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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva kinetikou tvorby kyseliny mlécné a spotiebé laktozy pri
fermentaci kefiru, z jednoho druhu miéka za stejnych podminek. Teoretickd ¢ast obsahuje
informace na téma kefiru a kefirovych zrn, laktézové intolerance, antimikrobidlnich
vlastnostech a vysokotcinné kapalinové chromatografic. V experimentalni Casti jsou popsany
metody/postupy prace pouwzité pro samotnou vyrobu kefiru, stanoveni kyseliny mlécné
a laktézy. Vzorky kefiru byly v pfesn¢ danych Casovych intervalech testovany na mnozstvi
laktozy, kyselny mlééné a mnozstvi laktobacill. Data byla graficky vyhodnocena
a okomentovana. Vysledky této prace mohou poslouzit spotiebitelim s poruchou traveni
laktézy a také spotiebitelim hledajicich zdroj laktobacili vhodnych pro vylepseni stfevni
mikroflory bez pouziti komercné dostupnych suplementd.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the kinetic production of lactic acid and consumption of lactose
in the kefir fermentation from one type of milk under the same conditions. The theoretical part
contains information on kefir and kefir grains, lactose intolerance, antimicrobial properties
and high-performance liquid chromatography. The experimental part describes the methods
and procedures used in the manufacture of kefir itself, the determination of lactic acid
and lactose. Kefir samples were tested at precise time intervals for lactose, lactic acid
and lactobacilli. The data was graphically evaluated and commented. The results of this work
may be beneficial for consumers with lactose maldigestion and for consumers searching
for qualite source of lactobacilli for enhancing their gut microflora.
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1 UVOD

Uchovavani jidla fermentaci je uz od antickych dob ve vSech kulturach Siroce vyuZzivana
technologie. Tehdy Ldé samoziejmé netusili, 7ze zména potraviny nastdva vlivem
mikroorganismd, to jim ale nezabranilo naplo vyuzivat vyhody, které fermentace piinasi.

Fermentace zarucuje nejenom prodlouzeni doby trvanlivosti a zajiSténi pro spotiebitele
bezpecnou potravinu po strance mikrobidlni, dokaze i ud€lat n€ktera jidla vice stravitelna
a organolepticky pfijatein€j$i. Prvni zaznamy popisujici metody pro fermentaci mléka, masa
I zeleniny zacali vznikat 6000 let pfed nasim letopoctem.

Zkvasenim mléka pomoci kefirovych zrn vznikd kysely ndpoj nazyvany kefir. Ten se
pfipravuje nejcastéji z kravského mléka za pomoci kefirovych zrn, coz jsou zelatmové tutvary
podobné kvétaku, které obsahuji bakterie (nejcastéji laktobacily) a kvasinky, spolu Zjici
Vv symbidze. Tradini zplsob fermentace pomoci kefrovych zrn  se neuplatiiuje
Vv technologickém provozu, zde se vyuziva pro zaockovani inokulem z piedchoz varky.

Cilem této prace bylo stanovit kinetické parametry v prubéhu fermentace miéka (jako je
obsah laktozy akyseliny mlééné), tyto informace jsou vysoce uzite¢né pro vSechny spotiebitele,
ktefi by radi konzumovali mlé¢né vyrobky, ale trpi poruchou traveni laktozy.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Charakterizace kefiru a kefirovych zrn

Kefir je nakyslée fermentované mi€ko, s nizkym obsahem alkoholu. Ziskava se mkubaci
kefirovych zrn v mléce. Kefirova zrna (viz. Obrazek 1) jsou velmi unikatni symbioticky systém
riznych mikroorganismi. Zejména tedy bakterii mlécného kvaseni, kvasinek a obcas
i octovych bakterii. Tyto zrna jsou Zelatinové nepravidelné ttvary, bile nebo Zluté barvy.
Jejich matrice je slozena z proteini a polysacharidi. Rozmér kefirovych zrn je proménlivy,
mohou dosahovat az 3 cm v pruméru. Tvar kefirovych zm je podobny ,pop-kornu* ¢i kvétaku.
V pribéhu fermentace dochdz k tvorbé biomasy a zrna nabyvaji na vaze. Zrna jsou obvykle
po fermentaci vytazeny z kefiru, aby mohly byt znova pouzty [1], [2].

Obrazek 1: Kefirové zrno [3]

Kefirova zma pochazejici z Ruska, byvalé Jugoslavie, Bulharska ¢&i Svédska obsahuji
piiblizné¢ 90 % vody, 3,2 % proteind, 0,3 % lipida, 0,7 % popele a 5,8 % nedusikatych
rozpustnych latek. Naproti tomu kefirova zrna z Argentiny obsahuyjii 83 % vody, 9-10 %
polysacharidi a 4,5 % protenl. Tyto udaje nejsou absolutni, biodiverzita se mize LSit velmi
vyzmamné 1 v oblasti stejného regionu, jelkoz vlastnosti mikrobidlni kompozice zavisi na
mnoha faktorech [1], [2].

