem,
ktery odbarvenym G- bakteriim doda konecnou rtizovou barvu. Misto fuchsinu lze pouzit

také safranin (Tripathi a Sapra, 2024).

Postup:

Z ktizového roztéru bylo steriln€ odebrana 1 kolonie a pfenesena do kapky destilované vody
na podloznim skle. Inokulum bylo v kapce dobie rozptyleno a ponechdno na zaschnuti.
Nasledné¢ byl natér fixovan nad plamenem. Takto pfipraveny preparat byl pifevrstven
krystalovou violeti tak, aby byla pokryta celd plocha natéru a nechalo se pusobit 60 s.
Nasledovalo oplachnuti destilovanou vodou a dalsi prevrstveni Lugolovym roztokem po
dobu 30 s. Dalsim krokem bylo oplachnuti preparatu acetonem a zavére¢né barveni
safraninem v prabehu 60 s. Nakonec byl preparat oplachnut destilovanou vodou a ponechén

k uschnuti.
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Barvené preparaty byly vyhodnocovany mikroskopicky pii zvétSeni 1000x za pouziti
imerzniho oleje. Stejny postup byl opakovan se vSemi vzorky, provedena fotodokumentace

a vzorky rozttidény.

7.1.2 KOH test

Podobné jako u Gramova barveni, je KOH test zalozen na rozdilech v buné¢né sténé bakterii.
V ptitomnosti hydroxidu draselného je sténa G bakterii rozlozena, to zplisobi lyzi bunky, a
tim je uvolnén jeji obsah, vcetné DNA. Vysledkem je uvolnéni viskézniho materialu
chromozomt. Bakteridlni suspenze je tak hustd a vlaknitd pti dotyku klickou. Naopak na
G* bakterie nema KOH zadny ucinek, nebot’ tyto maji silngjsi vrstvu peptidoglykanu, a tudiz
nedojde k 1yzi buiiky a vyliti obsahu (Potassium Hydroxide Test — Principle, Procedure, Uses
and Interpretation, 2022)

Postup:

Na podlozni sklicko byla nanesena kapka 3% roztoku KOH. Do ni byla pomoci sterilni
klicky naneseno inokulum dané kultury a dikladné rozmichéno. Nasledné byla klicka
oddalovana od suspenze smérem vzhiru a bylo pozorovano, zda se tvofilo viskdzni vldkno.
Pokud k tomuto jevu dohazi, je vysledek oznacovan jako pozitivni a bakterie mize byt

klasifikovana jako gramnegativni a naopak. Takto bylo postupovano pro vSechny izolaty.

7.1.3 Katalasa test

Katalasa je enzym produkovany nékterymi bakteriemi, ktery je ochraiuje pred peroxidem
vodiku. Bakterie s aerobnim metabolismem produkuji peroxid vodiku. Ten je pro bakterie
toxicky, mize zpisobit poskozeni DNA, lipidl a proteinti. Enzym rozloZi peroxid na vodu
a kyslik a dochazi k uvoliiovani bublinek kysliku. Bakterie produkuji katalazu jen v ptipadé,
ze pro jeji produkci maji gen. Bakterie bez tohoto genu, nebudou enzym produkovat a
vysledek bude negativni. VétSina aerobnich a fakultativné anaerobnich bakterii kataldzu
produkuje (Hartline, 2024).

Postup:

Na podlozni sklo byla kapnuta kapka 3% roztoku peroxidu vodiku (H20). Nasledn¢ byla
vnesena dand bakterialni kultura a rozmichéna. Pozitivni vysledek nastava v ptipadég, Ze
dochazi k jasnému uvoliiovani bublinek kysliku. Pokud suspenze zlstava beze zmény, jde o

vysledek negativni.
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7.1.4 ZamraZeni izolati

Kolonie, se kterymi bylo pracovano, byly uchovany zmrazenim. Izolaty byly nao¢kovany
do univerzalniho bujonu Nutrient broth a kultivovany v termostatu pfti teploté 37 °C po dobu
24 hodin. Po dostate¢ném nartstu bylo napipetovano 750 ul izolatu do sterilnich Eppendorf
zkumavek, a ptidano 750 pl 30 % glycerolu. Takto pfipravené zkumavky byly uchovavany
v kryokrabi¢kach v mrazicim boxu pfi -20 °C. Z kazdé kolonie byly pfipraveny 2 zkumavky

pro zamrazeni.

7.2 Identifikace MALDI — TOF

MALDI — TOF MS (Matrix assisted laser desorption ionization time of flight mass
spektrometry) byla zavedena roku 1985 dvéma némeckymi védci; Hillenkampem a
Karasem. Laserovy paprsek je vysldn na cilové misto s imobilizovanym vzorkem a dochdzi
k desorpci a ionizaci analytu (viz Obrazek 2). Vysledkem jsou ionty s vysokou hmotnosti.
Aby mohlo dojit k ionizaci, musi byt matrice schopna absorbovat aplikovanou vinovou

délku. Tyto ionty jsou urychlovany a postupuji smérem k detektoru. Zde je méten Cas letu a
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Obrazek 2 Schéma MALDI — TOF (Mass Spectrometry)
Ziskand hmotnostni spektra jsou pro kazdy mikroorganismus charakteristickd. Jsou
porovnavany proteinové profily analyzovanych vzorkil s referenéni databazi MALDI
biotyper.
Postup (pfiprava izolati):
Zamrazené vzorky byly naockovany do masopeptonového bujonu (Nutrient broth)
a ponechany ke kultivaci pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Suspenze byla dikladné

promichana a pfenesena kiizovym roztérem na Petriho misky s pfipravenym agarem. Opét
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byly misky vlozeny do termostatu a inkubovany pfi stejnych podminkach jako v ptipadé
bujonu. Do Eppendorfovy zkumavky bylo napipetovano 300 ul destilované vody, do které
bylo sterilni klickou pfeneseno dostate¢né mnozstvi biomasy, odebrané z misky s kiizovym
roztérem. Nasledné bylo pfidano 900 pl 96 % ethanolu a smés byla promichana. Takto
ptipravené vzorky byly uchovany v kryokrabickéch v mrazicim boxu pfi teploté -18 °C do
doby, nez byly prevezeny k analyze hmotnostni spektrometrii MALDI — TOF v laboratofii
AgroBioTech v Nitte.

7.3 Ovéreni produkce antimikrobialnich latek

Finalnim krokem bylo provedeni screeningu antimikrobialni aktivity u kmeni izolovanych
z fermentovanych potravin. Celkem bylo testovano 190 izolatl na vybrané 4 indikatorové
mikroorganismy.

7.3.1 Agar spot test

Postup testu byl sestaven na zdkladé odborné publikace autorky Fijan et al. (2016) a byly
provedeny urcité modifikace.

Postup:

1. Predkultivace izolatu

Nejprve byly vzorky rozmraZzeny, promichany a 100 pl pfislusné kultury bylo nao¢kovano
do 5 ml bujonu ve zkumavkach. Kultury byly umistény ke kultivaci pii 37 °C po dobu
18 hodin. Nasledovalo davkovani kultury na misky s MH (Mueller-Hinton agar) agarem.

2. Davkovani spotit na misky

V piedchozim kroku pfes noc nakultivované kultury byly v mnozstvi 1 pl naddvkovany na
misky s 1,2 % MH agarem. Na jednu misku bylo umisténo celkem 7 spotl pfisluSnych
bakteridlnich izolati (2-3-2) nebo 4 spoty tak, aby nemohlo dojit ke vzajemné interakci
spott. Takto pfipravené misky byly uloZeny do termostatu pro kultivaci 24 hodin pfi teploté
37 °C.

