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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se vénuje zpracovani reSerSe o bakteriich mlé¢ného kvaseni, které se
nachazi v potravinach nemlééného ptivodu. Prvni ¢ast je zaméfena na jednotlivé druhy bakte-
rii mlécného kvaseni, v druhé ¢asti jsou popsany potraviny obsahujici tyto bakterie a vliv je-
jich plisobeni na kvalitu potraviny a tfeti ¢ast se zabyva pozitivnimi i negativnimi dopady

aktivity bakterii mlécného kvaseni na lidsky organismus.
Kli¢ova slova:

Bakterie mlé¢ného kvaseni, fermentace, biogenni aminy

ABSTRACT

This bachelor thesis dedicated to the processing of research on lactic acid bacteria, which are
found in food of non-milk origin. The first part focuses on the different types of lactic acid
bacteria, the second part describes the food containing the bacteria and the impact of their ac-
tivities on the quality of food and the third part deals with the positive and negative impacts of

activities of lactic acid bacteria on the human body.
Keywords:

Lactic acid bacteria, fermentation, biogenic amines
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UvVOD

Bakterie mlééného kvaseni (BMK ) jsou velmi dileZitou a vysoce rozsahlou skupinou mikro-

organismt.

BMK jsou grampozitivni bakterie, jejichZ hlavnim fermenta¢nim produktem je kyselina mlé¢-
na. Tyto bakterie se d¢li na homofermentativni a heterofermentativni druhy. Protoze nemaji
prilis biosyntetickych funkei, vyZaduji vysoké nutricni pozadavky na svoji vyzivu, zejména
pak na pfisun vitamini a aminokyselin. Mlécné bakterie hraji nepostradatelnou ulohu
V potravinaiském primyslu, kde se hojné vyuziva mimo jin€ jejich konzervacnich schopnosti

a pozitivniho ovlivnéni organoleptickych vlastnosti.

BMK jsou soucast stievni mikroflory lidi a zvifat, tudiz téméf vSechny druhy bakterii mlééné-

ho kvaseni jako takovych, jsou povazovany za bezpecné mikroorganismy.
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1 BAKTERIE MLECNEHO KVASENI

Z potravinaisko-mikrobiologického hlediska obsahuje skupina mléénych bakterii jedny
V pramyslu mlékarenském, velkou tlohu hraji i v konzervarenském primyslu, masopramyslu
a nezastupitelnou ulohu maji pti vyrob¢ chleba a ostatnich pekarenskych vyrobka. (Gorner,
Valik, 2004)

Bakterie mlécného kvasSeni se vyskytuji ve vice piirodnich stanovistich, ne jen v mléku a ve
fermentovanych mlécnych produktech. Nachazi se na rozkladajicich se rostlinach, dale ve

sttevech lidi, zvitat a na jejich sliznicich. (Gorner, Valik, 2004)

BMK tvofi skupinu nepohyblivych gram-pozitivnich nesporulujicich ty€inek a koki, jejichz
hlavni kone¢ny produkt pii metabolismu sacharidt je kyselina mlééna. (Battock, Azam-Ali,
1998) Jejich metabolismus muze za aerobnich podminek vést az k oxidacni disimilaci za
vzniku CO, a kyseliny octové. Pfitom se jako meziprodukt tvofi mikrobicidni peroxid vodiku.

(Gorner, Valik, 2004)

1.1 T¥idéni bakterii mlé¢ného kvaseni

Z obrazku.l je patrné taxonomické zatazeni bakterii mlécného kvasSeni, ale to, jaké druhy
tvofi tuto skupinu, je zna¢né diskutabilni. Z historického hlediska rody Lactobacillus, Leuco-
nostoc, Pediococcus a Streptococcus tvoii hlavni zastupce skupiny BMK. V sou¢asné dobé
skupina bakterii mlécného kvaseni obsahuje kolem 20-ti druhti. V potravinarské technologii
se za hlavni povazuji tyto: Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lac-
tococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Va-

gococcus a Weissella. (Salmien, 2004).
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Obr.1.: Taxonomie BMK (Upraveno dle: Dolezalek, 1962)

Rod Streptococcus

Rod Streptococcus (Obr.2) obsahuje jak druhy parazitické az choroboplodné, tak i druhy

saprofytické. (Gorner, Valik, 2004). Zkvasuji glukézu na kyselinu mlécnou, prakticky netvo-

fi jiné kyseliny ani CO,. Jsou grampozitivni az gramlabilni, nékdy opouzdiené. Dobfe rostou

na pidach s bilkovinou. Dusi¢nany neredukuji v dusitany. Lze je rozdé€lit na druhy fakultativ-

né anaerobni a anaerobni. (Dolezalek, 1962)

S vyjimkou termofilniho druhu Streptococcus salivarius ssp.thermophilus (Obr.2), je jejich

optimalni teplota ristu kolem 37 °C a nizs§i. Mnohé streptokoky jsou citlivé viici Siroké Skale

antibiotik a chemoterapeutik, coz se vyuziva pii 1é¢b¢ jimi zpisobenych onemocnéni. U tech-

nologicky vyznamnych streptokokli je tato vlastnost nezadouci. Streptokoky se nachdzi

vV muko6znich membranach ust, v dychacim a zazivacim traktu, na pokozce lidi a zvirat. (Gor-

ner, Valik, 2004)
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Obr.2.: Streptococcus thermophylus (allposters.cz)

Rod Enterococcus

Vyznam a tlohy piislusnikd rodu Enterococcus (Obr. 3) jsou v potravinaiské mikrobiologii
na prvni pohled protichtidné. Vyuzivaji se jejich pozitivni vlastnosti z ptivodni ptislusnosti

k rodu Streptococcus. Intenzivné fermentuji sacharidy a nékdy se podili na tvorb¢ aroma a
chuti potravin. Pfipisuje se jim toxicita, tvorba biogennich amind a vyuzivaji se

v mikrobiologii pitné vody jako indikator fekalniho znecisténi. ( Gorner, Valik, 2004)
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Obr.3 Enterococcus faecalis (ars.usda.gov)

Rod Leuconostoc

Bunky rodu Leuconostoc (Obr.4) jsou obvykle kulaté, uspofadané v parech ¢i fetizcich.
Vzhledem k tomu, Ze vlivem prostfedi a zménou pH jsou zna¢né proménlivé, tzv. pleomorfni,
je jich velikost rizna. Vyznacuji se rtistem v koncentrovanych cukernych roztocich (Tvrdon,
Balesova, 1986) a n¢které druhy, zejména Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides,
tvorbou charakteristického slizu polysacharidové povahy, kterym jsou buiky obaleny. (Gor-
ner,Valik, 2004) Tento jev je nezadouci zejména ve vyrobé drozdi, kde dochazi k tzv. agluti-

naci, a ve vyrobé slazenych mineralnich vod. (Silhankové, 1983)
Mezi nejznamgjsi a technologicky nejvyznamnéjsi patii:
Leuconostoc dextranicum

Ze sacharozy tvori rychle se rostouci sliz. Tvoti kyselinu z glukozy, fruktozy, galaktozy, mal-

tozy, sacharozy, laktozy a manndzy. Optimalni teplota rustu je 21 az 25°C. (Dolezalek, 1962)
Leuconostoc cremonis

Netvoii ze sachardzy sliz, optimalni rastova teplota je 18 — 25°C. Mezi leukonostoky je
nejmén¢ aktivni a nejvice naro¢ny na prisun ristovych faktorti vitamind skupiny B a amino-
kyselin. (Gorner, Valik, 2004) Uplatiiuje se pii biologickém zrani vyroby masla ze zakysané

smetany. Dod4va maslu pifjemné aroma a chut kysané smetany (Silhankova, 1983)
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Vétsina leukonostokil disimiluje za ptitomnosti fermentovatelného sacharidu citran za tvorby
diacetylu (CH3-CO-CO-CHB3), acetoinu ( CH3-CHOH-CO-CH3) a 2,3-butylenglykolu. Dia-
cetyl je v mlékarenstvi vyznamnou aromatickou latkou, naproti tomu v pivé a viné je neza-

douci. (Gorner, Valik, 2004).

Bakterie rodu Leuconostoc se zacastiuji i pii fermentaci zeleniny a plodu, jsou také vyznam-
nou slozkou mikroflory masa a masnych vyrobka. (Gorner, Valik, 2004). Zpusobuji také
velmi Skodlivou kontaminaci melasy jiz v cukrovarech a odtud se dostavaji do vSech provozii,
kde se melasa zpracovava. Protoze tyto bakterie tvofi sliz (dextran), ktery mize ucpavat po-

trubi, zapfic¢inuji ¢etné provozni kalamity. (Tvrdon, Balesova, 1986).