2.2 Struktura kefirovych zrn

Pozorovani kefirovych zrn pod rastrovacim elektronovym mikroskopem (Obrazek 2) ukazalo,
7ze kefirovd zrma maji velmi drsny povrch, a Ze wnitini Casti méli po sob& rozmisténé
nepravidelné otvory, pfipominajici kolekci malych kratert. Toto stejné pozorovani bylo uz
uskuteénéno v jiném vyzkumu, kdy se pozorujici domnivali, Ze jde vysledek procedury,
pro pozorovani kefiru elektronovym mikroskopem. Avsak kdyz kefir pozorovali okem, vnéjsi
povrch byl hladky a leskly. Interiér kefirovych zrn obsahuje nestrukturovany materidl Tento
fibrilirni material byl interpretovan jako smeés protemtll, lipidi a rozpustného polysacharidu.
Kefiranovy komplex, ktery obklopuje kvasinky a bakterie v kefrovém zrnu ukdzal, Ze matrix
kefirovych zrn je sloZzena z 13 % proteinu, 24 % polysacharidu spolu s bunéénym odpadem
a neznamymi komponenty. Bylo pozorovano, Ze kvasinky se vice nalézaji na svrchnich ¢astech
kefrovych zrm nez bakterie, to proto Ze bakterie jsou pfili§ vdzané na fbrilirni material
(kefiran) wvnitini Casti kefrového zrna. Ma se za to, ze kvasinky jsou aerobni mikroorganismy,
a proto mnohem radéji kolonizuji povrch kefirovych zrn nez jeho vnittek [4].



Obrazek 2: snimky povrchu kefirovych zrn z Italie ze 6 riiznych regionii [1]

Bylo pozorovano mnoho druhi laktobacili (kratké, dlouhé, zakfivené), ale nebyly
zpozorovany zadné laktokoky (Lactcocci) [4].

2.2.1 Mikroflora kefirovych zrn

Typickd mikroflora kefirovych zrn se sestava z mléCnych kvasinek, mlécnych streptokokui-
laktokokii a laktobacild typickych pro kefirova zrma. Z laktokoki jde prevazné o Lactococcus
lactis ssp. lactis a Lactococcus lactis ssp. Cremoris. Z laktobacili jde piedev§im o
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei a Lactobacillus kefir. Z
mléénych kvasinek (fermentuji laktozu s minimalni tvorbou etanolu) se jedna o Kluyveromyces
fragilis, Torulopsis kefir a dalki. Udaje o sloZeni ptvodni mikroflory se v riznych publikacich
lisi. Krome téchto typickych mikroorganismi, muzou kefirova zrna obsahovat i kontaminace
daich streptokokd, leukonostokd ¢i octovych bakterii [5].

2.3 Zdroje mléka pro kefir

Kefir mize byt vyroben nejen z druhti mléka, jako je kravské, kozi ¢i ovéi Ale také ze zdrojt
jako je sojové, ryzové akokosové miéko. Volba miéka ma velky vliv na vysledné slozeni kefiru,
tak ina jeho senzorické vlastnosti [6].

2.4 Bakterie mlé¢ného kvaseni

Bakterie mlééného kvaSeni (dale jen BMK) jsou vSeobecné povazovany za mikroorganismy
poskytujici mnoho benefitl, nekteré druhy jsou dokonce povazovany za zdravi prospésné
(probiotické) bakterie. Nicméné nckteré rody, jakymi jsou Streptococcus, Lactococcus,
Enterococcus a Carnobacterium obsahuji druhy/kmeny, které jsou prokazatelné patogennimi
pro lidi i zvifata. Z tohoto diivodu je nutné znat presné taxonomické zafazeni, metabolismus
a molekularni biologii BMK, aby se vyuzilo jejich poztivnich vlivu na zdravi, pficemz by se
zamezilo potencionalnim nebezpecim zpusobenych patogeny. BMK jsou tradicné asociovana
se vsadkovou tak i kontinualni fermentaci [7].



2.4.1 Soucéasné taxonomické zarazeni BMK

BMK tvofi skupinu gram-pozitivnich bakterii se spole¢nymi morfologickymi, metabolick ymi
a fyziologickymi charakteristikami. Jsou to nesporulujici, anaerobni avSak, dobfe toleruji
aerobni podminky koky a ty¢inky, které produkuji kyselinu mié¢nou jakoZto jeden z hlavnic h
produkti fermentace sacharida [7].

Predchiidci BMK byli podle v§eho mikroorganismy podobné rodu Bacillus pochazejicich
ze zemin, které ztratly c¢ast gend a stim 1 asociované fyziologické funkce, pficemz
se adaptovali na vysoce nutriéné¢ vyzivna prostiedi [7].

2.5 Porucha traveni laktozy

Porucha traveni laktozy, je neschopnost kompletn¢ stravit laktézu, disacharid, ktery se
prakticky nachdzi ve vSech sav¢ich mlékach. Porucha traveni laktdzy se vyskytuje pfiblizné
u75 % dospélé populace, nejCastéji se vyskytuje jako vysledek geneticky naprogramované
snizeni aktivity tenkého stfeva travit laktozu [8].

