Antibakterialni ucinek tavici soli HBS
(polyfosforeénan s dlouhym linearnim retézcem)

Adéla Novakova

Bakalarska prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2006 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav potravinaiského inZenyrstvi a chemie
akademicky rok: 2005/2006

ZADANIi BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a piijmeni: Adéla NOVAKOVA
Studijni program: B 2901 Chemie a technologie potravin
Studijni obor: Chemie a technologie potravin

Téma prace: Antibakterialni a€inek tavici soli HBS
(polyfosforeénan s dlouhym linearnim fetézcem).

Zasady pro vypracovani:

Sil HBS se pfidava jako aditivum do tavenych syri. Je pfedpoklad, Ze tato siil vykazuje
antibakterialni aéinek.

Cilem studie je pfesvédcit se na vybranych kmenech bakterii, zda uvedeny predpoklad
plati.



Rozsah prace:
Rozsah piiloh:
Forma zpracovani bakalaiské prace: tisténa

Seznam odborné literatury:

Dle doporuéeni vedouciho BP.

Vedouci bakalaiské prace: RNDr. Miroslav Grossmann
Ustav potravinaiského inzenyrstvi a chemie
Datum zadani bakalafské prace: 10. fijna 2005

Termin odevzdani bakalaiské prace: 31, kvétna 2006

Ve Zliné dne 20. dubna 2006

K/{ZM/
prof. Ing. g ¢ Hoza, CSc

feditel dstavu

. /'
prof. Ing. IgngHoza, CSc.
dékan




ABSTRAKT
Abstraktéesky

Za telem zlepSeni nebo Upravy chemického slozeni &dlzi chemickych vlastnosti se
do potravin pidavaji potravinéka aditiva. Mezi tyto latky skadi i tavici soli, které po-
mahaji stabilizovat s#s bilkovin a tuk v tavenych syrech. N&gsgji pouzivané tavici soli
jsou fosforeénany sodné (E 339), difosfareany (E 450) a polyfosfoéaany (E 452). Tato
prace je zagiena na tavicitd JOHA HBS. Jde oitkaz antibakterialnihodinku JOHA
HBS na vybranych kmenech bakterii.

Kli¢ova slova:

Tavici €il, JOHA HBS, fosforénany, antibakterialni dinek, Escherichia coli Staphylo-

coccus aureus, Mikrococcus luteus, Bacillus suhtiBiacillus cereus.

ABSTRACT

Abstrakt ve sw¥tovém jazyce

With the view of improvement or adjustment chemicahstitution and physiochemical
feature to the food products carry the hod fooditadd Among these matters lines also
smelting salts that can help stabilize mixture alms and oils in molten cheeses. Most
often used smelting salts are phosphates sod&\339), diphosphate (E 450) and poly-
phosphate (E 452). This work is bent on smelting 3aHA HBS. JOHA HBS is con-

cerned verification antimicrobial activity on cheitog bacteria.
Keywords:

Smelting salt, JOHA HBS, additive, phosphates,baatierial effectEscherichia coli Sta-

phylococcus aureus, Mikrococcus luteus, BacillustiBs, Bacillus cereus.



,Objev nového jidla znamena pr@st cloveéka vic nez objev hizdy.” A. Brillat-Savarin

Na tomto mist bych chéla podtkovat RNDr. Miroslavu Grossmannovi za jeho cenné od

borné radyg¢as a hlava trpélivost, které mi velmi pomohliip realizaci této prace.



L 1 5 PSP UPPPPPTRR 8
| TEORETICKA CAST .ottt 10
1 MIKROORGANISMY ...t mm et e e e et e e e e e e et e e e e e eeernnan 11
1.1 ROZDELENI MIKROORGANISMU PODLE FYZIOLOGICKYCH VLASTNOSTL........vuu..... 11
1.2 T S 1= = =SSP PUPPPR 17
1.2.1  Morfologie DaKLerii .........uuuriiiiiiiimeeeiiiiiiiiiiieieeee e 18
1.3 ESCHERICHIA COLI...eitttiiiieeiietiiie e e eeeeete e e e e e eeeta s seeeaeeessssaaaaeeseessaan e eeesessaanaaees 20
I R |V (o (0] [0 o | = PRSI 20
1.3.2  MetaboliZmMUS........oo i 20
1.3.3  Patogenit&scherichia COll.............coooiiiiiiiiiiiii e, 21
1.3.4  Citlivost na antibiotiKa .............ooieeeeiiieeiee e 22
1.4  STAPHYLOCOCCUS AUREUS......uuiiieiiiitiiiieeeeeettieeeesessstasseaeseesssssnneeeessssnnnaaees 23
3 |V o (0] [0 o | = PSSR 23
1.4.2  MetaboliZmMUS.......o ot 24
B B L= 4 1Y (=] [0 = PP 24
i R - 1 (0T (=] g | - P 25
1.45 Citlivost na antibiotiKa .............ooieeeeiiieeiee e, 25
15 MICROCOCCUS LUTEUS ... . eeiettiieeeeeeettseeeseeestaneeeessssennnssnaeessestannaaesssssnnaaeeees 25
R R |V (o (0] [0 o | = TSR 26
1.5.2  MetaboliZmMUS.......ooiiii e 26
L1.5.3  VYSKYE e ——————— 26
1.6 BACILLUS CEREUS. ...ttt eiiititi e eeeeettieeeeeeestaaeeeseeesansssaaeessesssanaeeessssanaaeeesssnnns 27
G R |V o (0] [0 o | = PR STTR 27
1.6.2  MetaboliZmMUS........ooiie e 27
G T == 1 (0T =] g | - P 27
1.7 BACILLUS SUBTILIS. ..ettttutieeeieettieeeeeeesttteeeesessssnsaaeeaeessssstnnaeessssssnnseeeessssnnaaeees 28
A R |V (o 0] [0 o | = PSSR 28
2 FOSFATY oottt ettt ettt er ettt 29
2.1 CHEMIE FOSFATU V JIDLE ...ciivtiieieeeeeeiie e e e e ee et e e e e e e e tanee e e e e e eesaan e e e s eeenaaneeeeas 30
2.1.1  NAZVOSIOVI fFOSTAL......uiiiiiiiiiii et 30
2.1.2  ChemiCKa StIUKIUIA ......uuiiiiieii et 30
2.2 FOSFATY V MLECE A MLECNYCH VYROBCICH.....uuuiiieeiiiiiiiieeeeeeeiiin e e e eeera s 30
2.2.1  Fosfaty v mnych vyrobCiCh...........ooooiiiiiiiii e 30
2.2.2  JOHA HBS ... e e e e et e e e e e e e e e e e a b 31
I PRAKTICKA CAST ..ot 32
3 KULTIVACE BAKTERI ..ottt 33



3.1 FODMINKY KULTIVACE ...ititieieiieeeeti e eetis e ettt e et s e s enmas s e s eaa e e e et neeeanneeenan s 33

3.2 KULTIVA CNIPUDY ettt e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e nnnnnne s 35
3.3 FRIPRAVA PUD.....ciiiiiiiieeeeei ettt ettt e e e et e et ettt e bbb a e e e e e e e e e e e eeeeees 36.
34 OTKOVANIPUD tetttiiiisiee e e e ettt s e e e e e e e e e e e e e e e e e e bbb s 37
3.4.1 Ristbakterii NAPIACH ........ovviiiiiiiii e 39
4 EXPERIMENTALNI CAST ..ottt erree et nnnneee s 40
4.1  FRISTROJE ZARIZENT A POMUCKY ..vveiiiesiiiuiiiireeeesaniteneeeeessasssneesssasssseeeessansnens 40
4.2 KULTIVA CNIPUDY tttttttiiaeee e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeenennnne s 41
4.2.1  Masopeptonovy agar — (MPA) ............ommmmeoimiinnniieiiiieeieerrrreeeeeaeeaes 1.4
4.2.2  Mueler hinton agar — (MHA) ... 41
4.2.3 NUHENt Broth ...ooooeee s 42
4.3  ROZTOKY A OSTATNI CHEMIKALIE ...evvieeesiiiiiereeeeaasniieeeeeeessssssneessnassseeeessannnens 43
4.4 POUZITE BAKTERIALNI KMENY .iiiiiiiiiiiieeeeesiiitieeeeesssnnseeeeeessssnnneesesssnssnneeeesaans 44
4.5  TESTOVANI TAVICI SOLIJOHAHBS ...t 45
4.6  POUZITE METODY STANOVENI ...ttttteetiiitiieeteessasitteraeesssansseeeesssssseeeeessannsnneeeeens 46
4.6.1  Kultivace Na PEVNAIHE ........ccccuviiiiiiiiiiiiiiieeee e e e e e e e e 46
4.6.2  Kultivace na pevnéifé s pouzitiméasového odstupu..........cceeeveeevveeeeennn.. 50
4.6.3  Kultivace v tekutém médiu a nasledna kulévaa pevnégié................. 51
ZAVER ...t e e e et e e e n e e e e e e nrrreaeas 52
SEZNAM POUZITE LITERATURY ..ottt 53
SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK .....coviieeeeeeeeeee e eme e, 57
SEZNAM OBRAZK U ..ottt sttt 58
SEZNAM TABULEK ... ..ttt e e e e e eeas 59

SEZNAM PRILOH. ... ettt e e et e e e e e e e e e e eeaaanaan 60



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 8

UvoD

Neni asi mista na naSi platiekde by nebyly bakterie. Nejvice je jich wdg a ve vod,
velmi mnoho je jich vdllech a nadech jinych organisrin, rostlin, Ziva@ichua i ¢lovéka, a
mnoho je jich ve vzduchu, jehoZ prigstim se $i. Vyskytuji se i v tak extrémnich pod-
minkach prosedi, kde jiné formy Zivota uz nenajdeme: v mrazAalarktidy,v horkych
pramenech, v solnych jezerech i na miéuye proslurgnych vrcholcich velehor. Jejich

koncentrace je ovSenmizna v fiznych prosiedich.

Ziva piiroda jako celek je ve stavu dynamické rovnovahsorirsystém, jehoz jednotlivé
prvky jsou propojeny slozitymi vazbami vzajemnékem podmirnosti, pdadajicimi je

v kolobehu hmoty do uzaeného cyklu. Tim je umo#no trvani zivé firody jako celku

v ¢ase i jeji vyvoj.

Clovek odpradavna vyuzival Zivotdinnost mikroorganistin véetns bakterii k vyrol pro-
stredkii ke svému vlastnimu Zivotu a ghjejich ¢innost ifidit,aniz ovSem il tuseni o
jejich existenci. S postupetiasu vSakloveék zatal objevovat stale nové moznosti a touzit
po ovladnuti vSeho Zivého. JenZe ne vSechny migesosmy, které se koletttoveéka vy-
skytuji jsou jemu prosi$né. Nekteré jsou patogenni jiné pouze podénihpatogenni. Pro-

to ¢lovek hledal zfisob jak by jejich vyskyt dinnost eliminoval.