Obr.4 Leuconostoc (www.scienceray.com)

Rod Pediococcus

Bakterie rodu Pediococcus (Obr.5) patii mezi homofermentativni bakterie mlé¢ného kvaseni.
Jejich hlavnim metabolitem pii fermentaci sacharidi je racemicka a pravotoéiva kyselina
mlécna. Jejich pivodnim stanovistém jsou rostliny a z nich se dostavaji do ptislusnych poziva-

tin. (Gorner,Valik, 2004 )

Pediococcus cerevisiae, oznacovany téZ jako pivni sarcina je velmi obavanym kontaminan-
tem, protoze produkuje acetoin, ktery nepiiznivé ovliviiuje aroma i chut’ piva. (Silhankova,
1983)

Pediokoky, pfitomné v pfiméfeném mnozstvi ve ving, se zicastiuji pii odbouravani dikarbo-
xylové kyseliny jable¢né, na monokarboxylovou kyselinu mléénou a CO,, ¢imz se ve viné

snizuje obsah kyselin. (Gorner, Valik, 2004) Tento jev je doprovazen ptisobenim malolaktic-


http://www.scienceray.com/
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kych enzymi, strukturou podobné tém jablecnym. Rozdil je v tom, ze jable¢ny enzym tvoii
pyruvat, malolakticky naopak laktat. (Lounvaud, 1999)

Obr. 5 Pediococcus pentosaceus (bioweb.usu.edu)

Rod Lactobacillus
Je velmi rozsahly a z potravinafského hlediska velice vyznamny. Bakterie tohoto rodu tvoii
prevazné dlouhé, tenké tycinky (Obr.6). Jsou grampozitivni, nepohyblivé, netvoii spory (Tvr-

don, Balesova, 1986) a velmi ziidka jsou patogenni. (Gorner, Valik, 2004)

Obr. 6. Lactobacillus brevis (bioweb.usu.edu)
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Hlavnim znakem téchto bakterii je zkvaSovani cukri, vcetné laktozy, na kyselinu mlécnou.
(Dolezélek, 1962), a ptestoze je kyselina mlécna konecny produkt mlééného kvaseni, miize
byt dale metabolizovana za aerobnich podminek laktatdehydrogenazou nebo laktatoxidazou.

(Kamenik, 2010)

Lactobacily se déli na homo- a heterofermentativni (Obr.7). Lisi se v enzymovém vybaveni, a

to pfitomnosti ¢i nepfitomnosti fruktozabifosfataldolazy a fosfoketolazy. (Kamenik, 2010)

Heterofermentativni laktobacily vyuZivaji fosfoketolazu, ale nemaji fruktozabifosfataldolazu,
obligatné homofermentativni laktobacily naopak vyuzivaji fruktozabifosfataldolazou. Nejsou
proto schopni fermentovat pentozy, které jsou Stépeny fosfoketolazou za vzniku ekvimolarni-
ho mnozstvi kyseliny mlécné a kyseliny octové. Existuji homofermentativni laktobacily, které
maji ve své enzymoveé vybave indukovatelnou fosfoketolazu. Indukéni Gicinek maji pentozy.
V jejich pritomnosti nastava heterofermentativni Stépeni. Hexozy jsou zkvaSovany homofer-
mentativné. Tato skupina laktobacili se oznacuje jako fakultativné heterofermentativni (Ka-

menik, 2010)

D (-) - mlééna:

L. debrueckii ( opt. t. 45°C, nekvasi laktozu. produkuje k. mléénou z melasy )
L. bulgaricus (opt. t. 55°C : jogurt)

Homofermentativni| —| L. lactis

D, L mlé¢éna:

L. acidophilus (mlééné napoje, zazivaci trakt )

L. helveticus (syrafstvi )

. &L planmrum ( kvadené zeli, silaze. pekaisky kvasek )

Lactobacillus L (+)- mlééna:

L. casei ( syraistvi)

Roste p11i 45°C:
L. fel mentum ( pekaisky kvasek, silaze, vinafstvi )

Heterofermentativnil ] Neroste pii 45°C:

L. buchneri ( vinaistvi. vyr. drozdi )
L. brevis (kvasené zeli, pekaisky kvasek. silaze)
L. viridescens ( nekvasi laktozu, zelenani salam )

Obr.7.: Schématické rozd€leni nejvyznamnéjsich druht rodu Lactobacillus
(Silhdnkova, 1983)
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Rod Bifidobacterium

Jsou nepravidelné, Casto se vétvici, grampozitivni, spiSe strikiné anaerobni, kalatalazo-

negativni palicky (Obr.8)

Z fermentovatelnych sacharid produkuji kyselinu octovou a kyselinu mléénou, které inhibuji
nezadouci bakterie. (Gorner, Valik, 2004) Kyselina mlécna je ptevazné v L(+)formé a je tudiz

snadno metabolizovana détskym organismem. (Maxa, Rada, 1996).

Bifidobakterie neprodukuji CO,, maselnou ani propionovou kyselinu. Produkuji zejména
thiamin a laktoflavin, jakoz i nékteré vitaminy skupiny B a K. (Maxa, Rada, 1996) Rist bifi-
dobakterii podporuji tzv. bifidogenni faktory. Tyto latky spolu s obsahovymi latkami a vlast-

nostmi matef'ského mléka stimuluji rist bifidobakterii v tlustém stteveé. (Gorner, Valik, 2004).

Obr.8.: Bifidobacterium (acid-lactic-bacteria.com)

1.2 Mlécné kvaseni

Mluvime-li o mlééném kvaseni, uvazujeme vzdy vznik kyseliny mlé¢né ze sacharidi, vyssich
alkoholti, poptipad¢ i jiného uhlikatého materiadlu. Podle kvalitativniho a kvantitativniho za-

stoupeni produktti tohoto metabolismu mtizeme rozliSit mlé¢né kvaseni homofermentativni a
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heterofermentativni. Uvadi se, Ze i mezi témito extrémnimi piipady existuje jesté kvaseni smi-

Sené, pii némz se tvoti vedlejsi produkty, chybi vSak vodik. (Dolezalek, 1962)

V praxi ani homofermentativni (0br.9) kvaseni nikdy nedosahne 100% konverze, a to protoze
se mize kromé biomasy tvofit rizné mnozstvi vedlejSich produktii. Obecné plati, ze fermenta-

ci s vytézkem vyssim nez 80% lze povazovat za homofermentativni. (Masak et al., 1992).

Heterofermentativni (obr. 10) kvaSeni je charakterizovano tim, ze mimo kyselinu mlé¢nou
jesté vznikaji ostatni produkty, jako naptiklad kyselina octova, vodik, CO,, etanol. (Gorner,
Valik, 2004) Vétsing puvodci tohoto kvaseni chybi zakladni enzymy glykolytické drahy (al-
dolaza, tridzofosfatizomeraza), coz znamend, ze Stépeni hexoz probihd po fosfoketoldzové

draze. (Rosypal, 1981)

Glucose
OH
H O H

oneH H
H OH

l Glycolysis

Pj
POH,
o
—_— o

HOA{_0 ; i HO
=0 NAD*+ NADH A A Pyruvate
'
D-Glyceradehyde A ~ TTTTTTTTTTTTTToS > NADH
3-phosphate \
———————————————————————— NAD*

Obr. 9.: Homofermentativni kvaseni (dwb.unl.edu)
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Obr.10.: Heterofermentativni kvaSeni (dwb.unl.edu)
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1.3 Vyroba kyseliny mlécné

Kyselina mlééna, v databazi konzervantli vedena jako E — 270 (szu.cz), je vysoce dilezita
organickd kyselina, kterd ma Siroké uplatnéni napti¢ celym spektrem rozdilnych pramyslu.
Jak uz vime, vyuziva se v pekarenstvi, pivovarnictvi, pfipraveé limonad, ale také k barveni a
zuslechtovani textilii ¢i farmaceutickém pramyslu. Vyuziti najde, diky svym antiseptickym
vlastnostem, pii vyrobé masti, zubni pasty, ustnich vod a mydel urcenych k intimni hygien¢.

(Kutilov.cz)

Pro priimyslovou vyrobu mlécné kyseliny jsou v soucasné dobé doporucovany tii kmeny ho-
mofermentativnich mléénych bakterii s teplotnim optimem 45-48°C, a to L. delbruckii subs.
delbruckii, L. delbruckii subs. leichmanii, L. delbruckii subsp. bulgaricus. (Pelikan, Dudas,
1996)

Fermentac¢ni pady, které obsahuji melasu, se neziska kvalitni mlé¢na kyselina. Extrahovanim
organickymi rozpoustédly docilime zlepSeni kvality. Kmeny Lactobacillus neobsahuji amylo-
lytické enzymy, tudiz musi byt Skrobnaté enzymy ptfedem hydrolyzovany. (Pelikan, Dudas,
1996)

Fermentacni pida je sterilovana zahievem na 90-95°C. Po snizeni teploty na 50° je piidan
v malém piebytku uhli¢itan vapenaty a nasleduje inokulace aktivni kulturou L. debruckii. Ve
vétsing pripadd byva producentem mlééné kyseliny kmen Lactobacillus delbruckii subsp.
delbruckii. Uz i zpravidla malé mnozstvi kyseliny mlécné zastavuje nebo zpomaluje rist bak-
terii, je tedy nutna jeji neutralizace, a to zpravidla uhli¢itanem nebo hydroxidem vapenatym.
Optimalni pH je 5,5 - 6,0. Kyselina mlééna vznika ve formé¢ vapenatych soli. V dusledku
omezené rozpustnosti Ca-laktatu by koncentrace sacharidii v médiu neméla byt vyssi nez 13-

15%. (Pelikan, Dudas, 1996)

Kyselina mlé¢na se prodava ve trech kvalitach, dle stupné Cistoty: technicka, ktera se vyuziva
Vv textilnim pramyslu jako impregnace a odvapnéni k0Zi, potravindrska, je bezbarva kapalina

smin. 60% obsahu kyseliny mlécné, a farmaceutickd, na kterou jsou kladeny pozadavky

vvvvv
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2 BAKTERIE MLECNEHO KVASENI V POTRAVINACH
NEMLECNEHO PUVODU

Ulohy a vyznam bakterii mlééného kvaseni lze rozdélit do tif zakladnich skupin. Nékteré mik-
roorganismy se mohou vyskytovat souc¢asné ve dvou skupinach, a to podle jejich vlastnosti a
ucinkli v potraving.

