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ABSTRAKT

Tato prace byla zaméfena na testovani uUcinku kyseliny citronové a jeji kombinace
s kyselinou mlé¢nou na prodlouzeni tdrznosti chlazené dribeze. Vzorky chlazené dribeze
byly osetfeny roztokem kyseliny citronové (2, 4, 6, 8, 10hm.%) a nebo kombinaci kyseliny
citronové s kyselinou mléénou a ¢ast vzorkt byla ponechdna bez oSetfeni (kontrolni
vzorek). Vzorkovani povrchu kiize bylo provedeno destruktivni metodou ihned po oSetfeni
a nasledn¢ pak kazdych 24 hodin az do vyprSeni data spotieby uvedené¢ho vyrobcem. Byly
sledovany celkové pocty aerobnich mezofilnich mikroorganismi, indikatorova skupina
koliformnich bakterii, kvasinky a plisné. Vysledky experimentu dokazuji, ze aplikace
roztoku organickych kyselin vedla ve vSech ptipadech k potlaceni mikrobidlniho ristu
a k prodlouZeni tdrznosti chlazené dribeze. Ucinek byl zpravidla jesté vyrazngj§i pii
aplikaci vétstho mnoZzstvi roztoku. Antimikrobidlni efekt obou organickych kyselin
je pravdépodobné zplisoben nejen snizenim hodnoty pH, ale i specificky nedisociovanou
formou. Vyznamny antimykoticky G¢inek kyseliny citronové na mikrofléru povrchu kuftat
nebyl prokazan.

Kli¢ova slova: mikrobidlni dekontaminace, kyselina citronova, kyselina mlécna, driibez,

bezpecnost potravin

ABSTRACT

The aim of this work was to examine the effect of the treatment with citric acid alone and
in combination with lactic acid on the shelf life of chilled poultry. Samples of chilled
chickens were treated with various concentrations of organics acids (2, 4, 6, 8, 10% w/v)
or untreated (control). Sampling of the skin of carcasses for microbiological analyses were
carried out by an excision technique immediately after treatment and then every 24 hours
till the end of shelf life. The samples were evaluated for total viable counts of aerobic
mesophiles, coliform bacteria, yeasts and moulds. The results of experiments show that in
all cases the application of organic acids inhibited the growth of microorganisms on the
surface of carcasses and prolonged the shelf life. The antibacterial effect increased with
increasing concentration and quantity of applied solutions. The antimicrobial effect of both
organic acids is probably the result of a decrease in pH and a specific antimicrobial effect
of the undissociated molecules. However, the bactericidal effect on the yeasts and moulds

wasn’t proved.

Keywords: microbial decontamination, citric acid, lactic acid, poultry, food safety
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UvVOoD

Bezpecnost potravin je oblasti vysoké priority zdjmu a jsou provadéna nejriznéjsi
opatieni k jejich zabezpe&eni a to nejen v Evropské unii, ale také v Ceské republice. Vysoka
diivéra spotiebitele v bezpe€nost potravin je cilem, pro jehoz dosazeni je realizovan cely
komplex opatieni.

Dtvodii pro¢ je oblasti bezpecnosti a kvality potravin vénovéna nadstandardni
pozornost, je n¢kolik. Znaéné se rozsifil okruh vyrobcl potravin a spektrum nabidky
potravinaiskych vyrobkii. Méni se zplsoby distribuce potravin. ZvySuje se podil prodeje
prostrednictvim supermarketii a cesta od vyrobce ke konzumentovi je del$i. Konzument
nakupuje relativné vétsi zasoby potravin na del$i dobu. Zaroven s timto vyvojem postupuje
1 védecké poznani odhalujici rizika konzumace urcitych druhii potravin. To vSe zesiluje tlak
na produkci potravin s prodlouzenou dobou udrznosti vcetné zajiSténi jejich zdravotni
a hygienické nezavadnosti.

V souvislosti s tim je oblast kontroly, bezpe€nosti a kvality potravin regulovéna celou
fadou norem, vyhlaSek a natfizeni. Jednim z nich je natizeni Evropského parlamentu a Rady
¢. 1831/2003 ze dne 22. zaii 2003, o doplikovych latkach pouzivanych ve vyzivé zvitat
[52]. Soucasti nafizeni je zakaz pouzivani antibiotickych stimuldtora ristu, které v odvétvi
produkce a zpracovani zivo€iSnych produktli nabylo Uc¢innosti 1. ledna 2006. Vedlo k tomu
zejména nadmérné uzivani antibiotik k posileni ristu hospodarskych zvitat, coz nepiimo
zapticinilo stoupajici resistenci nékterych mikrobd, jez se nasledn¢ dostavali do potravin
zivoc¢iSného piivodu a do lidského organismu, kde zptsobovali rezistenci vici antibiotikiim
podédvanym v humanni mediciné. Na druhou stranu, toto nafizeni s sebou piindsi riziko
vzniku infek¢nich onemocnéni po poziti masa primarné¢ kontaminovaného patogeny. Je tedy
nutné klast diraz na vyvoj a aplikaci riiznych systémt preventivni povahy s cilem zajistit
bezpecnost potraviny od poc¢atku jejiho vzniku az po okamzik spotieby.

K zajisténi tohoto cile se pouziva fada mechanismi, piedev§im zvySenad hygienicka
uroven jateCniho zpracovani, kontinuita vyroby, dodrzeni chladirenského fetézce a rtzné
zpusoby baleni. Nedilnou soucasti jsou 1 prvky cilené zaméfené na snizovani

mikrobiologického rizika.
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Kontaminace jate¢n¢ upravenych tél se tykd predevSim povrchu, kam se
mikroorganismy dostdvaji béhem jate¢niho opracovani. Pokud se snizi tato prvotni
povrchova kontaminace a zabrani se dal§imu zneciStovani masa, muze se zna¢né prodlouzit
jeho udrznost, omezit ztraty v disledku zkdzy masa a v neposledni fad¢ i zvysit zdravotni
nezavadnost masa.

Pro prodlouzeni udrznosti a zlepSeni vyrobni jistoty byla v poslednich letech navrzena
a vyzkousSena tfada aditiv. Soucasny spotiebitel si ale zdda vyrobek nejen s dostate¢né
dlouhou dobou trvanlivosti, ale zarovenn pozaduje, aby pii jeho vyrobé bylo pouzito co
nejméné chemickych ptisad a byly zachovany organoleptické a nutri¢ni vlastnosti potraviny.
Nejen tyto pozadavky pfisp€ly k orientaci vyzkumu zejména na pfirozené se vyskytujici
latky s antimikrobidlnim ucinkem, kde mezi perspektivni kandidaty patii organické
kyseliny. Inhibice bakteridlniho ristu je zpisobena potlacenim zakladnich metabolickych

reakci a zatézi na intracelularni homeostazu pH.
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I. TEORETICKA CAST
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1 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

1.1 VLASTNOSTI, SLOZENI A NUTRICNi HODNOTA DRUBEZiHO MASA

Pro intenzivni produkci dribeziho masa jsou vySlechtény masné typy dribeze,
tzv. masni hybridi. Zakladnimi slozkami masa dribeze jsou voda, bilkoviny a lipidy
(viz. Tab. 1). Déle maso obsahuje nebilkovinné extraktivni dusikaté latky, extraktivni

bezdusikaté latky, vitaminy, mineralni latky, sacharidy, organické kyseliny aj. [66].

Tab. 1. Zakladni chemické slozeni masa dribeze — kure [49]

Druh masa Voda | Bilkoviny | Tuk Popel E';lzrdgl‘:)it;ké
[g.100g-1] | [g.100g-1] | [g.100g] | [g.100g™] [kJ.100g']
kufe s kiizi 74,64 22,20 2,05 1,09 449
kufe bez kize 68,23 18,67 12,02 1,07 765

1.1.1 DRUBEZI SVALOVINA

Zakladem lidského konzumu je ptfedevSim svalovina kosterni — pficn€ pruhovana,
vcetné kize [65]. Hlavnimi masitymi ¢astmi dribeze jsou svaly hrudi, stehna a lytka.
Svalovina driibeze je v oblasti kiidel a hrudnich svali bledé, svétle rizové a po tepelné
upravé az bilé barvy, je tvofena pfevahou rovnomérné rozlozenych svalovych vldken, ktera
prevladaji nad sarkoplazmou [75]. Bila svalova vlakna jsou tlusts$i nez Cervenda, obsahuji
vice bilkovin, vice glykogenu, vyznacuji se rychlou kontrakci a anaerobnim metabolismem.
U cervené svaloviny je vys$i podil krevnich vlasecnic nez u bilé a Cervend svalovina
obsahuje také vice lipidi. Post morten se v bilé svaloviné vétSinou tvoii vice kyseliny
mlécné a okyseluje se rychleji a hloub&ji nez svalovina cCervend. Svalovina panevni
koncetiny je slozena pievazné z Cervenych a intermedidlnich svalovych vldken, i kdyz
Slechténim se zvysuje podil bilych svalovych vldken i ve stehenni svaloving [40] [42].

Hodnota pH svaloviny se pohybuje vrozmezi 5,7 — 6,7. S prodluZzujicim
se skladovanim hodnota pH stoupa az na 7,2. Vodni aktivita tkani je 0,98 — 0,99, podle stari
kusu a podle skladovacich podminek [23].

1.1.2 KUZE DRUBEZE

Kuze dribeZze je poZivatelnou ¢asti, ktera neobsahuje zadné Zlazy kromé kostréni [55].

Drubezi kize je tenkd, poddajna a lehce odtazitelnd. Ma vysokou schopnost absorbovat
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vodu. V podkozi se usazuje depotni tuk, proto se moznosti vyroby dietniho masa zamétuji
na odstranéni kize [66]. Kize, na niZ je zachyceno mnozstvi mikroorganismu, tvoii i po

porazce bariéru branici svalovinu pfed pfimou kontaminaci [34].

1.1.3 VAZNOST A UDRZNOST DRUBEZIHO MASA

Po strance vaznosti je driibezi maso podobné masu cervenému. Hlavni rozdil mezi nim
a hovézim nebo vepfovym masem je v pomérné kiehké struktute, coz je ovlivnéno nizs§im
podilem kolagenu (4 aZz 8 % zcelkovych bilkovin) a také tim, Ze rychleji probiha
glykogenolyza [66]. RovnéZ okyseleni masa nedosahuje tak nizkych hodnot jako u masa
cervené¢ho, coz zlepSuje vaznost, na druhé strané¢ vSak mulZze tato skuteCnost negativné
pusobit na udrznost driibeziho masa. Velky vliv na idrznost masa maji té¢z oxida¢ni zmény.
Driibezi maso je v tomto sméru specifickou surovinou, protoze je nachyln€j$i na iniciaci
oxidacnich procesit lipidi, coz je dano rozdilnym slozenim tukli a pomérem mezi
nasycenymi a nenasycenymi mastnymi kyselinami, nez u jinych druhi masa [40]. Dribezi
tuk, v porovnani s tukem velkych hospodaiskych zvirat, je tekutéj$i a vyznacuje se vysSSim
zastoupenim esencidlnich mastnych kyselin (vice nez 20 %), coz ma z hlediska vyzivy
Clovéka priznivy dopad, ale zhlediska technologického miize dochdzet k jiz zminéné
oxidaci [65] [66]. Tabulka (7ab. 2) srovnava obsah cholesterolu a kvalitu tuku kufeciho

masa s kzi a bez ni.

Tab. 2. Obsah cholesterolu v mase driibeze (kure) a kvalita tuku [49]

Cholesterol Nasycené Esencialni Index nutri¢ni
Druh masa mastné kyseliny | mastné kyseliny' | hodnoty tuku’
[mg.100g-1] [%] [%] [%]
Kure s kuzi 135 34,65 10,25 0,296
Kufe bez ktuze 86 36,02 10,42 0,290

1) kyselina linolova, linolenova a arachidonova
2) pomer esencialnich/ nenasycenych masnych kyselin

1.2 ZDROJE MIKROBIALNI KONTAMINACE DRUBEZE

Jednim z vyznamnych hygienickych problémi je mikrobialni kontaminace pordzené
dribeze a drubezich tél. Vysoky stupeii mechanizace a vysokad kapacita pfi jateCnim
zpracovani dribeze maji negativni vliv na zvySeni rizika vzdjemné sekundarni mikrobialni
kontaminace.

U kontaminace masa jsou rozliSovany dvé faze [73]:
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Primarni (intravitalni) kontaminace - za zivota zvifete. Mize kni dochazet infekci
patogennimi mikroby, kontaminaci stfevni mikroflérou (u zvitfat nemocnych, vycerpanych,
hladové¢jicich, stresovanych ¢i jinak oslabenych) nebo pfi poranéni zvifete infekci oteviené
rany.

Sekundarni (postmortalni) kontaminace - po smrti zvifete. Postmortalni kontaminaci
je maso vystaveno od okamziku porazeni zvifete, ve vSech fazich jateCniho opracovani

a v prubchu vSech dalSich operaci az do okamziku spotieby.

1.2.1 ANALYZA NEBEZPECI JEDNOTLIVYCH OPERACI PRI JATECNIM
ZPRACOVANI DRUBEZE

Tak jako u jinych potravin odrdzi dribez svym mikrobidlnim profilem intenzitu
hygienickych a sanita¢nich operaci, ktery mi prosla v prib&hu zeméd¢lského chovu,
ale zejména behem jateCniho zpracovani a nasledné distribuce. V ptiloze P 1 je uveden
proudovy diagram poraZeni a Upravy driibeZe na jatkéach.

Driibez muze byt kontaminovana jiz ve velkochovech sezobavanim exkrementt,
vzajemnym stykem, prachem nebo aerosolem nesenym vétracim vzduchem, vodou a velky
vyznam jakozto zdroj salmonel nebo mykotoxini ma i krmivo.

Pii neSetrné piepravé dochazi ke kiizové kontaminaci nejCastéji mezi spolecné
prepravovanymi ptaky fekaliemi, necistotou a prachem, pficemz pocet mikroorganismi na
povrchu stoupa, ji-li organismus stresovan [66] [75].

Jiz prvni faze jateCniho zpracovéni - omracovani, mize byt naslednym zdrojem
kontaminace. Nedokonalé omrafeni mize mit vliv na Spatné vykrveni, do pafici vany
se dostava krev, ¢im vice bilkovinnych slozek v pafici vod¢, tim je lepSi ochrana pro
mikroorganismy prfed pusobenim tepla. Velmi dilezité je, aby vykrvovani nastalo
bezprostfedné po omraceni, pozdni vykrvovani ma za nasledek hromadéni krve v cévach
a organech a znec€isténi masa krvi, kterd je vhodnym médiem pro riist mikroorganismi [65].

Patfeni neni schopno devitalizovat vSechny mikroorganismy, ma pouze selektivni
ucinek. Proto v povrchové mikroflote prevladnou termorezistentni mezofilové a sporotvorné
mikroorganismy. U zvitat, kterd nejsou dokonale usmrcena a ptijdou do patici vany, dochézi
reflexnimi pohyby k nasdvani vody do plic a vzduSnych vaki, které nemohou byt pfi
kuchéani dokonale odstranény a dojde k vnitini kontaminaci [46]. Pafeni, zejména teplota
vody a expozice jsou predmétem kompromisu, nebot’ vyssi teplota by sice méla silngjsi

devitalizaéni uc¢inek na mikroorganismy, ale vedla by ke zna¢nému zméknuti kize
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a k prilisSnému vytrhavani kiize a dalSich tkani pfi Skubani. Ptili$ nizka teplota pafici vody
neumoziuje dokonaly skubaci proces.

Skubani ptedstavuje hlavni misto kiiZové kontaminace v celém procesu opracovani tél
driibeze a to jak patogennimi, tak i saprofytickymi mikroorganismy. Extrakce pefi
z folikulti, vlhké a nabobtnala ktize usnadnuji proces hlubokého uchyceni bakterii. Bakterie
zachycené v kuizi ziskavaji vys$si termorezistenci. NedofeSenou hygienickou problematikou
jsou prsty Skubaciho stroje, nebot’ byvaji porézni, obsahuji zahyby a v nich zachycenou
necistotu a mikroorganismy, které doslova vmasiruji do ktze.

Kritickym bodem vyroby je i1 kuchani, které se mize stat dalsim zdrojem fekalni
kontaminace. Stfevni obsah mize obsahovat patogenni bakterie, zejména rody Salmonella,
Campylobacter, Clostridium a dals$i [73]. Stava se tak zavaznym kontaminantem nozl
a zafizeni, které ptenaseji mikroorganismy na dalsi opracovavané kusy [66].

Omyvani tél driibeze piispiva k odstranéni organickych necistot a také k castecné
redukci  poctu  mikroorganismii  z povrchu dribeze, vcetné¢ Dbakterii skupiny
Enterobacteriaceae. Na druhou stranu voda obsahuje rod Pseudomonas a jiné psychrotrofni
bakterie, které jsou hlavnimi mikroby kaZeni povrchu dritbeze v chladirnach [4].

Chlazeni dribeze vzduchem, nyni jiz vSeobecné¢ instalované, podporuje selekci
mikroorganismii na povrchu dribeze ve prospéch psychrotrofnich bakterii rodl
Acinetobacter, Flavobacterium, Pseudomonas a Moraxella [23]. Patogenni mikroorganismy
prezivaji chlazeni i1 pfipadné nasledujici zmrazovéani. Chlazeni vzduchem ve srovnani
s chlazenim ve vodé znamena podstatny hygienicky pfevrat ve vzdjemné kontaminaci
jednotlivych tél driibeze [46] [66]. Ale ani chlazeni vzduchem neni bez problémii sekundarni
kontaminace.

Béhem opracovani driilbeze se zvySuje pocet mikrobli asi na dvojnasobek [23].
Ptiblizny pocet bakterii na pokozce kufat béhem jednotlivych operaci jatecniho zpracovani
uvadi nasledujici tabulka (7ab. 3). Hodnoty jsou primérem vysledkii z Sesti
zpracovatelskych zavodl. Z tabulky je patrné, Ze pocty bakterii maji v souvislosti s
jednotlivymi stupni jateCniho zpracovani zvysujici se tendenci. Pokud jsou dodrzovany
hygienické a technologické pozadavky, je mozné pocty bakterii minimalizovat az na

hodnoty uvedené v prvnim sloupci tabulky.
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Tab. 3. Pocet bakterii na pokozce kurat pri jednotlivych operacich jatecniho

zpracovani [20], upraveno

Rozmezi poctu bakterii [103 CFU/cm'Z]
Stupeii opracovani s nejéastéji se o
nejnizsi vyskytujici nejvyssi
Zivé dribez 0,5 0,6 - 8,1 54
Po skubani 2,4 8,1-45 130
Po docisténi 3,7 10 - 84 90
Po opaleni 52 13-210 230
Po kuchani 8.2 11-93 140
V chladicim okruhu 2,9 50 - 600 760
Chladici voda 13 50-210 1310

1.2.2 MIKROSKOPICKA ANALYZA DUVODU PEVNEHO ZADRZENI BAKTERI{
NA KUZI DRUBEZE

Prvni mechanismus — retence, znamena ptitomnost bakterii ve vod¢ zadrzené tkanémi
povrchu driibeze pii intenzivnim omyvani a sprejovani. Z pocatku nejsou bakterie v této
vrstvé vody ani fyzikalné, ani chemicky zadrzovany a mytim Ize jejich pocet ¢astecné zfedit.

Zachyceni, tzv. entrapment, ma jiz charakter pevnéjsiho spojeni bakterii s tkanémi
dribeze. Toto zachyceni je umoznéno morfologickymi zménami kize, kdy se bakterie
zachyti do nerovnosti kiize (puklin, port, rozsedlin), které vznikly zejména pii operacich
spojenych s vodou.

Tfeti mechanismus — adheze pfedstavuje nejpevnéj$i formu zachyceni bakterii
na povrchu dribeze. Jednd se o chemické piipojeni bakterii na chemicky specificka
reciprocni mista a neni zavisla na pfitomnosti bicikl, fimbrii nebo pusobeni elektrického
naboje. Adheze je zvySena pouzitim vysoké teploty pii pafeni. Odstranéni adherovanych
bakterii je velmi obtizné, ale da se usnadnit pouZitim roztokl obsahujici soli vapniku, sodiku

nebo hotc¢iku [46] [4].

1.3 MIKROBIOLOGICKE KONTAMINANTY

Pojem mikrobiologické kontaminanty definuje zakon ¢. 110/1997 Sb. o potravinach

a tabdkovych vyrobcich [90]. Mikrobiologické kontaminanty jsou zde definovany jako
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mikroorganismy, které¢ se do potravin dostaly netimysIné pii vyrobé€, zpracovani, baleni,
ptepravé nebo skladovani.

Podminky dal$iho uchovavani masa rozhoduji o tom, které druhy mikrobli se budou
rozvijet. Trvanlivost chlazeného masa ovliviluji téméf vyhradné bakterie. Kvasinky
(napft. rod Debaryomyces) a plisn¢ (napt. rod Penicillium, Asperillus) rostou podstatné

pomaleji nez bakterie [41].

1.3.1 CLENENI A CHARAKTERIZACE MIKROBIOLOGICKYCH KONTAMINANTU
V POTRAVINACH

Mikroorganismy kontaminujici potraviny lze clenit zhlediska taxonomického
dle Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology nebo zhlediska jejich vyznamu
pro posuzovani zdravotnich rizik na mikroorganismy saprofytické, indikatorové a ptivodce

onemocnéni z potravin.

Saprofytické mikroorganismy

Saprofytické mikroorganismy se bézn¢ vyskytuji v nasem okoli. Tyto mikroorganizmy
nezpusobuji onemocnéni, a proto byly dlouhou dobu opomijeni. Vyskytuji se na riznych
potravinach, pokud nejsou béhem zpracovani odstranény technologickymi postupy, do jisté
miry pretrvavaji ve findlnim vyrobku. Piipadné¢ se mohou do potravin dostdvat cestou
tzv. sekundarni kontaminace. Podle slozky potraviny, kterou $tépi se rozliSuji
mikroorganismy proteolytické, lipolytické, sacharolytické, pektolytické a dekarboxylujici
[48]. Uvedené skupiny mikroorganismii se obvykle nestanovuji jednotliveé, ale jako
tzv. celkovy pocet mikroorganismi (total plate count) nebo pocet aerobnich mezofilnich
bakterii (CFU/g). Takto stanoveny ,,celkovy pocet bakterii“ je obvykle pouze urCitym
procentem ze skutecného celkového poctu bakterii ve vySetfovaném vzorku, protoze dané
kultiva¢ni parametry nemusi vyhovovat fyziologickym pozadavkim vSech rodi a druht

bakterii vyskytujicich se ve vzorku [84].

Indikatorové mikroorganismy

Indikatorové bakterie jsou podle ICMSF ucelové vytvoienou skupinou relativné
snadno stanovitelnou, jejichz pfitomnost a mnozstvi indikuji expozici potraviny
podminkdm, které mohly zplsobit pfitomnost nebezpecnych organismii a pomnozeni
patogennich a toxinogennich mikroorganismi [48]. Pro tyto Gcely se nejcastéji pouzivaji

indikatorové skupiny: bakterie celedi Enterobacteriaceae, koliformni bakterie, fekalni
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koliformni bakterie, Escherichia coli a enterokoky. Pomémné rozsifeny je indikatorovy
vyznam koliformnich bakterii a to zejména kvuli jejich termolabilnosti (indikator
spolehlivosti pasterizace a termizace), dobrému rustu (indikator sekundarni kontaminace) a

chemolabilnosti (indikator sanitace a dekontaminace) [20].

Patogenni a podminéné patogenni mikroorganismy

Bakteridlni ptivodci onemocnéni z potravin, oznacovani casto jako patogenni
a podminéné patogenni bakterie, se obvykle d€li podle mechanismu jakym onemocnéni
vyvolavaji, na pivodce alimentarnich infekei a alimentarnich intoxikaci [21].

Hlavnimi pfi¢inami téchto onemocnéni jsou nedostate¢né hygienické podminky.
Nebezpeci je o to veétsi, ze pro vyvolani nemoci (napi. cholera, bfisni tyfus, uplavice,
salmonelozy) stac¢i pouze nékolik bakteridlnich bunck [48] [76]. Z téchto divodl nartista
vyznam hygienickych pozadavkl s nartstem stale vétsiho poctu dribeze doddvané na trh
cloveéka predstavuji z patogennich mikroorganismti hlavné  Salmonella, Campylobacter
jejuni, Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, Aeromonas spp., Listeria

monocytogenes, Yersinia enterocolitica, ptipadné dalsi [27].

1.3.2 MIKROBIOLOGICKE POZADAVKY NA CHLAZENOU DRUBEZ

Mikrobiologické pozadavky na zivocisné produkty upravuje vyhldSka Ministerstva
zemédélstvi CR &. 375/2003 Sb., kterou se provad&ji néktera dalsi ustanoveni zakona
¢. 166/1999 Sb., o veterinarni péci a o zméné nekterych souvisejicich zdkont (veterinarni
zakon), ve znéni pozdé&jSich predpisl, a o veterindrnich pozadavcich na Zivocisné
produkty [87].

Pro tucely této vyhlasky jsou rozdéleny skupiny vyrobki do né¢kolika kategorii,
pri¢emz chlazena driibez spadd pod pismeno b) potraviny neurcené k ptimé spotieb¢, tedy
potraviny urcené ke spotiebé az po tepelné uprave. Mikrobiologické pozadavky jsou v této
vyhlasce stanoveny jako mezni mikrobidlni hodnoty a piipustné mikrobidlni hodnoty pro
hlavni skupiny vyrobkll. Na kategorii potravin neuréenych k piimé spotiebé se vztahuje
piiloha &. 1 CL. 1, ktera je dale rozdélena na dvé &asti: A. Pavodci kaZeni a indikatorové

mikroorganizmy; B. Piivodci onemocnéni z potravin (viz. ptiloha P II).
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1.4 MIKROBIOLOGICKE KAZENI DRUBEZIHO MASA

Maso obecné patii k potravindm s nizkou udrznosti. Konkrétné drtibezi maso
je na zékladé svého chemického slozeni, fyzikdlnich vlastnosti a vysokého obsahu vody
idealni zivnou pudou pro mikroorganismy [20]. ZvySenou moznost kazeni, ve srovnani
s kazenim masa velkych hospodaiskych zvitat, podporuje zejména rychle probihajici proces

zrani a vyS$$i hodnoty pH [66].

1.4.1 ZAKLADNI FORMY KAZENI MASA

Kazeni masa lze chapat jako exogenni proces, kdy svalovina je uvniti v okamziku
porazky prakticky sterilni, a kontaminace mikroorganismy nastava z vnéjsiho prostiedi.

Hlavni podil mikroorganismti se dostane do masa béhem jate¢niho procesu. Pii
opracovani a zpracovani se odstraiiuji mechanické bariéry pro vniknuti zarodkt a délicimi
fezy se mnohondsobné zvétSuje plocha otevienych fezli masa [20]. V této dobé¢ jiz maso
ztratilo obranyschopnost na zdkladé své kyselosti, jelikoz kyselina mlééna ve fazi
pokrocilejsiho zrani byla degradovéana [73].

Vedle miry mikrobidlni kontaminace je dal§im vyznamnym faktorem teplota masa
a teplota prostiedi v némz se nachazi. Bézné kaZeni masa ma tii na sebe navazujici faze:
povrchové osliznuti, povrchovou hnilobu a hlubokou hnilobu [73]. Mimo to mize mit
kazeni masa podle druhu mikrobidlnich pivodcti dvé typické formy — aerobni a anaerobni

[41].