NejvétSi problém patogennich mikroorganismpro c¢lovéka nastava ve spojeni
s potravinami. Proto jsme nuceni velmi dbat na éygiprovozu, fepravy, skladovani a
vSech operaci, které souviseji s vyrobou a nastadeportem potravin. Jenomze nebyli
bychom lidé, kdybychom nehledali vylepSeni a zjetlseni. Jednim z takovych zjednodu-
Seni je pouzivani potravifgkych aditiv, které slouzi nejen ke zlepSeni fylrika&chemic-
kych vlastnosti. Mezi tyto latky gadi i tavici soli, které pomahaji stabilizovatésnilko-
vin a tuki v tavenych syrech. N&gstji pouzivané tavici soli jsou fosfameany sodné (E
339), difosforénany (E 450) a polyfosfoteany (E 452). Do této skupiny tavicich soli
pati téZ tavici 8| JOHA HBS, ktera diky svym baktericidnin¢giakim ma obrovsky vliv

na kvalitu syl a samoiejme¢ i na moznost delSiho skladovani.

Cilem préace bylo pomoci¢kolika mikrobiologickych metod kultivace mikroorgamu

dokazat antibakterialnicinek tavici soli JOHA HBS.
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1 MIKROORGANISMY

Jako mikroorganismy oztiajeme jednobuftné nebo vicebuwtné organismy, které
nejsou schopny tvd funkéné diferenciované tk&nnebo pletiva. Spoteym znakem mik-
roorganisni jsou velmi malé roz#y jejich &€l — od reékolika desetirum do rékolika dese-
tin mm — podle toho byly také nazvany. V systengaticganism jsou mikroorganismy
oznaovany jako pislusnici teti biologickériSe podle Haeckela, Protistalidse na Proka-

ryota, jez nemaiji diferenciované jadro, mikrobidtoikaryota a Archedl]

Mikroorganismy hraji v firock i v Zivot¢ ¢lovéka obrovskou roli, nelibjsou jednim

z hlavnickeinitela ovlivaujicich tvorbu a zachovani Zivotniho piesti na nasi planet[1]

1.1 Rozdéleni mikroorganismi podle fyziologickych vlastnosti

Po fyziologické strance jsou mikroorganismy velmzmanité. Jednotlivé skupiny mikro-
organisnii se od sebe vzajerdtisi svymi naroky na vyzivu, na kyslik, i @pobem ziska-

vani potebné energie.
Podle narok na vyZivu rozdlujeme mikroorganismy na:

a) autotrofni, kterym k vyZi¥r sta&i pouze anorganické sléeniny. Ritomnost orga-
nickych slogeninc¢asto inhibuje jejich rozmnozZovani. Tyto mikroorgamy nejsou
schopny syntetizovat vSechny slozky své d&ae hmoty z anorganickych skt
nin. Nekteré z nich ziskavaji energii oxidaci anorganitkgowenin, jiné vyuziva-
ji swtelné energie; jako zdroje uhliku pro syntézu sué&tné hmoty vyuzivaji
oxidu uhlgitého a jako zdroje dusiku amonnych soli nebodhasii, v nékterych

piipadech i plynného dusiku. Flatiemiasy a ikteré bakterie;

b) heterotrofni, které vyZadujitipomnost organickych sl@éenin v Zivném progedi,
at’ uz jako zdroj uhliku, vodiku nebo energie;fpaem kvasinky, plisha wtSina
bakteriii. Heterotrofni mikroorganismy raddjeme déle na prototrofni, kterym sta-
¢i kvyzivé jednoduché organické uhlikaté steniny (nap. sacharidy, ethanol,
jednoduché organické kyseliny apod.) spolu s amicggmi solemi, a auxotrofni,
které krong toho vyZaduji skteré slozité slokeniny (nap. vitaminy, aminokyseli-

ny apod.).
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Podle naroku na kyslikéime mikroorganismy na:

a)

b)

d)

aerobni, které vyZzaduji vzdusny kyslik, neloaji vyvinuty pouze aerobni meta-
bolismus; pai sem plis#, octové bakterie (rodcetobactey, nckteré hnilobné bak-

terie a kkteré kvasinky;

anaerobni, které vyuzivaji volny kyslik, nébuaji pouze anaerobni metabolismus;
vzdusny kyslik na &pasobi inhibéné (nag. u sporotvornych bakterii rodblostri-

dium) nebo dokonce toxicky;

mikroaerofilni, které maji anaerobni metabolismasgak nizké koncentrace kysli-
ku urychluji jejich rozmnoZzovani; gasem nap v piéirodé velmi rozstena skupina

mlénych bakterii (rod.actobacillug;

fakultativné anaerobni, které maji anaerobni metabolismusgetakdhou #ist za
piitomnosti i nepitomnosti vzdusného kysliku; za aerobnich podmaeeiétSinou
rozmnoZzuji rychleji, nektd aerobni metabolismuscéiangji premenuje substrat

v energii;[1]

Podle zasobu ziskavani energiadime mikroorganismy dédhto skupin:

A.

Fototrofni mikroorganismy, jejichZz zdrojem energee preména sételné
energie v energii chemickou, ktera je pak vyuzéepro zivotni pochody Hhiky.
Podobr jako rostliny potebuji i fototrofni mikroorganismy kipméné swtelné
energie v energii chemickou chlorofyl. Krértohoto zeleného barviva obsahuji n
které fototrofni mikroorganismy jeStkarotenoidni barviva, jejichz funkci je ab-
sorbce s#tla a jeho pedani do reatiho centra v chlorofylu. Fototrofni mikroor-
ganismy syntetizuji budnou hmotu z anorganickych zZivin a oxidu ghého,

k jehoZ redukci pouzivajtizné slodeniny. Podle toho rozezndvame:

a) Fotolithotrofni (neboli fotoautotrofni) mikroorgamy, jimz vodik pro re-
dukci oxidu uhléitého poskytuji anorganické skeniny, takze jde o autot-
rofni mikroorganismy. Voda slouzi jako zdroj vodigauze u cyanobakte-
riii a fas tzv. sirné fototrofni bakterie vyuZivaji jakar@dvodiku pouze si-
rovodik nebo thiosiran. Jsou to anaeroby a jsésnpmi fototrofy. Pat

sem zelené sirné bakterjd]
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B.

b) Fotoorganotrofni (neboli fotoheterotrofni) mikroargsmy, jimz slouzi or-
ganické sloteniny jako zdroj vodiku pro redukci oxidu uitého a takeé
jako zdroj uhliku. Pdt sem nesirné purpurové bakterdhpdospirillaceag
které vedle bakteriochlorofylu obsahuiji fekarotenoidni barviva. &Sinou
jsou schopny vyuzivat také plynny vodik. Z&ttv je jejich metabolismus
anaerobni, av3ak ve &jsou schopny aerobroxidovat organické slaeni-
ny, aby ziskaly péebnou energii. Nejsou tedy aniignymi anaeroby, ani

striktnimi fototrofy.[1]

Sirné i nesirné fototrofni bakterie jsou schopny sxétla v anaerobnich

podminkach vyuzivat vzdusny dusik.

Vyskyt sirnych i nesirnych fototrofnich bakterii ggnezen jejichistovymi
poZzadavky a proto jsouripomny hlavié v zahnivajicichinich, organicky
zneisténych tocich, sirnych pramenech a vifoh. Vyskytuji se pod vrst-
vou fas, aby nily zajis€né anaerobni podminky; odliSné sloZeni chlorofylu
jim umoziuje absorbovat stlo o vinovych délkach, jetasy neabsorbuji
(predevsim je to oblast nejzazSikerveného a infrgerveného sstla). Karo-
tenoidni barviva jim umaiuji vyuzivat také sitlo o vinové délce 450 az

550 nm[1]

Fototrofni bakterie maji vifrod¢ mnohem mensi vyznam nez cyanobakterie
artasy, které jsoutdezitymi producenty kysliku,iedevSim v oceanech, kde

také slozi jako potrava drobnym Zérchum. [1]

Chemotrofni mikroorganismy ziskavaji energii oxidaleemickych slote-

nin. Rozalujeme je dodchto skupin:

a) Chemolithotrofni¢ili chemoautotrofni mikroorganismy, ziskavaji energ
oxidaci anorganickych sldanin. Jsou to &Sinou aerobni autotrofni bakte-

rie. Pati sem:

1) Bezbarvé sirné bakterie a vlaknité sirné ba&teriskavaji energii oxidaci si-

ry a jejich slodenin, gredevsim sirovodiku:
2H,S+Q - 2H0 + 2 S + energie

2S+3Q+2H0 - 2 H,SO, + energie



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 14

H.S,05 + 2 G + H,O - 2 SO, + energie

Siru jako rezervni zdroj energie, ukladaji ve fdrmmnicek ve svych bikach. Nekteri pri-
slusnici roduThiobacillusprodukuji tolik SOy, Ze silreé okyseluji progedi (na pH 0,5 a
nizsi). Tim gispivaji k rozpou&ni hornin zvySovani tvrdosti vody. Jsou také higuiti-
nou koroze kovovych konstrukci a potrubi, uloZzenyaemi. RislusnicicelediBeggiatoa-

ceaemohou ziskavat energii také oxidaci organickychksnin.

1. Nitrifikac¢ni bakterie Nitrobacteraceag ziskavajici energii oxidaci sléenin dusi-
ku. Pati sem rodyNitrosomonasNitrosococcusgj., které jsou obligatnimi chemo-

lithotrofy, ziskavaji energii oxidaci amoniaku nasdany:

2NH; +3Q, - 2 HNG + 2 HO + energie

Déle sem pdt rody Nitrobacter, Nitrococcusaj., jimZ slouzi jako zdroj energie

oxidace dusitalnna dustnany:

2 HNG, + O, - 2 HNG; + energie

Rod Nitrococcusje obligatni chemolithotrof, kdeZta:které kmeny rodiNitrobac-

ter mohou ziskavat energii také oxidaci organickyoclksnin.