- Mikroorganismy s pozitivnim t¢inkem, a to napiiklad pii vyrob¢ fermentovanych po-

travin.

- Mikroorganismy s negativnim G¢inkem pii mikrobialnim kazeni, nezadoucim kvaseni

a podobng.

- Pozivatiny mohou byt za nepiiznivych okolnosti pienase¢i choroboplodnych mikroor-

ganismi z pramenu nakazy ( nemocny ¢lovek ¢i zvite ). (Gorner, Valik, 2004)

2.1 BMK ve fermentovanych masnych vyrobcich

Vhodné mikroorganismy mohou jakost fermentovanych masovych produktt vyrazné zlepso-
vat, zatimco nevhodné az nezddouci mikroorganismy jejich jakost zhorSovat, ba dokonce ne-
ptiznive ovlivnit i zdravotni stav konzumenta. Diebel (1974 ) zformuloval pozadavky mikro-

bialnich kultur nasledovné:
- Mikroorganismy musi byt halo- a nitrozotolerantni (> 6 % NaCl, >100mg.kg™ NO,),
- Musi rist v teplotnim rozmezi 27 az 43°C

- Nesmi produkovat metabolity bilkovin, které by negativné ovliviiovaly organoleptické

vlastnosti produktii
- Nesmi byt nebezpecné, patogenni pro konzumenty.
- BMK musi byt homofermentativni , aby netvofily plyn a jiné nezddouci metabolity

- Neméli by byt proteolytické ani lipolytické, pokud to neni v nékterych ptipadech za-
douci. (Gorner, Valik, 2004)

Startovaci kultury

Startovaci kultury jsou vybrané bakterialni kmeny, které se pfidavaji do dila pro svij pozitiv-
ni vliv na okyseleni a tim i mikrobialni stabilitu, organoleptické vlastnosti vyrobku. (Feiner,

2008)
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Bakterie mlééného kvaseni, které jsou soucasti komercnich startovacich kultur Ize rozdélit na

startovaci kultury 1. a 2. generace.

Startovaci kultury 1. generace byly izolovany ptivodné z rostlin, a po implementaci do maso-
vého dila se rozmnozi béhem kratké doby na velky pocet bun¢k. Jakmile je dosazena hodnota
pH kolem 5.0, nasleduje rychly pokles jejich ¢innosti. Na jejich misto se dostavaji lactobacily
dobfe adaptabilni na prostiedi dila. To jsou hlavné kmeny druhu Lactobacillus sakei, ptipad-
né curvatus. Nelze vsak vyloucit pritomnost lactobacilti, které maji negativni vliv na organo-
leptické vlastnosti trvanlivych fermenovanych salami. K ptredchazeni tohoto rizika je proto
zadouci pouzit startovaci kultury, které se prizpisobuji na dané prostredi a dokazi ptizniveé
reagovat. Disledkem bylo zavedeni startovaci kultury 2. generace, kmenti zejména Lactoba-
cillus sakei, které vyvolavaji nejen zadouci pokles pH v dile na zac¢atku zrani, ale jsou také

schopné kontrolovat prub¢h fermentace. (Buckenhuskes,1991)

Davkovani startovacich kultur do saldmového dila musi zarugit minimalni pocet 10" bakteri-
alnich bun¢k na 1 gram dila. ( Feiner 2008). Startovaci kultury jsou bézn¢ dostupné v mraze-

ném, lyofilizovaném nebo tekutém stavu. (Kamenik, 1994)

Nejcastéji se dnes pouzivaji startovaci kultury, obsahujici rody Lactobacillus (sa-
kei,curvatus), Pediococcus (acidilactici, pentosaceus), Staphylococcus (xylosus, carnosus).
(Thalhammer,1997)

Trvanlivé masné vyrobky

Popisuje legislativa (Vyhlaska ministerstva zemédé€lstvi ¢. 326/2001 Sb.) jako tepelné neopra-
covany vyrobek, u kterého v pritb¢hu fermentace zptisobené mikrobidlnimi enzymy, zrani,
suseni, doslo ke snizeni aktivity vody s hodnotou a,= 0,93, s minimalni dobou trvanlivosti 21
dni, pii teploté 20°C. Jsou to produkty, kde bylo pfi vyrobé dosazeno ve vSech ¢astech tepel-
ného tc¢inku min. 70°C po dobu 10 minut. (Kamenik, 2010)

Fermentované masné produkty se vyrabi z chlazeného masa s podilem tuku, kotenim, solicimi
ptisadami a startovacimi kulturami. Startovaci kultury obsahuji BMK rodu Lactobacillus a
Pediococcus. Jejich tloha spocdiva predevsim ve vzniku pozadovanych organoleptickych
vlastnosti a zamezeni tvorby nezadouci mikroflory (tab.1). Nékteré bakterie tvofi mimo jiné i
peroxid vodiku, ktery neptiznivé ovlivituje chut’ a barvu vyrobku. Z toho ditvodu jsou ve star-

tovacich kulturach obsaZeny i bakterie ¢eledé Micrococcaceae, konkrétné rodu Micrococcus
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a Staphylococcus, které peroxid vodiku rozkladaji na vodu a molekularni kyslik. (Gor-

ner, Valik, 2004)

a bakteriocinu pediocin
Micrococcaceae

redukce NO; destrukceH,0,
sniZeni hodnoty Eh
rozklad tuku

Micrococcus varians
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus xylosus

Mikroorganismus | Uloha Uéinek na produkt
Bakterie ml.kvaseni
Lactobacillus plantarum tvorba kyselin Konzervace, zpevnéni
Pediococcus pentosaceus urychleni vybarveni
Pediococcus acidilactici tvorba kyselin tvorba aroma

urychleni vybarveni

vybarveni, konzervace, tvorba aroma
stabilizace barvy a chuti
inhibice mikroflory

Tab.1.: Ulohy &istych mikrobidlnich kultur (Gorner, Valik, 2004)

Pti pripravé fermentovanych masnych vyrobki se bakterie mnozi v prvnich dnech fermentace

a jejich pocet zlistava stejny po ¢as celého procesu vyroby. Obrazek ¢. 11 prezentuje prub¢h

ristu laktobacili po piidavku startovaci kultury v dile béhem zrani. Vzorky se odlisovaly

ptidanim 4,4% masa, praimér vyrobku byl 75mm. (Kamenik, 2010).

log celhoveho podu lakrobaciin

10
g
g
T
G - -
#kontrola ber lyof. m.
A kontrola 1 tyofm
5 I | | | | : SO | T

dry

Obr.11.: Pribéh rustu populace lactobacilii béhem zrani (Kamenik, 2010)

V zahrani¢nich produktech ma nejvétsi zastoupeni Lactobacillus sakei, ktery predstavuje az

89% -ni zastoupeni vSech Spanélskych vyrobki. Ve francouzskych ke konci zrani az 100%.

V tradiénich italskych trvanlivych fermentovanych salamech tvoti Lactobacillus sakei a Lac-

tobacillus curvatus vice nez 90% vsech identifikovanych lactobacili. (Bonomo et al., 2008)
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Druhy nejvice zastoupeny je Lactobacillus curvatus, tieti v pofadi Lactobacillus plantarum,
ktery je hojné obsazen v feckych trvanlivych salamech. (Kamenik, 2010) Lactobacillus plan-
tarum, Lactobacillus alimentarius, Lactobacillus pentosus,(Gorner,Valik, 2004) Lactoba-
cillus sakei, Lactobacillus curvatus (Kamenik, 2010), Pediococcus acidilactici, Pedi-
ococcus pentosaceus, Streptomyces griseus, Staphylococcus carnosus, Staphylococcus
xylosus ( Gorner,Valik, 2004 ) jsou bakterie taktéZ obsazené v dile, ale spiSe v mensim za-

stoupeni.

