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ABSTRAKT

Tato pace popisuje ¢&keni kvality kometnich pid pouzivanych pro
mikrobiologicky rozbor potravin. Zabyva se morfologni, cytologickymi a
fyziologickymi charakteristikamiLeuconostoc mesenteroidashspdextranicum

V experimentalni¢asti jsou popsany metody pouzitelné pro klasifikaoto
mikroorganismu ve vyrobni praxi.

ABSTRACT

This thesis describes verification of the commercidture medium quality for
food microbial analysis. This thesis deals with pimlogical, cytological and
physiological properties dfeuconostoc mesenteroidasospdextranicum.

In experimental part of this thesis are describedhaods suitable for classification
of this microorganizm in production use.
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UvoD

V potravindskych ~ vyrobach se e vyskytovat velké  mnoZstvi
mikrobiologickych kontaminait proto byva sotésti veSkerych vyrob také kontrolni
mikrobiologicka laboratf) ktera se zabyva kontrolou kvality vyrahkprodukovanych
firmou. V mikrobiologické laboratd se vyuziva velkého mnozZstvi postu pro tyto je
zapotebi znat akteré zakladni charakteristiky sledovanych mikremigmi. Zakladni
znalosti pro identifikaci mikroorganidm je znalost jejich morfologickych,
cytologickych a fyziologickych znaik

Kazdy zvelkého mnoZstvi potencidlmpiitomnych mikroorganisin méa jiné
pozadavky na kultivni médium, které vyplyvaji zjiz zménych charakteristik
mikroorganismu.

Pro experimentalnicast byla zvolena fakultatién anaerobni, grampozitivni
bakterie Leuconostoc mesenteroideabsp.dextranicum Tento mikroorganismus byl
zvolen na zaklafl konzultace s laboratbfirmy Kofola a.s., ve které byla prové&ta
experimentalnéast.

Jak jiz bylofeceno, znalost morfologickych, cytologickych a fyzgickych znak,
je nezbytna pro spolehlivou praci provozni mikrdbiické laboratte a umo#uje
zvolit vhodnou kultivani techniku a médium, na kterém kultivace probiha.



1  TEORETICKA CAST

1.1 Seznameni s prosedim realizace této bakaléské prace

Prvotni setkani s prastdim firmyﬁ bylo realizovano na zakiawlby
predneta v zimnim semestru 2. ¢niku bakaléského studia. iedmét se jmenoval

odborna praxe. Jak vyplyvad z nazvu, seznamil jsemdi&y tomuto pedmitu,
s vyrobnim progedim této firmy v Krnow. Jednd se o jeden z mnoha vyrobnich
provozi, které nalezi do vyrobni &ifirmy.

V ramci pgrednetu odbornd praxe jsem absolvoval praxi v labdiatktera se
zabyvala provozni kontrolou vyroby v mistavodu. B praci na bakal&ké praci jsem
se seznamil také s mikrobiologickou labotgtove které byla realizovana cela
experimentalnéast bakaléské prace.

1.2 Vyrobni proces firmy-

1.2.1 VSeobecna charakterizace vyrobniho proce

Podle platné legislativy jsou nealkoholické napdparakterizovany, jako napoje
s obsahem alkoholu nizSim, nez 0,5 obj. %, ktené ygrobeny ze stanovenych surovin.
[1]

Na paatku celého vyrobniho procesu stoji suroviny. NE#it€jSi surovinou je
glukosa, kterd je dodavana od dodavatele ve dogtukosového sirupu. DalSi
ingredience jednotlivych vyrolikjsou zavislé na druhu vyrobku. Obécse déafici, ze
vyrobni proces zana v sirupérd, kde dochazi k namichani sirupu podle tajnych
receptur. Sirupy jsou michany v tancich (Obrazekkteré jsou naslednnapojeny na
vyrobni linky, které zajifuji plnéni hotového vyrobku do spebitelskych obai
(Obrazek 2).

Obrézek 1 Siruparnd]



Obréazek 2 Pléni linkou[1]

DalSim krokem ve vyrabje uzavirdni obél a pogiipact lepeni etiket na lahve.
Vyroba kazdého produktu je zakmma tzv. sanitaci. Kdy dochazi k proplachu linky a
jeji sterilizaci. Na obrazku 3 jsou ukazany zaskpmia sanitani roztoky.

- . -

—
f

Obrazek 3 Zasobniky se saditémi roztoky[1]
1.2.2 Suroviny pro vyrobu nealkoholickych napoji

1.2.2.1Voda

Jednd se o nejvyznam)di surovinu pi vyrobé nealkoholickych napéj Pro
potreby vyroby je pouzivAna voda mineralni, nebo vodaodovodni sit
Technologické vlastnosti vody jsou zpravidigeg zavedenim do vyroby upravovany.

[1]



1.2.2.2Cukry a uméla sladidla

Vyznamnou slozkou pro vyrobu nealkoholickych népggou vedle vody také
cukry a ungla sladidla. Jsou pouzivany tastji ve form¢ sacharosy, jak tekuté, tak i
v pevném stavu, glukosy, pgpact razné smisi sacharosy, glukosy, fruktosy a
maltosy. Pro fipravu nealkoholickych napbjse také pouZzivaji alkoholické cukry
(sorbitol, manitou, xylitol), které jsou pouzivakyyroke nizkoenergetickych napop
pro vylepSeni chuti napij[1]

1.2.2.3Aromata, tresti, kyseliny a hatké latky

Aroma je definovano, jako senzoricky viem, zaznaamgnchwovymi poharky a
¢ichovymi organy. Latky aromatické proto drdzdi seické organy (vytazky, destilaty,
silice z girodnich rostlinnych surovin). Aromata jsou poubiy&e forn€ tresti (roztok
aromaticke latky v etanolu), nebo v podadromatickych past (n&phomogenizované
celé plody s dalSimi slozkam][L]

Z kyselin byva nejastji pouzivana kyselina citronova, jablé, fosforéna.
K vyrobé napoji jsou pouzivana také barviva aiké latky (chinin a firozené latky
obsaZené v extraktech rostlja]

1.2.2.4Konzervovadla, oxid uhli¢ity

Nejcastji pouzivanymi konzervanimi latkami jsou kyselina sorbova, askorbova,
benzoova. Konzervovadla jsou pouzivany pro zagiststability napaj vlivem
konzerv&nich faktofi (snizeni pH)[1]

V piipact sycenych napgjje jako konzervéni prostedek vyuzivan pravoxid
uhlicity. [1]

1.2.2.5Koncentraty a sirupy

Sirupy jsou pouzivany k vyr@gbochucenych napdj mohou byt nakupovany jako
suroviny, nebo vyramy riznymi zpisoby. Ovocnétiavy a koncentraty se vyr§bbud’
jako tzv. gimé $avy (vylisovani z ovoce), nebtastji tzv. rekonstituci z koncentratu
(feckni vodou). Koncentraty musi obsahovat dostsemnozstvi kyselin, aby byly
udrzitelné, musi byt také spravnskladovany, aby nedochazelo k enzymovému
hnédnuti.[1]

1.3 Kontrolni proces firmy -

1.3.1 VSeobecna charakterizace kontrolniho procei G

Kontrolni proces je nedilnou stasti kazdé potravidigké vyroby. Jedna se o
kontrolu kvality vyrobku. Kontroluji seizné vlastnosti (fyzikalni i chemické). Jsou
odebirany vzorky, které jsou naslédanalyzovany a vysledkyéthto analyz jsou
evidovany a uschovany praéipad nutnosti zgné kontroly.

Zakladem kontrolniho procesu je refraktometr, ktglouzi k néfeni indexu lomu.
DalSi kontrolou, ktera se standagdorovadi, je kontrola pH. V radmci kontroly kvality
jsou kontrolovany jestmnohé dalSi parametry. V procesu kontroly hrake teelkou
roli mikrobiologicky rozbor jednotlivych odebranyetaorki.

4



1.3.2 Zdroje kontaminace ve vyrobnim procesu

1.3.2.1Voda

Je nutné kontrolovat mnoZzstvi zarddke vod, protoze by mohly mit nezadouci
vliv na kone&ny vyrobek. Voda v zZézenich pro vyrobu nesmi byt kontaminovana,
proto se tato Z&eni pravidelné desinfikuji. Pro stanoveni kontaanii ve vod jsou
pouzivany nejiznéjSi postupy. Zakladem je vSak spravna technikag@bsru vzork.

[2]

1.3.2.2Vzduch

Vzduch, ktery obklopuje celou vyrobu, obsahujené mikroorganismy, bakterie,
kvasinky a spory. Tyto kontaminanty se dostavajvrduchu spokné s prachem, ktery
je vrem piitomen. SloZeni vzduchu je zavislé na venkovnicingpech. Vzduch
spolé&né s vodou byvaji népsgjSimi zdroji kontaminace ip vyrobé nealkoholickych
napoji. Existuji izné metody na kontrolu sloZeni ovzdusi (z hledmkaoorganisni).

[2]

1.3.2.3Sirupy

Sirupy by nenily obsahovat Zadné mikroorganismy. Aby bylo dosaZapsolutni
cistoty sirupu, je nutnédnovat velkou pozornost zakladnim surovinam, zeyktejsou
sirupy gipravovany.[2]

1.3.2.4Sukusy

Jedna se o neslazené a nekonzervované ovoang, &teré se pouzivajiipvyrobé
sirupi. Ovocné koncentratgasto potlauji samovol@ rast mikroorganism viivem
nizkého pH a malym obsahem vody. Mohou se v niceBkytnout plisd, nebo
kvasinky.[2]

1.3.2.5Cukr

Cukr, ktery se pouzivd pro vyrobu sifyp nesmi obsahovat Zzadné
mikroorganismy, které by mohly kontaminovat vyrobky NegasgjSim
mikroorganismem, ktery kontaminuje cukr,ljeuconostoc mesenteroidésukr je ale
diky své koncentraci &Sinou nevhodnym pragtdim pro #@st mikroorganism.
Vyjimku tvoti ty, které snasi&tsi koncentrace cukru v présti.[2]

1.4 Chemické slozeni biiky bakterii

Veskera ziva hmota na zemi se skladac#yoh prvki. Tyto prvky se fiidi do
nékolika skupin podle toho, jakasto se vyskytuji ve sloZeni Zivych organismBunky
jsou zakladem veskerého Zivota, proto jéedité znat jejich slozeni. Ve své podstiat
z&kladnim stavebnim kamenem Bkirvoda, ktera tvid vice nez 70 % jejiho slozeni.
Obsah ostatnich sléenin se vyjatlje v procentech suSiny beimé hmoty, kterou Ize
ziskat odstratnim veSkeré vody z lay. Hlavnim podilem suSiny jsou organické
sloweniny.[3]
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Z organickych slogenin jsou nejvyznanjsi bilkoviny, jejichZz obsah je zavisly na
druhu burk, ale ve vSi obecnosti se #&i, Ze obsah bilkovin se pohybuje od 40 do
80%. DalSim vyznamnym stavebnim kamenemékysou nukleové kyseliny (DNA a
RNA). Poslednim druhem sléenin, které se vyskytuji v suginve WtSim mnozstvi
jsou sacharidy a lipidy3]

Ostatni slogeniny jsou pitomny v mnohem menSich koncentracich. Jedn4 se o
meziprodukty metabolismu, jejich derivaty, barvivBunky obsahuji kro vody i
mnoho dalSich anorganickych latek. Druh a mnoZatarganickych latek se da zjistit
zpopelgnim suché hmoty b@hk. Timto zgisobem vznika tzv. popel, kteryqustavuje
5 az 10 % suSiny bik. Jeho sotasti jsou hlavé fosfaty, sirany a z iofitkova jsou
nejvice zastoupeny draslik arbid. [3]

