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ABSTRAKT

Cilem této bakalaiské prace bylo stanoveni poctu vybranych indikatorovych
mikroorganismil ve vzorcich lyofilizovanych potravin, konkrétné v ovoci. Prace obsahuje
teoretickou Cast, ktera je zaméfena na popis a charakteristiku technologického procesu
lyofilizace a vyuziti lyofilizovanych potravin. Déle je zamétena na mikroorganismy, které
se v lyofilizovanych potravinich mohou vyskytovat a metody detekce téchto
mikroorganismil. Experimentalni ¢ast se zabyva mikrobiologickou analyzou lyofilizovaného
a susen¢ho ovoce. Ze ziskanych vysledkl bylo zjisténo, ze u suseného ovoce byla mensi
mikrobiologicka kontaminace nez u lyofilizovaného ovoce. Nejvyssi pocet plisni a kvasinek
byl stanoven u lyofilizovanych malin. Nejvyssi pocet rastové ndrocnych bakterii byl
stanoven u lyofilizovanych vis$ni, kiwi a jable¢nych platkit a sporulujici bakterie byly

detekovany u lyofilizovanych bananovych platki.

Kli¢ova slova:

Lyofilizované potraviny, mikroorganismy, mikrobiologicka analyza, lyofilizace

ABSTRACT

The aim of this bachelor's thesis was the microbiological determination of the number of
microorganisms in selected samples of freeze-dried food, specifically in fruit. The work
contains a theoretical part, which is focused on the description and characteristics of the
technological process of lyophilization and the use of lyophilized foods. It is also focused
on microorganisms that can occur in freeze-dried foods and methods of detecting these
microorganisms. The experimental part deals with the microbiological analysis of freeze-
dried and dried fruit and the preparation of cultivation soils. From the obtained results, it was
found that the dried fruit had less microbiological contamination than the freeze-dried fruit.
The highest number of molds and yeasts was determined in lyophilized raspberries. The
highest number of fastidious bacteria was determined in freeze-dried cherries, kiwi and apple

slices, and sporulating spores were detected in freeze-dried banana slices.

Keywords:

Freeze-dried food, microorganism, microbiological analysis, lyophilization
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UvVOD

V poslednich letech byl zaznamendn vyssSi zdjem o lyofilizované potraviny, coz jsou
potraviny, které byly vysuseny ve vakuu ve zmrazeném stavu, aby doslo ke snizeni jejich
hmotnosti a ke zvyseni jejich trvanlivosti. Tento proces vyroby potravin je stale popularné;si.
Lyofilizace umoziiuje zachovani vsech vyzivovych hodnot, organoleptickych vlastnosti
vcetné€ chuti a barvy, coz vede k produkci kvalitnich potravin. Lyofilizované potraviny jsou
pouzivané kromé potravinarského primyslu i v jinych oblastech, jako je naptiklad vojenstvi
¢i kosmologie. Diky své vysoké kvalité, a hlavné dlouhé¢ trvanlivosti, dosahly tyto potraviny

velké oblibé mezi spottebiteli.

Nicméné 1 lyofilizované potraviny mohou nést uréitou mikrobialni zatéz, coz miize mit vliv
na bezpecnost potravin. Potraviny se tak mohou stat dobrym mistem pro mikroorganismy,
které mohou zplsobovat alimentarni nemoci. Proto je dulezité dodrzovat stanovené
hygienické podminky pfi technologickém zpracovani a styku s potravinami, aby byla

zajiSténa bezpecnost spotiebitele.

Tato bakaléiska prace je zaméfena prevdzné na lyofilizované ovoce. Teoreticka Cast je
zaméfena na proces lyofilizace a vlastnosti téchto potravin. Déle jsou zde popisovany
mikroorganismy vyskytujici se v lyofilizovanych potravinach a faktory, které ovliviiuji

jejich vyskyt. Jesté jsou zde uvedené nekteré metody detekce mikroorganismdi.

V praktické ¢asti je popsana provedend mikrobiologicka analyza vybranych lyofilizovanych
a suSenych druhii ovoce, u kterych byly nasledné spocitany vyrostlé kolonie a vypocitano

CFU/g.
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I. TEORETICKA CAST
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1 LYOFILIZOVANE POTRAVINY

Po druhé svétové valce lidé hledali mozné zptsoby, jak nejlépe uchovat a konzervovat
potraviny, aniz by bylo nutno je neustale chladit. Rozhodli se vyuzit procesu lyofilizace.
Prvnim potravinafskym produktem, ktery byl lyofilizovan, byla kava. Postupem ¢asu doslo
k rozsifeni o rizné druhy ovoce, zeleniny, masa, bylinek a také mléénych vyrobkd.

(Alp a Bulantekin, 2021)

Lyofilizace je téZ nazyvana jako sublimacni suSeni. Patfi mezi nejSetrnéjsi metody
vyuzivané v potravindiském primyslu. Proces spociva v rychlém zamrazeni potravin tak,

aby nedoslo k porusSeni struktury potraviny krystalky ledu. (Kadlec, 2003)

Pribéh lyofilizace je znaéné pomaly, coz ma za nasledek vysoké néklady na energie, které
jsou pro tento proces nezbytné. Celkové se tedy jednd o zna¢né ekonomicky nakladnou
metodu, proto se zpravidla vyuziva jen pro drahé potraviny a suroviny, které maji jemnou
strukturu ¢i aroma, naptiklad kdva, maso, zelenina a ovoce, plody mote a podobné, nebo
u potravin, kde je nutné prodlouzit jejich idrZznost v nezménéném stavu a zaroven v malém
skladovacim objemu. Ve vysledku nedojde ke zménam organoleptickych vlastnosti ani

nutri¢nich hodnot. (Fellows, 2022)

OvsSem ne vSechny potraviny jsou vhodné pro suSeni mrazem. Pted lyofilizaci je vhodné
ovoce a zeleninu nejprve nakrajet na mensi kousky, to stejné se doporucuje i pro maso
¢i motské plody. U nékterych potravin je lyofilizace velmi ndkladna a tudiz neefektivni.
I kdyz je suSeni mrazem (lyofilizace) v soucasnosti hojné pouzivanou technikou
v potravinaiském primyslu, potfad je snaha modernizovat a zdokonalovat podminky tohoto
procesu. Ukolem je zlepgit vlastnosti potravin riiznymi pfedupravami, snizit celkovou dobu

procesu a udélat tuto technologii finanéné dostupné;jsi. (Prosapio a Lopez-Quiroga, 2020)

1.1 Vyroba lyofilizovanych potravin

Proces lyofilizace je slozen ze Ctyt hlavnich kroki, mezi které se fadi prediprava, zmrazeni,

primarni suseni a sekundérni suSeni (desorpce vlhkosti). (Kumar, 2019)
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1.1.1 Preduprava

Aby bylo mozné lyofilizovat dany produkt, nejprve je potieba tento produkt, jakkoliv
upravit. Existuje cela fada Gprav, kterymi je mozno dosdhnout lepSiho pribéhu zmrazovani.
Je mozno vybrany produkt nakrajet, ¢imz zmensime produkt na kousky nebo miizeme vyuzit
fedéni a produkt nafedit. Dal$im zplisobem upravy je pfidani rGznych slozek, ¢imz
dosdhneme stabiln¢jsiho vysledného produktu. (The Freeze Drying Theory and Process,
2018)

1.1.2 Zmrazeni

V tomto kroku je voda oddélena od ostatnich slozek produktu, néasledné¢ dochdzi
k jejimu zamrznuti, a to ma za nésledek vznik ledovych krystalii. Nez bude mozné ptistoupit
k dalSimu kroku, kterym je primérni suSeni, bude to trvat nékolik hodin. Proces zmrazeni je
port, které hraji dilezitou roli pfi ndsledném primarnim i sekundarnim suseni. Jejich tvar
totiz mize ovliviovat rychlost, jakou se bude pienaset potfebné teplo pii suSeni. Tvorba
ledovych krystalt také ovliviiuje dalsi faze procesu lyofilizace. Vzniklé krystaly by mély
spliovat urcité parametry, aby nedochdzelo k naruseni pribéhu suseni. Napftiklad jsou-li
krystaly malé a nepravidelného tvaru, mize dojit ke zpomaleni suSeni, ¢imZ se celkovy

proces zbytecn€ zpomali. (Varzakas, 2015)

Cely pribéh zmrazeni je uskute¢niovan v piistroji zvaném lyofilizator. Teploty uvniti tohoto
zafizeni se nejCastéji pohybuji v rozsahu od -40 do -60 °C, nékdy ale teploty mohou
dosahovat az -80 °C. Dodrzovanim spravnych teplot je dosazeno kvalitnéjSiho vysledného
produktu. Na konci kazdého zmrazeni je nutné ovéfit, zdali v§e probéhlo spravné. K tomu
se pouziva tzv. tepelnd analyza, mezi kterou muizeme zafadit metody, jako je napf.
kryomikroskopie nebo skenovaci kalorimetrie a jiné. Nevyhodou tepelné analyzy je,
ze nepodava zcela stoprocentni vysledky a tim neni mozno se na ni stoprocentné spoléhat.
Pokud by doSlo béhem zmrazeni k naruSeni struktury zmrazovaného produktu miize
vysledny produkt vykazovat nezddouci vlastnosti, jako jsou napi. nafouknuti, lepkavost,
scvrknuti a mnoho jinych. Napiiklad u jablecného dzusu pfii teploté¢ okolo -42 °C miize
dochazet ke zhorSeni organoleptickych vlastnosti. U kdvového extraktu se vlastnosti zhorsuji

uz pti -20 °C. (The Freeze Drying Theory and Process, 2018)
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1.1.3 Primarni suseni (sublimace ledu)

