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ABSTRAKT

Cilem predkladané bakalaiské prace je studium antimikrobialnich u¢inkd monoacylglycerolu
kyseliny laurové na sporulujici mikroorganizmy v tavenych syrech. Vzorky tavenych syrt
byly zaockovany kmeny Bacillus cereus CCM 2010, Bacillus subtilis subsp. spizizenii
CCM 4062, Clostridium sporogenes CAPM 6329 a Clostridium butyricum CAPM 6342.
Monoacylglycerol byl aplikovan v koncentracich 0,1, 0,5 a 0,15 % w/w. Tavené syry byly
uchovavany pfi teploté 6 + 2 °C a riist bakterii ve vzorcich tavenych syra byl sledovan po
dobu 141 dni. Vysledky ukazuji, Ze pridavek monolaurinu v koncentraci 0,01 a 0,05 % w/w
nepusobi inhibicné na rust sporulujicich bakterii rodu Bacillus a Clostridium. Nejvyssi tes-
tovana koncentrace 0,15 % w/w vsak vedla k ¢astecné inhibici rastu, ktera byla pozorovana

témer po celou dobu skladovani.

Klicova slova: monoacylglycerol kyseliny laurové, taveny syr, Bacillus cereus, Bacillus

subtilis, Clostridium sporogenes, Clostridium butyricum

ABSTRACT

The aim of the bachelor thesis is to study antimicrobial effects of monolaurin on sporulating
microorganisms in processed cheese. Processed cheese samples were inoculated with the
following strains of microorganisms: Bacillus cereus CCM 2010, Bacillus subtilis subsp.
spizizenii CCM 4062, Clostridium sporogenes CAPM 6329 and Clostridium butyricum
CAPM 6342. Monoglyceride was applied at concentrations 0,1, 0,5 and 0,15 % w/w. Pro-
cessed cheeses were stored at 6 +2 °C and microbial growth was observed for 141 days.
The results showed that application of monolaurin at concentrations 0,01 and 0,05 % w/w
did not lead to growth inhibition of sporulating bacteria Bacillus sp. and Clostridium sp.
The highest concentration tested (0,15 % w/w) reduced bacterial growth throughout the

storage period.

Keywords: monolaurin, processed cheese, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Clostridium

sporogenes, Clostridium butyricum
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UvVOD

Vyroba tavenych syrti se datuje od roku 1911, kdy Svycarska firma Gerber zpiiso-
bem, ktery byl dokonce po urcitou dobu zahalen tajemstvim, zpracovala ptirodni syry na
trvanlivéjsi formu vhodnou pro export. Prednosti tavenych syrt je jejich zna¢na odolnost
k mikrobialni kontaminaci, jejiz pfi¢inou je zahfev surovin pii procesu vyroby, ktery je do-
stateCny pro usmrceni vétSiny vegetativnich forem mikroorganizmi. Tyto teploty vsSak
nejsou dostatecné pro inhibici sporulujicich mikroorganizmu, které jsou pfic¢inou znehodno-

ceni téchto produktl a navic ptredstavuji 1 zdravotni rizika pro spotiebitele.

Tavené syry jsou oblibenou potravinou zejména v Cesku, kde jejich spotfeba dosa-
huje okolo 2,6 kg na obyvatele za rok, coz je dvojnasobek spotieby ve vétSing zemi svéta.
Ve svété se na tavené syry zpracovava 10-12 % ptirodnich syri. V porovnani s ptirodnimi
syry maji tavené syry sice pon¢kud nizsi vyzivovou hodnotu, Vv kazdém piipad¢ ale zlstava-
Ji vyznamnym zdrojem vapniku a nabizeji fadu zajimavych vyhod: maji delsi trvanlivost,
dobfte se roztiraji, 1ze je libovolné ochucovat a levné vyrobit. Lze je zaradit do soucasného

trendu ,,convenience food®.

Zajisténi kvality a bezpe¢nosti tavenych syrt prostiednictvim latek, které by potlaci-
ly rist a mnozeni sporulujicich mikroorganizmd, je tedy v z4jmu jak spottebiteli, tak i1 vy-
robcti. Nalézt latku, ktera by vyhovovala v§em pozadavkiim a byla by mozna jeji aplikace
Vv potravinach, je vSak nelehky tkol. Pfedkladana bakalaiska prace se snazi ovéfit moznosti
pouziti monoacylglyceroli pro tyto uéely. Monoacylglyceroly jsou emulgatory, které pod-
statné ovliviuji konzistenci tavenych syrt, jsou hojné¢ vyuzivany v potravinarském priimyslu
a jsou tedy povazovany za latky bezpeéné. Jejich dulezitou vlastnosti jsou antimikrobialni
ucinky. Diky schopnosti potlaéit rist nezadoucich mikroorganizmii by monoacylglyceroly
mohly ptispét ke zvySeni trvanlivosti tavenych syra a cilem této bakalaiské prace je studium

vlivu monoacylglyceroli na rust sporulujicich bakterii v matrici taveného syra.
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. TEORETICKA CAST
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1 TAVENE SYRY

1.1 Zakladni charakteristika tavenych syri

Vyhlaska ministerstva zemédélstvi Ceské republiky ¢. 77/2003 Sb., v platném znéni,
definuje taveny syr jako syr, ktery byl tepeln¢ upraven za ptidavku tavicich soli [1].

Tavené syry jsou vyrabény zahiivanim smési prirodnich syra rizného stupné zralosti
za Castecného podtlaku a stalého michani, dokud neni dosazena homogenni hmota pozado-
vanych vlastnosti. Slozeni smési a charakter pfidanych tavicich soli ur¢uje vlastnosti vysled-
ného produktu [2]. Zakladni surovinou pro vyrobu tavenych syrd jsou pfirodni syry.
V soucasné dobé se ale velmi Casto ¢ast zakladni suroviny nahrazuje nebo dopliiuje potravi-
nami mlécného (napf. maslo, smetana, tvaroh, susené odstiedéné miéko, susena syrovatka
aj.) 1 nemlé¢ného (napt. voda, ptisady ovliviiujici chut’ a barvu — masové slozky, zelenina,
houby aj.) pivodu [3]. Z potravin mlé¢ného puvodu je jednou z nejrozsitenéjsich surovin
tvaroh, jehoz hlavnim tikolem je zvySeni obsahu tukuprosté susiny. Dale se tvaroh piidava
do smési obsahujicich zralé pfirodni syry za ucelem dodani intaktniho kaseinu, coz ma vy-
znamny vliv na konzistenci a stabilitu struktury taveného syra. Pro zvyseni obsahu tuku se
piidava maslo a v nékterych piipadech i smetana, diky niz se stava vyrobek lahodnéjsim [4].
Tradi¢ni surovinova skladba obsahuje zejména mlééné bilkoviny tzv. kaseiny, mléény tuk,
vodu, dale pak mensi mnozstvi jinych latek (soli, kyseliny, zbytky laktozy aj.). Pro vyrobu
homogenniho vyrobku je dilezité, aby se v systému nachazely latky s emulgujici schopnosti

— tzv. emulgatory [3].

Emulgatory je mozné obecné definovat jako latky snizujici mezipovrchové napéti na
rozhrani dvou nemisitelnych kapalnych fazi (napt. voda a olej), ¢imz umoziuji vznik a stabi-
lizaci emulze [5]. Tuto schopnost maji napiiklad kaseinové frakce (bilkoviny), které se na-
chdzeji zejména v piirodnich syrech. Emulgujici schopnost je zde vSak potlacena diky pfi-
tomnosti navazaného vapniku. ReSenim této situace je piidavek tavicich soli, jejichz zéklad-
ni schopnost spociva v odStépeni vapniku z proteinové matrice pfirodnich syrii a nahrazeni

vapenatych iontd ionty sodnymi [3].
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1.2 Rozdéleni tavenych syri

Tavené syry je mozno délit podle obsahu tuku v susin€. VyhlaSka ministerstva ze-
médélstvi CR ¢&. 77/2003 Sb., v platném znéni, rozeznava vysokotuéné tavené syry (s obsa-
hem tuku v susiné nejméné 60 % hmotnostnich) a nizkotuéné tavené syry (s obsahem tuku

Vv susin€ nejvyse 30 % hmotnostnich) [1].
Podle povolenych surovin a dalSich parametrii Ize tavené syry rozd¢lit do ¢tyt skupin [6]:

e tepelné opracované syry - povolenymi surovinami jsou syry, smetana, bezvody

mlécny tuk, voda, sill, barviva, kofeni, aromata a inhibitory plisni

e tavené syry - kromé surovin povolenych pro tepelné opracované syry jsou povoleny

i tavici soli a organické kyseliny pro upravu pH

e vyrobky z tavenych syrti - povoleny jsou suroviny jako u piedchozich dvou skupin,
navic mohou byt pouzity 1 dalSi mlé€né suroviny (mléko, odsttedéné mléko, podmas-

li, syrovatka)

e tavené syrové pomazanky - kromé surovin povolenych v tavenych syrech jsou povo-

leny 1 hydrokoloidy a sladici prisady

Kromé vyse zminénych skupin tavenych syrti existuji jesté tzv. analogy nebo imitace ta-
venych syru. Pii jejich vyrobé je mléény tuk, mlééna bilkovina nebo oboji nahrazena nebil-
kovinnou slozkou, zejména rostlinného ptvodu [7]. K vyrobé analogii jsou pouzivany
zejména kaseinaty, bilkoviny jiného nez mlé¢ného ptuivodu, rostlinné oleje, tavici soli, latky
urcené k aromatizaci aj. Hlavni pfednosti tzv. analogli (imitaci) tavenych syra je sniZeni na-

kladt na vyrobu a suroviny, coZ je vyuzivano piedevsim v kuchynich a provozovnéch fast —

food [4].