V Ceskych vyrobcich, typu Polican a Herkules, jsou nejcastéjsimi zastupci L. sakel a
L.curvatus. (Kamenik, 2010)

Prestoze je ptitomnost BMK ve vyrobé uzenin vesmés zadouci, mize dojit i ke kontaminaci
heterofermentativnimi bakteriemi druhu L. viridescens, coz zpisobuje nepiiznivé zelenani
pratu a hotovych vyrobkii. Protoze tyto bakterie neobsahuji enzym katalazu, tvoii pii fermen-
taci peroxid vodiku ¢i jiny peroxid, ktery reaguje s rizovymi pigmenty masa, a to je pri¢inou

jeho zelenani. (Silhankova, 1983)

Mikrobialni kaZzeni masa

Maso je na zakladé svého chemického slozeni, fyzikalnich vlastnosti a vysokého obsahu vody
idedlni zivnou pidou pro mikroorganismy. Mikrobialni kazeni jatecné opracovaného masa se
uskuteciiuje pievazné od povrchu dovnitt. Viditelnym znakem mikrobiologického kazeni ma-
sa je jeho osliznuti, tvorba barevnych skvrn a neptirozené¢ho pachu, coz se projevuje poctem
bakterii 107 az 10® KTJ.cm™. Se stoupajici teplotou, coz byva spojené s poklesem hodnoty
aktivity vody na povrchu masa, se vzristajici mirou se uplatiuji gramnegativni bakterie. Cas-
to jsou to Enterobacteriaceae a grampozitivni bakterie rodu Micrococcus, Staphylococcus a
Bacillus. (Gorner,Valik, 2004)

Vyzkumnici Masarykovy Univerzity spolu s Ustavem hygieny a technologie masa Veterinarni
a farmaceutické Univerzity v Brn¢ detekovali bakterie mlééného kvaseni, ve vzorcich hovézi-
ho a vepfového masa, baleného v ochranné atmosfétre. Na konci laboratornich testl zjistili, ze
jako jedna z pticin kazeni baleného masa byla bakterie mlééného kvaseni rodu Leuconostoc a
Lactobacillus. Nartst BMK doséhl maxima 10° KTJ.cm™ v rozmezi 21-28 dni skladovani.

Po uplynuti této doby bylo maso nepozivatelné. (vetweb.cz ).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

2.2 Bakterie mlé¢ného kvaSeni v mase ryb a vodnich Zivo€ichii

Kazeni rybiho masa, vyvolané bakteriemi rodu Bacillus a Micrococcus se projevuje daleko
diive nez u jinych druhti masa. Je to zptisobené odbouravanim vodorozpustnych dusikatych
sloucenin rybiho masa, pficemz vznikaji intenzivni zapachajici latky, jako naptiklad amoniak,

sirovodik, metylmerkaptan, dimetrsulfid a jiné. (Gorner, Valik, 2004)

Musle, mekkysi, ustiice obsahuji taktéz vysoky pocet nizkomolekularnich dusikatych slouce-
nin, které jsou mikroorganismy lehko vyuzitelné, a kromé toho 3 az 6% glykogenu. Jejich
kazeni je zpGisobeno gramnegativnimi bakteriemi, mikrokoky a druhy rodu Bacillus. Pro vy-
soky obsah fermentovatelného sacharidu se kazeni zucastnuji i enterokoky a druhy rodu Lac-

tobacillus. (Gorner, Valik, 2004)

2.3 Bakterie mlé¢ného kvasSeni ve fermentované zeleniné

Fermentace mlécn¢ kvasené zeleniny je vice stupniovy proces, kterého se postupné ucastni
ruzné druhy mikroorganismi, zejména vSak bakterie mlééného kvaseni. K dodrzeni a sprav-
nosti fermentace je tfeba dodrzovat a zabezpeéit optimalni vnéjsi a vnitini podminky, a to

zejména koncentrace soli, vhodnou teplotu, vlhkost. (Bartos, Kopec, 1989)

Rozvoj jednotlivych mikrobt se da rozdelit do ¢tyt jednotlivych fazi kvaSeni, kde se prolinaji
rizné druhy mlécnych bakterii. Ty se dostavaji do kvasné kad¢ spolu se surovinou. Napftiklad
vndji listy zeli obsahuji 2.10° KTJ.cm™. Vnitini listy, které jsou mistem piirozeného vyskytu
bakterii rodu Lactobacillus, kolem 4.10° KTJ.cm™ . (Bartos, Kopec, 1989)

V prvni fazi kvaseni, ktera trva piiblizné 3 dny, se uvolfuje buné¢na st'ava narusenim rostlin-
nych pletiv. V hmoté je pfitomny kyslik, proto se mnoZi zejména aerobni mikroflora, ktera
vytvaii kyseliny a plyny. Mluvime o bakteriich rodu Pseudomonas, Enterobacter, Klebsiel-
la. Béhem této faze se tvoii aromatické a chutové latky, organické kyseliny a jejich estery,
produkty metabolismu bilkovin. Zaroven je v této fazi spotfebovavan kyslik. (Bartos, Kopec,

1989, Machala, 2008).

Druha faze ma trvani taktéZ 3 dny a pfichazi na fadu heterofermentativni mlécné bakterie,
jako jsou naptiklad Leuconostoc mesenteroides ¢i Lactobacillus brevis. Krom dalsiho po-

klesu pH je patrné i uvoliiovani CO,. (Gorner, Valik, 2004).

Béhem tieti faze jsou selektivné podporovany homofermentativni mlécné bakterie, kdy ne-

vznikaji plyny, ale vyluéné kyselina mlécna. Ta je pak rozhodujici, co se tyka trvanlivosti
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daného produktu. V této fazi je dominantni mlééna bakterie Lactobacillus plantarum. (Bar-

tos$, Kopec, 1989)

Zavéeretnd, Ctvrta faze, je fazi dokvaseni. T¢é se Uicastni pouze nejodolnéjsi druhy mlécénych
bakterii, naptiklad Lactobacillus brevis. Hodnota pH se pohybuje v rozmezi 2 az 2,5 a zasta-

vuje veSkeré dalsi procesy. (Bartos, Kopec, 1989)

2.4 Bakterie mlééného kvaseni ve viné

Technologie vyroby vina je jedno z nejstarSich odvétvi biotechnologie jako takové. Piesto, Ze
vyroba vina je velmi naro¢na a vysoce odborna zalezitost, 1ze ji zjednoduSené shrnout jako
biotransformaci mostu na vino. Tato biotransformace je vykonana predevsim prostiednictvim
kvasinek béhem primarniho neboli alkoholového kvaseni. Nezastupitelnou roli pii vyrobé
vina hraji i bakterie mlé€ného kvaseni, které jsou zodpovédné za sekundarni neboli jable¢no-

mlééné kvaseni. (chempoint.cz)

BMK, izolované z hroznového mostu jsou tyto Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc,
Oenococcus. V prvnich dnech kvageni se podet BMK zvysuje na 10* KTJ.cm™, poté se snizu-
je k 10°KTJ.cm™. (Loundvauld, 1994)

Jableéno mlééné kvaSeni ve viné

Jable¢no-mlécné kvaseni mize ve viné probihat na zakladé metabolické aktivity mléénych
bakterii, vyskytujicich se spontanné na hroznech ve vinici nebo ve vinaiském provozu. V du-
sledku jejich ¢innosti dochéazi k preméné kyseliny L-jablecné na kyselinu L-mlé¢nou a tim
k celkovému snizeni kyselosti vina. (Pavlousek, 2006) Dekarboxylace kyseliny jablecné na
kyselinu mléc¢nou je katalyzovana malolaktickym enzymem.. Malolakticky enzym byl prvné
zjistén u Lactobacillus plantarum, dale byl ziskan i z mnoha jinych bakterii mlééného kvase-
ni. (Lounvauld, 1999)

Jable¢no-mlééné kvaseni nastane, kdyz potet BMK dosahne 10° KTJ.cm™.Zah4jeni tohoto
kvaseni zavisi na teploté, pH, obsahu etanolu. (Loundvauld). Zna¢ny vliv na tuto fermentaci
mé oxid sifi¢ity. Malé mnoZstvi volného SO, (pod 30 mg.I"") aktivitu nezpomaluje. Vysoka
koncentrace SO, (nad 30 mg.I"") pii soudasné vyssi acidité (okolo pH 3,0) &innost bakterii
siln¢ inhibuje. Optimalni teplota pro fermentacni ¢innost bakterii jable¢no-mlééného kvaseni
je 20°C. Pii teploté nad 25°C se jejich kvalita zpomaluje a pii teploté nad 34°C se zastavuje.
(Svejcar,Minarik, 1991)
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Pfi dokvaseni dochazi k intenzivnimu odbouravani kyseliny jable¢né. Je velmi cenné zejména
v roénicich s vysokym obsahem kyselin. (Pelikan, Dudas, 1996). V Ceské republice &innost
jable¢no-mlééného kvaseni brzdime jen u vin s nizkym obsahem kyselin, jako je Miiller
Thurgau a u odrudovych vin, které zvySeny obsah vznikajici kyseliny mlééné senzoricky po-
Skozuje jako je Tramin a Ryzlink rynsky. U jinych je naopak velmi prospésné a projevuje se
snizenim celkové kyselosti, t0 je snizenim koncentrace vodikovych iontd, harmonii poméru

kyselin a alkoholu, zvysenim stability vina po druhém stoceni. (Pelikan, Dudas, 1996).