Nitrifika¢ni bakterie hraji velmi iezitou roli v kolol&hu prvii v prirod, neba
oxiduji amoniak vznikly mikrobialnim rozkladem bdtkin a jiného organického materialu.
Na zn&ny vyskyt a vysokou aktivitusthto bakterii Ize usuzovat ze skirtesti, Ze ¥tSina

dusikatych rezervigly prechazi ve formarozpustnych dughan do vodnich tok. [1]

2. Zelezité bakterie Siderocapsacedg ziskavajici energii oxidaci Zeleznatych font
na Zelezité. Jsou to kulovité aZitykovité bakterie, vyskytujici se ve vodach boha-
tych na Zeleznaté ionty a hromadici nerozpustrezi¢élslodeniny ve svych slizo-
vitych obalech nebo mimo svéiiky. Jejich¢innosti vznikla loZiska Zelezitych rud,
a proto maji velky geologicky vyznam. Naproti totau. vliaknité Zelezité bakterie,

které ukladaji sloteniny Zeleza nebo manganu ve férdiouhych pouzder podél
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fetzal svych bugk, jsou ¥tSinou chemoorganotrofni, nebpiskavaji energii oxi-
daci organickych slaenin. Chemolithotrofni je vSak rd@allionella, ktery vytvai

z zelezitych sloéenin vlaknité pochvy. Jeh&innost ma za nasledek ucpavani po-
trubi, jimiZz prochazi voda s vysokym obsahem Zedgmh iont.. Tento rod jera-

zen mezi paici bakterie[1]

3. Bakterie vyuzZivajici pouze methan a methanol {§lyrMethylomonasa Methylo-
coccu$. Tyto bakterie jsou olégjne¢ zarazovany mezi chemolithotrofni mikroorga-
nismy, nebé nejsou schopny vyuzivat Zzadné dalSi organické&shiny a pro syn-

tézu sveé buwtné hmoty pouZzivaji oxid ulglity. Ziskavaji energii reakcemi:

CH;+2 QG - CO, + 2 HO + energie

2CHOH+3Q - 2CQ + 4 HO + energie

Nékteré druhy vSak ziskavaji energii také oxidacihaadi a jinych organickych slae-

nin, takZze nejsouifsné chemolithotrofni, ale jsou mixotrofril]

b) Chemoorganotrofnéili chemoheterotrofni mikroorganismy ziskévaji ener
gii oxidaci organickych slaienin, jichZ vyuZivaji také jako zdroje uhliku,
vodiku a ¥tSinou i kysliku k syntéze své bitmé hmoty. Do této skupiny
paii kvasinky, plist a wtSina bakteriiCinnost chemoorganotrofnich mik-
roorganisni je dilezita v girodk i v pramyslu. V girod jsou spoléenstvi
raznych druld téchto mikroorganisrin schopna rozlozit veSkeré organické
sloweniny Zivaisného i mikrobniho {vodu az na oxid uhlity, vodu a
amoniak a vracet tyto latky do kokdiu, ktery je nutny pro zachovani zZivota
na nasi planét Cinnost &chto mikroorganist je Zadouci jednak ve vod-
nich tocich, miich a undlych vodnich nadrzich, neba@pisobuje tzv. sa-
maocisteni vod, jednak v fde, neba@ zvySuje jeji urodnost. Chemoorgano-
trofni mikroorganismy jsou vSak na druhé st&rafivodci nezadouciho roz-
kladu potravin a potraviitgkych surovin. Zfyssobuji také rozklad nepotravi-
naského organického materialu ulozeného ve vihkuifpagpkanin, Kize i

materialu z gkterych plasi). Mezi chemoorganotrofni mikroorganismy pa-
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téi i patogenni mikroorganismy, kteréigobuji nemocéloveka, zviat nebo

rostlin, a valna &sSina mikroorganisiin pouzivanych v gmyslu.[1]

Oxidace organickych slgenin mize u chemoorganotrofnich mikroorga-
nismi probihat za aerobnich nebo anaerobnich podminakaefobnich
podminek (tj. u aeraba fakultativnich anaerdd mohou byt organické
sloweniny oxidovany Uplaz na oxid uhtity a vodu, picemz dusikdchto
organickych slogenin je geménovan \&tSinou na amoniak. iP nadbytku
organického substratu, slouziciho jako zdroj eeermySem mize dojit pou-
ze k jehocasténé oxidaci, a to za vzniku velkého mnoZstvi orgieého
produktu; této skutaosti se pimyslow vyuziva g aerobni kvasné vyréb

n¢kterych kyselin (najp octove, citronove, fumarové atd.}]

Anaerobni oxidace organickych subsirétiZze probihat i na Ukor kysliku
dusknani (nag. u @islusniki roduBacillus a utady jinych bakterii) nebo
sirami (nag. u anaerobniho rodDesulfovibrionebo u anaerobniho sporo-
tvorného roduDesulfotomaculuin Tento proces byva také ozoaan jako
anaerobni dychani. Ze sitawznika @i anaerobnim dychani sirovodik, ktery
s Zeleznatymi ionty nebo jinymi kationtyifpmnymi v prostedi tvdi cerné
sulfidy. Z dusénani pritom vznikaji jedovaté dusitany nebo nizSi oxidy du
siku. Toto tzv. dusitanové kvaSeniize prolkhnout v obrovskych kontejne-
rech melasy v cukrovarech, lihovarech nebo déhach, pokud melasa ma
mimoradre vysoky obsah bakterii; projevuje se vznikenédavych dyni
oxidu dusiku. Dusitanaykvasici melasy jsou pro wysoky obsah toxic-
kych slokenin dusiku nevhodné jako surovina pro kvasriynysl. Mohou

dokonce zpsobit zastaveni fmyslového kvasného proce$, 2

VétSinou vSak oxidace organickych stemin za anaerobnich podminek
probiha tak, Z€4st molekuly se oxiduje az na oxid uftly a jeji zbyvajici
cast se redukuje na produkt, ktery je uwslan do kultivéniho prostedi.
Protoze timto zjpsobem ziskad mikroorganismus ze substratugoamalé
mnoZstvi energie, musi rozlozit velké mnozstvi gédlhs. Anaerobni proce-
sy jsou proto spojeny s hromgdm organickych produkit energetického
metabolismu a &tSinou také s intenzivnim uv@vanim oxidu uhlitého.

K hlavnim anaerobni proa@®, jimiz mikroorganismy ziskavaji energii, pa-
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tii ethanolové kvaSeni kvasinek, #ié kvaSeni mighych bakterii a masel-
né kvaSeni fisluSniki rodu Clostridium VSechna tato kvaSeni se vyuZivaji

pramyslow pro kvasnou fipravu produki metabolismuf1, Z

1.2 Bakterie

Velké pokroky v biologii, a mimo jiné i rozvoj mikiskopie a ostatnich metod srovnavaci
cytologie vyustily v dnesni jednozitray zawr, Ze buika bakterii a sinic se velmi vyrazn
odliSuje od biiky vSech ostatnich organignsvoji podstaté jednodussi strukturni organi-
typy burek je strukturni organizace b&mého jadra, a proto se vzilo ozeai ,prokaryot-
ni“ a ,eukaryotni“ bitka. Rozdily mezi prokaryotnimi a eukaryotnimi origamy jsou \t-
Sinou zasadfjSi, nez jsou rozdily mezi rostlinami a zZéichy; prokaryota a eukaryota jsou
od sebe oge oddleny; mezi nimi neexistujiiechodné formy mezi prokaryotni a eukary-

otni organizaci hitky. [1, 2
Jsou i klicové charakteristiky, které plati pro vSechna prodda:

1. Organizace busgného jadra. Jadro prokaryot je Utvar morfologickstelny, neod-
déleny vSak od cytoplazmy membranou aréry jedinou, do kruhu uzienou
dvousroubovici molekuly DNA. Prokaryotni iikka je haploidni. Mnozi se jen po-

hlavre.

2. Nepitomnost buaénych organel. V prokaryotni Boe nejsou ani mitochondrie,
chloroplasty, ani endoplazmatické retikulum, ardr&jiné membranou ohr&ené
organely. Jedinou membranou je cytoplazmaticka ménsbna povrchu cytoplaz-
my. To znamen@, Ze prokaryotniiiia je jedinym, déle jiz membranami rétel-
nym prostorem.

3. Vlastnosti ribosom. Ribosomy prokaryotnich bgk se liSi od ribosoiin eukaryot-

nich burk v celérac dilcich funkénich a stavebnich vlastnosti,mimo jiné i ve ve-

likosti a hmotnosti.
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Krome¢ toho maji prokaryotni hiky mnoho dalSich specifickych vlastnosti odliSwjficje

od burgk eukaryotnich, i kdyz tyto vlastnosti mohou zpddaichytét. Piikladem je :

a) peptidoglykan, ktery neni znam u eukaryot, zatinjecpodstatnou s@asti

stény u vSech prokaryot krokrmykoplasmat adkolika dalSich vyjimek.

b) Biciky, které jsou fitomny u rekterych bakterii, jsou jednoduchosti své

stavby zasadnodliSné od stavby a apobu funkce brv a biki eukaryot.
c) Anaerobioza, striktni nebo fakultativni neni u @ojot, na rozdil od euka-
ryot, nikterak vzacna ani vyjintea.

d) Schopnost vazat vzdusny dusik, ktera je viasti prokaryotnich druln, je
neznama u eukaryot, stéjtak jako tvorba poly-hydroxymaselné kyseli-

ny, jako zasobniho b&dného materialu.
e) Pinocytdza, fagocytdza a exocytoza, které jseané u eukaryot.
f) Pritomnost ster@l v membranéach je typické pro eukaryota.

g) Bunka prokaryotni je asi desetkrat menSi nez eukaryatie tak velikosti

srovnatelna s mitochondrii.

h) Pro prokaryotni biku je charakteristicka i neschopnost vybtafunikiné a
morfologicky diferenciované tké&n Prokaryota jsou jen jednobtimé tka-
né. [2, 5§

1.2.1 Morfologie bakterii

PrestoZe jsou bakterie po fyziologické strance velozimanité, po morfologické strance
nejsou mezi jednotlivymi rody velké rozdily. Tvaurkk bakterii obr.1 je népasgji tycin-
kovity, mére casto kulovity. VIaknity tvar se vyskytuje u pémé rozsahlé skupiny qa-

nich bakterii p&tcich doraduActinomycetalea u rekolika dalSich rod. [1, 2, 2§
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Obr. 1 Tvary budk bakterii[1]

Ty¢inkovité buriky jsou bul’ rovné, zakivené, tvaru pravidelné spiraly nebo dlouhé ne-
pravidelné spiraly. Bzné druhy bakterii se liSi pamem délky buiky k Sice, takZze se vy-
skytuji jak druhy tveici velmi kratké tginky podobné spiSe kékn, tak i druhy tvéici
dlouhé tyinky pripominajici spiSe kratka vlakna. WtSiny tyinkovitych bakterii se vSak
délka burk pohybuje v rozmezi od 1 doBn; u téhoz druhu zavisi na &gich podmin-
kach, tedy na fyziologickém stavu kihn buiky, které se velmi intenzivnrozmnoZzuji,
jsou mnohem kratSi nez tiky klidové. Naproti tomu $ka ty¢inkovitych burgk je u dané-
ho druhu porérné stala. U ¥tSiny druhi bakterii se pohybuje v rozmezi od 0,5 donh
Tycinkovité bakterie se rozmnozujfipnym clenim buky. [1, 2, 28

