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FUNKCNI VLASTNOSTI BAKTERII
MLECNEHO KVASENI
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Ke Dvoru 12a, 160 00 Praha 6

Functional properties of lactic acid bacteria

Abstrakt

Bakterie mlééného kvaseni predstavuji skupinu
mikroorganismd, jenZ jsou zndmé a v potravinirském
prumyslu vyuZivané pro své fermentacni schopnosti.
Neékteré druhy a jejich izolaty, jako probiotika, poskytuji
fadu zdravotnich benefitd v souvislosti s gastro-urogeni-
talnim traktem lidi a zvifat. Bakterie mlé¢ného kvaseni,
druh od druhu a izolat od izolatu, disponuji Sirokym
spektrem dalSich funkénich vlastnosti, které mohou byt
vyznamnym piinosem pro vyvoj potravin nové generace
cilené na specifické skupiny konzumentd s ohledem na
jejich zdravi a nutri¢ni poZadavky.

Klicova slova: bakterie mléé¢ného kvaSeni, funk&ni
vlastnosti, enzymaticka aktivita, antimikrobialni latky,
detoxikacni vlastnosti

Abstract

The utilization of lactic acid bacteria for their fermen-
tative effect in the food and feed industry is a worldwide
phenomenon. Lactic acid bacteria as probiotics provide
health benefits for the human and animal gastro-uroge-
nital tract. Lactic acid bacteria in relation to particular
species and/or isolate can exhibit extra-functional pro-
perties. The functional properties of lactic acid bacteria
can contribute to the food of the new generation for con-
sumers with special nutrition requirements.

Keywords: lactic acid bacteria, functional properties,
enzymatic activity, antimicrobial activity, detoxifying
activity

Uvod

Bakterie mlé¢ného kvaseni (BMK) jsou vSudypritomné
organismy. V zavislosti na nutricni preferenci a schop-
nosti vyuzivat rizné sacharidy, je popséan jejich vyskyt
na rostlindch, fermentovanych organickych substratech
véetné rostlin, potravin, v mukosalnich tkanich lidi
a zivoCichu stejné jako v enterogastrickém a urogeni-
tdlnim traktu. BMK jsou vyznamnou slozkou vyse
uvedenych ekosystému a diky svému specifickému me-
tabolismu maji kli¢ovy vyznam pfi regulaci mikrobiomu
a fermentacnich procesech. BMK predstavuji heterogen-
ni fylogenetickou skupinu, jejiz zastupci, na zakladé€ evo-
luce s ostatnimi mikroorganismy, houbami, rostlinami,
bezobratlymi a obratlovci, jsou mutualisté, symbionti,
komenzalové a vyjimecné i patogeni.