1.5 Morfologie bakterii

Veskeré bakterie jsou po fyziologické strance velarmanité, po morfologicke
strance nejsou mezi jednotlivymi rody velké rozdilvary burk bakterii jsou
negastji tycinkovité, kulovité, nebo vlaknité. Ukazky jednoffsh tvah jsou na
obrazcich 4 a 43]
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1.6  Struktura bakterialni bu niky a funkce jednotlivych ¢asti

Schématicky znazoéné struktura prokaryotické bakterialnitiiy je naznaena na
obrazku 6[3]

Obrazek 6 Bakterialni ika [3]

A —fimbrie

B — ribozom

C - slizovéa vrstva

D — buré¢na stna

E — bitik

F — cytoplazma

G — vakuola

H — plazmid

| — nukleoid

J — cytoplazmatickda membrana

1.6.1 Bunééna stna (zakladni struktura bakterialnich bunék)

Kazda buika je od prosedi odalena velice silnou, &Sinou rigidni strukturou,
kterd se nazyva bgtna stna. Burgcna stna dava mikrobiélni hice tvar a chrani ji
pied vrgjSimi vlivy okoli. Pevnost a neohebnost Beme stny bakterii je dana
piitomnosti  vrstvy peptidoglykdn Tlou¥’ka peptidoglykanové vrstvy byva
charakteristickym znakenuiznych rodi bakterii. Nejzaklad§)Sim clenim bakterii je
jejich cgleni, podle vlastnosti b&dné sény, na gramnegativni a grampozitivni bakterie.
Rozdily ve strukturach jednotlivych drutburé¢né sény jsou uvedeny na obrazku 7.
[3]

Jako grampozitivni bakterie, se ozuop takové rody bakterii, které po usmrceni,
obarveni Gramovym roztokem a eai jodem, neztraceji toto barvivaigpbenim
rozpoustdel (aceton, etanol). Gramnegativni baktenisgbenim rozpoustlel barvu
ztraci[3]
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1.6.2 Cytoplazmatickd membrana

Jednd se o velice jemnou membranu, ktera je uiditplouze pod elektronovym
mikroskopem. Je sloZena z ligica lipoproteird. Cytoplazmaticka membrana #o
osmotické rozhrani liky a vrgjSiho prostedi. Z cytoplazmatické membrany vybihaji
do cytoplazmy bakterialnich bék vychlipeniny, které jsou roed charakteristickym
ukazatelem na rod bakterii. Cytoplazmaticka mendiénsidlem dychacich enzym
systému oxidéni fosforylace, enzyfhsyntézy a hydrolyzy fosfolipida kon€né faze
syntézy slozek buwiné sény a pouzdrovych obal buiky. ZjednoduSené schéma
cytoplazmatické membrany je uvedeno na obrazkg]8.
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1.6.3 Organy pohybu

Jsou pitomny pouze u &kterych druli bakterii. Orgdnem pohybu bakterii jsou
bi¢iky. Jedna se o dlouha vlakna, ktera jsou bilka¥ipavahy. Bilkovina, ktera &iky
tvori, se nazyva flagelin. Na doldésti ma biik h&ek a dvojici kotodki, jimiz jsou
zakotveny do cytoplazmatické membrany. u@b uchyceni Biku je uveden na
obréazku 9[3]

Bic¢iky nejsou pro zivot hiky nezbytné, umatuiji vSak aktivni pohyb butk ke
zdroji zivin a kysliku. Hnaci silou, ktera pohamitatni pohyb bkiku, je chemicky
potencial vznikajici na cytoplazmatické membrardisledku metabolismu bgR. [3]
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Obrazek 9 Uchyceni &iku v obalech biky [6]

1.6.4 Slizovity obal

Nekteré bakterie tvid kolem svych bugk slizovity obal polysacharid ktery je
neiastji tvoren dextrany nebo polypeptidy. Tento obal poskytupgkdm ochranu
proti vysychani, nebo dalSim rgmivym podminkam. Tvorba slizu je ovladana
specifickymi geny. Jsou zndmyipady, kdy bakterie tvwd ze slizu ose ohrantené
vrstvy zvané kapsule, nebo produkuji ve velkém rshdzzv. volny sliz, ktery difuzh
prochazi dotrstového prosedi a #ed’uje jej.[3]

1.7 Klasifikace a identifikace

Taxonomie je obe@nbrana jako synonymum systematiky, nebo biosyst&gmat
Z praktickych divodi by méla byt taxonomie relativhstabilni. V sotasnosti dochazi
k neustélému rozvoji poznani diky pouzivani nowvgiasifikacnich kritérii.[4]



1.7.1 Klasifikace

Klasifikace u prokaryot spivd ve stanoveni vlastnosti a naslednéazavani
mikroorganisni do skupin na zaklad analyzy vysledi Klasifikaci se rozumi
zarazovani mikroorganistn do taxonomickych skupin na zakéadoodobnosti a
piibuznosti[4]

Klasifikace obecé vyZaduje znalost morfologickych, biochemickych,
fyziologickych, chemickych, molekulatrbiologickych a genetickych charakteristik.
Tyto charakteristiky jsou ziskavany experimentainpozorovanim. Klasifikace je
zaloZena na komplexu dostupnych ud&de kron¢ klasickych morfologickych metod
muze byt také z@mzena numerickd taxonomie, studium nukleovych kysel
genotypoveé metody. DalSi pouZzitelné metody jsoalegre a chemotaxonomifl]

1.7.1.1Numericka taxonomie

Vyviji se s rozvojem p#itact od 60. let. Jejim cilem bylo navrzeni stabilnit@eg
metodik pro klasifikaci organiztn Velké mnozZstvi Uddj v tabulkach, zahrnujicich
vlastnosti mikroorganisty nebylo mozno analyzovat pouhym pozorovanim.
Numerickd taxonomie umoznila rozliSeni jednotlivyckmeni prokaryot do
homogennich skupin na zaktads@sné integrace udag rozdilnych zdraj. [5]

Postup pro tuto metodu je nasledujici. Nejprve datlk shroma®ovani udaj,
kdy pro kmeny, které by &y byt klasifikovany, zvolime a nasleéirprovedeme za
standardnich podminek zj&i poZzadovanych vlastnosti. Na zakiagoleného souboru
charakteristik jsou dané udaje zakdédovany a je &yg@oa podobnost mezi kmeny, ktera
je dale analyzovana za ¢elem vytvdeni taxonomickych struktur. Kultury
mikroorganisni jsoufazeny do fenotypovych skupifb]

1.7.1.2Studium nukleovych kyselin

Studium nukleovych kyselin bylo do problematiky ikptano ged vice nez 40
lety. U prokaryot se jedna stale o jednu z hlaviédinnik klasifikace. fkladem &chto
metod je nap stanoveni sloZzeni DNA bazi, RNA-DNA hybridizadetalogizace
rRNA nukleotidi, nebo denaturace a denaturace DNA. Poziti geryetickharakteristik
v klasifikaci prokaryot je spojeno s poznanim stmnk molekuly DNA a s rozvojem
fyziké&lné chemickych analyz genetického materi§@].

1.7.1.3Genotypové metody

Genotypové informace jsou odvozeny od nukleovycteky (DNA a RNA), které
jsou @itomny v buice. Fenotypové informacerpaji svou podstatu z protéim jejich
funkci. Genotypovymi metodami se rozumi metody rétgsou pimo zangteny na
studium polymorfizmu DNA, nebo RNA. Maji obrovskiiwna bakterialni klasifikaci,
protoze ukazuji firozené pibuzenské vztahy kdédované DNA. Tyto metody poskytu;
velmi presné a objektivni vysledky. Metody jsou zdemé bd’ na celkovou analyzu
DNA, nebo jen na jeji dity Usek. Genotypové metody rosin umo#uji rozckleni
druhi do mnoZzstvi odliSnych typ jsou roveZz univerzald aplikovatelné a maji
vysokou rozliSovaci schopno$7]

Casto vyuzivana metoda srovnavajici sestavy sekwvaigiinukleotidi, ktera je
zaloZena na analyze kratkych sekvenci bazi vyskyjthj se u jedné skupiny organigm
je katalogizace 16 rRNAY]
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1.7.1.4Molekuléarni typizace a detekce

Rozvoj molekular-biologickych technik umoznil vznik metod molekuiér
typizace, které jsou zaloZeny na fyzikalnich vlastach molekul produkovanych
prokaryoty. Tyto metody s&sto provadi spode¢ s konvegni typizani metodou[5]

Cilem diagnostické molekularni mikrobiologie je pmehsond nukleovych kyselin
detekovat a charakterizovat mikroorganismus. Sanukjeovych kyselin jsou segmenty
DNA, nebo RNA, které byly ozgany (enzymem, antigennim substratem,
chemiluminiscetni latkou, radioizotopem) a mohou se vazat s vysakoecifitou na
komplementarni sekvence nukleové kyseliny. Jsounumekuly sondy zderény
enzymatickou cestou a po hybridizaci jsou detekgvdely proces hybridizace je
zaloZen na schopnosti denaturace molekul DNA ehje@tovné denaturace. [5]

1.7.1.5Sérologie a chemotaxonomie

Jedna se o skupinu ddpjicich klasifik&nich metod. VyuZivaji vlastnosti
chemického sloZeni&ty bakteridlnich butk chovat se jako antigen. Chemotaxonomie
reprezentuje Kklasifikani metody zaloZzené na stanovitelnych chemickychcizha
vyuzitelnych @i taxonomii prokaryot. Vyuziva ipdevSim metod analytické chemie
(chromatografie, hmotnostni spektrometrie). Origntse na slozeni ba&né sény,
nebo jen na sloZeni jefidsti, ¥idi mikroorganismy také podle sloZeni jednotlivych

YA AT V4

fazi (biomasa buk), nebo v kapalné fazi (metabolity, supernatdbi).

1.7.2 ldentifikace

Jedna se o proces porovhavani neznamého se zndgntifikaci se rozumi
prakticka aplikace klasifikace a nomenklatury. lifdace mikroorganisma pavodns
spaivala na biochemickych. Tyto testy postupy byly atéevelmi pracné a vysledky
byly dostupné az zagkolik dni. Identifikatni schémata nejsou totozna s klasifikani
schématy. Identifikéni schéma pro skupinu lIze sestrojit az poté, kdha lskupina
klasifikovana. Charakteristiky pro identifi&ai schéma by sy byt snadno stanovitelné
a mely by obsahovat pouzeskolik rozliSujicich charakteristif4]

Bakterialni klasifikace je v s@asnosti provatha na zaklagl miniaturizovanych
souprav (mikrotesd). Tyto systémy umatji odetitani vysledk jiz za 2 az 4 hodiny.
Kromé¢ rychlosti ma tento typ klasifikace také dalSi veiip mezi ktere pai
spolehlivost, standardnost, nizka cena a cileretace [4]

Zakladni technikou pro provédi identifikace je prace &stou kulturou.Cistou
kulturu mizeme ziskat n&ptechnikou kiZového roziru za pomoci inokukani klicky.
(Obrazek 19) Pro koraou izolaci jsou ufednosiiovana neselektivni medigd]
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Obrazek 10 Technika‘iZového roztru [7]

1.8 Zarazeni mikroorganismu pouZzitého v praktické¢asti do systému
podle Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology,&. 1 -4

(1984 - 89)
Sekce: 12
Nazev: Grampozitivni koky
R&d: Lactobacillaes
Celead Leuconostocaceae
Rod: Leuconostoc
Druh: Mesenteroides
Subspecies: Dextranicum [3]