Mnoho lidi, ktefi na sob¢ citi, Ze jsou intolerantni na laktozu obvykle maji pouhou poruchu
traveni laktézy. Nicméné témeét vSichni jednotlivei, ktefi maji do jisté miry nesnaSenlivost
na laktozu, prestoze mnozi z nich nebyli diagnostikovani Iékafem, maji tendenci se vyhybat
mléénym vyrobklim. Vyhybani se mlécnym vyrobklim obvykle vede k nedostate¢nému piisunu
vSech zivin, ktery ma neblahy sklon ve vysledném zdravotnim stavu jednotlivce, jako je
napiklad na mineraly chudd kostni tkan. M4 se za to, ze mlécné vyrobky jsou klicovy ziklad
potravy, avSak vyzkum vlivu intolerance laktozy na zdravi kosti vyprodukoval protichidné
vysledky [9].

25.1 Testovani poruchy traveni laktézy

Dnes nejbéZngjSim testem pro stanoveni, zda ma Clovek poruchu tradveni laktézy je dechovy
vodikovy test. Ten funguje na principu uvoliovani plynného vodiku, tvofictho se
fermentaCnimi bakteriemi v tlustém stfevé poté, co doSlo k prichodu sacharidu tenkym
sttevem. Cast tohoto plynu se navaze do krve a poté z tla odejde skrze plice [8].

Obrazek 3: Rucni dechovy tester pro monitorovani vodiku [10]

2.5.2 Rozdil mez intoleranci na laktézu a pouhou poruchou traveni laktozy

Intolerance na laktézu se liSi od poruchy traveni laktdzy tim, Ze u postizenych osob se po poziti
laktozy vyskytuji symptomy, jako jsou bolesti biicha, plynatost, nadymani, nevolnost, prijem,
které byly zptsobeny pozitim laktozy [8].
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2.6 Antimikrobialni efekt kefiru

Kefir jakozto celek, ma mnohem vy$§i antimikrobialni aktivitu nez jeho jednotlivé
komponenty. Kromé toho, kefir vykazuje dobrou G¢innost pfi inhibici tvorby spér a alfatoxinu
B1 produkovany Aspergillus flavus. Z tohoto divodu je kefir nejen dobrym zdroje probiotik,
ale taktéz ma potencidl jako bezpeCny konzervant, poskytujici ochranu proti intoxikaci
alfatoxinem B1 [4].

Mycobacterium bovis, ktera zpisobuje bovinni tuberkulozy (BTB), mize byt pfenasena na
Clovéka skrz konzumaci syrového miléka, nebo syrovych fermentovanych mléénych produkti
z nakazenych zvirat. AvSak bakteric mlééného kvaseni pouzivané v tradinich africkych
mlénych  vyrobcich produkuji antimikrobialni latky, které mhibuji nekteré patogenni
a znehodnocujici bakterie M. bovis [11].

2.7 O fermentaci

Vyroba fermentovanych potravin byla v minulosti zaloZzend na spontdnni fermentaci ptivodni
(autochtonni) mikroflorou nachazejicich se v suroviné. Tento zplsob byl vylepSen nejprve
pfidavanim casti fermentované potraviny z pfedchdzejici fermentace, coZ je charakteristické
pro vyrobu chleba a nekterych syri. V souCasnosti se prumyslova vyroba neobejde
bez specialnich pfedem piipravenych mikrobialnich kultur. Diky tomu je mozné zamezit
kontaminacim ke kterym dochazi pii zaockovani jiz zfermentovanou surovinou [12].

2.8 Fermentace bakteriemi mlééného kvasSeni

Protoze BMK nevlastni funk¢ni respiracni systém, musi energii ziskat energii z fosforylace na
urovni substratu. Pro hexozy existyji dvé zakladni fermentacni cesty. Homofermentativ ni
cesta je zalozena na glykolyze (Embden-Meyerhof-Parnasova cesta) jejim produktem
je prakticky pouze kyselina mié¢na [7].

Heterofermentativni cesta nebo hetrolaktitova fermentace (taktéz znama jako: pentdézova
fosfoketolazova cesta) produkyje mimo jiné ke kyselné mlééné i1 znacné mnozstvi oxidu
uhli¢itého a ethanolu, nebo acetatu.Homolaktickd fermentace produkuje 2 moly ATP na 1 mol
gluk6zy. Heterofermentativni fermentace produkuje z 1 molu glikézy 0,5 mol kyseliny
mlé¢né, mol 1 ATP a1 mol CO2 [7].