Z tylogenetického hlediska se fadi BMK mezi G+ bak-
terie, nesporulujici koky, kokobacily a bacily povétSinou
anaeroby s toleranci k aerobnimu prostredi. Podle scho-
pnosti vyuzivat glukézu se déli na homofermentativni
a heterofermentativni BMK. Jejich DNA obsahuje méné
nez 53 mol % G+C bazi. VétSina druhid se fadi k fadu
Lactobacillales v ramci kmene Firmicutes zahrnujiciho,
kromé Lactobacillales jesté celedi Aerococcaceae, Car-
nobacteriaceae, Enterococcaceae, Leuconostocaceae
a Streptococcaceae. Rod Bifidobacterium se nefadi mezi
bakterie mlécného kvaseni. Je soucasti vyvojové vétve
Actinobacteria, tfidy Actinobacteriacea atadu Bifidobac-
teriales. Soucasna fylogeneticka klasifikace je zaloZena
na sekvencich 16S a 23S r RNA gent a na celogenomo-
vych sekvencich. Polyfazicky pfistup zahrnuje dostupné
fenotypické a genotypické informace a umoziluje tak
odliSeni izolatl s variabilnimi vlastnostmi v rdmci daného
druhu. Fylogenetickd diverzita BMK reflektuje také je-
jich odlisnosti morfologické, odlisné ristové parametry,
odlisné naroky na media, toleranci k solim a pH, varia-
bilitu v metabolismu a schopnost sekrece specifickych
metaboliti (Ginzle, 2015). Tyto vlastnosti v optimalni
kombinaci pak rozhoduji o jejich funkcnosti, cileném
a efektivnim vyuziti kmentit BMK v Iékafstvi, farmacii
a potravinarstvi. BMK produkuji fadu metaboliti které
jsou pouZzivany jako funkcni dopliiky: probiotika, enzy-
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my, vitaminy, exopolysacharidy, nizko-kalorické cukry,
antimikrobidlni agens v mediciné a farmacii a jako
detoxifikacni agens v potravinich a krmivech. Na
zéakladé schopnosti BMK fermentovat laktézu a dalSich
enzymatickych aktivit, byly vyselektovany druhy a kme-
ny BMK k pouziti jako zakysové a doplikové kultury
pro mlékarenské, pekarské a jiné potravinarské obory.
Pozadavky na BMK coby zakysové kultury pro soucasné
funk¢ni potraviny jsou zejména: mikrobialni bezpecnost,
organoleptické, technické a nutri¢ni specifikace, zdra-
votni benefity jako napiiklad probiotické vlastnosti
a také rezistence vici bakteriofagim. K vybéru a speci-
fikaci kmenti BMK se pouZzivaji fenotypické a genoty-
pické testy a metody. Funk¢ni vlastnosti, jako schopnost
produkovat metabolity typu exopolysacharidi (EPS)
nebo proteiny ¢i peptidy s antimikrobidlni aktivitou, jsou
podminény geneticky a ovlivnény podminkami prostredi.
I kdyZz ve védeckych vystupech je popsdna fada genu
zodpovédnych za produkci téchto funkénich molekul, ne
vzdy se projevi fenotypové respektive nezndme piesné
podminky k aktivaci téchto genda.

Antimikrobialni latky

Kmeny BMK produkuji specifické antimikrobialni
latky jako jsou mastné kyseliny s kratkym fetézcem
(kyselina mlécna, mravenci, octovd, propionova
atd.), peroxidy a/nebo toxiny cilené vic¢i nezadoucim
mikroorganismim jako jsou bakteriociny a podobné
latky. Bakteriociny rtzného typu produkuje vétSina
druht BMK. Z hlediska mikrobialni ekologie maji bak-
teriociny vliv na formovani bakteridlnich komunit pfi
osidlovani riiznych nik a jsou zodpovédné za diverzitu
bakteridlnich komunit. Bakteriociny jsou syntetizovany
ribosomélné, anebo jsou reprezentovany post-translacné
modifikovannymi peptidy (RiPPs) (Arnison a kol.,
2013). Bakteriociny jsou na zdklad€ jejich struktury
a puvodu podle soucasnych poznatkii déleny do tiid I
— RiPP, tfida II — bakteriociny nemodifikované, mensi
nez 10kDA, a tfida III — vysokomolekularnii bakterio-
ciny (Alvarez-Seiro a kol., 2016; George a kol., 2018).
Bakteriociny jsou vyuZzitelné jako biokonzervanty, jako
podpurny probioticky faktor regulujici stfevni mikrofloru
a jako antibiotika. Kmeny BMK, u kterych je prokazana
produkce bakteriocin by mély vykazovat dalsi vlastnos-
ti nezbytné k zajisténi efektivity a funkcnosti produko-
vanych bakteriocind v potravinarské praxi. Bakteriociny
by mély byt stravitelné, netoxické a neimunogenni, aby
nezatéZovaly organismus. MéEly by byt termorezistentni,
tak aby si zachovaly antimikrobidlni aktivitu i po pasteri-
zaci. BMK produkujici bakteriociny by nemély vykazo-
vat kiiZovou rezistenci s antibiotiky (Silva a kol., 2018;
Florou-Paneri a kol., 2013). Paklize BMK produkujici
bakteriociny spliuji vySe uvedené pozadavky, jejich
aplikace jako potravinarskych konzervantl je cilena na
prodlouzeni trvanlivosti potravin, omezeni rizika kon-
taminace nezadoucimi mikroorganismy, omezeni che-

mickych konzervantd a tepelného zpracovani potravin,
omezeni ekonomickych ztrat. Aplikace BMK s uvede-
nymi zdravotnimi a technologickymi benefity do vyro-
by potravin dava vznik reformulovanym nebo novym
potravinam. Kromé bakteriocintl, jsou BMK také zdro-
jem vitamind jako jsou folaty, vitaminy skupiny B a K2.