1.42 POVRCHOVE MIKROBIALNI KAZENI DRUBEZIHO MASA

Mikrobialni kazeni masa se uskutectiuje prevazné od povrchu dovniti, pficemz
u chlazené driibeze je navenek manifestovano zapaienim, osliznutim povrchu, tvorbou
barevnych skvrn (splynuti kolonii pigmentujicich bakterii) a nepfijemnym zipachem.
Povrchové osliznuti masa nastdva masivnim pomnozenim obecné (banalni) mikroflory na
jeho povrchu. Mikrobidlni enzymy (protedzy, ale také lipazy a dalsi) rozkladaji slozky masa
na pestrou fadu degradac¢nich produktt, které¢ vytvoti spolu s pfitomnymi mikroby tenkou
povrchovou vrstvu slizu s Sedohnédym barevnym odstinem a typickym hnilobnym
zapachem. Na zapachu se podileji hlavné kone¢né degradacni produkty bilkovin: amoniak,
aminy, merkaptany, sirovodik a dalsi. Tyto viditelné znaky jsou zplisobené vysokymi pocty

bakterii, které dosahuji density 10’ — 10* CFU/cm™ [20]. Narist tak vysokého poétu bakterii



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

na pokozce zabité a opracované dribeze zavisi na nékolika faktorech. Témi hlavnimi jsou

jakost masa, poc¢ate¢ni mnozstvi a slozeni mikroflory, teplota a doba uchovavani [39].

1.4.3 MIKROORGANISMY SPOJENE S KAZENIM MASA

Mikroorganismy, které zplisobuji hnilobné a ptibuzné procesy, vyzaduji vzdy
prostiedi dostatecné zasobené bilkovinami nebo jinymi dusikatymi vysokomolekuldrnimi
latkami. PGvodci nebo spolupivodei béznych hnilob jsou jednak aerobni a fakultativné
anaerobni, ale také vysloven¢ anaerobni bakterie (a to jak nesporulujici, tak sporulujici)
[18].

Pti skladovani za chladirenskych teplot dominuji na povrchu masa za aerobnich
podminek  predevSim  proteolytické a lipolytické  pseudomonddy: Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas putida a Pseudomonas fragi a piipadné 1 psychrofilni
zéastupci Celedi Enterobacteriaceae [23]. Kazeni dribeziho masa je nejcastéji zpisobeno
rodem Pseudomonas, v menSi mife 1 rodem Acinetobacter, Moraxella a Shewanella
putrefaciens [39]. Se vzristajici teplotou skladovani se uplatiiuji jiné gramnegativni
bakterie. Zejména se jedna o Celed” Enterobacteriacae, rody Serratia, Citrobacter a silné
proteolytické druhy rodu Proteus, ptipadné také grampozitivni bakterie rodu Micrococcus,

Staphylococcus a Bacillus [20].

1.5 CHARAKTERISTIKA JEDNOTLIVYCH PATOGENNICH A PODMINENE
PATOGENNICH MIKROORGANISMU VYSKYTUJICICH SE U DRUBEZE

V této kapitole budou struéné popsany pouze nejvyznamnéjsi bakterie bezprostfedné
souvisejici s kontaminaci dribeziho masa a tim i s touto praci. Tedy rody Escherichia,

Salmonella, Yersinia, Campylobacter, Listeria, Clostridium a Staphylococcus.
1.5.1 GRAMNEGATIVNI FAKULTATIVNE ANAEROBNI TYCINKY

Celed’ Enterobacteriaceae

Celed’ Enterobacteriaceae ma velky vyznam z hygienického hlediska, a proto je ji
v potravinafstvi vénovana mimotadna pozornost. Zahrnuje rovné tyCinky velké 0,3 - 1,0
x 1,0 - 6,0 pum, peritrichdlni nebo bez bicikl, které jsou gramnegativni, nesporulujici,
fakultativné anaerobni a oxidaza negativni. Mezi dalsi vyznamné vlastnosti patii zejména to,

ze tvoti kataldzu, redukuji nitraty a zkvasuji glukézu (vétSinou za tvorby plynu). Patii mezi
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nenaro¢né chemoorganotrofy, maji fermentativni typ glycidového metabolismu [9]. VétSina
téchto mikrobi Zije ve stievech obratlovci, odkud se dostavaji do okolniho prostiedi [79].
Na zéklad¢ rozdilnych biochemickych vlastnosti, druhu hostitele a v nékterych
pfipadech také antigenni struktury se déli na jednotlivé rody, druhy a sérovary. Mezi
obligatné patogenni rody a druhy Cceledi Enterobacteriaceae patti: Salmonella, Shigella,
Yersinia enterocolitica. Podminéné patogenni jsou nékteii zastupci rodd: Escherichia,
Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Proteus, Edwardsiella a Yersinia. JakoZto
puvodci alimentarnich toxikoinfekci pfichdzeji v uvahu zejména nékteré¢ druhy a sérovary

salmonel, kmeny Yersinia enterocolitica a enteropatogenni Escherichia coli [21].

Rod Escherichia

Kmeny Escherichia coli a ptibuzné gramnegativni bakterie, tzv. koliformni tycky, jsou
nejcetnéjsi bakterie aerobni saprofytické stievni flory clovéka i1 zvifat. Jeho pfitomnost
ve vodach nebo potravinach je indikatorem fekalniho znecisténi.

Escherichia coli je obligatni mikrob. Jsou to gramnegativni, rovné ty¢ky o velikosti
IL1-1,5 x 2,0-6,0 um, vyskytuji se jednotlivé nebo v parech. VétSina znich ma
peritrichalni bi¢iky, poptipadé také fimbrie. Escherichia coli zkvasuje cukry (napt. glukdzu,
laktozu, nekteré pentosy a alkoholické cukry) za intenzivni tvorby kyselin (zejména
kyseliny mlécné, pyrohroznové, octové a mravenci), pficemz ¢éast kyseliny mravenci se
rozklada na oxid uhli¢ity a vodik [9]. Gramnegativni povahy a schopnosti zkvasSovat
laktézu, za vzniku kyselin, se vyuziva u diagnosticky-selektivnich ptid, ur¢enych pro zjisténi
Escherichia coli v potravinach nebo ve vod¢ [4].

Escherichia coli je Siroce rozsifenym stievnim patogenem savcl a ptakd, a ackoliv
je vazana na fekalni kontaminaci, nevyskytuje se samostatné mimo Zzivocisné télo.
Nepatogenni kmeny Escherichia coli pochéazeji z traviciho traktu teplokrevnych Zivocichi.
Avsak nékteré kmeny jsou patogenni pro ¢lovéka a zplisobuji enteropatie a septikémie. Jako
pivodce alimentarnich onemocnéni je tento druh clenén podle mechanismu vzniku
onemocnéni do C¢tyf hlavnich typl: enteropatogenni E. coli (EPEC), enterotoxigenni
E. coli (ETEC), enteroinvazivni E. coli (EIEC) a enterohemorrhagické E. coli (EHEC)
[WHO, 1997]. Za nejzavaznéjs$i jsou povazovany enterohemorrhagické E.coli serotypu

O157:H7 [21]. MID je pravdépodobné 10° nebo vyssi [22].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

Rod Salmonella

Salmonely, typické bakterie Celedi Enterobacteriaceae, obsahuji zpravidla druhy,
jejichz vyskyt v potravinach nebo v pitné vodé je neptipustny.

Salmonely jsou kratké, pohyblivé, gramnegativni, nesporulujici ty€inky. Salmonella
zahrnuje vice nez 2000 raznych sérovart. Jsou fakultativné anaerobni a biochemicky jsou
charakterizovany zkvaSovanim glukézy za vzniku kyseliny a plynu a neschopnosti
metabolisovat laktozu a sachardzu, coz napomdha odliSit salmonely od dalSich
gramnegativnich tyfek fazenych mezi enterobakterie. Prestoze salmonely patii mezi
mezofilni patogeny, jsou velmi adaptabilni na podminky zevniho prostiedi, kde dokdzou
prezivat v Siroké skdle rozmezi teplot. Optimalni teplota rstu salmonel se pohybuje kolem
38 °C. Teploty nad 60 °C salmonely jiZ vyrazn¢ inhibuji a poskozuji, teploty nad 70 — 75 °C
je spolehlivé usmrcuji [62]. Chlazeni vyznamné zpomaluje ¢innost a mnoZeni bakterii tim,
ze prodluzuje jejich generaéni cyklus. Chladirenské ani mrazirenské teploty vsak salmonely
spolehlivé nenic¢i [79].

Onemocnéni zplsobené salmonelami jsou obecné¢ oznacovany jako salmoneldzy.
Endotoxin, lipopolysacharid zplsobujici onemocnéni, je soucasti vnéj$i membrany bunécné
stény téchto bakterii. Privodnimi znaky onemocnéni je zvraceni, bolesti bficha, prijem,
horecka a silnd dehydratace organismu. TézSim prubéhem onemocnéni a vaznéjSimi
disledky jsou postizeni kojenci, malé déti a staré osoby se snizenou imunitou zptisobenou
jinou infekci ¢i chronickou nemoci [22].

Nejrozsifenéjsim sérotypem v Ceské republice je Salmonella enteritidis. Vyssi
etnost vyskytu vykazuje také Salmonella typhimurium [62]. Clovék se infikuje
salmonelami téméf vyluéné oralni cestou a to potravinami, které se nezpracovavaji za vyssi
teploty. NejCastéjSimi zdroji alimentdrni intoxikace jsou syrové maso (zejména maso
driibeze) nebo produkty pfirozené infikovanych domadcich zvifat (vejce, mléko) [38].
Infekéni davka mize byt velmi nizka (1 - 10 bungk), obvykle je viak znaéné vyssi (>10°)

[48].

Rod Yersinia

V potravinaistvi ma vyznam zejména druh Yersinia enterocolitica. Mikrob ma velmi
sloZitou antigenni strukturu. Ma 34 riznych O-antigeni a 18 H-antigend, takze existuje
velké mnozstvi sérotypi. Mikrobni bunky jsou velké 0,5 - 0,8 x 1,0 — 3,0 um a maji sklon
k bipolarni barvitelnosti [31]. Tyto gramnegativni tyCinky nejsou pohyblivé pfi teploté

37 °C, ale pti nizsich teplotach tvoii peritrichalni bi¢iky a jsou pohyblivé. Optimalni teplota
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rstu je v rozmezi 29 — 33 °C, ale jsou schopny rlstu 1 pii teploté 4 °C a vétSina kment roste
1 pti teplotach kolem 1 °C [9].

V potravindch byla Yersinia enterocolitica stanovena v mléce a mléénych vyrobcich
aomezen¢ v ruznych druzich masa, rybach, ovoci a zelenin€é. Negativni vyznam pro
potravinafstvi ma zejména psychrofilnost, diky niz je schopna ristu i u potravin
uskladnénych v chladu. VétSina izolati =z potravin, vSak neni patogenni. MID je
pravdépodobng vyssi nez 107 [22]. Infekce se projevuje jako gastroenteritida hlavné u déti

do sedmi let.

1.52 GRAMNEGATIVNI AEROBNI NEBO MIKROAEROFILNI ZAKRIVENE
BAKTERIE

Rod Campylobacter

Bakterie rodu Campylobacter jsou typickymi zastupci Celedi Campylobacteraceae.
Campylobacter jejuni tvoti malé, tenké, zkiivené nebo spiralni, nesporulujici, gramnegativni
tyCinky, obvykle sjednim az dvéma polarnimi biciky. Jsou velmi citlivé ke kysliku
a k superoxidiim, kyslik vSak k rastu potiebuji. Pii kultivaci je nutno zajistit mikroaerofilni
podminky. Nejlépe rostou pii 42 az 43 °C. Z biochemickych vlastnosti, kromé& b&znych
znakli rodu (pozitivni oxiddza a redukce nitratu) je pro tento druh typickd jen tvorba
katalazy [9] [11].

Kampylobakteriozy diive spojované sonemocnénim zvifat se staly v poslednim
desetileti priblizné stejné cCastymi pilvodci onemocnéni clovéka jako salmonely.
V soucasnosti je popsano 14 druhi, ale patogenni pro clovéka je jen Campylobacter jejuni
a Campylobacter coli. Na huménnich enteritidach se z rodu Campylobacter podili v nejvétsi
mite Campylobacter jejuni (90% piipadii intoxikace) [48]. Typickym zdrojem jsou
zivoCisné potraviny (dribez, mléko, vepiové maso) a Spatné tepelné opracované nebo
sekundarné kontaminované vyrobky [6]. MID je nizka (10°), ale piekvapivy je fakt, Ze pies
velkou citlivost kampylobakterd k vyschnuti, vyssi teploté¢ a chlorovym dezinfekénim

prostfedkiim, pfispiva k vysoké prevalenci jimi vyvolanych gastroenteritid [22].
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Tab. 4. Vyskyt vybranych hlasenych alimentdrnich infekci a intoxikaci v Ceské republice
v letech 2000-2005 (Zpravy Centra epidemiologie a mikrobiologie SZU Praha [88])

Nazev onemocnéni 2000 2001 2002 | 2003 | 2004 | 2005

Salmonelézy 40233 | 33594 | 27964 | 26 899 | 30 724 | 32 905
Jiné bakt. stievni infekce 2 196 2051 2622 | 2354 2824 | 2603
Kampylobakteriza 16916 | 21653 | 23206 | 20 063 | 25492 | 30 242
Jiné bakterialni intoxikace 1091 686 266 61 192 41
Virové stfevni infekce 1197 1166 2381 2099 | 3590 | 3661
Listerioza 23 21 20 12 16 15

1.5.3 GRAMPOZITIVNI FAKULTATIVNE ANAEROBNI NESPORULUJICI TYCKY

Rod Listeria

Bakterie rodu Listeria tvoii kratké tycky, 0,4 - 0,7 um silné a 0,5 - 2,0 um dlouhé [9].
Bunky v €erstvych kulturdch se barvi Gram pozitivng. Listeria netvoii pouzdro ani spory.
Jsou fakultativné anaerobni, kataldza pozitivni a glukoézu fermentuji za tvorby kyselin bez
plynu. Optimalni teplota ristu je 35-37 °C, ale mohou rlst v Sirokém rozmezi teplot
(1 az 45 °C). Ve skutecnosti fada kmenti roste velmi dobie pravé kolem teploty 1 °C, coz
je nebezpecné pii kontaminaci chlazenych potravin. Na druhé strané byly publikovany
prace, které poukazuji na schopnost nékterych kment listerii ptfezit 15 s zdhtev pii 72 °C
[79].

V potravindistvi ma vyznam zejména druh Listeria monocytogenes. Listeria
monocytogenes je saprofyt a epifyt sliznic stfevniho ustroji Clovéka a zvirat. Jako
onemocnéni lidi se listerioza vyskytuje zejména u osob se sniZenou imunitou vcetné
téhotnych Zen a vykazuje relativné vysokou mortalitu. Patogenni jsou jen n¢které serotypy.
V nizkych mnozstvich je nalézana u masnych a mlécnych vyrobkli snizSim stupném
tepelného opracovani, pro vznik rizika je podstatna vlastnost listerii mnozit se pfi chladicich
teplotach. MID pro rizikové skupiny je ziejmé nizka (10°), pro ostatni populaci relativng
vysokd (107) [48]. Vétsina piipadt listeriozy je sporadicka ajen unékolika byl
s pochybnostmi nalezen zdroj. Naproti tomu byly zaznamenany epidemie postihujici nékolik

set osob a u mnoha bylo mozno potvrdit piivod pravé v kontaminovanych potravinach [22].
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1.54 GRAMPOZITIVNI ANAEROBNI SPORULUIJICI TYCKY

Rod Clostridium

Clostridium perfringens je Siroce rozsifend a patii pravdépodobné mezi nejrozsifend]si
patogenni bakterie. Vyskytuje se v ptid€, v pfirodnich vodnich zdrojich a v travicim traktu
zvitfat alidi. Z potravin se nejCastéji vyskytuje v syrovém mase ato zejména v mase
driibeze.

Buniky Clostridium perfringens jsou grampozitivni a nepohyblivé. Maji podobu
rovnych ty€inek s hrubymi zakulacenymi konci, jsou relativné velké (0,6 -2,4x 1,3-
19,0 um) [9]. Vyskytuji se jednotlivé nebo v parech. Spory jsou velké, ovalné, centralni
v pritomnosti malého mnozstvi kysliku. Na zaklad€ antigenni specifity letalnich toxinti bylo
popsano pét typl: A, B, C, D a E [20]. Optimalni teplota ristu typi A, D a E dosahuje
45 °C,utyptu B a C 37 az 45 °C. Toxikaci zptusobuji typy A a C. Typ A je bézny a projevuje
se jako priiyjmové onemocnéni. Typ C je vzacny, zptisobuje akutni nekrozu koncici perforaci
stiev [69] [73].

Druh Clostridium perfringens je bézné piitomen pii nékterych typech alimentarnich
intoxikaci, jelikoz méa obzvlasté termorezistentni spory, jez odolavaji nékolikahodinovému
varu. Alimentarni intoxikace pak probihd tim zplisobem, ze tyto termorezistentni spory,
které se vyskytuji i u zvifat, kontaminuji maso. Pfi vafeni velkého kusu masa teplo pronika
pomalu a pak maso také pomalu chladne. Spory piezivaji a béhem chladnuti v anaerobnim
prostiedi masa vykli¢i a klostridia se pomnozi. Poziti takového masa je pak ekvivalentni
poziti bujonové kultury klostridii. Mikrobi jsou chranéni pfed kyselou reakci zaludku
bilkovinami v potrave, takze snadno projdou do stfeva, kde vysporuluji [22] [79]. Inkubaéni

doba onemocnéni je 6 - 22 hodin a infekéni davka je vyssi nez 10° [35].
1.5.5 GRAMPOZITIVNI FAKULTATIVNE ANAEROBNI NESPORULUJICI KOKY

Rod Staphylococcus

Rod Staphylococcus zahrnuje grampozitivni koky seskupené do shlukii. Hlavni
patogen vtomto rodu, Staphylococcus aureus, je pivodcem ftady dilezitych 1 méné
vyznamnych infekci lidi a zvifat.

Staphylococcus aureus je grampozitivni kok o priméru asi 1 pm. Buiky jsou malé,

nesporuluji, jsou nepohyblivé a obvykle tvoii nepravidelné klastry ve tvaru vinnych hrozni.
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Zejména v patologickém materialu se vSak vyskytuji v parech nebo i ojedinéle. Bakterie ma
fakultativné anaerobni metabolismus, ale 1épe roste v pfitomnosti kysliku. Optimalni teplota
ristu se pohybuje kolem 37 °C. Je schopen rist pii teplotach 8 °C. Patifi mezi halofilni
mikroorganismy, roste pii vysSich koncentracich soli (vodni aktivita ay, = 0,86). Produkuje
enzym koagulasu, ktery je zodpovédny za srazeni krevni plasmy [4] [35]. Intoxikace lidi
je zplsobena piitomnosti toxinl. Stahpylococcu aureus produkuje 6 riznych typl toxini
polypeptidové povahy (A az F). Z nichz nejrozsitenégjsi je typ A, ktery se mize vyskytovat
samostatné nebo v kombinaci s druhym nejrozsifenéj$im toxinem typu D [22] [79].

MID dostate¢na k tvorbé toxinu, je vy$si nez 10° bundk, mnoZstvi enterotoxinu
schopného vyvolat onemocnéni ¢ini asi 0,1 az 1,0 pug na kg télesné hmotnosti

konzumenta [48].

1.6 FAKTORY OVLIVNUJICI RUST MIKROORGANISMU

Prestoze jednotlivé druhy mikroorganismii maji vyrazné rozdily ve svych
metabolickych procesech, 1ze povazovat nutriéni faktory obsazené v pozivatinach za vhodné
k jejich vyuziti. Mezi pozivatiny, které predstavuji velmi vyhodny substrat pro rychlé
mnoZzeni bakterii patfi zejména pozivatiny zivoc¢isného piivodu a tedy i driibez a vyrobky
zni [27].

Rozmnozovani mikroorganismi v zivném prostiedi je charakterizovano urcitym
rustovym cyklem, ktery ma nékolik fazi. Po vneseni mikroorganismti do potraviny, nebo po
zméné¢ podminek nastdva adaptacni faze (tzv. lag-fize), ve které si bakterie zvyka
na podminky. Béhem této doby méni mikrobialni buiiky svtj fyziologicky stav, aby mohly
vyuzivat nové prostfedi. Buiiky se nerozmnozuji, ale zvétSuje se jejich objem a aktivuje
se enzymaticky systém. Faze adaptace muze byt prodluzovana podminkami manipulace,
technologickou tpravou a skladovanim [73]. Nésleduje faze zrychlujiciho se riistu a po ni
exponencialni (logaritmickd), neboli tzv. log-fdze rlstu, vniz maji bunky nejkratsi
generacni dobu. Po exponencidlni fazi nastavé faze zpomaleni a postupné az zastaveni ristu
(tzv. staciondrni faze). U sporulujicich bakterii se ve stacionarni fazi vytvareji odolné spory.
Posledni faze je fazi postupného odumirani bunck [35] [53].

Vétsina technologickych postupti zpracovani potravin v sobé zahrnuje nékteré
konzervaéni zékroky, které ovliviiuji riist mikroorganisml nebo jejich pocet v potraving.
Obecné se jednd o zakroky, kterymi se mikroorganismy usmrcuji nebo o zakroky, které

prodluzuji adaptacni fazi ristu.
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a jejich zivotnost patii: teplota, pH, vodni aktivita a oxidoredukéni potencial [68]. Vzhledem

k problematice dané prace je dale popsan jen vliv teploty a pH.

1.6.1 VLIV TEPLOTY NA RUST MIKROORGANISMU

Teplota vnéjSiho prostiedi je jednim z hlavnich faktorti, které ovliviiuji rychlost
rozmnozovani mikroorganismi i moznost jejich Zivota. Hodnotime-li zavislost rlstu
mikroorganismu na teploté, rozeznavame tii zakladni body teploty: minimalni, optimalni
a maximalni teplotu [76]. VSechny uvedené zakladni teplotni body jsou ovSem do urcité
miry ovlivnény dal§imi vnéjSimi faktory (napt. hodnotou pH, vodni aktivitou, osmotickym

tlakem prostredi).

Rozdéleni mikroorganismi podle vztahu k teploté
Potravinafsky vyznamné mikroorganismy lze z hlediska optimélni riistové teploty

rozdé¢lit do tii hlavnich skupin: psychrofilni, mezofilni a termofilni (viz. Tab. 5).

Tab. 5. Teplotni rozmezi pro rust jednotlivych skupin mikroorganismu [73]

Skupina mikrobii | Minimalni teplota | Optimalni teplota | Maximalni teplota
Psychrofilni Saz-5 12 az 15 15 az20
Mezofilni 5az 15 30 az 45 35az 47
Termofilni 40 az 45 55az75 60 az 90

Uvedené hranice 1 hodnoty teplot jsou spiSe orienta¢ni, mohou kolisat v zavislosti na
vlastnostech konkrétnich mikroorganismi a prostiedi.

V potravindiské mikrobiologii se pouzivaji jest€¢ dva terminy vyjadiujici vztah
mikroflory k teploté. Mikroorganismy schopné rastu pfi chladirenskych teplotach se
oznacuji jako psychrotrofni, mikroorganismy schopné piezivat pasteracni teploty jako
bakterii, které souvisi s danou praci, jejich optimalni ristova teplota a teplotni rozmezi

rustu.
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a teplotni rozmezi rustu (které ovsem nelze urcit presné) [27]

Optimalni teplota Teplotni rozmezi
Rod o o
rustu rustu

Salmonella 37°C -43°C 6,5 °C—46 °C
Escherichia 37°C—-44°C 10 °C —46 °C
Campylobacter 37°C—-42°C 25°C —45°C
Clostridium 33°C-37°C 3°C-50°C
Pseudomonas 35°C 4°C—-43°C
Staphylococcus 35°C—-40°C 6,5 °C—-48°C
Listeria 37 °C 0°C—-44°C

Teplotni rozmezi ristu jednotlivych bakteridlnich rodi je ovSem jenom hrubé
orientatni. Je samoziejm¢ ovliviiovano mnoha faktory jako je samotné slozeni
potravinového substratu, pH, redox potencidl atd.

U niz$ich hub nejde jen o teplotni rozmezi ristu, ale také o teploty pii kterych mohou
plisné tvofit mykotoxiny. Obecné je mozno fici, Ze plisné jsou pocetnéji zastoupeny
ve skupindch psychrofilnich nebo psychrotrofnich organismti. Pro kvasinky je vétSinou
optimalni teplota pro rast v rozmezi 22 - 25 °C, i kdyZ i zde najdeme druhy a kmeny které

rostou Iépe bud’ pii vyssi nebo nizsi teploté [27].

Vliv nizkych teplot

Chladem se snizuje aktivita mikrobt. Chlad prodluzuje az zastavuje jejich generacni
cyklus a tim se omezuje mikrobialni kazeni masa. VétSina mikroorganismil presto preziva
pomérné dlouhou dobu i teploty hluboko pod minimdlni rGstovou hranici a b&hem
znovuobnoveni vhodnych podminek je schopna dalSiho pomnoZovani [14]. Jestlize se vSak
intenzivné se rozmnozujici bunky (tj. bunky v exponencidlni fazi rstu) nékterych druhti
bakterii pfenesou z optimalni teploty na teploty blizké 0 °C, dochéazi k takzvanému
chladovému Soku, ktery se projevuje ztratou zivotnosti velkého podilu populace [76].
Chladovy Sok byl pozorovan u gramnegativnich bakterii, u grampozitivnich sporulujicich
bakterii a dokonce 1 u psychrofilti. Citlivost riznych druhii bakterii k chladovému Soku

je vsak odlisna.
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1.6.2 VLIV HODNOTY pH NA RUST MIKROORGANISMU

Koncentrace vodikovych iontii v prostiedi ma vyznamny vliv na riist mikroorganismu
1jejich biochemickou c¢innost. Hodnota pH ovliviiuje podminky pro optimdlni pribéh
enzymovych reakci. Protoze jednotlivé druhy mikroorganismii maji ponékud odlisSnou
strukturu enzymovych systémd, je jejich tolerance vici zméndm pH téz rozdilna [27].
V rezistenci na zmény pH rozhoduje i to, o jaké Zivotni funkce se jedna [76].

Obecné plati, ze vétSina bakterii roste v neutralnim nebo slabé alkalickém prostiedi,
tedy v rozmezi pH 6,0 - 7,2 [16]. Hrani¢ni hodnoty jsou vSak pro vétSinu bakterii znacné
Siroké, nebot maji vemi UCinné mechanismy ke stabilizaci intracelularniho pH. Mezi
bakterie ptezivajici v extrémnim rozsahu pH od 4,0 - 9,0 patii stfevni bakterie. Kvasinky
vyzaduji pro rast spiSe kyselé prostiedi. Jejich optimalni pH se pohybuje mezi 4,2 az 5,5
a jiz slab¢ alkalické ustojné prostiedi (kolem pH 7,5) zastavuje jejich rtist. Plisnim naopak
vyhovuje nejlépe neutrdlni prostiedi, mohou vSak rast 1 vrozmezi pH od 2,0 do 11,0
[73][76]. Tabulka (7ab. 7) uvadi miniméalni a maximalni hodnoty pH pro rist vybranych
mikroorganismii. Hodnoty pH pod uvedenym rozmezim pisobi mikrobiostaticky, nikoliv
mikrobicidné.