3. Priprava soft agaru

Indikéatorové mikroorganismy byly, den pfed samotnym pifelévanim, pteneseny z kiiZovych
roztérli do zkumavek s 5 ml bujonu BHI. Tyto zkumavky se kultivovaly po dobu ptiblizné
18 hodin pii teploté¢ 37 °C. Soft agar (0,8 %) byl po dostate¢ném zchlazeni naockovéan
indikatorovym mikroorganismem. Chlazeni probihalo pod studenou tekouci vodou na
takovou teplotu, aby nedoslo k usmrceni indikatorovych mikroorganismt. Néasledné byly do

soft agaru preneseny 2 ml pfislusné zhomogenizované indikatorové kultury.
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4. Usmrcovani spotu UV zarenim a chloroformem

Po 24hodinové kultivaci byly misky vytazeny ztermostatu. Pro kazdy indikéatorovy
mikroorganismus byly piipraveny 2 misky se shodnymi spoty, aby mohlo byt provedeno
usmrceni jak UV zéafenim, tak chloroformem, pro kazdou misku zvIast'.

Prvni verze misek byla vystavena ptsobeni UV zatfeni po dobu 30 minut. Petriho misky byly
umistény do biohazard boxu bez vik a bylo zpusténo UV zateni. Po uplynuti doby byly misky
uzavieny.

U druhé verze misek probihalo usmrceni pomoci chloroformu. Kruhovy filtra¢ni papir o
poloméru 3,5 cm byl umistén do vik sklenénych Petriho misek. Na papir bylo v biohazard
boxu nadavkovano 0,7 ml chloroformu a na vika rychle premistény misky. Co nejrychleji
byly misky umistény dnem nahoru mimo box a vystaveny param chloroformu po 30 minut.
Po tomto ¢ase byly misky pfesunuty zpét do biohazard boxu a zbaveny filtracnich papirt.
Oteviené byly v boxu ponechany cca 5 minut pro vyprchani zbytkovych chloroformovych

par.

5. Prevrstveni soft agarem

Soft agar s indikdtorovym mikroorganismem byl dikladné promichan a nésledovalo
prelévani. Kazda miska byla pievrstvena 8 ml soft agaru s nadavkovanou indikatorovou
kulturou. Cilem bylo rovnomérné pievrstveni celé plochy misky. Po utuhnuti soft agaru byly
misky kultivovany 24 hodin pti 37 °C.

Pouzité indikatorové mikroorganismy:

* Gramnegativni bakterie = Grampozitivni bakterie
c) Escherichia coli ¢) Bacillus cereus
d) Salmonella Typhimurium d) Staphylococcus aureus

= Pozitivni kontrola
a) Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 671 (producent nisinu) a vii¢i nému

citlivy kmen Lactiplantibacillus plantarum P96

6. Odecitani inhibicnich zon

Po skonceni inkubace byl pozorovan vznik inhibi¢nich zon kolem spotl. Za pozitivni
vysledek byla povazovana zdéna o velikosti minimaln€ 1 mm. U z6n byl méfen a zaznamenan

na zékladé metodiky dle CDS polomér mezikruZi (Annular radius) v mm.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

V této ¢asti budou predstaveny ziskané vysledky.

8.1 Vysledky piedbézné identifikace ziskanych izolati

Pro identifikaci a typizaci mikroorganismi byly provedeny nékteré mikrobiologické a
biochemické testy. Vysledky téchto testi jsou z divodu vétsi prehlednosti piilozeny
v Ptiloze 1. Celkem bylo pomoci metody MALDI — TOF identifikovano 92 izolat
z celkového poctu 199. Neuspésnd identifikace mohla byt zplsobena nevhodnou
koncentraci daného izolatu. Faktory ovliviiujici uspéSnost identifikace dle Popovi¢ et al.
(2023) zahrnuji zpiisob piipravy vzorkl, kultivaéni podminky a faze rastu, ve které se

identifikované mikroorganismy nachazeji.

Obrazek 3 graficky znazornuje celkovy pocet ziskanych mikroorganismti z jednotlivych
potravin. Celkem bylo ziskdno 199 mikroorganismi. Devét kmenti bylo izolovano ze s6jové

omacky, 47 z kombuchy, 11 z kimchi, 18 z Fermentady, 40 z tofu a 32 kmen1l z miso pasty.

50 47
45 1
4 40
40
35 32
30
25
20 18
15
11

10 J

5 I

0

Séjova omacka Kombucha Tempeh Kimchi Fermentada Tofu Miso

Obrazek 3 Celkové pocty mikroorganismi vyizolovanych z testovanych potravin
Na Obrazku 4 je v grafu mozné pozorovat zastoupeni jednotlivych mikroorganismi na
zaklad¢ jejich morfologie. Celkem byly zastoupeny 2 typy mikroorganismt — bakterie a
kvasinky. Bakterie pak vykazovaly morfologii grampozitivnich kokt nebo tyc¢inek. Nejvice
byly zastoupeny grampozitivni tyCinky, a to v poctu 139 izolétli, coz odpovida necelym
70 %. Grampozitivnich kokt bylo 54, coz ¢ini 27 %. Nejméné bylo pfitomno kvasinek, ty
byly zastoupeny v poc¢tu 6 kment a tvoftily tak 3 % z celkového poctu 199 izolata.
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Pomér vyizolovanych mikroorganisma
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@G + tyCinky @G + koky B Kvasinky

Obrazek 4 Morfologické rozdéleni izolat

Soéjovad omacka je hnédym dochucovadlem s charakteristickou chuti umami. Ziskava se
komplexni fermentaci sgji a pSenice (Zhang et al., 2023). Ze sojové omacky byly izolovany
pfevazné grampozitivni tyCinky. Identifikaci bylo zjisténo, ze se jedna o Bacillus cereus,
ktery byl vyizolovan na pidé PCA, Bacillus altitudinis, kultivovany na totozném médiu.
Vyskyt téchto mikroorganismli ve fermentovanych produktech ze s6ji je bézny a zlepSuji
kvalitu téchto vyrobkt (Barus et. al., 2017). Kromé grampozitivnich ty€inek byly ziskany ze
vzorku s6ji i 3 izolaty grampozitivnich koku, jejichz identifikovanym zastupcem je
Staphylococcus epidermidis. Nejednd se o startovaci kulturu, pravdépodobné jde o
kontaminaci. Zhang et al. (2023) ve své praci uvadi jako kontaminujici bakterii pfi

fermentaci s6jové omacky Staphylococcus hominis.

Kombucha je vyzivny napoj, kde hlavni roli hraje aerobni staticka fermentace Cerného,
zeleného nebo oolong ¢aje slazeného sacharosou. Pro fermentaci je pouzita symbioticka
kultura bakterii a kvasinek. Mezi bakterie, které se bézn¢ vyskytuji v kombuchach, se tadi
bakterie octového kvaseni pattici do rodli Acerobacter, Gluconacetobacter a Gluconobacter
a také bakterie mléEného kvaseni. VétSina kvasinek spojenych s kombuchou patii mezi
druhy rodu Saccharomyces (Laureys et al., 2020; Sanwal et al., 2023). Po inokulaci a
kultivaci vzorku kombuchy na ptidé¢ PCA bylo izolovano celkem 10 kment, kde 9 z nich
tvorily grampozitivni tyCinky. Identifikaci byly dokazéani zastupci rodu Bacillus, konkrétné

Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus, Bacillus safensis a Bacillus altitudinis. P&t
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kment kultivovanych na médiu CHYGA tvorily 4 grampozitivni tyCinky a jedna kvasinka,
kterd byla nésledné identifikovana jako Saccharomyces cerevisiae. Z pudy MRS byly
izolovany grampozitivni tyCinky a dvé kvasinky, jedna byla identifikovana na stejny druh
jako na predchozim médiu. Opét byl pfitomen zastupce Bacillus amyloliquefaciens, a také
Bacillus cereus. Na médiu M17 byly pfitomny grampozitivni ty€inky, jen jeden kmen tvofil
grampozitivni koky. Kvasinka Lachancea fermentati byla izolovana z kolonie o velikosti

10 mm na médiu AA. Zbylé kmeny na tomto médiu tvotily grampozitivni tyCinky.