Pentdzy mohou byt fermentovany heterofermentativné pouze pokud vstupuji do drahy jako
ribulosa-5-fosfat, nebo xylulosa-5-fosfat, v tomto piipadé avsak nevznika Zzadny oxid uhli¢ity

[71.
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Glukoza

Homofermentativni Heterofermentativni
' i
Glukdza-6-fosfat Glukoza-6-fosfat
Fruktéza-6-fosfat 6-fosfoglukonova kyselina
i .
Fruktéza-1.6-difostat Ribuléza-5-fosfat

Xyluloza-5-fosfat

A‘_'__-___-__- _-__-___"‘-—L o B T
Glyceraldehyd-3-fosfat T~ Dihydroxyaceton-fosfit  Glyceraldehyd-3-fosfat Acetyl-fostat
t”"‘ voda ¢ l’
2 Pyruvat Pyruvat Acetaldehyd
2 Kyselina Mlééna Kyselina Mlééna Ethanol

Obrazek 4: Zjednodusené schéma homofermentativni a heteroferentativni drahy [13]

2.8.1 Fermentace disacharida

Z divodu obsahu laktozy v mléce, jakozto historicky vyznamné komodit€, byl metabolismus
tohoto disacharidu jiz mnohokrat studovan. Laktéza mize vstoupit do buikky bud’ u¢inkem
specifické permeazy, nebo jako fosfat laktdézy skrz fosfotransferazovy systém. Oba tyto
systtmy mohou v nékterych piipadech fungovat zirovei.. Pokud je transport zprostfedkovan
permeazou, dojde ulaktézy k rozpileni na glukézu a galaktézu enzymem [3-D-galaktosidazou,
nasledné mohou byt oba monosacharidy kazdy zvlast vstoupit do hlavnich fermentacnich cest.
V pifpadé¢ fosfotransferazového systému je potieba enzymu fosfo-f-D-galaktosidasy,
pro rozstépeni fosfatu laktoézy na glukéozu a galaktozu-6-fosfat [7].

2.8.2 Kyselina mlé¢na

Kyselina mlééna je alifaticka hydroxykyselina (Obrazek 5). V mase a ve vnitinostech
je piitomna jako (S)-2-hydroxypropanova Kkyselina, kterd zde vznika anaerobni glykolyzou
z glykogenu. V Cerstvém hovézim mase byva piitomna v mnozstvi 0,2-0,8 % [14].

Homofermentativni ~ bakterie mlééného  kvaseni produkuji  (S)-kyselinu  mlécnou.
Pfi heterofermentativnim mlécném kvaSeni (vétSina bakteril) se produkuji oba dva izomery
kyseliny mlécné. Obsah kyseliny mlééné v mlécnych vyrobcich je v rozsahu 0,5-1 %. Z tohoto
mnozstvi je vjogurtech asi 54 % L-mlééné kyseliny, 76 % Vv piipadé syru typu Emental a 96 %
V kysané smetan¢ [14].
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HO OH

Obrazek 5. 2—hydroxypropanova kyselina (k. mlécna)
2.9 Uvod chromatografie

Chromatografie je primarni separa¢ni metoda, vyuziva se u ni mnohokrat opakovaného
ustanoveni rovnovahy mezi dvéma nemisitelnymi fazemi. Jednd se o velmi univerzdlIni
techniku, lze diky ni v jednom kroku separovat smés na individualni sloZky a soucasn¢ ziskat
kvaltativni 1 kvantitativni mnformace, to znamena kromé urCeni slozeni smési lze stanovit
i koncentraci jednotlivych slozek [15], [16].

Podstatou chromatického procesu je distribuce slozek smési mezi dvéma fazemi, z nichz
jedna je oznaCovana jako mobini adruha stacionarni. Jako mobilni faze se vyuziva plyn anebo
kapalina, stacionarni faize ma podle typu chromatografie rozdimou formu, napiiklad castecky,
tuha faze, tenka vrstva kapaliny na pevnych casticich a dalsi B¢hem chromatického déleni
dochaz k opakovanému transportu slozek do stacionarni faze a zpét do faize mobilni. Pfitom se
chromatograficky systém pfiblizi rovnovaze, Ze rozd€leni slozky mezi dvé faze lze popsat
distrbuéni  (rozd€lovaci) konstantou (koeficientem) vyjadiujicim pomér rovnovaznych
koncentraci sloZky v obou fazich [15].

Chromatografie je nejsilnéjs$i nastroj v rukou analytického chemika pro separaci a nasledné
mefeni latek v komplexnich smésich. V propojeni napiiklad s hmotnostnim spektrometrem
a infraCervenou spektroskopii, chromatografie mize identifkovat jednothivé sloZky velmi
dobfe [16].

Chromatografie je proces, kterym se separuji slou¢eniny jedna od druhé, tim Zze projdou skrz
kolonu, ktera nékteré slozky v sob¢ drz jinak déle nez druhé. Na Obrazek 6 je kolona naplnéna
stacionarni fazi a vyplnénd rozpoustédlem, do ni svrchu pfichdzi roztok se sloueninami A a B,
po otevieni ventilu zacnou byt A a B undSeny mobilni fdzi a prochdz kolonou, protoze na
obrazku je vice adsorbovand slozka B na staciondrni fazi nez slozka A, zlstava tedy slozka B
po krat$i dobu ve faizi mobilni a kolonu opusti az po sloZzce A. Mobilni fazi u kapalinové
chromatografie je kapalina a u plynové chromatografic je mobilni faz plyn [16].
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Obrazek 6:Zjednodusené schéma kapalinové chromatografie [15]

2.9.1 Kapalinova chromatografie

Podle druhu stacionarni fize se chromatografie déli na chromatografii na tenké vrstvé
(thin layer chromatography — LC), papirovou chromatografii (paper chromatography — PC)
a na kapalinovou kolonovou chromatografii (liquid column chromatography — LC) [16].