Odchylkou od optimalniho pH se u vSech mikrobii prodluzuje germinacni doba.
Hodnota pH prostfedi ovliviiuje také odolnost bunck ke zvySenym teplotdm. V kyselém
prostiedi jsou mikrobi podstatné vnimavéjsi na letdlni ucinek teploty, coz plati jak pro
vegetativni buiiky tak i pro spéry. U patogennich mikrobti ovlivituje pH i tvorbu toxinu [1].

Tab. 7. Minimalni a maximalni hodnoty pH pro riist vybranych

mikroorganismii [20], upraveno

Mikroorganismus Minimalni pH | Maximalni pH
Micrococcus sp. 5,6 8,1
Pseudomonas aeruginosa 5,6 8,0
Listeria monocytogenes 4,5 9,0
Staphylococcus aureus 4,0 9,8
Salmonella 40-4,5 8,0-9,6
Escherichia coli 4.4 9,0

Z hlediska kyselosti prostfedi a jeho vlivu na inhibici bakterii je tfeba rozliSit vliv
nizké hodnoty pH a vliv kyseliny, kterou byla tato hodnota sniZzena. Mikroorganismy,

konkrétn¢ bakterie, jsou ve svém metabolizmu a ristu inhibované totiz nejen nizkymi
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hodnotami pH (volnymi H' ionty), ale i molekulami v kyselém prostfedi nedisociovanych

slabych organickych kyselin (podrobnéji viz. kapitola 1.8.4).

1.7 PRIDATNE LATKY V POTRAVINACH

Podle smérnice Evropského parlamentu a Rady 94/34/ES se ptidatnymi latkami
rozumi latky, které se bez ohledu na jejich vyzivovou hodnotu zpravidla nepouzivaji
samostatné, ani jako potravina, ani jako charakteristicka potravni ptisada [70]. Pfidavaji se
do potravin pti vyrobég, zpracovani, Uprave, baleni, prepravé nebo skladovani, ¢imz se samy

stavaji soucasti kone¢né potraviny.

1.7.1 HODNOCENI BEZPECNOSTI ADITIV VE SVETE

Problematice potravinaiskych aditiv se v soucasné dobé¢ vénuje velkd pozornost.
Je nezbytné piedem dokonale znat vlastnosti a chovani pfidavané latky a jeji zmény b&hem
zpracovani a skladovani. Druh a mnozstvi aditivnich latek, které se sméji v potravinach
vyskytovat, stejn¢ jako podminky pouZzivani, stanovi pfislusné legislativni materialy.

Bezpecnosti ptidatnych latek se zabyvaji rizné mezinarodni zdravotnické organizace,
zejména Codex Alimentarius Commission pifi FAO/WHO. V ramci Codex Alimentarius
se problematikou aditiv, kontaminantli a pfirodnich toxinti v potravinach komplexn¢ zabyva
Codex Commitee on Food Additives and Contaminants (CCFAC). Tento vybor vydava
doporuceni pro pouzivani jednotlivych pridatnych latek. Objektivita hodnoceni aditivnich
latek je zajiStovana nezavislou komisi — Joint FAO/WHO Expert Commitee on Food
Additives, jejim hlavnim tkolem je zhodnotit vysledky toxikologickych Setfeni provedenych
na riiznych odbornych pracovistich. Vysledky provedenych studii a jejich hodnoceni jsou
nejprve publikovany ve WHO Technical Report Series, WHO Food Additives Series
anasledné jsou tato doporuceni jsou v jednotlivych zemich ptevadéna do legislativni

formy [59] [82].

1.7.2 HODNOCENI BEZPECNOSTI ADITIV V EVROPE

Pridatné latky uvazované pro povoleni na uzemi EU musi byt nejprve pfehodnoceny
Evropskym tfadem pro bezpe¢nost potravin (European Food Safety Authority). Stanoviska
EFSA vychazi z doporu¢eni CCFAC a vzasadé se od nich neodchyluji. Po souhlasu
a celkovém zhodnoceni bezpec¢nosti latky EFSA, co do rozsahu pouZiti a mnoZzstvi, vydava

Evropska komise smérnice, které jsou pro ¢lenské zemé zavazné [80].
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1.7.3 ADITIVNI LATKY VE VZTAHU K LEGISLATIVE CR

V Ceské republice se problematikou piidatnych latek zabyvd Narodni referenéni
laboratot pro aditiva v potravinach pii SZU. Kontrolou nad dodrzovanim piedpist
je povéfena Statni zemédé€lska a potravinaiskd inspekce, Statni veterinarni sprava a organy
ochrany veiejného zdravi [33].

Pouzivéani piidatnych latek je upraveno vyhlaskou MZ CR ¢&. 304/2004 Sb., kterou se
stanovi chemické pozadavky na zdravotni nezévadnost jednotlivych druhii potravin
a potravinovych surovin, podminky pouziti latek pfidatnych, pomocnych a potravnich
dopliki [85]. Ve vyhlasce jsou zapracovany vSechny smérnice EU tykajici se pfidatnych
latek. Podle této vyhlasky lze pfi vyrobé potravin pouzivat pouze piidatné latky uvedené
v ptiloze 1 této vyhlasky. Producenty masa a vyrobce masnych vyrobkl vétSinou zajima
zejména limit nejvyssiho povoleného mnozstvi (NPM) chemické latky v potraving. Ten
je rovnéz zavazné uveden v této vyhlasce. Hodnota NPM je proménna, protoze zavisi na
vysi spotfeby dané skupiny potravin v populaci a na znalostech nebezpecnosti dané
chemické latky [73]. Hodnoty NPM se vztahuji na potraviny ve stavu, vjakém jsou
uvadény do obchu, pokud neni vyslovné stanoveno jinak [85].

Ptidatné latky se podle ucelu pouziti a rovnéz na zakladé jejich hlavni funkce, kterou
v potravin¢ obvykle plni zafazuji do jednotlivych kategorii [85]. Podle tohoto zatfazeni spada
kyselina citronova a stejné tak i1 kyselina mlé¢na do kategorie ¢) konzervanty, kterymi jsou
latky, které prodluzuji udrznost potravin a které je chrani proti zkaze zplsobené Cinnosti
mikroorganismi.

V tabulce (7ab. 8) je uvedena kyselina citronova a mlé¢na vcetné jejich E-kddu, pod
kterym jsou oznacovany v Ciselném systému Evropské unie. V poslednim sloupci jsou
uvedeny limity jejich pouziti. JelikoZ ob¢ kyseliny, patii mezi pfidatné latky, pro které neni
v této vyhlasce stanoveno nejvyssi povolené mnozstvi ¢iselnou hodnotou, lze je pouzit pti
vyrobé potravin v mnozstvi nezbytné¢ nutném k dosazeni zamyslené¢ho technologického

ucinku pfi zachovani zésad spravné vyrobni praxe.
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Tab. 8. Pridatné latky — kyselina citronovd a mlécna, jejich E-kod a vyse
nejvyssiho povolného mnozstvi [vynatek z vyhlaskyMZ ¢. 304/2004 Sb]

s . NPM* mg.1-1
Cislo E | Latka NPM mg ke-1
E 330 Kyselina citronova NM**

E 270 Kyselina mlé¢nd pouze L(+) forma NM

* nejvyssi povolené mnozstvi
## nezbytné mnozstvi

Dale musi pridatné latky vyhovovat pozadavkiim na jejich identitu a Cistotu, které jsou
uvedeny ve vyhlasce MZ CR & 54/2002 Sb., kterou se stanovi zdravotni pozadavky
na identitu a &istotu pfidatnych latek ve znéni vyhlasky MZ CR ¢&. 318/2003 Sb. [86].

Vyhléaska vychazi vyhradné€ z evropskych smérnic.

1.8 MOZNOSTI DEKONTAMINACE

Zpusoby dekontaminace, vyuzivané pro omezeni poctu mikroorganismil na povrchu
jatecné opracované dribeze, mohou byt zjednodusené rozd€leny na metody fyzikalni,
chemické a nebo jejich kombinaci. BohuZel, ne vSechny metody je mozno aplikovat
v masném pramyslu.

Pii dekontaminaci jatecn¢ upravenych tél dribeze pomoci fyzikdlnich metod se
vyuziva napiiklad pary [58], dale ionizujici zafeni, mikrovinné a UV zéfeni, vysoky tlak
nebo sonikace [8] [17]. K chemické dekontaminaci se pouzivaji zejména organické kyseliny
[60] [71], trisodium monofosfat [36] nebo slouceniny chloru [67]. Antimikrobidlni u¢inek
byl prokazan u kyseliny mlécné [44] [56] [91], octové, olejové [24] [25] [45], kaprylové [5],

citronové [54] a dalSich.

1.8.1 KOMBINACE UCINKU KONZERVACNICH FAKTORU

Udrznost potravin mize byt prodlouzena ptsobenim pouze jediného konzervaéniho
faktoru, avSak u vétSiny potravin se na jejich trvanlivosti podili vice faktorti. Z tohoto
pohledu je vyhodné vyuzit kombinaci chemickych i1 fyzikalnich konzervacnich metod,
jejichz ucinek se vzajemné zesiluje. Timto synergickym ucinkem lze dosdhnout vyssi
udrznosti pfi mens$im poruSeni puvodnich vlastnosti produktu [20]. Vysledny konzervacéni

efekt je pak kombinaci ,,pfekazek* a mluvi se o tzv. ptekédzkovém efektu (hurdle effect) [1].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

1.8.2 KONZERVACE CHEMICKOU UPRAVOU POTRAVIN

Konzervace potravin v pribéhu jejich zpracovani je provadéna s cilem uchovat jakost
suroviny, fyzikalné-chemické vlastnosti a zabezpecit nezavadny produkt s nizkou potenci
ke kazeni.

Chemicka konzervace potravin spociva v pouziti chemickych latek jako piisad
do potravin za ucelem potlaeni rozvoje mikroorganismi. Vyzkum v dané oblasti
se v souCasnosti zamétfuje zejména na piirozené se vyskytujici latky s antimikrobidlnim
uc¢inkem, kde mezi perspektivni kandidaty patii organické kyseliny [47]. VétSina
v potravinafstvi pouzivanych organickych kyselin patii mezi latky, které se v zivych
organismech b&zné¢ vytvareji a jsou soucasti metabolismu, proto je vtomto piipade

bezptfedmétna problematika rezidui.

1.8.3 KONZERVACE UMELYM OKYSELOVANIM

Tato konzervace byva oznaCovadna jako chemoanabidza v SirSim smyslu, ponévadz
vyuziva antimikrobidlnich bioproduktli v pomérné velkych koncentracich. Organické
kyseliny jsou vtomto pfipad¢ pridavky do potravin, v pfipadé¢ cenoanabidzy tyto latky
v potravinach vznikaji vlastnim biologickym procesem [29].

Mezi bézné pouzivané ucinné konzervaéni prostiedky v potravinaistvi patii zejména
kyseliny: sorbovd, benzoova, mlé¢na, octova, fumarova, citronovd, propionova, mravenci
adalsi [41]. Ty mohou za urcitych okolnosti vykazovat antimikrobidlni u¢inky vici
pfitomnym bakteriim, kvasinkdm ¢i plisnim. Pfi volbé kyseliny je tfeba peclivé rozliSovat

o jakou potravinu se jedna a jaky bude vliv kyselin na organoleptické vlastnosti vyrobku.

1.8.4 VLIV ORGANICKYCH KYSELIN NA KYSELOST PROSTREDI

Nejvyznamnéj$i funkci organickych kyselin, jakozto potravinarskych aditiv, je
snizovani hodnoty pH a zvySovani titrani kyselosti potravinarskych vyrobka. Podobné jako
anorganické kyseliny maji i organické kyseliny schopnost disociovat a odStépovat tak
vodikovy kation. Mnozstvi odstépenych vodikovych iontl vSak nezévisi jen na koncentraci
kyselin, ale pfedevsim na disociacni konstant¢ kyseliny.

Silné kyseliny maji znaény vliv na pH i1 pii pomérné malé titracni acidité.
V potravinaiském primyslu maji vSak hlavni vyznam stiedné silné a slabé kyseliny,
napt. kyselina vinnd, citronovd, mlécna, octova, fumarova, adipova, jantarova, jablecna,

kyselina fosforecna a také kyselina uhli¢itd. U silnych kyselin s rostouci koncentraci
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kyseliny klesd hodnota pH vyrazné, zatimco u slabych kyselin se rychle ptiblizi hodnot¢,
kde jiz titracni acidita (neboli dal$i pfidavky kyseliny) nemaji na hodnotu pH témét zadny
vliv. K dosazeni nizsich hodnot pH u slabych kyselin je zapotiebi daleko vétsiho molarniho

mnozstvi téchto kyselin, jejich titra¢ni acidita je tedy podstatné vétsi [14].

1.8.5 PRINCIP UCINKU ORGANICKYCH KYSELIN

Molekuly kyselin inhibuji rast bakterii i plisni. V roztoku existuje pro organické
kyseliny rovnovaha zavisla na hodnotach pH mezi nedisociovanym a disociovanym stavem.
Tyto konzervacni latky maji optimalni inhibi¢ni efekt pfi nizkych hodnotdch pH, které
podporuji nedisociovany stav molekuly. V tomto pifipadé je molekula volné permeabilni
pres plazmatickou membranu a je schopna vstupu do buiiky. Nasledné ve vyssim pH uvnitf
buniky molekula disociuje. Vznikaji aniony a protony, které nemohou projit plazmatickou
membranou a hromadi se v butice. Inhibice bakterialniho ristu u¢inkem organickych kyselin
je zpusobena potlacenim zdkladnich metabolickych reakci, zatézi na intracelularni

homeostazu pH a akumulaci toxickych aniont [10].

1.8.6 ZAVISLOST UCINKU ORGANICKYCH KYSELIN

Zahrani¢ni literatura popisuje a srovnava ucinek riznych kombinaci organickych
kyselin [54][91], stejné jako rozdilné metody jejich aplikace (posttik, oplach, potér)
[13] [67].

VétSina organickych kyselin s antimikrobidlni aktivitou ma pKa, tj. pH pfi kterém
je kyselina zpola disociovana, mezi 3 -5 (viz. Tab. 9) [41]. Antimikrobialni Uc¢inek
organickych kyselin vSak zavisi krom¢ hodnoty pH podstatné také na koncentraci.
K dosaZeni uspokojivych ucinkl je nutné aplikovat slabé organické kyseliny v podstatné
vysSich davkach, nez je tomu u silnych organickych kyselin. Omezenim zde vSak jsou

organoleptické vlastnosti.
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Tab. 9. Prehled nejcasteji pouzivanych organickych kyselin a jejich disociacni

konstanty ve vztahu k procentu nedisociované kyseliny pri riiznych hodnotach

pH [51]
Kyselina pKa % nedisociované kyseliny p¥i rozdilném pH
pH 7 pH 6 pH 5 pH 4
Mlééna 3,86 <0,1 0,7 7 4,1
Octova 4,74 <0,1 52 35 85
Citonova 2,25 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Vinna 2,08 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

Kromé toho mtize byt baktericidni efekt organickych kyselin podpoien prodlouzenim
doby puisobeni nebo také teplotou aplikované kyseliny. Ta by méla byt shodné s teplotou
jateCniho téla, tedy 30-40°C [56]. Rozhodujici je také spravné nacasovani aplikace
kyseliny v procesu jatecniho opracovani. Idealni je, aby se aplikace roztoku kyseliny
provedla na konci jate¢ni linky, kratce po zavérecném oplachu celého jatecniho téla. Tento
okamzik je dilezity vzhledem k tomu, Ze mikroorganismy jsou jest€¢ na povrchu a
nepronikly do hloubky masa [34].

Uginnost je ovlivnéna rovnéz formou zadrzeni bakterii na kizi dribeze, coZ souvisi
jak se stupném jate¢niho opracovani, tak i s druhem povrchové tkané. Proto mohou byt
organismy snadnégji odstranény z driibeziho masa, které je netuc¢né, nez z tukové tkané [8].

Neméné dulezity vyznam ma také skladba mikrofléry, kterou ma kyselina inhibovat.
Roli zde hraje zejména pocateéni mnozstvi a druhy mikroorganismii, jejich rezistence

a schopnosti ristu za danych podminek, ptitomnost acidofilnich mikroorganismi atd. [46].

1.8.7 MECHANISMY REZISTENCE

Mikrobidlni rezistence na slabé organické kyseliny mlize zahrnovat fadu mechanismd.
rezistenéni mechanismy. Grampozitivni bakterie nemaji vnéj$i membranu [10]. Organické
kyseliny mohou snadno vstupovat do nitra bunék grampozitivnich bakterii a proto je jejich
rezistence relativné nizka. V nekterych ptipadech jsou mikroorganismy schopné degradovat
konzervacni latky specifickymi enzymy. Byly studovany indukovatelné mechanismy
rezistence mikrobl. U Salmonella typhimurium je zndmo, Ze bunky se stfetdvaji ve svém
prostiedi s fadou stresovych faktord, napt. extrémné nizké hodnoty pH v zaludku nebo

ptitomnost velkého mnozstvi ¢aste¢né¢ hydrofobnich organickych kyselin ve stfevé. Tato
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bakterie disponuje acidotoleranci, zahrnujici komplex obrannych systému, které umoziuji
buinkdm prezit v prosttedi pH kolem 3. Rovnéz u Escherichia coli O157:H7 byla
pozorovana rezistence na kyselinu benzoovou piti hodnoté pH 2. Podobné mechanismy byly
nalezeny u plisni. U kvasinek se podili na rezistenci ke kyselindm enzym ATPaza
cytoplazmatické membrany. Obranné mechanismy jsou zaloZené na transportu anioni

z nitra bun¢k [4] [31].

1.8.8 ADITIVNI EFEKT

.

U¢inek chemickych konzervovadel miize byt oslaben rtiznymi vlivy prostiedi. Plisobi-
li v§ak na mikroorganismy smés dvou i vice konzervovadel, ktera spolu chemicky nereaguyji,
jejich ucinky se Casto sCitaji v tzv. aditivni efekt. Nekdy plisobi dvé konzervovadla
synergicky, jejich vysledny ucinek je vyssi, nez soucet jejich individualnich tc¢inkt [29].

Modelovanim inhibi¢nich G¢inkl organickych kyselin na bakterie se zabyvalo n¢kolik
vyzkumnych praci [12] [28] [43] [50]. Existuje mnoho matematickych modeld popisujicich
vzajemny ucinek organickych kyselin.

Nize uvedeny dendrogram (Obr. 1) znazornuje vzajemny vztah kyselin, na zakladé
n¢hoz lze popsat moznost vzniku synergickych ucink jednotlivych kyselin. Vychazi
z ptredpokladu, ze kyseliny které maji podobné pole ucinnosti jsou si obecné podobné
a v dendrogramu jsou nejen jedna vedle druhé, ale kyseliny si podobnéjsi jsou spojnicemi
propojeny vzdy blize k jeho levé Casti. Naopak ty, které maji vlastnosti spiSe odlisné,
se spojuji pobliz pravé strany diagramu. Pro modelové ucely, pak dvé kyseliny s odliSnou
kombinaci charakteristickych vlastnosti poskytuji mnohem vice informaci nez ty, které
se svymi vlastnostmi podobaji. Zavérem tedy je, ze aplikace smési dvou kyselin, jejichz pole
ucinnosti je shodné, je viceméné zbyteCné, nebot aplikace pouze jedné znich je pro
dosazeni daného uc¢inku plné postacujici. Naopak u kyselin s odliSnymi vlastnostmi muze

dojit ke zvySeni inhibi¢niho ucinku a tedy k aditivnimu efektu ¢i synergiim [28].
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Obr. 1. Dendrogram znazornuje vzdjemnou podobnost kyselin na zaklade jejich
charakteristickych vlastnosti. Osm tucné zvyrazmnénych kyselin, z danych 17,

predstavuje skupinu téch, které maji charakteristické viastnosti velmi odlisné [28]

Jelikoz je zndmo, Ze UCinek kyseliny mléc¢né i citronové je ponckud menSi nez
napiiklad kyseliny octové (a zejména pak skuteCnost, ze samostatné nemohou potraviny
dokonale ochranit pfed plisnémi), nabizi se moznost kombinace vyuziti aplikace obou
kyselin. VySe uvedené schéma tuto myslenku podporuje. Ob¢ kyseliny maji specifické pole

plsobnosti a tato skutecnost pfimo souvisi s moznosti vyuziti synergického ucinku.

1.9 ORGANICKE KYSELINY

1.9.1 KYSELINA CITRONOVA - CHARAKTERISTIKA

Kyselina citronova je trikarboxylovou hydroxykyselinou, obvykle krystalujici jako
monohydrat, ktery vSak na suchém vzduchu opét snadno ztraci vodu. Rozpousti se snadno
ve vod¢, methanolu, ethanolu a podobnych poléarnich rozpoustédlech [14].

Poprvé byla izolovana roku 1784 ze §téavy citonu, odtud jeji nazev. Je jednim
z klicovych bunéénych metaboliti. Vystupuje v citratovém cyklu. Je allosterickym
reguladtorem nékterych dilezitych enzymi. S fadou vicesytnych kationtd, napt. se solemi
zelezitymi a méd’natymi, tvoii komplexy, a proto se této kyseliny vyuziva k deaktivaci stop

tézkych kovi, které jinak ptisobi prooxidacné.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

Citronova kyselina se hojné vyskytuje v ovoci (zvlasté v citonech, kde tvoii 7az 9 %
susiny), v mensim mnozstvi je obsazena v dalS$im ovoci, v malém mnozstvi i v bramborech,
obili, ve stopach 1 v mléce a v mase. Primyslové se vyrabi ve velkych mnoZstvich nepravou
fermentaci sacharidii, nejcastéji pomoci plisné Aspergillus niger, nebo z citronové stavy.
Pouziva se ji bézn¢ jako piisady do riznych konzervarenskych vyrobki, nealkoholickych

napoji a jinych potravin [14] [41].

Obr. 2. Grafické znazornéni molekuly kyseliny citronové

1.9.2 APLIKACE KYSELINY CITONOVE

Narozdil od kyseliny mlécné, kde odborna literatura shodné doporucuje a také doklada
ucinnost aplikace 0,8 - 2hm.% roztoku [44] [53] [57] [67], zavisi G€inek kyseliny citronové
nejen na zvolené koncentraci ale rovnéz na Case pusobeni [83]. Z dostupné literatury Ize
vyvodit podstatné¢ vyssi G€innost kyseliny mlééné nez kyseliny citronové a to pii jakékoliv
teploté, ackoliv je znamo, ze baktericidni Gc¢inek kyseliny mlécné na rozdil od ucinku
kyseliny citronové vykazuje znacnou zavislost na teploté¢ [58][83]. Kyselina mlécna je
mnohem vice ucinnéjsi i pi nizsich koncentracich a to 1 v ptipadé, kdy je hodnota pH obou
kyselin stejna (pfi¢innou mize byt rychlejsi difuse molekuly kyseliny mlécné, ktera je ve
srovnani s kyselinou citonovou mensi, viz. Obr. 3). Na zakladé téchto poznatka, Ize vyslovit
zaver, Ze pro dosazeni baktericidniho ucinku za pomoci kyseliny citonové je nutné pouzit

relativné vyssi koncentrace nez v ptipad¢ aplikace kyseliny mlécné.
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Obr. 3. Kombinace doby piisobeni a koncentrace kyseliny citronové (A) a kyseliny
mlécné (B) potrebné k obdrzeni 3 log redukce pri teplote 4°C (——), 20C (......)
a40C (-----) [83].

1.9.3 KYSELINA MLECNA - CHARAKTERISTIKA

V poslednich letech se pfi zpracovani a distribuci potravin celosvétové rozviji
okyselovani potravin kyselinou mlé¢nou a preparaty na jeji bazi.

Kyselina mlé¢né byla objevena pted vice nez 200 lety v kyselém mléku. V poloving
minulého stoleti se prokéazalo, ze je koneCnym produktem procesu nazvaného ,mlécné
kvaSeni“. Dulezitou vlastnosti kyseliny mlé¢né je jeji opticka aktivita, nebot’ obsahuje
v molekule asymetricky uhlik. Z moznych stereoizomert se v piirod¢ vyskytuji bézné dva,
L(+)-forma a D(-)-forma 1 jejich racemicka smés. V masném primyslu ma vyznam zejména
pravotoc¢iva L-mlécna kyselina ktera byva pfitomna v mase a vnitfnostech, kde vznika pfi
télesné namaze zglykogenu. Tvoii se také pifi mlééném kvaseni cukri,
napft. mikroorganismem Lactobacillus bulgarius [14] [41].

Pouzivani kyseliny mlééné v masné technologii neni ve svéteé novinkou. Jeji postupné
pronikani do produkce u nas je spojeno s ndzvem jednoho z nejvétSich vyrobct naturdlnich
potravinaiskych aditiv na svété — holandského koncernu Purac Biochem a s vyhradnim
¢eskym dovozcem a distributorem — IFC Food Praha, spol. s.t.0.

Vhodna je zejména aplikace v masném primyslu, ponévadz v mase jateCnich zvitat
vznikd kyselina mlécna pfirozenou postmortalni glykogenolyzou. Ve fermentovanych
trvanlivych saldmech pak z pfidané sachardzy, pisobenim tzv. startovacich kultur. Kyselina

L(+) mlécna a jeji derivaty ptsobi protimikrobné snizenim pH, snizenim ay a specifickym
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ucinkem mlécnanového aniontu. Kyselina mlé¢na je vhodna i ze senzorického hlediska a Ize
jipouzit do vSech nekyselych a malo kyselych potravin jako protimikrobni bariéru,
umoziujici podstatné prodlouzeni uchovatelnosti potravin v modernich formach distribuce

a prodeje potravin [29].

Obr. 4. Grafické zndzornéni molekuly kyseliny mlécné

1.94 APLIKACE KYSELINY MLECNE

Kritickym mistem na jatecné opracovaném mase je piedevSim povrch, kde muze
nejcastéji dochazet ke kontaminaci. Zajistit udrznost povrchu je mozné bud snizenim
aktivity vody, nebo sniZenim pH. Nejrozsifenéj§im konzervaénim zékrokem je snizeni pH
povrchovych vrstev masa a to postiikem organickymi kyselinami: mlé¢nou, citonovou,
askorbovou a octovou. Aplikace organickych kyselin na povrch masa vede ke sniZeni
pocatecni koncentrace mikroorganismti a prodlouzeni nastupu logaritmické faze ristu.

Aplikace kyseliny mlécné, ptsobi inhibicné vici bakteriim nejen snizenim pH,
ale i specificky v nedisociované formé. V odborné literatuie je doporu¢ovan postiik
0,8 az 2hm.% roztokem kyseliny mlécné [8] [44] [53]. Optimalni okamzik aplikace kyseliny
mlécné je co nejdiive post mortem, kdy vétSina mikroorganismi je dosud na povrchu
a nepronikla jest€ do vnitinich vrstev masa. S ohledem na teplotu masa se pouZiva postiik

roztokem o teploté blizké teploté povrchu jatecnich tél [56].
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2 CIiL DIPLOMOVE PRACE

Primarnim cilem této diplomové prace bylo testovani a zhodnoceni tGdinku organickych
kyselin, konkrétné kyseliny citronové a kyseliny mlécné, na prodlouZeni wdrzZnosti

chlazené dribeze.