Ve fazi priméarniho suseni dochazi k sublimaci ledu neboli jeho pfeméné rovnou na paru.
Proces je zalozen na tlakovém rozdilu, ktery je vytvoren mezi vznikajici vodni parou ledové
plochy a parcidlnim tlakem vodni pary proudici v susarné. Aby bylo docileno spravného
vysuSeni produktu, je potieba si zvolit idedlni teplotu na kterou dany produkt zahfejeme
a tuto teplotu zachovat po celou dobu suseni. Nejvetsi tlohu v tomto procesu hraje parcialni
tlak. Pokud chceme, aby sublimace ledu byla rychlejsi, bude tieba nastavit nizky parcialni
tlak v komote. Nastane-li situace, Ze by byl tlak snizen az na velmi nizké hodnoty, mohlo by
to vést k znehodnoceni vysousené¢ho produktu. Proto se doporuCuje pracovat s tlakem

v hodnotach 50-200 mTorr. (Varzakas, 2015)

Jak uz bylo uvedeno vyse, je nutné sledovat a kontrolovat optimalni teplotu chlazeni. Teplota
z velké ¢asti ovliviiuje 1 sublimacni ochlazovani. Doddvanim dostatecného mnozstvi tepla
urychlujeme susSeni, totéz plati na zéklad¢ fyzikalnich pravidel i opa¢né. Podminkou je,
ze nesmi dojit k dodani velkého mnozstvi tepla. To by mohlo vést jednak k omezeni rychlosti
celého procesu a také by mohlo dojit k poskozeni ledovych krystalii. Dodat potfebné teplo
do produktu miizeme radiaci, plynnou konvenci mezi produktem a molekulami zbytkového
plynu v komofe pfistroje, nebo piimym kontaktem mezi dnem nadoby a deskou pfistroje.
Projevy nespravného provedeni primarniho suSeni, to znamena nedodrzenim nékterych vyse
uvedenych podminek, mohou byt deformace produktu, které se vétSinou projevuji
smrstovanim, lepivosti, nafouknutim, nebo mize dojit k roztaveni, pfipadné az k rozpadu

produktu. (Introduction to Freeze Drying, 2020)

1.1.4 Sekundarni suSeni

Po primarnim suSeni nasleduje po minimalni ¢asové prodlevé dalsi suSeni, téZ nazyvané
desorpce vlhkosti nebo jen sekundéarni suseni. Toto suseni se od toho primarniho li§i prave
nepfitomnosti ledu. V tomto kroku dochézi k odstranéni vody, ktera je vazana v produktu,
obsah vazané vody z celkového obsahu vody v produktu ¢ini tedy okolo 10-35 %. Samotné
vody volné. K odstranéni této piebytecné vody je vyuzivano vakuum. Ve vakuu dojde
k ohtati lyofilizovaného produktu a zaroven k odpatreni vody. Podobn¢ jako u primarniho
suSeni, je 1 v této fazi nutné dodrZet danou podminku, aby nedoslo k poskozeni produktu.

Zminovanou podminkou je, Ze by nemé¢lo byt dodavano nadbyte€né mnoZzstvi tepla.
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Jak uz bylo diive zminéno, velké mnozstvi tepla mize mit destrukéni G€inky na nami suseny
produkt. Protoze je vétSina pouzivanych surovin termolabilnich, doporucuje se u vysledného

produktu monitoring finalniho obsahu vlhkosti. (Mujumdar, 2006)

Po wukonceni procesu lyofilizace by mélo byt s findlnim produktem zachézeno
dle doporucenych podminek a mél by byt uchovavan pii vhodnych podminkach.
(Prosapio a Lopez-Quiroga, 2020)

1.1.5 Prubéh lyofilizace

Lyofilizace se muze jevit jako velmi jednoduchy a ¢asové nendro¢ny technologicky proces,
¢emuz tak ve skute¢nosti neni. Tato metoda, co se tyce ¢asu, je hodné zdlouhava. Nejdiive
je nutné si dany vzorek pfipravit, coz ndm mulze zabrat nckolik minut, zalezi
vSak na mnozstvi. Je také vhodné doptedu nastavit pfistroje. To mize zabrat asi 30 minut
az hodinu. Poté je nutné nechat produkt zmrazit. Doba zmrazeni se mtize pohybovat mezi
10 az 30 hodinami. Po skon¢eni mrazeni nasleduje primarni suseni, jehoz doba je pomérné
nestald. Zalezi totiz jaky produkt se susi a také v jaké podobé¢, zdali je to kapalina, pevna
latka nebo jina konzistence. Sekundérni suseni obvykle trva 1-10 hodin. Jak uzZ bylo ale vyse
feCeno, doba lyofilizace se lisi v zavislosti na produktu, jeho mnoZstvi a podobé¢. Jinak bude
probihat lyofilizace ovoce a zeleniny a jinak napf. farmaceutickych produkti.

(Prosapio a Lopez-Quiroga, 2020)

1.1.6 Skladovani lyofilizovanych potravin

Produkty, které proSly procesem lyofilizace je vhodné skladovat v suchém a temném
prostiedi, aby nedoSlo k jejich znehodnoceni ¢i poruSeni. Doporucuje se skladovani
pfiteploté asi 21 °C. Dale neni vhodné vyrobek vystavovat slune¢nimu zareni. Zalezi ovSem
také na zplsobu baleni. PovétSinou jsou k baleni téchto produktl pouzivany sacky,
ve kterych vyrobek dokdze vydrzet Cerstvy nékolik mésici, dokonce 1 let. Naopak u Spatné
uskladnénych produkt hrozi velké riziko zvlhnuti, coz miize vést ke vzniku mikrobidlni

kontaminace. (Shukla, 2011)
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1.2 Lyofilizator

Pii lyofilizaci je pouzivan pfistroj, ktery se nazyva lyofilizator, ktery je zndzornény
na obrazku 1. Tento pfistroj je rozdélen na nékolik hlavnich casti, které plni jednotlivé
dalezité ukoly. Témi jiz zminovanymi ¢astmi jsou police, produktova komora, kapalinovy
policovy systém, kondenzator, chladici systém, vakuovy systém, fidici systém a zatkovac.

(Mujumdar, 2006)
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Obrazek 1: SloZeni lyofilizatoru (Mujumdar, 2006)

1.susici komora, 2. kondenzatorova komora, 3. chladici jednotka, 4. chladici a topny systém,
5. pocitacové zatizeni, 6. indikator a regulator vakua, 7. panel na ovladani teploty, 8. tiskarna
(Mujumdar, 2006)

1.2.1 Produktova komora

Je to pevna komora, do které je vkladan produkt urCeny k lyofilizaci. Tato komora je
konstruovana proti nepfiznivym podminkam, jako je ptetlak, nedostate¢ny tlak a jiné, které
mohou nastat pii procesu lyofilizace. Materidl, ze kterého je tato ¢ast sestavena, je obvykle
nerezova ocel, aby nedochédzelo ke korozi a komora byla snadno Cistitelnd. Soucasti
produktové komory je vakuovy senzor, police a systém usnadiiujici jejich pohyb.

(Gaidhani, 2015)
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1.2.2 Police

Jak uz bylo feceno u produktové komory, soucasti lyofilizatoru jsou police, a to bud’ jedna
¢1 vice. Obecné plni police pii tomto procesu fadu tkoni. Jednim takovym je vyména tepla.
Police mtzou teplo odebirat z produktu, to se déje pfi zmrazovani, anebo dodavat, a to
vétSinou pii fazi suseni. Police by mély byt rovné a pevné, aby unesly vahu produktt. Spojenti
mezi policemi a systémem je umoznéno soustavou hadic, ve kterych nejcastéji proudi olej,

jelikoz dobte vede teplo. (Deepak, 2013)

1.2.3 Kondenzator

Kondenzator délime na vnitini, ten se vyskytuje uvniti lyofilizatoru, a kondenzator vné&jsi,
ktery se nachazi obvykle zvenci na zadni strané lyofilizatoru. Hlavnim tikolem kondenzatoru
je vazat rozpoustédlo, kterym je ve vétSing piipadi voda. Proto jsou pro jeho konstrukci

voleny civky a platy, které jsou schopny vydrzet ochlazovani. (Deepak, 2013)

1.2.4 Kapalinovy policovy systém

Aby bylo mozné, ze police budou mit dostatecnou teplotu v pribéhu procesu, je potiebné
mit spravné zavedeny kapalinovy policovy systém. Pravé zde dochazi k cirkulaci kapaliny
nejcastéji oleje, ktery je rozvadén celym systém za pomoci Cerpadla, a to vSe za sniZeného

tlaku. Pozadovanou teplota je nastavovana vnéjSim systémem. (Gaidhani, 2015)

1.2.5 Vakuovy systém

Soucasti tohoto systému jsou vyvevy, které meéni, zvysuji a snizuji tlak v komorach. Tento
tlak je potfebny piedev§im v obou fazich suSeni. Vakuum je peclivé kontrolovano jen

pfi primarnim suseni. (Deepak, 2013)

1.2.6 Chladici systém
Chladici systém je dilezity pro chlazeni jednak polic a také kondenzéatoru, aby nedoslo
k jeho prehiati. Tento systém je vyuzivany pfedevS§im v raném procesu lyofilizace, kde je

nutné produkt zmrazit. (Gaidhani, 2015)
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1.2.7 Ridici systém

Zdali je tidici systém ovladan ru¢né nebo je pln€ automatizovan to zalezi na typu
lyofilizatoru. Diky fidicimu systému je mozné monitorovat a ohlidat hodnoty teploty a tlaku,
které nesmi piekrocit limitni hranici. Dal$i sledovanou veli¢inou je ¢as. Doba lyofilizace

by méla byt dodrzen4, aby se tak ptedeslo zbyte¢nym komplikacim. (Deepak, 2013)