Pro tempeh jsou typickymi mikroorganismy bakterie mlééného kvaseni, zejména laktobacily
a enterokoky, kvasinky a plisné¢ pouzivané jako startérové kultury. V této praci bylo
ztempehu izolovdno celkem 5 grampozitivnich ty¢inek, pficemz jeden kmen byl
identifikovan jako Bacillus amyloliquefaciens spp. plantarum. Barus et al. (2017) ve své
studii analyzovali 24 Cerstvych tempeht z Jakarty, Bogoru a Tangerangu. Celkem ziskali 52
izolath. Na zéklad¢ vysledkii 16S ribozomalni RNA bylo vSech 52 izolatd identifikovano
jako B. pumilus, B. subtilis, B. megaterium, B. licheniformis, B. cereus, B. thuringiensis,
B. amyloliquefaciens, Brevibacillus brevis a Bacillus sp. Také Lee a Kim (2012) izolovali
Bacillus amyloliquefaciens z Meju, so6jové fermentované potraviny. Déle bylo z tempehu
ziskano 6 grampozitivnich kokl, mezi né byly 2 kmeny identifikovany jako S. hominis a

S. epidermidis.

Tradi¢ni korejskou potravinou je kimchi. Vznik4 fermentaci rGznych surovin, jako jsou
napiiklad zelenina, sil, fermentovand rybi omacka (Mun et al.,, 2024). Nejvice
mikroorganismu se pfi jejich izolaci z kimchi podafilo ziskat na médiu PCA. PfevaZzovaly
grampozitivni koky se svym zastupcem zrodu Staphylococcus. Nekteré grampozitivni
tyCinky byly identifikovany jako Bacillus safensis, Bacillus licheniformis a Bacillus
amyloliquefaciens. Z pady M17 byly identifikovany izolaty s velikosti kolonie 7 a 9 mm,
jednalo se o Bacillus pumilus a Bacillus altitudinis. Nejvétsi kolonie izolovana z této
potraviny dosahovala velikosti 20 mm a jednalo se o grampozitivni tyCinku Bacillus
amyloliquefaciens spp. plantarum. Naopak nejmensi kolonie dosahovala velikosti 0,5 mm
a jednalo se o Staphylococcus hominis. Hwang et al. (2020) ve své studii prokéazali vhodnost
vyuziti Staphylococcus hominis subsp. hominis WiKimO0113 jako startérové kultury pfi

vyrobé kimchi.

Pro izolaci mikroorganismi ze svrchné kvaseného nealkoholického napoje (Fermentada)
byly zvoleny plidy M17 a PCA. Z téchto ptd bylo izolovano celkem 6 grampozitivnich koki
a 12 grampozitivnich ty¢inek. Tti kmeny byly identifikovany jako S. hominis a 3 kmeny
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jako Bacillus altitudinis, Bacillus cereus a Bacillus spp. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o
kvaseny napoj a k jeho vyrobé se pouzivaji kvasinky, dala by se mezi izolaty ocekavat jejich

pritomnost. Kvasinky se vSak nepodafilo izolovat.

Tradi¢ni asijskd fermentovana potravina tofu obsahuje esencialni aminokyseliny, nékteré
vitaminy skupiny B, vapnik, Zelezo a draslik (Rossi et al., 2016). Osmdesat procent izolat
ziskanych z tofu byly grampozitivni ty¢inky (32 z celkového poctu 40 izolat). Nejvice
mikroorganismil bylo vyizolovano po kultivaci na médiu MYP, ktery slouzi pro kultivaci
mikroorganismii rodu Bacillus. Zde se podafilo z tohoto média ziskat mikroorganismus
Bacillus altitudinis s velikosti kolonie 8 mm, s améboidnim tvarem, Uponkovitymi vybézky
a plochym, lesklym povrchem. Dale byly 4 kmeny identifikovany jako Bacillus
amyloliquefaciens a 1 kmen jako B. cereus. Mezi grampozitivni koky byly identifikovany

kmeny Staphylococcus epidermidis a S. hominis.

Miso je pasta pochazejici z Japonska. Tradi¢né se vyrabi fermentaci s6jovych bobt, soli a
koji kultury. Z celkového poctu 32 izolath ziskanych z potraviny miso tvoii 68,8 %
grampozitivni ty€inky (22 izolatd). Osm izolatd (25 %) jsou grampozitivni koky. Ze vzorku
misa byly izolovany také 2 kvasinky. Z izolovanych grampozitivnich ty¢inek se podaftilo
identifikovat 3 druhy rodu Bacillus; Bacillus cereus (3 izolaty), Bacillus safensis (1 izolat),
a Bacillus amyloliquefaciens (4 izolaty). Onda et al. (2023) ve své praci uvedli pfitomnost

Bacillus amyloliquefaciens ve vzorcich izolovanych z misa.

8.2 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobialni aktivita byla izolati byla sledovana vi¢i 4 indikatorovym
mikroorganismim. Pro tento experiment byl pouZit agar spot test. Zpiisob jeho provedeni a
pouzité indik4torové mikroorganismy jsou shrnuty v podkapitole 7.3.1. Za pozitivni
vysledek byl povazovan vznik inhibicni zony o velikosti alespoii 1 mm kolem naneseného
izolatu. Vysledky jsou zaznamendny ve formé poloméri mezikruzi v mm (Annular radius).
Pro kazdy indikatorovy mikroorganismus (kromé Escherichia coli) a zplisob usmrceni bylo
vybrano 20 izolati s nejvetSsimi poloméry mezikruzi inhibi¢nich zén. Tento postup byl
zvolen z ditvodu vysokého poctu pozitivnich vysledkii. Na Escherichia coli vykazovalo

pouze 11 izolatl inhibi¢ni Cinek.
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8.2.1 Gramnegativni indikatorové mikroorganismy

Prvnim ze zvolenych gramnegativnich indikatorovych mikroorganismti byl kmen
Escherichia coli. Z celkovych 199 testovanych kmenii inhibi¢ni uinek vac¢i E. coli
vykazovalo pouze 11 kmenii. Z obou grafii na obrazku 5 a 6 je patrné, ze po usmrceni bunck
UV zéfenim a chloroformem byla u kazdého zptisobu antimikrobialni aktivita zaznamendna
u jinych kment. Po usmrceni bunék UV zafenim antimikrobidlni aktivitu vykazovaly kmeny
4,18, 27, 58, 125, 149, 165, 167, 193, 196 a 199. Po usmrceni bunék chloroformem zase
antimikrobialni aktivitu vykazovaly kmeny 17, 25, 32, 79, 81, 123, 133, 139, 141, 193 a 199.
Vyjimkou jsou izolaty €. 193 a 199, které vykazovaly inhibi¢ni ti€inek na E. coli po ptsobeni
obou zptisobti usmrceni. Kolem obou izolatl se v ptipad¢ usmrcovani bunék UV zafenim
vytvofila inhibi¢ni zéna s vétSim primérem mezikruzi nez v ptipad¢ chloroformu. Avsak pfi
pusobeni chloroformu byla zéna grampozitivni ty¢inky (193) vétsi nez zona kvasinky (199)
po pasobeni UV zafeni. Déle je mozné pozorovat, ze inhibi¢ni zony kolem chloroformem
usmrcenych kment dosahovaly obecné menSich velikosti v porovnani s UV zéfenim,
nicmén¢ nejednalo se o totozné izolaty. Nejvetsi inhibiéni zoénu (7 mm polomér mezikruzi)
vytvoftil izolat €. 167 — Bacillus cereus, izolovany z miso pasty, druhou nejvétsi pak kvasinka

—izolat €. 199, s velikosti poloméru mezikruzi 6 mm.