Pti napliiovani priméarniho cile diplomové prace bylo nutno splnit tyto sekundarni cile:

= vteoretické cCasti zpracovat problematiku tykajici se udrznosti masa driibeze

se zaméfenim na vlivy plisobici na udrznost masa v prubehu skladovani,

= vexperimentdlni Casti prace testovat antimikrobidlni ucinek kyseliny citronové
(samotné¢) a dale vkombinaci skyselinou mléénou na redukci poctu

mikroorganismil,

= sledovat vyvoj hodnoty pH na vzorcich chlazené driibeze a analyzovat pfi¢inné
souvislosti mezi: 1.) zménami hodnot pH a druhem aplikované kyseliny 2.) zménami

hodnot pH a zménou koncentrace dané kyseliny,
= provést bakterialni identifikaci mikrofléry pfitomné na kiizi chlazené drtibeze,

= na zaklad¢ vysledkd z experimentalni Casti zhodnotit vliv testovanych organickych
kyselin na celkovy baktericidni obraz a posoudit jejich vyuzitelnost v potravinaiské

praxi.
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II. PRAKTICKA CAST
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 SEZNAM POUZITYCH CHEMIKALII A LABORATORNICH PRISTROJU

3.1.1 SEZNAM POUZITYCH CHEMIKALII, ROZTOKU, ZIVNYCH PUD A
STANDARDIZOVANYCH TESTOVACICH SYSTEMU

KYSLINA CITRONOVA MONOHYDRAT
Vyrobce: Lach-Ner, s.r.o.
Exspirace: 12/2006

KYSELINA MLECNA L(+)
Vyrobce: PENTA — farmaceut. Divize Praha
Exspirace: 02/2008

CHLORID SODNY
Vyrobce: Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod
Exspirace: 11/2009

FYZIOLOGICKY ROZTOK
Slozeni: 8 g NaCl na 1000 ml destilované vody

Veskeré pouzité univerzalni a selektivné diagnostické pldy (tj. Plate Count Agar,
Chloramphenicol ~ Yeast Glucose Agar, Endo Agar, Mannitol Salt Agar,
Triple Sugar Iron Agar), byly vyrobené HiMedia Lavoratories Pvt. Limited, a dodany
firmou CADERSKY-ENVITEK, spol. s.r.o.

Dale bylo vyuzito standardizovanych testovacich systémi firmy PLIVA-Lachema
Diagnostika s.r.0.. Z biochemickych testii Lachema Mikro-LA-Test byly pouzity soupravy:
ENTEROtest, STAPHYtest a NEFERMtest. Identifikace byla doplnéna testy od stejného
vyrobce, dodavanymi ve formé detekénich prouzkd: OXItest, VPtest a ONPtest.
Z pomocnych piipravkll k mikrotestim byla pouzita ¢inidla k identifikacnim soupravam
Mikro-LA-Test (Fosfataza, Nitraty, VPT I, VPT II, Indol, Fenylalanin a parafinovy olej
sterilizovany) a ¢inidla k detekénim prouzktim ( ¢inidlo VPT I, VPT II, Oxidadza, Acetoin).

3.1.2 SEZNAM LABORATORNICH PRISTROJU

Autoklav 135 S, H+P VARIOKLAYV /H+P Labortechnik AG, Némecko/
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Laboratorni susarna MEMMERT UNB 400 /Fischer Scientific, spol. s r.o., Pardubice/
Biologicky termostat BT 120 /Laboratorni pfistroje Praha/

Chladnicka Electrolux ERC 2521 /Electrolux s.r.o., Praha/

Vodni lazen MEMMERT WB 22 /Fischer Scientific, spol. s r.0., Pardubice/

Digitalni vaha KB 800-2 /KERN&Sohn GmbH, Némecko/

pH metr GRYF 209 S /GRYF HB spol. s.r.o., Havli¢kiv Brod/

Mikroskop LABORLUX S /LEITZ, Némecko/

Ttepacka LT2 /Sklarny Kavalier, a.s., Sazava/

Automaticka mikropipeta 100 — 1 000 ul / BIOHIT Plc., Finsko/

3.2 PUVOD A UPRAVA ANALYTICKYCH VZORKU

Veskeré vzorky chlazenych kutat byly odebirany z vyrobni prodejny.
Jate¢n€ opracova téla byla pro tcely experimentu rozpulena. Pficemz jedna polovina
slouzila jako vzorek, na ktery byla aplikovana pfisluSna koncentrace kyseliny a druhd

polovina slouzila jako kontrola (byla aplikovana sterilni destilovana voda).

3.3 PRIPRAVA A APLIKACE ORGANICKYCH KYSELIN

Byl testovan ucinek dvou organickych kyselin a to kyseliny citronové (samostatn¢)
a dale v kombinaci s 10bj.% roztoku kyseliny mlé¢né. Celkové byl testovan vliv ucinku péti
rozdilnych koncentraci roztokii kyseliny citonové: 2hm.%, 4hm.%, 6hm.%, 8hm.%, 10hm.%
a vliv ptfidavku 1obj.% roztoku kyseliny mlé¢né (L(+) forma) k vySe uvedenym péti
koncentracim kyseliny citronové. Pomér kyseliny citronové (rozdilné koncentace) k 1hm.%
roztoku kyseliny mlécné byl 1:1. VSechny aplikované roztoky byly vzdy Cerstvé pfipaveny
a sterilace byla provedena v autoklavu (pfi teplot¢ 121°C po dobu 30 minut). Teplota
aplikovaného roztoku odpovidala teploté povrchu jatecné opracovanych tél (maximalni
odchylka +2 °C).

Vsechny testované organické kyseliny byly nanaSeny potérem za pomoci sterilniho

vatového tamponu.

3.4 MIKROBIOLOGICKA ANALYZA

Vzorky byly hodnoceny dle vyhlasky Ministerstva zemé&délstvi CR &. 375/2003 Sb.,
o veterinarni péci a o zméné nékterych souvisejicich zdkonl (veterinarni zakon), ve znéni

pozd¢jsich predpist, a o veterinarnich pozadavcich na zivoc¢isné produkty. Pfiloha 2 této
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vyhlasky upravuje mikrobiologické pozadavky na suroviny zivociSného pivodu, urcené
k vyrobé potravin.
Byly zjistovéany cCetnosti nasledujicich mikroorganismi: celkovy pocet mezofilnich

mikroorganismil, koliformnich bakterii, kvasinek a plisni.

Pii jejich stanoveni se postupovalo podle nasledujicich norem, uréenych pro
mikrobiologické zkousSeni potravin a pokrmti:

CSN EN ISO 6887-2:2004 (56 0102) Mikrobiologie potravin a krmiv — Uprava
analytickych vzork®, piiprava vychozi suspenze a desetinisobnych fedéni — Cast 2:
Specifické pokyny pro vzorky masa a masnych vyrobki.

CSN ISO 3100-2:1995 (56 0106) Maso a masné vyrobky. Odbér vzorki a piiprava
analytickych vzorkd. Cést 2: P¥iprava analytickych vzorkt pro mikrobiologické zkouseni.

CSN EN ISO 4833:2003 (56 0083) Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni
metoda pro stanoveni celkového poctu mikroorganismi. Technika pocitani kolonii
vykultivovanych pii 30°C.

CSN ISO 2293:1996 (56 0122) Maso a masné vyrobky. Stanoveni poétu
mikroorganismil. Technika pocitani kolonii vykultivovanych pti 30°C.

CSN ISO 4832:1995 (56 0085) Mikrobiologie. Vieobecné pokyny pro stanoveni
poctu koliformnich bakterii. Technika pocitani kolonii.

CSN ISO 7954:1994 (56 0087) Mikrobiologie. Vieobecné pokyny pro stanoveni

poctu kvasinek a plisni. Technika pocitani kolonii vykultivovanych pii 25°C.

3.4.1 ODBER VZORKU

Odbér analytického vzorku, jeho naslednou upravu a ptipravu zkusebniho vzorku pro
mikrobiologické zkouseni, upravuje norma CSN ISO 3100-1:1995 a CSN ISO 3100-2:1995.
ZkuSebni vzorky byly odebirany z povrchu tél chlazené dribeze (kiize). VeSkeré ukony
a manipulace byly provadény za pouziti aseptickych technik a sterilniho zafizeni a néacini
s cilem zabranit mikrobidlni kontaminaci vzorkd z vnéjsich zdroji.

Vzorkovani z povrchu chlazené dribeze bylo provadéno metodou vyplachu. Metoda
vyplachu je destruktivni metoda. Vzorky byly odebirany bezprostiedné po oSetfeni danym
roztokem kyseliny a nésledné pak kazdych 24 hodin skladovani az do vyprSeni data

spotfeby uvedené¢ho vyrobcem (Ctyti dny).
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Ze vzorku chlazené driibeze byla v laboratofi odebrana sterilnimi nastroji za dodrzeni
zésad asepse navazka o hmotnosti 10 g. Navazka byla odebrana takovym zplisobem,

aby vystihla cely vzorek (odbér byl proveden z n€kolika raznych mist povrchu ktize).

3.4.2 STANOVENI CELKOVEHO POCTU MIKROORGANISMU

Pii stanoveni se postupovalo dle normy CSN EN ISO 4833:2003 (56 0083).

Zkusebni vzorek o hmotnosti 10 g byl pfenesen do sterilni nddoby s desetindsobnym
mnozstvim sterilniho fediciho roztoku (100 ml). Takto pfipravné zakladni tfedéni bylo
homogenizovano po dobu 10 minut. Z vysledné suspenze byla pfipravena tada
desetinasobnych fedéni do takového stupné, aby bylo mozno stanovit predpokladany pocet
mikroorganismll v 1 g zkouSené¢ho vzorku. Z vhodného fedéni byly naockovany pipetou
po 100 ul soubézné tii petriho misky. Inokulum bylo rovnomérné rozetfeno sterilni
hokejkou a plotny umistény do termostatu. Plotny byly kultivovany aerobné pfi teploté 37°C
po dobu 24 hodin. Po ur¢ené dob¢ inkubace byly spocitdny vyrostlé¢ kolonie a piepocitany
na 1l g vzorku.

Jako kultivac¢ni ptda byl pouzit Standard Plate Count Agar (Hi-Media Laboratories
Ltd., Expirace 2009/02 ). Standard Plate Count Agar je nejuZivangj$i pidou v diagnostice.
Tato zivna pida neobsahuje zadné inhibitory ani indikatory a pouziva se predevSim pro
zjistovani celkového poctu mikroorganismi v mléku, vod¢, mase, masnych vyrobcich

a dal$ich potravinaiskych produktech.

3.4.3 STANOVENI POCTU KOLIFORMNICH BAKTERI{

Pii stanoveni se postupovalo podle normy CSN ISO 4832:1995 (56 0085).

Postup byl shodny s postupem uvedenym v kapitole 3.5.1. Inkubace probihala pfi
teploté 37 °C po dobu 24 hodin.

Jakozto selektivni diagnosticka ptida byl puzit Endo Agar (Hi-Media Laboratorie Ltd.,
Expirace 2007/12 ) — pro detekci a rozliSeni laktosa-pozitivnich a laktosa-negativnich
koliformnich bakterii. Endova ptda je v Evropé¢ druhou nejuzivanéjsi ptidou v diagnostice.
Je riZzové barvy, na svétle vSak rychle méni barvu do tmavée Cervené, ¢imz se diagnosticky
znehodnoti. Obsahuje laktozu a cervené barvivo fuchsin pro inhibici grampozitivnich
bakterii. Fuchsin je odbarven sifi¢itanem a funguje tak jako Schiffovo reagens pro prikaz

aldehydt, které vznikaji pii §tépeni laktozy. Stépi-li bakterie laktozu, tvofi tmavodervené
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kolonie n¢kdy skovovym leskem Nestépi-li, zlstavaji kolonie svétlé s nezménénym

odstinem ptdy. Grampozitivni bakterie na této pude obvykle nerostou.

3.44 STANOVENI POCTU KVASINEK A PLiSNI

Pfi stanoveni se postupovalo podle normy CSN ISO 7954:1994 (56 0087).

Postup byl shodny jako v kapitole 3.5.1. Inkubace probihla v termostatu pii teploté
25°C po dobu péti dni.

Jako kultiva¢ni ptida byl pouzit Chloramphenicol Yeast Glucose Agar (vyrobce:
Hi-Media Laboratories Ltd., Expirace 2007/02). Chloramphenicol Yeast Glucose Agar
je agar urCeny pro kultivaci kvasinek a plisni v potravinaiskych vyrobcich. Riist mikromycet
je umoznén obsahem glukozy jakozto zdroje uhliku. Dale obsahuje chloramfenikol
a termostabilni antibiotikum inhibujici rist kontaminujici bakterialni flory. Kvasinky tvoii
po 2 - 7 dnech kultivace kolonie, jejichz morfologie je zavisla na pouzité kultivacni teploté.

Kolonie vlaknitych mikromycet se vytvareji pomaleji (5-25 dni).

3.4.5 VYJADRENI VYSLEDKU

K hodnoceni byly vybrany petriho misky s nejvhodnéjsim tfedénim (30 — 300 kolonii
na misce) a spocitany pocty kolonii na vSech miskach tohoto fedéni. Z opakovani byl
vypocten aritmeticky primér. Vysledné pocty mikroorganismi byly vyjadieny v CFU/g
kaze, resp. log CFU/g kiiZe.

3.5 STATISTICKE VYHODNOCENI MIKROBIOLOGICKYCH ROZBORU

Vysledky mikrobiologické analyzy byly vyhodnoceny za pouziti programu
STATVYD verze 2.0 beta.

Pro srovnani trovni zjisténych hodnot mikroorganismi mezi kontrolnim vzorkem
a vzorkem obsahujicim pifidavek aditiv byl pouzit dvouvybérovy Wilcoxoniv test.
Wilcoxonliv test patii k nejsiln€j§im neparametrickym testim. Zpravidla se jej vyuziva
jakozto testu, ktery ovétuje, zda dva nezdvislé ndhodné vybéry pochazeji z téhoz zakladniho
souboru se spojitou distribucni funkeci. Proto je test ¢asto formulovan jako ovéfeni shody
urovné zkoumaného znaku ve dvou souborech, z nichz byly tyto nezdvislé vybéry potizeny
[44; 42].

Pro srovnani zjisténych hodnot mikroorganismii v pritbé¢hu chladirenského skladovani

u jednotlivych testovanych skupin byl pouzit Kruskall-Wallistv test. Kruskall-Wallistv test
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slouzi k ovéteni shody urovné spojitého sledovaného znaku v k nezavislych vybérech
v ptipadé, kdy neni mozné pouzit analyzu rozptylu jednoduchého tiidéni. Test se pouziva
zejména v pripadé vybéra, které nemaji normované normalni rozd€leni [43].

Vsechny testy byly provedeny na 5% hladiné vyznamnosti (tj. s 95% spolehlivosti),
coZ znamend, ze maximalni pravdépodobnost chyby prvniho druhu (zamitnuti spravné

hypotézy) je 5%.

3.6 CHEMICKA ANALYZA

3.6.1 MERENI pH

POUZITY PRISTROJ - TECHNICKA DATA
pH-metr: GRYF 209 S - vpichovy, digitalni pH-metr
Vyrobce: GRYF HB spol. s.r.o. - Havlickiv Brod
Rozsah méfeni pH: 0 — 14 pH

Presnost méteni pH: £0,01 pH *1dig

Soucasné s mikrobiologickymi rozbory bylo méfeno pH kiize chlazené driibeze. Pred
samotnym meéfenim byl pH-metr zkalibrovan. Hodnota pH kiZe byla méfena vzdy pred
odebranim zkuSebniho vzorku k mikrobiologické analyze. Hodnota pH byla zjiStovana
vpichovym pH-metrem na povrchu kize chlazené dritbeze. Kiize byla sterilnimi ntizkami
nastiithnuta na predpokladanych mistech métfeni. Elektroda byla ke kuzi pfilozena tak, aby
byl zajistén dotyk frity a povrchu kize. Po ustileni byla odectena z displeje hodnota
naméiené¢ho pH. U kazdého zkuSebniho vzorku bylo provedeno pét méfeni pH na riiznych

mistech, vypocitan aritmeticky primér a smérodatna odchylka vybéru.

3.7 BAKTERIALNI IDENTIFIKACE

Ukolem identifikace bakterialni kultury je stanoveni piislusnosti studovaného kmene
k urc¢ité taxonomické skupin€. SouCasné taxonomické schéma, které pouziva nejnovéjsi
poznatky, je Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. Pii identifikaci se sleduje né¢kolik

skupin vlastnosti: morfologické, fyziologické a biochemické.

3.7.1 POUZITE BIOCHEMICKE IDENTIFIKACNI TESTY BAKTERI{

Vybér biochemickych testl zavisel na zafazeni sledovaného kmene do urcité skupiny,

na zékladé¢ morfologickych a fyziologickych vlastnosti. U vSech kmena byly provedeny
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zvolené biochemické testy ( KOH test, Voges - Proskauertv test a dale testy pro dikaz
produkce kataldzy, oxidazy a P—galaktozidazy ). Tyto testy byly u vybranych kment
doplnény vhodnymi mikrotesty ( ENTEROtest, NEFERMtest, STAPHYtest ).

3.7.2 POSTUP A PRINCIP JEDNOTLIVYCH BIOCHEMICKYCH TESTU

Barveni podle Grama

Barveni podle Grama bylo provedeno standardnim zpisobem uvedenym
v laboratornim manudlu Laboratorni civiceni z mikrobiologie [16]. Toto barveni je jednim
barveni fixovaného preparatu a nasledné moteni bunck roztokem jodu, ¢imz vznikd komplex
barvivo-jod-bunééné slozky. Tento komplex Ize z bun¢k nékterych druhi mikroorganismu
vyplavit ethanolem nebo acetonem. PfisluSné druhy jsou oznacovany jako gramnegativni
(G-), jejich bunééné stény jsou pro mikroskopickd pozorovani dobarvovany
karbolfuchsinem. Pokud si buiikky ponechévaji zbarveni i po plisobeni téchto rozpoustédel,
jsou oznacovany jako grampozitivni (G+). Podstata grampozitivity neni dodnes uspokojivé
vysvétlena. Pravdépodobné se zde uplatiiuje odlisné chemické sloZeni bunécné stény G+ a

G- bakterii a jeji intaktnost.

KOH test

Gramovu reakci lze zjistit také pomoci testu s KOH. Tento test je zaloZzen na odliSném
chemickém slozeni bunééné stény grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. Silna
peptidoglykanova vrstva bunétné stény grampozitivnich bakterii je vaci t¢inku louhu
odolna a proto se nevytvafi tdhnouci se viskdzni hmota charakteristickd pro gramnegativni
bakterie [32].

Test byl proveden sklickovou metodou. Na podlozni sklo byl nakapnut 2% roztok
KOH a do n¢j za pomoci klicky rozetiena ¢ast bakterialni kolonie. Pfi pomalém odtahovani
klicky smérem vzhiru bylo sledovano, zda se vytvaii viskézni hmota tdhnouci se ve formé

nitky.

Diikaz produkce oxidazy

OXItest je individudlni test pro detekci cytochromoxidazy. Pritomnost
cytochromoxidazy je detekovana barevnou reakci N,N-dimethyl-1,4-fenylendiaminu
s a-naftolem za vzniku indofenolové modii. Test se pouziva k diferenciaci druhli a rodu

Pseudomonas, Alcaligenes a Flavobacterium [16].
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Test dikazu produkce oxidazy byl proveden za pomoci diagnostickych prouzkt
OXItest vyrobenych a dodavanych firmou PLIVA-Lachema Diagnostika s.r.o. Ockovaci
klickou byla odebrana izolovand kolonie testovaného kmene a vetiena do impregnované
zony prouzku. Barevnd reakce byla odectena do jedné minuty. Pfi pozitivni reakci byla

vysledna barva impregnované zony modra.

Diikaz produkce katalazy

Dtkaz produkce katalazy je zalozen na faktu, ze pifi nékterych biochemickych
procesech vznika toxicky peroxid vodiku. Né&které bakterie maji schopnost produkovat
enzym kataldzu, ktery rozkladd H,O, na vodu a molekularni kyslik. Anaerobni bakterie
vétSinou tento enzym netvori [16].

Test byl proveden sklickovou metodou. Na podlozni sklicko byl nakapnut 3% peroxid
vodiku a do kapky klickou rozetfena testovand 24 hodinova kultura. Nasledné bylo

sledovéano zda se bezprostfedné po ptidani kultury uvoliiuji bublinky O,.

Diikaz produkce p—galaktozidazy

Testem je zjiStovana produkce enzymu 3 —galaktosidazy. Tvorba enzymu se detekuje
na syntetickém substratu o-nitrofenylgalaktosidu, ktery ptsobenim enzymové hydrolyzy
uvolnuje zluté zbarveny nitrofenol [32] [16].

K provedeni testu bylo pouzito diagnostickych prouzkii ONPtest firmy PLIVA-
Lachema Diagnostika s.r.o. Prouzek byl vlozen do suspenze testovaného kmene
ve fyziologickém roztoku a inkuboval se v termostatu. Pozitivni reakce byla detekovana

zlutym zbarvenim.

Voges - Proskaueriv test

Tato reakce nazvand podle svych objevitelti je urcena pro detekci produkce acetoinu
(diacetylu), meziproduktu rozkladu glukézy. Prikaz se provadi pomoci o—naftolu a KOH
(ptipadné pomoci detekénich prouzka). Pozitivni reakce se projevi jako zCervenani asi
do 20 minut. Reakce je typické pro rod Enterobacter [32].

Test byl proveden za pomoci detekénich prouzkid firmy PLIVA-Lachema Diagnostika
s.r.0. Prouzek VPtestu byl vloZzen do suspenze testovaného kmene ve fyziologickém roztoku
a inkubovan v termostatu. Po uplynuti inkubacni doby se k suspenzi s prouzkem ptikaplo
¢inidlo pro VPT I a ¢inidlo pro VPT II. V pfipadé tvorby acetoinu se objevilo cervené

zbarveni.
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Identifikace gramnegativnich stievnich ty¢ek pomoci TSI

Triple Sugar Iron (TSI) Agar je médium pouzivané pro identifikaci gramnegativnich
sttevnich ty¢ek. Médium obsahuje zejména tii cukry (glukozu, laktézu a sachardzu), siran
zeleznaty a pH indikator (fenolovou Cerven). Vysledna barevna reakce zavisi na schopnosti
bakterii zkvaSovat jednotlivé cukry a dale na tvorbé CO, a H,S [89].

Test byl proveden zkumavkoveé. Zkumavky s Sikmym agarem byly naockovany
testovanou kulturou. Inkubace probihala po dobu 24 hodin pfi teploté¢ 37 °C. Poté byla

vyhodnocena barevna reakce.

Obr. 5. Fotografie znazornuje vysledné barevné zmeny na mé-

diu Triple Sugar Iron Agar které mohou byt viditelné pri iden-
tifikaci gram-negativnich strevnich tycek 372 ID

EN
TIFIKACE POMOCI STANDARDIZOVANYCH TESTOVACICH SYSTEMU

Identifikace gramnegativnich fermentujicich tycek

Souprava ENTEROtest 24 je urcena pro definitivni identifikaci bakterii z celedi
Enterobacteriaceae a Vibrionaceae izolovanych na Endové ¢i Levinove agaru. Pro odliSeni
kment celedi Vibrionaceae (rody Vibrio, Aeromonas, Plesiomonas) se provadi oxidazovy
test. Souprava umoziuje provedeni 24 biochemickych testti: IND (Indol), H,S (Sirovodik),
LYS (Lysin), ORN (Ornithin), URE (Ureaza), ARG (Arginin), SCI (Simmons citrat), MAL
(Malonat), PHE (Fenylalanin), ONP (B-Galaktosiddaza), INO (Inositol), ADO (Adonitol),
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CEL (Cellobidza), SUC (Sacharoza), TRE (Trehal6za), MAN (Mannitol), VPT (Acetoin),
ESL (Eskulin), SOR (Sorbitol), RHA (Rhamnoéza), MLB (Melibi6za), RAF (Raffindza),
DUL (Dulcitol) a GLU (Glukoza).

Identifikace gramnegativnich nefermentujicich bakterii

Souprava NEFERMtest 24 je wurCenda pro identifikaci gramnegativnich
nefermentujicich bakterii, izolovanych at’ uz z klinického materialu, z vody nebo z potravin.
Pomoci soupravy lze téz provést identifikaci nejbéznéjSich zastupcii oxidaza pozitivnich
fermentujicich gramnegativnich tycek. Souprava obsahuje 24 biochemickych testd: IND
(Indol), ARG (Arginin), URE (Ureaza), LYS (Lysin), GLU (Gluko6za), FRU (Fruktoza),
INO (Inositol), SUC (Sacharéza), PHS (Fosfatdza), bGA ((B-Galaktosidaza), bGL (j-
Glukosidaza), NAG (N-Acetyl-B-Glukosaminiddza), MAN (Mannitol), XYL (Xyloza), CEL
(Cellobidza), GAL (Galaktéza), NOs (Nitraty), NO, (Nitrity), ESL (Eskulin), GGT (y-
Glutamyl transferaza), LAC (Laktéza), MLT (Maltoza), TRE (Trehaloza) a SCI (Simmons

citrat).

Identifikace zastupca rodu Staphylococcus

Souprava STAPHYtest 16 je souprava urCena pro identifikaci zastupct rodu
Staphylococcus. Souprava obsahuje 16 biochemickych testi: URE (Uredza), ARG
(Arginin), ORN (Ornitin), GAL (B-Galaktosidaza), GLR ((B-Glukuronidaza), ESL
(Eskulin), NIT (Nitraty) PHS (Fosfataza), GAL (Galaktéza), SUC (Sacharéza), TRE
(Trehaloza), MAN (Mannitol), XYL (Xyloza), MLT (Malt6za), MNS (Manno6za) a LAC
(Laktoza).
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3.7.3 VYHODNOCENI BIOCHEMICKYCH TESTU

K vyhodnoceni vysledki biochemickych testi bylo kromé& diferenciacni tabulky,
indexu profilti a diagnostickych registrli, pouzito identifika¢niho programu TNW-Lite, ktery
dodéava firma Lachema. Tento program vyuziva metody numerické identifikace. Obsahuje
identifikacni matice pro diferenciaci: enterobakterii; aeromondd a vibrii; stafylokokt
a mikrokokl; enterokokli a streptokokll; gramnegativnich nefermentujicich tycek;
anaerobnich bakterii a koryneformnich bakterii. Vyhodou identifikacniho programu
TNW-Lite je nejen rychlost a spolehlivost identifikace ale zejména standardnost interpretace

dosazenych vysledk.
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4 VYSLEDKY

V experimentalni ¢asti byl zkouman vliv pfidavku kyseliny citronové a kyseliny
mlécné na prodlouzeni drznosti chlazené dritbeze. Veskeré experimenty byly provedeny ve
dvou fazich. V prvni fazi pokust bylo aplikovano 1542 ml roztoku kyseliny. Ve druhé fazi
pokusi bylo celkové aplikované mnozstvi roztoku navySeno o 5 ml, tedy na vysledné
mnozstvi 20£2 ml roztoku kyseliny. Namétené vysledky jsou uvedeny ve formé tabulek
a grafli a diskutovany v nésledujici kapitole. V pfislusnych grafech je kazda indikéatorova
skupina odliSena jinou barvou (aerobni mezofilni mikroorganismy — modra, koliformni
bakterie — Cervend, kvasinky a plisné¢ — zelend). Se zvySujici se koncentraci aplikovaného

roztoku je intenzivnéjsi odstin ptislusné barvy.