1.8.1 Klasifikace ¢eledi Leuconostocaceae

Jednd se @eled’ grampozitivnich bakterii (koky i &nky) rodu Lactobacillales
zahrnuijici & rody klasickych bakterii mi#ného kvasSeni. Tatéeled’ byla vi¢lernéna na
z&klad sekvencovani genu pro 16 rRNA ze skupiny grampuodih bakterii s nizkym
obsahem G + (8]

1.8.2 Klasifikace rodu Leuconostoc

Bakterie rodu Leuconostocmaji podobs jako ml&na skupina streptokdk
sérologickou skupinu N. Biky jsou okrouhlé az ovalné. Jsou umany v parech a
v fetizcich. Jsou grampozitivni a nepohyblivé, n#itvepory. Jsou fakultativn
anaerobni, nejsou proteolytické. Na vhodnych poilpth médiich tvii zpravidla
drobné, okrouhlé, hladké, bilé kolonie. V bujonovérédiu zfgisobuji pravidelny zakal
a druhy, které tvid dlouhéretizky, sedimentuji na dn[9]

Optimalni teplota dstu je 20 — 30 °C, v zivnychadach vyzaduji fitomnost
rastovych faktoéi, aminokyselin a vitaminskupiny B.[9]

12



Rast je podmidny pritomnosti fermentovatelného sacharidu. ddsgjSim
fermentovatelnym sacharidem je glukdza, kterou &muwji vSechny druhy za pomoci
kombinace hexosomonofosfatovych fosfoketolazovyetatolickych drah. Vysledkem
metabolismu je tvorba kyseliny ndléé, oxidu uhlitého a etanolu. Bkteré druhy maiji i
oxidativni mechanismus, proto produkuji misto ekahkgselinu octovou[9]

1.8.2.1Vyskyt

Rod Leuconostocse nejasgji volné vyskytuje jako sothst mikroorganisiin
piitomnych v mléce. Samotné mléko je pistrleuconostok nevhodnym médiem.
Mnohé druhy v 8m vSak rostou ddie, za pedpokladu, Ze se samotné mléko obohati
kvasnEnym autolyzatem a gluk6zol.. mesenteroidesubsp. mesenteroidegakto
obohacené miléko okyseluje a srazi za tvorby oxidliciteho. Jiné druhy a kmeny,
patici do tohoto kmene mléko zpravidla nesrazi, jséakvnaréné na obsah volnych
aminokyselin. B kultivaci v bujonu se biky prodluZuji a mohou byt zamény za
laktobacily.[9]

VétSina leuconostakdisimiluje za pitomnosti fermentovatelného sacharidu citran
za tvorby diacetylu, acetiinu a 2,3-butylénglykBliacetyl je v mlékarenstvi senzoricky
velmi vyznamnou latkou, v pva ve vir je nezadouci9]

Leuconostoky se vyskytuji ve stejnych habitate@koj laktobacily a mié&né
streptokoky. Moznym odliSenim leukonostokd ostatnich dvou zidvanych skupin
je jejich tvorba oxidu uhtitého z glukézy. Tento rozliSovaci znak je moznaifib
pouze u aktivld rostoucich kultur.Cisté kultury se mohou rozpoznat od ostatnich
mlé&nych bakterii na zakl&danalyzy konfigurace kyseliny nmié@é. Leukonostoky
produkuji D(-), streptokoky L(+) kyselinu ndéou.[9]

Nekteré leukonostoky se vyskytuji také v piesi s vysokou koncentraci
sachardozy (55 az 60%). Tato modifikace jim umoZrdldaptovat se na prostli
cukrovafi, rafinérii a potravingkych provoa s \tSi spotebou cukru. To vede
k vyskytu v limonadach, sirupech a slazenych minérh vodach. Jejichist zpisobuje
v cukrovarech vyznamné ztraty sachardzy, koro#izeai v disledku produkce kyselin
a Vv neposlednifac také poruchy v difuzérech, které jsou agpbeny tvorbou
dextranovych sliz. Dextranové slizy jsou produkovany kmeny leukookst které
maji ve své buktné séné specificky enzym dextran-sacharajj.

Bakterie roduLeuconostocse také podileji na fermentaci zeleniny (nageli).
Fermentaci iniciuji metabolickoui@ménou sachariél na kyseliny. Tyto bakterie jsou
také vyznamnou slozkou mikroflory masa a masnychlykti. [9]

1.9 Z&klady metabolismu mikroorganismi

1.9.1 VSeobecna charakteristika

V bakterialnich biikdch probiha, podoknjako ve vSech Zivych organismech,
pienena latek, ktera zajisje buikam dostattné mnozstvi energie a stavebniho
materialu pro vesSkeré Zivotni projevy. Intenzit&emxny latek (metabolismus) je u
mikroorganisnd snadno ovlivnitelnd wjSimi podminkami, ovlisiuji je i podminky
vnitini. Metabolismus j@dstavuje velice organizovany soubor biochemicksedkci,
které jsou na sabfunkéne zavislé [3]
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Metabolismus mZzeme ve vSeobecnosti rafitt na dw drahy, které jsou
protichidné. Jedna se o procesy disirnila(katabolismus), i kterych buika ziskava
pro dalSi Zivot energii a stavebni material, a psycasimilani (anabolismus), ktery je
charakteristicky procesy biosyntézy Buné hmoty. Zakladni vlastnosti metabolism
burgk je jejich schopnost sefippisobit vrejSim podminkam. Je to #pobeno tim, Ze
enzymové vybaveni bk je ovlivréno sloZzenim v&Siho prostedi.[3]

1.9.2 Katabolické procesy chemoorganotrofnich mokroorgarsma a jejich
vyznam

Z hlediska  biotechnologického a potravisiéého je pray skupina
energii oxidaci organickych sloenin, které jsou katalyzovany oxidiredufmi
enzymy, jejichZz kofaktor funguje tak, Ze s& pxidaci substratu redukuje a funguje
tudiz jako penase vodiku, nebo elektran [3]

Oxidace substrat prochazi mnoha mezistupni. Energie se zisk&va éprav
z rekterych mezistupi metabolickychetzci. Oxidace substratu v jediném kroku neni
mozna, protoZze by dosSlo k masivnimu uvolih tepla, které by mohlo poSkodit
samotnou biku. [3]

1.9.3 Bakterie podle ndroku metabolickych drah na kyslik
Bakterie se podle jejich naroku na kyslitidha:
* Obligatre aerobni
* Obligatre anaerobni
* Fakultativre anaerobni
Fakultativie¢ anaerobni jsou bakterie, které rostou Fi@opnosti i nepitomnosti
vzdudného kysliku. Za ngmpmnosti kysliku pouZivaji fermentace, na ktercouj
schopny zranit svij pavodni metabolismug3]
Jako modelovy organismus byl v praktiakésti pouziteuconostoc mesenteroides
subsp. dextranicumJedna se o mikroorganismus, ktery by se dal clemakvat
z hlediska morfologie jako grampozitivni koky, légsou aerotolerantni]

1.9.4 Pentosovy cyklus

Nekteré mikroorganismy pouzivajifipfermentaci jiné metabolické drahy, nez
glykolysu, v gipact mlénych bakterii se jedna o tzv. heterofermentativiécné
kvaSeni, p kterém vyuZivaji pentosovy cyklug.0]

Energie ziskanaip metabolizaci sachanidv buice nemusi byt uloZena pouze
v podolg makroergické slateniny ATP, ale také i v podébna energii bohatého
redulkéniho ¢inidla (NADPH), ktery je pouzivan, jako donor votila elektrofi pro
biosynthesy redutni povahy. Tato slaienina vznikd prav za pomoci pentosového
cyklu. [10]

Pentosovy cyklus umaije Uplnou oxidaci hexosy na GObez zahrnuti
citratoveho cyklu a dychacihaetzce. DalSim velmi fnosnym vyznamem
pentosoveho cyklu je fakt, Ze je zdrojem ribosaftispro syntézy nekleovych kyselin a
nukleotidovych faktar, Produkce jiz zmigného NADPH slouzi jako reddki sila
burék. Charakteristickym znakem pentosového cyklu jmoinost vyroby ATP[11]
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1.9.4.1Mechanismus pentosového cyklu
Tento cyklus se sestava ze dvou elementéarnich fazi:
* Oxidani faze (Obrazek 11)
* Regeneréni faze (Obrazek 12)

Veskeré pochodydmnem oxidéni faze spdivaji v odbouravani jednoho uhlikatého
atomu hexosy na COza vzniku pentosy a 2 NADPH. V podstate jednd o dv
dehydrogenace, za kterymi nasleduje proces dekgdmmex Tyto reakce jsou
katalyzovany  enzymy  (glukosa-6-fosfatdehydrogenasdaktonasa a  6-
fosfoglukonatdehydrogenasa). ¢t8ina vznikleho ribulosa-5-fosfatu je rqvedena
acinkem dalSiho enzymu (ketolisomerasa) na ribosastaf.[12]

Glucose-6-phosphate
MADP+

/

Glucose-G-phns phate
deadrogenase

z
3
_.K

6-Phosphogluconolactone

H20C
D Gluconolac torase
H+
¥

MADP+
G-phosphogluconake
NADPH dehydmogenase
co2  §

Hibulose-5phosphate

Mon-oxidative reactions

Obrazek 11 Schéma oxitd faze pentosového cykjg]

V regenerani fazi dochazi kievedeni nevyuzitych fosfafeych estei pentos
slozitym mechanismem Zpna hexosy. Cely proces je @katalyzovan celodadou
enzymi (transferasy, transaldolasy, transketolajhd)]
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Obrézek 12 Schéma regensriafaze pentosového cyk|8]

1.9.4.2Celkova bilance pentosoveho cyklu
6CO, +12NADPH+H" +Pi

6 glukosa— 6 —fosfat+12 NADP" +7 H,O [IJ - 6 ribulosa—5-fosfat
5-glukosa- 6 —fosfat

Z mechanismu pentosového cyklu vyplyva, #e qyklickém odbouravani Sesti
molekul hexosy se uptnoxiduje jedna jeji molekula na 6 G@ zbyvajicich 5 molekul
se regeneruje. DalSimi molekulami, které jsou zigk@i pentosovém cyklu, jsou 6
H,O a 12 NADPH, ficemz polovina atorfn vodiku, které jsou fievedeny na NADR
pochazi z hexosy a druh& polovina z molekul vodntd p@et molekul NADPH by
v aerobni fosforylaci odpovidal 36 ATP a je napsasttozny s mnozstvim ATP, které
je mozno ziskatipkombinaci glykolyzy a respirac§l?]