1.3 Tavici soli a jejich vlastnosti

Tavici soli jsou podle VyhlaSky Ministerstva zdravotnictvi ¢. 4/2008 Sb., kterou se
stanovi druhy a podminky pouziti pfidatnych latek a extrakénich ¢inidel pii vyrobé potravin,
latky ménici vlastnosti bilkovin pfi vyrobé tavenych syrt za ucelem zamezeni oddélovani

tuku [8].
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Tavici soli se v mnoha ptipadech oznacuji jako emulgatory, ac¢koliv nejde o emulgato-

ry jako povrchové aktivni latky. Proto se spiSe uziva nazvu “emulgujici ¢inidla” [3].

Jako tavici soli se nejcastéji pouzivaji sodné ptipadné draselné soli fosfore¢nych kyse-
lin nebo kyseliny citronové, které musi mit dobré pufracni schopnosti a upravit kone¢né pH
taveného syra na pozadovanou hodnotu. Mnozstvi tavicich soli v kone¢ném vyrobku zpra-

vidla nepiesahuje 3 % hmotnosti surovinové skladby [9].

1.3.1 Tavici soli na bazi fosfore¢nanu

Fosfore¢nany jsou soli odvozené od kyseliny trihydrogenfosfore¢né (HzPO,). Soli,
které obsahuji jednu skupinu (PO4)* oznadujeme jako ortofosfore¢nany. Dimer, nazyvany
pyrofosfore¢nan vznika ze dvou monomeri. Polymery s vice nez dvéma fosfory se nazyvaji
polyfosfore¢nany. Vznik téidimenzionalnich struktur je mozny diky tomu, ze kazda (PO,)*
mize sdilet aZ tii své atomy kysliku s tiemi jingmi (PO,)* skupinami. Piitomnost fosforeé-
nanll v tavenych syrech ovlivituje zejména vlastnosti pritomnych bilkovin, a to bud’ pro-
sttednictvim zmény podminek prostfedi (zména pH, odStépeni kationtli) nebo prostfednic-
tvim vazby fosfore¢nanii na proteiny. Nejdilezitéjsi vlastnosti fosfore¢nanti z hlediska vyro-
by tavenych syrt je jejich schopnost odstépovat z prostiedi a vazat na sebe monovalentni 1
polyvalentni kationty kovti [4]. Tento proces je vSak ovlivnén celou fadou faktori, napii-
klad typem kationtu (nizsi schopnost vazby alkalickych kovli oproti koviim alkalickych ze-
min), teplotou, hodnotou pH a po¢tem fosfore¢nanovych jednotek v molekule [10,11]. Dal-
St vlastnosti fosforecnanii je schopnost zvyseni vaznosti vody pfitomnych bilkovin, coz se

projevuje pii procesu taveni. Viskozita taveniny roste vazanim dodatecného mnozstvi vody

[4].

1.3.2 Tavici soli na bazi citranu

Citrany jsou soli odvozené od kyseliny citronové. Jako tavici soli se pouZzivaji hlavné
zejména trojsodné citrany. Citrany mono- a disodné zpusobuji silné okyseleni smési, coz
vede ke zna¢né nestabilité¢ emulze a uvolnéni vody. Ob¢ latky se pouzivaji spiSe pro korekci
ptili§ vysokého pH taveniny. Citrany maji nizkou afinitu k vapenatym iontim a nizkou
schopnost zvysit hydrataci proteinli i emulzi tuku, vysokd je ovSem jejich pufracni schop-
nost. Citran trojsodny je pouzivan piedev§im ve smésich s jinymi tavicimi solemi, zejména

polyfosfore¢nany [3, 4].
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1.4 Vyroba tavenych syri

Tavené syry mohou byt vyrabény dvéma zplsoby, kontinualn¢ nebo diskontinudlné.
Kontinualni proces zahrnuje taveni pii teplot¢ 130 — 140° C po dobu 2 — 3 sekund
V nerezovych trubkach v tenké vrstvé. V zemich stfedni Evropy je vSak ve vétsi mife rozsi-

fen diskontinualni zptisob, ktery lze shrnout do téchto fazi:
1. Pfiprava smési

2. Urcenti sloZeni tavicich soli

3. Vlastni proces taveni

4. Baleni taveniny, chlazeni, skladovani, expedice [4]

1.4.1 Priprava smési

Pozadavky, jez jsou kladeny na vysledny taveny syr, jsou urcujici pro navrh slozeni
smési pro taveni. Dulezitou roli hraje hlavné obsah suSiny, tuku v suSin¢ a vhodna konzis-
tence findlniho produktu [12]. Kvalita tavenych syrt, zejména chut’ a aroma je podminéna
rodniho syra, zralost, aroma, struktura a konzistence, pH a charakter ptisad. Obecné lze
fici, ze pokud pro vyrobu tavené¢ho syra pouzijeme trvdé ¢i polotvrdé piirodni syry, ziskame
tuzsi produkt nez pti pouziti plisnovych syra. Piirodni syry s mikrobialnimi vadami (obsahu-

jici spory, patogenni bakterie, tvofici plyn) nesmi byt zpracovavany [13, 14].

1.4.2 Urceni sloZeni tavicich soli

Volba tavicich soli spolu se spravnym stanovenim jejich mnozstvi je kliCova pro kvalitu
kone¢ného produktu. Predavkovani muize byt pficinou jiné nez pozadované konzistence
vyrobkll, miize vést k podpote procest jejich krystalizace, ale také k negativnim zméndm
chuti taveného syra (napft. vznik hotké chuti diky pfedavkovani fosfatovymi solemi) [12].

Urceni smési tavicich soli je odvozeno od charakteru ptirodnich syrt, doplitkovych

surovin, pH a pozadovanych vlastnosti kone¢ného vyrobku. Také je tieba vzit v potaz kon-

krétni typ vyrobku, balici techniku, prubeh chlazeni aj [4].
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1.4.3 Vlastni proces taveni

Pti vyrobé¢ tavenych syrti je taveni tou nejdilezitéjsi fazi vyrobniho procesu. Dilezitou
roli hraje doba ptisobeni tavici teploty, rychlost michani a ptitomnost tavicich soli [15].

Vlastni taveni se provadi v kotlich tavicky s obsahem 70 — 200 I. Kotle jsou
piizpusobeny k zahiivani pod tlakem, opatfeny plastém umoziujicim chlazeni taveniny a
michadlem s regulaci a armaturou. Pfi taveni dojde k zahtani obvykle na 80 — 85° C (tzv.
tavici teplota) po dobu 4 — 6 minut pti pomalém michani [12, 16]. Smés je vétSinou ohiiva-
na primym vstiikem pary do taven¢ smési a pii sestavovani surovinové skladby je nutné

zohlednit tuto zkondenzovanou vodu [4].

1.4.4 Baleni taveniny, chlazeni, skladovani, expedice

Horka tavenina se naléva do formovacich a balicich stroji, kde je automaticky zabale-
na. Tavené syry by mély byt baleny az poté, co jejich teplota klesne pod 65 az 70°C, aby
nedoslo k poskozeni konzistence hotového syra. Po zabaleni se syry opatiuji etiketou, vkla-
daji do kartonovych krabic a vychladi. Proces chlazeni je zavisly na typu tavené¢ho syra a
ovliviiuje vyslednou konzistenci syru (¢im je pomalejsi, tim tuzsi konzistence je dosazena)

[9]. Skladovani zabaleného taveného syra po vychlazeni probiha pfi teploté 4 — 8° C [12].
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2 FAKTORY OVLIVNUJICI MIKROFLORU TAVENYCH SYRU

Zmény, jez vzniknou piisobenim mikroorganizmut uvniti a na povrchu potravin, zavi-
si pfevazné na jejich fyzikélnich a chemickych vlastnostech. Mezi vnitini faktory ovliviiujici
mikrobidlni jakost tavenych syra patii aktivita vody (aw), koncentrace vodikovych iontii
(pH), redoxni potencial (Ep), obsah tuku, pfitomnost latek s emulga¢nimi ucinky a ptisobeni
dalSich faktorti a ingredienci. Vnitini faktory jsou urceny ptredevsim technologickymi proce-
sy. Na vlastnosti a kvalitu tavenych syra maji vSak vyznamny vliv i podminky uchovavani a
skladovani, tedy vnéjsi faktory jako je teplota prostiedi, relativni vlhkost vzduchu (% RV),

slozeni atmosféry a doba skladovani.

Vnitini a vnéjsi faktory ovliviiuji charakter mikrobidlnich zmén, jejich rychlost a tedy i
vyslednou trvanlivost potravin. Dulezity je také pocet a druhové zastoupeni mikroorgani-

zmii [17, 18].