4.1 VUCINEK KYSELINY CITRONOVE

4.1.1 UCINEK KYSELINY CITRONOVE (aplikované mnozstvi 15+2 ml)

Vliv jednotlivych koncentraci kyseliny citronové, pfi aplikovaném mnozstvi 15+2 ml,
na udrznost chlazenych kuftat je zachycen v tabulkach (7ab. 10, Tab. 11, Tab. 12). Z téchto
hodnot byl vypocitdn ubytek mikroorganismii (v log CFU/g kiZe) u jednotlivych
testovanych skupin oproti kontrolnim vzorktim, ktery byl vynesen do grafii podle
indikéatorovych skupin (viz. Obr. 6, Obr. 7, Obr. 8).

Tabulka (Tab. 10) shrnuje celkové pocty aerobnich mezofilnich mikroorganismu,
které byly vykultivovany z povrchu chlazené driibeze u jednotlivych testovanych skupin
(aplikace 2, 4, 6, 8, a 10hm.% kyseliny citronové) a soucasn¢ u kontrolnich vzork.

Roztok 2hm.% kyseliny citronové mé nejmensi vliv na ubytek aerobnich mezofilnich
mikroorganismt. Béhem celé doby skladovani nedosahuje ani desetinasobku redukce poctu
mezofilnich mikroorganismii ve srovnani s kontrolou. Nejsiln€j$i antimikrobialni u¢inek ma
10hm.% roztok kyseliny. Maxima dosahuje po 24 hodinach chladirenského skladovani, kde

je redukce poc¢tu mezofilnich mikoorganisma oproti kontrole témét tisicendsobna (viz. Obr.

6).
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Tab. 10. Celkové pocty aerobnich mezofilnich mikroorganizmii vyjadiené jako log CFU/g

kiize v pritbehu 72 hodin skladovani (aplikace 15+2 ml kyseliny citronové)

log CFU/g kuiZe
Roztok Kyseliny citronové [hm.%] | Kontroly k testovanym skupinam
2 4 6 8 10 K2 K4 K6 K8 | K10
4,21 | 4,18 | 3,90 | 3,63 | 3,44 | 4,41 | 453 | 432 | 426 | 4,20
4,88 | 498 | 4,08 | 3,65 | 3,73 | 5,34 | 552 | 531 | 522 | 5,29
6,04 | 575 | 5,87 | 5,15 | 5,16 | 6,42 | 6,21 | 6,70 | 6,23 | 6,68
7,18 | 6,90 | 6,92 | 6,57 | 6,46 | 7,45 | 737 | 7,63 | 7,47 | 7,50
3,00
2,50
2,00 O vzorek 2%
%‘“ O vzorek 4%
S 1,50 O vzorek 6%
& B vzorek 8%
- B vzorek 10%
1,00
0,50 ’_‘,
0,00 T
0 24 48 72
Doba skladovani [hodiny]

Obr. 6. Zavislost ubytku aerobnich mezofilnich mikroorganismii na dobé skladovani -

plisobeni péti koncentraci kyseliny citronove (aplikované mnoZstvi 15+2 ml)

Tabulka (7ab. 11) uvadi vliv ptidavku kyseliny citronové na pocty koliformnich

bakterii na povrchu kutat béhem chladirenského skladovéni. Z obrazku (Obr. 7) je ziejmé,

ze antibakterialni u¢inek kyseliny citronové viici koliformnim bakteriim je srovnatelny nebo

vys$i, nez umezofilnich bakterii. Kyselina citronovd méla vyrazny vliv na ubytek

nejnizsi ucinek. Vyznamny je vliv 8 a 10hm.% roztoku kyseliny, ktery se po celou dobu

skladovani pohybuje v rozmezi 1,0 az 2,0 log redukce.
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Tab. 11. Celkoveé pocty koliformnich bakterii vyjadrené jako log CFU/g kiize v pribéhu 72
hodin skladovani (aplikace 15+2 ml kyseliny citronové)

log CFU/g kuze

ol | Roztok kyseliny citronové [hm.%] | Kontroly k testovanym skupinam
2 4 6 8 10 K2 K4 Ké K8 | K10

3,32 | 3,11 | 2,69 | 2,50 | 2,12 | 3,64 | 3,46 | 3,57 | 3,77 | 3,66

4,72 | 3,88 | 3,36 | 3,02 | 2,87 | 5,04 | 4,61 | 4,60 | 4,57 | 4,64

6,23 | 5,59 | 5,76 | 5,20 | 4,74 | 6,39 | 6,10 | 6,52 | 6,61 | 6,52

7,49 | 6,87 | 6,78 | 6,54 | 6,04 | 7,62 | 7,25 | 7,66 | 7,61 | 7,67

2,00

1,50
o O vzorek 2%
E O vzorek 4%
o 1,00
=0 @ vzorek 6%
< @ vzorek 8%

W vzorek 10%
0,50 ]
0,00 |_

0 24 48 72

Doba skladovani [hodiny]

Obr. 7. Zavislost ubytku koliformnich bakterii na dobé skladovani - piisobeni péti

koncentraci kyseliny citronové (aplikované mnozZstvi 15+2 ml)

Tabulka (7ab. 12) uvadi vliv kyseliny citronové na pocty kvasinek a plisni v pribéhu
chladirenského skladovani. Antimikrobialni efekt kyseliny citronové na kvasinky a plisné
se po celou dobu chladirenského skladovani pohybuje pod hranici 1,5 log redukce
celkového poctu. V ptipadé 2 a 4hm.% roztoku kyseliny nedosahuje témét ani 0,5 log

redukce ve srovnani s kontrolou (viz. Obr. §).
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Tab. 12. Celkove pocty kvasinek a plisni vyjadrené jako log CFU/g kiize v pritbéhu 72 hodin

skladovani (aplikace 15+2 ml kyseliny citronové)

log CFU/g kuze
Roztok Kkyseliny citronové [hm.%] | Kontroly k testovanym skupinam
2 4 6 8 10 K2 K4 K6 K8 | K10
3,18 | 2,63 | 2,33 | 2,07 | 1,96 | 3,59 | 3,23 | 3,37 | 3,29 | 3,46
4,69 | 4,16 | 434 | 3,85 | 3,59 | 498 | 4,75 | 4,86 | 497 | 495
6,15 | 5,75 | 6,01 | 550 | 5,14 | 6,23 | 6,16 | 6,55 | 6,33 | 6,21
734 | 7,26 | 7,21 | 6,70 | 6,09 | 7,42 | 7,50 | 7,48 | 7,39 | 7,06
2,00
1,50
O vzorek 2%
%" O vzorek 4%
S 1,00 | B vzorek 6%
& B vzorek 8%
B vzorek 10%
0,50
0,00
0 24 48 72
Doba skladovani [hodiny]

Obr. 8. Zavislost ubytku kvasinek a plisni na dobé skladovani - piisobeni péti koncentraci

kyseliny citronové (aplikované mnozstvi 15+2 ml)

4.1.2 UCINEK KYSELINY CITRONOVE (aplikované mnozstvi 20+2 ml)

Ve druhé fazi pokusti bylo navySeno mnozstvi aplikovaného roztoku kyseliny o 5 ml,

tedy na celkové mnozstvi 20+2 ml. Vysledkem bylo signifikantni zvySeni ucinnosti kyseliny

citronové. Zejména viuci mezofilnim mikroorgasnismim a koliformnim bakteriim (viz. Obr.

9 a Obr. 10). Redukce poctu mezofilnich mikroorganismii se v priméru zvysila o 0,5 log,
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ve srovnani s prvni fazi pokusi (viz. Tab. 13 a Obr. 28). Ptidavek kyseliny citronové se

vyrazn¢ projevil na snizeni poctu koliformnich bakterii (viz. Tab. 14 a Obr. 29).

Nejvyraznéjsi byl vliv 10hm.% kyseliny kde redukce, v prvnim dni skladovéani, doséhla

témét dvojnasobku oproti vysledkim z prvni faze pokusii. Vyznamny byl také inhibi¢ni

ucinek 6 a 8hm.% kyseliny na koliformni bakterie. Celkové pocty kvasinek a plisni nebyly

ucinkem vétStho mnozstvi kyseliny citronové statisticky vyznamné ovlivnény (viz. Tab. 15,

Obr. 11 a Obr. 30).

Tab. 13. Celkové pocty aerobnich mezofilnich mikroorganizmii vyjadrené jako log CFU/g

kiize v pritbehu 72 hodin skladovani (aplikace 20+2 ml kyseliny citronové)

Doba skladovani [hodiny]

log CFU/g kuZe
Roztok kyseliny citronové , . s
(hm.%] Kontroly k testovanym skupinam
2 4 6 8 10 K2 K4 K6 K8 | K10
394 | 3,44 | 3,09 | 3,14 | 2,97 | 4,60 | 4,55 | 4,37 | 4,79 | 4,58
4,59 | 425| 4,04 | 3,93 | 3,24 | 5,59 | 5,60 | 548 | 5,64 | 5,72
6,63 | 5,52 | 5,16 | 540 | 510 | 6,93 | 7,01 | 6,85 | 7,41 | 7,43
7,47 16,02 | 636 | 6,36 | 6,22 | 755 | 7,19 | 748 | 7,58 | 7,96
3,00
2,50
2,00 -
§J O vzorek 2%
L:D 1,50 7 | O vzorek 4%
K=l _ O vzorek 6%
1,00 @ vzorek 8%
B vzorek 10%
0,50 -
0,00 r —
0 24 48 72

Obr. 9. Zavislost ubytku aerobnich mezofilnich mikroorganismit na dobé skladovani -

puisobeni péti koncentraci kyseliny citronové (aplikované mnozstvi 20+2 ml)
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Tab. 14. Celkove pocty koliformnich bakterii vyjadrené jako log CFU/g kiize v pribéhu 72

hodin skladovani (aplikace 20+2 ml kyseliny citronoveé)

Doba log CFU/g kiize
w Roztok kyseliny citronové [hm.%] | Kontroly k testovanym skupinam
T T 4 [ 6] 8 ] 10 | K2 | K4 | K6 | K8 | KI0
0 234 | 1,70 | 1,68 | 1,69 | 0,00 3,87 | 3,84 | 3,90 | 429 | 3,86
24 4,24 | 3,31 | 3,31 | 3,16 | 2,45 5,58 | 5,18 | 5,12 | 5,86 | 5,54
48 6,10 | 547 | 5,17 | 5,22 | 4,83 6,72 | 6,77 | 6,72 | 6,94 | 6,98
7,11 | 6,28 | 6,61 | 6,62 | 6,52 7,39 | 7,51 | 7,80 | 7,82 | 8,15
4,50
4,00
3,50
3,00
ou O vzorek 2%
E 2,50 O vzorek 4%
Lco)n 2’00 @ vzorek 6%
2 @ vzorek 8%
1,50 ] M vzorek 10%
1,00 -
0,50 - ]
0,00
0 24 48 7
Doba skladovani [hodiny]

Obr. 10. Zavislosti ubytku koliformnich bakterii na dobé skladovani - piisobeni peti

koncentraci kyseliny citronové(aplikované mnozstvi 20+2 ml)
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Tab. 15. Celkové pocty kvasinek a plisni vyjadrené jako log CFU/g kiiZe v pritbehu 72
hodin skladovani (aplikace 20+2 ml kyseliny citronové)

log CFU/g kuize

'L | Roztok kyseliny citronové [hm.%] | Kontroly k testovanym skupinam
2 4 6 8 10 K2 K4 K6 | K8 | K10

3,35 | 2,88 | 2,89 | 3,28 | 3,17 | 3,85 | 4,00 | 3,93 | 4,23 | 3,92

4,37 | 429 | 428 | 4,52 | 441 | 4,79 | 522 | 5,12 | 5,57 | 5,41

6,43 | 524 | 546 | 595 | 590 [ 6,55 | 6,15 | 6,31 | 6,52 | 6,43

7,27 | 6,54 | 6,77 | 7,32 | 7,15 | 7,25 | 7,00 | 7,36 | 7,53 | 7,43

1,50

1,00 -
lu
E O vzorek 2%
(5)0 0O vzorek 4%
= M@ vzorek 6%

0,50 B vzorek 8%

W vzorek 10%
0,00
0 24 48 72
Doba skladovani [hodiny]

Obr. 11. Zavislost ubytku kvasinek a plisni na dobe skladovani - piisobeni péti koncentraci

kyseliny citronové (aplikované mnozstvi 20+2 ml)

4.2 SLEDOVANI VLIVU SMESI ORGANICKYCH KYSELIN - PILOTNI POKUS

42.1 SLEDOVANI VLIVU SMESi ORGANICKYCH KYSELIN

(aplikované mnozstvi 15+2 ml)

Vliv pfidavku smési organickych kyselin na celkové pocty aerobnich mezofilnich

mikroorganismti uvadi tabulka (7ab. 16). Nejvyraznéjsi redukce poctu mezofilnich
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mikroorganisml je viditelna u 10hm.% roztoku kyseliny citronové ve smési s kyselinou
mlécnou (viz. Obr. 12). Redukce poctu mezofilnich mikroorganismi se u 6 a 8hm.%
roztoku kyseliny citronové ve smési udrzuje téméf po celou dobu skladovani na

desetinasobku. U ostatnich koncentraci se redukce pohybuje pod 0,5 log.

Tab. 16. Celkové pocty aerobnich mezofilnich mikroorganizmii vyjadrené jako log CFU/g
kiize v pribéhu 72 hodin skladovani (aplikace 15+2 ml smési organickych kyselin)

log CFU/g kiize
Smés kyseliny citronové [hm.%]
a 10bj.% kyseliny mlé¢né

2 4 6 8 10 K2 | K4 | K6 | K8 | K10
4,15 4,28 4,08 4,04 3,96 449 | 464 | 4,51 | 4,49 4,54
4,84 4,97 4,04 4,62 4,04 5,38 549 | 5,04 | 5,69 5,58
6,23 5,80 5,53 6,76 5,86 6,57 6,15 | 6,57 | 7,57 7,34
7,18 7,18 6,18 7,08 6,59 728 | 752 | 7,00 | 7,97 | 7,84

Kontroly k testovanym skupinam

2,00
1,50
O vzorek 2%
571,00 0 vzorek 4%
6 O vzorek 6%
g B vzorek 8%
o,
0.50 M vzorek 10%
0,00 - ‘ ‘

0 24 48 72

Doba skladovani [hodiny]

Obr. 12. Zavislost ubytku aerobnich mezofilnich mikroorganismii na dobé skladovani -
pusobeni péti koncentraci smési organickych kyselin (aplikované mnozstvi 15+2 ml)
Celkové pocty koliformnich bakterii po aplikaci smési organickych kyselin uvadi

tabulka (7ab. 17). Vyrazny inhibi¢ni u¢inek na koliformni bakterie maji 6, 8 a 10hm.%
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roztok kyseliny citronové ve smési s kyselinou mlécnou. Jejich redukce se béhem prvniho
a druhého dne skladovani pohybuje v rozmezi 1,0 az 2,5 log (viz. Obr. 13). Inhibi¢ni Gi¢inek
roztoku 2 a 4hm.% kyseliny citronové ve smési nedosahuje ani desetinasobku redukce ve

srovnani s kontrolnimi vzorky.

Tab. 17. Celkové pocty koliformnich bakterii vyjadrené jako log CFU/g kiiZze v priitbéhu 72
hodin skladovani (aplikace 15+2 ml smési organickych kyselin)

Doba log CFU/g kiize
K Smés kys'eliny citr?nové [l:m%] Kontroly k .tes,tovanym
i [hodiny] a 10bj.% kyseliny mlécné skupinam
2 4 6 8 10 K2 K4 Ké6 | K8 | K10
0 3,46 3,59 1,69 2,26 200 | 426 | 446 | 3,18 | 3,81 | 4,23
24 4,88 4,72 3,94 4,34 3,76 | 556 | 536 | 526 | 552 | 5,75
48 6,65 6,20 5,62 5,93 536 | 7,15 | 6,60 | 6,48 | 7,30 | 6,84
72 7,11 7,20 6,87 6,96 6,57 | 749 | 7,32 | 762 | 790 | 7,78
2,50
2,00
o 150 O vzorek 2%
E O vzorek 4%
Lc)n O vzorek 6%
Q
= 1,00 [ vzorek 8%
B vzorek 10%
0,50 - |
0,00 T
0 24 48 72
Doba skladovani [hodiny]

Obr. 13. Zavislost ubytku koliformnich bakterii na dobé skladovani - puisobenti péti

koncentraci smési organickych kyselin (aplikované mnozstvi 15+2 ml)
Vliv smési organickych kyselin na kvasinky a plisné dosahuje maximalné

desetinasobné redukce. Niz$i koncentrace smési kyselin se pohybuji témét po celou dobu

skladovani okolo 0,5 log redukce (viz. Tab. 18 a Obr. 14).
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Tab. 18. Celkove pocty kvasinek a plisni vyjadrené jako log CFU/g kiize v pritbéhu 72 hodin
skladovani (aplikace 15+2 ml smési organickych kyselin)

Doba ‘ log CFU/g kuze
skladovén Smés kys.e})iny citr?nové [lzm%] Kontroly k .tes’tovanym
i [hodiny] a 10bj.% kyseliny mlé¢né skupinam
2 4 6 8 10 K2 | K4 | K6 | K8 | K10
0 3,61 3,64 3,30 3,53 315 | 438 | 446 | 443 | 469 | 440
24 4,36 4,90 4,84 4,48 4,41 4,86 | 534 | 556 | 5,59 5,58
48 6,32 6,41 6,77 6,89 6,57 | 6,88 | 7,08 | 745 | 7,80 | 7,62
72 7,32 7,08 6,00 7,45 704 | 753 | 7,36 | 6,41 | 7,87 | 7,76

1,50

1,00 -
S
?) O vzorek 2%
- O vzorek 4%
2 | vzorek 6%

0,50 - W vzorek 8%

0,00

0 24 48 72
Doba skladovani [hodiny]

Obr. 14. Zavislost ubytku kvasinek a plisni na dobé skladovani - piisobeni péti koncentraci

smesi organickych kyselin (aplikované mnozstvi 15+2 ml)

422 SLEDOVANI VLIVU SMESI ORGANICKYCH KYSELIN

(aplikované mnozstvi 20+2 ml)

V nasledujicim pokusu, ktery navazuje na sledovani vlivu organickych kyselin (tedy
smési kyseliny citronové a mlécné), bylo opét pii oSetfeni chlazené drubeze aplikovéano

celkové mnozstvi 20+£2 ml roztoku smési.
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Tabulka (7ab. 19) uvadi celkové pocty aerobnich mezofilnich mikroorganismt
v pribéhu chladirenského skladovani. Redukce poctu mezofilnich mikroorganismi oproti
kontrole dosdhla u 8 a 10hm.% roztoku kyseliny citronové ve smési s kyselinou mlécnou
2,0 log (viz. Obr. 15, Obr. 31 a Obr. 32). V ptipadé 2 a 4hm.% roztoku kyseliny citronové
ve smesi  bylo dosazeno maximalné¢ desetindsobné redukce poctu mezofilnich

mikroorganisma.

Tab. 19. Celkové pocty aerobnich mezofilnich mikroorganizmii vyjadrené jako log CFU/g
kiize v priitbehu 72 hodin skladovani (aplikace 20+2 ml smési organickych kyselin)

log CFU/g kiizZe
Smés Kkyseliny citronové [hm.%] Kontroly k testovanym
a 1obj.% Kkyseliny mlé¢né skupinam

2 4 6 8 10 K2 K4 Ké K8 | K10
4,00 | 3,81 299 | 3,04 | 289 | 420 | 449 | 430 | 4,34 | 4,30
445 | 386 | 3,72 | 346 | 3,72 | 500 | 488 | 497 | 538 | 564
5,41 520 | 532 | 458 | 470 | 6,08 | 6,23 | 6,46 | 6,49 | 6,23
6,89 | 6,61 6,70 | 558 | 540 | 704 | 726 | 761 | 6,74 | 6,68

2,00
1,50
20
=)
L(S 1,00 | — O vzorek 2%
&0 O vzorek 4%
] ] O vzorek 6%
_ B vzorek 8%
0,50
W vzorek 10%
0,00 ’( I_

0 24 48 72

Doba skladovani [hodiny]

Obr. 15. Zavislost ubytku aerobnich mezofilnich mikroorganismit na dobé skladovani —

plisobeni péti koncentraci smési organickych kyselin (aplikované mnozstvi 20+2 ml)
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Roztok 10hm.% kyseliny citronové ve smési méa nejvyznamnéjsi antibakteridlni vliv
na koliformni bakterie. Redukce poctu koliformnich bakterii se u ostatnich koncentraci
smesi organickych kyselin pohybuje mezi 0,5 az 2,0 log. Podrobnéjsi informace udéava
tabulka (7ab. 20), a grafické znazornéni redukce poctu mikroorganismii vici kontrole

obrazek (Obr. 16, Obr. 33 a Obr. 34).

Tab. 20. Celkové pocty koliformnich bakterii vyjadrené jako log CFU/g kiize v priubéhu 72
hodin skladovani (aplikace 20+2 ml smési organickych kyselin)

log CFU/g kuze
Smés kyseliny citronové [hm.%]
a 10bj.% kyseliny mlé¢né

2 4 6 8 10 K2 | K4 | K6 | K8 | K10

0 1,99 2,00 1,91 1,36 1,08 3,38 | 3,59 | 3,54 | 3,40 | 3,59
24 3,08 | 290 | 2,60 | 2,69 | 2,08 | 4,00 | 3,99 | 4,18 | 4,40 | 4,46
48 534 | 500 | 515 | 4,23 | 3,86 | 589 | 582 | 6,49 | 598 | 5,61
6,52 | 6,41 6,36 | 530 | 448 | 6,94 | 6,85 | 6,94 | 6,45 | 6,00

Doba
skladovan
i [hodiny]

Kontroly k testovanym skupinam

20
=)
6 O vzorek 2%
ED O vzorek 4%
— O vzorek 6%
@ vzorek 8%
W vzorek 10%

0 24 48 72
Doba skladovani [hodiny]

Obr. 16. Zavislost ubytku koliformnich bakterii na dobé skladovani - puisobeni péti
koncentraci smési organickych kyselin (aplikované mnozstvi 20+2 ml)
Antimikrobidlni efekt smési organickych kyselin na redukci poctii kvasinek a plisni

je podstatné men$i neZ u predchozich indikéatorovych skupin. Roztok 6, 8§ a 10hm.%
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kyseliny citronové ve smési s kyselinou mlé¢nou mé témét shodny vliv na celkové pocty
kvasinek a plisni. Redukce u téchto koncentraci byla po celou dobu skladovani vyrovnana
a pohybovala v rozpéti 0,5 az 1,0 log. Pfesné hodnoty poskytuje tabulka (7ab. 21) a grafické
znazornéni obrazky (Obr. 17, Obr. 35 a Obr. 36).

Tab. 21. Celkové pocty kvasinek a plisni vyjadiené jako log CFU/g kiize v prubéhu 72 hodin
skladovani (aplikace 20+2 ml smési organickych kyselin)

Doba log CFU/g kuze
SRR SIIES KYSCHnyClironove [hm.%] Kontroly k testovanym skupinam
i [hodiny] a 1obj.% Kkyseliny mlé¢né

2 4 6 8 10 K2 K4 K6 | K8 | K10

0 318 | 2,77 | 249 | 3,08 | 2,89 | 3,30 | 3,15 | 3,15 | 3,75 | 3,51

24 432 | 459 | 430 | 415 | 4,08 | 452 | 496 | 508 | 496 | 4,84
5562 | 546 | 536 | 532 | 536 | 592 | 6,18 | 6,28 | 6,20 | 6,20

695 | 6,76 | 6,69 | 667 | 620 | 732 | 718 | 7,26 | 7,36 | 6,93

1,00

O vzorek 2%
O vzorek 4%
@ vzorek 6%
B vzorek 8%
B vzorek 10%

log CFU/g
o
W
(=)

0,00 -
0 24 48 72

Doba skladovani [hodiny]

Obr. 17. Zavislost ubytku kvasinek a plisni na dobe skladovani - piisobeni péti koncentract

smesi organickych kyselin (aplikované mnozstvi 20+2 ml)
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43 VYVOJHODNOTY PH V ZAVISLOTI NA DRUHU KYSELINY, JEJi
KONCENTRACI A DOBE SKLADOVANI

43.1 VLIV KYSELINY CITRONOVE

Hodnoty pH byly méfeny po celou dobu chladirenského skladovani vzdy
s 24 hodinovym odstupem. Obecné lze fici, Ze bezprostiedné po osetfeni povrchu kyselinou
citronovou doslo ke snizeni pH (viz. Obr. 18 a Obr. 19), béhem chladirenského skladovani
se v§ak tento rozdil pozvolna snizoval. Snizeni pH zavisi pfimo tmérné na koncentraci
aplikovaného roztoku. Nejvyrazngjsi rozdil mezi hodnotou pH oSetfenych vzorkll a
kontrolou byl bezprostiedné po aplikaci roztoku kyseliny. Tehdy primérnd hodnota pH
neoSetienych vzorka dosahla hodnoty 6,23. Zatimco hodnoty pH oSetfenych vzorka se
pohybovaly az o dvé jednotky niZe a v ptipadé¢ aplikace 20+2 ml 10hm.% kyseliny citronové
bylo snizeni hodnoty pH jesté vyraznéjsi. Konkrétni hodnoty pH pro jednotliva aplikovana
mnozstvi jsou uvedeny v tabulkach (7ab. 22 a Tab. 23).
Tab. 22. Vliv pridavku kyseliny citronové na priitbéh hodnoty pH kiize kurat béhem

chladirenskeho skladovani ( aplikované mnozstvi 15+2 ml)

Pridavek kyseliny citronové Kontrola

2hm.% | 4hm.% | 6hm.% | 8hm.% | 10hm.% | PO

pH | o |pH| 6 ([pH| 6 |pH| o | pH o pH | ©

5,00 | 0,14 | 4,93 | 0,20 | 4,64 | 0,38 | 4,40 | 0,26 | 4,00 | 0,38 | 6,23 | 0,13
5,58 | 0,33 | 5,36 | 0,35 | 5,11 | 0,22 | 4,98 | 0,26 | 4,64 | 0,24 | 6,45 | 0,24
6,00 | 0,37 | 5,79 | 0,34 | 5,63 | 0,47 | 5,39 | 0,21 | 5,03 | 0,22 | 6,83 | 0,46
6,31 | 0,14 | 5,97 | 0,16 | 5,87 | 0,15 | 5,69 | 0,33 | 5,49 | 0,20 | 7,17 | 0,55
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Obr. 18. Vyvoj pH v zavislosti na koncentraci roztoku kyseliny citronové pouzité k osetieni

(aplikované mnozstvi 152 ml)

Tab. 23. Vliv pridavku kyseliny citronové (aplikované mnozstvi 20+2 ml) na priitbeh hodnoty

pH kiize kurat béhem chladirenského skladovani

Doba
skladovan
i hodiny

0
24
48
72




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

70

pH
8,00

7,00

6,00

5,00

4,00

vzorek 2%

vzorek 4%

vzorek 6%
—a— vzorek 8%
—&— vzorek 10%

—&— kontrola

[

2,00

24

48
Doba skladovani
[hodiny]

72

Obr. 19. Vyvoj pH v zavislosti na koncentraci roztoku kyseliny citronové pouzité k osetieni

(aplikované mnozstvi 20+2 ml)

432 VLIV SMESI ORGANICKYCH KYSELIN

Nejvétsi rozdil mezi hodnotou pH oSetfenych (aplikované mnozstvi 15+2 ml)

a kontrolnich vzorkii byl rovnéz béhem prvniho dne skladovani. Dale se v pribchu

chladirenského skladovani hodnota pH oSetfenych vzorkd postupné zvySuje az na Groven

shodnou s hodnotou neoSetfenych vzorkti. Piesné hodnoty pro jednotlivé koncentrace jsou

uvedeny v tabulce (Tab. 24), grafické znazornéni poskytuje obrazek (Obr. 20).