Po wusmrceni bunék producentskych kmenii pomoci UV zifeni nejvice kmeni
s antimikrobialni aktivitou pochazelo z miso pasty (izolaty c¢islo 149, 165, 167, 193, 196 a
199). V ptevazné vétSing se jednalo o grampozitivni ty€inky. Jedinym pfipadem, kdy izolat
vykazoval antimikrobidlni aktivitu a zarovenl se jednalo o grampozitivni kok, byl izolat
s Cislem 165, ktery byl identifikovan jako Staphylococcus epidermidis. V jednom ptipadé
inhibi¢né plsobil i izolat kvasinky (izolat ¢islo 199) pochazejici z miso pasty. Younis et al.
(2017) ve své praci prokazal antimikrobidlni piisobeni kvasinky Saccharomyces cerevisiae
proti E. coli a Staphylococcus aureus. Timto potvrdil vysledky vyzkumu Roosita et al.
(2011) a Abd Elatif et al. (2016). Rajkowka et al. (2012) také dokdzala aktivitu probiotickych
kvasinek na S. aureus. 1zolat kvasinky (199) v této praci sice nebyla identifikovana, nicméné

bylo prokdzano, ze ma inhibi¢ni t€inek na E. coli.
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Escherichia coli
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Obrazek 5 Inhibi¢ni uc¢inek izolath po usmrceni UV zafenim na indikatorovy
mikroorganismus Escherichia coli (velikost inhibi¢nich z6n je uvedena jako polomér
mezikruzi v mm)
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Obrazek 6 Inhibi¢ni ucinek izolati po usmrceni chloroformem na indikatorovy
mikroorganismus Escherichia coli (velikost inhibi¢nich zon je uvedena jako polomér
mezikruzi v mm)

Po plsobeni chloroformem pochazely kmeny s inhibi¢nim U¢inkem ze tfech rtznych
potravin (kombucha, miso, kimchi). Nejvice kmeni s inhibi¢nim u¢inkem pochézelo z tofu,
a to vpoctu 4izolath. Inhibi¢ni U¢inek byl pozorovan pievazné u izolovanych
grampozitivnich tycinek, v zastoupeni 8 kmenti z 11. Identifikaci bylo zjisténo, Ze

producentskymi  mikroorganismy by mohly byt Bacillus safensis, Bacillus
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amyloliquefaciens. Romero — Severson et al. (2021) publikovali vysledky pisobeni Bacillus
safensis proti E. coli, Xanthomonas axonopodis a Pseudomonas syringae. Kmeny Bacillus

izolovaly ze semen fazole mungo.

Nejveétsi zona byla detekovana u izolatu Cislo 193 (polomér mezikruzi 3,5 mm), nejmensi
pak u izolatu ¢. 79 (Staphylococcus epidermidis). Déale zony s velikosti poloméru mezikruzi
2 mm vykazovaly 3 izolaty (25, 123 a 139). Dva byly izolovany z tofu a jeden z kombuchy.

Jednalo se grampozitivni tyCinky.

U indikatorového mikroorganismu Salmonella Typhimurium muselo byt vybrano 20
nejvyssich hodnot polomérti mezikruzi inhibi¢nich zén z diivodu velkého mnozstvi vysledki
(Obr. 7 a Obr. 8). Po usmrcovani UV zatenim vykazovalo antimikrobialni aktivitu 60 kmend,
pfi pouziti chloroformu 52 kmenti. V obou piipadech byly zastoupeny izolaty z kazdé
testované potraviny a pifevazovaly kmeny izolované z kombuchy. Vohra et al. (2019) ve své
publikaci uvadi velké mnozstvi mikroorganismut inhibovanych kombuchou, mezi které patii
Escherichia coli a Staphylococcus aureus. Tyto mikroorganismy se shoduji s testovanymi
v této praci. Jediny kmen s ¢islem 8 pochazel ze sjové omacky a jednalo se o grampozitivni

koky identifikované jako Staphylococcus epidermidis.

V ptipad¢ plisobeni UV zafeni se nejvetsi zona vytvorila kolem kmenu ¢islo 104 (8 mm
polomér mezikruzi) izolovaného z fermentaddy, zatimco po pusobeni chloroformu byly
nejvétsi zony s polomérem mezikruzi 5 mm pozorovany u kmene Bacillus
amyloliquefaciens spp. plantarum izolovaného ztofu (izolat ¢. 112) a u kmene ¢. 28
izolovaného z kombuchy . Nejmensi zony byly po piisobeni UV zatfeni detekovany u kment
S. epidermidis ze s6jové omacky (izolat €. 8) a u kmene B. amyloliquefaciens zkombuchy
(izolat ¢. 27). Po ptisobeni chloroformu nejmensi zéonu vytvarel kmen S. hominis izolovany

z kimchi (izolat ¢. 75).
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Salmonella Typhimurium
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Obrazek 7 Inhibiéni ucCinek izolath po usmrceni UV zafenim na indikatorovy
mikroorganismus Salmonella Typhimurium (velikost inhibi¢nich z6n je uvedena jako
polomér mezikruzi v mm)
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Obrazek 8 Inhibi¢ni ucinek izolati po usmrceni chloroformem na indikatorovy
mikroorganismus Salmonella Typhimurium (velikost inhibi¢nich z6n je uvedena jako
polomér mezikruzi v mm)
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Po osetfeni bunék chloroformem vykazoval aktivitu stejny pocet grampozitivnich kokt jako
grampozitivnich ty€inek. Také pfi usmrcovani UV zéfenim Ize pozorovat podobny trend.
Zde se nejednalo pfesné o polovinu, grampozitivni koky inhibi¢né piisobily v 9 ptipadech
z 20. Celkem po obou zpusobu usmrceni bunék producentskych kmenti vykazovaly inhibi¢ni
ucinek vuci S. Typhimurium celkem 12 kmenii grampozitivnich koktli izolovanych z riznych
potravin. Pét izolatd bylo identifikovéano jako S. hominis (izolaty ¢. 73, 75, 76, 101 a 173)
a Ctyfi izolaty jako S. epidermidis (izolaty €. 8, 78,79 a 157).

Lze vidét, Ze v grafu znazoriujicim usmrcovani izolatlh pomoci chloroformu (Obr. 8) jsou
velikosti inhibi¢nich z6n mensi, nez je tomu tak u plisobeni UV zéfeni (Obr. 7). V tomto
ptipadé existuje n€¢kolik shodnych producentskych kmenti. Plati, Ze inhibi¢ni zony vytvoiené
kolem shodnych kmenti (8, 27, 31, 78,97, 101, 104, 112, 157) jsou po ptisobeni chloroformu
znateln€ mensi. Vyjimkou jsou dva izolaty (8, 27), kde se velikosti zon shoduji. VSechny
shodné kmeny, az na 97 a 104, se podaftilo zidentifikovat. Ve tfech piipadech je vysledkem
identifikace Staphylococcus epidermidis (izolaty €. 8, 78 a 157) a v jednom piipad¢ se jedna
0 S. hominis (izolat ¢. 101) Izolaty €. 27 a 112 byly identifikovany jako B. amyloliquefaciens

aizolat €. 31 jako B. cereus.