Enzymaticka aktivita BMK

Enzymatick4 aktivita BMK md zdsadni vliv na vyrobu,
organoleptické vlastnosti a kvalitu mlécnych a pekar-
skych (kvasy) i masnych vyrobkd.

Proteolyticka aktivita BMK je sama o sobé nezbyt-
nd pro rast a vyvoj populaci BMK v mlééném prostiedi
béhem fermenta¢niho procesu. Protedazy jsou polypep-
tidy lokalizované v bunécné sténé bakterii. Vysledkem
jejich pasobeni na proteiny proteolytického procesu jsou
peptidy a volné aminokyseliny. Tyto se v naslednych pro-
cesech jako je dekarboxylace, transaminace a desulfuri-
zace podileji na vzniku senzorickych a organoleptickych
vlastnosti potravin. U mlécnych fermentovanych vyrobkt
proteolyza zabezpecuje lepsi stravitelnost. VétSina BMK
vykazuje slabou proteolytickou aktivitu, pfesto je proteo-
lyza hlavni a nejkomplexnéjsi reakci BMK v mlé¢nych
produktech (McSweeney a Sousa, 2000).

Lipolyticka aktivita BMK je zaloZena na enzymatické
hydrolyze triacylglycerolt a vysledkem této reakce jsou
mastné kyseliny, glycerol a mono-acylfglyceroly a di-
acylglyceroly. Tyto latky pasobi jako emulgétory a podili
se tak na textufe potravinového produktu. Lipolyticka
aktivita je jednim z kritérii pfi vybéru zakysovych kultur.
Tato schopnost miiZe ptiznivé nebo negativné ovliviiovat
organoleptické vlastnosti fermentovanych mlécnych
a masnych vyrobka.

Vétsina BMK vykazuje slabou lipolytickou aktivitu,
presto u dlouhozrajicich syra je lipolyticka aktivita BMK
(Lactobacillus helveticus aj.) klicova pro zrani a viini syra
(McSweeney a Sousa, 2000; Garcia-Cano a kol. 2018).

Fytazy (kyselé fosfatazy) jsou enzymy, které zvysuji
nutriéni kvalitu a stravitelnost potravin rostlinného
plvodu bohatych na fytity tim, Ze zpristupnuji fosfaty
a mineraly jako je zinek a vapnik v jinych formach nez
chelatickych. BMK jsou béhem fermentacniho procesu
schopné produkovat fytdzy a vyznamné tak redukovat
obsah fytatl a zpfistupiiovat tak mikroprvky a mineralni
latky ze seminek a jinych rostlinnych produkti. Kmeny
BMK, které produkuji mikrobidlni fytazy jsou zpravidla
izolovany z kvaSenych zelenin a rostlinnych produkti.
7. praktického hlediska ma vyuziti kmeni BMK s fy-
tazovou aktivitou vyznam zejména pii vyrobé kvash
(Lactobacillus fermentum, Lbc. plantarum, Lbc. reuteri,
Lbc. panis atd.).

Amylazy produkované BMK (amylolytické BMK,
ALAB) (Lbc. amylovorus, Lbc. plantarum, Lbc. fermen-
tum, Lbc. manihotivorans) béhem fermentac¢niho proce-
su Stépi Skroby a zintenziviiuji tak fermentacni proces.
Vyuziti produkce amyldz BMK je predevsim pii vyrobé
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pekatskych produktt a nealkoholickych fermentovanych
napoji. Amylolytické vlastnosti BMK jsou vyuZivany
pri pripravé vysokoenergetickych cerealnich potravin se
stravitelnym Skrobem pro malé déti. Pouzivaji se také
jako zékysové kultury pro fermentacni procesy ryzovych
a sojovych produktd (Panda a kol., 2016).