Jable¢no-mlécné kvasSeni uskutecniuje celd fada bakterii, pfi jejich systematickém zatfazovani
se prihlizi k optimalnim rustovym teplotam (viz. Tab. 2) a rozdilnému zptsobu kvaseni.(

Svejcar, Minarik,1991)

ROD [orRURY

Lactobacillus 1. HOMOFERMENTATIVNI GRAMPOZITIVNI TYCINKY
A. teplotni optimum 37 aZ 60°C
L. delbruckii

L. caucasicus

L. lactis

L. helveticus

L. acidophilus

L. bifidus

L. bulgaricus

L. thermophilus

B. Teplotni optimum 28 az 32°C
L. casei

L. leichmannii

L. plantarum

2. HETEROFERMENTATIVNI GRAMPOZITIVNI TYCINKY
L. pastorianus

L. bruchneri

L. brevis

L. fermenti

L. trichodes

L. hilgardii

Leuconostoc HETEROFERMENTATIVNI GRAMPOZITIVNi KOKY
L. mesenteroides

L. dextranicum

L. citrovorum

L. oenos

Pediococcus HOMOFERMENTATIVNI GRAMPOZITIVNI KOKY
P. cerevisiae
P. acidi lactici

Streptococcus HOMOFERMENTATIVNi GRAMPOZITIVNI KOKY

( ve vinech je jejich vyskyt nejisty )

Tab.2.: Rozdéleni bakterii podilejicich se na jable¢no-

mlééném kvaseni (Svej car, Minarik, 1991)
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Biologické odbouravani kyselin, jak se v praxi jable¢no-mlécnému kvaseni fika, probiha pie-
vazné po hlavnim alkoholickém kvaseni a pfi dokvaseni, protoze jablecno-mlééné bakterie
potiebuji vétsi mnozstvi dusikatych latek, které berou v prvé fadé z mrtvych autolyzovanych
kvasinek. Vina, u kterych probéhlo biologické odbouravani kyseliny L-jablecné jsou plnéjsi
nez vina uméle — chemicky — odkyselena uhli¢itanem vapenatym. Pii biologickém odbourani
kyseliny L-jable¢né se extrakt vina nesnizuje, ale chut’ vina se stava harmoniétéjsi, zjemnéna

pFitomnosti kyseliny mlééné. (Svejcar, Minarik, 1991).

Pokud se vSak nepouziji startovaci kultury a pro biologické odbouravani nebyly vytvoieny
idealni podminky (teplota cca 25°C, lehky stupen zakaleni, pH mezi 3,2 a 3,6; dobré zasobeni
zivinami) mohou se objevit problémy a s tim spojend ztrata barvy. Priitbéh odbouravani by se
mél pravideln¢ kontrolovat naptiklad méfenim obsahu kyseliny jablecné pomoci papirové
chromatografie nebo chromatografie na tenké vrstvé. Zhruba 1 tyden po uplném odbourani
kyseliny by se mélo vino piefiltrovat a stabilizovat. Jinak by dal probihaly nekontrolovatelné

biologické procesy, které mohou vést ke znatelnému snizeni kvality. (Eder, et.al, 2006)

2.4.1 Vliv jable¢no-mlé¢ného kvaSeni na organoleptické vlastnosti vina

Béhem jable¢no-mlééného kvaseni produkuji BMK mnoho, prozatim malo identifikovatel-
nych latek, které ovliviiuji aroma vina. (Obr.12) Jeden z nejvyznamnéjSich je maselny ton.

Ten je ptimo spojen se zvySenou koncentraci diacetylu. (Lonvauld, 1999).

Diacetyl je vytvaren spiSe homofermentativnimi bakteriemi kyseliny mlé¢né, mimo jiné také
bakterii rodu Pediococcus damnosus a v mensim mnozstvi bakterii rodu Oenococcus oeni.
Diacetyl je sloucenina s intenzivni vini a chuti, kterd je senzoricky Uc¢inna uz ve ziedéni 1 :
1 000 000. V mensi koncentraci ( 1mg.I™ v bilém ving, 5mg.I” v &erveném ving ) dodava dia-
cetyl vinu maselny ton, ale vyssi koncentrace je vSak tfeba oznacit za vadu. Diacetylu se pfi-
pisuje také ton po kyseliné mlécné nebo ton charakterizujici odbouravani. Ve zkazenych vi-
nech se tato vada vyskytuje nasledkem silné kontaminace pediokoky nebo lactobacily tvotici

sliz. K maselnému tonu piistupuje také vlackovaténi a olejnaténi vina. (Eder, et al., 2006).
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Obr. 12.: Souhrn bakterialnich pochodt snizujici aroma a chut’ vina. ( Bartowsky, 2008)

Také acetoin ma vliv na zménu aroma. Smési obsahujici diacetyl, acetoin a 2,3 — butanol jsou
vysledkem metabolismu kyseliny citronové. Vsechny heterofermentativni koky ( Leuconos-
toc, Oenococcus ) a fakultativné heterofermentativni lactobacily (Lb. casei, Lb. plantarum)
ve vin¢ rozkladaji kyselinu citronovou. Béhem jable¢no-mlécného kvaseni O. oeni, ktery je
dominantni, metabolizuje kyselinu citronovou pomaleji nez odbouravani kyseliny jablecné.
Pocatetni koncentrace je asi 250-300 mg.I", koneéna 0-100 mg.I" . Dokud neni kyselina

citronova dokonale pfeménéna, metabolismus funguje nadale. (Lonvaud, 1999).
Vady vina zptisobené BMK

Zvrhnuti vina

Nékteré rody, respektive druhy mlécnych bakterii mohou ptisobit na kvalitu vina siln€¢ nega-
tivné, naptiklad Lactobacillus plantarum, které jsou schopné rozkladat v ¢ervenych vinech
kyselinu vinnou, vinny kamen a glycerol na kyselinu octovou, kyselinu mlé¢nou a CO,. Ten-

to nezadouci jev se nazyva zvrhnuti vina. (Svejcar, Minarik, 1991)
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Znakem zvrhnuti vina je zména barvy, a t0 z cervené na hnédou. Ztraté¢ barvy odpovida
mnozstvi kalu, ktery je usazeny na dn¢ nadoby. Uvoliluje se také oxid uhli¢ity. Ochrana pred
zvrhnutim je oddé€lovat nahnilé bobule hroznt i v siln€j$im zasiteni ¢ervenych rmutt pii kva-
Seni. Slabé napadené vino Ize silné zasifit a zfedit vinem zdravym. Siln¢ poskozené lze vyuzit

pro vyrobu vinného octa a dalSich produktii. (Patek, 1998)

MpySina

Mysina je nemoc vina, ktera se velmi ¢asto zaménuje za nemoc zvana sirka. Konzument po-
zna mysinu podle zapachu. Pfirozené aroma vina je naruSena zapachem mysi moci. Intenziv-
n¢ji ptsobi mysina jako dochut’ na jazyku a na patie. MySina se objevuje i U mladych vin se
zbytkovym cukrem. Pivodci mysiny jsou bakterie, a to zejména Lactobacillus brevis, Lac-

tobacillus celobiosus (Eder, et al., 2006) Oenococcus a druh Leuconostoc mesenteroides
(Pavlousek, 2006)

Akroleinova prichut’ a hoikost

Pric¢inou této vady je pfitomnost polymerizovanych sloucenin, které se skladaji z akroleinu a
fenolu. ZvySena tvorba akroleinu se pfipisuje bakterialnimu odbouravani glycerinu zptsobe-
ného bakteriemi mlééného kvaseni, zejména rodi Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus
brevis .(Eder, et al., 2006)

Mlécné a manitové kvaseni

Mlécné a manitové kvaSeni je zpiisobeno mléénymi bakteriemi homofermentativni preménou
hroznového cukru na kyselinu mlé¢nou, soucasné vznikajici diacetyl dava vinu typickou vini

po kysaném zeli nebo okurkach. Heterofermentativni mlé¢né bakterie mohou z fruktozy tvorit

chut'ové nepfijemny manitou ve spojeni s pachuti octovou a mléénou. (Pelikan, Dudas, 1996).

2.5 Bakterie mlé¢éného kvaseni v pivu

Kvalita a trvanlivost piva je zavisld na mikrobiologické Cistote a Cistoté prepravnich nadob.
Technologicky nevhodné mikroorganismy se v pivu vyskytuji ziidka, avSak navzdory tomu
existuje nékolik mikroorganismu, kterym se dafi v pivu zustat. (Dientsbier, et al., 2010) To

jsou zejména grampozitivni a gramnegativni bakterie a kvasinky. (Sakamoto, 2003)
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Mikrobiologicka kontaminace miize nastat v jakékoli fazi vyroby piva. Nezadouci mikroor-

ganismy miizeme rozdé€lit na

- Latentni zarodky - vyskytuji se v pivu zfidka. Patii sem rody Bacillus, Enterobacteri-

aceae, Micrococcus. Nékteré jejich produkty jsou toxické.