1.3 Vlastnosti lyofilizovanych potravin

Potraviny, které byly dehydratovany jinymi metodami, maji oproti lyofilizovanym
potravindm o néco nizsi kvalitu. Potraviny, které prosly procesem lyofilizace, maji zna¢né
vyhody na rozdil od jinych znamych vyuZzivanych metod. Jednou z vyhod je, Ze si potravina
zachova svou autenti¢nost, a to ve smyslu barvy, chuti, aromatu, struktury a slozeni.
Lyofilizace je zvIast' Setrné pro suroviny citlivé na vysoké teploty. Lyofilizované potraviny
pro svij nizky obsah vlhkosti jsou vhodnou potravinou na dlouhé cestovani, turistiku ¢i jiné
akce. Dalsi kladnou véci je 1 rychla rehydratace téchto vyrobku. Jelikoz se jedna o Setrnou
technologii, je mozné vysledné produkty skladovat a piepravovat za pokojovych teplot

po delsi dobu. (Liu, Zhang a Hu, 2022)

Mezi negativa Ize uvést, Ze je povaZzovana za jednu z nejdrazSich metod suSeni. Pfi této
metod¢€ je spotfebovano velké mnoZstvi energie, dal§i vysoké naklady se tykaji provozu
a udrzby. Spotieba energie u této technologie, je témet dvojnasobna a naklady asi Ctytikrat
az osmkrat vyS$i ve srovnani s jinymi metodami, naptiklad suSenim vzduchem. Proto je tato

metoda vyuZivana jen pro velmi kvalitni a drahé potravinarské produkty. (Ratti, 2001)

Dalsi nevyhodou lyofilizovanych potravin miZe byt kontaminace mikroorganismy.
U potravin, které jiz byly kontaminovany pfed samotnou lyofilizaci, mize dojit pouze
k inhibici riistu mikroorganismu. Pti pozdé&jsi rehydrataci tak dochazi k obnoventi jejich ristu

a naslednému mnozeni. (Fellows, 2022)

Nevyhodou mohou byt také slozky obsazeny v ovoci, jako naptiklad cukry, polypeptidy
aminokyseliny, organické kyseliny a jiné latky, které mohou slouzit pro mikroorganismy
jako ochranna bariéra pred procesem lyofilizace ¢i jinymi technologickymi upravami.
Prikladem miiZze byt disacharid lakt6za, jenz plisobi u kvasinek jako protekéni latka pred

nepiiznivymi podminkami. (Chitrakar, Zhang a Adhikari, 2019)
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2 MIKROORGANISMY PRITOMNE V LYOFILIZOVANYCH
POTRAVINACH

Clovék diky potraving, ve které se mohou vyskytovat mikroorganismy, které piezily
technologické zpracovani, muze byt ohrozen ndkazou ¢i otravou. Tyto ndkazy a otravy
oznacujeme jako alimentarni. Alimentarni nakazy jsou tizce spjaty se surovinami, které¢ jsou
urceny ke konzumaci, a ve kterych se mohou vyskytovat mikroorganismy. Mikroorganismy,
jejich spory nebo toxiny se tak do lidského téla dostavaji pravé po konzumaci mikrobialné
kontaminovanych potravin. Ve vétSiné znamych piipadit je napaden prevazné
gastrointestinalni trakt ¢lovéka, coz se projevuje hlavné prijmem, zvracenim, bolesti bficha
a hlavy, unavou, piipadné jinymi projevy. Jak zavazny prubéh alimentarni otrava nebo
nakaza bude mit, se lisi podle schopnosti imunitniho systému kazdého jedince reagovat
na nezadouci agens. Za zminku stoji také to, Ze existuji hned dva zplsoby, jak vznika
alimentarni ndkaza, a to primarni a sekundarni. KdyZ se mikroorganismus uz piedtim
vyskytoval v suroving, ktera je urcena k ptipravé pokrmi ¢i k piimé spotfeb¢, jedna se
o primarni nakazu. Pokud se ale mikroorganismus dostal do potraviny béhem
technologického zpracovani nebo jakémkoliv technologickém procesu ¢i skladovani,
pak mluvime o sekundarni ndkaze. Proto se doporucuje oddélovat tepelné¢ upravené
potraviny a suroviny od syrovych, zeleninu ¢i ovoce umyt vodou a mnoho dalSich

preventivnich opatteni. (Rambouskova a Hrnéitova, 2008)

Lyofilizované potraviny obvykle obsahuji zbytkovou vlhkost a jejich hodnoty vodni aktivity
pohybujici se v rozmezi 0,03 — 0,70 mohou mit za nasledek vyskyt hub, v¢etné plisni,
¢i jinych patogennich mikroorganismll. Vysledky vyzkuml potvrzuji, Ze patogenni
mikroorganismy, které jsou zodpovédné za alimentarni ndkazy, jsou schopné prezit
v suSenych produktech. Mezi tyto patogenni mikroorganismy patii Salmonella spp.
Staphylococcus  aureus, patogenni kmeny Escherichia coli, Cronobacter spp.,
Bacillus cereus nebo Clostridium perfringens. Jak bylo jiz dfive uvedeno, tyto
mikroorganismy jsou schopné zpusobit fadu zdravotnich komplikaci jako prijem, kiece,

zvraceni a v ojedin€lych ptipadech i smrt. (Chitrakar, Zhang a Adhikari, 2019)

Nezadoucimi mikroorganismy, které se mohou vyskytovat tieba v lyofilizovaném ovoci
nebo zelening, jsou pievazné kvasinky a mikroskopické vlaknité houby neboli plisné rodu

Aspergillus a Penicillium. Tyto plisné jsou zndmé svou produkci toxickych latek zvanych
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mykotoxiny, které @ mohou mit nepfiznivy vliv. na  zdravi  clovéka.

(Chitrakar, Zhang a Adhikari, 2019)

2.1 Vybrané mikroorganismy pritomné v lyofilizovanych potravinach

2.1.1 Escherichia coli

Tato bakterie patii mezi nejvice a nejlépe prostudované bakterie. Je to gramnegativni
fakultativné anaerobni tycinka, kterd disponuje fermentativhim metabolismem a patii
do celedi Enterobacteriaceae. B&zné je soucasti stfevni mikrobioty jak cloveka,
tak i zivocCichli ale nékteré kmeny jsou povazovany za patogeny produkujici enterotoxiny.

Rist E. coli na kultiva¢ni plid¢ je zndzornén na obrazku 2. (Némec a Matoulkova, 2015)

Patogenni kmeny Escherichia coli napadaji pfevazné gastrointestinalni trakt, a to n¢kolika
moznymi zpusoby. Pravé podle téchto zplsobu rozliSujeme EPEC, coz je enteropatogenni
Escherichia coli, vyvolavajici vodnaté prajmy; EHEC neboli enterohemoragicka
Escherichia coli, ktera zpisobuje krvavé prijmy, a mezi tyto fadime 1 vysoce nebezpecnou
Escherichia coli O157. Déle existuje ETEC — enterotoxigenni Escherichia coli, ktera
zpusobuje prijmy u déti; EIEC — enteroinvazivni Escherichia coli, zpusobujici prijmy
v mistech se Spatnymi hygienickymi navyky; EAEC — enteroagregativni a DAEC — difuzné
agregativni Escherichia coli, projevujici se prijmem u déti v chudych oblastech. Pfenos
tohoto patogenniho mikroorganismu je nejcastéji uskute¢fiovdn kontaminovanymi

potravinami. (Goering et al., Julak, 2016)

Obrézek 2: Echerichia coli na Endo agaru (Koukalova, 2013)
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2.1.2 Cronobacter spp.

Cronobacter patti do Celedi Enterobacteriaceae a je to gramnegativni bakterie tvaru tyCinky,
ktera netvofi spory. Optimalni teplota ristu Cronobacter spp. je 37-39 °C, ale je schopen
rust 1 pii teplotach v rozmezi 547 °C. Tato bakterie se vyskytuje v suSenych potravinach
a je schopna zde ptezit i nckolik let. Nejpravdépodobnéj§im mistem vyskytu tohoto
mikroorganismu jsou kojenecké vyzivy, coz mize byt nebezpecné hlavné pro novorozence
a kojence. OvSem Cronobacter spp. byva citlivy na nckteré druhy antibiotik, coz je
pozitivum. Rist Cronobacter na kultivaéni pidé je zndzornén na obrazku 3.

(Holy a Forsythe, 2014)

Nejznaméjsim druhem je Cronobacter sakazakii, ktery je patogenni. Tento patogen muize
u novorozenct, kojenci nebo lidi soslabenou imunitou vyvolat bakteriémii.

(Beuchat et al., 2009)

Obrézek 3: Cronobacter spp. na ESIA agaru (TylSové a Bursova, 2015)

2.1.3 Salmonella spp.

Salmonella je gramnegativni fakultativné anaerobni ty¢inka z ¢eledi Enterobacteriaceae.
Tato bakterie nevytvaii spory a ma fermentativni metabolismus. Roste v teplotnim rozmezi
5-47 °C; optimum 37 °C, pH 3-9; optimum je pfi pH 7 a 2% koncentraci NaCl. Stejné jako
Escherichia coli 1 Salmonella se vyskytuje v gastrointestinalnim traktu jak zivocichi, tak
1 lidi. Do prostiedi je vyluCovana vykaly a je plvodcem mnoha onemocnéni,
jako napft. salmoneldzy, btisniho tyfu a jinych. Rust Sa/monella na kultivaéni padé je

znazornén na obrazku 4. (Némec a Matoulkova, 2015)
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Salmoneléza je stfevni onemocnéni, jehoz nejcastéjSim projevem je prijem. OvSem
pfendSeno pravé kontaminovanou potravou (dritbezi maso, majonézy, vejce...), vyjimecné
vodou. Vzicny je také prenos z lovéka na ¢lov€ka. Po prodélané nemoci se ve vétsing
pripada stava ¢loveék bezpriznakovym bacilonosicem. Proto se jako prevence doporucuje

dodrzovani spravnych hygienickych navyku. (Goering et al., Juldk, 2016)

Obrazek 4: Salmonella enterica na Endo agaru (Koukalova, 2013)

2.1.4 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus se fadi mezi grampozitivni, fakultativné anaerobni koky, netvoftici
spory. Tato bakterie, na rozdil od jinych, dokdze riist i v prostfedi s vysokou koncentraci
chloridu sodného, a to konkrétné pti 10 %. Optimalni teplota ristu se pohybuje v rozmezi
30-37°C. Rust Staphylococcus aureus na kultivaéni ptudé je zndzornén na obrazku 5.