Exopolysacharidy

Exopolysacharidy (EPS) jsou polymery sacharidu
0 vysokém poctu sacharidovych jednotek. BMK produ-
kuji EPS extracelularné ze sachardézy nebo intracelular-
né¢ z prekurzorti sachar6zy. Podle chemického sloZeni
jsou klasifikovany jako homoexopolysacharidy - fruk-
tany a glukany a heteroexopolysacharidy, které obsa-
huji kromé sacharidovych jednotek jesté fosfaty, acetyly
a glycerol. Produkce EPS je ovlivnéna Zivnym mediem,
teplotou, pH a fazi rastu BMK. Z technologického hle-
diska se EPS podili na organoleptickych vlastnostech
mlécnych a pekarskych vyrobki, na strukture, chutovych
vjemech a stabilit€. Homoexopolysacharidy jsou vyuzi-
vany spise v pekarskych odvétvich, jelikoz ovliviuji
strukturu a pekarské vlastnosti vyrobkd, kdeZto hetero-
exopolysacharidy jsou pouZivany jako aditiva v mlékd-
renském primyslu. U nizkotu¢nych syrd napiiklad EPS
a BMK zvySuji takové funkéni vlastnosti jako je re-
tence a celkovy obsah vody (Nepomuceno a kol., 2016,
Florou-Paneri a kol., 2013). Kromé uvedenych techno-
logickych benefitii se EPS chovaji také jako prebiotika.
Zvysuji viskozitu potravin a prodluzuji tak perzistenci
v zazivacim traktu a tim i moZnost preZivani probiotic-
kych BMK. BMK produkujici EPS vykazuji také syntézu
protinddorovych, protizanétlivych a imunomodulacnich
latek. Praktické pouziti EPS je limitované nékolika fak-
tory — zejména genetickou nestabilitou produkce EPS
u riznych druht BMK.

V poslednich letech jsou také aktudlni studie na BMK
zabyvajici se produkci nizkokalorickych cukrii — mani-
tol, sorbitol, xylitol, tagatéza a trehal6za. Tyto alkohol-
ové cukry ddvaji fermentovanym mlécnym vyrobkim
,prirozenou sladkost. Produkce byla potvrzena zejména
u rodu Leuconostoc sp. a Lactobacillus sp..

Detoxikacni viastnosti BMK

BMK patfi mezi mikroorganismy se schopnosti od-
bourédvat cizorodé latky lipofilni povahy (xenobiotika),
pesticidy, toxiny a tézké kovy. Mohou tak byt vyuZivany
k bioremedia¢nim procesim. U hmyzu pfitomnost BMK
v jejich travicim traktu vyznamné navySuje rezistenci
vaci organofosfatovym pesticidim (véely) a i v mléc-
nych vyrobcich enzymatickou cestou degraduji pesticidy
jako chlopyrifos a parathion (Daisley a kol., 2018). BMK
také, skrze absorpéni a degradacni schopnosti, zmirfuji
efekt aflatoxinti, patulinu, ochratoxinu a deoxynivale-
nolu v potravinach (Martinez a kol., 2017). Bioreme-
diace tézkych kova v potravinach skrze pouziti BMK

Vv v

byla uspésné testovana na mysich i klinickych studiich.
U konzumentii Zijicich v oblastech kontaminovanych
tézkymi kovy mohou vybrané kmeny BMK redukovat
cirkulaci t€Zkych kovl v organismu a prostiedi (Bisanz
akol., 2014).

Zaver

Na zékladé aktudlnich vyzkumid, BMK predstavuji
multifunkéni mikroorganismy, jejichZ vlastnosti by
mohly byt vyuZivany nejenom k produkci potravin
a krmiv, ale i pfi prevenci a 1é€bé gastrointestindlniho
traktu, nervovych poruch a intoxikaci za predpokladu
vybéru spravného kmene s ovéfenymi a otestovany-
mi poZadovanymi vlastnostmi. Je tfeba zminit, Ze
1 v pripadé BMK existuji patologické pripady, kdy BMK
vyvolaly u pacienta obtiZe ¢i zpusobily u imunodeficent-
niho pacienta umrti. Selekce optimalnich kmeni BMK
vhodnych pro cilené acely vyzaduje uziti genomickych
a proteomickych metod a analyz a v ramci nutricnich
a potravinarskych obort. Praktické pouziti BMK v potra-
vinafském primyslu EU je garantovdno potravinovou
bezpecnostni agenturou EFSA (European Food Safety
Authority), ktera deklaruje bezpecnost vybranych rodi
a druhtt BMK certifikatem ,,Qualified Presumption of
Safety* (QPS) (Leuschner a kol., 2010). Z hlediska prak-
tické aplikace kmeni BMK s funkénimi vlastnostmi, je
tfeba zminit, Ze proces testovani téchto kmenil ,,in vitro*
s naslednymi poloprovoznimi zkouskami k cilenym
skupindm spotfebiteltl je dlouhy a ndkladny a vyzaduje
mezioborovy pfistup. Nicméné, stabilni kmen s konk-
rétni vlastnosti ¢i kombinaci funk¢nich vlastnosti mize
vhodné a efektivné navysit zdravotni benefit potravin pro
cilené skupiny konzumentu.