2.1 Vnitini faktory

2.1.1 VlivpH

Nejlepsi podminky pro rozmnoZovani mikroorganizmu jsou pii pH 6,6 - 7,5 (kolem
neutralniho bodu), pod pH 4,0 je schopna ristu pouze minimalni ¢ast mikroorganizmu.
Bakterie jsou oproti plisnim a kvasinkdim mnohem méné tolerantni ke zménam pH, obzvlast
citlivé jsou pak bakterie patogenni. Nepfiznivé pH ovliviiuje pfedevsim dva procesy probi-
hajici v mikrobialni bufice - piijem zivin a funkci enzymu [19]. Kyselost potraviny je vy-
znamnym faktorem, ktery ovliviiuje rist mikroorganizmi. Okyseleni vede ke snizeni rych-
losti mnozeni a u mikroorganizmti rostoucich v prostfedi mimo rozsah svého pH optima

dochazi ke zna¢nému prodlouzeni lag-faze [19, 20].

Z hlediska kyselosti prostiedi a jeho vlivu na inhibici bakterii je tfeba rozliSovat vliv
nizké hodnoty pH a vliv kyseliny, kterou byla tato hodnota snizena. Bakterie jsou ve svém
ristu inhibovany nejen nizkymi hodnotami pH, ale také molekulami v kyselém prostiedi
nedisociovanych slabych organickych kyselin [17]. Studie in vitro ukazuji, Ze inhibi¢ni G¢in-

ky kyselin klesaji v pofadi: octova > mlécna > citronova nebo HCI [21].

Tavené syry maji pH mezi 5,6 - 6,0, coz umoznuje rist mnoha mikroorganizmi [4].

Minimalni pozadavek na pH pro proteolytické kmeny Clostridium botulinum za jinak ide-
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alnich podminek je 4,6 az 4,8 a pro neproteolytické kmeny Clostridium botulinum je to 5,0
[21]. Anniballi a kol. studovali vliv pH na rist a produkci toxinu u neurotoxigennich kmenti
byla 5,0. Pii pH 5,8 byla u vSech kmenti zjisténa produkce toxinu uz béhém prvnich tii dnt

kultivace [22].

2.1.2 Vliv vodni aktivity

Voda predstavuje asi 80 % hmotnosti bakterialni bunky, ¢ast vody je zde vazana na
rizné bunécné struktury, volné pfistupna voda slouzi jako rozpoustédlo a prostiedi pro bio-
chemické reakce [23]. Molekuly vody mohou volné difundovat ptes cytoplazmatickou
membranu bunék. Aby tedy nedochazelo ke ztratdm vody z vnitiniho prostfedi, vyZaduji
buiiky dostatecné mnozstvi dostupné vody ve vnéjSim prostiedi [17]. Mira vyuzitelnosti
vody pro mikroorganizmy se oznacuje jako vodni aktivita (a,) prostiedi. Hodnota a, je
definovana jako pomér parcidlniho tlaku vodni pary nad potravinou k parcidlnimu tlaku

vodni pary nad ¢istou vodou pii stejné teploté [18].

Se snizujici se vodni aktivitou prostiedi, pocet mikrobialnich druhti schopnych ak-
tivniho rustu klesa. Dochazi ke sniZeni rustové rychlosti a velikosti populace, prodluzuje se
délka trvani lag faze. Rozmezi hodnot a,, vhodnych pro rist je ovlivnéno i1 dalSimi fyzikalni-
mi a chemickymi faktory a dostupnosti zivin [24]. Obecné Ize fici, Ze bakterie pozaduji pro
sviyj rast vyssi hodnoty vodni aktivity (aw) nez mikromycety a kvasinky. VétSina bakterii
zpusobujicich kazeni potravin neni schopna riistu pii ay nizsi nez 0,91, zatimco mikromyce-
ty mohou znehodnotit i potraviny s a, 0,80 [19]. Gramnegativni bakterie jsou nejvice na-

ro¢né na vodni aktivitu [4].

Strategie vyuzivana mikroorganizmy ke snizeni negativniho u¢inku nizké vodni akti-
vity je zaloZena na itracelularni akumulaci nékterych rozpustnych latek. U bakterii jsou to
napiiklad K* ionty, glutamat, glutamin, prolin, alanin, glycin, sachardza nebo trehaloloza

[19].

Pro vétSinu Cerstvych potravin plati, Ze jejich hodnota vodni aktivity neklesd pod
0,99 [19]. U tavenych syri je vétSinou vodni aktivita a, v rozmezi hodnot 0,91 az 0,96 [21].
Tyto hodnoty mohou souzit jako prevence rustu nékterych mikroorganizmi, napiiklad u

Clostridium botulinum doslo pfi ay, 0,965 ke zpomaleni ristu a zpozdéni produkce toxinu a
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pti ay 0,94 nebyla zjisténa tvorba toxinu ani rist téchto bakterii. Rist proteolytickych kme-
nia C. botulinum je inhibovan vodni aktivitou a,, < 0,935 a u neproteolytickych kment a,, <
0,970 [25].

2.1.3 Oxidoredukéni potencial

Redoxni potencial (Ep) je dal$im vnitinim faktorem, ktery ma vliv na rust a metaboli-
zmus mikroorganizmi. OdrdZi pomér mezi oxidovanymi a redukovanymi latkami
Vv prostiedi a pro jeho hodnotu jsou uréujici oxida¢né redukéni pochody v potraving. OXi-
dacni proces je definovan odevzdanim elektrond a redukéni jejich pfijimanim [17].Vliv re-
doxniho potencidlu na metabolizmus bakterii spoc¢iva Vv regulaci funkce nékterych enzymui

[23].

Aerobni bakterie vyzaduji vysoké hodnoty Ey, fakultativné anaerobni bakterie toleru-
ji pozitivni i negativni hodnoty E,. VétSina anaerobnich bakterii (napt. rod Clostridium)
vyzaduje pro svij rast nizké hodnoty Ey. Klostridia jako C. perfringens, C. botulinum jsou

vuci vy$sim hodnotam Ej, tolerantni [18].

2.1.4 Vliv obsahu tuku

Dalsim faktorem, ktery ovliviiuje mikrobialni jakost tavenych syrii je i obsah tuku.
Nizkotucné syry jsou pro mnohé mikroorganizmy méné piiznivym prostiedim oproti syrim
S vyS$im obsahem tuku. Ve studii Glassové a Johnsona byly zkoumany faktory ovlivilujici
bezpecnost tavenych syra z hlediska kontaminace a produkce toxinu proteolytickymi a ne-
proteolytickymi kmeny C. botulinum. Autofi zjistili, ze vys$$i obsah tuku byl spojen
srychlejsi produkei toxinu. Moznym vysvétlenim tohoto jevu je interakce lipidil
S inhibi¢nimi 1atkami, které se v tavenych syrech vyskytuji bud’ pfirozené nebo jsou do nich

ptidavany [26].

I dal$i vyzkumy dokézaly, ze riist anaerobnich bakterii byl sniZzen v prostfedi tave-
nych syri s niZz§im obsahem tuku ve srovnani s vyrobky, kde nebyl redukovan obsah tuku.
Produkce botulotoxinu u syrt nizkotu¢nych nebo téméf bez tuku miiZze byt opozdéna na-

rozdil od syrd plnotuénych se stejnym obsahem susiny, NaCl, emulgatoru a pH [21, 27] .
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2.1.5 Vliv latek s emulgaénimi Gcinky a emulgatori

Mezi nejhojnéji pouzivané latky s emulgacnimi ucinky patii fosforecnany, polyfosfo-
reCnany, nebo citrany. Jako emulgatory se pouzivaji napt. monoacylglyceroly, jejichz ucin-

kim na mikroorganizmy je vénovana kapitola 4.4.

Antimikrobni U¢inky fosfore¢nanli jsou popisovany piedev§im u grampozitivnich
bakterii. Podstatou jejich inhibi¢niho G¢inku je schopnost chelatace, tedy vazby kationtt,
zejména vapenatych a hotfec¢natych. Cilem ataku polyfosforec¢nand jsou enzymy, které jsou
ve své aktivité¢ zavislé na prisunu téchto kationtl. Piidavek fosfore¢nanti do média vede
k lyzi rostoucich bunék a redukei poétu Zivotaschopnych bungk. Uéinek polyfosfore¢nant
zavisi 1 na fazi rastu bakterii, nejrychlej$iho tbytku poc¢tu bunék bylo dosazeno u bakterii
Vv exponencidlni fazi rastu, zatimco bunky ve stacionarni fazi nebyly ptitomnosti fosfore¢na-
nd vyznamné ovlivnény [28]. Inhibi¢ni efekt je zavisly na délce fetézce fosforecnantl. Lepsi
inhibiéni u¢inky maji fosforecnany s delSimi fetézci nez fosfore€nany s kratkymi fetézci.
Pisobeni polyfosfore¢nanti s dlouhym fetézcem spociva ve vyssi afinité k bivalentnim ion-
tam kovl. Pfidavek polyvalentnich iontt do kultivatniho média oslabuje inhibi¢ni efekt.
Teplota, pH a pocateéni populace mikroorganizmu také ovliviiuji inhibi¢ni ptisobeni. U bak-

terii, jez tvofi spory, maji polyfosfore¢nany inhibi¢ni vliv na kliceni spor. [4].