2.10 HPLC

Vysoko-t¢inna kapalinova chromatografie (High-Performence Liquid Chromatography -
HPLC) vyuziva vysoky tlak, aby donutila projit eluent skrz zavienou kolonu naplhénou
Casticemi o velikosti micrond, coz poskytuje vyteCnou separaci. Esencidlni Casti jsou pumpa
(solvent delivery system), ventil pro nastiik vzorku (sample injection valve), detektor a pocitac
pro vyhodnoceni [16].

2.10.1 Stacionarni faze

Normal-phase chromatography vyuziva polarni stacionarni faze a méné polarniho
rozpoustédla/solventu. Elucni sila se zvySuje piiddvanim vice polarntho solventu. Reverse-
phase chromatography je vice Casté schéma, ve kterém je stacionarni faze nepolarni, nebo lehce
polarni a solvent je vice polarni. Elu¢ni sila se zvySuyje piiddnim méné polarniho rozpustédla.
Reverse-phase chromatografie eliminuje tzv. tailing, ktery vznika kvili adsorpce polarni slozky
na polarni stacionarni faz [16].
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2.10.2 Detektor

2.10.2.1 UV-VIS detektor
UV-VIS detektor je nejvice vyuzivany detektor pro HPLC. Je lehky k pouzivani, citlivy,
selektivni a t¢Zko opotiebitelny. Kdyz svétlo projde skrz kapalinu (mobilni fize), intenzita
adsorpce je proporciondlni koncentraci analytu v mobilni fazi (C) a opticka délce drahy (L).
(Lambert—Beer law) [17].

Iog[lTojzg-L-C

Obrazek 7: Lambert-Beerniv zakon

kde lo je intenzita svételného paprsku prochazejici detektorovym ¢lankem beze vzorku, I je
intenzita svételného paprsku prochazejici detektorovym ¢Elankem se vzorkem. Analyt lze
monitorovat pouze pokud obsahuje chromofor, jinak je UV-VIS detekce nemozna. Pokud neni
chromofor pfitomny, je mozné piedem vzorek derivatizovat. U modernich UV-VIS
spektrofotometru je vyhodou moznost méfit naraz pii vice vinovych délkach. Cimz je moZno
od sebe odlisit mnoho analytti které se liSi riznymi absorpénimi maximy [17].

Urceni kyseliny mlécné Ize provést na zakladé redoxni reakce mezi kyselnou mlécnou
a zelezem ve form¢ Fe(lll), které se redukuje na Fe(ll) pti UV zafeni, tato smés se poté necha
reagovat s o-fenantrolinem. Komplex vznikly reakci Fe(ll) a o-fenantrolinu. Je barevny a je
mozné ho spektrofotometricky stanovovat pii 512 nm. Metoda ma linearni rozsah mezi
0,5-50 mg:'ml? s limitem detekce 0,16 mg-mi* [18].

2.10.2.2 RI detektor

Refraktometricky detektor je zalozen na méfeni indexu lomu. Citlivost metody je zavislda na
rozdilu indexu lomu analytu a mobilni fize. Metoda je proto univerzalni, ale je zavisld hodné
na teploté, proto musi byt kolona konstantné vytemperovanid. Méfeni je diferencni, tj. paprsek

prochazi méfenou a srovnavaci celou, méfi se rozdil intenzity svétla, které dopada na detektor
[19].

2.11 Nepriimé stanoveni poctu bunék MO kultivaéni metodou

Pro potieby vyzkumu se pouziva stanoveni poctu bunék K posouzeni kinetky ristu
a ke stanoveni specifické rychlosti ristu, pro rizné faze jejich vyvoje. Kultivani stanoveni
poctu bunék se pouzivd pro kontrolu potravin v laboratofich potravinarského primyslu,
pii mikrobiologickych rozborech potravinarskych surovin i hotovych vyrobkil. NejcastéjSim
zpisobem pocitani bunck mikroorganismi pomoci kultivace je pocitdni viditelnych
makroskopickych kolonii vyrostlych na agarovych plotnach. Metoda vychazi z ptedpokladu,
7e zjedné Zivotaschopné burky vyroste jedna kolonie. Jednotlivé kolonie jsou spocitany
a prepocteny na 1 ml pivodniho vzorku [20].