Podeékovdani

Prispévek byl zpracovan s podporou Ministerstva
zemé&délstvi CR v ramci projektu QK1910024 a institu-
cionélni podpory MZE-RO1418.
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STANQVENI DRUHU MIKROORGA-
NISM POMOCI HRM RT-PCR
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Microbial species determination using HRM
RT-PCR

Abstrakt

Molekularné-genetické metody se v mikrobiologic-
kych laboratofich ¢im dal Castéji pouzivaji pro rutinni
urcovani druht mikroorganismui. V nasi ministudii jsme
se zamefili na urCeni druhit pomoci polymerazové
retézové reakce v realném cCase (RT-PCR) nasledovanou

vysoko rozliSujici analyzou kfivky tdni (HRM analyza).
Tato studie se zamérila predevSim na zpiisob pripravy
templatu pro tuto analyzu pomoci upravené colony PCR
tak, aby nedochézelo k ndkladnému izolovani bakterialni
DNA.

Klic¢ova slova: HRM RT-PCR, bakterie, colony PCR,
izolace DNA

Abstract

Methods of molecular-genetics are widely used in the
laboratory of microbiology as the routines method for
the exact species determination of the microorganisms.
In this paper we focused on the use of the High Resolu-
tion Real Time PCR melting analysis (HRM RT-PCR),
which is widely used and function as the determining
tool. Instead of expensive and time consuming DNA iso-
lation we used modified colony PCR for providing the
DNA template.

Key words: HRM RT-PCR, bacteria, colony PCR,
DNA isolation

Uvod

V béZné praxi se pracovnici v mikrobiologické labo-
ratofi neustdle potykaji s nutnosti pfesné a rychle stano-
vit druhy mikroorganismu, které se ve vzorku nachazi.
Klasické mikrobiologické metody stanoveni zavisi
predevSim na spravné nastavenych podminkach jejich
kultivace. Nevhodné kultivacni podminky mohou presné
urceni druhu mikrobti znacné ztizit. Zakladni metody
optické mikroskopie umoznuji sice relativné rychlé,
avsak ne zcela presné stanoveni mikroorganismu, nekdy
je spravné urceni druhu dokonce naprosto nemozné. Pro
persondl je tak presné urceni mikrobli velmi naro¢né,
vyZaduje specidlni proskoleni a také znacnou zkuSenost.

Pouziti molekularné-genetickych metod je proto pou-
Zivano stile castéji. Tyto metody pouZivané v labo-
ratofich dovoluji relativné snadno a rychle detegovat
a urcit, zda a jaky mikroorganismus se ve vzorku vy-
skytuje. PouZivané jsou napriklad tzv. ribotypizace
vyuZzivajici jedinecnost genetické informace ribozomalni
RNA (rRNA) za pouziti enzymil — restrikénich endonuk-
ledz (Yansanjav a kol., 2003; Massi a kol., 2004). OvSem
nejcastéjSimi metodami pro rozliSeni jednotlivych druhti
predevsim probiotickych mikroorganisma (naptiklad
riznych druht rodu Lactobacillus), jsou metody zalozené
na polymerasové retézové reakci (PCR) - napriklad Ran-
dom Amplified Polymorphic DNA (RAPD, Daud a kol.,
1997), rep-PCR (Gevers a kol., 2001). V poslednich
letech je také stile oblibenéjSi pouZiti analyzy kiivky
tani — High Resolution Melting Analysis (HRM) jak pro
rozliSeni jednotlivych druh mikroorganismi (pfedevsim
u bakterii rodu Lactobacillus — Simec a Poto¢nik, 2011),
nebo celych skupin mikroorganismu ve vzorcich (kvasy,
potravinarské vyrobky — Pontonio a kol. 2017, Ripari
a kol. 2016). Z téchto studii vyplyva, Ze HRM analyza je
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