(Némec a Matoulkova, 2015)

Vyskyt této bakterie byl zaznamenan ve vodé¢, pidé, potravinach a je soucéasti kozni
mikrobioty ¢lovéka, ale povazuje se také za patogena, ktery zpiisobuje abscesy, bakteriémie,
plicni infekce a mnoho dalSich onemocnéni. Problémem je, Ze Staphylococcus aureus je
rezistentni vi¢i nékterym antibiotikim. Mezi nejznamé&js$i lze jmenovat methcilin —
rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) nebo vankomycin — rezistentni Staphylococcus
aureus (VRSA). Pfedev§im MRSA zplsobuje velké problémy v nemocni¢nich zatizenich.
Nebezpecna je také tvorba toxinu, kam spadaji exfoliativni toxiny (ETs), které¢ zpisobuji
Ritterovu chorobu. Mezi bézné se vyskytujici exfoliativni toxiny fadime ETA, ETB, ETC
a ETD. (Ahmad-Mansour et al., 2021)
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Obrazek 5: Staphylococcus aureus na krevnim agaru (Koukalova, 2013)

2.1.5 Penicillium spp.

Penicillium je mikroskopickd vlaknitd houba z Celedi Trichocomaceae. Tato plisen je
charakteristickd svym hojné vétvenym myceliem s bezbarvymi hyfami. Je to nejcastéjsi

puvodce kazeni potravin, pfevazné ovocnych plodi. (Némec a Matoulkova, 2015)

Prevazna vétsSina druht této plisné se fadi mezi psychrotolerantni a nejsou téméi schopné
rust pfi teploté okolo 37 °C, nékteré mezofilni druhy rostou pti pokojové teploté okolo 25°C.
Rast Penicillium na kultivaéni pide je zndzornén na obrazku 6. Co se tyce vyskytu této
plisné, je velice rozmanity od vzduchu az po jiz zminéné potravinaiské produkty. Hraje
dilezitou roli pti vyrobé syru s plisni, ale plsobi i negativné, a to tak, ze zptisobuje hnilobu
a ma schopnost produkce mykotoxind. Nejznamé&j$imi produkovanymi mykotoxiny patfi
ochratoxin A (OTA), patulin, citreoviridin, citrinin, roquefortin C a cyklopiazonova

kyselina. (Perrone a Susca, 2017)

Obrazek 6: Penicillium rubens (Houbraken, Frisvad a Samson, 2011)
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2.1.6 Aspergillus spp.

Tato plisen, stejn¢ jako Penicillium, patii do Celedi Trichocomaceae. Po morfologické
strance ma rod Aspergillus specializované hyalinni hyfy. Tyto hyfy slouzi k tvorbé
konidiofor, které mohou byt uzitecné pti identifikaci, protoze u kazdého druhu maji jinou
morfologii, a dokonce i zabarveni. Rist Aspergillus na kultivacni pud¢ je znazornén
na obrazku 7. Aspergillus se mize vyskytovat ve vzduchu ¢i pide a dalo by se o ném fici,
ze je halotolerantni a osmotolerantni. Je také znam pro svou produkci nékterych ¢loveku
nebezpetnych mykotoxini. Tyto mykotoxiny, kterymi jsou aflatoxiny, ochratoxin A,
citrinin vyvolavaji u c¢loveéka alergie, organové poskozeni a dokonce 1 smrt.

(Némec a Matoulkova, 2015)

V potravinaiském primyslu dokaZze napachat znacné skody, jelikoz je Aspergillus schopny
rust v prostfedi o docela nizké vodni aktivité. Napadenymi potravinami byvaji nejcastéji
ruzné druhy obilovin, ale mohou to byt i marmeladdy, dZzemy, zelenina a ovoce. N&které
druhy ovSem mohou byt i uzitecné, a to k vyrobé saké, zpracovani organickych kyselin,

vyrobé enzymi ¢i hydrolyze Skrobu. (Ray, 2003)

Obrazek 7: Aspergillus niger (Wee et al., 2023)

2.2 Faktory ovliviiujici rist mikroorganismii v dehydratovanych

potravinach

Mikroorganismy pro svijj rist a rozmnozZovani potiebuji ptiznivé podminky. Pfiznivymi

podminkami jsou myslené biologické, chemické a fyzikalni vlastnosti daného prostiedi,
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ve kterém se mikroorganismus vyskytuje. AvsSak vétSina téchto mikroorganismu disponuje
schopnosti se na dané prostfedi pomérn¢ rychle adaptovat. Pfizpisobeni se danym
podminkam miize byt zajisténo naptiklad tvorbou a produkci extracelularnich enzymi,
zménou bunky a enzymatického aparatu nebo tvorbou spor. Stava se, Ze mikroorganismy
do znatné miry mohou diky svym Ccinnostem ménit 1 vnéjsi prostredi.

(Némec a Matoulkova, 2015)

Existuje mnoho zptlisobii a metod, jak efektivné odstranit nezddouci mikroorganismy. Mezi
nejznamejsi zpasoby patii dezinfekce, sterilace, pasterace. Pievazné jsou tyto metody hojné
vyuzivané v potravinaiském primyslu. Dezinfekce se provadi pomoci chemikalii nebo
dezinfek¢nich prostiedki a jejim cilem je inhibice pfevazné patogennich mikroorganism,
ovSem spory mohou tento zisah ptezit. Pasterace je proces, kdy dochazi k usmrceni
vegetativnich forem mikroorganisml za pomoci vyssich teplot. Pfi sterilaci jsou odstranény
jak vegetativni formy mikroorganismu, tak i jejich spory. Proto se sterilace povazuje

za nejicinnéjsi metodu odstranéni mikroorganisml. (Silhankova, 2002)

Faktory, které plsobi na mikroorganismy, mizeme rozdélit na fyzikdlni a chemické.
Do fyzikélnich faktorti spadd hlavné teplo, tlak, ultrazvuk a rGzné druhy zareni. Mezi
chemické faktory patii oxidoredukéni potencial, pH, dezinfekéni a povrchové aktivni latky

a antibiotika.

2.2.1 Teplota

Teplota patii mezi fyzikalni faktory. A pravé teplota hraje klicovou roli pfi rozmnoZzovani
a rustu mikroorganismu. Nékteré mikroorganismy preferuji vyssi teploty a nékteré naopak
niz8i. Mala ¢ast mikroorganismii dokéze ptezivat 1 ve velkém rozmezi teplot a existuji
1takové, co prezivaji i extrémni teploty. Mikroorganismy délime do tii zakladnich teplotnich
skupin: psychrofilni (optimum 0-15 °C), mezofilni (optimum 25-40 °C) a termofilni
(optimum 50-60 °C). Pro kazdy mikroorganismus lze vytyc¢it hranice, pfi nichz bude jesté
probihat rlst, a pti kterych uz naopak bude riist inhibovan. Témito pomyslnymi hranicemi
jsou minimalni a maximalni teplota, kdy pii minimalni teploté urcity mikroorganismus
uz roste a pfi  maximdlni je je$t€ mikroorganismus  schopen  rastu.

(Tortora, Funke a Case, 2018)
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2.2.2 Ultrazvuk

Jak uz nazev vypovida, jedna se o zvukové viny, jejichz frekvence ptesahuje hodnotu
20 kHz. Ultrazvuk je schopny usmrtit v§echny mikroorganismy. Hodné vyznamny je tzv.
kavitacni ultrazvuk, ktery funguje tak, ze plsobi na plazmatickou membranu, kterou
narusuje a dochazi tak k poskozeni buiiky. Citlivymi mikroorganismy byvaji gramnegativni

bakterie, odolné jsou mykobakterie. (Némec a Matoulkova, 2015)

2.2.3 Tlak

Tlak mize mit rovnéz negativni vliv na rist a rozmnozovani mikroorganismu. Prevazna
vétSina mikroorganismu roste za normalniho atmosférického tlaku. Pokud ovSem nastane
situace, ze tlak navySime, rist mikroorganismu se postupné bude zpomalovat. Plati zde,
ze ¢im je tlak vyssi, tim pomalej$i je riist mikroorganismul. Vyssi tlak narusuje a poSkozuje
bunky. Existuji ale i mikroorganismy, kterym vyssi tlak nevadi a neskodi. Tato skupina se
nazyva barofilni — preferuji vyssi tlak a barotolerantni — dokazi prezit vyssi hodnoty tlaku.