2.1.6 Vliv ostatnich faktori a ingredienci

Mezi dalsi latky, které mohou ovlivnit riist mikroorganizmii v tavenych syrech, patii
napiiklad nisin nebo lysozym. Nisin je polypeptid produkovany ur¢itymi kmeny Lactococcus
lactis, ktery puisobi inhibi¢né na grampozitivni bakterie. Nisin je rozpustny ve vodé a miize
se vazat na fosfolipidy bakterialni cytoplazmatické membrany a porusit jeji propustnost [4].
Gramnegativni bakterie jsou k plsobeni nisinu rezistentni diky pfitomnosti vn&j$i membrany,
ktera ptedstavuje bariéru pro prinik molekul nisinu az k cytoplazmatické membrané. Pokud
vSak dojde k naruSeni této bariérové funkce vné&jSi mebrany, napt. ptidavkem chelata¢nich
¢inidel nebo osmotickym Sokem, gramnegativni bakterie svou rezistenci k nisinu ztraci [29,
30]. Kromé vegetativnich bun€k jsou nisinem ovlivnény i bakteridlni endospory. Piestoze
jsou mnohem odolIngjsi nez vegetativni buiky, v pfitomnosti nisinu ztraci spory odolnost
viici teploté a dochazi k zablokovani procesu germinace a piestavby spory na aktivni buitku

[21].
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3 MIKROBIOLOGIE TAVENYCH SYRU

Mikrobiologické zmény jsou z hlediska svych moznych duasledkii nejvyznamnéj$imi
zménami, ke kterym dochazi béhem zpracovani a skladovani potravin. Vlivem ¢innosti mik-
roorganizmu (bakterii, kvasinek, plisni) mize dojit ke kontaminaci potravin toxickymi zplo-
dinami jejich metabolizmu a tedy i k potencialnimu ohrozeni zdravi konzumenta. Mikroor-
ganizmy mohou dale spotfebovavat nutricné vyznamné slozky potravin, coz vede ke snizeni
jejich nutri¢ni hodnoty [31]. Pisobenim mikroorganizmi se méni i vlastnosti potravin, tzn.
jejich konzistence, textura, vzhled, barva, chut’ a viné [18]. Mikrobiologicka jakost kone¢-
n¢ho vyrobku je ovlivnéna prevazné mikrobiologickou kvalitou pouZitych surovin, dodrzo-
vanim hygienickych podminek v pribéhu vyroby, jakosti obalii a zpiisobem skladovani. Po-
kud je postup vyroby a skladovéani spravné dodrzen, vady tavenych syrii jsou omezeny na
formy, které jsou zplsobeny psychrotrofnimi mikroorganizmy nebo mikroorganizmy schop-

nymi rast pii nizkém mnozstvi kysliku [19].

Mezi nejCastéji se vyskytujici kontaminanty u tavenych syra patii sporotvorné bakterie,
mikromycety a mikroorganizmy, které se do vyrobku dostaly az po vyrobé (sekundarni kon-

taminanty) [32].

Sporulujici bakterie jsou schopné vytvaret endospory, které slouzi k dlouhodobému
pieziti nepiiznivych podminek. Spory tvoii zejména nékteré grampozitivni bakterie ze sku-

piny Firmicutes — modelové rody Clostridium a Bacillus [33].

Mezi sekundarni kontaminanty patii napf. Staphylococcus aureus, toxigenni stafylo-
kok, ktery nepfeziva pasteraci, ale jeho toxin je termostabilni. Dal§im kontaminantem muze
byt Listeria monocytogenes, ktera byva Casto izolovana ze syrového mléka a kontaminuje i
potrubi a chladirenskd zatizeni. Kromé grampozitivnich patogennich bakterii mohou tavené
syry kontaminovat také gramnegativni patogeny, jako napt. patogenni Escherichia coli a
Salmonella sp., vyskytujici se ¢asto v syrovém mléce. Mezi bakterie zpusobujici kaZeni ta-
venych syri patii rody Lactobacillus a Pseudomonas. Z mikromycet nejéastéji zhorSuji ja-

kost tavenych syru zastupci rodu Penicillium [4].

3.1 Rod Bacillus

Burniky bakterii tohoto rodu maji bacilarni tvar ty¢ek s grampozitivni bunéénou sté-

nou. Jsou obligatn€ aerobni nebo fakultativné anaerobni. Pohybuji se diky peritrichdlnim
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bi¢iklim rozmisténym po celém povrchu buiiky. Bakterie jsou heterotrofni, konkrétné che-
moorganotrofni (pfijimaji a oxiduji pouze organické slouceniny). Optimalni teplota pro rust
se pohybuje v rozmezi 15 - 55 °C [34]. Vyznamnou vlastnosti rodu je schopnost tvorby
endospor, které jsou znaén¢ odolné vi¢i nepfiznivym vlivim prosttedi (vysoké teploty,
chemikalie, zateni) [35]. Umisténi spor v bufice miize byt centralni, paracentralni, subtermi-
nalni, terminalni ¢i lateralni. Sporulace neprobiha bez ptitomnosti kysliku [36]. Vétsina dru-

hi je biochemicky velmi aktivni a produkuje enzymy, které $té€pi Skrob, rostlinné pektiny

nebo bilkoviny. Nékteti zastupci produkuji antibiotika [37].

Vétsina druhti rodu Bacillus je povazovana za nepatogenni, striktnim patogenem je
pouze puvodce anthraxu Bacillus anthracis. Znamé jsou vSak alimentarni onemocnéni (en-
terotoxikdzy) vyvolané toxiny produkovanymi piislusniky rodu Bacillus, pifedevsim pak

druhy B. cereus, B. subtilis, B. pumilis a B. licheniformis [36].

3.1.1 Bacillus cereus

Bacillus cereus je fakultativné anaerobni mikroorganizmus s velkymi vegetativnimi
burikami, vétsinou o rozmérech 1 X 3 — 5 pm. Roste v teplotnim rozmezi 8 — 55°C, optimal-
ni teplota se pohybuje kolem 28 — 35 °C. Neni vyrazn¢ tolerantni k nizkym hodnotam pH
(min. 5,0 — 6,0 v zavislosti na okyseleni) nebo vodni aktivité¢ (min. 0,95). Ponévadz Bacillus
cereus Vvytvari spory, je Siroce rozsifen v prostiedi a tyto bakterie mohou byt izolovany
Z pudy, vody a vegetace. Je také béznou piechodnou soucasti stievni flory u lidi. Zptisobuje
dva druhy otrav z potravin. Prijmovou formu s dlouhou inkubaci (projevi se do jednoho

dne) a formu emetickou s inkubaci kratkou (do Sesti hodin) [38].

3.1.2 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis, znamy také jako senny nebo travni bacil, je grampozitivni, katalaza
pozitivni bakterie bézné se vyskytujici v pid€. Ma schopnost tvofit tvrdé, ochranné endo-
spory, umoznujici organizmu snaset extrémni podminky prostiedi. Na rozdil od n€kolika
dalsich znamych druht, Bacillus subtilis byl v historii klasifikovan jako obligatné aerobni,
ackoli nedavny vyzkum ukazal, Ze to neni zcela spravné [39]. Bacillus subtilis neni povazo-
van za lidsky patogen. Miize kontaminovat potraviny, ale jen ziidka zpasobi otravu jidlem.

Preziva extrémni teploty pti vateni. Endospory Bacillus subtilis jsou odolné vici faktorim



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

zivotniho prostiedi, jako jsou teplo, kyseliny a soli, a mohou pfetrvavat v zZivotnim prostiedi
dlouhou dobu. Bacillus subtilis je mikroorganizmus vysoce pfistupny ke genetické manipu-
laci, a diky tomu je modelovym organizmem pro laboratorni studie, zejména pro studium

sporulace [40].

3.2 Rod Clostridium

Grampozitivni, obligatn¢ anaerobni bakterie. Klostrididlni endospory buiiku rozsituji.
Vyskytuji se ve vod¢€, v pudé, v potravinach i v zazivacim ustroji zvifat. Nékteré druhy jsou
pro ¢lovéka patogenni, jiné se vyuzivaji v pramyslu [37]. Jedna se o rovné nebo mirné za-
kiivené ty¢inky, usporadané jednotlivé, ve dvojicich nebo kratkych fetizcich [41]. Z hlediska
kontaminace potravin je vyznamna sacharolyticka a proteolyticka Cinnost klostridii, dale
tvorba plynu (CO; a H,) pfi anaerobni oxidaci sacharidd. Tvorba plynu je nezadouci zejmé-
na v syraistvi, kdy mtize byt pfi¢inou tzv. dufeni syrii. Bakterie rodu Clostridium jsou dale

nezadouci pro tvorbu nepiijemné pachnoucich slouc¢enin, predevsim kyseliny maselné [42].

3.2.1 Clostridium sporogenes

Clostridium sporogenes se vyskytuje v pud¢, moiskych a jezernich sedimentech,
konzervovaném mase a stolici zvifat i ¢lovéka. V masném pramyslu zpusobuje vady masa a
také masovych konzerv, napt. hniti. Nékteré kmeny jsou spojovany s onemocnénim ¢lovéka
(botulizmus) diky produkci neurotoxint. C. butyricum se vyznacuje zna¢nou odolnosti vuci
nepiiznivym vliviim prostfedi, odoladva piisobeni teploty 80 °C po dobu 30 minut a 90 °C po
dobu 10 minut [42, 43].