Na stanoveni poc¢tu mikroorganismu (laktobacilit) nepiimou kultivacni metodou je zapotiebi
selektivni zivné plidy — MRS Zivnému médin. Principem analyzy je, Ze se zivnd pida vpravi
do Petriho misek, které se zaoCkyji inokulem izolovaného ze vzorku a takto pfipravené Petriho
misky se nechaji kultivovat po urcity Cas a pii urCit¢ konstantni teploté¢ v termostatu.
Zaockovani mnokula do agarového média se pro stanoveni laktobacil déla prelitim potfebného
objemu inokula (nejéastéji 1 ml) vytemperovanym agarem na cca 45 °C [20].

2.11.1 Redéni bakterialni Kultury

K tomu, aby bylo dosazeno nartstu jednotlivych kolonii, se musi suspenze bakterii fedit.
Pro tento postup se zvoli urcity koeficient zfedéni, ktery poskytne geometrickou fadu.
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NejcastéjSim koeficientem je Cislo 10. Jako fedidlo se vyuziva sterilni fyziologicky roztok.
Nejprve se piipravi fada zkumavek s 9 ml fyziologického roztoku. Ze vzorku kefiru se odebere
pipetou 1 ml suspenze do 1.zkumavky. Zkumavka se zvortexuje a pokracuje s ve fedéni, dokud
se neziskalo fedéni 107> a 10, Tyto kone¢nd fedéni byla zvolena z divodu, Ze pfi t&chto
koncentracich narostlo na Petrtho misce o priméru 10 cm 20-200 koloni. Cely postup
je provadén asepticky, to znamena ze na kazdé pipetovani fedéného vzorku se uskutectiovalo
za sterinich pomiicek. Z praktickych divodu se odebiralo 10 ml kefiru do 90 ml fyziologického
roztoku pro ziskani koncentrace 1071 [20].

suspenze

\
01ml 0,1ml 0,1ml 0,1ml 0,1ml
0.1ml \ s e //-"—\\ PR | ESN | saireey
N ( V| Y ( v ( ¥ ( v
10" 102 107 104 10% 10®

boed ™= bt 00 Beed oo

09ml [
" U U U U U

Obrdazek 8. Schéma desitkového redeni [20]

2.11.2 Ockovani pielivem

Ockyje se do sterilnich Petriho misek 1 ml zkoumaného vzorku. Kazda miska se pak ptelije
vytemperovanym zivnym médiem. Po ztuhnuti bylo je zalita jest¢ jednou vrstvou agarového
média, pro ziskani anaerobnich podminek. Po ztuhnuti se Petriho misky ukladaji dnem vzhiru
V termostatu temperovaném na 37 °C [20].

Pro kontrolu se vzdy ockuji 2 Petriho misky stejnym fedénim. Laktobacily se ponechavaji
Kultivovat 2 dny pii teploté¢ 37 °C [20].

2.11.3 Vypocet
Pocet bunék MO v 1 ml kultury (x):
X=MO-z-X
MO  prumémy pocet kolonii ze dvou paralelnich Petriho misek
z pouzit¢ zredeéni
X prepocet na 1 ml (podle pipetovaného objemu)

Vysledny pocet bunék MO se vyjadiyje jako KTJ, tj. kolonie tvofici jednotku (angl. CFU,
colony forming unit), nebot’ 1 kolonie ne vzdy reprezentuje 1 buitku. Kolonie miize vznik nout
ze skupiny stejnych bunck, které jsou spolu doc¢asné spojeny [20].
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3 EXPERIMENTILNI CAST

3.1

3.2

3.3

Pomiicky

sterilni laboratorni sklo — plastové Petriho misky, zkumavky, Erlenmeyerovy barky,
odmérny valec, pipety, mikropipety

vahy

stojan na zkumavky

trepacka

vortex

autoklav

HPLC

centrifuga

lednice

Chemikalie

vzorek kefiru

fyziologicky roztok (8,5 g NaCl na 1000 ml destilované vody)

Carrezovo ¢midlo | a Il (roztoky siranu zneCnatého a hexakyanoZeleznatanu
draselného)

lactobacillus MRS broth HI media, Cadersky-Envitek s r.0.

agar

Pouzta kefirova zrna

Kefirova zrma pouzitd pro méfeni byla ziskana z ¢eské domacnosti.

Obrazek 9: Kefirova zrna pouzita pro méreni (40 g, maximalné 0,5 cm primeér zrn)
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3.4 Skladovani kefirovych zrn

Zma byla skladovana ve 100 ml uzaviratelnych nadobach s plastovym uzavérem v lednici pfi
4 °C. Pro zamezeni pfistupu vzduchu byla zalta mlékem. Vzdy po dobu maximalné¢ tydne
od posledntho vyuziti (pfi vyrobé kefiru za laboratorni teploty).

3.5 Miléko pro vyrobu kefiru

Bylo pouzito cerstvé photucné miéko, oSetfené vysokou pasteraci znaCky mlékarna Kunin
S obsahem tuku minimaln¢ 3,5 %. Mléko bylo zakoupeno v obchodnim fetézci Tesco.