(Bursova et al., 2014)

2.2.4 Zareni

Zateni ma jak pozitivni, tak negativni vliv na mikroorganismy. Pro fototrofni skupiny
predstavuje zdroj energie, zabezpecuje tvorbu pigmentli a muze byt i smrtici. Zafeni
vyvolava zmény uvniti buiiky, ¢imZ dochazi k jejimu naruseni a k usmrceni daného
mikroorganismu. OvSem zaleZi na typu zéfeni, protoZze kazdy typ plisobi na bunky jinym
mechanismem. Naptiklad ultrafialové zafeni, které ma vinovou délku 250-270 nm, ptisobi
na DNA uvnit bun¢k a ma mutagenni Gc¢inky. Citlivost k UV zéfeni je zavisla dle druhu
mikroorganismu. Je znamo, Ze gramnegativni bakterie jsou hodné citlivé oproti
grampozitivnim. UV zafeni mlZe byt pouzito sterilizaci povrchi ¢i pracovnich pfedméti,
napiiklad v laboratotich. DalSim typem zafeni je viditelné svétlo, y zafeni a ionizujici zafeni.

(Némec a Matoulkova, 2015)
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2.2.5 Osmoticky tlak

Bunky jsou tvoteny z velké ¢asti vodou. Voda tvofti asi 80 % celkového slozeni buiiky.
Vlivem osmotického tlaku dochéazi k vyplaveni potiebné vody zbunky do okolniho
prostiedi. Podle osmotického tlaku délime prostiedi na hypotonické — kde koncentrace latek
uvnitt buiiky je vétsi nez koncentrace latek mimo buniku. Dal§im prostfedim je hypertonické

prostiedi, coz je ptresnym opakem hypotonického prostiedi. (Tortora, Funke a Case, 2018)

Vétsina mikroorganismiit obyva prostiedi s nizkou koncentraci soli, pfi¢emz vyssi
koncentrace soli mohou mit na vétSinu znich negativni vliv. Nicméné nckteré
mikroorganismy, zejména z domény Archaea, se v pribéhu evoluce piizpisobily vyssim
koncentracim soli a projevuji vysokou toleranci. Ne¢které ,,bézné“ bakterie, jako
Staphylococcus, mohou také rlst v pfitomnosti vysokych koncentraci soli. Halofilni
organismy musi fesit zménu osmolarity prostiedi, aby udrzely svijj vnitini tlak, coz mohou
délat bud’ produkci urcitych latek nebo akumulaci latek z okoli. V praxi se zména
osmotického tlaku vyuzivd pro konzervaci potravin pomoci soli nebo cukru.

(Némec a Matoulkova, 2015)

2.2.6 Vodni aktivita aw

Voda je pro mikroorganismy velice dlleZitd, protoze ovliviiuje jejich Zivotni procesy.
Ucastni se transportu latek, pfi metabolismu a také ma vliv na rist bunék. Pokud neni
pritomno dostatecné mnozstvi vody, tento problém muze zcela zastavit rast, a nakonec
dochézi 1 k usmrceni daného mikroorganismu. Opét zde ale zaleZi na druhu mikroorganismu,
protoze kazdy druh se 1i8i tim, pfi jakych hodnotach vodni aktivy je schopen rist. Podle
Gornera a Valika (2004) je pro vétSinu bakterii optimalni hodnota vodni aktivy okolo
0,94-0,91, kdezto pro plisn¢ se toto optimum pohybuje v rozmezi od 0,93 do 0,80.
(Gorner a Valik, 2004)

V poslednich letech se stale Castéji setkdvame s potravinami a sloZkami potravin s nizkou
aktivitou vody, které mohou obsahovat patogeny zplsobujici nemoci. Tyto potravinové
patogeny jsou schopné piezivat po dlouhou dobu, a to 1 n€kolik mésict a let v potravinach
s nizkou hodnotou ay a v suchych prostfedich uréenych pro zpracovani a piipravu potravin.
Tyto patogeny obvykle vykazuji zvySenou toleranci viici teplu a dal$im Upravam, které by

normalné zabily buiiky v prostiedi s vy$si hodnotou aw. (Beuchat et al., 2013)
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2.2.7 Redoxni potencial En

Podle toho, jestli dand latka ma oxidaéni nebo reduk¢ni schopnosti urcujeme
oxida¢né —redukc¢ni potencial. Obecné se mezi latky s redukEnimi vlastnostmi fadi napiiklad
vodik a zeleznaté ionty. Mezi latky s oxidacnimi vlastnostmi fadime kyslik, peroxidy
a dusi¢nany. A praveé kvuli redoxnimu potencialu jsme schopni rozdélit mikroorganismy
na aerobni a anaerobni. Aerobni mikroorganismy se vyznacuji ristem v ptitomnosti kysliku,
coz piedstavuje pozitivni redoxni potencial. Oproti tomu anaerobnim mikroorganismus se
1épe dati v prostiedi bez kysliku, ktery ptisobi na anaeroby toxicky. Prostfedi pro anaerobni
mikroorganismy lze vytvofit snizenim redoxniho potencialu, naptiklad pouzitim kyseliny
askorbové. Existuji vSak i mikroorganismy, které jsou schopné Zzit jednak v anaerobnim
prostfedi a také v aerobnim prostifedi. Tyto mikroorganismy se oznacuji jako fakultativné

anaerobni. (Silhankova, 2002)

228 pH

K urceni, zda je prostfedi ¢i roztok kysely nebo zédsadity, ndm slouzi pH. Pro vétSinu
mikroorganisml je idedlni neutrdlni pH coz jsou hodnoty v rozmezi 6,5 — 7. Naopak
acidofilni bakterie jsou schopné rist 1 v hodné kyselém prostredi, jehoz hodnoty se pohybuji
kolem 3. Obecné plati, ze plisn¢ se mohou vyskytovat v §ir§Sim rozmezi pH nez bakterie.

(Tortora, Funke a Case, 2018)

pH do zna¢né miry ovliviluje Zivotni procesy vSech mikroorganismi. Ma znacny vliv
na rist, rozmnozovani a celkovy metabolismus a transport latek. pH do zna¢né miry urcuje,
jak jsou mikroorganismy odolné vuc¢i teplotdm (termorezistenci). Znamena to tedy,
Ze ¢im vice je pH vzdaleno optimalni hodnoté daného mikroorganismu, tim méné tento

mikroorganismus snasi vyssi teploty. (Bursova, Necidova a Duskova, 2014)

2.2.9 Antibiotika

Antibiotika jsou latky, které vznikaji pfi sekundarnim metabolizmu nékterych bakterii.
Pro znac¢nou ¢ést mikroorganismil jsou v malych davkach inhibi¢ni, ale ve vétSim mnozstvi
mohou byt toxické. Kazdy druh antibiotika plisobi na konkrétni ¢asti v buiice. Tedy podle
mista uc¢inku existuji antibiotika, které narusuji syntézu bilkovin, syntézu DNA a RNA,

cytoplazmatickou membréanu, bunécnou sténu a fosforylaci. Hojné pouZivanymi antibiotiky
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jsou polymyxin, vankomycin, methicillin, streptomycin, tetracyklin, chloramfenikol,

novobiocin, rifampicin, erytromycin a spousta dal$ich. (Némec a Matoulkova, 2015)
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3 METODY DETEKCE MIKROORGANISMU

Ve mnohych odvétvich potravinaiského prumyslu jsou mikroorganismy uzite¢nou soucasti
vyroby raznych potravinovych produktti. V mlékarenstvi jsou vyuzivany bakterie mlééného
kvaSeni (BMK) k vyrobé jogurtt, kefirovych mlék a jinych mléénych vyrobki. Syratsky
primysl zase vyuziva plisn€ k vyrobé syra s plisni uvniti a na povrchu nebo takovy masny
pramysl se neobejde bez mikroorganismu potifebnych pii tvorbé fermentovanych masnych
vyrobkil. Piesto se ale vyskytuji mikroorganismy, které jsou v potravinaistvi nezadouci
a nebezpecné. Nezadouci mikroorganismy mohou, mimo jiné zptisobovat kazeni a hnilobu
potravin, a tim je znehodnocovat tak, ze budou nevhodné ke konzumace.

(Bursova, Necidova a Duskova, 2014)

V potravinafstvi je zapotiebi co nejrychleji, nejlevnéji a nejefektivnéji testovat potraviny na
pfitomnost patogennich mikroorganismi z dGvodu ochrany zdravi spotiebitele. Jedna
z nejstarsich a nejvyuzivangjSich metod je kultivace na kultivacnich médiich. Tato metoda,
je sice levnd, ale Casov€ naroc¢nd. Kultivace daného mikroorganismu trva i né€kolik dni
a kurceni pfesného patogenu jsou vyzadovany dal§i biochemické, imunologické a jiné

identifika¢ni testy. (Foddai a Grant, 2020)

K dispozici mame jak kvalitativni, tak kvantitativni stanoveni. Kvantitativni stanoveni slouzi
k uréeni mnoZzstvi danych mikroorganismi, které jsou pfitomny v testovaném vzorku. Toto
stanoveni I1ze provadét metodou preliti, kdy je inokulum v Petriho misce pfelito uréenym
kultivatnim médiem, nebo metodou roztéru, kdy je inokulum naneseno na jiz pfipravenou
kultivaéni ptdu a sterilni hokejkou rozetfeno po celém povrchu média. Déle se sem fadi
stanoveni nejpravdépodobnéjsSiho poctu mikroorganismi (MPN). Kvalitativni stanoveni
nam oproti kvantitativnimu urcuje vyskyt sledovaného mikroorganismu. Toto stanoveni se
sklada z nékolika dalezitych krokd, kterymi jsou primarni a sekundarni pomnozeni, izolace
a konfirmace. Pomnozeni probiha prevazné v tekutych meédich a nasledna izolace je

provedena na tuhé kultivaéni piidy. (Bursova et al., 2014)

Tekuté piidy jsou ke kultivaci vyuzivané pro jednodusi rist mikroorganismil. Nejcastéjsi
tekutou pidou jsou rizné druhy bujonti. Naopak pevné pidy jsou vyrabény z bujonového
zakladu a agaru. Prave tento polysacharid ziskany z motskych fas ma gelotvorné vlastnosti,
diky kterym dochazi k tuhnuti kultivacniho média. Takto pfipravené pidy jsou obvykle
uchovavany v Petriho miskéch, jez nesou své pojmenovani po svém objeviteli, kterym byl