3.2.2  Clostridium butyricum

Clostridium butyricum je znamo diky své vysoké odolnosti vii¢i nezadoucim podmin-
kam zivotniho prostiedi. Odolava teploté 80 °C po dobu 30 minut a 90 °C po dobu 10 mi-
nut. Vyskytuje se v pudé, sladkovodnich a motskych sedimentech a ve stolici zvifat i ¢lo-

veéka. Cl. butyricum se vyuziva pfi vyrobé kyseliny maselné [43].
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4 MONOACYLGLYCEROLY

Monoacylglyceroly (MAG) jsou parcialnimi estery vyssich mastnych kyselin a trojsyt-
ného alkoholu glycerolu. Dle poctu esterové vazanych mastnych kyselin rozliSujeme mono-
acylglyceroly (jedna mastna kyselina), diacylglyceroly (dvé mastné kyseliny) a triacylglyce-
roly (tfi mastné kyseliny) [44, 45]. Z potravinaiského hlediska patii MAG mezi nejvyznam-
n&j8i skupinu lipidh. Vznikaji substituci vodiku jedné hydroxylové skupiny glycerolu zbyt-
kem (acylem) mastné kyseliny. Mohou existovat ve tfech stereochemickych formach [44,
46]:

sn-1-monoacylglycerol

{]ng—O—CO—R
HO-C-H

|
CH,-OH

sn-2-monoacylglycerol

(|:H20H
CH-O-CO-R

|
CH,-OH

sn-3-monoacylglycerol

(ITH ,OH
HO-C-H

|
CH,-0-O-O-R

Obr. 1- 1Izomery monoaclyglycerolu [47]

Normalné izomery sn-1 a sn-3 nejsou od sebe odlisitelné a jsou ozna¢ovany jako o-

monoacylglyceroly, pro sn-2 izomery se pouziva oznaceni f-monoacylglyceroly. [44, 45].
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4.1 Vlastnosti monoacylglyceroli

Fyzikélni a chemické vlastnosti acylglyceroll jsou urceny predevsim poctem a typem
mastnych kyselin navazanych ve form¢ acylu. Povaha uhlikového fetézce ovlivituje napii-
klad teplotu tani monoacylglycerolii. Bod tani se zvysuje s rostoucim poc¢tem atomut uhliku
v molekule, se zvySujici se nenasycenosti mastnych kyselin bod tani klesa. Teplota tani u
mastnych kyselin a acylglycerolii stoupa v nasledujicim potadi: MK < TAG < DAG < MAG.
MAG jsou pomérn¢ malo polarni, rozpustné v alkoholu, nerozpustné v petroletheru, naroz-

dil od TAG, které rozpustné v alkoholu nejsou, ale v petroletheru ano [46].

Monoacylglyceroly patii mezi povrchové aktivni latky diky struktuie své molekuly,,
ktera je tvotena polarni (hydrofilni) a nepolarni (lipofilni) ¢asti. Na rozhrani dvou fazi jsou
MAG orientovany tak, Ze hydrofobni konce molekul, tvofené mastnymi kyselinami, sméfuji
do hydrofobni faze, zatimco do vodné fdze sméfuji hydrofilni ¢asti molekuly MAG. Timto
zpusobem je vytvofen orientovany molekularni film, ktery brani zpétnému spojovani disper-

gované faze a tim umoznuje zvySovat stabilitu emulzi [48].

Vyhodou monoacylglycerolti je fakt, Ze jsou to latky bezpe¢né bez negativnich u¢inkt
na lidsky organizmus. Vyskytuji se pfirozené v mlé¢ném tuku spolu s dalsimi latkami, jako
jsou napiiklad triacylglyceroly (TAG), fosfoglyceridy a sfingolipidy a rozsahlé spektrum
nasycenych (kyselina maselna, kapronova, kaprylova, kaprinova, laurova palmitova) a ne-
nasycenych (kyselina olejova, linolova ) mastnych kyselin. TAG, pfedstavujici eminentni
slozku mlé¢ného tuku, jsou zaludeénimi lipdzami rozlozené na mastné kyseliny a monoacyl-
glyceroly. MAG a MK se vyznacuji oproti TAG a DAG i antimikrobialnimi vlastnostmi
[49].

4.2 Vyroba monoacylglycerolii
Monoacylglyceroly mohou byt vyrobeny nasledujicimi zpiisoby:
e Esterifikace MK s glycerolem
e Interesterifikace - acidolyza
- alkoholyza (glycerolyza)
- transesterifikace esterti vyssich MK s glycerolem

e Hydrolyza tuki a oleji



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

¢ Adice mastnych kyselin na glycidol

V priimyslovém méfitku je pro vyrobu monoacylglycerolii nej¢astéji vyuzivana glycerolyza

piirodnich tuki a oleji, pfima esterifikace mastnych kyselin s glycerolem a hydrolyza [50]

4.3 Vyuziti MAG v potravinarstvi

Monoacylglyceroly maji povahu povrchové aktivnich latek, diky cemuz patii mezi nej-
roz$itenéj$i emulgatory v potravinaiském, kosmetickém, plastikarském, farmaceutickém a

textilnim pramyslu [45].

Vyroba krmiv
Kosmeticky a 16%
farmaceuticky
prumysl
12%

Potravinarsky
pramysl
Plastikarsky a 60%
te xtilni
prumysl
12%

Obr. 2 — Vyuziti MAG V pramyslu [50]

Hlavni oblasti vyuziti MAG je potravinaisky pramysl (Obr. 2). MAG se uplatiuji jako
emulgacni ¢inidla pii vyrobé emulgovanych tukd, pti technologickém zpracovani margarini,
a mrazenych smetanovych kréma. Monoacylglyceroly se dale pouzivaji v pekarenském
prumyslu a pfi vyrobé téstovin. Studie prokazaly, Ze monoacylglyceroly jsou schopny zlep-
Sit vlastnosti té€sta a finalniho vyrobku a prodlouzit Cerstvost peciva. Tyto latky jsou také
schopny zvétSovat objem, stabilitu a snizovat lepivost pti vyrobé bramborové kase a cukro-
vinek. Dokonce bylo popsano i pouziti monoacylglyceroli v souvislosti S masnymi vyrobky
(tepelné opracovanymi i neopracovanymi). V neposledni fadé se MAG vyuzivaji iu nizko-

tu¢nych produktt a instatnich pokrmi [51].
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4.4  Antimikrobialni a¢inky monoacylglycerolu

Antibakterialni ptisobeni mastnych kyselin a jejich soli jsou znamé jiz vice nez 4000 let. Te-
prve v nedavné dob¢ se vyzkumy prokazaly, Ze antibakterialni vliv nékterych monoacylgly-
cerolti je vétsi nez u samostatnych mastnych kyselin. [52] Monoacylglyceroly tedy diky cha-
rakteru své molekuly mohou plisobit proti mnoZzeni a ristu mikroorganizmuti. Témito latkami
muze byt inhibovan rlist grampozitivnich a gramnegativnich bakterii, sporulujicich bakterii,
kvasinek a plisni, dokonce i nékterych obalenych virti [53, 54, 55]. Pfestoze ptesny mecha-
nizmus u¢inku neni znam, obecné lze fici, Ze na rozdil od antibiotik maji mastné kyseliny a
jejich estery nékolik odlisnych mechanizmt pasobeni. Hlavni cil jejich pisobeni je cyto-
plazmaticka membrana bunék, kde MAG zptisobuji deformace bunééné membrany a nasled-
né dojde k poruseni jeji polopropustnosti. Dalsi hypotéza predpoklada pronikani mastnych
kyselin s kratkym a stfedn€ dlouhym fetézcem do bakteridlnich bunék v nedisociované for-
m¢ s naslednou disociaci v intracelularnim prostiedi a dasledkem je okyseleni bunééného
obsahu, coz miize vést k inhibici Zivotné dilezitych enzymu. [56]. Rozdilna ucinnost jednot-
livych monoacylglyceroli je odvozena od vlastnosti a charakteru jejich mastnych kyselin.
Vyznamna je zejména délka uhlikatého fetézce a poloha a pocet nenasycenych vazeb mast-
nych kyselin. S rostouci délkou fetézce mastné kyseliny klesa inhibi¢ni Géinek. Aktivita mo-
noacylglycerolti také zavisi na druhu izomeru. Byla zjiSténa vy$$i antimikrobni aktivita u
izomeru sn-1 nez u izomeru Sn-2 monoacylglycerolu kyseliny laurové. Zvysena teplota nebo
piitomnost kyselin a chelata¢nich ¢inidel ma také vliv na vétsi inhibi¢ni aktivitu monoacyl-

glycerola [57].