Daas et al. (2018) v publikaci predstavili vysledky pozitivniho antagonistického ptisobeni
B. amyloliquefaciens spp. plantarum F11 vi¢i gramnegativnim bakteriim jako naptiklad
E. coli IM1009, S. enterica spp. enterica serovar Typhimurium ATCC 23564 a P. aeruginosa
ATCC 14217. Dale byla prokazana antimikrobialni aktivita i viici nékterym grampozitivnim
bakteriim a houbam. V této publikaci zkoumany Bacillus byl izolovan ze solného jezera
v Alzirsku. Bacillus v této praci izolovany =z potravin také pisobil inhibicné vici

grampozitivnim i gramnegativnim indikatorovym mikroorganismtim.

Z vysledki experimentu lze vyvodit, Ze kmeny izolované z testovanych potravin vykazuji
mensi inhibiéni U¢inek na Escherichia coli nez na Salmonella Typhimurium. Dale lze
pozorovat tvorbu veétsi inhibi¢nich zon v ptfipad€ usmrceni producentskych kmeni UV

zafenim.

8.2.2 Grampozitivni indikatorové mikroorganismy

Bacillus cereus a Staphylococcus aureus byly zvoleny jako grampozitivni indikatorové
mikroorganismy. Inhibi¢ni G¢inek na Bacillus cereus vykazovaly jak grampozitivni koky a
tyCinky, tak také kvasinky (izolat ¢. 26 a 199). Jednim z kmenti byla kvasinka izolovana

z kombuchy a druhd z miso pasty. V pracich autorti Abd Elatif et al. (2016) a Younis et al.
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(2017) byla také zjiSténa antimikrobidlni aktivita kmenli kvasinek vuc¢i testovanym
patogennim mikroorganismim jako Salmonella, Listeria, S. aureus a E. coli. V této praci
dale inhibi¢né pusobily na B. cereus kmeny Staphylococcus epidermidis (izolaty €. 8, 78,
132 a 157) a S. hominis (izolaty €. 73, 91, 168 a 173). Newstead et al. (2020) uvadégji, ze
nékteré kmeny S. epidermidis jsou schopné produkce bakteriocint jako epicidin, epidermin,
epilancin, epidermicin a pepS. U kment S. hominis byla zjisténa schopnost produkce
bakteriocinu hominicinu. Antimikrobialni G¢inek stafylokokt (respektive jejich metabolitl)
na B. cereus v doposud publikovanych praci neni uvadén.

V literatute je ¢asto uvadén druh Bacillus jako mikroorganismus vykazujici antimikrobialni
aktivitu (Jung et al., 2021, Tran et al., 2022, Vater et al., 2023). V této praci vykazovaly
inhibi¢ni U¢inek na B. cereus druhy B. amyloliquefaciens (izolaty €. 10, 27, 83 a 112),
B. pumilus (izolat €. 12) a B. cereus (izolaty €. 31 a 167).

Bacillus cereus
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Obrazek 9 Inhibi¢ni Uc¢inek izolath po usmrceni UV zafenim na indikatorovy
mikroorganismus Bacillus cereus (velikost inhibi¢nich zo6n je uvedena jako polomér
mezikruzi v mm)
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Obrazek 10 Inhibi¢ni UC€inek izolath po usmrceni chloroformem na indikatorovy
mikroorganismus Bacillus cereus (velikost inhibi¢nich zon je uvedena jako polomér
mezikruzi v mm)

Nejvétsi inhibicni zona v ptipade usmrceni bunék pomoci UV zafeni byla pozorovéana kolem
spotu izolatu €. 20 (Obr. 9). Jedna se o grampozitivni ty¢inky ziskané z kombuchy. Naopak
v pfipad€ usmrcovani mikroorganisml chloroformem se jedna z nejvétSich zon vytvofila
kolem izolatu ¢. 167 — Bacillus cereus. Stejné velkou zonu vytvoril také izolat ¢. 91 —

Staphylococcus hominis (Obr. 10).
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Obrazek 11 Inhibicni wcinek izolath po usmrceni UV ziafenim na indikatorovy
mikroorganismus Staphylococcus aureus (velikost inhibi¢nich zon je uvedena jako polomér
mezikruzi v mm)

Proti indikdtorovému mikroorganismu Staphylococcus aureus inhibi¢né pusobily zejména
kmeny grampozitivnich ty¢inek (izolaty €. 9, 10, 27, 28, 31, 57, 72, 82, 85, 86, 104, 111,
112, 120, 125, 166, 167, 185, 191 a 195). Mezi n¢ patii osm kment identifikovanych jako
B. amyloliquefaciens (izolaty €. 10, 27,72 a 112), B. pumilus (izolat €. 86), B. cereus (izolaty
¢. 31 a 167) a B. safensis (izolat €. 57). Velikosti inhibi¢nich zon vytvofené kolem téchto
kmeni patiily k t¢ém nejmensim (Obr. 11 a 12). Tomuto pravidlu se vymyka zéna detekovana
kolem spotu izolatu ¢. 167 — Bacillus cereus, kdy byl zméten polomér mezikruzi 8 mm po

osetfeni UV zafenim a po oSetfeni chloroformem dokonce 10 mm.
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Obrazek 12 Inhibi¢ni ucinek izolath po usmrceni chloroformem na indikatorovy
mikroorganismus Staphylococcus aureus (velikost inhibi¢nich zon je uvedena jako polomér
mezikruzi v mm)

V literatute bylo z bakterii rodu Staphylococcus izolovano nékolik bakteriocinli a dalSich
antimikrobialnich latek. Ze Staphylococcus epidermidis bylo ziskano 6 bakteriocini, z nichz
nekteré vykazovali inhibi¢ni aktivitu vaci Staphylococcus aureus. Také Staphylococcus
hominis produkuje latky s inhibi¢nim u¢inkem (Newstead et al., 2020). V této praci bylo
zjisténo, ze druhy zde identifikované jako Staphylococcus hominis a Staphylococcus
epidermidis vykazovaly antimikrobni aktivitu vii¢i kazdému z testovanych indikatorovych

mikroorganismil.
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ZAVER

V bakalatské praci byla testovdna antimikrobialni aktivita mikroorganismt izolovanych
z fermentovanych potravin, konkrétné se jednalo o grampozitivni bakterie a kvasinky.
Z potravin bylo celkem izolovdno 199 mikroorganismii. Tyto izolaty byly nasledné
podrobeny predbézné typizaci a identifikaci pomoci metodz MALDI — TOF. Dale pomoci
agar spot testu byla hodnocena jejich antimikrobidlni aktivita vicéi 4 indikatorovym
mikroorganismiim — Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Bacillus cereusa

Staphylococcus aureus.

Nejméné citlivym mikroorganismem se prokazala Escherichia coli, kdy inhibi¢ni ¢inek byl
pozorovan pouze u 11 kmentli zcelkovych 199. Naopak nejvice kmenl vykazovalo
antimikrobialni aktivitu vici Bacillus cereus, a to 79 kment v pfipadé usmrceni kment

chloroformem a 69 kmeni v ptipad¢ usmrcovaniUV zafenim z celkového poctu 199 izolatu.

Z vysledki je patrné, ze pfi usmrcovani izolovanych kmentt UV zatfenim doslo ke vzniku
pozitivniho vysledku u vice kment, nez tomu tak bylo v pfipadé oSetfeni chloroformem.
Vyjimkou byl mikroorganismus Escherichia coli, u kterého doslo k vytvofeni stejného poctu

(11) inhibi¢nich z6n v obou piipadech usmrcovani.

Nejvétsi inhibi¢ni zona (15 mm) se vytvorila u kmenu ¢islo 20 (grampozitivni tyCinky)
izolovaného z potraviny kombucha, pfi usmrcovani UV zéafenim a indik4torovym

mikroorganismem byl Bacillus cereus.