Richard Petri. (Votava, 2000)
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Obrazek 8: Narlst Pseudomonas aeruginosa na Pseudomonas agaru P (Votava, 2000)

Gramovo barveni spadd pod mikroskopické metody. Sviij ndzev si toto barveni ziskalo
po svém objeviteli, danském védci a Iékati, Hansu Christianu Gramovi. Pomoci tohoto
barveni dokdzeme rozpoznat, zda se jedna o gramnegativni nebo grampozitivni bakterie.
Tato metoda spociva v rozdilném sloZeni bun&cné stény bakterii. Grampozitivni bakterie
maji bunéénou sténu slozenou ze silné vrstvy peptidoglykanu, kdezto u gramnegativnich

bakterii je bunécna sténa ze slabé vrstvy peptidoglykanu. (Tantray et al., 2023)

U Gramova barveni je vzorek nejprve vlozen do krystalové violeti po dobu asi 60 sekund.
Nasledné je vzorek oplachnut destilovanou vodou a namocen do Lugolova roztoku,
ve kterém je ponechan asi 30 sekund. Poté se vzorek oplachne acetonem, vodou a nasledné
se ponechd asi 60 sekund v safraninu. Nakonec se opét oplachne destilovanou vodou.
Vysledkem je u grampozitivnich bakterii modrofialové zbarveni, naopak gramnegativni

bakterie jsou zbarveny do rizovocervené. (Koukalova, 2013)

Dalsi metody jsou zaloZzené na analyze nukleovych kyselin. Nejzndméjsi metodu je
polymerdzova tetézova reakce, zndma pod zkratkou PCR. Tato metoda je zalozena
na mnohonasobné amplifikaci vybraného tiseku DNA prostifednictvim opakujicich se cykli.
Pro PCR je zapotiebi cilovda DNA, jenz bude amplifikovana, komplementarni primery
(oligonukleotidy)  k sekvencim  DNA a  termostabilni DNA  polymerdzu
(napt. Taq polymeraza, kterd pochazi z bakterie Thermus aquaticus). Pribéh PCR je takovy,
ze pti teploté vyssi nez 90 °C dochazi k denaturaci cilové DNA, ¢imz dojde k rozpojeni
jednotlivcich fetézcii. Poté je teplota snizena na asi 50-65 °C a primery tak mohou zacit

nasedat na komplementarni sekvence cilové DNA. Pomoci katalyzy Taq polymerazou jsou
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vytvoiena nova vldkna DNA, coz probiha pii teploté 65-75 °C. Tyto kroky jsou cyklicky
opakovany zpravidla v 30-35 cyklech. (Oyarzabal a Backert, 2012)

Za presnou a rychlou metodu je povazovana také hmotnostni spektrometrie s laserovou
desorpci a ionizaci za GCasti matrice praletovym analyzatorem (MALDI — TOF MS). Diky
této technologii jsme schopni identifikovat jednotlivé mikroorganismy na urovni roda
a druhd. Touto metodou bylo mozno identifikovat mnoho mikroorganismti od bakterii,

pies houby, az po viry. (Croxatto, Prod'hom a Greub, 2012)

Pii MALDI — TOF MS je vzorek smichan s ur€itym mnozstvim roztoku (kyselina benzoova)
a nasledné je vlozen na desticku, kde se necha vysusit. Desticka obsahujici vzorek je
umisténa do pfistroje, konkrétné do métici komory. Aby mohla byt zahajena analyza vzorku,
je zapotiebi vytvofit vakuum. Jakmile je vakuum vytvofeno, zane na vzorky pusobit laser.
Pisobenim laseru dochazi k ionizaci proteinti. Kvili vytvofenému elektromagnetickému
poli je pohyb ionti urychlen a tyto ionty postupuji dale do letové trubice, kde je presné
meéfena doba letu. Pravé na zékladé doby letu (TOF) se zaznamendva charakteristické
spektrum, které tvofi specifické otisky jedine¢né pro dany druh. Pomoci pocitacového

programu jsou vysledné hodnoty srovnavany a vyhodnoceny. (Wieser et al., 2012)
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Hlavnim cilem této prace byla mikrobiologicka analyza lyofilizovaného ovoce. Byla zvolena
nepfimé kultivacni metoda stanoveni poctu bunék. Diky této metod¢ byly stanovovany

indikatorové mikroorganismy, jejichz vyrostlé kolonie na kultivaénich médiich byly

nasledné pocitany.

V teoretické Casti byly popsany:

Principy a postupy lyofilizace.

Vlastnosti lyofilizovanych potravin.

Mikroorganismy pfitomné v lyofilizovanych potravinéch.
Faktory ovlivilyjici rist mikroorganismda.

Metody detekce mikroorganismtl v potravinach.

Prakticka cast popisuje:

Provedenou mikrobiologickou analyzu lyofilizovaného a suSeného ovoce.

Vyhodnoceni vysledkd, diskuzi a zavér.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Testované vzorky suseného ovoce

V praktické casti bakalaiské prace byla provedena mikrobiologickd analyza celkem
29 vzorktli ovoce, pticemz 19 vzorkl bylo ovoce lyofilizované a 10 vzorkl bylo ovoce susené
horkym vzduchem. Cast vzorkdi ovoce byla piipravena v laboratornich podminkach
(Iyofilizovano a/nebo suseno horkym vzduchem), ¢ast vzorkli ovoce v lyofilizované formé
byla dodana firmou, ktera je prodava jako lyofilizované ovoce nebo ptidava do miisli smési.
Seznam analyzovanych vzorkl a jejich zdkladni charakteristiky jsou uvedeny v tabulce 1

a na obrazcich 9-32.

Tabulka 1: Seznam analyzovanych vzorkti ovoce

Ovoce Pf’ipravenq Lyoﬁlizovan{s Ovoce Ovoce s1’1§ené
x . . v laboratornich | ovoce dodané . . horkym
péstované u nas podminkach firmou lyofilizované vzduchem
Jablka v
Hrusky v v
Svestky v v v v
Meruniky v v v
Visné v v
Jahody v v
Maliny v v
Bortuvky v v v v
Brusinky v v
Ovoce exotické
Banan v v v v
Ananas v v v
Mango v v v v
Kiwi v v v
Pitaya v v v
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Obrazek 9: Vzorek suseného jablka

Obrazek 10: Vzorek lyofilizovanych jable¢nych platka

Obrazek 12: Vzorek susené hrusky
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Obrazek 16: Vzorek lyofilizovanych Svestek
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Obrazek 18: Vzorek lyofilizované merunky

Obrazek 19: Vzorek lyofilizované visné

Obrazek 20: Vzorek lyofilizované jahody
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Obrazek 21: Vzorek lyofilizované maliny

Obrazek 22: Vzorek susené boruvky

Obrazek 23: Vzorek lyofilizované bortvky

Obrazek 24: Vzorek lyofilizovanych bortivek
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Obrazek 25: Vzorek suSenych brusinek

Obrazek 28: Vzorky ananasu — vlevo lyofilizovany, vpravo suseny
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Obrazek 32: Vzorky pitaya — vlevo lyofilizovana, vpravo suSena
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5.2 Zjistované mikroorganismy
V lyofilizovanych a suSenych vzorcich ovoce byly analyzovany vybrané skupiny
indikatorovych mikroorganismii. Zjistované skupiny mikroorganismu a pouzita kultivacni

média jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Detekované skupiny mikroorganismu a kultivaéni puady pouzité k jejich
stanoveni

Indikatorové mikroorganismy Kultiva¢ni média
Celkovy pocet mikroorganismi Plate Count Agar (PCA)
Aerobni mikroorganismy Plate Count Agar (PCA)
Plisn¢ a kvasinky Chloramphenicol Yeast Glucose Agar (ChYGA)
Ristoveé narocné bakterie Brain Heart Infusion Broth (BHI)

5.3 Metodika

5.3.1 Kaultiva¢ni média a jejich priprava

Kultivaéni média, kterd byla pouZita pfi mikrobiologické analyze, byla pfipravena
z komer¢nich dehydratovanych smési. Pii mikrobiologické analyze lyofilizovanych potravin
byl pouzit Plate Count Agar, Chloramphenicol Yeast Glucose Agar, Brain Heart Infusion
Broth, vSechny od vyrobce HiMedia (Bombai, Indie).

Do sterilni lahve bylo dle navodu vyrobce navdzeno uréené mnoZstvi prtisluSné
dehydratované kultivacni pidy. Nasledné byla navazka doplnéna destilovanou vodou
do objemu 400 ml. Obsah ldhve byl promichan a ldhev byla vloZena do autoklavu
ke sterilizaci. Sterilizace probihala pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut. Po vysterilizovani
a vychladnuti pad na teplotu kolem 50 °C byly pudy rozlity na Petriho misky. Petriho misky
byly ponechany ve sterilnim flowboxu do jejich zatuhnuti, byly fadné oznaceny. Takto

ptipravené kultivacni piidy byly ponechdny v chladnicce a v temnu.
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Plate Count Agar (PCA)

PCA je neselektivni kultivaéni médium, které bylo pfi této analyze pouzito pro stanoveni
celkového poctu mikroorganismli a pro aerobni sporotvorné bakterie. Slozeni kultivacni

pudy je uvedeno v tabulce 3.