Studiem antimikrobnich vlastnosti MAG Cio0 (MAG kyseliny kaprinové) bylo zjis-
téno potlaceni ¢i Gplné zastaveni ristu grampozitivnich bakterii, kvasinek a také vlaknitych
hub s vyjimkou Mucor racemosus. U gramnegativnich bakterii, konkrétné u rodu Klebsiella
pneumoniae a Acinetobacter Iwoffii dochazi k inhibici ristu jiz pii nizkych koncentracich
monokaprinu 100 mg/l. Mezi gramnegativni bakterie, které se ukazaly odolnymi vii¢i u¢in-
kim monokaprinu, patii Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa, u nichz nebyla za-
znamenana zména rustu ani v nejvyssi testované koncentraci 1000 mg/l [54]. Antimikrobial-
ni aktivita MAG Ci1.0 (MAG kyseliny undekanové) a MAG C,1.; (MAG kyseliny undeceno-
vé) byly také zkoumany. Obé¢ tyto latky inhibuji riist grampozitivnich koku, napt. Staphylo-
coccus aureus a spory Bacillus cereus. Gramnegativni bakterie ukazaly naopak zna¢nou

odolnost k MAG C1, a vyraznou toleranci K MAG C;1.;. Houby rodu Alternaria, Clado-
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sporium a Trichothecium byly zcela inhibovany pouzitim MAG Cj;.1 0 koncentraci vyssi nez
750 mg/l. Rust Aspergillus niger, Mucor racemosus, Phoma, Scopulariopsis a Trichoder-
ma nebyl zcela inhibovan, ale vyznamné omezen. Lze tedy fici, z2 MAG Ci1.1 byl ve svém
pusobeni na rust mikroorganizmt u¢ingjsi nez MAG Ci1 [58]. Ve srovnani MAG Ciag
(MAG kyseliny laurové) s monokaprinem byly dokazany lepsi antimikrobidlni u¢inky mono-
laurinu pouze u grampozitivnich bakterii, jako jsou Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus
a také u gramnegativni bakterie Acinetobacter Iwoffii, zatimco u dalSich gramnegativnich
druhti a u kvasinek nebyly zjistény zadné inhibi¢ni ucinky. Testovani MAG C,.o bylo prove-
deno i proti vlaknitym houbam, kdy byl zjistén snizeny rast Penicillium ochrochloron a Al-
ternaria alternata v koncentraci od 400 do 750 mg/l monolaurinu, a také byla zjisténa sni-
zena schopnost spolurace u Aspergillus niger a Mucor racemosus Vv koncentracich mono-
laurinu od 300 do 750 mg/l [54].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cile bakalarské prace byly stanoveny nasledovné:

e Vteoretické Casti zpracovat literarni reSersi zamétenou na charakteristiku tavenych

syrd, jejich vyrobu, slozeni a zakladni vlastnosti,
e popsat mikroorganizmy, které mohou tyto produkty kontaminovat a dale faktory
ovliviiujici rist a mnozeni mikroorganizmi v tavenych syrech,

e Vv praktické Casti sledovat plisobeni monoacylglycerolu kyseliny laurové (monolauri-
nu) na rust sporulujicich bakterii rodu Bacillus a Clostridium po inokulaci do vzor-

kt tavenych syra,

e na zakladé poznatkl z teoretické Casti a vysledku ¢asti praktické zhodnotit vyuzitel-

nost aplikovaného monolaurinu pro prodlouzeni idrznosti tavenych syri.
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6 MATERIAL A METODY

6.1 Mikroorganizmy

Pro sledovani antibakterialnich u¢inkd monoacylglyceroli v tavenych syrech byly zvoleny

nasledujici mikroorganizmy:
e Bacillus cereus CCM 2010,
e Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM 4062,
e Clostridium sporogenes CAPM 6329,
e Clostridium butyricum CAPM 6342.

Bakterie rodu Bacillus byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganizmii. Bakterie rodu Clostri-
dium byly ziskany ze Sbirky zoopatogennich mikroorganizmti pii Vyzkumném ustavu vete-

rinarniho lékafstvi v Brné.

6.2 Monoacylglycerol

Pro studium antibakterialnich G¢inki v tavenych syrech byl zvolen monoacylglycerol kyseli-
ny laurové (MAG Ciy), ktery byl poskytnut zaméstnanci Ustavu technologie tukd, tenzidi
a kosmetiky. MAG Cj; byl vyroben adici mastné kyseliny na glycidol za katalyzy Chromi-
um (I11) acetat hydroxidu.

6.3 Kaultivacni pidy a roztoky
Pro rast bakterii rodu Bacillus byla pouzita kultiva¢ni pida Plate-Count Agar (PCA).
SloZeni:
e Plate-Count Agar .................. 9,32 ¢
e destilovana voda.................... 400 ml

Pro rast bakterii Clostridium byla pouzita kultiva¢ni pida Reinforced Clostridial Broth
(RCB).

Slozeni:

¢ Reinforced Clostridial Broth..15,2 g
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e (destilovana voda.................... 400 ml

Ptiprava zivnych pad probihala smichdnim jednotlivych slozek, typickych pro kazdy druh
pudy, se 400 ml destilované vody, protfepanim a sterilizaci v autoklavu pii teploté 121°C

po dobu 30 minut.

Fyziologicky roztok
SloZeni:
o NaCl....ooooooviiiiii, 8¢
e destilovand voda.................... 1000 ml

Fyziologicky roztok byl pfipraven navazenim 8 g NaCl do odmérné banky o objemu 1000
ml a doplnén destilovanou vodou po rysku. Fyziologicky roztok byl autoklavovan pfi teplo-

té¢ 121 °C po dobu 30 min.

6.4 Pouzité pristroje a laboratorni pomicky
e Vorwerk Thermomix TM 31
e Homogenizator Stomacher
e Autoklav Systec 2540EL
e Laboratorni predvazky KERN
¢ Biologicky termostat Membert INE 600
e Chladnicka Electrolux
e Mikroteinové saéky k homogenizaci
e LZice
e Plynovy kahan
e Petriho misky
e Zkumavky a stojan na zkumavky

e Automatické pipety 0,5 mla 1 ml
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e Lahve 400 ml a 1000 ml

e (Odmérka 50 ml

6.5 Metodika

6.5.1 Vyroba tavenych syri
Pti vyrobé tavenych syrt bylo pouzito nésledujicich surovin:
e ecidamska cihla 30 % w/w tuku v suSin€,
e Cerstvé maslo,
e pitna voda,
e tavici soli:
e PYRO - difosfore¢nan sodny (NasP,07)
e KPS - dihydrogendifosfore¢nan sodny (Na,H,P,07)
e DIDI - hydrogenfesfore¢nan disodny dihydrat (Na,HPO, . 2H,0)

e monoacylglycerol kyseliny laurové ( MAG Ci.0)

Navazka jednotlivych surovin pro vyrobu tavenych syra je uvedena v tabulkach 1 a 2.
Koneény produkt byl vyroben na zafizeni Vorwerk Thermomix TM 31. Smés surovin byla
za stalého michani zahtivana na teplotu taveni 91 °C, ktera byla udrZzovana po dobu 1 minu-
ty. Poté byla tavenina zao¢kovana 5 ml suspenze bunék Bacillus cereus CCM 2010, Bacil-
lus subtilis subsp. spizizenii CCM 4062, Clostridium sporogenes CAPM 6329 nebo
Clostridium butyricum CAPM 6342 a vse bylo dikladné promichano. Vznikla tavenina byla
ihned nalita do 16 plastovych kelimkii a uzaviena zazehlenim hlinikového vicka. Vzorky

zchlazené pti pokojové teploté byly nasledné skladovany v lednici pfi teploté 6 £ 2 °C.
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Tab. 1 — Koncentrace a mnozstvi MAG v modelovych vzorcich tavenych syri

Koncentrace MAG C; (%)

Mnozstvi MAG Cy (Q)

0,01 0,111
0,05 0,553
0,15 1,658

Tab. 2 — Surovinova skladba modelovych vzorki tavenych syrt

Slozka Mnozstvi (g)

eidamska cihla 30% 550
maslo 170

DIDI 21

KPS 6

PYRO 3

tavici soli celkem 30
voda 355

6.5.2 Stanoveni celkového poctu mikroorganizmii ve vzorku

Tavené syry byly skladovany po dobu 141 dni pii teploté¢ 6 + 2 °C. Vzorky pro stanoveni
poctu mikroorganizmu byly odebirdny po 5, 13, 27, 41, 56, 78, 113 a 141 dnech skladova-
ni, pfiCemz pro kazdou analyzu byly odebrany dva vzorky z kazdé série. Ve zkoumanych
vzorcich byl zjistovan celkovy pocet bakterii rodt Bacillus a Clostridium pomoci plotnové

metody.

Analyza vzorku probihala za aseptickych podminek. Z kazdého plastového kelimku
S taveninou bylo navaZeno 5 g vzorku do mikrotenového sacku, pfidano 45 ml fyziologic-
kého roztoku a homogenizovano piiblizné 2 minuty ve Stomacheru. Po homogenizaci bylo
odebrano 0,5 ml vzorku a promichano s 4,5 ml sterilniho fyziologického roztoku. Podle
mnozstvi fedéni bylo vzdy odebrano 0,5 ml z pfedchoziho vzorku a ptidano do dalsi zku-
mavky s fyziologickym roztokem. Z nejvhodnéjsiho fedéni byl odebran 1 ml inokula na Pet-

riho misku a pielit 16 — 20 ml pfislusné zivné pudy. Z kazdého vzorku byly ockovany dvé
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po sob¢ jdouci fedéni. Po utuhnuti byly misky kultivovany v termostatu pii teploté 37°C po
dobu 48 hodin (rod Bacillus) a v anaerostatu (bez piistupu kysliku) pii teploté 37°C po
dobu 24 hodin (rod Clostridium). Po uplynuti potfebné doby kultivace byly narosti¢ kolonie

poditany a piepoéteny na CFU.g™ dle vzorce:

rc
V (n; +0,1n,)d [59]

6.5.3 Dekontaminace zaFizeni a pouZitého materialu

Pfi vyrob¢ tavenych syrit bylo mezi jednotlivymi tavbami dekontaminovano zafizeni
Vorwerk Thermomix TM 31 pomoci 10 % roztoku SAVA. Tavené syry byly po odebrani
vzorku pro mikrobiologickou analyzu dekontaminovany v autoklavu pii teploté 132 °C po
dobu 20 minut. Zivné pady po kultivaci a ode¢tu vysledkt byly sterilizovany pii teploté 132
°C po dobu 20 minut.
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7 VYSLEDKY

V experimentalni ¢asti prace byly tavené syry zaockovany sporulujicimi bakteriemi Bacillus
cereus CCM 2010, Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM 4062, Clostridium sporogenes
CAPM 6329 a Clostridium butyricum CAPM 6342. Rust téchto bakterii ve vzorcich syra
S obsahem monoacylglycerolu kyseliny laurové ve tfech riznych koncentracich byl sledovan
po dobu nékolika mésicti. Srovnanim s kontrolnimi vzorky bez ptidavku monoacylglycerolu

bylo hodnoceno piipadné inhibi¢ni ptisobeni této latky na rist zvolenych mikroorganizma.