Kulovité vegetativni buiiky bakterii se nazyvaji koky. Jestlize se rozmno#djenim
pouze Vv jedné rovif) tvoii fetizky, nap. rod Streptococcuspii déleni ve dvou na sebe
kolmych rovinach vytvigeji tSinou tetrady, nap rod Pediococcuspri déleni ve tech na
sebe kolmych rovinach tyviopravidelné batiky po osmi az &kolika stech biikach (tzv.
sarciny). lenim koki v raznych rovinach vznikaji nepravidelné shluky Bkifnag. rod
Staphylococcys[1, 2, 2§

VIaknity tvar bakterii , vyskytujici se traduActinomycetalese charakterizovan pravym
vétvenim. RozmnoZzovani zde probiha jednalewim burtk ve vlaknech, a tedy rorsta-
nim vlaken, jednak tvorbou jednolignych utvat cili spor, vznikajicich podél vidken
nebo na jejich konci, jednak rozpadem viaken v ¢giire bunky. U nekterych rod se tvo-

i uvnitt burgk (tzv. endospory).1, 2, 28
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1.3 Escherichia coli

Gastrointestinalni trakt&sSiny teplokrevnych Zivi&chu je kolonizovan bakteriEscheri-
chii coli jen rekolik hodin nebo di po narozeni. Lidskéigtvo je obvykle kolonizovano

béhem prvnicktyticeti hodin po narozenjil2)]

1.3.1 Morfologie

Escherichia colije hlavnim zastupcem bakterialni rodinynterobacteriacegestevni
bakterie, které jsou fakultatignanaerobni, Gramnegativnic¢igky, které Zziji v travicich
traktech jak zdravych, tak i nemocnychizatia lidi. Z |ék&ského hlediska p#t Entero-
bacteriaceaemezi nejvyznamgjSi bakterie. Nkolik druhi bakterii pati do skupiny sev-
nich patoget (nag. Salmonella, Yersinjaa jiné tvdi prirozenou stevni mikrofléru (nap

Escherichia coli, Enterobacter, KlebsielJkteré jsou povazovany za nepatogenni bakterie.

E. colije pirozenym obyvatelem i&vni mikroflory¢loveka, kde tvai jeji prevaznouiast,
ale ve srovnani s celkovym ¢giem vSech bakterii t¥djen maloucast. Anaerobni druhy
strevnich bacil v travicim traktu pevySi pétem E. coli ptinejmensim v porru 20:1.E.
coli mohou infikovat dolni cesty dychaci, ranyjigpbuji infekty méovych cest, byvaji téz
obavanymi jgvodci meningitid u novorozefic Nicmérg vyskyt E. coli v travicim traktu a
fekaliich vedl ke sledovanéthto bakterii jako indikatdrfekalniho zn&steni a kontami-

nace vod[7, 8, 12, 19

Obr. 2Escherichia col{8]

1.3.2 Metabolizmus

Escherichia colimé jak respiréni, tak i kvasny metabolismus. ZkvaSuje cukry gnaggtu-
kosu, laktosu, &které pentosy a alkoholické cukry) za intenzivrarby kyselin a plya.
Tvori z €chto cuki hlavre kyseliny ml€nou, pyrohroznovou, octovou a mravgnpii-

c¢emz ¢ast kyseliny mraveti rozklada na oxid uhlity a vodik. Pro zjidini této bakterie
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v potravinach nebo veédse vyuziva jeji schopnosti zkvaSovat laktosu zaikez kyselin;
piislusné diagnostické selektivniiqy totiz obsahuji laktosu jako zdroj uhliku, bamiv

které zn&¢nou barvy prokaze zkvasovani laktog;. 12

1.3.3 PatogenitaEscherichia coli

Podle antigenni struktury sé€ltdna sérotypy. Somatickych (O) antigeje 167, k nim se
vazi K a H antigeny, takZe jejich kombinaci vzn40 sérotyp. Kapsularni antigen se
déli podle chemického sloZeni na ty, které jsoudny kyselymi nebo neutralnimi polysa-

charidy, a na ty, které se skladaji z bilkovin @itgtruktury podobné fimbriim.
Escherichia colvyvolava dva typy onemoéni:

a) extraintestinalni (zejména mmvych cest, septickd onemdaaen, infekce

ran, hnisaveé procesy)
b) v intestinalnim traktu infekce provazendjpmy (urcité kmeny)

Extraintestinalni formy jsou vyvolavanygvazr komensalnimi sérotypy a infekcedasto
endogenni. Mohou se uplatnit ty kmeny, které vzpldraktericidii séra a fagocytéze, tj.
maji polysacharidovy kapsularni antigen; vaoeem traktu ty, které maji tzv. P fimbrie,
jimiz adheruji na sliznici mmvych cest (uropatogenti. coli). E. coli je pyogenni bakte-
rie. V zazivaci traktu se ¢ité kmenyE. coli uplatiuji jako patogenytiznymi mechanismy,

podle kterych se skupinygdhto tzv. enteropatogennich kniidh. coli se oznauji jako
1. enteropatogenni v uzsim slova smyslu (EPEC)
2. enterotoxigenni (ETEC)
3. enteroinvazivni (EIEC)
4. enterohemoragické (EHEC)

Enteropatogenri. coli EPEC: jsou vyvolavateli novorozeneckyclijpria. Dochazi k de-
hydrataci pi vodnatych pitjmech, gipadre i ke smrti. V rozvinutych zemich infekci ubylo,
jsou vSak problémem v rozvojovych zemich. &iny dti a u dosplych onemocani ne-
vyvolavaji. Bylo prokdzano, Ze schopnost vyvoldb tpovorozenecké pmy je vazana
pouze na ékteré sérotypy, které kolonizuji tenké a tlustéad. Jejich identifikace se opira

o sérotypizaci. U EPEC kmé&mebyla prokazana tvorba enterotaxiinfekce EPEC kme-
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ny je spojena s charakteristickymi ultrastruktuidlin zmeénami v epitelidlnich bikach

tenkého skva, které jsou patrny jen pod elektronovym mikogsm.

EnterotoxigennE. coli—ETEC: kolonizuji tenké s#vo pomoci kolonizaich faktofi, coz
jsou proteinové fimbrie, které jsou drukkospecifické (prailoveéka, pro selata, pro telata).
Enterotoxigenni kmeny mohou vyvolatipny jak u dti, tak i u dosplych. Vyskytuji se
pievazré endemicky v teplych oblastech (Mexiko, Banglad&gypt), do stedni Evropy se
dostavaji po navratu cestovdiétestovatelské fymy). ETEC kmeny mohou produkovat
2 typy enterotoxifi, a to termolabilni enterotoxin (TL) podobny sw&twkturou a stejny
mechanismem svéhaiiaku jako choleragen a termostabilni enterotoxi®)(TGeneticka
informace pro tvorbu enterotoxine vdzana na plazmidech. Tvorba enterotioxja u ré-

kterych sérotyp ¢astjSi, ale vazba mezi tvorbou enterotoxinu a sératypevolna.

EnteroinvasivniE. coli — EIEC — maji podobny mechanismus patogenity gthigely, tj.
pronikaji do butk a v nich se mnozi. Onemagn probiha pod obrazem bacilarni dysente-

rie.

Enterohemoragick&. coli— EHEC — maji podobny mechanismus adherence jaterce
patogenni, ale vazi seqvazi v tlustém gtewvé. Navic jsou producenty toxinu, ktery se
ozna&uje jako podobny shigelovému (shigalike toxin) nefeootoxin (znény se projevuji
zejména v bugnych kulturach bugk VERO). Izoluji se z epidemickych onem@ai he-
moragickou kolitidou, u &kterych nemocnych se vyvine hemolyticko-uremickpdspm
(HUS). zZdrojem infekce je n&stji infilkované ho¥zi maso. Onemoeni se vyskytuje
v détském ¥ku, a to nejen v rozvojovych zemich. Onemwire ¢asto smrtelné. Veroto-
xiny jsou dvou antigennich typ ale mechanismus toxicity je stejny. Produkce ribxye
vazana na bakteriofaga.iRaz kmeii tvoricich verotoxin se opira o Zmy v buré¢nych
kulturdch nebo genetické sondy¢t¥ina kmei je odliSna biochemicky (negti sorbitol).
Toxin maze byt prokazaniimo ve filtratu stolice. Proti verotoxinu se tvmeutraliz&ni

protilatky. Kmeny byly zachyceny i @eské republicd2, 9

1.3.4 Citlivost na antibiotika

E.coli je citliva primarg na WtSinu antibiotik, ale zejména nemoami kmeny maji sekun-
darni rezistenciignosového typu. Terapie extraintestinalnich infelativa v 1&b¢ anti-

biotiky, u intestindlnich forem je nutno dbat naydrataci[2]
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1.4 Staphylococcus aureus

Pati mezi k&Zné mikroorganismy. Nachazi se v Sirokém zastoup&riu, v nose, ve vla-
sech a na povrchuike. Stafylokoky mohouist a ezit ve vysokych koncentracich soli a
cukri, kde ostatni mikroorganismy niegiji. Radi se mezi biochemicky nejaktigjai bak-
terialni druhy. Produkujgéadu komplexnich latek b&éné stny, exoenzym a toxini,

z nichz mnohé se uptaiji jako faktory virulence. Je déd adaptovany na kolonizacide

a sliznic a spolan¢ se streptokoky p#itmezi nefastjSi pavodce pyogennich infekci nebo

intoxikaciclovéka i zviat.[11,17

1.4.1 Morfologie

v7s ~

Staphylococcus aureusori Zluté kolonie na mediu, které je bohaté na Zivihiyaureuge
casto hemolyticky na krevni agaru. Staphylokoky jsharakterizovany jako grampozitiv-
ni, nesporulujici, nepohyblivé &tginou neopouz@né sférické koky o pméru asi 1um.
Bakterie jsou katalasa — pozitivni a oxidasa — tiegia S. aureusmize fist v teplotnim
rozmezi od 6,5 °C do 48 °C & oncentracich NaCl vy3Sich nez 15 %.iPdb skupiny
mezofilnich bakterii. Mohou se vyskytovat jednat)ivebo ve dvojicich a v nepravidelnych

shlucich, nebo v hroznovitych shlucich.