- Potencialné skodici mikroflora - k pomnoZeni dochazi pouze za ur€itych podminek.
Jedna se o pritomnost kysliku, zvysené pH (nad 4,7). V této skupiné jsou napiiklad

Lactobacillus lactis, Micrococcus Kristinae.

- Skodici mikroflora — mnoZi se za vzniku sedliny a zékalu. Dochazi ke zmén& organo-
leptickych vlastnosti, coz ma za nasledek napiiklad diacetyl. (BACK, 1991). Do této
skupiny patii Lactobacillus brevis, ktera se podili na vice nez 50% ptipadi kazeni pi-
va. Zpusobuje zakaleni piva v disledku pomnozeni bun¢k. Tyto bakterie negativné
ovliviuji organoleptické vlastnosti piva. Pediococcus damnosus, ktera se nachazi v
mladiné a pivovarskych kvasnicich. Fermentuje maltosu za tvorby Kkyselin.
Z pyruvatu tvoii acetoin, ktery se oxidaci s vzdusnym kyslikem méni na diacetyl, kte-
1y vznika v kazicim pivé. (Silhankova 1983; Gorner, Valik, 2004) Tvoii tetradové
shluky jako naptiklad rod Sarcina. Vznikla vada se nazyva sarcinova nemoc, ktera

ma za nasledek maslovou viini a nakyslou ptichut’, zdkal. (Zizka, Korbelova, 1992)

2.6 Bakterie mlééného kvaseni v kvasu

Bakterie mlééného kvaseni obsazené v Zitném kvasu jsou homofermentativni ( L. plantarum,
L. casei, L.delbruecki ) a heterofermentativni ( L.brevis,L.fermentum )(Gorner) Homofer-
mentativni tvori vyluéné kyselinu mlé¢nou, ktera spolu s dal$imi organickymi latkami, alko-
holy, kypfticimi plyny a t€kavymi latkami tvoii chlebové aroma. Kyselina mlé¢na chrani kvas
pred nezadouci infekei, jako jsou naptiklad hnilobné bakterie, zrychluje proces bobtnani bil-
kovin, vyvolava jejich ¢aste¢nou peptizaci. Heterofermentativni bakterie tvoii kromé kyseliny
mlééné 1 jiné latky, zejména kyselinu octovou, aldehydy a ketony. Tyto vedlejsi produkty
mohou zpusobit vady chleba, proto je spiSe zadouci pfitomnost homofermentativnich bakterii.
(Hrabg, et al., 2005). Aktivita homofermentativnich bakterii spolu s kvasinkami musi byt
v mouce natolik velkd, aby vzdjemné prerostly nezaddouci a indiferentni mikroorganismy.

(Gorner, Valik, 2004)
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Pocetnost mikrobialni populace je zavisla na technologickém postupu vedeni tésta. Vyznamny
vliv mé kvalita mouky a jeji vymleti, teplota a tuhost tésta. Jisté rozdily v poctu MO mohou

byt i v odlisné metod¢ stanoveni (tab.3). (Gorner, Valik, 2004)

Primémy podet KT).g" x 10°
Stupen spontanniho
kvasu a tésta Kultivacni stanoveni Mikroskopické stanoveni
R 58 Pomér kvasinek a
CERomy pocet bakterii kvasinky bakterie

mezistupen 6,82 60 :40 18,4 1050
1. Stupen 4,26 60 : 40 17,5 1121
1. Stupen 1,64 40 : 60 304 1694
111, Stupen 10,3 70 : 30 20,9 800
tésto 5,01 80 :20 15,6 697

Tab. 3.: Podil kvasinek a bakterii v mikrofloie kvasu. (Gorner, Valik, 2004 )

2.7 Bakterie mlé¢ného kvaseni v nealkoholickych napojich

Nealkoholické napoje jsou obcerstvujici napoje piipravené z vody nebo stolové mineralni
vody s prisadou chut'ovych latek. Tzv. limonady se vyznacuji nizkou hodnotou pH, nizkym
obsahem zivin, nizkym parcidlnim tlakem kysliku a vysokym obsahem oxidu uhli¢itého.
Vzhledem k témto vlastnostem nejsou limonady vhodné pro mikrobialni zivot. Na jejich zkaze
se podili zejména urcité druhy kvasinek, ale také bakterie mlécného kvaseni, naptiklad Lac-
tobacillus ssp, Leuconostoc ssp.). Zdrojem kontaminace mohou byt zakladni suroviny. (Gor-
ner, Valik, 2004)
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3 ZADOUCI UCINKY BAKTERII MLECNEHO KVASENI

Bakterie mlééného kvaseni jsou skupinou mikroorganismi, které jsou vyznamné jak pro
technologické zpracovani nékterych druhti potravin, tak pro lidsky organismus jako takovy.

Zadouci Gcinky jsou nasledujici:

Antimikrobni ptasobeni

Tento, prvni, antagonicky efekt je zaloZzeny na soutézeni o zivotni prostor a ziviny s ostatnimi
mikroorganismy. Naptiklad v masnych produktech jsou vytvofeny bakteriemi mlééného kva-
Seni idedlni podminky, tudiz maji idealni prostfedi k optimalnimu rtstu, ¢imz se mohou 1épe

prosadit vii¢i svym konkurentlim, pomaleji vyvijecim se mikroorganismim.

Druhy zptisob mize byt vylucovani do vngjsiho prostredi latek, které maji antibakterialni
ucinky. Témito latkami mohou byt rtizné organické kyseliny, peroxid vodiku a podobné.

(Kamenik, 2010)

Ttetim, neméné dalezitym ucinkem je produkce tak zvanych bakteriocinti. Tyto latky ptisobi
na patogenni mikroby a preménuji stfevni mikrofloru. Zmeéna stievni mikroflory mize vést
k redukci zanétu nebo ke snizeni rakoviny tlustého stfeva. Hlavni tiidy bakteriocint, které
bakterie mlécného kvaseni produkuji, jsou antibiotika, nizkomolekularni tepelné stabilni pep-
tidy, vysokomolekuldrni tepelné nestabilni proteiny a proteiny, jejichz aktivita vyzaduje pfi-
tomnost sacharidovych a lipidovych zbytkt. Bakteriocin produkovany bakteriemi mlééného
kvaseni, zejména rodu Lactococcus lactis, je nisin. Nisin A ma vyznam v 1é¢bé zaludecnich
viedt, jelikoz v Zaludku inhibuje rist a mnozeni patogenni bakterie Helicobacter piroly.
(lyer, 2009).

Tvorba chut’ovych latek

Bakterie mlé¢ného kvaseni obsahuji proteolytické enzymy, které jsou schopny rozkladat bil-
koviny na peptidy a aminokyseliny (Ljung, Wadstrom, 2009). Pomoci deaminace, transami-
nace, dekarboxylace nebo Stépenim postrannich fetézcti aminokyselin jsou schopny konverto-
vat uvolnéné aminokyseliny. BMK transaminuji aminokyseliny, ¢imz vznikaji aromatické

latky (Obr. 13). (Kamenik, 2010)
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Obr. 13.: Tvorba chutovych a aromatickych latek ( Kamenik, 2010)

Peptidy, aminokyseliny, karbonylové slouceniny, tékavé latky, uvolnéné pii lipolyze nebo
proteolyze, zpisobuji tvorbu aroma i textury. (Casaburi, et al..,2008) Po lipolyze nasleduji
degradacni procesy mastnych kyselin na alkeny, alkany, alkoholy, aldehydy a ketony. Mastné
kyseliny s dlouhym a stfednim fetézcem jsou prekurzory aromatickych latek. (Kamenik,
2010)

Terapeutické ucinky

Bakterie mlécného kvaseni puisobi na stievni mikrofloru a tim ptiznivé ovliviiuji gastrointesti-
nalni trakt, coz se projevuje chuti k jidlu, pohyblivosti stiev, stimulaci imunitniho systému,

dobrou funkci jater a ostatnich organi. (Maxa, Rada, 1996)

Mimo to bakterie mlécného kvaseni produkuji hydroxymetylglutarat, ktery pravdépodobné
inhibuje hydroxylmetylglutaryl-koenzym A reduktazu, coz enzym ucastnici se syntézy cho-
lesterolu. Metabolity vznikajici z kyseliny orotové béhem mlécného kvaseni maji hypocho-

lesterolémicky efekt, snizuji sérovy cholesterol. (Max, Rada, 1996)
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4 BAKTERIE MLECNEHO KVASENI A BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy (BA) jsou nizkomolekularni dusikaté organické latky. Tyto latky produkuji

rostliny, zvitata a rizné druhy mikroorganismi vcetné bakterii mlé¢ného kvaseni.