7.1 Vliv monoacylglycerolu Kyseliny laurové na rist Bacillus cereus
CCM 2010
Obrazek 3 znazornuje uc¢inek monoacylglycerolu kyseliny laurové na rast Bacillus cereus ve

vzorcich tavenych syrti. Vysledky jsou vyjadieny jako zavislost logaritmu CFU/g na dobé

skladovani.
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Obr. 3 - Vliv MAG C;,. na rust B. cereus

U kontrolniho vzorku bez ptidavku MAG byl pozorovan postupny narast poctu bu-
nek beéhem prvnich 27 dnl skladovani, 27. dne bylo dosazeno maximalni hodnoty 8,9 log
CFU/g. Do 56. dne klesala tato hodnota az na 8,2 log CFU/g, a poté byla konstatni pouze
se zanedbatelnymi odchylkami az do doby odbéru posledniho vzorku taveného syra, ¢ili do
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v

MAG Ciz0 se béhem prvniho mésice skladovani zvySoval pocet mikroorganizmu z 3,5 log
CFU/g na 8 log CFU/g. Mirny inhibi¢ni G¢inek byl prokazan do 60. dne skladovani, od této
doby se pocty mikroorganizmi nachazely nad hodnotou, zjisténou u kontrolniho vzorku,
kdy dosahly 8,6 log CFU/g a tuto hodnotu si drzely az do doby posledniho odbéru. Ve
vzorcich obsahujicich MAG Ci,.0 0 koncentraci 0,05% byly zaznamenany velmi podobné
trendy jako v ptipadé nizsi testované koncentrace a lze opét hovofit o mirné inhibici rustu
bakterii do 50. dne. Nejvyssi testovana koncentrace MAG Ci, se vyznacovala nejvySSim
antibakterialnim uc¢inkem na Bacillus cereus. Po celou dobu skladovani byl celkovy pocet
bunék niz8i nez v kontrolnim vzorku. Poc¢ate¢ni hodnota 3,1 log CFU/g stoupala béhem
prvnich 42 dni na 8,35 log CFU/g. Poté klesla na 7,45 log CFU/g a kolem této hodnoty
kolisala do 113.dne skladovani. Rozdil mezi poétem bunék v kontrolnim vzorku a ve vzorku

s ptidavkem 0,15 % MAG Ci €inil po 141 dnech skladovani téméf 1,3 log CFU/g.

7.2 Vliv monoacylglycerolu kyseliny laurové na rast Bacillus subtilis
subsp. spizizenii CCM 4062

Uginky monolaurinu na Bacillus subtillis jsou znazornény na obrazku 4. U kontrolni-
ho vzorku bez ptidavku MAG Cy¢ byla poc¢ate¢ni hodnota 2,05 log CFU/g a stoupala na-
sledujicich 51 dni na maximalni dosazenou hodnotu 7,75 log CFU/g. V dalsich tydench
skladovani se pocet mikroorganizmi v kontrolnim vzorku mirné snizoval. VVzorky, obsahu-
jici MAG Cy,0 0 koncentraci 0,01 % w/w, obsahovaly pii poc¢ate¢nim rozboru 2,6 log
CFU/g bakterii a nasledné tyto pocty stoupaly az na hodnotu 7,9 log CFU/g v 27. dni skla-
dovani a toto mnozstvi se udrzelo az do 41. dne. Béhem nasledujicich dvou tydnu se pocet
bakterii jesté zvysil na 8,2 log CFU/g. V zavéru skladovaci doby se po¢ty mikroorganizmi
nachazely v rozmezi hodnot 7,1 — 7 log CFU/g. U vzorki s MAG Cj2 0 koncentraci 0,05
% w/w bylo dosazeno nejvyssiho poctu bunék 7,9 log CFU/g ve 41. dni skladovéni.
V dalsich tydnech byl pocet bun€k Bacillus subtilis téméf o jeden fad nizsi nez v kontrolnim
vzorku bez MAG. U nejvyssi koncentrace MAG Cyp,o Stoupaly hodnoty bunék od 2,6 log
CFU/g do 7,75 log CFU/g b&hem prvnich 22 dni. Nésledné klesly po¢ty mikroorganizmi na
7,25 log CFU/g a v rozmezi + 0,5 log CFU/g se pohybovaly tyto hodnoty az do posledniho
rozboru. Od 27. dne byl pocet mikroorganizmu ptiblizné o jeden fad nizsi nez v kontrolnim

vzorku.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

8 \
: \.,._
6
= s
2 ——0,01%
("]
§° 4 - == 0,05%
3 0,15%
=¢#=—kontrola
2
1
0

5 13 27 41 56 78 113 141

Doba skladovani [den]

Obr. 4 - Vliv MAG Cj, na rust B. subtilis

7.3 Vliv monoacylglycerolu kyseliny laurové na rast Clostridium buty-
ricum CAPM 6342

Zavislost miry rastu bakterii Clostridium butyricum na dob¢ skladovani je zobrazena
na obrazku 5. Od 5. do 27. dne skladovani byl pozorovan rychly néartist mikroorganizmt
z hodnoty 3,15 log CFU/g na 8,8 log CFU/g. Tato hodnota byla udrzovana pouze s mirnymi
poklesy nebo zvysenim az do 78. dne skladovani. Konecné pocty kontaminujicich bunék
rovan narust z hodnoty 2,5 log CFU/g na 7,8 log CFU/g ve 27. dni. Poéty mikroorganizmu
se nadale vyskytovaly v rozmezi hodnot 7,8 — 7 log CFU/g a v obdobi mezi 27. a 78. dnem
byly snizeny oproti kontrole o piiblizné jeden tad. Ve vzorcich s MAG Ci,.0 0 koncentraci
0,05 % w/w byla maximalni hodnota dosazena v 78. dni skladovani. Nasledn¢ doslo
k poklesu po¢tu mikroorganizmi az na 6,05 log CFU/g pii kone¢ném odbéru. U posledniho
ze zkoumanych vzorkti s MAG Ci,.0 S nejvyssi koncentraci byla zaznamenana ¢aste¢na inhi-
bice rustu klostridii, ktera trvala témér celou dobu skladovani. V obdobi mezi 27. a 78.

dnem byl celkovy pocet bun€k o 1,5 az 2 tady nizsi nez v kontrolnich vzorcich.
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Obr. 5 - Vliv MAG Cy,. na rust C. butyricum

7.4 VIliv monoacylglycerolu kyseliny laurové na rast Clostridium sporo-
genes CAPM 6329

Pusobeni monolaurinu na bakterie druhu Clostridium sporogenes je znazornéno na
obrazku 6. Pocty mikroorganizmti V kontrolnich vzorcich bez pfidavku monolaurinu se
témer linearné zvysovaly do 27. dne skladovani od 2,95 log CFU/g do 8 log CFU/g, Tato
hodnota byla stejna nasledujicich 14 dni, poté nastal pokles na az na hodnotu 6,9 log CFU/g
ve 113 dni. Kone¢ny rozbor ukazal 6,25 log CFU/g bakterii ve zkoumaném vzorku tavené-
ho syra. Vzorky, které obsahovaly MAG Ci2, 0 koncentraci 0,01 % w/w a 0,05 % w/w se
az do 78 dne skladovani v narstu bun¢k vzajemné témeét neliSily. ZacateCni mnozstvi bylo
2,6 log CFU/g a zvySovalo se s mirnymi rozdily na stejnou hodnotu, a to 7,15 log CFU/g.
Poté doslo k poklesu na 6,55 log CFU/g a po nasledném vzristu byl maximalni pocet bu-
nék u obou koncentraci 8 log CFU/g. V druhé polovin€ skladovaci doby doslo u vzorka
s koncentraci 0,01 % w/w k nahlému poklesu na 6,9 log CFU/g a kone¢ny pocet mikroor-
ganizmu byl o fad vyssi. KdeZto u vzorkl s koncentraci 0,05 % w/w nastal mirnéjsi postup-
ny pokles az na hodnotu 7,1 log CFU/g. Vzorky s MAG Ci,, S nejvyssi koncentraci ukazaly
pocatecni hodnotu 2,95 log CFU/g, ktera vystoupala na hodnotu 7,7 log CFU/g po 27

dnech skladovani. Nésledné pocty mikroorganizmi se vyskytovaly v rozmezi hodnot 6,9 —
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7,3 log CFU/g. Mirna inhibice ristu byla pozorovana u vSech koncentraci monolaurinu do
56. dne, pii nasledujicich analyzach byl pocet bunék ve vzorcich s MAG shodny nebo do-

konce vyssi nez ve vzorcich kontrolnich.
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Obr. 6 - Vliv MAG Cj,, na rist C. sporogenes
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8 DISKUZE

Cilem prace bylo vyhodnoceni antimikrobialnich u¢inkii monoacylglycerolu kyseliny
laurové na rtst grampozitivnich sporulujicich bakterii v tavenych syrech. Pro experimentalni
Cast prace byly vybrany dva zastupci rodu Bacillus a dva druhy rodu Clostridium. Modelo-
vé vzorky tavenych syra byly obohaceny ptidavkem monoacylglycerolu kyseliny laurové ve

tfech raznych koncentracich 0,1, 0,5 a 0,15 % w/w.