Tabulka 3: Slozeni PCA (M091, 2018)

Latka MnozZstvi
enzymaticky hydrolyzat kaseinu 5¢g/l
kvasni¢ni extrakt 2,5 g/l
glukosa 1 g/l
agar 15 g/l

Chloramphenicol Yeast Glucose Agar (ChYGA)

Toto kultivaéni médium se fadi mezi selektivné diagnostické pldy a pii této analyze bylo

pouzito pro stanoveni plisni a kvasinek. Slozeni kultiva¢ni piidy je uvedeno v tabulce 4.

Tabulka 4: Slozeni ChYGA (M1008, 2018)

Latka MnoZstvi
kvasni¢ny extrakt 5g/1
dextroza 20 g/1
chloramfenikol 0,1 g/l
agar 14,9 g/l

Brain Heart Infusion Broth (BHI)

BHI tadime mezi neselektivni médium a pii této analyze bylo pouzito pro stanoveni

kultivacn€ naro¢nych mikroorganismii. SloZeni kultivacni ptidy je uvedeno v tabulce 5.
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Tabulka 5: Slozeni BHI (M210, 2018)

Latka Mnozstvi
teleci mozkova infuse (susina) 12,5 g/l
mozkovo srdcova infuse (suSina) 5¢g/l1
proteosovy pepton 10 g/l
chlorid sodny 5¢/1
hydrogenfosfore¢nan (di)sodny 2,5 ¢/l
dextrosa 2 g/l

5.3.2 Priprava vzorki, inokulace a kultivace

Neptimou kultiva¢ni kvantitativni metodou byly stanovovany indikatorové mikroorganismy
v testovanych vzorcich lyofilizovaného a suSeného ovoce. Suspenze byla zaockovéana

na povrch kultivaéni média metodou roztéru.

Vzorky ovoce, které¢ byly zabaleny v obalech, byly u kahanu sterilné otevieny, aby nedoslo
k jejich kontaminaci. Asepticky bylo navézeno 5 g vzorku do sterilnich lahvi a doplnéno
45 ml fyziologickym roztokem (pomér 1:9). Lahve se vzorky byly uzavieny a tfepany

na tfepacce pii 120 otackach po dobu 10 minut.

Desitkové iFedéni vzorki

Pti ptipravé vzorkli bylo pouzito desitkové fedéni. Prace byla provadéna ve sterilnim
flowboxu. Do prvni sterilni zkumavky s oznacenim 10~ bylo napipetovano 5 ml vzorku
zlahve a obsah zkumavky byl promichan na vortexu. Do druhé sterilni zkumavky
s oznatenim 10~2 bylo napipetovano 500 pl z prvni zkumavky (s oznacenim 1071) a opét
byl obsah zkumavky promichan na vortexu. Stejnym zptisobem bylo provedeno tieti i ¢tvrté

fedéni.
Inokulace a kultivace

Bylo pracovano asepticky ve sterilnim flowboxu. Na Petriho misky bylo pipetovano 100 ul
vzorku ze zkumavky s fedénim 107! a suspenze byla pomoci sterilni hokejky rozetiena
krouzivym pohybem po celém povrchu misky. Stejny postup byl opakovan i pro ostatni

kultiva¢ni média a fedéni. Kazdd Petriho miska byla oznafena ndzvem pidy, fedénim



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

a ndzvem pouzitého vzorku. Takto zaockované pudy byly kultivovany v termostatu dnem

vzhtru dle podminek uvedenych v tabulce 6.

Tabulka 6: Stanovované mikroorganismy, doba a teplota kultivace

Mikroorganismy Teplota Kkultivace [°C] Doba kultivace
Celkovy poc¢et mikroorganismui 30 24-48 hodin
Rustoveé narocné mikroorganismy 30 24 hodin
Plisn¢ a kvasinky 25 2-5 dni
Aerobni sporulujici bakterie 37 24-48 hodin

Pro stanoveni aerobnich sporulujicich bakterii byly vzorky vlozeny do vodni 1azné o teploté
80 °C. Vzorky zde byly ponechany po dobu 10 minut, aby doslo k inaktivaci vegetativnich
forem bakterii. Po uplynuti dané doby byly vzorky rychle ochlazeny a asepticky zaockovany

na ur¢ené Petriho misky. Petriho misky s inokulem byly kultivovany v inkubatoru.

Hodnocenti vysledki

Na jednotlivych Petriho miskéch byly spocitany pocty kolonii a vSe bylo zapsano do tabulek.
Ze zjisténych udajl bylo vypocitdno CFU/g (kolonie tvofici jednotky v 1 gramu vzorku).

Vypocet CFU/g:

_ primérny pocetkolonii 1 (ml)

CFU/g =

redéni pipetovany objem (ml)

Pokud na Petriho miskéch nebyly detekovany Zadné kolonie, jako vysledek byly uvedeny
do tabulky pismena ND (nedetekovano).

5.3.3 Pouzité pomiicky a pristroje

Béhem prace byly pouzity nasledujici pomucky: sterilni nizky, pinzeta, sterilni lahve
s vickem, hokejky, mikrobiologické zkumavky s vickem, odmémé vélce, sterilni

fyziologicky roztok, Petriho misky, automatické pipety.

Pro analyzu byly pouzity nasledujici ptistroje: flowbox, laboratorni vahy, plynovy kahan,

vortex, homogenizator Stomacher, inkubatory, vodni 1azen, autoklav, pocitacka kolonii.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Mikrobiologicka analyza suSeného a lyofilizovaného ovoce

K mikrobiologické analyze bylo podrobeno celkem 29 vzorki lyofilizovaného a suseného
ovoce. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach 7-20. Vzorky uvedeny jako "susené" byly suSeny
horkym vzduchem, zbyvajici vzorky byly lyofilizovany v laboratornich podminkéach nebo

dodany v lyofilizované form¢ firmou.

SuSena a lyofilizovana jablka

Analyzované vzorky suSenych jablek byly v lyofilizované¢ formé dodany firmou, dalsi
suSené a lyofilizované byly ptipraveny v laboratofi. Vysledné hodnoty, které jsou uvedeny

vtabulce 7, nepoukazuji u suseného jablka na pritomnost mikroorganismd.

U lyofilizovaného jablka (tabulka 7) byl oproti susenému jablku detekovan vyskyt ristove

vewr

aerobné sporulujicich mikroorganismii a pocet
mikroorganismu aerobnich a fakultativn¢ anaerobnich mezofilnich mikroorganismii (CPM).
U vzorku lyofilizovaného jablka dodaného firmou byl detekovan vyssi vyskyt celkového
jablku, ale zadny vyskyt aerobné sporulujicich mikroorganismi. U vSech tfech vzorki jablka
nebyl detekovan vyskyt plisni a kvasinek.

Tabulka 7: Stanovena mnozstvi vybranych indikatorovych mikroorganismi (CFU/g)
suSenych a lyofilizovanych jablek

Celkovy pocet Riastove Plisn¢ a Aerobni
mikroorganismu narocné kvasinky sporulujici

[CFU/g] mikroorganismy [CFU/g] bakterie

[CFU/g] [CFU/g]
SuSena jablka ND ND ND ND

Lyofilizovand | ¢ 3 5-10° ND 23 10°

jablka
Lyofilizovana 104 104

jablka (firma) 1,5-10 1,5-10 ND ND

ND...mikroorganismy nedetekovany

SuS$ené a lyofilizované hrusky

Analyzované vzorky byly pfipraveny v laboratofi. Vysledné hodnoty, které jsou uvedeny

v tabulce 8, nepoukazuji u susené hrusky na ptitomnost mikroorganismu. U lyofilizované
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hrusky byly detekovany aerobni a fakultativné anaerobni mezofilni mikroorganismy (CPM).
Aerobni sporulujici bakterie, ristové narocné mikroorganismy, plisné a kvasinky nebyly
u lyofilizované hrusky detekovany.

Tabulka 8: Stanovena mnozstvi vybranych indikatorovych mikroorganismu (CFU/g)
suSenych a lyofilizovanych hrusek

Celkovy pocet Rastove Plisn¢ a Aerobni
mikroorganismu naroc¢né kvasinky sporulujici
[CFU/g] mikroorganismy [CFU/g] bakterie
[CFU/g] [CFU/g]
Susend hruska ND ND ND ND
Lyofilizovang 7,7 103 ND ND ND
hruska

ND...mikroorganismy nedetekovany

Sus$ené a lyofilizované Svestky

Susené, resp. lyofilizované Svestky byly vyrobeny v laboratofi i dodany firmou. Vysledky
mikrobiologické analyzy, které jsou uvedeny v tabulce 9, nepoukazuji u susené Svestky
na pfitomnost mikroorganismu. U lyofilizované hrusky taktéz nebyla detekovana ptfitomnost
mikroorganismti. U lyofilizované Svestky dodané firmou byl detekovan vyssi pocet

aerobnich a fakultativné anaerobnich mezofilnich mikroorganismt (CPM). Ostatni

testované mikroorganismy nebyly detekovany.

Tabulka 9: Stanovend mnozstvi vybranych indik4torovych mikroorganisma (CFU/g)
suSenych a lyofilizovanych Svestek

Celkovy pocet Riastove Plisn¢ a Aerobni
mikroorganismu narocné kvasinky sporulujici

[CFU/g] mikroorganismy [CFU/g] bakterie

[CFU/g] [CFU/g]
SuSend Svestka ND ND ND ND
Lyovﬁhzovana ND ND ND ND

Svestka
Lyofilizovana 104

Svestka (firma) 1,510 ND ND ND

ND...mikroorganismy nedetekovany

SuSené a lyofilizované merunky

Vzorky merun¢k byly pfipraveny v laboratornich podminkéch. Vysledné hodnoty, které jsou

uvedeny v tabulce 10, nepoukazuji u suSené meruniky na pfitomnost mikroorganismi.
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mikroorganismu, aerobnich sporulujicich mikroorganismti a aerobnich a fakultativné
anaerobnich mezofilnich mikroorganismi. U obou vzorkii merunky nebyl detekovan vyskyt

plisni a kvasinek.