3.6 Vyroba kefiru

Bylo navazeno sterini nerezovou lzickou vzdy okolo 40 g piecezené kefirové kultury, rovnou
do vysterilizované 1000ml kuzelové banky dle Erlenmeyera. Barka byla napinéna 11 miéka
vytemperovaného na laboratorni teplotu. Hrdlo bariky bylo ptekryto. Takto piipravena barka
dle Erlenmeyera, byla postavena do tiepacky po dobu 24 h. Stupeini rychlosti byl nastaven na 2.
Tento stupen rychlosti predstavuje okolo 100 otacek za minutu, coz byla rychlost, pfi které
kefirova zrma byla dobie rozptyle v mléce a zaroven nedochazelo k ulpivani zrn na dn¢ barnky.

3.7 Priprava vzorku pro HPLC (deproteinace + Fedéni)

1 ml kefiru byl napipetovan do mikro zkumavky typu Eppendorf. Bylo ptidano Carrezovo
¢inidlo T a II vpoméru 1:100. Eppendorfovy zkumavky byly umistény do centrifugy na
13000 g po dobu 10 minut, pfi teploté 5 °C. Supernatant byl slit pies stikkacku opatfenou
mikrofiltrem pro zskani vycisténého supernatantu, vhodného pro nasledné fedéni a méfeni.

3.8 Parametry HPLC

Tabulka 1: HPLC parametry

typ kolony Rezex — Phenomenex (ROA - organic acid OOH-0138-KO)
zrmitost 8 mm

dastice z ktemiku potazené¢ 18 uhlkovymi fetézci

modifikace (¢astic) sulfonovany styren divinylbenzen

temperovano na 60 °C

pumpa — tlak 55 bar

pumpa — objemovy 1,000 ml-mint

pritok

mobilni faze SmM kyselina sirova

detekce refraktometricky detektor pro sacharidy

UV detekce pii 208 nm pro organické kyselny (k. mlé¢nd)
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3.9 Postup priace na HPLC

20 Wl vhodn¢ nafedéného piedpiipraveného vzorku byl stikkackou typu Hamilton wvpraven
do nastiikové kolony. Nasledné otocenim kohoutu se spustilo méfeni a vzorek zacal byt unasen
eluentem do kolony. Samotné méfeni bylo nastaveno na 15 minut od nastfiku do kolony.

3.10 Neprimé stanoveni po¢tu bunék MO kultivaéni metodou
3.10.1 Priprava vzorku

Bylo napipetovano 10 ml kefiru Sirokohrdlou pipetou rovnou do 100ml Erlemayerovi banky
s 90 ml fyziologického roztoku. Ptipravend suspenze se zamichala a byla pouzta pro piipravu
dalSich fedéni.

3.10.2 Priprava kultiva¢niho média pro laktobacily

Do Erlenmeyerovy banky bylo navazeno 11,02 g MRS, 4 g agaru a zalto 200 ml destilované
vody. MRS agarova ptida byla sterilizovana v autoklavu 20 min pii 118 °C.

3.10.3 Pocitani vyrostlych kolonii a stanoveni po¢tu bunék

Pro hodnoceni vyrostlych kolonii byla vybrana nejvhodnéjSi fedéni, na kterych vyrostlo
20-200 kolonii. Pro lepsi orientaci, které kolonie byly zapocitiny se sklo Petriho misky
oznacovavalo fixem.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Hlavni naplni této prace bylo studovat vznik kyseliny mlééné a Ubytek laktozy Vv kefiru
po urcitych Casovych intervalech, taktéz i tomu odpovidajici zménu pH. Dale bylo zjistovano
mnozstvi laktobacil ve 24 h kultivovaném kefiru.

4.1 Meéreni pH a kyseliny mlé¢né na po¢atku fermentace

7
6,8
6,6

6,4

pH

6,2

5,8

5,6

Obrazek 10: Zmeny pH v pritbéhu fermentace

Z grafu lze pozorovat ze pH klesd nejrychleji v prvnich hodindch fermentace, tento tkaz lze
jeste lépe vidét ve grafu pro ApH/At v zavislosti na Case.
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Obrazek 11: ApH/At v zavislosti case

Pro vyhodnoceni byla pouzita primérna hodnota zmény pH pro lepsi orientaci Vv grafu.
Z grafu lze vidét, ze pH skute¢n¢ nejrychleji klesalo v prvnich hodinach fermentace a postupné
se rychlost snizovala. Pro naméfené hodnoty nejvice odpovida (dle smérodatné odchylky)
logaritmicka funkce.

Na nasledujicim grafu jde vidét primérnd hodnota pH v Zavislosti na Case, graf je obohacen
0 primérnou hodnotu pH po 24 hodinach kultivace, tato hodnota je ziskana ze péti paralelnich
méfeni kefiru po 24 h. (kefir byl fermentovan za stejnych podminek)
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Obrazek 12: Zmeny pH v pribéhu fermentace

Lze pozorovat, Ze pH klesa pifmo umérn€, piestoze pfi fermentaci po prvnich hodinach doslo
ke zpomaleni poklesu pH, je mozné Ze po 11 h zacnou byt vice aktivni kvasinky. Da se vSak
predpokladat, ze rychlost snizujiciho se pH kefiru bude s postupem casu jesté vice klesat,
az do bodu, kdy se pH bude ménit velmi pomalu az bude témét konstantni.