V praci byla zjisténa antimikrobidlni aktivita u izolatd patficich do rodu Staphylococcus
a Bacillus vaci testovanym indikatorovym mikroorganismtim. Nejvétsi antimikrobidlni
aktivita byla detekovéna u kmene B. amyloliquefaciens izolovaného z kombuchy (izolat ¢.
27), ktery inhibicn€ plsobil na vSechny 4 indik4torové mikroorganismy. Dale
antimikrobidlni aktivita byla zjisténa také u kmenti B. cereus, B. pumilus, B. safensis. Tyto
izolaty byly ziskany zejména z kombuchy a kimchi. Co se tyka antimikrobialni aktivity
stafylokokli, inhibi¢n€ ptisobily alespon na jeden z testovanych indikatorovych
mikroorganismi. Jednalo se o izolaty identifikované jako S. hominis a S. epidermidis. Ackoli
kmeny stafylokokll s antimikrobidlni aktivitou pochdzely z riznych potravin, kmeny

1zolované z kimchi prokazaly vétsi inhibi¢ni ti¢inek na testované patogeny.

Ziskané vysledky tykajici se antimikrobidlni aktivity by mohly byt vyznamné pro

potravinaisky primysl. Zde by mohly antimikrobidlni latky najit vyuziti v prodlouzeni
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trvanlivosti potravin a také k zajiSténi bezpecnosti potravin kontrolou patogennich

mikroorganisma.

Pro ptesné urCeni charakteru antimikrobidlnich latek je nutny dal$i vyzkum. Obecné je
antimikrobialni aktivita pochazejici z ptirodnich zdroja dillezitym a zajimavym tématem, na
které se zamétuje mnoho védcl. Jsou provadény studie o moznosti aplikace pfirodnich

antimikrobidlnich latek nejen v potravinafstvi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BHI
DAPI
FDA
G-
G+
GRAS
H>0-
KOH
MALDI - TOF
MH
MRS
NaCl
PCA
PI

SCOBY

Srde¢ni mozkova infuse

4’, 6 — diamidin — 2 — fenylindol
Utad pro kontrolu potravin a 16&iv
Gramnegativni

Grampozitivni

Vseobecné uznano za bezpecné
Peroxid vodiku

Hydroxid draselny

Hmotnostni spektrometrie
Mueller — Hinton agar

,,de Mann, Rogosa a Sharpe agar*
Chlorid sodny

,Plate count agar*

Propidium iodid

Symbioticka kultura bakterii a kvasinek)
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PRILOHA P I: TABULKA PREDBEZNE TYPIZACE A IDENTIFIKACE IZOLATU

Tabulka l1a Vysledna identifikace izolatt

C.izoldtu Potravina

1 So6jova omacka
2 So6jova omacka
3 So6jova omacka
4 So6jova omacka
5 So6jova omacka
6 So6jova omacka
7 So6jova omacka
8 So6jova omacka
9 So6jova omacka
10 Kombucha

11 Kombucha

12 Kombucha

13 Kombucha

14 Kombucha

15 Kombucha

16 Kombucha

17 Kombucha

18 Kombucha

19 Kombucha

20 Kombucha

21 Kombucha

22 Kombucha

23 Kombucha

24 Kombucha

25 Kombucha

Kultivaéni médium
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
CHYGA
CHYGA
CHYGA
CHYGA
CHYGA
MRS

Gramovo barveni

G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, koky

G +, koky

G +, koky

G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, koky

G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
Kvasinka

G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky

KOH test
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+

G+
G+
G+

Katalaza test
+

+

+

+ + + + + + + + + + + + + o+ A+ o+

+ + o+

MALDI - TOF

Bacillus cereus

Bacillus altitudinis
Bacillus cereus
Nelspésna identifikace
Nelspésna identifikace
Nelspésna identifikace
Nelspésna identifikace
Staphylococcus epidermidis
Nelspésna identifikace
Bacillus amyloliquefaciens
Nelspésna identifikace
Bacillus pumilus

Bacillus amyloliquefaciens
Nelspésna identifikace
Bacillus safensis

Bacillus altitudinis
Bacillus safensis
Nelspésna identifikace
Nelspésna identifikace
Nelspésna identifikace
Nelspésna identifikace
Saccharomyces cerevisiae
Bacillus amyloliquefaciens
Nelspésna identifikace
Nelspésna identifikace



Tabulka 1b Vysledna identifikace izolati — pokracovani

C. izolatu
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

Potravina

Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha

Kultivacni médium
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
M17
M17
M17
M17
M17
M17
M17
M17
M17
M17
M17
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA

Gramovo barveni

Kvasinka

G +, tyCinky
G +, tyCinky
Kvasinka

G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, koky

G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
Kvasinka

G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky

KOH test
G+
G+
G+

G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+

G+
G+
G+

Kataldza test MALDI - TOF

+ + + '+ o+ o+ o+ 4+ o+ + o+ o+

+ + + + + + 4+ + o+ +

Neuspésna identifikace
Bacillus amyloliquefaciens
NeuUspésna identifikace
Saccharomyces cerevisiae
NeuUspésna identifikace
Bacillus cereus

Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus amyloliquefaciens
NeuUspésna identifikace
NeUspésna identifikace
NeuUspésna identifikace
Bacillus amyloliquefaciens
NeuUspésna identifikace
NeuUspésna identifikace
NeuUspésna identifikace
NeuUspésSna identifikace
Nelspésna identifikace
Nelspésna identifikace
Nelspésna identifikace
Nelspésna identifikace
Nelspésna identifikace
Lachancea fermentati
Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus



Tabulka 1c Vysledna identifikace izolati — pokracovani

C.izoldtu Potravina

51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

Tempeh
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Kombucha
Tempeh
Tempeh
Tempeh
Tempeh
Tempeh
Tempeh
Tempeh
Tempeh
Tempeh
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi

Kultivaéni médium

PCA
AA

AA

AA

AA

AA

AA

PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA

Gramovo barveni

G +, koky
G +, koky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, koky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, koky
G +, koky
G +, koky
G +, koky
G +, ty€inky
G +, koky
G +, koky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, koky
G +, koky
G +, tyCinky
G +, koky
G +, tyCinky
G +, koky
G +, tyCinky
G +, koky

KOH test

G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+

Katalaza test

+ + + + + o+ o+

+

+ + +

+ + + 4+

MALDI - TOF
Neuspésna identifikace
NeuUspésna identifikace
NeuUspésna identifikace
Bacillus altitudinis
Staphylococcus hominis
NeuUspésna identifikace
Bacillus safensis
Staphylococcus epidermidis
NeuUspésna identifikace
NeUspésna identifikace
NeuUspésna identifikace
NeuUspésSna identifikace
NeuUspésna identifikace
Staphylococcus hominis
Bacillus amyloliquefaciens spp.plantarum
NeuUspésSna identifikace
Bacillus amyloliquefaciens spp.plantarum
Nelspésna identifikace
Staphylococcus hominis
Bacillus licheniformis
Staphylococcus hominis
Bacillus amyloliquefaciens
Staphylococcus hominis
Bacillus licheniformis
Staphylococcus hominis



Tabulka 1d Vysledna identifikace izolati — pokracovani

C. izolatu
76
77
78
79
80
81
82
82.2
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

Potravina
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Fermentada
Fermentada
Fermentada
Fermentada
Fermentada

Kultivaéni médium
PCA
PCA
PCA
PCA
M17
M17
M17
MRS
MRS
MRS
MRS
M17
M17
M17
M17
AA
AA
AA
AA
AA
AA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA

Gramovo barveni

G +, koky
G +, koky
G +, koky
G +, koky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, koky
G +, koky
G +, tyCinky
G +, koky
G +, tyCinky
G +, koky
G +, koky
G +, koky
G +, tyCinky
G +, koky
G +, tyCinky