Tab. 24. Viiv smesi kyseliny citronové a mlécné ( aplikované mnozZstvi 15+2 ml) na pritbeh

hodnoty pH kiize kurat behem chladirenského skladovani

Roztoku kyseliny citronové [hm%] a 1obj.% Kkyseliny mlééné | kontrola
2hm.% | 4hm.% | 6hm.% | Shm.% | 10hm.% | (™m0
pH | 6o |pH| 6 ([pH| 6 | pH| o | pH o pH | ©
4,36 | 0,30 | 4,14 | 0,28 | 4,03 | 0,24 | 3,68 | 0,28 | 3,59 | 0,09 | 6,31 | 0,14
5,47 | 0,44 | 5,66 | 0,18 | 5,30 | 0,17 | 5,38 | 0,45 | 4,85 | 0,29 | 6,71 | 0,29
6,34 | 0,34 | 6,43 | 0,29 | 6,39 | 0,22 | 6,38 | 0,27 | 5,50 | 0,30 | 6,98 | 0,42
7,02 10,75 17,09 | 0,55 16,97 | 0,52 | 7,02 | 0,29 | 6,34 | 0,28 | 7,21 | 0,52
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Obr. 20. Vyvoj pH v zavislosti na koncentraci smési kyseliny citronové a mlécné pouzité

k oSetreni (aplikované mnozstvi 15+2 ml)

OSetfeni 20+2 ml roztoku smési organickych kyselin vedlo k podobnému priibéhu
vyvoje pH jako pfi aplikaci mensiho mnozstvi. Rozdil je zde vSak ve znatelném zpomaleni
nartistu hodnoty pH v priibéhu dal§iho skladovéani. U vSech oSetfenych vzorkl neptesdhlo

naméiené pH po 72 hodinach skladovani hranici 6,00 (viz. Tab. 25). Grafické znazornéni

uvadi obrazek (Obr. 21).

Tab. 25. Viiv smési kyseliny citronové a mlécné na priubéeh hodnoty pH kiize kurat behem

chladirenského skladovani ( aplikované mnozstvi 20+2 ml)

Roztoku kyseliny citronové [hm%] a 1obj.% kyseliny mlééné | kontrola

2hm.% | 4hm.% | 6hm.% | 8hm.% | 10hm.% | ®

pH | 6o |pH| o6 ([pH| 6 | pH| o | pH o pH | ©

4,77 | 0,02 | 4,64 | 0,11 | 4,38 | 0,17 | 4,40 | 0,10 | 4,32 | 0,19 | 6,32 | 0,12
5,71 | 0,03 | 5,28 | 0,37 | 5,16 | 0,12 | 5,11 | 0,04 | 5,09 | 0,05 | 6,26 | 0,14
5,78 | 0,11 | 5,66 | 0,24 | 5,60 | 0,03 | 5,52 | 0,26 | 5,42 | 0,20 | 6,47 | 0,38
5,98 1 0,20 | 5,81 | 0,30 | 5,78 | 0,29 | 5,63 | 0,37 | 5,41 | 0,57 | 7,13 | 0,37
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Obr. 21. Vyvoj pH v zavislosti na koncentraci smési kyseliny citronové a mlécné pouzité

k osetieni (aplikované mnozstvi 20+2 ml)

Obrazek (Obr. 22) znazoriuje zéavislost mezi snizenim hodnoty pH a koncentraci
roztoku kyseliny citronové. Z grafu je patrné, ze se zvySujici se koncentraci roztoku
kyseliny citonové klesa hodnota pH stidle méné. Vysvétlenim muze byt skutecnost, Ze
s rostouci koncentraci klesa hodnota pH vyrazné jen u silnych kyselin, zatimco u slabych
kyselin (kyselina citronova i mlécnd) je k dosazeni nizSich hodnot pH zapotiebi daleko

vétsiho molarniho mnozstvi téchto kyselin.
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0% 2% 4% 6% 8% 10%

Koncentrace kyseliny citronové

Obr. 22. Vliv koncentrace kyseliny citronové na hodnotu pH roztoku

4.4 BAKTERIALNI IDENTIFIKACE

V této casti byly bakteridlni kmeny izolované z klize chlazené drtibeze zatazeny
do taxonomickych skupin a eventudlné¢ rodové ¢i druhové dourceny. U vSech 54
izolovanych kment byly provedeny zvolené biochemické testy (blizSi popis je uveden
v kapitole 3.7.1). Vysledky téchto testd jsou shrnuty ve formé tabulky, kterd je uvedena
v ptiloze P III. Obrazek (Obr. 23) zndzoriiuje procentudlni zastoupeni izolovanych
bakteridlnich kmeni, které jsou rozdéleny na zakladé barvitelnosti bunécné stény podle
Grama a dale na zakladé¢ vztahu ke kysliku. Vysledky identifikace gramnegativnich

stievnich tycek pomoci TSI jsou uvedeny v ptiloze P IV.
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@ gramnegativni aerobni bakterie
B gramnegativni fakultativné anaerobni bakterie
@ grampozitivni aerobni bakterie

@ grampozitivni fakultativné anaerobni bakterie

Obr. 23. Rozdéleni izolovanych kmenui na grampozitivni a gramnegativni s podrozdélenim

na aerobni a fakultativné anaerobni bakterie

Biochemické testy byly u vybranych kmenli doplnény vhodnymi mikrotesty
(ENTEROtest, NEFERMtest, STAPHYtest). Vysledky téchto testi byly vyhodnoceny
identifikacnim programem TNW-Lite a jsou shrnuty ve formé tabulek (7ab. 26, Tab. 27
a Tab. 28) a obrazka (Obr. 24 a Obr. 25), které graficky znazornuji jejich procentudlni
zastoupeni. Tabulky i1 grafy jsou rozdé€leny do tii kategorii podle pouzitych komerénich
mikrotestd. Ve vSech tabulkach je uvedeno, krom¢ nazvu identifikovaného kmene, také
procento identifikace a T-index. Procento identifikace (% id.) udava pravdépodobnost,
s jakou dany vysledek odpovida danému taxonu. T-index (Tin) je hodnota udavajici, do jaké

miry dany vysledek odpovida nejtypictéjsimu vysledku pro dany taxon.
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4.4.1 ENTEROtest

Tab. 26. Vysledky identifikace — souprava ENTEROtest 24

KénlquLp?U IDENTIFIKACE %id. | Tin
1 neidentifikovano - -
2 Klebsiella oxytoca 79,81 | 0,332
3 Serratia marcescens 37,81 | 0,487
4 Serratia marcescens 37,81 | 0,487
17 Escherichia coli 98.47 | 0,726
’1 Budvicia aquatica/ | 88,73/ | 0,198/
Pantoea agglomerans 95,48 | 0,48
22 neidentifikovano - -
24 Serratia sp. 79,91 | 0,370
26 Pantoea sp. 96,24 | 0,493
27 neidentifikovano - -
31 Pantoea agglomerans 99,94 | 0,880
33 neidentifikovano - -
35 Buttiauxella brennerae 98,20 | 0,648
36 Enterobacter sp. 97,76 | 0,370
Leclercia
40 adecarboxylata 97,03 | 0,490
45 Pantoea agglomerans 99,94 | 0,880
46 Pantoea agglomerans 99,94 | 0,880
48 Serratia plymuthica 89,75 | 0,445
49 neidentifikovano - -
50 neidentifikovano - -
52 Ewingella americana 89,55 | 0,793
53 Serratia sp. 82,48 | 0,550
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B Escherichia coli

B Klebsiella oxytoca

@ Enterobacter sp.

B Serratia marcescens

@ Serratia sp.

O Serratia plymuthica
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B Buttiauxella brennerae
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O Leclercia adecarboxylata
O Pantoea agglomerans
O neidentifikovdno

Obr. 24. Procentudlni zastoupeni jednotlivych identifikovanych bakteridalnich
kmenii (souprava ENTEROtest 24)

4.4.2 NEFERMtest

Tab. 27. Vysledky identifikace — souprava NEFERMtest

ISDI’ISEIII\?U IDENTIFIKACE % id. Tin
11 neidentifikovano - -
13 neidentifikovano - -
15 neidentifikovano - -
23 Pseudomonas fluorescens | 99,70 | 0,440
25 Pseudomonas putida 91,06 | 0,579
28 neidentifikovano - -
30 Pseudomonas fragi 96,30 | 0,635
32 Agrobacterium sp. 100,00 | 0,324
43 Pseudomonas fragi 97,49 | 0,764
47 Pseudomonas fragi 89,43 | 0,650
51 Pseudomonas fragi 87,08 | 0,734
54 neidentifikovano - -
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m Pseudomonas fluorescens
m Pseudomonas putida

m Pseudomonas fragi

O Agrobacterium sp.

m neidentifikovano

Obr. 25. Procentualni zastoupeni jednotlivych identifikovanych bakteridlnich
kmenii (souprava NEFERMtest)

STAPHY'test

Tab. 28. Vysledky identifikace — souprava STAPH Ytest

Igl\I’IS];\?U IDENTIFIKACE % id. Tin
5 Staphylococcus lentus 89,62 | 0,876
6 Staphylococcus sciuri 86,11 | 0,847
14 Staphylococcus aureus 99,47 | 1,000
7 Staphylococcus aureus 99,47 | 1,000
16 neidentifikovano - -
18 neidentifikovano - -

Procentualné nejvice byl zastoupen rod Staphyloccocus aureus (33 %), ostatni

identifikované rody byly zastoupeny shodné 17 %.
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443 KVASINKY A PLISNE

Identifikacni testy u kvasinek a plisni nebyly provedeny, jelikoz jejich identifikace
nebyla cilem této prace. Na zaklad¢ morfologie kolonii a zejména jejich barevné pigmentace
bylo mozné rozlisit n€kolik skupin. Typy barevnych pigmentd, které se vyskytovaly na

médiu

Obr. 26. Barevne pigmentujici kvasinky izolované z Zivné pudy YGA (foceno na odlisném
podkladu)

Chloramphenicol Yeast Agar zobrazuje obrazek (Chyba! Nenalezen zdroj odkazii.).
Rozlisitelné byly tyto barvy: oranzova, svétle zelena - pruhledna, zluté, bila, Cerna (Sedd) a
krémova bila.

Na zaklad¢ mikroskopie a cytologie buné€k, byly blize identifikovany pouze dva
izolované kmeny kvasinek. Pravdépodobné se jedna o rod Rhodoturula a rod Geotrichum.

Pro pfesnou identifikaci druhu by bylo zapotiebi provést dalsi biochemické identifikacni

testy.
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5 DISKUSE

51 UCINEK KYSELINY CITRONOVE

Z vysledkii experimentil je patrné, Ze aplikace kyseliny citronové (obé€ aplikovana
mnozstvi) na povrch chlazené driibeze snizuje mikrobidlni Cetnosti a zpozd'uje okamzik
nastupu faze logaritmického nérGstu mikroorganismii. Pfi¢innou je s nejveétsi
pravdépodobnosti snizeni pH povrchové tkan€, a tim ovlivnéni ristu mikroorganismul.

Pridavek kyseliny citronové vedl k okamzitému snizeni hodnot pH ktze. Pti vySsi
koncentraci kyseliny byl pokles pH vyraznéjsi. Nejvyraznéjsiho poklesu pH, az na hodnotu
2,28, bylo dosazeno aplikaci celkového mnoZzstvi 2042 ml 10 hm.% kyseliny citronové.
Svysi pH piimo umérné koresponduje redukce poctu aerobnich mezofilnich
mikroorganisml a koliformnich bakterii. V pfipad¢ kvasinek a plisni je vliv niz§iho pH

vzhledem k redukci poctl spiSe opacny.

5.1.1 UCINEK KYSELINY CITRONOVE NA AEROBNI MEZOFILNI
MIKROORGANISMY

Z obrazkli (Obr. 6 a Obr. 9) lze vidét, ze vyS§i koncentrace kyseliny citronové
v aplikovaném roztoku méla signifikantné¢ vétsi vliv na ubytek aerobnich mezofilnich
mikroorganismll. Antimikrobidlni uc¢inek byl jesté vice podpoten aplikaci vétStho mnozZstvi
kyseliny. Inhibi¢ni G€inek nepiimo tmérné odpovida snizené hodnoté pH. Hodnoty pH
v zavislosti na koncentraci aplikovaného roztoku popisuje tabulka (7ab. 22 a Tab. 23).

Roztok 2hm.% a 4hm.%  kyseliny citronové (aplikované mnozstvi 15+£2 ml)
nedosahuje po celou dobu skladovdni ani desetinasobku redukce aerobnich mezofilnich
mikroorganismt ve srovnani s kontrolou. Vysledky statistické analyzy také potvrzuji, Ze
mezi celkovymi po€ty mezofilnich mikroorganismt nalezenych na oSetfenych vzorcich a
jejich kontrolnimi vzorky nejsou statisticky vyznamné rozdily. V ptipadé aplikace vétsiho
mnozstvi se ubytek vySplhal u2hm.% roztoku kyseliny v pribéhu 24 hodin na
desetinasobek a u 4hm.% roztoku se po celou dobu skladovani pohybuje nad touto hranici.

Aplikace 6hm.% a 8hm.% roztoku kyseliny citronové ma velmi podobny vliv na
inhibici ristu mezofilnich mikroorganismti. V prvni fazi pokust, pii aplikaci mensiho
mnozstvi kyseliny, se redukce celkového poctu mikroorganism po 24 hodinach skladovani
pohybovala v rozmezi 1,0 az 1,5 log. V pribéhu dalSich dvou dnii pozvolna klesla az pod

1,0 log. U¢inek 6hm.% a 8hm.% kyseliny citronové pii vétsim aplikovaném mnoZstvi byl
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vyraznéj$i, po celou dobu chladirenského skladovani neklesla redukce poctu mezofilnich
mikroorganisml pod desetinasobek Ubytku oproti kontrole. Aplikaci 8hm.% roztoku bylo,
v pribéhu tfettho dne skladovani, dosazeno az stonasobné redukce mezofilnich
mikroorganismu ve srovnéani s kontrolou.

Roztok 10hm.% kyselina citronova vykazuje nejsiln€j$i antibakteridlni ucinek jiz
po 24 hodinach skladovani, kdy dosahuje téméf tisicinasobné redukce oproti kontrolnim
vzorkiim. Zajimavé je, ze ackoliv byla aplikovana rozdilnd mnozstvi kyseliny, inhibi¢ni
ucinek je témét shodny. Vyjimkou je pouze prvni den, kdy se aplikace vétsiho mnozstvi
thned odrazila v inhibi¢nim Uc¢inku a redukce poctu mezofilnich mikroorganismu piesahla
1,5 log.

Mikrobiélni limity pro celkové poCty mezofilnich mikroorganismu, dané vyhlaskou
MZe €. 375/2003 Sb., byly pii aplikaci obou rozdilnych mnozstvi kyseliny citronové
piekroc¢eny pouze u 2 hm.% roztoku a to v poslednim dni skladovéani. U vSech ostatnich
koncentraci byly celkové pocty mezofilnich mikroorganismil, po celou dobu chladirenského
skladovani, pod hranici stanovenou vyhladskou. Pro srovnani u kontrolnich vzorka byly
limitni hodnoty pfekroceny jiz v priubéhu tietiho dne skladovani.

S 95% spolehlivosti lze fici, Ze mezi jednotlivymi oSetfenymi vzorky a jejich
kontrolou existuji statisticky vyznamné rozdily. Tento zavér je platny pro vSechny
koncentrace roztoki kyseliny citronové a ob¢ aplikovand mnozstvi. Vyjimkou je oSetfeni

1542 ml 2 a 4hm.% roztoku kyseliny citronové.

5.1.2 UCINEK KYSELINY CITRONOVE NA KOLIFORMNI{ BAKTERIE

Vedle omezeni ristu celkového poctu mikroorganismii mél piidavek kyseliny
citronové vliv i na pokles poctu koliformnich bakterii (viz. Tab. 11 a Tab. 14). Vliv kyseliny
citronové na ubytek koliformnich bakterii byl signifikantni jiz po 24 hodinach skladovani.

Roztok 2hm.% kyseliny citronové pifi niz§im aplikovaném mnoZstvi nemél témét
zadny antimikrobidlni efekt na koliformni bakterie, ale pii aplikaci 20+2 ml kyseliny
dosahla redukce jiz v prvni den skladovani desetindsobku a v pribéhu dalsiho skladovani
prudce klesla.

Utinek 4hm.% kyseliny byl oproti 2hm.% u¢inngj§i vigi koliformnim bakteriim. Pfi
aplikaci vétsiho mnozstvi kyseliny se redukce v pribéhu chladirenského skladovani

pohybovala mezi desetindsobkem az stonasobkem. Témét shodnych vysledkt bylo dosazeno
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1 pfi aplikaci 6hm.% a 8hm.% kyseliny. Vyznamnéjsi odchylka byla u 8hm.% kyseliny jen
v prubehu prvnich dvou dni skladovani, kde redukce dosahla hodnoty 2,5 log.

Roztok 10hm.% kyseliny vykazoval nejsilngjsi antibakteridlni uc¢inek na koliformni
bakterie, ktery byl jesté vyrazngjsi pii aplikaci vétsiho mnozstvi kyseliny. Redukce poctu
koliformnich bakterii oproti kontrole dosahla jiz n¢kolik hodin po aplikaci témét 4,0 log.
V prubéhu dalsiho skladovani se redukce snizovala vzdy v priméru o jeden fad vici redukei
z ptedchoziho dne, nicméné neklesla pod desetinasobek.

V prvni fazi pokusii aplikace kyseliny citronové, byly limity poctu koliformnich
bakterii piekroCeny jiz po tfech dnech skladovani. Vyjimkou byly pouze vzorky oSetiené
10hm.% roztokem kyseliny citronové. U kontrolnich vzorkli doslo k prekroceni zdkonem
stanovanych limit o den diive. V druhé fazi pokusi (pfi aplikaci 20+2 ml roztoku kyseliny
citronove), byly celkové pocty koliformnich bakterii, dané pfislusSnou komoditni vyhlaskou,
piekroCeny rovnéz v prub¢hu tietiho dne skladovani. Kromé vzorki, které byly oSetfeny
10hm.% roztokem kyseliny, zde byly povolené limity pfekroceny o den pozd¢ji.

Na hladiné vyznamnosti 5,00 % bylo zjiSténo, ze mezi pocty koliformnich bakterii
na oSetfenych vzorcich 2hm.% kyselinou citronovou a jejich kontrolou nebyly statisticky
vyznamné rozdily. U vSech ostatnich koncentraci byl statisticky vyznamny rozdil potvrzen.

Zavérem lze fici, Ze kyselina citronovd vykazovala do ur¢it¢é miry selektivni

antimikrobialni G¢inek proti koliformnim bakteriim na povrchu chlazené drtibeze.

5.1.3 UCINEK KYSELINY CITONOVE NA KVASINKY A PLISNE

Antimikrobidlni efekt kyseliny citronové na kvasinky a plisné je oproti pfedchozim
indikatorovym skupinam podstatné nizsi. Na zaklad¢ vysledkl z experimentu lze vyvodit
zaveér, ze ubytek nepfimo souvisi s koncentraci a mnozstvim roztoku kyseliny citronové
pouzité k oSetfeni. Miize to byt zplisobeno tim, Ze na rozdil od vétsiny bakterii, které rostou
v neutrdlnim nebo slabé alkalickém prostiedi, je pro kvasinky optimalni kyselé prostiedi
(pH 4,8 az 5,5). Optimalni pH pro vétSinu plisni je pobliZ neutralnich hodnot, ale obecné se
plisn¢ rozmnozuji ve velmi Sirokém rozmezi hodnot pH (od 1,2 az po 11,0) [16].

Redukce celkového poctu kvasinek a plisni se pii aplikovaném mnozstvi 1542 ml u 2,
4 a 6hm.% kyseliny citronové pohybuje po celou dobu skladovani okolo 0,5 log. Vyjimkou

je pouze 6hm.% kyselina kterd dosahuje v prvnim dni desetinasobné redukce.
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Roztok 8 a 10hm.% kyseliny (pfi aplikaci mensiho mnozstvi) dosahuje maximalni
redukce 1,5 log v prvnim dni skladovani. Dale se redukce snizuje az pod desetindsobek
oproti kontrole.

Pii aplikaci 20+£2 ml kyseliny citronové se redukce 2hm.% kyseliny pohybuje pod
hranici pétindsobku. Redukce ostatnich koncentraci se pohybuje mezi desetindsobkem
az pétindsobkem vic¢i kontrolnim vzorkim.

Ptipustné mikrobialni hodnoty byly u indikatorové skupiny kvasinek a plisni, v prvni
fazi pokust, prekroceny az v prubéhu posledniho dne chladirenského skladovani a to
u vzorkl oSetfenych 2, 4 a 6hm.% kyselinou citronovou. Ve druhé fazi pokust (aplikace
vysSiho mnozstvi kyseliny) doslo k piekroc¢eni povolenych limitli rovnéz v posledni den
skladovéani a to u vSech vzorkl s vyjimkou toho, kde byla aplikovana 4hm.% kyselina.
U kontrolnich vzorki k testovanym skupinam doslo k ptekroceni ptipustnych mikrobidlnich
hodnot také béhem c¢tvrtého dne skladovani.

Na zakladé provedenych statistickych analyz existuje statisticky vyznamny rozdil
mezi vzorky a jejich kontrolou pouze u 8 a 10hm%. roztoku kyseliny citronové (aplikace
152 ml). V piipad¢ aplikace vétSitho mnozstvi kyseliny citronové byl signifikantni rozdil

potvrzen jen u 4hm.% roztoku.

5.2 UCINEK SMESI ORGANICKYCH KYSELIN

V této Casti pokusii bylo k jednotlivym koncentracim kyseliny citronové (tj. 2, 4, 6, 8,
a 10hm.% ) ptfidano urcité mnozstvi lobj.% kyseliny mlécné. Jednotlivé roztoky byly
smichany v poméru 1:1. Opét byl krom& riznych koncentraci testovan i1 vliv celkového

mnozstvi roztoku pouzitého k oSetfeni chlazenych kutat (tj. 15 a 20 ml).

5.2.1 UCINEK SMESI ORGANICKYCH KYSELIN NA AEROBNI MEZOFILNI
MIKROORGANISMY

Nejvyrazné€jsi antimikrobidlni efekt na aerobni mezofilni mikroorganismy ma 10hm.%
roztok kyseliny citronové ve smési s 10bj.% kyseliny mlééné. Dulezity je vliv ptidavku
kyseliny mlécné na celkovy inhibicni efekt, ktery v tomto ptipadé nebyl zvysen, ale naopak
poklesl. Grafické znazornéni poskytuje obrazek (Obr. 12), ve srovnani s obrazkem (Obr. 6)
je patrny vyrazny pokles inhibi¢niho u¢inku 10hm.% roztoku smési organickych kyselin.
Pokles dosahuje ve druhém a tfetim dni skladovani téméf 1,0 log redukce, oproti redukci

vyvolané stejnym aplikovanym mnozstvi a stejnou koncentraci kyseliny citronové.
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Antimikrobidlni u¢inky ostatnich koncentraci smési zlistaly srovnatelné s ii€¢inkem roztoku
kyseliny citronové bez pridavku 10bj.% kyseliny mlécné (viz. Obr. 6 a Obr. 12). Tedy ani
zde neprispél ptidavek kyseliny mlécné ke zvySeni antimikrobidlniho uc¢inku.

V druhé fazi pokusu bylo opét pii oSetfenich chlazené dribeze aplikovano celkové
mnozstvi 20£2 ml roztoku smési. Redukce poctu mezofilnich mikroorganismii ve srovnani
s kontrolnimi vzorky dosahla u 8 a 10hm.% roztoku smési 2,0 log (viz. Obr. 15). Inhibi¢ni
ucinek, ve srovnani sprvni fazi pokusu byl vyraznéjs$i zejména béhem prvniho dne
skladovani, v prib¢hu dalSich dnd skladovani byly antimikrobialni G€inky srovnatelné.
Pridavek kyseliny mlécné pozitivné ovlivnil antibakteridlni ucinek 4hm.% roztoku kyseliny
citronové, jejiz redukce se v priabé¢hu 72 hodin pohybovala mezi 0,5 — 1,0 log. Je to
vyznamné zvyseni redukce pii srovnani s prvni fazi tohoto pokusu.

Maximalni pfipustné mikrobidlni hodnoty byly v prvni fazi pokusu piekroceny pouze
u 2 a 4hm.% roztoku smési organickych kyselin. Aplikaci vétsiho mnozstvi smési nedoslo
k nartstu aerobnich mezofilnich bakterii na kazi kufat nad povolenou hodnotu 107 v 1 g.

U kontrolnich vzorkti byla povolena hodnota ptekroCena v prubéhu tfetiho dne skladovani.

5.2.2 UCINEK SMESI ORGANICKYCH KYSELIN NA KOLIFORMNI BAKTERIE

Antibakterialni aktivita smési viici koliformnim bakteriim je nepatrné vyrazné€jsi nez
tomu bylo u mezofilnich bakterii. Ztfetelny je zejména inhibi¢ni G¢inek 10hm.% roztoku
kyseliny citronové ve smési, ktery dosahuje stonasobku. Redukce poctu koliformnich
bakterii je v pfipadé 2 a 4hm.% roztoku kyseliny citronové ve smési s kyselinou mlécnou
témet shodna s vyslednou redukci dosazenou u aerobnich mezofilnich mikroorganismu.
Oproti vysledkiim dosazenym pifi aplikaci samotné kyseliny citronové byly ptfidavkem
1obj.% kyseliny mlééné ovlivnény pouze inhibi¢ni u€inky 2hm.% roztoku smési. Ostatni
koncentrace nebyly ptidavkem kyseliny mlécné vyznamné ovlivnény. Vyjimkou je pouze
prvni den skladovani, kdy doSlo ke zvySeni redukce poctu koliformnich bakterii vici
kontrole u 4, 6 a 10hm.% roztoku kyseliny citronové ve smési s kyselinou mlé¢nou (viz.
Obr. 7 a Obr. 13).

Inhibi¢ni aktivita nebyla pifidavkem 5 ml roztoku smési organickych kyselin
signifikantné¢ ovlivnéna. SniZzeni poctu koliformnich bakterii, pfi srovnani s prvni fazi
pokusu, bylo zaznamenano pouze u 2 a 4hm.% roztoku kyseliny citronové ve smési, kde se

redukce v pribéhu prvniho a druhého dne pohybovala v rozmezi 1,5 az 1,0 log. Podrobnéjsi



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 84

informace udava tabulka (7ab. 20) a grafické znazornéni redukce poctu mikroorganismi
vuci kontrole obrazek (Obr. 16).