1.9.5 Mié¢na fermentace

Charakteristickym znakem ndéych bakterii je skutamost, Ze davaji ipdnost
kvaSeni ped aerobnim mechanismem i za aerobnich podming&kjizJdylo feceno,
negasgjSim substratem jsou sacharidy a jejich derivatgzdy druh fermentujicich
mikroorganisni ma k dispozici genetickou informaci pro vyrobu afiekych
ferment&nich produkli. Schopnost fermentovat &ité substraty je pro mnohé
mikroorganismy velmi d@lezitym rozliSovacim znakem. SloZeni a spektrumdpkadi
ferment&niho procesu je rowi zavislé na podminkach kultivace, nebo Htomnosti
specifickych latek. ® pramyslové produkci fermentaich metabolii je poZzadavek na
co nej\¥tSi produkci daného produktu, proto je snaha ctépejpoznat mechanismus
produkce a optimalizovat podl€jrkultivaéni podminky[12]
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1.9.5.1Mechanismus ml€né fermentace

NejjednodusSim feSenim pro nalezeni vhodnych akceptok odstragni
vodikovych atom, které byly ziskany na ceéstod glukosy k pyruvatu, je prév
mechanismus méé@é fermentace. Jedna se o nejjednodussSi moznosio zdivodu,
protoZe akceptorem vodike pyruvat [12]

Premgna pyruvatu na laktdt je &p katalyzovana enzymaticky
(laktatdehydrogenasa). Laktat je ngiejSim produktem fermentace cukr
v mlékarenstvi, je rowZ produktem heterofermertiho ml€ného kvaSeni druhu
bakteriiLeuconostoc mesenteroid€¥i tomto zpisobu fermentace vznika prakticky jen
kyselina mléna a malé mnoZzstvi etanolu a oxidu &itdho, z divodu odbouravani
glukosy za pouziti pentosoveho cyklucasti glykolytického systému. Tyto bakterie
produkuji pouze D — formu laktat[12]

1.9.6 Anabolické procesy

Anabolické procesy syntézy sloZzek Bamé hmoty jsou mnohem rozmatjiti, nez
katabolické procesy. ivodem této skutmosti je fakt, Ze hika se sklada zienych
slowenin, z nichz kazda je syntetizovdna postupiiadou reakci katalyzovanych
specifickymi enzymy. Krom téchto slodenin produkuji biikky jeS€ celou fadu
sekundérnich metabalit (barviva, antibiotika, toxiny). SloZeni veSkerych
vysokomolekularnich sla@enin je zakdédovano v DNA, je zde zaSifrovano takeeni
bilkovinnych¢asti vSech enzyinv buice. [13]

1.9.6.1Syntéza extracelularnich produkii
Sloweninami, které se pmyslow piipravuji za pouziti metabolismu
mikroorganisni, jsou polysacharidy, které tkicslizovy obal busk. NejvyznamgjSimi
polysacharidy jsou:
 Dextran — produkovany bakterii Leuconostoc meseites subsp.
dextranicum
* Xanthan — produkovany bakterii Xanthomonas camigestr
e Pululan — produkovany plisni Aureobasidium pulluans
* Kyselina hyaluronova - produkce pomociekierych streptokok
(Obrazek 13)

[14]
OH OH
v ~_ .o I.- s}
-ﬁo\.‘-"‘-ﬁ.-?ﬂo\w.
G'::." n

Obrézek 13 Kyselina hyalurono{&

DalSi vyznamnou skupinou latek, které jsou prodékgvmikroorganismy, jsou
antibiotika, jejimiz producenty jsoufiglusnici rodu Streptomyces akiefi z rodu
Aktinomycetes|[15]
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Rada bakterii a plisni vyt¥iataké velmi dinné toxiny. Bakterialni exotoxiny jsou
vétSinou bilkovinné povahy. NejinnéjSimi jsou botulotoxiny, produkované bakterii
Clostridium botulinum NejwtSi nebezp@nost botulotoxif spaiva v moznosti jejich
tvoifeni v potravinach, a protoZze nejsou v travicimttralaruseny, jsodasto divodem
smrtelnych otrav. K inaktivaci botulotoxirdochazi az po delSim Zéani, které vede
k jejich inaktivaci v disledku jejich bilkovinné povahy15]

Z potravindského hlediska maji vyznam také barviva, kteréfitvockteré
mikroorganismy a uvdlji je do okoli. Nej¥tSim producenteméthto barviv je
bakterialni rodPseudomonaa dale gkteré aktinomycety.15]

1.10 Dextran

1.10.1 Obecna charakterizace

Dextrany jsou definovany jako homopolysacharidyzete@ z glukdzy, jejichz
hlavni fetzec je tvéen fadoua-(1—6) vazeb. Jedna se wD-glukany, které mohou
také obsahovat postranigtézce, které mohou mit charaktef1—2), o-(1—3), nebo
a-(1—4) vazeb. BResna struktura dextranu seuze liSit v zavislosti na druhu
mikroorganismu, kterym byl vyprodukovan. Dextrangoy totiz produkovany
nekterymi bakteriemi ze zastupStreptococcus Leuconostoenesenteroide$16]

Dextrany maji celodadu uplatgni. Mezi Zadouci uplatmi by mohla byt zé@azena
praimyslova produkce dextranu pomocLeuconostoc mesenteroidesTakto
vyprodukovany dextran se pouziva v klinickém a facsutickém vyzkumu, ma i celou
fadu dalSich vyuziti. Z negativnich mist vyskytudeydala zminit fitomnost dextranu,
jako sloZky zubniho plak{i16]

1.10.2 Historie a vyskyt

Dextrany jsou metabolicky syntetizovany ze sachgrqaoto jsou jiz velmi
dlouhou dobu znamy, jako nezadouci kontaminantapotéskych produki. Objevuji
se také velmtasto ve vyrobach s velkym mnozZstvim cukru, mohouys&ytovat také
v cukrovarech[17]

Prvni vyzkumy dextrain se uskuténily jiz v 19. Stol, kdy byla pozorovana jejich
piitomnost ve vi#, kterd byla spojena s bakterialni kontaminkT] V této dol& byl
rovnéz (na zaklad pokusgi s optickou otéivosti) poprvé zviejreén jejich obecny vzorec
a byl poprvé pouzit ndzev dextrgi8] Cely vyzkum byl zavrSen objevem bakterie,
produkujici tento produkt, a jejim pojmenovanimifconostoc mesenteroidled 9]

Vyzkum tohoto mikroorganismu byl stimulovan moznyguzitim dextranu. Bylo
zjisteno, Ze diky své povaze by mohly byt dextrany pguyaito nahrada krevni plasmy.
V pozcjSim obdobi byly postugn charakterizovany jednotlivé kmeny
mikroorganisni, produkujici tento polysacharid. Byly &tgnény a ozndeny rekteré
pro pimyslovou produkci. Konkréthse jedna d.euconostoc mesenteroidésery byl
oznaen jako NRRL B-512F, a je pouzivan pramryslovou produkci az doposui@0]
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1.10.3 Struktura dextranu
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Obrazek 14 Struktura dextrafil0]

Dextran je polysacharid, jehoz hlavii¢tzec je tvéen monosacharidovymi
jednotkami, které jsou navzajem spojemyl—6) vazbami. Zpsob a misto &veni
tohotofetzce jsou zavislé na jednotlivych prodankch mikroorganismech. Komnri
dextran je produktem bakterigsuconostoc mesenteroid®RRL B-512F. Jak je viit
na obrazku 14, je hlaviétzec tvdena-(1—6) vazbami s posiné nizkym mnoZzstvim
a-(1—3) vazeb[21] Pri blizSim zkoumani struktury se ukazalo, Ze asi 4¥trannich
fettzal je tvaeno pouze jednou podjednotkou, dalSich 45% jefetvd déma
podjednotkami a zbylé postranhéttzce jsou slozeny z vice nez 30 podjednotek.
Rozlozeni ¥tveni postrannicketézci na hlavnintettzci je rovnongrné.[22] [23]

Jak jiz bylofe¢eno, gesna struktura dextranu zavigimo na mikroorganismu,
kterym je produkovan. Byly provedeny raén studie, které se zabyvalyrgsnou
strukturou dextranu, produkovanéhtzmymi zastupci leuconostdka streptokok.
Prokazalo se, Ze-(1—6) vazby, tvéi v zavislosti na zvoleném producentovi, 50 — 97%
celkovych vazeb. Zbylé vazby byly temy, jak jiz bylo zmitno, fiznym mnozstvim
a-(1—2), o-(1—3), nebo o-(1—4) vazeb, které bylo &b zavislé na daném
producentovi[24]

Nekteré polysacharidy dextranové povahy jsou natotikSné svou strukturou od
.pravého” dextranu, Ze byly ozéeny, jako Upld novy typ polysacharidu. \&thto
sloweninach nefevlada jiz zmiana o-(1—6) vazba. Byly objeveny struktury, ve
kterych se nap pravidel® opakovaly a-(1—3) a a-(1—6) vazby. Tato konkrétni
struktura byla nazvana alternaf25] [26] Tyto dalSi a-D-glukany jsou nejastji
produkovany zmutovanymi mikroorganismy. Z dalSichring@pieln¢ podobnych
polysacharid by se dal zminit je§tmutan.[27]
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1.10.4 Detekce dextranu

K detekovani dextranu mohou byt pouzity obecné thetpouzivané pro
polysacharidy. K vice specifickému c¢eni se pouziva spektrofotometrickych metod
(uréeni absorbance fip riznych vinovych délkach vede Kkgsné charakterizaci
dextranu)[24]

1.10.5 Fyzikalné — chemické vlastnosti dextranu

Dextran, ktery je ozri@van NRRL B-512F a je pmyslow produkovan, je lehce
rozpustny ve vod etylen glykolu, metyl sulfoxidu, glycerolu, a §aih latkach. AvSak
n¢které dextrany vykazuji tity sklon ke krystalické strukte, proto mohou byt
pievedeny do roztoku pouze za dostaého zakivani. MolekulovA hmotnost byla
stanovena na zakladnnohych ndteni. Vysledky se liSi, v zavislosti na producentovi
[28]

Byla dokonce objevena i zavislost mezi viskozitoumalekularni hmotnosti
dextranu (Obrazek 15) ve spojitosti s Sirokym rozime molekularnich hmotnosti a
druhem produéniho mikroorganismy29]
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Obrazek 15 Logaritmické zavislost viskozity dextradRRL B-512F na molekulové hmotnosti
(modracéra) a pro hypoteticky linearni dextramivenatara)[11]

Odchylka od linearity # vySSich molekulovych hmotnostech jégisovana #istu
vétveni naretézci. [29]

1.10.6 Fyziologicka funkce dextranu

Dextran, produkovany streptokoky, tvadxmotu dentalniho plaku, ktera poskytuje
prostedi pro fist a rozmnozovanithto bakterii.[30] Fyziologicka funkce dextranu,
ktery je produkovan leukonostoky neni dosud znaheaasi nejpravibodobrjsi, Zze
tyto polysacharidy u leukonostbkchrani buky proti vysychani a pomahaji jim se
prichytit na pevné podklady31]
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1.10.7 Biosyntéza dextranu

Dextrany jsou extracelularnimi produkty primarnihmetabolismu. Jsou
produkovany enzymy, které jsaiasto ozn&ovany jako glucansacharasy, nebo vice
specificky jako dextransacharasy, které katalyzujnos D-glukopyranosylovych
podjednotek ze sacharosy za tvorby dexiran

Fruktosa, ktera je ip tomto procesu uvolna, mize byt vyuZzita rostoucimi
buinkami v okoli. K tomuto procesu neni nutna zadnagieez ATP, nebo z kofaktay
protoze enzymy zpracovavaji energii, ktera je kamci v glykosidickych vazbach
mezi glukdézou a fruktézou. Syntéza glykansachargsyy metabolismu divokych
kmeni Leuconostoc mesenteroidesdukovana $ jejich rastu na médiu, které
obsahuje sacharodi32]

1.10.7.1 Charakterizace enzyma

Charakterizace dextransacharasy byla ztizena &lagd, Ze se vyskytovala u
mikroorganisni, kde byla sotésti multienzymatického komplexu. Jejirepnou
charakterizaci ZZovala pitomnost meziprodult metabolismu. Poz§l byl pravy
diuvod existence tohoto enzymu odhalen na za&kjatio gFitomnosti v organismech,
které produkovaly dextraf33]

Byly rovnéz detailré prozkoumany i fyzikalé— chemické vlastnosti enzymu. Bylo
zZjisténo, Ze optimalni reaki podminky pro tento enzym jsou pH od 5,0 do S@&péota
30°C. Pro produkci a aktivitu tohoto enzymu jeipbha velice nizka koncentrace ibnt
vapniku. Situace s pramlivosti struktury je zde podobna, jako tomu bylaéi p
samotnych dextranech, existujékalik druhi dextransacharasy, které se liSi jak svou
molekulovou hmotnosti, teplotnim optimem (35 — 45%6zmezim pH (5,0 — 6,5)34]

1.10.7.2 Schéma syntézy

Syntézy dextranu za pomoci glukansacharasy se ppo#ednich przkumi
Gcastni fi z aminokyselin, které tud strukturu glukansacharasy. Jedna se o
aminokyseliny Asp551, GIlu589 a Asp662. Principiale mechanismus syntézy
dextranu charakterizovan pomoci mechanismu viohdantaklad dvou katalytickych
mist. (Obrazek 16, 1§35]

Reakce gfdaw pokraiuje postupem uved a vzad mezi dédwma zmignymi
katalytickymi misty karboxylovych skupin Asp551 a@662. Probiha tak polymerizace
dextranovéhdetézce na zaklatddvoustranného inzertniho mechanisii3s]
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Obrazek 16 Mechanismus biosyntézy dextranu adigiuResy na redukujici konec rostouciho
dextranovéhoietézce. Karboxylové skupiny Asp551 a Asp662 vystugako
nukleofily, které napadaji molekulu sacharosyidstvé gipojovani D-glukosylu a
Glu589, ktera vystupujeistiaw jako kyselina — zdsada katalyzatfdr?]