Tavené syry se tepelné oSetiuji zahfatim na tavici teplotu, ktera obvykle byva v rozmezi
80 — 85 °C. Tato teplota ptisobi mikrobicidné na vétSinu vegetativnich forem bakterii, kva-
sinek a plisni, véetné patogennich a podminéné patogennich zastupcti. Sporulujici bakterie
vsak tyto teploty piezivaji, vyssi teploty dokonce mohou byt piiznivé pro germinaci spor a

mnoZzeni téchto mikroorganizmi [14].

Antimikrobialni ptisobeni MAG je podminéno typem mastné kyseliny, ktera je na glyce-
rol vazana a jednotlivé monoacylglyceroly se tedy ve svych inhibi¢nich ucincich na rast mik-
roorganizmi vyznamné liSi. Vlivem MAG Cjoo @ MAG Ciy na rist Bacillus subtilis se
zabyvali napiiklad Ruzicka a kol. [54]. Minimalni inhibi¢ni koncentrace MAG C,. byla 20
mg/l, zatimco u MAG Cj, bylo stejného ucinku dosazeno az pii koncentraci pétinasobné
vys$i. Inhibiéni pusobeni MAG kyseliny laurové na zastupce rodu Bacillus potvrzuji i dalsi
studie [60, 61]. Antimikrobialnimi vlastnostmi monolaurinu se zabyvali také Chaibi a kol.,
ktefi zjistili inhibici vegetativnich forem a spor Bacillus cereus, Clostridium botulinum a

Clostridium sporogenes [62].

Vyuziti monoacylglycerolii vV potravinach by kromé inhibi¢niho G¢inku na mikroorgani-
zmy mohlo byt prospésné i pro nckteré vlastnosti vyrobku. Aplikaci monoacylglyceroli
Vv tavenych syrech (monokaprylinu, monokaprinu, monolaurinu, monopalmitinu a monostea-
rinu) se zabyvali napf. Bufika a kol., z jejichz vyzkumu vyplynulo, Ze piidavkem monoacyl-

glycerolti do matrice taveného syra lze ovlivnit jeho reologické vlastnosti [63].

Vysledky experimentalni ¢asti bakalarské prace ukazaly, Ze antimikrobialni u¢inky mo-
nolaurinu vici Bacillus cereus byly velmi slabé. Do 27. dne skladovani nebyl pozorovan
vyznamny rozdil v po¢tu mikroorganizmti mezi kontrolnimi vzorky a vzorky obsahujicimi
tento MAG. V dob¢ mezi 27. a 56. dnem doslo ke snizeni hodnoty CFU/g ptiblizn€ o jeden
fad. Dalsi dny jiz dochazelo ve vzorcich s MAG spise ke stimulaci ristu bakterii nad hodno-

tu zjisténou u kontrolniho vzorku.
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U vzorki zaockovanych Bacillus subtilis byla zaznamenana vyssi citlivost K plisobeni
monolaurinu nez u B. cereus. Piesto vSak nelze hovofit o vyrazném inhibi¢nim u¢inku. Ani
nejvyssi testovana koncentrace 0,15 % w/w nedokazala rist mikroorganizii v tavenych sy-
rech zastavit, pfesto vSak byl pocet bakterii ve srovnani s kontrolnim vzorkem o jeden tad

niz$i, a to od 13. dne az do konce skladovaci doby.

Zda se tedy, ze monolaurin ma zna¢né inhibi¢ni u¢inky na Bacillus sp. v podminkach in
vitro [54, 64], v tavenych syrech je ale jeho aktivita potlacena patrné nékterou ze Slozek

potraviny.

Ve vzorcich kontaminovanych kmenem Clostridium butyricum pisobil MAG Cijg
inhibicné ve vSech koncentracich az do 113. dne skladovani. U koncentrace 0,01 % w/w
bylo prokazano sniZzeni poctu mikroorganizmi aZ o jeden fad do 78. dne skladovani ve
srovnani s kontrolnim vzorkem. Poté doSlo k mirnému naristu a kone¢na hodnota byla
téméf shodna jako u kontroly. Nejvyssi inhibi¢ni vliv u vzorka s koncentraci 0,05 % w/w
byl zjistén 56. den a odpovidal snizeni vice nez o dva fady oproti kontrole. Nejvyssi koncen-
trace monolaurinu ptisobila inhibi¢né témet po celou dobu skladovéni, pouze kone¢ny roz-
bor prokazal minimalni zvySeni nad kontrolu. Nejvyssi inhibice byla po 78. dnech skladova-
ni, a Cinila snizeni o dva a pul fadu. Clostridium butyricum bylo ze studovanych sporuluji-
cich bakterii nejcitlivéjsi viici pfitomnosti monolaurinu a Ize hovofit o Castecné inhibici
rustu, ktera trvala ptiblizn¢ ¢tyii mesice skladovani.

Experiment ve vzorcich s kontaminaci Clostridium sporogenes prokazal ve vSech kon-
centracich skoro totozny prubéh jako v kontrolnim vzorku az do 27. dne. Prvni dvé koncen-
trace pusobily inhibicné€ v nasledujicich 28 dnech, kdy byl pocet mikroorganizmti sniZzen az o
jeden a pul fadu. Nasledn¢ dochazelo u téchto dvou koncentraci spiSe ke stimulaci rustu, ¢ili
hodnoty se nachdzely nad hranici kontroly. Inhibice rastu byla tedy u téchto koncentraci
MAG pouze docasna. Ani u nejvyssi koncentrace 0,15 % w/w nebyla prokazana vyrazngjsi

inhibice ristu Clostridium sporogenes ve vzorcich tavenych syru.

Obecné lze fici, ze monolaurin v koncentraci do 0,15 % w/w ovliviiuje rast sporuluji-
cich bakterii v tavenych syrech a nejvyssi testovana koncentrace dokaze zpomalit mnoZeni
tdchto mikroorganizmtl. U&innost monoacylgycerolu kyseliny laurové viak neni dostate¢na

a bylo by tieba ji podpofit ptidavkem jiné antimikrobné ptsobici latky.
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ZAVER

Experimentalni ¢ast zahrnovala sledovani riistu sporotvornych grampozitivnich mikroorga-

nizma Bacillus cereus CCM 2010, Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM 4062, Clostridi-

um sporogenes CAPM 6329, Clostridium butyricum CAPM 6342 v prostfedi tavenych sy-

ri. Témito kmeny byly zao¢kovany vzorky tavenych syrd, do kterych byl ptidan monoacyl-

glycerol kyseliny laurové a byly studovany ptipadné inhibicni ucinky této latky na rist spo-

rulyjicich bakterii. Vysledky experimentt Ize shrnout nasledovné:

inhibi¢ni u€inky monolaurinu na rist sporulujicich bakterii v tavenych syrech rostou

se zvySujici se koncentraci této latky,

piidavek monolaurinu v koncentraci 0,01 a 0,05 % w/w vykazoval velmi slabé anti-
mikrobidlni u¢inky,
koncentrace 0,15 % w/w méla nejsilnéjs$i antimikrobialni vliv na studované sporuluji-

ci bakterie, pfesto vSak pridavek MAG kyseliny laurové do tavenych syri nevedl ke

kompletni inhibici rstu a bylo zaznamenano pouze sniZzeni poc¢tu bunék,

Bacillus subtilis a Clostridium butyricum byly k MAG kyseliny laurové zna¢né
odolné,

nejcitlivéj$im mikroorganizmem bylo Clostridium butyricum, kdy v 78. dni sklado-

vani byl celkovy pocet bakterii o dva a ptl fadu nizsi nez u kontrolniho vzorku bez

MAG Ciz.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CFU/g
DAG
DIDI

KPS

MAG
MAG Cio:0
MAG Ci1
MAG Ci1
MAG Ciz
MK

PCA
PYRO
RCB

TAG

kolonie tvoticich jednotek na gram
diacylglycerol

hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat.
dihydrogenfosfore¢nan sodny
monoacylglycerol

monoacylglycerol kyseliny kaprinové
monoacylglycerol kyseliny undekanoveé
monoacylglycerol kyseliny undecenové
monoacylglycerol kyseliny dodekanové (laurove)
mastnd kyselina

Plate — Count agar

difosforec¢nan sodny

Reinforced Clostridial Broth

triacylglycerol
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