[2,3,4,12

Obr. 3Staphylococcus aure(i$2]
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Obr. 4 Gramovo barveniStaphylococcus aure(i$2]

1.4.2 Metabolizmus

Stafylokoky maji ¥tSinou fermenténi i respir&ni typ metabolismu. Na rozdil od strepto-
koka produkuji katalazu. #°zkvaSovaniady cukfi tvori kyseliny, nikoliv vSak plyn. Pro-
dukce D nebo L - izomeru kyseliny mit€ @i anaerobni utilizaci glukdzy je uziteym
taxonomickym kritériem. Test se provadidanim 3 % roztoku peroxidu vodiku ke kolonii
a nasledna kultivace na plotnach nebo Sikmém atfatalaza pozitivni kultury tvid O, a

bublinky. Tento test se nesmi progda krevnim agaru, ktery uz sdm od sebe obsahuje

katalazu[12]

1.4.3 Rezistence

Stafylokoky jsou do zré miry rezistentni néfznivym vlivim zevniho progedi. Odola-
vaji zalfati na 55 °C po dobu 30 minut, vysychani (zdast gitomnosti bilkovin peZiva-
ji az reékolik tydni) a odolavaji vy$Sim koncentracim NaCl. Tyto vlasthzejmé umoz-
nuji prechodné nebo i rezistentni osidlenfitych koZnich oblasti gkterymi stafylokoko-
vymi druhy. Tolerance k 10 % koncentraci NaCl vtikaknim mediu Ize vyuzit pro selek-
tivni izolaci stafylokok ze silre kontaminovaného materiélu, jakym jsotkteré potravi-

ny, sliznice a povrchéla zvirat. PomnoZzuji se i naigach obsahujicich az 40 % &l 2]
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1.4.4 Patogenita

S. aureuge patogenni préloveéka a prakticky pro vSechny teplokrevné Zivby. Lidsky
organismus je Wi stafylokokové infekci porrné znané odolny. K onemocini dochazi
zpravidla @i oslabeni organismu nebo infekci velkou davkowlentniho kmene. Vy-
znamnym predisponujicim faktoremiake byt chirurgicky zakrok, Uraz, @ nahrada,
zavedeny katetr, maligni onem@ain nebo imunologickd nedostatest. Vice ohrozeni

jsou novorozenci, kojenci a starf2]

Symptomy styfylokokové otravy se projevuji 1az &limopo poziti potraviny infikované
stafylokoky. Symptomy itrvavaji po dobu 6 az 24 hodin od prvni¢fzpaki. Nejkezngj-

Si symptomy zvracenijé&e a vygerpani. Najastji infikovanou potravinou je maso a ma-
sité produkty, ale i dibez, vyrobky z vajec, tiak, brambory a mléko. Nicmésunka pat

mezi ne¢astjSi zdroje stafylokokové otravjl1]

1.4.5 Citlivost na antibiotika

VétSina kmei (kolem 80%) je rezistentni k penicilinu. Tento lpigam vSakieSi semisyn-
tetické penicilindza-rezistentni peniciliny (oxatilmeticilin, klaxacilin), penicilinové pre-

paraty kombinované s enzymovymi inhibitory betadakizy[2]

1.5 Micrococcus luteus

Mikrokoky byly na zaklad morfologickych aiistovych vlastnosti zazeny do stejnéele-
di jako stafylokoky. Analyzy genomu vSak ukazalg,jde o rody velmi odliSné a vyvojév

vzdalené. Tomu odpovida i naprosta serologickagamni) odliSnost obou rad

.....

tabolismem. Zatimco stafylokoky jsou fakultativanaerobni, mikrokoky jsou strikirae-
robni. Mistem firozeného vyskytu mikrokak je kiZze savé. Sekundaré se vyskytuji
v mase, mlénych vyrobcich, pdé a vod. Za normalnich okolnosti jsou mikrokoky pokla-
dany za nepatogenni bakterie, u osob se snizenmiton vS8ak mohou vyvolat i zavazné

infekce.[2]
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1.5.1 Morfologie

Micrococcus luteuge grampozitivni kokova bakterie. Ugiddani kok byva obvykle do
balicku ¢i shluki burek.
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Obr. 5 Micrococcus luteyd 8]

1.5.2 Metabolizmus

Rod Micrococcuszahrnuje pisné aerobni druhy. VSechny jsou schopfigtrv gritomnosti

5% chloridu sodnéhd@gehoz se vyuziva také&igejich stanoveni.

1.5.3 Vyskyt

Vyskytuji se hlavi na solenych potravinach, kde mohouiitvdluté, oranZzové az inten-
zivn¢ razové kolonie. Toto zbarveni je gobeno karotenoidnimi barvivyfippmnymi
Vv jejich buikach. Tato barviva chrani Bky pred letalnimi dinky ultrafialové slozky slu-
necniho swtla, a proto se uvedené bakterie vyskytuji jalksta vzdusna kontaminace.

Dnes je uznavano dé&vdruhi tohoto rodu. Nkteré z nich karotenoidni barviva netiz¢2]
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1.6 Bacillus cereus

BéZne se vyskytuje v fidé a v prachu a kontaminujeiané materialy odebrané pro mikro-
biologické vySeteni. Jeho fitomnost je hodnocengasto jako nahodné zisteni. Jako
podmirény patogen se fize uplatnit jen u hostitele s vyrazsniZzenou imunitou, pakiie

vyvolat pneumonii, i meningitidy2, 29

1.6.1 Morfologie

Jde o grampozitivni tku neopouztenou, tvdici endospory. Kultivéné je zcela nenarte
ny, roste dote na vSechdZnych pidach. Na krevnim agaru jsou kolonie obklopeny wraz

nou zonou Upiné hemolyz2, 27

Obr. 6Bacillus cereu$26]

1.6.2 Metabolizmus

Bacillus cereuge striktre nebo fakultativa aerobni, katalasa — negativni.

1.6.3 Patogenita

V rozporu s nizkou patogenitou e cereuproducentem celiady toxini a enzyni. Prvni
skupinu tvai C fosfolipazy, které 8pi fosfatidylcholin, fosfatidylinositol a sfingomiye.
Hemolysiny jsou dva, prvni z nich (cereolysin) ni@stnosti oxygenlabilnich hemolysima

je letalni pro mys, druhy hemolysin neni oxygentabiCereovy enterotoxin vedle své en-
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terotoxické aktivity zvySuje permeabilitu cév, jeknotizujici. Jeho spory jsou velmi ter-

morezistentni[2, 4

1.7 Bacillus subtilis

V piirodk nejrozstersjSi Bacillus subtilisje téner vSudygitomny. Tvdi ponmgrné malé
peritrich&lni buiky (0,7 x 2 az 3um) a produkuje &kolik polypeptidovych antibiotik[2,
4]

1.7.1 Morfologie

M& totoZnou strukturu jakBacillus cereus

Obr. 7Bacillus subtilig 23]
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2 FOSFATY

Mrivrw s

piedstavuje pouze 1 % celkové vahy lidskéHa,ve srovnani s 65 % kysliku, 18 % uhliku

a 10 % vodiku, je jednim z esencialnich pirpko lidsky organismug6]

Mametadu chemickych procéskteré zahrnuji fosfor do svych reakci. Faktenzgege-
vazna ¥tSina biochemickych reakci probihd ve ¥attbo vodnim médiu, nebo na jeho
povrchu. Naproti tomu fosfaty reaguji s vodou velpoimalu, ale jsou ddb rozpustné

v organickych rozpou&dlech.[6]

Fosfor hraje velkou roli v mechanismu transportergie, pomoci které &ni chemické
vazby v jiné, nebo #ni nizné formy energie, jako je kineticka energie svala pohybu,
elektricka energie Ulte nebo s#telna energie u stlusek. Navic je hlavni s@éasti adeno-
sintrifosfatu (ATP) ve svalové kontrakci zivych ati a vyskytuje se tézéhem zngn,

které probihaji v obdobi rigor morti€]

Fosfor se velmiasto v biologickych systémech vyskytuje ve skagrbilkovinami. Tyto
.konjugované® bilkoviny zahrnujji nukleoproteiny fasfoproteiny. TFeti skupinou jsou
lipoproteiny, které jsou obvykletfigruzeny k fosfolipidm. NejdileZitéjSimi fosfoproteiny,
které se nachéazeji v potravinach jsou fosfoproteirgazené ve vejcich (fosfovitin, vitelin,
vitellenin a ovalbumin) a v mléce (kasein). Z tahaetttu, kasein pedstavuje pmerné
2,7 % obsahu v kravském mléce, zatimco ovalbunaisfofjlykoprotein fedstavuje vice

nez 50 % z celkového mnozstvi bilkovin ve vejc[€h.

Fosfor mizeme také nalézt v potravinach ziigmého a rostlinnéhotpodu ve spojeni
s lipidy ve forn& mono-, diestdr obec# nazyvanych jako fosfolipidy. Glycerolfosfolipidy
jsou derivaty kyseliny glykofosfotaeé, které obsahuji O — acyl, O —alkyl, nebo O ek
skupinu vazanou na glycerolovy zbytek. Lipidy v dfich cdstech masa sava ptaki ob-
sahuji pouze 0,5 az 1 % fosfolipidmezi €z pati lecitin (fosfatidylcholin), fosfatidy-
lethanolamin, fosfatidylserin @zné kyselé glycerolfosfatidy jako kardiolipin,které vel-
ké mie prevladaji. Fosfolipidy fedstavuji 0,2 az 1,0 % z celkového mnozZstvi kravské
mléka. Do této skupiny fosfolipidpati fosfatidylcholin, fofatidylethanolamin a sfingo-

myelin. [6]
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2.1 Chemie fosfati v jidle

2.1.1 Nazvoslovi fosfali

Fosfaty mohou byt pojmenovavany podieného nazvoslovi. Proto neggké najit krons
systematického pojmenovani fosfatu také pojmenovéeré pati do jiné skupiny na-
zvoslovi. Netastji je nazvoslovi fosfatu rozdovano do ti skupin. Prvni systém stavi na
vycisleni p@tu anionfi a kationti. Druhy systém pojmenovava fosfaty podl€tpokation-
ta a vodiki a dale specifikuje o jakodilsse jedna. Teti systém, ktery je n&gseji uzivan
FAO/WHO stoji na z&klatl¢iselného zhodnoceni ¢to kationti, vodiku a samdejmg i

na pa@&tu atont fosforu, i kdyz je tam pouze jeddi]

2.1.2 Chemickéa struktura

Moderni pfimyslova vyroba fosfattermickymi procesy zdna dvoustupovou reakci pro-

vedenou v jednoduchém systému reaktor
Ps+ 50, — P4Oqg
P4O10 + 6H0 - 4 HPO,

Tento proces je vysoce exotermickg}

2.2 Fosfaty v mléce a mlénych vyrobcich

e

Nekteré z nejdlezitejSich a nejstarSich aplikaci fosfatu do jidla naldée v mlénych vy-
robcich, kde jsou pouzivany a2@nym (Eelem jako je kondenzace, sterilace mléka, Uprava

textury, taveni aiprozSiovani vyroby syi. [6]

2.2.1 Fosfaty v ml&nych vyrobcich

Pti urc¢ovani mléka hraji vyraznou roli na slozeni nejexditmé druhy zvat, ale i rozdilna
plemena a samégjmé zavisi i na chovu danych zaf. DalSim wutujicim faktorem jsou

genetické dispozice daného drubiuplemene]6]

Jednou z nejstarSich a négkitéjSich aplikaci fosfdt do jidla, do mlénych vyrobki, je
vyroba syifi, predevsim proces vyroby syru, syrové pomazanky aiibuznych produkt,

ve kterych fosfaty slouzi k jejich emulgaci, i& ypyrobeé cerstvych syi.
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Kaseinova sraZzenina, ktera vznikéhbm vyroby syru, je z&fginéna vlivem elektrostatic-
kych sil a dalSich faktdr Zmény naboje na povrchu micel ndlgho kaseinu vedou ke
shizeni pH, toto snizeni pHue byt téz zaiicinéno rimou acidifikaci, bakterialni starto-
vaci kulturou, nebo almma metodami, kdy produktem je ,kysely tvaroh“. Bfomou acidi-
fikaci, kdy se pH snizuje na 4,5 — 4,7, je povolkyselina fosforéna, ktera se pouziva pro
vyrobu tvarohového syru a pro dodatiichug& mozzarella je toto pH upravovano na pH
5,4. Na druhou stranu, srazeni émého kaseinu nemusi byt vzdy tstedku zrény pH,
tuto zmeénu miZe vyvolat téZ fdavek syiciho enzymu za vzniku tzv. ,sladkého tvarohu”

nebo ,syeného tvarohu®.