- ®-(1 = sacharosa e = glukosa

Obrazek 17 Vysitlivky k schématu metabolismu biosyntézy dextrgi2]
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Obrézek 18 Zapojeni aminokyselin do enzymatickyedkei mechanismu biosyntézy dextranu
v aktivnim mis¢ dextransacharosy inZgim mechanismem adice D-glukosy na
redukujici konec vznikajiciho dextranovétettzce [12]

1.10.8 Biodegradace dextranu

Zpétna degradace dextranu je mozna diky existencii d&lfpiny enzym. Tato
skupina byva ozr@@vana jako dextranasy. Jedna se o enzymy, ktend e
produkovany mnoha pligmi_(Aspergillug. [36] Jedna se o enzymy, jejichz specifita
spaiivd ve SEpeni o-(1—6) vazeb. Vysledkem &teni je hlava isomaltosa a
isomaltotriosa. (Obrazek 19)

Tyto enzymy jsou rowk pmmyslow produkovany a jejich vyuziti spiva
v odstragni kontaminace dextranem ve vyrobach, které se atygin vysokou
koncentraci cukru[37] DalSi moznosti uplatmi enzyndi, které Spi dextran je pro
vyrobu frakci dextranu o specifické molekulové hnosti. [38]

DalSimi mikroorganismy, které jsou schopny prodwdotyto enzymy, jsou take
bakterie. Tyto bakterie jsou schopny produkovatidevspecifické dextranasy, které
nes&pi pouzeo-(1—6), ale také i-(1—2), a-(1—3), nebou-(1—4) vazby.[38]
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Obrazek 19 Specifita dextrangdyg]

1.10.9 VyuZziti dextranu
Vzhledem ke svym vlastnostem maji dextrafigné vyuziti. Z@isob jejich vyuziti
je také spojen s moZnosti jejich degradace na sa3iaridové podjednotkjB9]
Dextrany prokazuji klasické sérologické vlastnosfiyto vlastnosti jsou
pravdEpodobré spojeny s jejich molekularni hmotnosti a mnoZzZstwitveni retézce.
[39]
Volné hydroxylové skupiny, iitomné v dextranech jsoufiptupné reakcim, coz
vede k¢astym chemickym Upravam dexttan
Dextrany se diky svym vlastnostem vyuZivaji v otdels:
o Zemedeélstvi
* Potravindstvi
* Farmaceuticky gmysl
o Lékarstvi [40]
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2 EXPERIMENTALNI CAST

Nejdiive byla provadna kultivace ¢isté kultury na vybranych mediich.
Nasledovala kultivace na realnych vzorcich, ktegdy kontaminovany sbirkovou
kulturou. Vysledky kultivaci byly hodnoceny na zathd pocitdni p@tu kolonii na
vhodném Zzivném mediu. Pro stanovenittpoMO v ml suspenze byl pouzit vyget
podle vztahu:

x =MO[10(z

) U patet MO v 1 ml suspenze
MO...... pramérny paet kolonii
Zooiiinnn. Zedni suspenze

2.1 Seznam pouzitych pistroji, pomicek a chemikalii

2.1.1 PouZité pristroje a pomicky
* Laboratorni sklo
* Mikropipety
* Plastové Petriho misky

* Vahy
UV lampa
* Autoklav

e Sterilizator

e Tempera&ni nadoba

» Kultiva¢ni box s termostatem

* Analyzator ovzduSi (MERCK mas — 100 ECO)
» Digitalni fotoaparat — NIKON D90

2.1.2 Pouzité chemikalie a Zivhd média
* Voda
* APT Agar — produkovany firmou MERCK
* Orange — serum Agar — produkovany firmou MERCK
» Plate Count Agar — produkovany firmou MERCK

2.1.3 Pouzity material na kultivaci
* Roztok sacharosového sirupu (surovina)
* Roztok sirup ik multivitamin (produkt)
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2.2 Pouzity mikroorganismus

V experimentalni ¢asti  bylo
mesenteroidesubsp dextranicum.

Na zaklad tohoto uteni akreditovanou laboraio byl objednan zmimy
mikroorganismus £eské sbirky mikroorganisin(CCM) pi Prirodowdecké fakuk
Masarykovy university. Byl dodan v podbbelatinovych disk.

pracovano s mikroorganismenbeuconostoc

2.3 Pouzita kultivaéni média

Vybér kultivacnich médii byl potizen zvolenému testovanému mikroorganismu.
V laboratdi _ ktera si zvolila, jako svého dodalatfirmu MERCK, bylo
vybrdno médium z katalogu této firmy, které svyw¢shim odpovidalo sloZzeni média,
doporieného v katalogu CCM. CCM dopdrye na kultivaci pouzitého MO médium
Lactobacillus medium. Nazev médii dodavanych firm@liERCK, odpovidajicich
sloZzenim médiu, dopotaného CCM je uveden v sekci pouzitych chemikaiivaych
médii.

2.3.1 Slozeni a charakterizace Lactobacillus medium
SloZeni media je uvedeno v tabulce 1. Jedna sedaumedoporgené CCM.

Tabulka 1 Slozeni Lactobacilus medium

Komponent | Mnozstvi (g) | Komponent Mnozstvi (Q)
Yeast extrac 5 Sodium acetate 5
Beef extract 10 Diamonium citrate 2
Peptone 10 MgS©O 7 HO 0,2
Glucose 20 MnS©Q- 4 HO 0,05
Tween 80 5 Destilled water 1000 (ml
KoHPO, 2

2.3.2 Slozeni a obecna charakteristika APT Agar

Jedna se o vicedlovy agar, ktery obsahuje Tween*8SloZeni tohoto média bylo
navrzeno v roce 1951, pro fermentaci heteroferntenfah bakterii, zahrnujici rody
Lactobacillus, Leuconostodale Lactococcus lactisa dalSi mikroorganismy, které pro
svou kultivaci a detekci vyzaduji vysokou konceditrahiaminu v masovych
produktech, konzervovanych pokrmech, ovocnych dduseostatnich potravirgkych
produktech[41] Médium vyhovuje poZadavwkn American Public Health Association
(1992).[42] SloZeni media je uvedeno v tabulce 2.
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Tabulka 2 SloZeni APT Agar

Komponent Mnozstvi Komponent MnozZstvi
(@) (9)
Peptone from casein 12,5 Tween 80 0,2
Yeast extract 7,5 Magnesuim sulfate 0,8
D(+)glukose 10 Manganeese chloride 0,14
NaCl 5 Iron (II) sulfate 0,04
Tri — sodium citrate 5 T_hlaml_nlum 0,001
dichloride
Di - potasium  hydrogen 5 Agar— agar 135
phosphate

2.3.3 SloZeni a obecna charakteristika Orange — serum Aga

Jedna se o médium, které j€emo k izolaci, kultivaci a potani mnozstvi kolonii,
bakterii tolerantnich ke kyselinAm a bakteriinfisggbujicim hnilobu ovocnych dzus
jejich koncentrat, speciald produkti z citrusovych plod. Médium sphuje pozadavky
Institute for Food Technology and Packaging (19743] Slozeni media je uvedeno
v tabulce 3.

Tabulka 3 SloZeni Orange - serum Agar

Komponent | MnoZstvi (g)

Peptone 10

Yeast extract 3

Orange extract 5

D(+)glukose 4

K2HPOy 3

Agar 17

2.3.4 SloZeni a obecna charakteristika Plate Count Agar

Toto médium neobsahuje Zadné komponenty, kteréjogklaly vice selektivnim
pro rekteré druhy mikroorganisin PouzivA se pro stanoveni celkovéhoctpo
mikroorganisni v mléce, vod a dalSich materialecf4]

V laboratdi je slozeni tohoto média fe$hodifikovano pidavkem
cukru. Divodem je pouziti takto modifikovaného média praektVvni detekci bakterii
z rodu Leuconostockdy se na meédiu projevi charakteristicka vlastrioboto rodu,
kterou je produkce extracelularniho dextranu, ktebaluje kolonie a tim se ale
znemozni péitani kolonii @ nepimém stanoveni. @vodem je vysoky obsah
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sacharosy v zivném médiu. Médium nema byt z dvodu produkce dextranu pouZzito
pro stanoveni pu mikroorganism ve vzorku, niZze byt pouzito pouze pro selektivni
uréeni leukonostok SloZeni media je uvedeno v tabulce 4.

Tabulka 4 SloZeni Plate Count Agar (modifikovany)

Komponent Mnozstvi (g)

Peptone from caseinb

Yeast extract 2,5

D(+) glucose 1

Agar 14

Cukr na 180 ml hotového média 21 g

2.4

Ozivovani kultur ze Zelatinovych diska

Pri pripraw subkultury ze Zelatinovych digkoyl dodrzovan dopotieny pracovni
postup. Oziveni bylo provedeno na Sikmém agarumeéaliu, které svym slozenim
odpovidalo ekvivalentu média, dopsemého CCM[45]

Sikmy agar by se dal charakterizovat, jako metodkiviace MO, i které se
piipravené medium necha ztuhnout ve zkumavce, nakéopod vhodnym uhlenfé5]

2.5

251

2.5.2

Pracovni postupy

Pracovni postup p¥i oZivovani kultury

Lahvicka s zelatinovymi disky kultury byla vytazena zadhicky, kde byla
skladovana a ponechana ugna volg na vzduchu 10 minutiplaboratorni
teplot. Zamezilo se tak kondenzaci vody na chladnyéhasth lahvtky.

VyZzihanou, je&t teplou @&kovaci jehlou byl penesen jeden z diskdo
kondenzani vody na dié zkumavky se Sikmym agarem.

Takto geneseny disk byl inkubovan 4 hodinf feplo€ 25°C, coz je optimalni
teplota pro inkubaci tohoto MO

Po uplynuti stanovené doby byla zkumavka s agam@muta a suspenze s MO
byla rozlita po celém povrchu Sikmého agaru

DalSi inkubace probihala 48 hodin a poté bylo s dé@ pracovano

Priprava APT Agar

Celé médium je dodavano v praskové fernproto je jeho fiprava velmi
jednoducha. Postugipravy byl nasledujici:

* Bylo navazeno odpovidajici mnozstvi média (59,%5lgdtilované vody).
* Mnozstvi bylo rozpugho ve vhodnych nadobach k autoklavovani.
» Autoklav pro sterilizaci byl nastaven na 121°C aniifut.
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» Po vysterilizovani bylo médium nalito na Petrihashkyi, nebo do zkumavek
ur¢enych na fipravu Sikmého agaruiiprava Orange — serum Agar

* Bylo navazeno odpovidajici mnozstvi média (42,@lgdtilované vody).