Tvorba kyseliny mlécné méla linearni odezvu. Samotné mléko obsahovalo zanedbatelné
mnozstvi kyseliny mlécné, jiz po prvni hodin¢ Ize ale pozorovat pies 2 gramy na litr. Tento
skok je zptisoben obsahem k. mlé¢né v inokulu — kefirovych zrnech.
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Obrazek 13: Tvorba kyseliny mlécné v priibéhu fermentace

Pii stanovovani laktozy dochazelo K nepfesnostem, u naméfenych dat lze pozorovat linearni
pokles laktozy. Reprezentativni chromatogramy miléka akefiru po 24 h jsou uvedeny v Piilohy.
Pro stanoveni laktézy bylo vyuzito RI detektoru a pro kyselinu mlécnou se vyuzival UV-VIS
spektrofotometr.
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Obrazek 14: Mnozstvilaktozy v pritbéhu fermentace
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4.2 Stanoveni mnozstvi laktobacild ve 24 hodin fermentovaném kefiru

Tabulka 2: Kultivace laktobacilii na MRS médiu

¢. pH Kefiru pocet kolonii 10°[KTJml?] pocet kolonii 10°[KTJ-ml?]
mé i'e ni

1 5,02 - 98,5

2 48 68,5 -

3 4,98 162,5 18,5

Piiklad vypoctu pro méteni 1:
X=MO-z-X

X = M-loe -1=9,85-10"KTJ -ml™*

Tabulka 3: Namérena data 24 h kultivovaného kefiru

¢. méfeni pH Kefiru X [KTJ-ml?] Ci.mieens [g717] Claktém [g17]
1 5,02 9,85-107 5,73 4493
2 4,80 6,35-10° 8,32 41,40
3 498 1,63-107 7,22 3751

praumér 493 4,06-107 7,09 41,28
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Obrazek 15: Kultivace laktobacilit na MRS médiu

Tabulka 4: Srovnani aerobnich a anaerobnich podminek

pH Kefiru Ck.mieena [g17] Caktom [g17]
primér aerobnich pokusi 4,93 7,09 41,28
striktné anaerobni pokus 4,73 8,83 37,53

Pfi vyuziti striktné anaerobnich podminek doslo pfi fermentaci k rychlej§imu pribéhu, coz
se projevilo vy$$im mmnozstvim vzniklé Kyseliny miééné a spotfebované laktozy.
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5 ZAVER:
Cilem této bakalafské prace bylo sledovat obsah kyseliny mlécné a laktozy pii fermentaci kefiru

a nasledné¢ sestavit kinetické kiivky. Taktéz byly i stanovovany laktobacily nepfimym
stanovenim.

Laktoza klesala pfimou tmérou pfi prvnich 11 hodindch méteni, dle grafu lze usuzovat,
ze pokles pokracoval piimou umérou do 24 hodin. Dalsi data nebyla mcfend, da se vSak
ocekavat, ze se rychlost nadadle zpomali Na druhé strané¢ kyselina mlécna stoupala piimou
umérou pii prvnich 11 hodindch méfeni a pak dale pokraCovala rist piimou umérou do 24
hodin. Pfi prvnich 24 hodinach fermentace, tedy nedojde jesté k vyCerpani substratu.

Pii méfeni pH byla odhalena tendence v prvnich hodinach klesat nejrychleji. Je mozné,
7ze mléko extrahovalo z kefirovych zrn kyselinu mlécnou (ktera zde byla pitomna pted
zaCatkem méfeni). JelikoZ i pH ma tendenci klesat oproti 24 hodinové hodnoté piimou tmérou,
predpoklada se, ze v prvnich hodinich pracovaly nejvic laktobacily a nasledné se zapojili
i kvasinky, které mohly mit delsi lag fazi.

Pii stanoveni poctu laktobacilii ve 24 hodin fermentovaném kefiru, bylo stanoveno primérné
4,1-10" KTJ laktobacili na 1 ml kefiru. Kefir tedy obsahuje mnoho probiotickych MO.
1 tobolka laktobacili od firmy Dr. Max obsahuje 5-10° laktobacili. Jiz 150 ml kefiru tedy
prevysuje tuto davku.

Pro budouci méfeni bude vhodné zvolit UHT standardizované ml€ko, pro zskani vice
stabinich vysledk.

Kefir po 24 hodindch obsahoval v priméru okolo 41 g-t! laktozy (pokles o 7 g-'tt) a 7 gt
kyselny mlécné, piipraveny kefir tedy jesté obsahuje relativné mnoho laktozy, coz mize byt
pro nékteré spotiebitele nevhodné. Diulezité je vSak podotknout, Ze konzumace laktobacilt
pomahd lidem s poruchou traveni laktozy, Ize tedy oCekavat vétsi snesitelnost Oproti miéku.
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