KOH test
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+

Katalaza test
+

+ o+ + + o+ F o+ F o+ o+ F o+ o+ + o+ o+ o+ o+

MALDI - TOF
Staphylococcus hominis
Staphylococcus hominis
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis
NeuUspésSna identifikace
Bacillus amyloliquefaciens
NeuUspésSna identifikace
NeuUspésSna identifikace
Bacillus amyloliquefaciens spp. plantarum
NeuUspésna identifikace
NeUspésSna identifikace
Bacillus pumilus

Bacillus licheniformis
Bacillus licheniformis
Bacillus altitudinis
NeUspésSna identifikace
Staphylococcus hominis
Neuspésna identifikace
Bacillus safensis
Neuspésna identifikace
Neuspésna identifikace
Neuspésna identifikace
Neuspésna identifikace
Bacillus altitudinis
Staphylococcus hominis
Neuspésna identifikace



Tabulka le Vysledna identifikace izolati — pokracovani

C.izoldtu Potravina

101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125

Fermentada
Fermentada
Fermentada
Fermentada
Fermentada
Fermentada
Fermentada
Fermentada
Fermentada
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu

Kultivani médium
PCA
PCA
PCA
M17
M17
M17
M17
M17
M17
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
M17
M17
M17
M17
M17
M17
M17
M17
MRS
MRS
Paenibacillus polymixa agar

Gramovo barveni

G +, koky

G +, tyCinky
G +, koky

G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, koky

G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky

KOH test
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+

Katalaza test

+ + + + + + + + + F o+ + + o+ + + o+ +

+ + + + o+

MALDI - TOF
Staphylococcus hominis
Bacillus sp.
Staphylococcus hominis
NeUspésSna identifikace
NeuUspésSna identifikace
Bacillus cereus
NeuUspésSna identifikace
NeUspésSna identifikace
NeUspésSna identifikace
NeuUspésSna identifikace
NeuUspésna identifikace

Bacillus amyloliquefaciens spp. plantarum

Bacillus cereus
Staphylococcus hominis
NeuUspésSna identifikace
NeUspésSna identifikace
Neuspésna identifikace
Neuspésna identifikace
Neuspésna identifikace
Neuspésna identifikace
Neuspésna identifikace
Neuspésna identifikace
Neuspésna identifikace

Bacillus amyloliquefaciens spp. plantarum

Neuspésna identifikace



Tabulka 1f Vysledna identifikace izolati — pokracovani

C. izolatu
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

Potravina
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Tofu
Miso
Miso
Miso
Miso
Miso
Miso

Kultivacni médium
Paenibacillus polymixa agar
Paenibacillus polymixa agar
Paenibacillus polymixa agar
Paenibacillus polymixa agar
MYP

MYP

MYP

MYP

MYP

MYP

MYP

MYP

MYP

MYP

MYP

MYP

MYP

MYP

MYP

Paenibacillus polymixa agar
Paenibacillus polymixa agar
Paenibacillus polymixa agar
Paenibacillus polymixa agar
Paenibacillus polymixa agar
Paenibacillus polymixa agar

Gramovo barveni

G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, koky
G +, koky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, koky
G +, koky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, koky
G +, koky
G +, koky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, koky
G +, koky
G +, tyCinky
G +, tyCinky

KOH test

G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+

Katalaza test

+ o+ + + '+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

MALDI - TOF

Bacillus amyloliquefaciens
Neuspésna identifikace
Bacillus amyloliquefaciens
NeuUspésna identifikace
Bacillus altitudinis
NeuUspésna identifikace
Staphylococcus epidermidis
Neuspésna identifikace
NeuUspésna identifikace
NeuUspésna identifikace
NeuUspésna identifikace
NeuUspésna identifikace
NeuUspésna identifikace
NeUspésna identifikace
NeuUspésna identifikace
NeuUspésna identifikace
Nelspésna identifikace
Staphylococcus hominis
Staphylococcus epidermidis
Bacillus safensis

Bacillus cereus
Staphylococcus epidermidis
Nelspésna identifikace
Nelspésna identifikace
Bacillus amyloliquefaciens



Tabulka 1g Vysledna identifikace izolati — pokracovani

C.izoldtu  Potravina Kultivaéni médium Gramovo barveni KOH test Katalaza test MALDI - TOF

151 Miso PCA G +, tyCinky G+ + NeUspésSna identifikace
152 Miso PCA G +, koky G+ + Staphylococcus hominis
153 Miso PCA G +, koky G+ + Staphylococcus hominis
154 Miso PCA G +, tyCinky G+ - Bacillus amyloliquefaciens
155 Miso PCA G +, koky G+ - Staphylococcus hominis
156 Miso PCA G +, tyCinky G+ + Bacillus cereus

157 Miso PCA G +, koky G+ + Staphylococcus epidermidis
158 Miso MRS G +, tyCinky G+ + Nelspésna identifikace
159 Miso MRS G +, tyCinky G+ + Nelspésna identifikace
160 Miso M17 G +, tyCinky G+ + Nelspésna identifikace
161 Miso M17 G +, tyCinky G+ + Nelspésna identifikace
162 Miso M17 G +, tyCinky G+ + Nelspésna identifikace
163 Miso M17 G +, tyCinky G+ - Bacillus amyloliquefaciens
164 Miso MRS Kvasinka + Nelspésna identifikace
165 Miso MRS G +, koky G+ + Staphylococcus epidermidis
166 Miso MRS G +, tyCinky G+ + Nelspésna identifikace
167 Miso MRS G +, ty€inky G+ + Bacillus cereus

168 Miso MRS G +, koky G+ + Staphylococcus hominis
169 Miso MRS G +, ty€inky G+ + Neuspésna identifikace
170 Kombucha M17 G +, tyCinky G+ + Neuspésna identifikace
171 Tempeh PCA G +, tyCinky G+ + Neuspésna identifikace
172 Tempeh PCA G +, tyCinky G+ + Neuspésna identifikace
173 Kimchi PCA G +, koky G+ + Staphylococcus hominis
174 Kimchi PCA G +, koky G+ + Neuspésna identifikace
175 Kimchi PCA G +, ty€inky G+ + Neuspésna identifikace



Tabulka 1h Vysledna identifikace izolati — pokracovani

C. izolatu
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199

Potravina
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Kimchi
Fermentada
Fermentada
Fermentada
Fermentada
Tofu

Tofu

Tofu

Tofu

Tofu

Miso

Miso

Miso

Miso

Miso

Miso

Miso

Kultivani médium
PCA

PCA

PCA

M17

AA

AA

AA

AA

M17

M17

M17

M17

M17

MYP

MYP

MYP

MYP

Paenibacillus polymixa agar
Paenibacillus polymixa agar
PCA

PCA

M17

MRS

MRS

Gramovo barveni

G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, koky

G +, koky

G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, koky

G +, koky

G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
G +, tyCinky
Kvasinka

KOH test
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+
G+

Katalaza test

+ o+ + + o+ + + o+ o+ o+ +

+ o+ + 4+ + + + o+ o+ o+

MALDI - TOF

Nelspésna identifikace
Bacillus safensis
NeuUspésSna identifikace
Staphylococcus hominis
NeUspésSna identifikace
NeuUspésSna identifikace
NeuUspésSna identifikace
NeUspésSna identifikace
NeUspésSna identifikace
NeuUspésSna identifikace
NeUspésSna identifikace
NeUspésSna identifikace
NeuUspésSna identifikace
NeUspésSna identifikace
NeUspésSna identifikace
NeUspésSna identifikace
Neuspésna identifikace
Neuspésna identifikace
Neuspésna identifikace
Neuspésna identifikace
Neuspésna identifikace
Neuspésna identifikace