Pti aplikaci roztoku smési organickych kyselin doslo k prodlouzeni lag faze, ale i
presto byla mezni hodnota 10° g piekroena po 72 hodinach skladovani, a to shodng
u obou aplikovanych mnozstvi. U neo3ettenych vzorkt bylo hodnoty 10° g dosazeno jiZ po

48 hodinach skladovani.

5.2.3 UCINEK SMESI ORGANICKYCH KYSELIN NA KVASINKY A PLISNE

Antimikrobidlni efekt smési organickych kyselin na kvasinky a plisné dosahuje
maximalné¢ desetindsobné redukce. Niz$i koncentrace se pohybuji témét po celou dobu
skladovani okolo 0,5 log redukce (viz. Tab. 18 a Obr. 14). Ptidavek 10bj.% kyseliny mlécné
tedy nemél statisticky vyznamny vliv na redukci poctu kvasinek a plisni.

Antimikrobidlni efekt smési organickych kyselin, ani pii navySeni celkového
aplikovaného mnozstvi na 20+£2 ml, nevykazoval vyznamny inhibi¢ni efekt. Po celou dobu
skladovani neptesahla redukce celkového poctu kvasinek a plisni ani desetindsobku ve
srovnani s kontrolou (viz. Obr. 17). Na druhou stranu u vyssich koncentraci (6, 8 a 10hm.%)
byla redukce v pribéhu celé¢ doby chladirenského skladovani pomérné vyrovnana (v
rozmezi 1,0 az 0,6 log).

U indikatorové skupiny kvasinek a plisni byly pfipustné hodnoty mikrobidlni
kontaminace ptfekroc¢eny pouze pii aplikaci menSiho mnozstvi smési organickych kyselin a
to konkrétné v pribéhu posledniho dne skladovani. U kontrolnich vzorkii byly zakonem
stanovené limity pfekroCeny o 24 hodin diive. Pfi aplikaci vétstho mnozstvi roztoku smési

nebyly maximalni pfipustné mikrobialni hodnoty pfekroceny.

O inhibi¢nim t¢inku kyseliny citronové se zminiuje velmi malo publikaci. V dostupné
literatue byl jeji antimikrobidlni efekt zpravidla testovan v kombinaci s dal§imi latkami,
naptiklad s nisinem [54], nebo byl jeji G¢inek testovan za zcela jinych podminek. Z toho
divodu neni snadné srovnat dosazené vysledky s vysledky jiz publikovanymi. Nicméné
vSechny vysledky se shoduji vtom, ze antimikrobialni U€inek kyseliny mlécné je
signifikantné¢ vetsi nez Gcinek stejné koncentrace kyseliny citronové. A to pii jakékoliv
teploté, ackoliv je znamo, ze antimikrobidlni efekt kyseliny mlécné zavisi na teploté.

Dosazené vysledky se shoduji s odbornou literaturou také vtom, ze pii nizSich
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koncentracich nebo pfi vysSim pH je antimikrobidlni u€inek obou organickych kyselin ptilis

nizky.

53 VYVOJ HODNOTY PH V ZAVISLOTI NA DRUHU KYSELINY, JEJI
KONCENTRACI A DOBE SKLADOVANI

Hodnota pH je obecné povazovana za vyznamny indikator priitbéhu postmortalnich
zmén masa a je tedy 1 ukazatelem aktudlniho biochemického stavu kufeciho masa se
vztahem k jeho hygienickym, senzorickym a technologickym vlastnostem. Hodnoty pH byly
mefeny ve 24 hodinovych intervalech. Protoze vysledky méfeni pH na riznych mistech
povrchu chlazené driibeze vykazovaly velkou variabilitu (vyrazné rozdily byly zejména
mezi prsni a stehenni ¢asti kiize), bylo zapotiebi méteni ustalit. Celkem bylo méfeno na péti
odlisnych mistech povrchu jate¢n¢ opracované dribeze: horni stehno, dolni stehno, prsa,
kiidlo a hibet, z téchto hodnot byl vypocten aritmeticky primér a smérodatnéd odchylka.
Z tabulky 14 Ize vidét, ze hodnoty smérodatné odchylky se s dobou skladovéani zvysuji.
Pravdépodobnou pficinnou je zvétSujici se mira variability pH na povrchu kiize kuiete
s prodluzujici se dobou skladovani.

Nameétené hodnoty pH u neoSetfenych vzorka se pohybovaly béhem chladirenského
skladovéani v rozmezi 6,23 az 7,36. Tyto dosazené vysledky jsou shodné s vysledky které
byly publikovany [30] [34] [44]. Vlastni vyvoj pH u neosetfenych vzorki je charakteristicky
velmi mirnym vzestupem hodnot (viz. Obr. 19 — kontrolni vzorek).

Po aplikaci roztoka kyseliny citronové stejné jako i po aplikaci smési organickych
kyselin, doSlo vzdy ke snizeni hodnoty pH, ta se v pribéhu chladirenského skladovani
postupné piiblizovala k hodnoté¢ neosSetfenych vzorkii. Opétovny vzrist hodnoty pH
svaloviny, pufrovanim slozkami masa a jejich rozkladem. Z obrazkia (Obr. 18 a Obr. 19)
je patrné, ze pokles hodnoty pH odpovidal aplikovanému mnozstvi. Pficemz kone¢na
hodnota pH, tedy po ctyfech dnech skladovani, byla piiblizné stejnd bez ohledu na
aplikované mnozstvi kyseliny.

Aplikace vétSiho mnozstvi kyseliny citronové (20+2 ml) byla u¢innéjsi vici snizeni
hodnoty pH, nez aplikované roztoky v menSim mnoZzstvi. Relativné nejvétsi pokles,
na hodnotu pH 2,89, byl u 10hm.% kyseliny citronové (aplikované mnozstvi 20+2 ml) a také
namétfenda hodnota pH po 72 hodinach chladirenského skladovéani byla signifikantné nizsi

nez u kontrolniho vzorku.
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Osetieni 15+2 ml smési organickych kyselin vyvolalo zpocatku veétsi pokles pH,

ale o to rychleji tato hodnota stoupala v pribéhu skladovani (viz. Obr. 20). Po aplikaci
20+2 ml smési kyseliny citonové s kyselinou mlécnou hodnota pH stoupala velmi pozvolna
a ani po 72 hodinach skladovani neptesahla hranici pH 6,00 (viz. Obr. 21).
Absolutné nejvétsi pokles pH zplsobila aplikace 10hm.% kyselina citronové. Pokud
ale srovname vyslednou hodnotu pH s koncentraci roztoku ktera zplsobila tento pokles,
dostaneme zcela jiny zavér. Roztok 2hm.% kyseliny citronové snizil hodnotu pH na
polovinu kone¢né hodnoty pH snizené 10hm.% roztok (viz. Tab. 23). Rozhodujici ale je, ze
jeji koncentrace je pétkrat nizsi a tudiz je jeji Gcinek i ve vztahu k ostatnim koncentracim
roztoku kyseliny citronové relativné nejvyssi.

Pii komplexnim posouzeni lze vyslovit zavér, Ze 2hm.% roztok kyseliny citronové
zpisobil vyznamny pokles hodnoty pH, ostatni roztoky se v mens$i mife odchyluji od této
hodnoty a to v zavislosti na koncentraci. Dalsi vyrazny pokles pH je zpisoben az 10hm.%
roztokem kyseliny citronové. U slabych kyselin tedy od urcité koncentrace nemaji dalsi
pridavky kyseliny témét zadny vliv na hodnotu pH (viz. Obr. 22).

Pro srovndni vlivu kyseliny mlééné a kyseliny citronové na snizeni hodnoty pH
na povrchu chlazené driibeze jsou pouzity kromé dosazenych vysledkl z této prace také
vysledky zjinych publikaci [34]. Jak je patrné z nize uvedené¢ho grafu (viz. Obr. 27),
aplikaci roztoku kyseliny mlé¢né byla hodnota pH ktize kufat snizena na 4,22. Ve srovnani
s hodnotou neoSetfen¢ho vzorku (pH = 6,23) zplsobila aplikace 2hm.% kyseliny mlécné
signifikantni pokles pH. Pii oSetfeni 2hm.% roztokem kyseliny citonové dosahlo pH
hodnoty 4,35. Smés 2hm.% kyseliny citronové a 10bj.% kyseliny mlécné v poméru 1:1
snizila hodnotu pH ktize chlazené dribeze na 4,77. Roztok kyseliny mlécné ma tedy vétsi
vliv na snizeni hodnoty pH neZ stejnd koncentrace kyseliny citonové, ale tento rozdil je
vzhledem k zvolenému experimentalnimu materidlu a zejména pak k jeho variabilité

nevyznamny.
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pH

kyselina kyselina smés obou kontrola
mlécna citronova kyselin

Obr. 27 Srovnani viivu aplikace rozdilnych 2hm.% roztokii kyselin na

hodnoty pH kiize kurat v prvnim dni chladirenského skladovani

5.4 BAKTERIALNI IDENTIFIKACE

Odborna literatura se obecné shoduje, ze mikrofléra chlazené driibeze mize byt
kontaminovéana zejména t€mito podminén€ patogennimi zastupci rodl: Salmonella,
Campylobacter, Listeria, Escherichia,, Clostridium a Staphylococcus. Ptitomné dale byvaji
psychrofilni bakterie rodu Pseudomonas, bakterie mlééného kvaseni a v neposledni fadé
kvasinky [89] [4] [15].

Z celkového poctu 54 izolovanych kment z povrchu kiize chlazené driibeze bylo 85 %
bakterii gramnegativnich a zbyvajicich 15 % byly grampozitivni bakterie. I ptesto, ze vybér
kment urcenych k izolaci byl ndhodny, 1ze vzhledem k velkému procentudlnimu rozdilu
vyvodit zavér, Ze gramnegativni bakterie jsou na povrchu ktize chlazené dribeze zastoupeny
v hojnégjsich poctech nez grampozitivni.

Nejvétsi procentualni zastoupeni z ¢eledi Enterobacteriaceae méla bakterie Pantoea
agglomerans (19 %), nasleduje ji rod Serratia s 18 %. Ostatni identifikované bakterialni
kmeny byly zastoupeny péti nebo méné procenty. Kromé typickych bakterii vyskytujicich
se na dritbezim mase byly identifikovany 1 rody jako je Budvicia aquatica nebo Ewingella

americana. Odborna literatura se o vyskytu téchto rodd zmiiluje velmi mlhavé a jejich
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vyskyt nespojuje s kontaminaci driibeziho masa. Bakterie Ewingella americana byla
izolovéna u pacienti v Koreji a nebezpeci vyvolala pouze u téch, ktefi méli oslabeny
imunitni systémem [63]. Budvicia aquatica patii mezi nové druhy a poprvé byla izolovana
roku 1983 v Ceskoslovensku z vodniho prosttedi [2]. Budvicia aquatica je nepatogenni
kmen, ktery dosud nebyl izolovan z klinického materialu.

Z celkového poctu Sesti grampozitivnich fakultativné anaerobnich bakterii byly
pomoci STAHPYtestu rodové ureny pouze Ctyfi pivodné izolované kmeny. VSechny
izolované bakteridlni kmeny patfily do celedi Staphylococcus, konkrétné to byly rody:
Staphylococcus lentus, Staphylococcus sciuri a Staphylococcus aureus. VSechny kmeny
byly vyborné¢ odliSeny a hodnoty T-indexu i1 procenta identifikace byly vysoké.
Staphylococcus aureus se bézné vyskytuje na kuzi ptakti, mize vSak byt izolovan i
z nosohltanu. V driibezim mase se zpravidla vyskytuje v relativné nizkych davkach, avSak
pokud ma ptiznivé podminky pro rist, miize vyvolat alimentarni intoxikaci [4].

Pii identifikaci izolovanych bakterialnich kmenti pomoci NEFERMtestu dominoval
rod Pseudomonas. Procentudlné nejvice byl zastoupen druh Pseudomonas fragi (34 %), dale
se zde vyskytovaly druhy Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens a Agrobacterium
sp., tyto druhy byly zastoupen shodné osmi procenty. Témét vSechny kmeny byly velmi
dobtfe odliSeny a v ptipadé¢ Pseudomonas fragi se jednalo o typicky kmen. Vysledky
identifikace gramnegativnich nefermentujicich bakterii, izolovanych =z povrchu kize
driibeze jsou shodné s témi, které uvadi zahrani¢ni studie. Odborné publikace fadi mezi
beézné izolované bakterie z povrchu dribeze nasledujici rody: Pseudomonas, Acinetobacter,
Moraxella a Shewanella putrefaciens [1][15][39]. Pficemz z85 % dominuji jak
pigmentujici tak 1 nepigmentujici druhy rodu Pseudomonas (P. fragi, P. fluorescens, P.
putida a P. lundensis) [15] [39]. Pseudomonas fragi je v odborné literatufe povazovan za
nejvyznamnéjsi druh zptsobujici kaZzeni chlazeného masa [3] [78]. Provedena identifikace je
v souladu s dosud publikovanymi fakty.

Diivodi, pro¢ se nékteré izolované bakteridlni kmeny nepodafilo zaradit
do taxonomickych skupin, mize byt n€kolik. Jednou z moznych pfi¢in mohlo byt pouziti
nizké nebo naopak pfiili§ vysoké hustoty suspenze k inokulaci mikrotestii, eventualné pouziti
smiSené¢ kultury. Dal$im diivodem mohl byt fakt, Ze zadanému profilu nebylo mozné
spolehlive ptifadit zadny z uvedenych taxonti. V takovém ptipadé by bylo zapotiebi nékteré

z testll op€t opakovat nebo provést jiné identifikacni testy.
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Identifika¢ni testy u kvasinek a plisni nebyly provedeny. Pomoci mikroskopie
acytologie bunck, byly blize identifikovany pouze dva izolované kmeny kvasinek.
S nejvétsi pravdépodobnosti se jedna o rod Rhodoturula a rod Geotrichum.

Rod Rhodotorula obsahuje vnitrobunééné karotenoidy, jez zbarvuji bunky i celé
kolonie Zluté, oranzové¢ az syté rtizove. Jeji identita se dobfe dokazuje pravé diky této
cervené karotenoidni pigmentaci. Kolonie jsou hladké, lesklé a okraj kolonie je uceleny.
VSechny druhy rodu Rhodotorula hromadi v bunikach znacné mnoZzstvi tuku (az 60 %
susiny) [37]. Rod Rhodotorula je rozsiteny po celém svété. Tato kvasinka byla izolovana
ze vzduchu, pudy, z povrchu rostlin, ale 1 z riznych organti zivocisného téla [64]. Nékteré
kmeny mohou byt za ur¢itych podminek patogenni.

Rod Geotrichum s jedinym druhem (Geotrichum candidum diive Qospora lactic) ma
bohaté mycelium s artrosporami a bilé sametové az vatovité kolonie. Tvofi pfechod mezi
kvasinkami a plisnémi. Nemé kvasné schopnosti. Vyskytuje se jako Castd kontaminace
mlécnych vyrobki, hlavné tvarohu a jogurtu, drozdi a tukovych tkani masa, nebot’ obsahuje
proteolytické a lipolytické enzymy [37] [76].

Vyskyt téchto rodii kvasinek na zivocisSnych produktech je pomérné bézny. Odborna
literatura uvadi mezi nejcastéjSimi druhy kvasinek, které byly izolovany z driibeziho masa
nasledujici rody: Candida, Debaryomyces, Rhodotorula, Trichosporon, Cryptococcus,
Pichia a Hansenula, pticemz vétSina kvasinek se vyskytuje zejména na povrchu [61].
Kontaminace dribeziho masa kvasinkami odrazi uroven hygieny ve zpracovatelském
provozu. Vyskyt kvasinek na povrchu masa dritbeze je vSak malokdy odpovédny za jeho
kmeny Pseudomonas. Pseudomonady nemaji tak specifické pozadavky na riist a proto

rostou podstatné rychleji nez kvasinky, jejichz riist tim potlaci [61].
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ZAVER

Vysledky experimentdlni ¢asti potvrzuji, Ze aplikace kyseliny citronové na povrch
chlazené dribeze stejné jako aplikace jeji smési s kyselinou mlécnou, snizuji mikrobidlni
Cetnosti a zpozd'uji okamzik nastupu faze logaritmického néarGstu mikroorganismda.
Pravdépodobnou pfic¢innou je snizeni hodnoty pH povrchové tkdn€ a nasledné ovlivnéni
rustu mikroorganismil. OSetfeni roztokem kyseliny citronové a jeji smési s kyselinou
mlécnou vedlo k okamzitému snizeni hodnot pH ktize. Pti aplikaci vyssi koncentrace
roztoku kyseliny byl pokles hodnoty pH vyraznéjsi. Z vysledkt obecné vyplyva, ze hodnota
pH pifimo umérné koresponduje s redukci poctu aerobnich mezofilnich mikroorganismi a
koliformnich bakterii. V pfipad¢ indikatorové skupiny kvasinek a plisni nebyl vliv niz§iho
pH na redukci celkovych pocti jednoznacny.

Nejsilngjsi antibakterialni Gc¢inek na aerobni mezofilni mikroorganismy a také
na koliformni bakterie vykazoval 10hm.% roztok kyseliny citronové. RovnézZ statisticka
analyza potvrdila signifikantni rozdil mezi celkovymi pocty mikroorganismu u neosetienych
vzorkd a vzorkd oSetfenych 10hm.% roztokem kyseliny citronové. Zajimavy je fakt,
ze ackoliv byla aplikovana rozdilnd mnozstvi kyseliny, inhibi¢ni G¢inek byl témét shodny.
U ostatnich koncentraci roztoki kyseliny citronové vedla aplikace vétstho mnoZzstvi
inhibi¢ni efekt mél 2hm.% roztok kyseliny citronové a to bez rozdilu na aplikované
mnozstvi. Mikrobidlnim pozadavkiim na celkové pocty aerobnich mezofilnich
mikroorganismi stanovenym vyhlagkou MZe CR ¢&. 375/2003 Sb., vyhovély téméf viechny
osetfené vzorky. Vyjimkou byl 2hm.% roztok kyseliny citronové, kde doslo k ptekroceni
povolenych limita v pribéhu ¢tvrtého dne skladovani. Pro srovnani u neosetfenych vzorkt
byly limitni hodnoty pocti mezofilnich mikroorganismli ptekroceny jiz v prub&hu tfetiho
dne chladirenského skladovani.

Vedle omezeni ristu celkového poctu mezofilnich mikroorganismi mél ptidavek
kyseliny citronové vliv 1 na pokles poctu koliformnich bakterii. Vliv kyseliny citronové
na ubytek koliformnich bakterii byl signifikantni jiz po 24 hodinach skladovani. Na zakladé
této skuteCnosti lze fici, ze kyselina citronovd vykazovala do urcit¢ miry selektivni
antimikrobialni G€inek proti koliformnim bakteriim na povrchu chlazené drtibeze.

Lze konstatovat, Ze koncentrace kyseliny citronové s vyraznéj$Sim inhibi¢nim

pusobenim na mezofilni a koliformni bakterie lezi vrozmezi 6 az 10hm.%. V piipad¢
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aplikace vétsiho mnoZstvi kyseliny citronové spadéd do tohoto ,,i¢inného rozmezi* 1 4hm.%
roztok kyseliny citronové. Vyznamny antimykoticky uc€inek kyseliny citronové na
mikrofloru povrchu kufat nebyl prokazan. Odrazem této skutecnosti je fakt, ze piipustné
mikrobidlni hodnoty byly u této indikatorové skupiny piekroceny v prubéhu ctvrtého dne
skladovani a to shodné u vzorku oSetfenych kyselinou citronovou i1 u vzorkii neosetifenych.

Osetieni povrchu chlazené dribeze roztokem smési organickych kyselin také vedlo
k okamzitému snizeni povrchové kontaminace. Nejvyrazngj§i antimikrobidlni uc¢inek mél
10hm.% roztok kyseliny citronové ve smési s 1obj.% kyseliny mlécné. Pridavek 1 obj.%
kyseliny mlééné k 10hm.% kyseliny citronové vSak zptsobil sniZzeni celkového inhibi¢niho
ucinku tohoto roztoku. Ptidavek kyseliny mlééné pozitivné ovlivnil antibakteridlni ¢inek
2 a4hm.% roztoku kyseliny citronové. Inhibi€ni ucinky ostatnich koncentraci roztokl
zustaly srovnatelné s u¢inkem roztoki kyseliny citronové bez pfidavku kyseliny mlééné.
Antibakteridlni aktivita smési organickych kyselin vic¢i koliformnim bakteriim byla
nepatrné¢ vyrazn€j$i ve srovnani s uinkem na mezofilni mikroorganismy. Antibakteridlni
efekt smési organickych kyselin na kvasinky a plisné¢ dosahoval maximalné¢ desetinasobné
redukce. Pfidavek 1obj.% kyseliny mlééné nemél statisticky vyznamny vliv na redukci
poctl kvasinek a plisni. Pfestoze inhibicni efekt smési kyselin na kvasinky a plisné byl
nevyrazny, prodlouzil idrznost oSetfenych vzorktl o jeden den.

Zaveérem lze fici, Zze oSetfeni povrchu chlazené driibeze roztokem kyseliny citronové
(samotné) nebo jeji smési s kyselinou mlénou vedlo k okamzitému sniZzeni povrchové
kontaminace. Uginek byl zpravidla jestd vyrazngjsi pti aplikaci vétsiho mnoZstvi roztoku
(20+£2 ml). Ukazuje se tedy, ze testovany zpusob osetieni povrchu masa roztokem kyseliny
citronové a jeji smési s kyselinou mléénou zpomaluje mikrobialni nartist, coz v konecném
dasledku znamené vyrazné zvySeni udrznosti chlazené driibeze. Naklady na dekontaminaci
mohou byt kompenzovany zejména garanci a stabilizaci jakostnich znakti. OvSem je nutné
pfipomenout, ze zadnéd technologicka piekazka nemuze nahradit vstupni jakost suroviny

stejné jako vysokou hygienu vyroby a provozu v potravinaiskych zavodech.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 92

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]

2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

ADAMSM.R.,, MOSS, M.O. Food Microbiology. 2nd edition. Cambridge:
The Royal Society of Chemistry, 2002. 479 s. ISBN 0-85404-611-9

ALDOVA, E., HAUSNER, O., GABRHELOVA, M. et al. A hydrogen sulphide
producing gram-negative rod from water. Zentralbl. Bakteriol. Mikrobiol. Hyg. [A],
March 1983, vol. 254, no. 1, s. 95-108, ISSN 0176-6694

ALQUATI, C., GIOIA, L., SANTAROSSA, G. et al. The cold-active lipase
of Pseudomonas fragi. European Journal of Biochemistry, 2002, vol. 269,
s. 332 - 3328, ISSN 0014-2956

BARBUT, Shai. Poultry Products Processing - An Industry Guide. 1st edition. Boca
Raton: CRC Press, 2002. 548 s. ISBN 1-58716-060-9

BERGSSON, G., ARNFINNSSON, J., STEINGRIMSSON, O., et al. Killing
of Gram-positive cocci by fatty acids and monoglycerides. APMIS, July 2001, vol.
109, s. 670-678, ISSN 0903-4641

BEZA, T. Vyskyt alimentdrnich onemocnéni a ACR se zamérenim
na kampylobakteriozy. Vyskov, 2004. 151 s. Doktorska disertacni prace na Fakulté
ekonomiky a managementu VVSPV ve Vyskové na katedfe materidlu a sluZeb.
Skolitel disertaéni prace Jan Simtinek.

BLATNA, D. Neparametrické metody — Testy zaloZené na porddkovych
a poradovych statistikach. 1. vyd. Praha: Vysoka skola ekonomicka v Praze, Fakulta
informatiky a statistiky, 1996. 217 s. ISBN 80-7079-607-3

BOLDER, N. M. Decontamination of meat and poultry carcasses. Trends in Food
Science & Technology, July 1997, vol. 8, ISSN 0924-2244

BRENNER, D. J. — KRIEG, N. R. — STANLEY, J. T. Bergey's Manual
of Systematic  Bacteriology. Vol. 2 — The Proteobacteria Part B
The Gammaproteobacteria. 2nd edition. Springer Science+Business Media, 2005.

1106 s. ISBN 0-387-24144-2

[I0] BRUL, S. — COOTE, P. Preservative Agents in Foods. International Journal of Food

Microbiology. 1999, vol. 50, s. 1-17, ISSN 0168-1605

[11]1BREZINOVA, K. Vyskyt termofilnich Campylobacter sp. v potravnim fetézci. Brno,

2003. 91 s. Atestacni prace na Veterinarni a farmaceutické univerzit¢ v Brné.