Koagulace kravského a &iho mléka pomoci sidla byla postupé snizovana fidavkem

alkalického pyrofosfatu.

Aplikace fosfal do jidla v procesu vyroby syje jednou z nejstudova$ich a nejchras

n¢jSich proces v historii vyroby ,moderniho* jidla.

Po chemické strance se jedna o proces peptiz&ést&ného rozpoushi kaseinu jako
dusledku konverze vapniku na kaseinat sodnyritd efektim prispivaji emulgujici soli,
pomoci kterych se #émi kaseinovy gel na sol.&oliv tavici soli nejsou pravymi emulsifi-
katory, protoZze nejsou povrchouaktivni latky, gesto byly zéazeny, & nespravs, do sku-

piny ,emulgujicich soli“[6]

2.2.2 JOHA HBS

Tavici sil JOHA HBS, mé silné inhibni vlastnosti nairst gram-pozitivnich bakterii, kde
se rozmezi koncentraci pohybuje od 0,05 do 0,3 WAJBIBS. Ri téchto koncentracich
JOHA HBS zcela brzdi jejichist. S gibyvajici koncentraci (0,3 %) se objevuji bakterio
statické dinky u plisni. Na rozdil od toho gram-negativni tesie jsou schopnyist i i
koncentracich, které se pohybuiji kolem 1 % JOHA HBS

Baktericidni @inky tavici soli JOHA HBS na vybrané kmeny bakterkazuje tabulka
v priloze 1.[30]
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3 KULTIVACE BAKTERIi

Mrivrw s

kultivacnich pidach uéenych pro diagnostiku bakterii rostou obvykle tkkasinky a plis-

W

ne.

V diagnostice bakterii uzivame tzv. kultivace sladi kdy bakterie narostou
v ohranéeném mnozstvi kultivani pady, nag. ve zkumavce nebo Petriho misce. Jejich
rast probiha podletstové Kivky, kterou lze matematicky definovat. Poceypani Zivin
nebo po nahrom&di metaboliti, které je obvykle spojeno s posunem pH,ist zastavu-
je. Proto bakterie na stejné kulttva padé vytvori za stejnou dobu morfologicky stejné
nebo podobné kolonie. Podle jejich vzhlediweme wkteré bakterie Zadit do rodu, nebo

z0zit Siroké spektrum metod dalSih@awani.

Kontinudlni kultivace (nebo téZz submerzni kultivase uziva p vyrobé antibiotik nebo

v potravindském ptimyslu.
» Kultivace slouzi k imému ptikazu bakterii v klinickém materialu.
» Kultivaci zjistime, zda se jedna o jeden déuh¢kolik druhi bakterii.

» Cilem kultivace je ziskéni tausté kultury bakterii, sloZzené z bakterii stejnébau
i druhu, ¢istou kulturu uzijeme k blizS§imu &gni bakterii diagnostickymi metoda-

mi, nag. mikroskopii, biochemickym genim, antigenni analyzou.

* U rekterych bakterii mzeme podle morfologie kolonii na pevnychdach uéit

rod nebo alesposkupinu rod. [7]

3.1 Podminky kultivace

Bakterie maji znén¢ riznorody metabolismus, a proto také @warozdilné naroky na kul-
tivaci. Fi volb¢ pady a podminek pro kultivaci se snaZzime simulovalnpimky, které maji

bakterie wlovéka nebo u zvete.

Obecr Izetici, Ze saprofytické bakterie maji naroky na kwdtivskromné, zarowebyvaji

odolné Wi¢i nepiznivym vrejSim vlivim a obvykle jsou také rezistentnii@au antibiotik.
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1. Dostatek vhodnych Zivin. Ziviny jsou obsaZzeny vtikaknich pidach. Pro dia-
gnostiku vyznamnych bakterii uzivame bohatyét, které obsahuji masovy ex-
trakt, peptony, nezbytné ionty éstové faktory. Nkterd média obsahuji také

krev nebo jeji slozky.

2. Vlhkost pad. Dostaténa vihkost jidy je pro kultivaci nezbytnou podminkou. Na
polosuchych pdach bakterie rostou Spétnebo vibec ne.

3. Optimalni pH m@dy. VétSina bakterii vyZzaduje praist pH blizké neutralnimu.
tivni pady maji pH kyselé nebo alkalické, aby se zabrani$bu EZnych bakterii

a na dach vyrostly mikroby, které tato pH snesou.

4. lIzotonie média. Izotonie medii pro kultivaci je is&gna gidanim 0,5 -1,0 %
NacCl. VysSich koncentraci NaCl se pouziva ptipravu selektivnichd, nag.

krevni agar s 10 % NaCl pro stafylokoky.

5. Kultiva¢ni teplota. Optimalni kultivani teplota pro lidské patogenni bakterie je
37°C. Na tuto teplotu je nastaven&sima termostdt pouzivanych ke kultiva-
ci.Niz8i kultivatni teploty (28°C) se uZziva pro kvasinky a ptisnaopak vysSi
teplotu (42°C) vyZzaduj€ampylobacterN¢které bakterie vSak mohoust i [i
teplot chladnékové, tj. 5 — 10°C.”

6. Délka kultivace. \¢tSina aerobnich a fakultati¥mnaerobnich bakterii naroste na
pevnych fidach za 16 — 20 hodinigs noc).

7. Atmosféra pro kultivaci. Podle vztahu mikifoke kysliku je l1ze dit do nekoli-

ka skupin:

a) aerobni a fakultativhanaerobni (kterych jestSina) bakterie kultivujeme zaip

stupu vzduchu, bez jakéhokoliv ovliovani atmosféry.

b) Anaerobni bakterie vdiné atmosfée nevyrostou a musime je proto kultivovat
bez gistupu kysliku. Anaerobni podminky kultivacéizeme dosahnout ve spe-
cialnich termostatech nebo v anaerostatech. Ana¢rjes nadoba s hermeticky
uzawenym vikem, kde vlozZenitiplané chemikalie vytvid prostedi vhodné pro

anaerobni kultivaci.
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c) Mikroaerofilni bakterie. Naip laktobacily nebo kampylobaktery vyzaduji atmo-
sféru se snizenou tenzp OKe kultivaci mikroaerofilnich bakterii uzivamaase-

rostatu s vhodnym vyvifem plyni, ale bez katalyzator{i7]

3.2 Kultiva ¢éni pady
1.Rozcleni mad
Pady uzivdme pro kultivaci bakterii atteme je dlit podle cel&ady kritérii.

a) Podle mvodu. Ridy piirozené se pouzivalyipd mnoha lety, dnes byly nahrazeny
pudami gipravovanymi undle. Donedavna sitgly pripravovala kazda laborato
dnes jsou zakladyia v suchém stavu distribuovany mnoha firmami vééel vy-
béru. Zrychleni dopravy a technické mozZnosti chlaaendZnily distribuovat fdy
jiz rozlité ve zkumavkach nebo Petriho miskaddhoz vyuzivaji pedevSim malé

laboratde.

b) Podle sloZzeni. Ve vyzkumu se uziva definovany@d fmédii), kde je detaitn

znamo chemickeé sloZeni. Pro fadty diagnostiky jsou tytotaly prilis nakladné.
c) Podle konzistencestime kultivatni pady na tekuté a pevnétipadré polotuhé.

Tekuté midy slouzi pedevSim pro pomnozeni bakterii, coz se obvykleepifgaka-

lem pady, nedovoluji vSak ziskatstou kulturu nutnou pro blizsi &gni mikroba.

Pevné jdy se uzivaji p diagnosticetasgji. Rust se projevi tvorbou kolonii, podle
kterych mizeme aspido orienta&né urcit rod bakterii, nizeme i zjistit, zda se jedna o
jediny nebo o vice druhbakterii, a kongné mizeme ziskatistou kulturu, nezbyt-

nou pro dalSi podrobnédani.
Tuhé mdy se gipravuji z pid tekutych pidanim agaru, méntasto Zelatiny. Dodava
se jiz rozemlety na prasdKk]
Polotuhé fidy
d) Podle funkce.

1) Pady z&kladni. Zakladnitmlou, ze které sefipravuje ¥tSina ostatnichia,
je masopeptonovy bujon. Bujon je sloZzen z masowéttoaktu, peptonu,

coZ je smis peptidi, a z malého mnozstvi NaClii@ani 1 — 2 % agaru
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

vznikne z bujonu masopeptonovy agar Zlutmén barvy, nazyvany zivny
agar. Ktmto zakladnim pdam gidavame slozky, kterétplu obohacuji
nag. o cukry,fstové faktory, krev¢imz vznikaji fidy obohacené, nebo se
naopak pidavaji slozky, kteréist rekterych bakterii potkuji. Tyto pakdéi-

ni pady selektivni, nap antibiotika, soli, barviva.

Pady diagnostické vzniknou zig zékladnich fidanim slozek, kteréizne
reaguji na zfisob metabolismu. Vysledkem je pak odliSagtrjednotlivych
rodi nebo drubi bakterii.

Pady selektivni obsahuji latky potiajici rast rekterych skupin bakterii, ale
nebrani @istu €ch, které na nich maji byt izolovany. Dédopridavame vys-

Si koncentrace soli, antibiotika, barviva,&Zhebo které dalSi sloteniny.
Pady selektivié diagnostické jsou kombinaci obotedchozich skupin.

Pidy pomnoZovaci jsouétSinou tekuté, slouzi k pomnozeni bakterialnich

patogeii tam, kde jsouiitomny v malém mnozstvi.

Pady transportni jsou obvyklefipraveny ve zkumavkach. Neobsahuji Zzad-
né Ziviny a slouzi pouze k zajsi preziti bakterii Bhem transportu do la-

boratdge.