* MnozZstvi bylo rozpugnho ve vhodnych nadobach k autoklavovani.

* Autoklav pro sterilizaci byl nastaven na 115°C andifut.

e Po vysterilizovani bylo médium nalito na Petrihashkyi, nebo do zkumavek
urcenych na fipravu Sikmého agaru.

2.5.3 Priprava Plate Count Agar
* Bylo navazeno odpovidajici mnozstvi média (22,%5lgdtilované vody).
» Bylo pridano odpovidajici mnoZstvi cukru
* Mnozstvi bylo rozpugho ve vhodnych nadobach k autoklavovani.
» Autoklav pro sterilizaci byl nastaven na 121°C aniifut.
» Po vysterilizovani bylo médium nalito na Petrihcskyi.

2.5.4 Kultivace ¢isté kultury

Pavodni suspenze bylafipravena tak, Ze akovaci klickou bylo odebrano dité
mnoZzstvi MO ze Sikmého agaru #&epeseno do 10 ml vody. i€dEni byla pouzita
vysterilizovana destilovana vodariprava suspenze o vhodné koncentraci¢s@o
v postupnéntedini pivodni suspenze. Postigni je znazorén na obrdzku 20 pouze
s tim rozdilem, Ze misto 0,9 ml vody bylo v jedivgith zkumavkach 9 ml vody a pro
fedni byl pendSen 1 ml suspenze do kazdé dalSi. Pedttd suspenze nasledovalo
naatkovani gipravenych Petriho misek 8anymi médii, fizr¢ ziednymi suspenzemi.

Vzhledem k nutnosti statistického vyhodnoceni byl\kazdé #izné ziedné
suspenze n&@ovany 3 misky a misk&tvrta byla pouzita jako kontrolni. Kultivace
misek trvala vzdy 4 dnyipteplot 30°C. Z divodu paitatelnosti byly vyhodnocovany
pocty u misek, na kterych bylaiplizné 200 kolonii a méa

01ml 0,1ml 0,1ml 01ml 0,1ml

N
YUNCNE ONC ONE NC Y

i 1072 1073 107 108 108

09ml

A B C D E
Obrazek 200 Desitkovw@dEni mikrobialni kultury[14]
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2.5.5 Ovéreni kvality vybranych kultivaénich medii na realnych vzorcich (vyssi
koncentrace glukosy)

 Byla pipravena suspenze o0 koncentraci MO, kterd uoedla
pocitatelnost kolonii na Petriho misce po uplynutitikacni doby. Zedéni
této suspenze bylo stanoveno na zaklai@dchoziho bloku praktick&asti
na 10°.

o Ztéto suspenze byl odebran 1 ml a byly s nim komavany tzne
koncentrované roztoky glukosy a produktu. Byly ré&@nvytvoreny
kontrolni vzorky glukosy a produktu, které nebyhfikovany a slouzily,
jako pfikaz sterility prace. Pozorovan byl také vliv tegloproto zastupci
obou skupin jak produit tak i surovin byly skladovany po dobu
experimentu p riznych teplotach. Pro lepSi orientaci je uveden@seh

* Rast MO vroztocich produktu a suroviny, byl stancéovna zakladl
naakovani Petriho misek s APT Agarem, a modifikovanihate Count
Agarem, 0,1 ml roztokproduktu a suroviny.

» Kultivace misek byla provama 4 dny jpi teplot 30°C.

Surovina, produkt
N , / K’ “ v s
Redna Nefedina

Infikovana Nelnfikovana Infikovana Neinfikovana
Teplc Chlad Teplo Chlac Terlo Chlac Teplo Chlad

2.5.6 Ovéreni kvality vybranych kultivaénich medii na realnych vzorcich (nizsi
koncentrace glukosy)

Postup byl analogicky postupti pvéieni kvality vybranych kultivénich medii na
realnych vzorcich ip vySSi koncentraci. Rozdil spiwal pouze v koncentraci glukosy
v realnych vzorcich, ktera byla nizsi.

2.5.7 Zjisténi mozného zdroje kontaminace leukonostokem

* Byla provedena sedimeritd analyza ovzduSi na zavedenych kontrolnich
mistech ve vyrofy za pomoci analyzatoru MERCK MAS — 100 ECO.
Analyzy byla ogt provedena za pouZiti obou jiz ziavanych Zivnych
médii.

* Byly provedeny siry z linky v zavedenych kritickych bodech z hledisk
kontaminace vyrobku.

» Kultivace misek byla provama 4 dny pi teplo& 30°C.
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3 CIL PRACE

Praktickacast této bakatédké prace byla provéda v laboratt firmy_
V ramci procesu kontroly byla jedna z nahodnych rofkologickych kontaminaci
vyhodnocena specializovanou laboigto jako kontaminace mikroorganismem
Leuconostoc mesenteroidesbsp dextranicum.Tento mikroorganismus byl zvolen pro
dalSi praci v experimentaldésti. Cilem bylo zji&ni vhodnych podminek a media pro
spolehlivé ugeni tohoto mikroorganismu v ramci procesu kontrglsoby.

4 VYSLEDKY A DISKUZE

Nejdiive byla provadna kultivacecisté kultury na vybranych Zivnych mediich.
Dale byla o¥fena jednotliva media prakticky na realnych vzorcigteré byly
kontaminovany sbirkovou kulturou.

4.1 Kultivace ¢isté kultury na vybranych Zivnych mediich

Byla otestovana dv Zivna media na st a rozmnoZovani sbirkové kultury
Leuconostoc mesenteroidd$a stanoveni pau MO byla pouZzita metoda ndémeého
stanoveni p&tu MO. Na zaklad naristu nejvyssiho pau MO bylo vybrano medium
pro dalSi experimenty.

Patty kolonii MO, kultivovanych na jednotlivych mediicv zavislosti naedni
suspenze jsou uvedeny v tabulkach 5 a 6. Pro stan@atu kolonii mikroorganisr
byly pouzity pouze misky, na kterych qa vyrostlych kolonii nefesahoval 200, cozZ je
uvedeno v tabulkach 5 a 6.

Tabulka 5 P&ty kolonii MO v zavislosti ndedni suspenze (APT Agar)

APT Agar Pocet kolonii

Suspenze| Fedéni 1 2 3| Pramér 4
A 10 N N N N 0
B 10 N N N N 0
C 10° 76 170 200 149 0
D 10° 20 14 19 18 0
E 10° 1 1 2 1 0
F 1 1 0 0 0 0

Potet bungk v suspenzi (ml") | 1486667

N = nepditatelny paet kolonii (vice nez 200 kolonii)
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Tabulka 6 Péty kolonii MO v zavislosti ndedni suspenze (Orange - surum Agar)

Orange - serum Agar | Pdet kolonii

Suspenze| Fedéni 1 2 3| Pramér 4
A 10 N N N N 0
B 10 N N N N 0
C 10° 122 129 122 124 0
D 10° 16 8 9 11 0
E 10° 0 2 2 1 0
F 10 0 0 0 0 0

Potet bungk v suspenzi(mt') | 1243333

N = nepdgitatelny p@et kolonii (vice nez 200 kolonii)

Pro ovteni tvorby dextranu bylo pouZzito modifikované mediRlate Count Agar.

Tabulka 7 Fitomnost kolonii v zavislosti n@dini modifikovany (Plate Count Agar)

Plate Count Agar (modifikovany)
Suspenze| 1 2 3 4
A + + + -
B + + + -
C + + + -
D + + + -
E + + + -
F + - - -

+ = pozorovana produkce dextranu
- = bez produkce dextranu

Na zaklad vySe uvedenych testzeftici, Ze slozeni obou medii je vhodné piistr
testovaného mikroorganismu. Pro dalSi pokusy byhrdna media APT Agar a
nasledg bylo otestovano medium modifikovany Plate CountaAgpro zjiséni
piitomnosti leukonostak Modifikovany Plate Count Agar byl dale pouzivadixodu
produkce dextranu leukonostoky na tomto mediu. &kod dextranu na tomto mediu
byla owtrena a vysledky jsou uvedeny v tabulce 7.
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4.2  Ovéreni kvality vybranych kultiva é¢nich medii na realnych vzorcich
(vySSi koncentrace glukosy)

K analyze moznosti a testovani vyskytu daného Ieaktwka, jako
kontaminujiciho MO byly podrobeny jak suroviny, takprodukty. Jako zastupce
surovin byl zvolen glukosovy sirup, ktery tv@aklad veSkerych slazenych napgako
zéstupce produktbyl zvolen jeden z mnoha, které jsou vtomto vyiolb procesu
produkovany, a t- multivitamin. Koncentrackikgsy v €chto vzorcich, se
shodovaly s koncentracemi glukosy vilpshu vyroby.

Na zaklad paitatelnosti kolonii pi kultivaci ¢isté kultury byla pro kontaminaci
realnych vzorl vybrana suspenzeredinim 1G. V tabulce 8 je uvedeno mnozstvi MO
v 1 ml suspenzefpravené ze sbirkového mikroorganismu, kterou lgigtaminovany
realné vzorky. P&y byly stanoveny néimou metodou.

V tabulkach 9, 10, 11ipohy (strany 49 — 52), jsou shrnutydbp MO v reélnych
vzorcich po 1, 2, 3 dnech od kontaminace realnyotrki. Paity byly stanoveny
rovnéZz negimou metodou.

Tabulka 8 Stanoveni ptu MO v suspenzi, kterou byly infikovany reélné rao (pocateni
mnozstvi MO v 1 ml suspenze)

103

Miska 1 2 3| Priamér 4| Pocet
APT 1796 1925 1876 1866 0(18656667
LEU + + + -

APT = APT Agar

LEU = modifikovany Plate Count Agar
+ = produkce dextranu

- = bez produkce dextranu

Vybrané realné vzorky byly kontaminovany vySe uvemesuspenzi (Tabulka 8) a
nasledg skladovany v pib¢hu ¢étyr dnmi pii teplog 5°C a 25°C. Z kazdého
kontaminovaného vzorku byl pak v pravidelny&sovych intervalech odebran 0,1 ml
vzorku a nefimou metodou byl stanoven ¢ Zivych bugk MO. Vysledky jsou
uvedeny v piloze v tabulkach 9 — 11. Na zaktatdodnot uvedenych v tabulkach byly
zpracovany grafické zavislosti. Vysledky o MO po kontaminaci realnych vzark
v zavislosti na podminkach¢ase jsou uvedeny v grafech 1 — 4.
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Rust kultury MO v glukose pri 5°C

2,00E+07
1.80E+07
1.60E+07
1A0E+07
1.20E+07
1,00E+07
8,00E+06 ——GRCH
6,00E+06 —B—GNCH
4,00E+06
2,00E+06
0,00E+00

Poéet MO

—
]
w
e

Den

GRCH = koncentrace glukosy v sirupu 70%
GNCH = koncentrace glukosy v sirupu 51%

Graf 1 Grafické zndzoimi paitu MO v surovir v zavislosti naase pi 5°C

Rust kultury MO v glukose pri 25°C

2,00E+07
1,80E+07
1,60E+07
1 40E+07
1,20E+07
1,00E+07
8.00E+06 ——GRT
6.00E+06 —B—GNT
4,00E+06
2,00E+06
0,00E+00

Poéet MO

—
]
w
e

Den

GRT = koncentrace glukosy v sirupu 70%
GNT = koncentrace glukosy v sirupu 51%

Graf 2 Grafické zndzo#mi paitu MO v surovii v zavislosti n&ase pi 25°C
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Rust kultury MO v pruduktu pri 5°C