Skolitel atesta¢ni prace Iva Steinhauserova



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 93

[12]COROLLER, L., GUERROT, V., HUCHET, V. et al. Modelling the influence
of single acid and mixture on bacterial growth. International Journal of Food
Microbiology, October 2005, vol. 100, s. 167 — 178, ISSN 0168-1605

[I3]CORRY, J. E. L., JAMES. C., JAMES. S. J. Salmonella, Campylobacter
and Escherichia coli 0157:H7 decontamination techniques for the future.
International Journal of Food Microbiology, 1995, vol. 28, s. 187-196,
ISSN 0168-1605

[14]DAVIDEK, J., JANICEK, G., POKORNY, J. Chemie potravin. 1. vyd. Praha:
SNTL; Bratislava: ALFA , 1983. 629 s. ISBN 04-815-83

[I5]DAVIES, A., BOARD, R. The Microbiology of Meat and Poultry. 1st edition.
London: Blackie Academic & Professional, 1998. 327 s. ISBN 0-7514-0398-9

[16]DEMNEROVA, K., et al. Laboratorni cvi¢eni z mikrobiologie. 3. vyd. Praha:
Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze, 2001. 179 s. ISBN 80-7080-415-7

[17]DINCER, A. H., BAYSAL, T. Decontamination Techniques of Pathogen Bacteria
in Meat and Poultry. Critical Reviews in Microbiology. April 2004, vol. 30, s. 197-
204, ISSN: 1040-841X

[18]DUCKOVA, V., CANIGOVA, M. Vyskyt psychrotrofnych mikroorganizmov v
méise a moznosti ich obmedzenia. Maso. 2005, vol. 16, no. 3, s. 29-31, ISSN 1210-
4086

[19] FRIEDRICH, V. Statistika I. Vysokoskolska ucebnice pro distancni studium. 1. vyd.
Plzen: Zépadoceska univerzita v Plzni, 2002. 398 s. ISBN 80-7082-913-3

[20]GORNER, F., VALIK, L". Aplikovand mikrobiolégia pozivatin. 1. vyd. Bratislava:
Vydavatelstvi Malé centrum, 2004. 528 s. ISBN 80-967064-9-7

[21]GPFERTOVA, D., et al. Mikrobiologie, imunologie, epidemiologie a hygiena.
3. vyd. Praha: Nakladatelstvi TRITON, 2002. 148 s. ISBN 80-7254-223-0

[22] GREENWOOD, D. — SLACK RICHARD C.B. — PEUTHERER, J.F., et al. Lékarska
mikrobiologie — prehled infekcnich onemocnéni: patogeneze, imunita, laboratorni
diagnostika a epidemiologie. 1. vyd. Havlickiv Brod: Grada Publishing, 1999. 690 s.
ISBN 80-7169-365-0

[23] GROSSMAN, M. Mikrobiologie v hygiené — specialni cast. 1. vyd. Vyskov: Vysoka
vojenska Skola pozemniho vojska, 1998. 127 s. ISBN 80-7231-037-2



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 94

[24]HASSINEN, J. B., DURBIN, G. T., BERNHART, F. W. The Bacteriostatic Effects
of Saturated Fatty Acids. Archives of Biochemistry and Biophysics, 1951, vol. 31,
s. 183-189

[25]HINTON, A., INGRAM, K.D. Use of Oleic Acid To Reduce the Population of the
Bacterial Flora of Poultry Skin. Journal of Food Protection, March 2000, vol. 63,
no. 9, s. 1282-1286, ISSN 0362-028X

[26]HRABE, J., KRIZ, O., BUNKA, F. Statistické metody v senzorické analyze potravin.
1. vyd. Vyskov: Vysoka Skola pozemniho vojska ve Vyskové, 2001. 114 s.
ISBN 80-7231-086-0

[27]HRUBY, S., TUREK, B. Mikrobiologickd problematika ve vyzivé. 1. vyd. Vyskov:
Vysoka vojenska Skola pozemniho vojska ve VySkove, 1996. 145 s.
ISBN 80-7013-232-9

[28] HSIAO, CH-P., SIEBERT, K.J. Modelling the Inhibitory Effect of Organic Acids on
Bacteria. International Journal of Food Microbiology. January 1999, vol. 47,
s. 189-201, ISSN 0168-1605

[29]1INGR, 1. Zdklady konzervace potravin. 1. vyd. 1999 (dotisk). Brno: Mendlova
zemeédelska a lesnicka univerzita v Brné, 2002. 130 s. ISBN 80-7157-396-5

[30]INGR, 1., BOZEK, R. MIKA, O. et al. Dynamika postmortalnich zmén pH v prsni
a stehenni svaloviné kutat. Czech Journal of Animal Science, 1997, vol. 42, no. 11,
s. 517-522, ISSN 1212-1819

[31] International Commission on Microbiological Specifications for Foods
Microorganisms in Foods 7 — Microbiological Testing in Food Safety Management.
III. Series. New York: Kluwer Academic/ Plenum Publishers, 2002. 362 s.
ISBN 0-306-47262-7

[32]JANDOVA, B. — KOTOUCKOVA, L. Praktikum z mikrobiologie. Brno:
Masarykova univerzita, Pfirodovédecka fakulta, 1996. 64 s. ISBN: 80-210-1374-5

[33]JICINSKA, E. — HAVLOVA, J. Mikrobiologickd kontrola potravin
a potravindiskych surovin v legislativé EU. 1. vyd. Praha: Ustav zemé&délskych
a potravinatrskych informaci, 1998. 76 s., ISBN 80-85120-95-X

[34] KADANOVA, V. Udrznost masa a masnych vyrobkii. Praha, 1996. 31 s. Diplomova
prace na Fakulté potravinaiské a biochemické technologie VSCHT v Praze na Gistavu

konzervace potravin a technologie masa. Vedouci diplomové prace Petr Pipek.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 95

[35]KADLEC, P., et al. Technologie potravin I. 1. vyd. Praha: Vysoka skola chemicko-
technologicka v Praze, 2002. 300 s. ISBN 80-7080-509-9

[36] KEENER, K. M., BASHOR, M. P., CURTIS, P. A., et al. Comprehensive Review
of Campylobacter and Poultry Processing. Comprehensive Reviews in Food
and Food Safety — Institute of Food Technologies, 2004, vol. 3

[37]KOCKOVA-KRATOCHVILOVA, Anna. Taxonémia kvasiniek a kvasinkovitych
mikroorganizmov. 1. vyd. Bratislava: Vydavatel'stvo Alfa, 1990. 704 s.
ISBN 80-05-00644-6

[38] KONECNY, S. Nemoci, o kterych bychom méli védét. Méné znami pavodci
bakteridlnich onemocnéni z potravin (II). Maso. 2001, vol. 12, no. 6, s. 22-26,
ISSN 1210-4086

[39]KORCKEL, L., HECHELMANN, H. Mikrobiologie der Kiihlung, Kiihllagerung
und Fleischreifung. Fleischwirtschaft. 1999, vol. 79, no. 3, s. 90-93

[40]KRiZ, L., PROCHAZKA, O. Zpracovini a oSetieni driibezich produktii. 1. vyd.
Praha: Institut vychovy a vzdé&lavani Ministerstva zemédélstvi CR, 1997. 29 s.
ISBN 80-7105-085-7

[411KYZLINK, V. Teoretické zdaklady konzervace potravin. 1. vyd. Praha: Nakladatelstvi
SNTL; Bratislava. Nakladatelstvi ALFA, 1988. 511 s. typové ¢islo L18 C3 IV
31/88471

[42] MALER, Josef. Zpracovini masa. 1. vyd. Praha: Institut vychovy a vzd&lavani
Ministerstva zemé&délstvi CR, 1994. 36 s. ISBN 80-7105-085-7

[43]MARC, Y. L., HUCHET, V., BOURGEOIS, C.M., et al. Modelling the growth
kinetics of Listeria as function of temperature, pH and organic acid concentration.
International Journal of Food Microbiology, August 2002, vol. 73, s. 219-237,
ISSN 0168-1605

[44]MAREL, G. M., LOGTESTIN, J. G., MOSSEL, D. A. A. Bacteriological quality
of broiler carcasses as affected by in-plant lactic acid decontamination. International
Journal of Food Microbiology, 1988, vol. 6., s. 31-42, ISSN 0168-1605

[45]MAROUNEK, M., SKRIVANOVA, E., RADA, V. Susceptibility of Escherichia
coli to C2-C18 Fatty Acids. Folia Microbiologica, May 2003, vol 48, no. 6, s. 731-
735, ISSN 0015-5632



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 96

[46]MATYAS, Z., et al. Podklady pro zavedeni HACCP do oboru zpracovini surovin
a potravin zZivocisného piivodu. 1. vyd. Brno: Veterinarni a farmaceutické univerzita
Brno, 2002. 141 s. ISBN 80-7305-428-0

[47JMEAD, G.C. Current Trends in the Microbiological Safety of Poultry Meat. World's
Poultry Science Journal, March 2004, vol. 60, s. 112-118, ISSN 0043-9339

[48] Mikrobiologické kontaminanty v potravinach. Brno: Statni zdravotni ustav -
Védecky vybor pro potraviny, 2004. 29 s. kod publikace: MIKRO/2003/2/deklas

[49]1MOJTO, J.,ZAUJEC, K. Aktualne udaje o chemickom zlozeni a nutri¢nej hodnote
madsa hospodarskych a divych zvierat. Maso. 2001, vol. 12, no. 4, s. 39-41,
ISSN 1210-4086

[SOINAKAI S. A., SIEBERT, K.J. Validation of bacterial growth inhibition models
based on molecular properties of organic acid. International Journal of Food
Microbiology, November 2003, vol. 86, s. 249-255, ISSN 0168-1605

[SI]NAPRAVNIKOVA, E., PAVLICEK, J. Osetieni povrchu jateéné osetiené driibeZe
preparatem GELFORMT. Maso, 1999, vol. 5, s. 39-42, ISSN 1210-4086

[52] Natfizeni Evropského parlamentu a Rady ¢. 1831/2003 z 22. zafi 2003, o
dopliikkovych latkach pouzivanych ve vyzivé zvitat

[S3]NETTEN, P., MOSSEL, D. A. A, HUIS IN'T VELD, J. Lactic acid
decontamination of fresh pork carcasses: a pilot plant study. International Journal
of Food Microbiology, March 1995, vol. 25, s. 1-9, ISSN 0168-1605

[54] PHILLIPS, C. A., DUGGAN, J. The effect of temperature and citric acid, alone,
and in combination with nisin, on the growth of Arcobacter butzleri in culture. Food
Control, 2002, vol. 13, s. 463-468, ISSN 0965-7135

[55]PIPEK, P. Technologie masa II. 2. vyd. Praha: Kostelecké uzeniny, 1994. 303 s.
ISBN 80-7080-106-9

[56] PIPEK, P., BACO, B., BRYCHTA, J. Pouziti kyseliny mlééné k dekontaminanci
povrchu masa (II). Maso, 1997, vol. 1., s. 65 — 68, ISSN 1210-4086

[S7]PIPEK, P., FILA, P., JELENIKOVA, et al. Technological aspects of acid
decontamination of carcasses. Chemicke listy, 2004, vol. 98. s. 865 — 869,
ISSN 1213-7103

[S8]PIPEK, P., JELENIKOVA, J., SIKULOVA, M. Dekontaminace jate¢né upravenych

tél kombinaci pary a kyseliny mlé¢né. Potravinarska Revue, 2004, vol. 2, s. 20-23



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 97

[59] Pridatné latky (aditiva) v potravinach. Brno: Statni zdravotni tstav - Védecky vybor
pro potraviny, 2004. 9 s. kéd publikace: ADIT/2003/1/deklas

[60] RICKE, S.C. Perspectives on the Use of Organic Acids and Short Chain Fatty Acids
as Antimicrobials. Poultry Science, December 2003, vol. 82, s. 632-639

[61]ROSE, A. H. — HARRISON, J. S. The Yeasts. Volume 5. Yeast Technology.
2nd edition. London: ACADEMIC PRESS, 1993. 620 s. ISBN 0-12-596415-3

[62]ROSICKY, B. — SIXL, W. , et al. Salmonelézy — Aktudlni informace pro lékare,
veterinarni lékare a potravindrskou praxi. 1. vyd. Praha: SCIENTIA MEDICA,
1994. 208 s. ISBN 80-85526-23-9

[63]RYOO, N-H., HA, J-S., JEON, D-S. et al. A case of Pneumonia Cause by Ewingella
americana in a Patient with Chronic Renal Failure. Journal of Korean Medical
Science, 2005, vol. 20, s. 143-145, ISSN 1011-8934

[64] SENSES-ERGUL, S., AGOSTON, R., BELAK, A. et al. Characterization of some
yeasts isolated from foods by traditional and molecular tests. International Journal
of Food Microbiology, April 2006, vol. 108, no. 1, s. 120 — 124, ISSN 0168-1605

[65]SIMEONOVOVA, J., INGR, I, GAIDUSEK, S. Zpracovini a zboziznalstvi
Zivocisnych produktii. 1. vyd. Brno: Mendelova zeméd¢lskd a lesnicka univerzita
v Brné, 2003. 122 s. ISBN 80-7157-708-1

[66] IMEONOVOVA, 1., et al. Technologie driibeze, vajec a minoritnich Zivocisnych
produktii. 1. vyd. Brno: Mendelova zeméd¢lské a lesnickd univerzita v Brn¢, 1999.
247 s. ISBN 80-7157-405-8

[67]SINHAMAHAPATRA, M., BISWAS, S., DAS, AK.,, et al. Comparative study
of different surface decontaminants on chicken quality. British Poultry Science,
October 2004, vol. 45, no. 5, s. 624-630, ISSN 007-1668

[68] SKALA, M. Vodni aktivita a ristové podminky mikroorganismi. Maso. 2001,
vol. 12, no. 4, s. 19-21, ISSN 1210-4086

[69] SKRIVANOVA, E. Ucinky mastnych kyselin na enteropathogenni bakterie traviciho
traktu hospodarskych zvirat. Brno 2005. 107 s. Doktorska disertacni prace na
Fakult¢ Veterinarni hygieny a ekologie na Veterindrni a farmaceutické univerzité v
Brné. Skolitel disertaéni prace Pavel Suchy.

[70] Smérnice Evropského parlamentu a Rady 94/34/ES ze dne 30. Cervna 1994, kterou

se méni smérnice 89/107/EHS o sblizovani pravnich ptedpisti c¢lenskych stati



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 98

tykajicich se potravinaiskych ptidatnych latek povolenych pro pouziti v potravinach
urcenych k lidské spotiebé

[71]SMULDERS, F. J. M., GREER, G. G. Integrating microbial decontamination with
organic acids in HACCP programmes for muscle foods: prospects and controversies.
International Journal of Food Microbiology, 1998, vol. 44, s. 149 -169,
ISSN 0168-1605

[72] STATVYD [program na CD-ROM]. Ver. 2.0 beta. Zlin, 2005. Pocitacovy program
pro zpracovani a vyhodnoceni statistickych dat. Pracuje pod programem MS Excel
verze 97 a vysSi.

[73] STEINHAUSER, L., et al. Hygiena a technologie masa. 1. vyd. Brno: Vydavatelstvi
potravinarské literatury LAST, 1995. 664 s. ISBN 80-900260-4-4

[74] STEINHAUSER, L. HACCP v oboru jatecnictvi a zpracovani masa. Potravinaiska
Revue. 2004, vol. 1, s. 16-18

[75] STEINHAUSEROVA, 1., et al. Produkce a zpracovdni driibeze, vajec a medu.
1. vyd. Brno: Veterinarni a farmaceutickda univerzita Brno, 2003. 82 s.
ISBN 80-7305-462-0

[76] SILHANKOVA, L. Mikrobiologie pro potravindie a biotechnology. 2. vyd. Praha:
Nakladatelstvi VICTORIA PUBLISHING, 1995. 361 s. ISBN 80-85605-71-6

[77] TNW-lite [program na CD-ROM]. Ver. 4.0., PLIVA-Lachema Diagnostika s.r.o.,
Pocitacovy program urCeny pro identifikaci mikroorganismii. Pracuje pod
OS Windows/9x/ME/NT/2000/XP.

[78] TRYFINOPOULOU, P., TSAKALIDOU, E., NYCHAS, G.-J. E. Characterization
of Pseudomonas spp. Associated with Spoilage of Gilt-Head Sea Bream Stored
under Various Conditions. Applied and Environmental Microbiology, January 2002,
vol. 68, no. 1, s. 65-72, ISSN 0099-2240

[79] VAREJKA, F. — MRAZ, O. — SMOLA, 1J. Specialni veterindarni mikrobiologie.
1. vyd. Praha: Statni zemédélské nakladatelstvi, 1989. 264 s. ISBN 80-209-0042-X

[80] VECEREK, V., HERZIG, 1. Bezpeénost potravin Zivo&isného ptivodu. Veterindrstvi,
2004, vol. 54, s. 38-44

[81]VELICHOVA, H. Kvalitativni aspekty vyroby potravin s prodlouzenou iidrznost.
Vyskov, 2002. 120. s. Doktorska disertacni prace na Fakulté¢ ekonomiky obrany statu
a logistiky VVSPV ve Vyskové na katedie ekonomiky a hygieny vyzivy. Skolitel

disertacni prace Pavel Biezina.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 99

[82] VELISEK, J., et al. Chemie potravin III. 1. vyd. Tabor: Vydala firma OSSIS, 1999,
368 s. ISBN 80-902391-5-3

[83] VIRTO, R., SANZ, D., ALVAREZ, I, et al. Inactivation kinetics of Yersinia
enterocolitica by citric and lactic acid at different temperatures. International
Journal of Food Microbiology, 2005, vol. 103, s. 251-257, ISSN 0168-1605

[84] VLKOVA, A. Zlep$eni mikrobiologické kvality driibeze pii zpracovani.
In Potravindistvi IV. 1. vyd. Praha: Ustav zemédélskych a potravinaiskych
informaci, 1997. Kapitola 6. 117-126 s. ISBN 80-85120-56-9

[85] Vyhlaska MZ CR ¢&. 304/2003 Sb., ze dne 6. kvétna 2004, kterou se stanovi druhy
a podminky pouziti pfidatnych a pomocnych latek pti vyrobé potravin. Praha: 2004

[86] Vyhlaska MZ CR ¢&. 318/2003 Sb., ze dne 12. zati 2003, kterou se méni vyhlaska
¢. 54/2002 Sb, kterou se stanovni zdravotni pozadavky na identitu a Ccistotu
pridatnych latek. Praha: 2003

[87] Vyhlagka MZe CR ¢&. 375/2003 Sb., ze dne 30. ¥ijna 2003, kterou se provadgji
nektera ustanoveni zédkon ¢. 166/1999 Sb., o veterindrni péci a o zmeéné nékterych
souvisejicich zdkonti (veterindrni zdkon), ve znéni pozdé¢jSich predpisd,
a o veterinarnich pozadavcich na zivoc¢isné produkty. Praha: 2003.

[88] Vyskyt vybranych hldsenych alimentdarnich infekci a intoxikaci v CR v letech 2000 —
2005 [online] Praha: Statni zdravotni tustav, 2006-2-22 [citovano 2006-5-18].
Dostupné z URL http://www.szu.cz/cem/zpravy/default.htm. Zpravy centra
epidemiologie a mikrobiologie — Epidat

[89] YOUSEF, A.E. - CARLSTROM, C. Food Microbiology: A Laboratory Manual.
Ist edition. New Jersey:John Wiley & Sons, 2003. 277 s. ISBN 0-472-39205-0

[90] Zakon ¢. 110/1997 Sb., ze dne 24. dubna 1997, o potravinach a tabakovych
vyrobcich a o zméné a doplnéni nékterych souvisejicich zdkonl. Praha: Agrospoj,
1998.

[91]ZEITOUN, A. A. M., DEBEVERE, J. M. Decontamination with lactic acid/sodium
lactate buffer in combination with modified atmosphere packaging effects on the
shelf life of fresh poultry. International Journal of Food Microbiology, April 1992,
vol. 16, s. 89-98, ISSN 0168-1605



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

100

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

% id.
Ay
CCFAC
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hm.%
ICMSF
JOT
KAT
KOH
MID

MSA

procento identifikace

vodni aktivita

Codex Commitee on Food Additives and Contaminants
Centrum epidemiologie a mikrobiologie
Colony Forming Units

celkovy pocet mikroorganismi

Ceska republika

European Food Safety Authority

E. coli enterohemoragicka

E. coli enteroinvazivni

Endo Agar

E. coli enteropatogenni

E. coli enterotoxigenni

Evropska unie

Food and Agriculture Organization
gramnegativni

grampozitivni

hmotnostni procento

International Commission for the Microbiological Specifications for Foods

jate¢né opracované téla
diikaz produkce katalazy
KOH test

minimdlni infekéni davka

Mannitol Salt Agar
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NPM
0bj.%
ONP
OXI
PCA
pKa
SzU
Tin
TPC
TSI
VPT
WHO
YEP

YGA

Ministerstvo zdravotnictvi
Ministerstvo zemédélstvi
nejvyssi povolené mnozstvi
objemové procento

dikaz produkce B-galaktosidazy
diikaz produkce oxidazy

Plate Count Agar

disociacni konstanta kyselin
Statni zdravotni ustav

T-index

Total Plate Count

Triple Sugar Iron Agar

Voges — Proskauertv test
World Health Organization
Yellow Pigment
Chloramphenicol Yeast Glucose Agar

smérodatna odchylka
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PRILOHA P I: ZAKLADNI SCHEMA OPRACOVANI DRUBEZE

DOCHLAZENI

NAKUP || VETERINARNI |} NAVESOVANI
PROHLIDKA
OMRACOVANI
VYKRVOVANI p| KREV —P| POTRAVINA
—3 KRMIVO
PARENI
v LOZNT
SKUBANI PERI KRMIVO
—» KOMPOST
JEDLE DROBY | KUCHANI || NEPOZIVAT. KRMIVO
CASTI A JOT
OPRACOVANT VETERINARNI
(DROBY) — PROHLIDKA
CHLAZENI CHLAZENI
(DROBY) (JoT)
BALENI (DROBY) TRIDENI (JOT) > DRUBEZI > VYROBA,
VYROBKY BALENI,
¢ CHLAZENI
»| BALENI (JOT) l
l L & ZMRAZOVANI

ZMRAZOVANI > MRAZIRENSKE
SKLADY 1——J

p| EXPEDICE }——

* JOT = JATECNE OPRACOVANA TELA



PRILOHA P II: MIKROBIOLOGICKE POZADAVKY NA ZIVOCISNE
PRODUKTY

I m
a) b) c) d) €) f)
ca) J cb)
A. Pivodci kaZeni a indikatorové mikroorganizmy

Aerobni a fakul- [5.107  [10° 5100 |10 10° 5100 [10° 10
tativné anaerobni 5.10°
mikroorganizmy (mléko
vlig (ml)? kozi a ov¢i)
Koliformni 5100 |10* 5.10° |10 10* 0
mikroorganizmy
vig (m)?
Escherichia coli 10° 10° 10° o 10°
vlg (ml)?
Kvasinky 5107 [10s 5100|107 0
v1g (ml)?
Plisné K 10° 9 10* 10* 0
vig (mh)?

B. Pitvodci onemocnéni z potravin

Bacillus cereus  |5.10° 10* 5.10° <10 10° 0
v1g(ml)

Pseudomonas 10° 10° 10° 0 10° 0
aeruginosa
v1g(ml

Staphylococcus | 5.10° 10° 5.10° <10 10* 0 5.10°
aureus v 1 g (ml)

Sulfitredukujici |5.10°  [10° 5100 [<10 10° 0
klostridia
v1g(ml)

Salmonella spp. [0/25 0/25 0/25 0/50 0/50 0/25 0/25 0/25
v2S g (ml),
popf.

v 50 g (ml)?

Escherichia coli 0 0 0 0 0 0 0 0
0157 v 25 g (ml)”

Campylobacter 0 0
jejuni v 25 g (ml)

Yersinia 0 0 0 0 0 0 0 0
enterocolitica
(enteropatogenni
serotypy

v 25 g (ml)®

Listeria 0 0
monocytogenes
v 25 g (ml)®

Vibrio 0 0 0 0 0
parahaemolyticus
v 25 g (ml)> ¥

Stafylokokové
enterotoxiny neprokazatelné testem RPLA

Mykotoxiny nejvyssi pfipustné limity stanovi vyhlaska & 53/2002 Sb., ve znéni pozdgjich
predpisu




Vysvétlivky:

(I) Mezni mikrobialni hodnoty

(ID) P¥ipustné mikrobialni hodnoty pro hlavni skupiny vyrobki

1))

2)

3)

4)

5)

Skupiny vyrobki: a) vyrobky tepelné neopracované, uréené k ptimé spotiebé bez
tepelného opracovani. Tyto hodnoty plati i pro krev jateCnych zvifat ur¢enou
k prodeji; b) vyrobky, které budou pied uvedenim do ob&hu a spotieby tepelné
opracovany; ¢) vyrobky pro kojeneckou vyzivu — ca) k pfimé spotieb¢, cb) ke
spotfebé po tepelné uprave; d) mléko a jiné tepelné oSetiené zivocisné produkty
uréené jako surovina pro vyrobu potravin zivocisného pivodu; e) syrové mléko
k ptimé spotiebé; f) vejce.

Bez mikroorganismii patficich ke kulturni mikrofloie

Od mezni hodnoty nebo jejiho zjistovani mize byt upusténo,

a) zajistuje-li technologicky proces nebo tepelné kuchynské opracovani
bezpecnou devitalizaci mikroorganizmti, jsou-li splnény stanovené veterindrni
podminky a pozadavky pti vyrobé a vzhledem k baleni a oddéleni od jinych

potravin neexistuje zdravotni riziko,
b) pochazeji-li suroviny ze zvitat, ktera nejsou nositeli téchto ptivodcti ndkaz.

Bez viditelného rlstu; pfi ndlezu toxinogennich plisni je tfeba vySetfeni na

mykotoxiny.

Tyka se pouze ryb, mekkyst, koryst z vod tropickych a subtropickych pasem.



PRILOHA P III: VYSLEDKY BIOCHEMICKYCH TESTU

¢isLo

KMENU

IZOLOVANO
Z MEDIA

PROFIL

TVAR;
OKRAJE

BARVA;LESK/MAT

GRAM
morfologie

KOH

KAT

OXI

VPT

ONP

pupkovity

| Vypoukly/
knoflikovy

okrouhly,

rovné

tvar kulaty,
okraj

tvar kulaty,
okraj

rovné

okrouhly;
lehce zubaty
okraj

kovovézeleny lesk

svétle zIuta, pastelova,
leskla

leskla

tmav¢ fialova, ke
stfedu n&kolik

soustfednych kruht, na

SV , ke
stfedu tmavejsi, leskla

krémova az nazloutla
_.barva, matng leskld
svétle rizova barva,

uprostied tmaveéjsi,

svétle rizova barva,
uprostied tmaveéjsi,

bila krémova barva,
velka velikost

tycky az

tycky




¢isLo

KMENU

IZOLOVANO
Z MEDIA

zvyseny

zvyseny

TVAR;
OKRAJE

okrouhly,
rovné

lehce

rovné

rovné

okrouhly,
rovné

BARVA;LESK/MAT

tmave riZova az
vinova, uprostfed

tmave rizova az
vinové, uprostied

tmave riZova az
vinova, uprostfed

svétle rizova barva,
uprostied tmaveéjsi,

svétle rizova barva,
uprostied tmaveéjsi,

tmave riZova az
vinova, uprostfed
tmavéjsi, leskla

GRAM
morfologie

kokotycky

tycky

kokotycky

KOH

KAT

OXI

VPT

ONP




PRILOHA P IV: VYSLEDKY ZKUMAVKOVYCH TESTU (TSI)

FERMENTACE

IZOLOVANO
Z MEDIA

CisSLO
KMENU

DEAMINACE
AMINOKYSELIN

FERMENTACE
GLUKOZY

LAKOZY A PRODUKCE

SACHAROZY

[

w




PRILOHA P V: FOTOGRAFIE PLOTEN SLEDOVANYCH INDIKATOROVYCH
SKUPIN — APLIKACE ROZTOKU KYSELINY CITRONOVE (20+2 ml)
Vsechny nize uvedené fotografie jsou sefazeny nésledujicim zplsobem: vlevo kontrola,

uprostied vzorek po aplikaci 2hm.% kyseliny citronové a vpravo vzorek po aplikaci

10hm.% kyseliny citronové.

Obr. 29 Srovnani tri ploten na Endo agaru po 72 hodindch skladovani (fedeéni u kontroly a

2hm.% vzorku je 107 a u 10hm.% vzorku 107)

Obr. 30 Srovnani tri ploten na Zivné pudé YGA po 72 hodinach skladovani (fedeéni u

kontroly je 10 u zbyvajicich dvou vzorkii 107)



PRILOHA P VI: FOTOGRAFIE PLOTEN SLEDOVANYCH INDIKATOROVYCH
SKUPIN — APLIKACE SMESi ORGANICKYCH KYSELIN (20+2 ml)
Vsechny nize uvedené fotografie jsou sefazeny nasledujicim zplsobem: vlevo kontrola,

uprostied vzorek po aplikaci 2hm.% kyseliny citronové ve smési s kyselinou mlé¢nou a

vpravo vzorek po aplikaci 10hm.% kyseliny citronové ve smési.

Obr. 31 Srovnani tii ploten na Zivné piidé PCA, odbér byl proveden ihned po aplikaci
roztoku organickych kyselin (fedéni 10°)

Obr. 33 Srovnani tri ploten na Endo agaru, odber byl proveden ihned po aplikaci roztoku
organickych kyselin (Fedéni 10°)



Obr. 34 Srovnani tii ploten na Endo agaru po 72 hodinach skladovani (fedéni u kontroly a

2hm.% vzorku je 107 a u 10hm.% vzorku 107)

Obr. 35 Srovnani tri ploten na Zivné pudé YGA, odbér byl proveden ihned po aplikaci
smési kyselin (Fedéni u kontroly a 2hm.% vzorku bylo 107, u 10hm.% vzorku 10°)

Obr. 36 Srovnani tri ploten na zivné piidé YGA po 72 hodinach skladovani (fedéni u

kontroly je 107 u zbyvajicich dvou vzorkii 107)
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