Pidy se snizenym redox-potencialenid? pro kultivaci aerobnich bakterii
a fakultativie anaerobnich bakterii se vyzo@ kladnym oxidoredusnim
potencidlem (Eh). Tento sesthv milivoltech. BEZny masopeptonovy bujon
ma hodnotu Eh +300 mV. Naproti tomu anaerobni bakpetrebuji pro
rast hodnotu oxidoredukiho potencialu okolo —200 mV. Toho se dosahuje
piidanim redukujicich latek doigd. Jedna se zejména o cystein, thioseu

niny, glukézu a dalSi l1atky7]

3.3 Priprava pad

VétSinu pad pripravujeme ze suSenych zakiadkomeené vyrabinych firmami.Podle na-

vodu vyrobce rozpustime gebné mnozstvi suSenédy a rozvéime @i 100°C ve vodni

lazni nebo v Arnoldo¥ pristroji a zkontrolujeme pH.#ly tekuté rozplnime do sterilnich

zkumavek a zazatkujeme. Zkumavky pak sterilizujenagitoklavu po dobu 20 - 30 minut
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pii teplo® 115-21 °C. Tuto teplotu vSak nesnesadypobsahujici cukry. Tyto fiZzeme jen
znovu zakat na 100 °C, napv Arnoldow pristroji. Arnoldiv pristroj se podoba autokla-
vu, nepracuje vSak getlakem, proto dosahuje teplot blizkych 100 °C.

Agaroveé fidy obvykle sterilizujeme v mensich, asi 1000 mleBrhayerovych h&kéach a

za tepla je fisre asepticky rozlévame ddipravenych sterilnich Petriho misek.

Sklo a plasty pro ifpravu md. Zkumavky pouzivame skleme, sterilizované
v horkovzdusném sterilizatoruipl60 — 180 °C po dobu 60 — 120 minut. U malych-zku
mavek pouzivame vatovych zatek, k uzai velkych, dlouhych zkumavek jsou vhodné
hlinikové klobouky.

Sklerené Petriho misky byly dnes nahrazeny miskami plgsto pro jedno pouziti, které

jsou sterilizovany jiz p vyrob¢ v zatavenych baicich persterilem].7]

3.4 Ockovani pad

Oc¢kovanim rozumime ieneseni malého mnozstvi bakterii nebo vzorku igygenéeho

materialu daterstvé tekuté nebo pevnédy.

Petriho misky nebo zkumavky popisujeme pozornodnou tuzkou na sklo, aby nedoslo k
zameng.
Oc¢kovat na jdy je nutno Wistém prostedi bez proudiciho vzduchu. V mistnosti je nutno

zabranit prudSimu pohybu dalSich osob avanu. Vlastni ¢kovani je nutno provad

asepticky, aby nedoslo ke kontaminaci.

1. Oc¢kovani do tekuté {my. Klicku vyzihdme daierveného Zaru a
pak asi 2 — 4 vigny nechame zchladnout. Kku nam@ime do
tekutého vzorku (nebodply) a zkumavku ihned uzgame. Teprve
potom oteveme druhou zkumavku ¢&stou pidou, jeji zatku
uchopime malikem pravé ruky a oZzehneme hrdlo zkiynala-
menem. Kléku zavedeme do zkumavky, aniz bychom se dotkli
sttn zkumavky, pontime do tekuté {dy a rozeteme o sinu
zkumavky v mist hladiny bujonu. Red uzavenim ot oZzehneme

zatku i hrdlo zkumavky plamenem kahanu.
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2. Ockovani na Sikmy agar. Pouzivame pro uchovani kuylhebo

pro déle trvajici kultivaci. Zkumavku otsame vySe uvedenym

zpasobem a povrch Sikmého agaru #lageme kitkou hadovitym

pohybem odspodu nahorurdd uzavenim ozehneme jak zat-

ku,drzenou malikem pravé ruky, tak hrdlo zkumavidatku

v Zadném fipac neodkladame nadst

3. Ockovani md v Petriho misce. Slouzi k tomu,aby na misce wyros

ly jednotlivé izolované kolonie.

a)

b)

d)

Nabereme kulturu bakterii z tekutédy, jak bylo popsano vyse,
a [risre asepticky natgkujeme na povrchyay 2 — 3 klikatéa-
ry. Klicku drzime jako pero, v ostrém uhlu s povrcheialyp

abychom neporusili jeji povrch.

Aniz nabereme dalSi material, vyZihameildi a rozékujeme
bakterie dalSimi 8arami vedenymi jednim sirem gescary jiz

naaikované. Kltku pak vyzihame.
Misku otasime 0 90° a totéZ opakujeme znovu.

Z poslednichtar rozakujeme bakterie po celém zbytku povrchu
misky tak, aby se kika nedotkla tive nagkovanych mist. Po
kultivaci by pak ndly nanist izolované kolonie , od sebe navza-

jem oddlené.

Naatkované Petriho misky ukladame ke kultivaci do testatu

vzdy vickem dofi,aby se na &m neusazovala kondenzni voda.

[7]
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vedeni o€kovacich ar g v nart
E vysledny narist, v izolovanych kalonii

Obr. 8 Vedeni &ovacichcar[7]

3.4.1 Rust bakterii na padach

1. Rast v tekutych pdach. Projevi se obvykle zdkalem. Tento zakal
byva gres cely sloupec bujonu u bakterii fakultativanaerobnich,
kterych je ¥tSina. Pozdji se na da hromadi sediment.Aerobni

bakterie tvéi zakal s povrchovou blankou.

2. Rust na pevnych jgéch. Na pevnychugéch tvaéi bakterie cha-
rakteristické Utvary, zvané kolonie. Po konstamtol kultivace
na pde tvori bakterie kolonie stejné velikosti a tvaru. Pradiva-
nim kultivace se kolonie 2Wuji, coz znesnadje jejich reko-
gnoskaci. Kolonie vznika z jediné bakterie. KaZzadokie ped-
stavujecistou kulturu sloZzenou zékolika desitek az stovek milio-
ni burék stejného kmene daného druhu bakterie. Podle duahle
kolonii miZzeme v gkterych gipadech ufit rod bakterii,

v ostatnich odhadnout alespskupinu rod,coZz nam umozni zuzit

rozsah dalSich vySeivacich postufn [7]
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pr¥istroje, zarizeni a pomacky
Mikropipety — 10 — 10Qul

Mikrovinna trouba — Elektrolux

Parni sterilator — autoklav

Biologicky termostat— 37 °C — Laboratorniifstroje
Horkovzdusna susarna

Véahy

Chladni¢ka — Elektrolux

Laboratorni sklo

Plynovy kahan
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4.2 Kultiva éni pady

4.2.1 Masopeptonovy agar — (MPA)

Slozeni:

Latka Mnozstvi (g/l)
Masovy vytazek 6,0
Pepton 8,0
NaCl 50
Agar 15,0
H.O 1000,0 mi

Konesné pH (i 25 °C) 6,8 az 7,2.

Priprava pdy:

Jednotlivé slozky bujonu byly navazeny do 1000,@edtilované vody a z&dity do Uplné-
ho rozpu&ini. Sterilace prothla v autoklavu p 121 °C po dobu 20 minut.

4.2.2 Mueler hinton agar — (MHA)

Slozeni:

Latka Mnozstvi (g/l)
Kysely hydrolyzat kaseinu 17,5
Howveézi srdcova infuse 2,0
Skrob,rozpustny 1,5
Agar 17,0

Konezné pH (i 25 °C) 7,3+ 0,2
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Priprava dy:

38,0 g pipravku bylo navazeno do 1000,0 ml destilované vadaliato do uplného roz-

pusgni. Sterilace byla provedena v autoklavul21 °C po dobu 20 minut.

4.2.3 Nutrient Broth

Slozeni:

Latka Mnozstvi (g/l)
Lab-Lemco 10,0
Pepton 10,0
NaCl 5,0
Priprava fidy:

25,0 g pipravku bylo navazeno do 1000,0 ml destilované vadalhiato do uplného roz-

pusgni. Sterilace byla provedena v autoklavul21 °C po dobu 20 minut.
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4.3 Roztoky a ostatni chemikalie

Kyselina benzoova

- 10g/ 100 ml

Denaturovany lih

Pro gipravu vSech médii a roztblbyla pouZzita destilovana voda.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

4.4 Pouzité bakterialni kmeny

Pro stanoveni byly pouzit kultury bakterii, kultxamé v laboratornich podminkach na Ziv-

ném médiu Masopeptonovy agar (MPA):

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Micrococcus luteus
Bacillus subitilis

Bacillus cereus

Bakterialni kmeny byly uchovavéany na Zivni&dp MPA na Petriho miskach a ve zkumav-
kach. Reatkovany byly 1 krat za tyden. Tyto kmeny byly inkwidoy @i 37 °C po dobu 24
hodin. Poté byly vSechny bakterie uchovavany vatitee @i teplot 6 °C.
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4.5 Testovani tavici soli JOHA HBS

JOHA HBS - vyrobek. 7 7091

JOHA HBS jedna se o taviailss bakteriostatickymdinkem.

Slozeni : E 452 polyfosforénan sodny, E 339 fosfanean sodny
Specifikace: Obsah BFOs v % 69,0£ 1,0
Hodnota pH roztoku 1 % 60,5
TeZké kovy celkem max. 20 ppm
Arsen max. 1 ppm
Olovo max. 4 ppm
Fluoridy max. 10 ppm
Specialni vlastnosti:posun pH 0,0-0,1

Schopnost vygmy ionti ~ SILNA
Krémovaci schopnost ZADNA

Pouziti: JOHA HBS inhibuje rozvoj anaerobnich sporotvornylodkterii,
nag. Clostridiumtyrobutyricum Davkovani 0,5 —1,2 % na zpracovavanou surovirmone
0,3 —1,0 % na finalni vyrobek. Davka JOHA HBS seéifdodo celkové davky tavicich soli.

Bezpe&nost prace a ochrana zivotniho progtedi:

Pouziti ochrannych bryli, rukavic. Pradnost 6 miglodstranit vysraZzenim.

Nevypoustt do zend a odpadnich vod.

Skladovani: V chladu a suchu, chranitgd zvlihnutim.
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4.6 Pouzité metody stanoveni

4.6.1 Kultivace na pevné pidé

Ucelem této kultivace bylo zjistit baktericidnéiky kyseliny benzoové a tavici soli JOHA
HBS. Byl sledovan ubytek nistu danych kmeahnbakterii v zavislosti na koncentraci soli a

kyseliny.

Metodika

Byl ptipraven 2 % standardni roztok JOHA HBS. Z tohotmdardniho roztoku bylyip
praveny roztoky o koncentraci 0,1; 0,5; 1,0; 1,3%62Nasleda byl pripraven standardni
roztok kyseliny benzoové s ethanolem. Tento roitgknaredtn na koncentrace roztok
0,1; 0,3; 0,6; 0,9 % éisty ethanol.