2.00E+07
1.80E+07
1.60E+07
1.40E+07
1.20E+07
1.00E+07
8.00E+06 ——PRCH
0.00E+06 —=—PNCH
4.00E+06
2.00E+06
0.00E+00

Pocet MO

Den

PRCH = koncentrace glukosy v produktu 51%
PNCH = koncentrace glukosy v produktu 12%

Graf 3 Grafické znadzoumi pastu MO v produktu v zavislosti ngase pi 5°C

Rust kultury MO v produktu pri 25°C

2,00E+07
1,80E+07
1,60E+07
1 40E+07
1,20E+07
1,00E+07
8.00E+06 —4—PRT
6.00E+06 —m—PNT
4,00E+06
2,00E+06

0,00E+00 ——{"} 7
2 3 4

1 2

Pocet MO

Den

PRT = koncentrace glukosy v produktu 51%
PNT = koncentrace glukosy v produktu 12%

Graf 4 Grafické zndzo#mi paitu MO v produktu v zavislosti ngase i 25°C

Teplota vrjSiho prostedi je sice jednim z hlavnich fakiiorkteré ovlivauiji
rychlost rozmnozovani mikroorganigémale i sloZzeni media je jednim z limitujicich
faktori rastu MO. [1] Zgrafi 1 a 2 je patrné, Ze vilchu skladovani
kontaminovanych vzotk nedochazelo k pomnozeni MO. | kdyZz mnozstvi MO ve
vzorcich bylo na z@tku experimentu shodné, projevil se n&ezivani MO
v glukosovém sirupu vliv teploty.
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Pii teplo& 5°C (Graf 1) po 4 dnechigrivalo je& 1,32 - 10 MO, co? je
VvV porovnani s p&gtenim patem 71%. V pipadt niZSi koncentrace glukosygzivalo
4. den jedt 5,03 - 16 MO. Kdy? provedeme stejné porovnani $4tesnim pastem
MO, tak je to 27% ptateiniho pa&tu MO. Hi teplo€ 25°C (Graf 2) se ochranny efekt
teploty neprojevil. Jizieti den pezivalo v sirupu o koncentraci 70% glukosy 5% a
v sirupu o koncentraci 51% glukos¥egivalo jiZz jen 1% z jvodni populace.

Z pokusi vyplyva, Zze kdyz dojde ke kontaminaci suroviny,rjst MO vlivem
vysoké koncentrace glukosy inhibovan. Bylo 2ji&t, Ze pi nizSi skladovaci teplst
(5°C) prezivd po 4 dnech uchovavani vysSicgiozivotaschopnych MO, neZtip
uchovavani p vyssi teplot (25°C).

V pripact produktuj muttivitamin (Graf 3 a 4), kterysaihoval nejen cukr,
ale také i dalSiimesi (konzervanty), bylo zjigho, Ze jiz druhy den od kontaminace
vzorku je v #m piitomno 0% Zivotaschopnych MO. | kdyZ bytaeti den zaznamenana
piitomnost minimalniho pdu MO, ¢étvrty den byl pdéet ot nulovy. Vliv teploty
achovy se tak vyraznneprojevil, jako v fipact Uchovy glukosového sirupu bez
piidavku konzervarit

Z pokusi vyplyva, Ze kdyz surovina nebo produkt neobsakeiizervani latku, a
dojde k jejich kontaminaci zménym mikroorganismem, musi mit takovou koncentraci
glukosy, ktera inhibuje jehdist a rozmnozovani. Na mnozst¥epivajici kontaminani
mikroflory ma takeé vliv teplota achovy.

Z grafickych zavislosti (Graf 1 — 4) je patrné,riiet mikroorganismudLeuconostoc
mesenteroidege silng ovlivnén jak teplotou, tak i koncentraci substratu. Ob@ ty
faktory pisobi na jehotst inhibing, proto p@éty MO v prabéhu ¢asu klesaji. Bst je
ovlivnén také pitomnosti konzervmich prostedki (benzoan sodny), coz se projevilo
strmgjSim poklesem #vky grafické zavislosti pttu MO, ktera charakterizovala tento
stav v produktu.

4.3  Ovéreni kvality vybranych kultiva é¢nich medii na realnych vzorcich
(nizSi koncentrace glukosy)

Byla zkoumana moZzZnostastu a rozmnozZovaniLeuconostoc mesenteroides
v prostedich produktu a substratu s nizSimi koncentracghakosy. Koncentrace
glukosy byla sniZzena na 5%, coz je hodnota &vadv literatiie, jako optimalni
koncentrace glukosy v mediu pnisst Leuconostoc mesenteroidds]

V tabulce 12 je charakterizovano mnozstvi MO v 1 subpenze ifpravené ze
sbirkového MO, kterou byly kontaminovany realné o Redsni suspenze £tbylo
vybrano z hlediska pitatelnosti na zaklad vysledki pii kultivaci cisté kultury.
V piiloze v tabulkach 13, 14, 15 jsou shrnut¥tydVO v realnych vzorcich po 1, 2, 3
dnech od kontaminace realnych vaorgsuroviny a produktugistou kulturou. P&ty
Zivotaschopnych MO byly stanoveny igpou metodou.
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Tabulka 9 Stanoveni pm MO v suspenzi, kterou byly infikovany realné skao (pocateini
mnoZzstvi MO v 1 ml suspenze)

10 (-3)

Miska 1 2 3| Pramér 4 | Potet
APT 6 13 19 13 0| 126667
LEU + + + -

APT = APT Agar

LEU = modifikovany Plate Count Agar
+ = produkce dextranu

- = bez produkce dextranu

Vybrané realné vzorky byly kontaminovany vySe uvemesuspenzi (Tabulka 12)
a nasleda skladovany v pibéhu ¢ty dni pri teplog€ 5°C a 25°C. Z kazdého
kontaminovaného vzorku byl pak v pravidelny&sovych intervalech odebran 0,1 ml
vzorku a nefimou metodou byl stanoven & Zivych bugk MO. Na zaklad hodnot
uvedenych v tabulkach 13 — 15ilphy (strany 53 a 54), byly zpracovany grafické
zavislosti. Vysledky p&t MO po kontaminaci redlnych vzarkv zavislosti na
podminkach &ase jsou uvedeny pro nazgsi pohled v grafech 5 a 6.

Rust kultury MO pri 5°C

1,20E+06
1,00E+06
8,00E+05

6,00E+05
—o—GRRCH
—B—-PRRCH

Pocet MO

4,00E+05

2,00E+05

— .\.
0,00E+00

1 2 3 4

Den

GRRCH = koncentrace glukosy v sirupu 5%
PRRCH = koncentrace glukosy v produktu 5%

Graf 5 Grafické znazomi paitu MO v produktu v zavislosti ngase pi 5°C
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Rust kultury MO pri 25°C

1.80E+06
1.60E+06
1.40E+06
1.20E+06
1.00E+06
8,00E+05 e GRRT
6.00B+05 -

4.00E+05 —#=PRRT

2,00E+05
0,00E+00

Pocet MO

Den

GRRT = koncentrace glukosy v sirupu 5%
PRRT = koncentrace glukosy v produktu 5%

Graf 6 Grafické znazomi paitu MO v produktu v zavislosti ngase pi 25°C

Pri teplo 5°C (Graf 5) se po 4 dnech zvysilget preZivajicich MO v glukosovém
sirupu o koncentraci glukosy 5% v porovnani &gp&nim patem devitinasobh
V piipact produktu o stejné koncentraci glukosy (Graf 5keiogezivajicich MO,
stanovenych népmou metodou neustale klesal az do jeho UpIné&itoepnosti po 4
dnech od kontaminace produktui Beplot 25°C (Graf 6) se projevil vliv teploty na
rast MO, ktera jej stimulovala. Ret Zivotaschopnych MO stanovenych famu
metodou Vv glukosovém sirupu byl po uplynuti 4tdod kontaminace dokonce
tiinactindsobny. Reet MO v produktu, uchovavanéhai 25°C (Graf 6), se iflis
neznenil. Jeho poet vzrostl o 10%.

Z pokusi vyplyva, Ze pi koncentraci glukosy 5% surovindochazi ke zvysSeni
poctu burek MO.

V piipact produktul il multivitamin, ktery obsahoval nefarkr, ale také i dal$i
piimési (konzervanty), bylo zjigho, Ze teplota 25°@asté&n¢ stimuluje st patu
kontamin&niho MO i gies fitomnost konzervafit V piipads uchovavani vzorkuip
teplo€ 5°C nebyla po 4 dnech zj$ta gitomnost leukonostoka. Na zvySenipoMO
nema vyrazny vliv teplota, zatimco u produktu tégplento vliiv ma.

Z pokusi vyplyva, Ze pokud dojde ke kontaminaci zgmym mikroorganismem,
zvySi se poet MO v surovig pri koncentraci 5% glukosy ip skladovani za obou
uvedenych teplot. Ret Zivotaschopnych MO v produktu, ktery obsahujazesva&ni
latky, je zavisly na teplét Fi teplo® 5°C dojde k jeho Uhynu,fipteplott 25°C miZze
dojit k jeho mirnému pomnoZzeni v produktu o kon@itglukosy 5%.

Z grafickych zavislosti je patrné, Zeust mikroorganismu Leuconostoc
mesenteroidege ovlivnén jak teplotou, tak i koncentraci substratu, colb lzynirgno jiz
ve zhodnoceni vysledipiedchozich pokus(kapitola 4.2 na str&33). Z grab 5 a 6 je
patrné, Ze nizSi koncentrace glukosy v pgegitumo#uje mist MO. Vliv konzervénich
prostedki na inhibici Gistu MO neni filis zavisly na teplat Z grafi 5 a 6 vyplyva, Ze
konzerv&ni prostedky inhibuji fist MO nezavisle na teplot
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4.4  Zjisténi mozného zdroje kontaminace leukonostokem

Potravindiské suroviny jsou ve &Sin¢ piipadi neudrzitelné materidly, které
podléhaji nezadoucim zmam. Vyznamné jsou zejmeéna takovéémgnpotravin, které
vedou ke vzniku zdravotnich nebezpe potravin. O znalosti zém probihajicich
Vv potravinach se opir&st systému kritickych badHACCP. Ktera analyzuje nebezjpe
kontaminace[1]

Vzhledem k pedchozim vysledkn, které potvrdily moznost vyskytu
leukonostoka, byly zkontrolovany vSechnkegpokladané zdroje mozné kontaminace
produktu. Byla proto provedena na vSech vybranyéstenh analyza ovzduSi a byly
provedeny rovéZ stry zlinky. Kontrolovana mista byla v souladu sestéynem
HACCP.