Bacillus amyloliquefaciens spp.plantarum

Nelspésna identifikace



PRILOHA P II: SEZNAM KMENU VYKAZUJICICH POZITIVNI
INHIBICNI AKTIVITU

Tabulka 2a: Kmeny vykazujici antimikrobidlni aktivitu

Staphylococcus aureus (UV)
C.izoldtu  Praimérspotu[mm] Polomér mezikruzi [mm]

3 6 1

9 6 10
10 6 3
23 8 1
31 6 2
41 5 1
55 4 1,5
57 8 2
66 5 1
72 6 2
73 10 1
82 10 5
85 13 3
86 7 2
91 7 10
96 8 3
104 5 2
111 9 2
112 10 2
114 13 1
115 9 1
116 8 1,5
120 4 4,5
132 6 2,5
141 4 1,5
142 6 2
143 6 2
164 3 2
166 8 7
167 6 8
185 10 1
195 8 3
199 7 2



Tabulka 2b: Kmeny vykazujici antimikrobidlni aktivitu - pokracovani

Staphylococcus aureus (chloroform)
C.izolatu Priimérspotu [mm] Polomér mezikruzi [mm]

8 6 1
9 5 10
10 7 3
19 6 1
23 8 1
27 7 3
28 8 3
31 7 2
39 6 1
51 7 1
56 5 1
57 7 2
60 8 1
61 8,5 2,5
72 10 2
82 7 7
91 8 9
101 5 2
111 8 5
115 18 1
123 8 1
125 9 2
133 7 1,5
165 5 2
166 9 8
167 11 10
168 8 2
173 8 1
185 9 2
191 4 3
198 5 2



Tabulka 2c: Kmeny vykazujici antimikrobialni aktivitu - pokra¢ovani

Bacillus cereus (UV)
C.izoldtu  Praimérspotu[mm] Polomér mezikruzi [mm]

8 6,5 9,5

9 6 12
12 9 4
13 8,5 3,5
19 6 4
20 5 15
23 6 5
26 7 7
27 6 10
29 8 3
28 8 3
30 8 4
31 8,5 4,5
37 6,5 3,9
41 6 4
46 7 4
50 5 5
51 7 4,5
55 4 5
66 6 3,5
70 8 5
73 10 7
74 7 3
75 8 4
76 9 3
78 7 7
79 7 3
81 5 4
82 10 7
83 6 6
84 7,5 2
87 9 5
88 4 3
91 5,5 12,5
95 9 0,5
96 7 2,5
97 5,5 4,5
99 6 4
101 5 4
103 5 3
104 5 5
111 8 3

114 7,5 3,5



Tabulka 2d: Kmeny vykazujici antimikrobidlni aktivitu - pokra¢ovani

Bacillus cereus (UV)
C.izoldtu  Praimérspotu[mm] Polomér mezikruzi [mm]

115 4,5 10,5
123 5,5 5,5
124 6 4
125 5,5 1,5
127 6 5
128 6 5
131 5 2
132 6 12
133 5 4
134 5,5 3,5
141 5 5
142 9 8
149 7 4
150 4 4
152 6 3,5
154 9 3
157 6 8
165 10 5
166 7 5
167 6 9
168 6 9
173 6,5 8,5
177 5 4
185 6 2,5
191 4 4
195 9 2
196 8,5 5,5

199 8 9



Tabulka 2e: Kmeny vykazujici antimikrobidlni aktivitu - pokracovani

Bacillus cereus (chloroform)
C.izolatu  Prdmérspotu[mm] Polomér mezikruzi [mm]

8 4 9
9 6 13
10 3 11
12 11 5
13 8 4
19 4 2
20 9 7
24 6 8
26 9 3,5
27 7 7
28 7 9
31 7 6
38 4 3
50 4 2
51 8 2
55 5 2
57 8 4,5
70 8 2
72 13,5 6,5
75 7 7
78 10 3
79 6 2
82 9 11
84 5 3
87 8 3,5
91 6 14
95 7 4
97 4 3
99 5 4
101 7 4
103 5 3
104 3 1
111 7 3
112 8 7
114 10 7
115 18 6
124 7 2
125 9 1
128 6 4
132 13 10
133 6 2
141 6 4

148

=
o
oo



Tabulka 2e: Kmeny vykazujici antimikrobidlni aktivitu - pokracovani

Bacillus cereus (chloroform)
C.izolatu  Prdmérspotu[mm] Polomér mezikruzi [mm]

149 5 1
152 4,5 4
154 5 3
157 11,5 3,5
165 13,5 4,5
166 6 10
167 5 14
168 22 3
173 12 3
195 7 2
198 5 5
199 13 2



Tabulka 2f: Kmeny vykazujici antimikrobidlni aktivitu - pokracovani

Salmonella Typhimurium (UV)
C.izolatu Priimérspotu [mm] Polomér mezikruzi [mm]

4 6,5 2,5

8 9 4

9 5 3
10 4 2
12 5 5
20 5 2
21 9 3
22 6 2,5
25 5 6
26 4,5 3,5
27 15 4
28 8 3
30 5 5
31 5 6
32 12 2
37 5 5,5
38 55 2,5
50 7,5 3,5
61 5 5
66 6 3
71 14 2
73 7 2
75 12,5 2,5
76 5 5
77 7 3
78 55 5,5
79 7 5
81 5 4,5
83 10 3
95 7,5 2,5
97 6,5 4,5
101 6,5 4,5
104 7 8
112 7 5
124 7 6
126 7 5
130 5 3
132 15 2
134 7,5 3,5
141 6,5 3,5
149 9 3
150 8 3
154 9 3

Tabulka 2g: Kmeny vykazujici antimikrobidlni aktivitu - pokra¢ovani



Salmonella Typhimurium (UV)

C.izolatu Prdmér spotu [mm] Polomér mezikruzi [mm]
157 6 6
163 6 3
164 8 2
165 7 3
166 7 2
168 6,5 3,5
173 8 2
193 3 7
198 6 3
199 5 2



Tabulka 2h: Kmeny vykazujici antimikrobidlni aktivitu - pokracovani

Salmonella Typhimurium (chloroform)

C. izolatu Priimér spotu[mm]  Polomér mezikruzi [mm]
4 6 1,5
8 7 4
19 4 3

20 5 4
21 8 2
22 10 2
27 8 4
28 5 5
31 8 4
32 7 3
33 9 1
37 8 2
41 7 3
55 5,5 1,5
67 3,5 2
73 7 4
75 10 2,5
77 10 3,5
78 5,5 3,5
82 5 2
83 8 2
88 5 1,5
97 5,5 3,5
100 7 1
101 6 3,5
104 5 3
112 7 5
123 11,5 3,5
127 9,5 1,5
134 5 2
137 6 2
141 5 2
147 5 1,5
148 5 4
150 9 2
152 7 2
157 7 4
163 5 2
164 6 2
165 5 2
168 8 1
173 5 4
193 3,5 2
198 5 1



Tabulka 2i: Kmeny vykazujici antimikrobialni aktivitu - pokracovani

E. coli (UV)
C.izoladtu  Prdmérspotu[mm] Polomé&r mezikruzi [mm]

4 6 3
18 6 3
27 8 2
58 6 2
125 4 2
149 5 2
165 7 2
167 8 7
193 10 5
196 12 5
199 9 6

Tabulka 2j: Kmeny vykazujici antimikrobidlni aktivitu - pokracovani

E. coli (chloroform)
C.izoldtu Pramérspotu[mm]  Polomér mezikruzi [mm]

17 4,5 1
25 5 2
32 6 1
79 6,5 0,5
81 7 1,5
123 6 2
133 4,5 1,5
139 8 2
141 4,5 1,5
193 9 3,5

199 9 3