4.1 Vmik biogennich aminii

Biogenni aminy jsou skupinou alifatickych, aromatickych nebo heterocyklickych bazi odvo-
zenych od aminokyselin, které vykazuji rizné biologické ucinky. V nizkych koncentracich
Jsou ptirozenou slozkou potravy. Vznikaji z aminokyselin (Obr.14), ptisobenim dekarboxylaz
(obsahujicich jako kofaktor pyridoxalfosfat) nebo z aminokyselin a karbonylovych slouceni

pasobenim transaminaz. (Velisek, 2002)

TYRAMIN
HISTAMIN PHENYLETHYLAMIN
Tyrosin
SPERMIDIN
Histidin Phenylalanin \
SPERMIN
Pfeména /
aminokyselin na Ornithin —= PUTRESCIN
biogenni aminy
SEROTONIN T

Tryptophan Arginin  —>= AGMATIN

Lysin

TRYPTAMIN

CADAVERIN

Obr. 14 Aminokyseliny jako prekurzory biogennich amint
(Ancin, et al., 2008 )

Biogenni aminy produkované bakteriemi mlé¢ného kvaseni

Bakterie mlé¢ného kvaseni jsou schopny dekarboxylace jedné ¢i vice aminokyselin. (Tab. 4)
Jedna se zejména o bakterie rodu Pediococcus, Lactobacillus, Streptococcus a Enterobacte-

riaceae (Svoboda, et al., 2007).
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Potravina Mikroorganismy Produkované aminy
ryby Morganella morganii, Klebsiella pneumonia, Hafnia alvei, histamin, tyramin,
Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Clostridium perfringens, kadaverin, putrescin,
Enterobacter aerogenes, Bacillus sp., Staphylococcus xylosus ~ agmatin, spermin, spermidin
syry Lactobacillus buchneri, L. bulgaricus, L. plantarum, L. casei,  histamin, kadaverin,

maso a masné

L. acidophilus, L. arabinosae, Streptococcus faecium, S. mitis,
Bacillus macerans, Propionibacterium sp.
Pediococcus sp., Lactobacillus sp., Pseudomonas sp.,

putrescin, tyramin, tryptamin

histamin, kadaverin,

vyrobky Streptococcus sp., Micrococcus sp., putrescin, tyramin,
Celed Enterobacteriaceae fenylethylamin, tryptamin
fermentovana Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides, histamin, kadaverin,
z¢lenina Pediococcus sp. putrescin, tyramin,
fenylethylamin, tryptamin
fermentované Rhizopus oligosporus, Trichosporon beigllii, histamin, kadaverin,
produkty ze s6ji Lactobacillus plantarum putrescin, tyramin, tryptamin

Tab.4.: Vyznamné mikroorganismy produkujici BA. (Velisek, 2002 )

4.2 Biogenni aminy a i¢inky na organismus

Tyramin, histamin a v mensim mnozstvi i fenylethylamin jsou hlavni biogenni aminy spojené
s vaznymi akutnimi dopady na lidsky organismus (tab. 5) Mechanismus ta¢inku téchto latek je
vazoaktivni (ziZeni cév u tyraminu a fenyethylaminu, nebo rozsifeni cév u histaminu) a psy-
choaktivni. Diaminy putrescin a kadaverin nejsou samy o sob¢ toxické, ale mohou zvysit ab-
sorpci vazoaktivnich amind v disledku saturace stfevnich bariér. Za normalnich okolnosti

nepiedstavuji biogenni aminy v potravinach pro zdravé osoby zdravotni problém.(Kamenik,

2010).

Symptomy konzumace vysokych davek biogennich aminl jsou pocity na zvraceni, dychaci
potize, poceni, buSeni srdce, hypertenze (histamin), migréna (tyramin, fenylethylamin). (Veli-

sek, 2002)

Biogenni aminy v potravinach jsou prekurzory nitroso-slou€enin s potencidlnim karcinogen-
nim ucinkem. Tyto slouceniny vykazaly karcinogenni u€inky v testech na laboratornich zvitra-

tech a pravdépodobn¢ indukuji rakovinu také u ¢lovéka (Kamenik, 2010).

Monoaminooxiddza a diaminooxid4za jsou hlavnimi enzymy lidského organismu, které bio-
genni aminy odbouravaji. Toxicky Gcinek je ovlivnén prave aktivitou téchto enzymu, které
mize byt u jednotlivych jedincl ovlivnéna, a to napiiklad pfitomnosti inhibitori (1é€iva) nebo

potenciatoru. (Velisek, 2002)
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Puvodni

Biogenni amin v .
aminokyselina

a transformace aminu

Dal3i produkty aminokyselin Biologicky vyznam

histamin histidin

kadaverin lysin

putrescin arginin via N-methylputrescin,
ornithin spermidin, spermin
nebo citrullin

agmatin arginin putrescin,

N-methylputrescin,
spermidin, spermin
tyramin, dopamin,
adrenalin, noradrenalin

fenylethylamin fenylalanin

tyramin tyrosin dopamin, adrenalin,
noradrenalin, synefrin,
hordenin

dopamin DOPA noradrenalin, adrenalin

tryptamin tryptofan serotonin, melatonin

lokalni tkafiovy hormon, vliv na krevni tlak,
sekreci zalude&ni 3t'dvy, i&ast pfi anafylaktickém
Soku a alergickych reakcich

stabilizace makromolekul (nukleové kyseliny),
subcelularnich struktur (ribosomy), stimulace
diferenciace bungk, rostlinny hormon
stabilizace makromolekul (nukleové kyseliny),
subceluldrnich struktur (ribosomy), stimulace
diferenciace bung&k, rostlinny hormon
stabilizace makromolekul (nukleové kyseliny),
subcelularnich struktur (ribosomy), stimulace
diferenciace bungk, rostlinny hormon
prekurzor tyraminu

prekurzor dopaminu, lokalni tkafiovy hormon,
vliv na krevni tlak a kontrakce hladkého
svalstva

mediatory sympatickych nervi

lokalni tkanové a rostlinné hormony

(katecholaminy), vliv na krevni tlak, peristaltiku
stiev, psychické funkce

Tab.5.: Biogenni aminy, jejich prekurzory, produkty transformace a biologicky
vyznam. (Velisek, 2002)

Scromboid syndrom

Je souhrn piiznakd, ktery je vyvolan ptisobenim biogennich aminti, hlavné histaminu, obsaze-
nych v potravé. Nejcastéji kontaminovanymi potravinami jsou ryby z ¢eledi Scombridae a
Scomberesocidae, predevsim tunak, makrela a treska. Hladina histaminu v ryb¢, schopna vy-
volat tento syndrom, ptesahuje 20mg na 100g rybiho masa. DalSimi potravinami jsou lilek,
Spenat, banany a Cervend fepa. Scromboid syndrom se vyznacuje prijmem, zvracenim, tachy-

kardii, palpitaci, hypotenzi az Sokem, doprovazena alergickou reakci. (Bélohlavkova)

4.3 Biogenni aminy v potravinach

Biogenni aminy se vyskytuji téméf ve vSech potravinach. Prehled nejzndmé;jsich je uveden na
obrazku ¢. 15. Nejvétsi zastoupeni maji ve fermentovanych potravinach, kde vznikaji ptisobe-
nim mikroorganismu. Velka koncentrace biogennich aminti se vyskytuje béhem kazeni potra-
vy. Jsou obsazeny v potravinach bohatych na proteiny. Pivo a vino, prestoze neni bohaté na
proteiny, obsahuje vysoké mnozstvi volnych aminokyselin, které jsou dekarboxylovany rezi-

duélni mikroflérou.
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Spolu s peptidy ovliviuji organoleptické vlastnosti potravy, coz znamena, Ze mohou ovlivnit

aroma a nasledné kvalitu potravy. Pii kontaktu s dutinou Ustni se aroma uvolni. Vniméni

ethylaminu, dimethylaminu a metylaminu vznika pti koncentraci 2 mg.I™. Vysoky obsah bio-

gennich amind se projevuje nepiijemnym aroma ¢i chuti. (Ancin,2008)

?\; §CH,CH NH, : S
H H
Histamine Tryptamine
CH.CHNH, CH.CHNH,
OH
Tyramine 2-Phenylethylamine
HN \/\/\H? HN oS~ UAH,
Putrescine Cadavenine

CH,CHNH,

H
HN \/N\/\/\NH H;“/\/\/\/\/NHZ'
NH ‘ b

Spermidine
Agmatine

H
H?N/\/\N/W NH’
H
Spermine

Obr. 15.: Ptehled nékterych biogennich amini (Onal, 2007)

43.1 Veviné

Hlavnimi biogennimi aminy ve ving jsou histamin, tyramin, putrescin, kadaverin, metylamin,

ethylamin, isoamylamin a fenylethylamin. (Garai, Pramateftaki, 2007) N¢které aminy, jako

tieba putrescin jsou pfitomny uz pfimo na hroznech. Jestlize je v ptid¢ nizky obsah drasliku,

miuiZe to vyvolat vysoky obsah putrescinu v rostlinach. (Landete, 2005).
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Vysoka koncentrace histaminu ve ving je zptsobena piedevsim pritomnosti histidindekarbo-
xylazy nékterych bakterii mlééného kvaseni. (Landete, 2005) V souvislosti s kazenim vina a
vysokou hladinou histidinu je spojovan Pediococcus. (Morreno-Aribas, 2003, Landete,
2005). Bylo také zjisténo, ze nékteré kmeny rodu Oenococcus oeni jsou zodpovédné za hro-
madéni histidinu ve vingé. Dale také mohou byt kmeny Lactobacillus buchneri, Lactobacillus

hilgardii, Pediococcus parvulus (Landete , 2005).