V Tabulce 16 jsou shrnuta mista a a@rd jednotlivych mist pro zdroj mozné
kontaminace leukonostokem ve vyEoblabulka 17 udava gty MO z jednotlivych
odkeri. Jednotlivé MO, které bylyifiomny ve vzduchu, nebo vesstch nebyly pesrg
uréeny, byla pouze sledovanaitomnostLeuconostoc mesenteroiddgera nebyla
prokdzana. Graf 7 znazmije paty MO zjisS€nych na jednotlivych mistech vyrobniho
procesu, které byly v souladu s HACCR kultivaci na APT Agaru a modifikovaném
Plate Count Agaru.
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Tabulka 10 Ozngeni mist a druhu analyzy zdroje mozné kontaminageykitu

Druh analyzy | Mistnost Ozn&eni Druh Misto Oznateni
vzorku analyzy vzorku
Sedimenta&ni | MIBI 1 Stéry Plnici jehly 1S
analyza Siruparna ST 2 Dradha 2S
vzduchu vrsSku
SID | plni¢ 3 Snek 3S
Mezi SID | a 4 Plocha 4S
SID I
SID Il plni¢ 5 Z4s. vrsk 5S
Krones plné 6
Krones myka 7
Sir. Hala 8
Gs hala 9
Venku 10
Tabulka 11 Péty kolonii na jednotlivych mistech oty vzorku
Pocet kolonii LEU | Poget kolonii Pocet Pocet
Oznafeni | (modifikovany APT Oznaceni | kolonii kolonii
vzorku Plate Count Agar) | (APT Agar) |vzorku LEU APT
1 13 23|1S 0 0
2 19 22|2S 7 1
3 44 50(3S N N
4 51 58(4S N N
5 97 104|5S N N
6 56 62
7 61 63
8 75 81
9 77 84
10 91 96
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Pocty kontaminacnich kolonii na
jednotlivych mediich

120
100
80
60
40
20

=—LEU
== APT

Pocet kolonii

10

[=s]
fl=}

1 2 3 4 5 6 7
Misto

APT = APT Agar
LEU = modifikovany Plate Count Agar

Graf 7 Pdaty kolonii v zavislosti na kultivenim mediu a mistu odhu

Mikroorganismy, které byly iitomny ve vzduchu, nebo vesstch nebyly pesré
uréeny, byla pouze sledovanatitpmnost Leuconostoc mesenteroideswm zaklad
selektivniho znaku produkce dextranového slktara nebyla prokazana.

Pfi vyhodnoceni péta narostlych kolonii na mediu LEU, nebyly pozorovany
kolonie produkujici extracelularni polysacharid. kéklad vizuélniho posouzeni Ize
fici, Ze ani analyzou vzduchu a anirgf nebyl zjiS€n piitomny Leuconostoc
mesenteroidesubsp dextranicum.

Z grafu vyplyva, Ze nejvice kolonii MO byl@ipmno ve vzduchu v mistSID I,
nejmér pak v mistnosti mikrobiologické labor&o Ani v jednom fpac nebylo
piekrateno povolené limitni mnozstvi kolonii.
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5 ZAVER

V praktické c¢ésti byly otestovdny komeémi Zivnd media pouZivand pro
mikrobiologicky rozbor potravin, vliv koncentracdulgosy, teploty a fitomnosti
konzerv&nich prostedki, na st Leuconostoc mesenteroidaghspdextranicum

Byla provedena kultivaceisté kultury na diznych mediich a na zakladryse
diskutovanych vysledkbyla vybrana media pro dalSi praci na experimantdisti.

Bylo zjiSttno, Ze nejetSi vliv na Kst Leuconostoc mesenteroidesubsp.
dextranicum m& koncentrace glukosy v priedi. Koncentrace 12%, 51% a 70%
glukosy inhibovala st a pocétyfech dnech nebyl stanoven Zadny MO v et
Velkou roli hraje pirastu tohoto mikroorganismu takérifpmnost konzervanich
prostedki (benzoan sodny). Podle uvedenych vyslediliviiuje rist také teplota, ale
jeji vliv neni tak zésadni, jako wipact vlivu koncentrace glukosy a konzeéwéch
prostedk.

Sledovana byla row moznost vyskytu Leuconostoc mesenteroidesibsp.
dextranicum jako mozného kontaminantu ve vyrobnim mm:_ ktera se
nepotvrdila.

Z hlediska vyrobni praxe je za¥r celé experimentalni¢asti nasleduijici:

Leuconostoc mesenteroidegbsp.dextranicum se &zné¢ ve vyrobnich prostorach
nevyskytoval. Jeho ifiomnost v hotovych produktech, nebo v surovinaehmozna
pouze pi nedodrzeni spravnych vyrobnich postupejvice je zavisla na koncentraci
glukosy), potom by se mohltipadny ndhodnylLeuconostoc mesenteroidassibsp.
dextranicum ktery by se vyskytnul v pragtdi, stat moznym zdrojem mikrobiologicke
kontaminace.

Pro detekciLeuconostoc mesenteroidesbsp.dextranicumje vhodné pouZzivat
mikrobiologicky rozbor zaloZzeny na pouZzité kuliiwd metoa v této bakal&ské praci.
Jako médium je vhodné pouzit APT Agar, dodavanydin MERCK a Plate Count
Agar, modifikovany podle instrukci v experimentalidisti, dodavany rowZ firmou
MERCK.
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A

TABULKY

A.1 Tabulka 9 Shrnuti po¢tda MO v raznych prostiredich po 1 dni od

kontaminace realnych vzorki

Druhy den po infikaci

APT Miska 1 2 3| Pramér 4| Podet
GRCH 120 128 150 133 0| 13266667
GNCH 157 173 128 153 0| 15266667
GCCH 0 0 0 0 0 0
GRT 41 60 69 57 0| 5666667
GNT 97 137 123 119 0| 11900000
GCT 0 0 0 0 0 0
PRCH 0 0 0 0 0 0
PNCH 1 8 2 4 0| 366666
PCCH 0 0 0 0 0 0
PNT 1 0 0 0 0 33333
PRT 0 0 0 0 0 0
PCT 0 0 0 0 0 0

LEU GRCH + + +
GNCH + + +
GCCH - - -

GRT + + +
GNT + + +
GCT - - -
PRCH - - -
PNCH + + +
PCCH - - -
PNT - - +
PRT - - -

W

PCT
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GNCH
GRCH
GCCH
PNT
PRT
PCT
PNCH
PRCH
PCCH
LEU

APT

Roztok glukosového sirupu (kontaminovany MO) konc.
glukosy 70%, skladovanyip25°C

Roztok glukosového sirupu (kontaminovany MO) on&o
glukosy 51%, skladovanyip25°C

Roztok glukosového sirupu (bez kontaminace MO)kanc.
glukosy 70%, skladovanyip25°C

Roztok glukosového sirupu (kontaminovany MO) konc.
glukosy 70%, skladovanyipgs°C

Roztok glukosového sirupu (kontaminovany MO) on&
glukosy 51%, skladovanyipgs°C

Roztok glukosového sirupu (bez kontaminace MO)kanc.
glukosy 70%, skladovanyipgs°C

Roztok produktu (kontaminovany MO) o konc.kgisy 51%,
skladovany fi 25°C

Roztok produktu (kontaminovany MO) o konc. glaio 12%,
skladovany p 25°C

Roztok produktu (bez kontaminace MO) o konckghy 51%,
skladovany p 25°C

Roztok produktu (kontaminovany MO) o konakglsy 51%,
skladovany $ 5°C

Roztok produktu (kontaminovany MO) o konc. glait  12%,
skladovany $ 5°C

Roztok produktu (bez kontaminace MO) o konakgby 51%,
skladovany $ 5°C

Modifikovany (podle instrukci v praktick&sti) Plate Count agar,
dodavany firmou MERCK

APT Agar dodavanydire firmou MERCK
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A.2 Tabulka 10 Shrnuti poéta MO v riznych prostredich po 2 dnech od
kontaminace realnych vzorka

Treti den po infikaci

APT Miska 1 2 3| Pramér 4| Podet
GRCH 100 101 118 106 0| 10633333
GNCH 190 180 197 189 0| 18900000
GCCH 0 0 0 0 0 0
GRT 2 0 3 2 0| 166666
GNT 7 13 5 8 0| 833333
GCT 0 0 0 0 0 0
PRCH 0 0 0 0 0 0
PNCH 0 16 1 6 0| 566666
PCCH 0 0 0 0 0 0
PNT 21 1 0 7 0| 733333
PRT 0 0 0 0 0 0
PCT 0 0 0 0 0 0

LEU GRCH + + + -
GNCH + + + -
GCCH - - - -
GRT + + + -
GNT + + + -
GCT - - - -
PRCH + - - -
PNCH + - + -
PCCH - - - -
PNT - - + -
PRT - - - -
PCT - - - -
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A.3 Tabulka 11 Shrnuti pota MO v riznych prostredich po 3 dnech od
kontaminace realnych vzorka

Ctvrty den po infikaci

APT Miska 1 2 3| Prumeér 4| Pocet
GRCH 56 42 53 50 0| 5033333
GNCH 159 121 117 132 0| 13233333
GCCH 0 0 0 0 0 0
GRT 48 0 0 16 0| 1600000
GNT 0 0 0 0 0 0
GCT 0 0 0 0 0 0
PRCH 0 0 0 0 0 0
PNCH 0 0 1 0 0| 33333,33
PCCH 0 0 0 0 0 0
PNT 1 0 0 0 0| 33333,33
PRT 0 1 0 0 0| 33333,33
PCT 0 0 0 0 0 0

LEU GRCH + + + -
GNCH + + + -
GCCH - - - -
GRT - - + -
GNT - - - -
GCT - - - -
PRCH - - - -
PNCH - - + -
PCCH - - - -
PNT + - - -
PRT + - - -
PCT - - - -
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A.4  Tabulka 13 Shrnuti pottda MO v riaznych prostredich po 1 dni od

kontaminace realnych vzorka

Prvni den po infikaci
APT Miska 1 2 3| Pramér 4| Pocet
GRRCH 2 3 3 3 0| 266667
GRRT 3 4 2 3 0| 300000
PRRCH 1 0 2 1 0| 100000
PRRT 1 1 2 1 0| 133333
LEU |GRRCH + + + -
GRRT + + + -
PRRCH + + + -
PRRT + + + -
GRRCH Roztok glukosového sirupu (kontaminovany MO) on&
glukosy 5%, skladovanyip5°C
GRRT Roztok glukosového sirupu (kontaminovany MO) on&o
glukosy 5%, skladovanyip25°C
PRRCH Roztok produktu (kontaminovany MO) o konc. glait 5%,
skladovany $ 5°C
PRRT Roztok produktu (kontaminovany MO) o konc. glaio 5%,
skladovany $ 25°C

A.5 Tabulka 14 Shrnuti pota MO v riznych prostiredich po 2 dnech od
kontaminace realnych vzorka

Druhy den po infikaci
Miska 1

APT Prameér Pocet

GRRCH

366667

GRRT

700000

PRRCH

100000

PRRT

Rk lo|N

N[O |~N

Rk~ o w

EAIRES

o|lo|lo|o|+

133333

LEU

GRRCH

GRRT

PRRCH

PRRT

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+
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A.6 Tabulka 15 Shrnuti poéta MO v riznych prostiredich po 3 dnech od
kontaminace realnych vzorka

Treti den po infikaci

APT Miska 1 2 3| Prumeér
GRRCH 13 10 11 11
GRRT 15 17 18 17
PRRCH 0 0 0 0
PRRT 2 1 2 2
LEU GRRCH + + + -
GRRT + + + -
PRRCH - - - -
PRRT + - + -

Pocet
1133333
1666667
0
166667

o000~

B OBRAZKOVA P RILOHA

B.1 Pracovni suspenze

Obrézek 21 Kontaminované a kontrolni suspenzetprmseni pétu MO @i teplot 5°C
(vySSi koncentrace glukosj)5]
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Obrazek 22 Kontaminované a kontrolni suspenze tawoseni pstu MO pi teplog 25°C
(vySSi koncentrace glukosj)s]

Obréazek 23 Kontaminované a kontrolni suspenze farwoseni pstu MO pri teplog 5 a 25°C
(niz8i koncentrace glukosy15]
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B.2 Vysledky sediment&ni analyzy vzduchu a s#ra z linky

Obréazek 26 Misto 7, 8, 9 (médium APT AgHIr}]
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Obrazek 30 Misto 9, 10 (médium modifik. Plate Coligar) [15]
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Obrézek 34 Misto 4S, 5S (médium modifik. Plate GAgar)[15]
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