Bylo nachystano deset Petriho misek s Mueller Hildgarem. Pomoci kultigai metody

prelitim, byly nagkovany kultury bakterii. Po nakovani byly Petriho misky dany do su-
sarny, kde byly ponechany cca 25 minut. Po vytazersuSarny byly na Petriho misky vlo-
Zeny sterilizované téiky. Postups bylo na tekiky pipetovany roztoky JOHA HBS a kyse-

liny benzoové v mnozstvi 1@ na jeden te.

Nasledr® bylo vSe dano kultivovat do termostatu o tepld7°C po dobu 24 hodin. Po
uplynuti této doby byly zgteny polongry terciki, které se vytvily v dasledku antimik-
robiélnich @inku tavici soli JOHA HBS.



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

47

Vyhodnoceni:

Tabulka 1 Vyhodnoceni JOHA HBS a kyseliny benzoové

JOHA HBS Kyselina benzoova
Koncentrace Pramér Koncentrace Pramér
[%] [mm] [%] [mm]
|
E. coli 0,1 6 0,1 10
0,5 7 0,3 11
1,0 Negativni 0,6 12
1,5 Negativni 0,9 12
2,0 Negativni ethanol 13
|
B. subtilis 0,1 4 0,1 11
0,5 5 0,3 12
1,0 6 0,6 12
1,5 7 0,9 12
2,0 7 ethanol 13
|
B. cereus 0,1 Negativni 0,1 Negativni
0,5 Negativni 0,3 Negativni
1,0 Negativni 0,6 Negativni
15 Negativni 0,9 Negativni
2,0 Negativni ethanol Negativni
|
S. aureus 0,1 6 0,1 11
0,5 6 0,3 12
1,0 7 0,6 13
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1,5 8 0,9 13
2,0 9 ethanol 13
|

M. luteus 0,1 Negativni 0,1 9

0,5 Negativni 0,3 13

1,0 Negativni 0,6 14

1,5 Negativni 0,9 15

2,0 Negativni ethanol 15
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Tabulka 2 Vyhodnoceni JOHA HBS a kyseliny benzoogpakovani

JOHA HBS Kyselina benzoova
Koncentrace Pramér Koncentrace Pramér
[%] [mm] [%] [mm]
|
E. cali 0,1 6 0,1 9
0,5 7 0,3 9
1,0 7 0,6 10
1,5 8 0,9 11
2,0 9 ethanol 11
|
B. subtilis 0,1 4 0,1 10
0,5 5 0,3 12
1,0 6 0,6 12
1,5 7 0,9 13
2,0 8 ethanol 13
|
B. cereus 0,1 Negativni 0,1 Negativni
0,5 6 0,3 Negativni
1,0 7 0,6 Negativni
1,5 8 0,9 Negativni
2,0 8 ethanol Negativni
|
S. aureus 0,1 5 0,1 12
0,5 6 0,3 12
1,0 7 0,6 11
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15 7 0,9 13
2,0 9 ethanol 14
"
M. luteus 0,1 6 0,1 9
0,5 7 0,3 10
1,0 8 0,6 11
1,5 9 0,9 11
2,0 10 ethanol 11
Zavér:

Projevily se baktericidnidinky, jak tavici soli JOHA HBS, tak i kyseliny beoavé. Kyse-

lina benzoova ve s&si s ethanolem jevila&Si baktericidni &inky nez JOHA HBS.

4.6.2 Kultivace na pevné mdé s pouzitiméasového odstupu

Metodika

Bylo pripraveno 2 x 600 ml Mueller Hiltonova agaru. Naskedbyl rozplren do 100 ml
nadob. Byly pipraveny roztoky, kam bylofwano 0,1; 0,4; 0,8; 1,0; 1,5 g soli JOHA HBS.
VSe bylo dano do autoklavu vysterilovat (20 mintit}21 °C). Po sterilaci byl agar nalit
na Petriho misky. Jednist byla dana do lediky a ponechana zde 24 hodin. Na druhou
cast byly @kovany gislusné kultury. Naslearpo uplynuti 24 hodin byly na kazdou plotnu
byly nac&kovany gislusné kultury pomoci sterilnikovaci kliky. Kazda jednotliva plot-
na byla rozdlena na Sestasti. Jedn&ast pro kazdou kulturu a jeddast jako kontrolni.

VSe bylo dano do termostatu kultivovat 7 °C na 24 hodin.

Zavér:
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Se zvysujici se koncentraci soli JOHA HBS v agdogchazelo k ubytku nastu kolonii na
plotnach. Potvrzeny baktericidnéitky tavici soli JOHA HBS p vysSich koncentracich
soli v agaru. ViditelgjSi ubytek mikroorganisinv zavislosti na koncentraci byl pozorovan

u Petriho misek, které byly ponechany 24 hodindwniei.

4.6.3 Kultivace v tekutém médiu a nasledna kultivace na @vné pidé

Metodika

Bylo pripraveno 1 400 ml Nutrient Broth, kery byl dan réarlinut sterilizovat do autokla-
vu. Nasledn byly pripraveny roztoky JOHA HBS o koncentracich 0,1; 0,8; 1,0; 1,5 %.
Tyto roztoky byly rozplgny do gislusnych zkumavek, kam byldigano Nutrient Broth.
Tyto zkumavky byly opt dany vysterilizovat. Do vychlazenych zkumavekylyaakova-
ny kultury bakterii. Takto ffjpravené zkumavky byly dany kultivovat podobu 12adin a
pii teplo® 37°C. Po uplynuti stanovené doby kultivace, bydprky rozakovany na pev-
nou pidu a dany oft ke kultivaci. To samé se provedlo se zkumavkatare byly dany
kultivovat na dalSich 12 hodin. Po této ddhyly opst rozaitkovany na Petriho misky a
dany ke kultivaci na 12 hodiriB7 °C.

Nasledovalo vyhodnoceni.
Zavér:
Se zvySujici koncentraci soli JOHA HBS dochazeladikelnému snizovani nastu da-

nych kmeri bakterii. Vysledky viz. Hloha Il



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 52

ZAVER

Tato prace se zabyva sledovanim antibakterialndafkia tavici soli JOHA HBS. Pomoci
téi kultivacnich metod: kultivace na pevnédg, kultivace na pevnétjolé scasovym odstu-
pem a kultivace v tekutém médiu s naslednou kudfivea pevné . Fi téchto kultiva-
cich byly pouzity izné koncentrace roztéksoli v rozmezi od 0,1 do 2 %. Ve vSeébch

metodach byly pozorovany antibakteridlginky JOHA HBS, které se zvySujicimi kon-

centracemi z&tSovaly.

Ve srovnani d&chto i metod, nejvice fikazna byla metoda kultivace n#ijk v tekutém
mediu a nasledna kultivace na pevriglgp P koncentraci 0,1 % byl velky nést vSech
kmeni bakterii. Pi koncentracich 0,4; 0,8 % byl ri&t E.coli, S. aureus, B. subtilis, B.
cereus Fxi koncentraci 1 % byly jiz velmi patrné antibakéni (£inky JOHA HBS. Ri

koncentraci 1,5 % jiz nedochazelo kimtu Zzadného kmenu bakterii.

U gram-negativnich bakteriEécherichia coli byly k prokazani antibakterialnicktiaka
nutné koncentrace soli JOHA HBSt$i nez 1 %. U gram-pozitivnich bakter8taphylo-
cocccus aureus, Micrococcus lutes, Bacillus sudytihiacillus cereysna dikaz antibakteri-

alnich &inku staily koncentrace od 0,4 %, jak ukazujgl&ha Il.
V Evropské unii je povolené maximum tavici solprocesu vyroby syira syrovych po-
mazanek 2 % J®s. Fi studiich bylo dokazano, Ze &tadaleko mensi koncentrace@?,

aby doslo k inhibicittstu mikroorganistin. [29]
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

E.coli Escherichia coli

B. cereus Bacillus cereus.

B. subtilis Bacillus subtilis

S. aureus Saphylococcus aureus
M. luteus Micrococcus luteus
EPEC Enteropatogenni
ETEC Enterotoxigenni

EIEC Enteroinvazivni

EHEC Enterohemoragické

TL Termolabilni enterotoxin
TS Termostabilni enterotoxin

EH Oxidoredukni potencial
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SEMINAR SONTHOFEN ‘29 7 ¢

Folie 2 O\

Asthecbacter roseparaffina WS1859
B. careus WSBC102068

B. cereus WS2454

B. cereus WS2628

B. cereus WSBC10030

B. icheniformis WS1528

B. megatarium W51539

B polymym WS1538

B. sphaericus WS1534

8. munngiensis WS2632
Brevibactenium cxydens WS1969
Brev. inana WS1782

Brochathrix tharmosphacts WS2021
Clostndium pernngens DSM 765
CL. tyrobutyricum DSM1480

Cl. tyrobutyricum DSM2837
Cerynebacterium ammoniagenss WS1571
Cory. glutaricum WS2049

Gram +
Bakterien

Enterccoccus faecabs WS2331
Ec. faecium WS1062

Jonesia denitrificans WS2284
Lactobacilus brevis WS1025

Lb. carssi WS1020

Lb. tactis WS1879

Leuconastoe mesenteroides WS2532
Listena innocua WSZ257

L. vannowl WS2255

L. monacytogenes WS2247

L monacyteganes WS2303
Microbactenum lacticum WS2129
Micrococsus nstinae WS2086

Mg, huteus WS1513

Me. vatians WS1049
Derslarvia turbata WS1850 .
Propionibactenum freudenseichil WS1012
Rhodococcus squt WS2285
Streptococcus salhvanius WS1045
Staphylococcus aureus WS1759
Slaph. pureus WS2288

Staph. epidermidis W51531

Aefomonas hydrophiia WS1259
Ertercbacter clacse WS 1203
E coll ws1322 B
E. coll WS1323

Kiebsiella pneumona WS1343
Proteus mirabibs 'WS1353

Proteus wigans WS1356
Psesudomenas seruginosa WS2061
Pseudomonas flucrescens WS1760

Gram -
Bakterien

Saimonelia arzonse 525

S. entecitedis $27

5. infantis 528

5. tennessee S24

. typhimunium

Sermatia marcescens WS1358

Vibno proteahyticus WS1408

0 50 100 % OD600




Priloha 2 Vyhodnoceni kultivace v tekuté fdé a nasledna kulti-

vace na pevné pdé

Obr. 9 Naifist pii koncentraci 0,1 %Escherichia coli, Staphylococcus aureus



Obr. 11 Naist @i koncentraci 0,4 % — nést Escherichia coli, S. Aureus



Obr. 12 Naibist @i koncentraci 0,4 % B. subtilis, B.cereus

Obr. 13 Naiist pii koncentraci 0,8 % Escherichia coli, S. aureus



Obr. 15 Naist pri koncentraci 1 % Escherichia coli



Obr. 17Escherichia coli @i vSech koncentracich



Obr. 19Micrococcus luteus- pri vSech koncentracich



Obr. 21Bacillus cereus pii vSech koncentracich



Obr. 22 Kontrolni Petriho miska