K obsahu biogennich amini ve vin€ se nedd prohlasit nic obecného, ale hodnoty vykazuji
znaéné rozpéti: histamin (0,1-12 mg.I" bilé ; 0,1-28mg.I" Gervené), tyramin ( 0,1-6,5mg.I™
bilé ; 0,1-8mg.I™" &ervené ), putrescin (0,1-4,8mg.I™" bilé ; 0,9-35mg.I™" Eervené ), kadaverin
(cca 29mg.I™ bilé ; cca 21,8mg.I™ Gervend), izopentylamin (0,2-20mg.I™ bilé ; 0,1-4,6mg.I™
ervené), fenylathylamin (cca 13mg.I™ bilé ; cca 14mg.l™ &ervené), etylamin (0,1-20mg.I™
bilé ; 0,9-2,0mg.I™ Eervené). (Eder, 2006)

Ukazalo se, ze zvlast¢ vina znahnilého sklizeného materidlu vykazuji vysoké koncentrace
biogennich aminil. Stoupajici gradaci mostl, stoupé i1 koncentrace biogennich aminti. Pouze
ledova vina vykazuji nizky obsah aminii, coz se da vysvétlit technologickym postupem (kon-
centrace nasledkem mrazu). Je evidentni, Ze se zvySujicim se stupném botrytidové infekce se
obsah fenylethylaminu a izopentylaminu silné¢ zvySuje, zatimco se naproti tomu obsah hista-

minu, tyraminu, putrescinu a kadaverinu prakticky neméni. (Eder, et al., 2006)

Tvorba biogennich aminit béhem piipravy vina

Bylo zjisténo, Zze obecné maji cervend vina vyssi obsah biogennich amind nez vina bila, Ze
zejména putrescin a histamin je vyss$i. Na koncentraci biogennich aminii ma vliv napiiklad
dlouha doba macerace a také nékteré technologické operace, naptiklad pouzitim bentonitu ve
velkém mnozstvi snizuje obsah histaminu az o polovinu, ale to nepfizniv€ ovliviluje barvu
cerveného vina. (Ancin, et.al., 2008). Tento efekt zavisi jednak na aplikované koncentraci a
jednak koncentraci histaminu ve vin€. U vysSich koncentraci histaminu a aplikovaném mnoz-
stvi 400 g.hl™ bentonitu je mozné sniZeni aZ o 70 %, zatimco se naproti tomu u nizich hodnot
histaminu a 100 g.hl™ bentonitu nezjistil tém&f 7adny ucinek. Benzonit je také vhodny
k vazani izopentylaminu a kadaverinu a naslednému zna¢nému sniZeni jejich obsahu. Hista-
min se da také odstranit i aktivnim uhlim. Vzhledem k silnému ovlivnéni aroma, se doporucu-

je pouzit bentonit. (Eder, et al,2006).
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Dalsi technika je tepelné oSetfeni mostu pii lisovani. Obsah tékavych latek se pii procesu vina

snizuje.(Ancin, et.al., 2008)

Zvyseni obsahu biogennich aminli zamezime pouzitim zdravych hroznt, ¢istym a kontrolova-
telnym kvasenim hroznti, zamezenim hodnot pH>3,6, biologickym odbouranim ¢istymi star-
tovacimi kulturami, potlaCenim nezadoucich pediokokii a lactobacil, fadnou hygienou

Vv provozu a ve sklepé. (Eder, et al., 2006)

432 Vpivu

Vyskyt biogennich amini v pivu je zavisly na kvalité¢ pfidanych surovin, mikrobialni konta-
minaci a technologii vyroby. Biogenni aminy jsou pfitomny ve sladu a kvasnicich vice nez
v chmelu. Bylo publikovano Ze, v prvnich péti dnech klieni je¢mene byla Groven obsahu
amind vzristajici, kdy dosahla hranice 3 — 5,5 mg.kg ™.den . Na koneény obsah biogennich
amin ma vliv vyrobni proces, podminky jako naptiklad intenzita kli¢eni, druh jecmene a

teplota suSeni. (Kalac¢, Kosat, 2003)

Bakterie vyznamné pro produkei biogennich amini, které byly izolované béhem fermentace,
jsou Pediococcus ssp., zejména Pediococcus damnosus. Taktéz bakterie rodu Lactococcus
jsou spoluticastniky tvorby biogennich amint, a to hlavné Lactobacillus frigidus, brevissimi-
lis, brevis. (Kalac, 2003)

4.3.3 V mase

Hlavnimi zéastupci biogennich aminti v mase jsou zejména tyramin, kadaverin, putrescin a
také histamin. V Cerstvém mase pak spermidin a spermin. (Dolatowski, 2010). Pti skladovani
masa se zvysuje obsah biogennich amint, tudiz je mizeme brat jako ukazatel ¢erstvosti masa.
(Velisek, 2002). Obsah tyraminu, kadaverinu a putrescinu se béhem skladovani zvySuje, ob-
sah spermidinu a sperminu spiSe snizuje. (Shalaby, 2006). V prvnich fazich kazeni masa se

zvySuje obsah putrescinu, nasledné v dalSich fazich obsah kadaverinu. (Roig-Saguez, 2009).

Zajimavy je 1 rozdil v poctu biogennich amini v mase syrovém a vatfeném, ktery mizeme

sledovat v nasledujici tabulce (Tab.6).
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Obsah v mg kg™
Teplota Doba putrescin kadaverin spermidin spermin tyramin

€ dny  syrové vafené syrové vafené syrové vafené syrové vafené syrové vafené

4 0 11 10 23 0 39 56 382 440 8 25

4 13 12 28 0 56 80 784 393 12 18

8 46 42 29 0 54 65 520 407 16 12

12 74 86 32 0 113 189 331 382 12 25

7 0 13 12 23 0 33 54 318 394 5 26

4 17 19 28 1 91 92 563 437 18 20

8 94 107 25 4 157 216 524 360 89 36

12 224 202 45 36 201 266 390 349 201 111

10 0 12 12 28 0 80 50 362 446 4 12

4 69 60 36 2 131 128 517 317 12 27

8 207 205 32 36 278 267 345 321 52 151

12 368 277 29 100 177 274 446 361 333 224

Tab.6.: Vliv skladovani na obsah BA v hovézim mase (Velisek, 2002)

V rybim mase
P11 skladovact teploté 0° C je produkce biogennich aminti témét nulova. Pii vySSich teplotach
je dekarboxylovan zejména histidin a maso makrelovitych ryb miize obsahovat az 3 000
mg.kg™. (Velisek, 2002).
Pravni piedpisy piipoustdji nejvyssi piipustny obsah histaminu 100 mg.kg™ , respektive 200
mg.kg™" u nékterych podvzorkd. (szpi.gov.cz)

K zjisténi Cerstvosti masa se vyuziva vzorce nazvaného ,,index kvality®, ktery se vyjadiuje

nasledovné (Obr.16):

(mg/kg histamin + mg/kg putrescin + mg/kg kadaverin

Index kvality (BA) =
(1+ mg/kg spermin + mg/kg spermidin)

Obr.16.: Index kvality rybiho masa (Gorner, Valik, 2004)
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ZAVER

Cilem této prace bylo zpracovani reSerSe o bakteriich mlééného kvaseni, ktera se zamérovala
na jejich vyskyt v potravinach nemlécného ptivodu. Tato skupina mikroorganismi obsahuje
rody Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus, Lactococcus a Bifidobacterium, ty se podi-

leji na mnoha biologickych procesech v riznych odvétvi vyroby potravin.

V druhé casti prace byl popsan vyskyt mléénych bakterii v jednotlivych potravinach, napfi-
klad vina, piva ¢i nealkoholickych napoji a byl charakterizovan jejich vyznam na vyrobu a

zpracovani jednotlivych skupin potravin.

Dale byly rozebrany ucinky téchto bakterii, kdy za Zadouci se povazuje napiiklad tvorba or-
ganoleptickych vlastnosti, terapeutické a antimikrobni ptisobeni. Posledni kapitola se vénuje
biogennim amintim, jejichz vyznamnym producentem jsou praveé bakterie mlécného kvaseni.
Prestoze jsou tyto latky potfebné pro rast buiiky, jsou soucasti hormond organismu, pii zvy-
Seném piijmu mohou vyvolat nezadouci G¢inky na lidsky organismus (napft. neptijemné boles-

ti hlavy), alimentarni otravy a jsou dokonce spojovany i se zavaznymi onemocnénimi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
BMK Bakterie mlééného kvaseni
BA Biogenni aminy.
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