Tabulka 10: Stanovena mnozstvi vybranych indikatorovych mikroorganismii (CFU/g)
suSenych a lyofilizovanych merun¢k

Celkovy pocet Ristove Plisn¢ a Aerobni
mikroorganismu narocné kvasinky sporulujici
[CFU/g] mikroorganismy [CFU/g] bakterie
[CFU/g] [CFU/g]
SuSena meruiika ND ND ND ND
Lyofilizovana 1,7+ 10° 4,1-10° ND 1,8 103
meruiika

ND...mikroorganismy nedetekovany

Lyofilizované vis§né

Vysledné hodnoty, které jsou uvedeny v tabulce 11, ukazuji u lyofilizované visné
na piitomnost riistové narocnych mikroorganismli a aerobnich a fakultativné anaerobnich
mezofilnich mikroorganismi. Aerobni sporulujici bakterie, plisné a kvasinky nebyly
u tohoto vzorku detekovany.

Tabulka 11: Stanovena mnozstvi vybranych indikatorovych mikroorganismt (CFU/g)
lyofilizované visné

Celkovy pocet Ristove Plisné a Aerobni
mikroorganismi narocné kvasinky sporulujici
[CFU/g] mikroorganismy [CFU/g] bakterie
[CFU/g] [CFU/g]
Lyofilizované 1,510 1,5 10* ND ND
vis$né (firma)

ND...mikroorganismy nedetekovany

Lyofilizované jahody

Vysledné hodnoty, které jsou uvedeny v tabulce 12, ukazuji na to, Ze u lyofilizovanych jahod

nebyly mikroorganismy detekovany.
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Tabulka 12: Stanovena mnozstvi vybranych indikatorovych mikroorganismt (CFU/g)

lyofilizovanych jahod
Celkovy pocet Ristove Plisné a Aerobni
mikroorganismu narocné kvasinky sporulujici
[CFU/g] mikroorganismy [CFU/g] bakterie
[CFU/g] [CFU/g]
Lyofilizované
iahody (firma) ND ND ND ND

ND...mikroorganismy nedetekovany

Lyofilizované maliny

Vysledné hodnoty, které jsou uvedeny v tabulce 13, poukazuji u lyofilizovanych malin
na pfitomnost rustové naroénych mikroorganismi, mezofilnich aerobnich a fakultativné
anaerobnich mikroorganismi, plisni a kvasinek. Aerobni sporulujici bakterie nebyly

u tohoto vzorku detekovany.

Tabulka 13: Stanovena mnozstvi vybranych indikatorovych mikroorganismt (CFU/g) u

malin
Celkovy pocet Ristove Plisn¢ a Aerobni
mikroorganismu narocné kvasinky sporulujici
[CFU/g] mikroorganismy [CFU/g] bakterie
' [CFU/g] [CFU/g]
Lyofilizovan 42-103 2-10° 1-10* ND
maliny (firma)

ND...mikroorganismy nedetekovany

SuSené a lyofilizované boruvky

Byly analyzovéany susSené a lyofilizované borivky laboratorni vyroby a také lyofilizované
vyrobky ziskané od komercniho dodavatele. Vysledné hodnoty, které jsou uvedeny v tabulce
14, neukazuji u suSenych borivek na pfitomnost mikroorganismi. U lyofilizovanych
borGivek dodanych firmou taktéz nebyla detekovana pfitomnost mikroorganismi.
U lyofilizovanych bortvek (laboratorni vyroba) byl detekovan vys$si pocet aerobnich
a fakultativné anaerobnich mezofilnich mikroorganismi (vyjadienych jako CPM), vyskyt
ristové narocnych mikroorganismd, plisni a kvasinek. Aerobni sporulujici bakterie nebyly

detekovany (tabulka 14).
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Tabulka 14: Stanovena mnozstvi vybranych indikatorovych mikroorganismt (CFU/g)
suSenych a lyofilizovanych bortivek

Celkovy pocet Ristove Plisné a Aerobni
mikroorganismu narocné kvasinky sporulujici

[CFU/g] mikroorganismy [CFU/g] bakterie

[CFU/g] [CFU/g]
Susené boravky ND ND ND ND
Lyofilizovane 2-10° 2-10° 1-103 ND

bortivky
Lyofilizované

borivky (firma) ND ND ND ND

ND...mikroorganismy nedetekovany

SuSené brusinky

Vysledné hodnoty, které jsou uvedeny v tabulce 15, nepoukazuji u suSenych brusinek

na ptitomnost mikroorganismda.

Tabulka 15: Stanovena mnozstvi vybranych indikatorovych mikroorganismii (CFU/g)
suSenych brusinek

Celkovy pocet Ristove Plisn¢ a Aerobni
mikroorganismu narocné kvasinky sporulujici
[CFU/g] mikroorganismy [CFU/g] bakterie
[CFU/g] [CFU/g]
Susené brusinky ND ND ND ND
(firma)

ND...mikroorganismy nedetekovany

Sus$ené a lyofilizované baniny

Pro analyzu byly pouzity vzorky suSenych a lyofilizovanych bananti z laboratorni vyroby
a lyofilizaty ziskané od firmy. Z tabulky 16 je patrné, ze u vzorkd z laboratorni vyroby
(susené¢ 1 lyofilizované banany) nebyla pfitomnost mikroorganismii zjiSténa.
U lyofilizovanych bananiti dodanych firmou byla zjisténa ptfitomnost ristové narocnych
mikroorganismli aerobnich a fakultativné anaerobnich mezofilnich mikroorganismi

a aerobnich sporulujicich bakterii. Plisn¢ a kvasinky nebyly detekovany.
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Tabulka 16: Stanovena mnozstvi vybranych indikatorovych mikroorganismt (CFU/g)

suSenych a lyofilizovanych banant

Celkovy pocet Ristove Plisné a Aerobni
mikroorganismu narocné kvasinky sporulujici
[CFU/g] mikroorganismy [CFU/g] bakterie
[CFU/g] [CFU/g]
Susené banany ND ND ND ND
Lyoﬁhz’ovane ND ND ND ND
banany
Lyofilizovane 2,9+ 103 1,1-103 ND 1,5-10*

banany (firma)

ND...mikroorganismy nedetekovany

SuSeny a lyofilizovany ananas

V tomto ptipad€ se jednalo o vzorky laboratorni vyroby. Z vyslednych hodnot uvedenych

v tabulce 17, lze usuzovat na to, Ze u vzorkd ananasu nebyla detekovana ptfitomnost

mikroorganisma.

Tabulka 17: Stanovena mnozstvi vybranych indikatorovych mikroorganismt (CFU/g)

suSeného a lyofilizovaného ananasu

Celkovy pocet Ristové Plisn¢ a Aerobni
mikroorganismi narocné kvasinky sporulujici
[CFU/g] mikroorganismy [CFU/g] bakterie
[CFU/g] [CFU/g]
SuSeny ananas ND ND ND ND
Lyofilizovany ND ND ND ND
ananas

ND...mikroorganismy nedetekovany

SuSené a lyofilizované mango

Pro analyzu byly pouzity vzorky suSeného a lyofilizovaného manga z laboratorni vyroby

a lyofilizaty dodané firmou. Vysledné hodnoty, které jsou uvedeny v tabulce 18, ukazuji

na to, Ze u susené¢ho i lyofilizovaného manga vyrobenych v laboratofi byly pfitomny riistove

naro¢né mikroorganismy a aerobni a/nebo anaerobni mikroorganismy (CPM), pfi¢emz

u lyofilizovaného manga byl oproti susenému detekovan vyssi vyskyt rastové narocnych

mikroorganismi i celkovy pocet mikroorganismil (cca o 1 fad). U lyofilizovaného manga

dodaného firmou byl oproti lyofilizovanému mangu detekovan nizs$i pocet mezofilnich

vewr
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pfitomnost plisni a kvasinek oproti susenému a lyofilizovanému mangu (tabulka 18).

U vSech tfech vzork manga nebyl detekovan vyskyt aerobnich sporulujicich bakterii.

Tabulka 18: Stanovena mnozstvi vybranych indikatorovych mikroorganisma (CFU/g)

suseného a lyofilizovaného manga

Celkovy pocet Rastove Plisn€ a Aerobni
mikroorganismu naro¢né kvasinky sporulujici

[CFU/g] mikroorganismy [CFU/g] bakterie

[CFU/g] [CFU/g]
Susené mango 1,2-103 1-103 ND ND
Lyofilizované 8- 10* 8,4 - 103 ND ND

mango
Lyofilizovane 1,8-10* 2,4 103 3,4-103 ND
mango (firma)

ND...mikroorganismy nedetekovany

SuSené a lyofilizované kiwi

Vzorky suSeného a lyofilizovaného kiwi byly pfipraveny v laboratofi. Vysledné hodnoty
uvedené v tabulce 19, ukazuji na to, ze u obou typt vzorkl kiwi byla zjisténa mezofilnich
mikroorganismt (CPM), ptitomnost mezofilnich mikroorganismti (CPM), plisni a kvasinek,
zaznamenan mirné vyS$$i vyskyt plisni a kvasinek. Pocty ostatnich indikatorovych skupin
mikroorganismu byly témét shodné u obou typd vzorkd. U vzorkt kiwi nebyl detekovan
vyskyt aerobnich sporulujicich bakterii.

Tabulka 19: Stanovena mnozstvi vybranych indikatorovych mikroorganismti (CFU/g)
suSeného a lyofilizovaného kiwi

Celkovy pocet Rastové Plisn€ a Aerobni
mikroorganismi narocné kvasinky sporulujici
[CFU/g] mikroorganismy [CFU/g] bakterie
[CFU/g] [CFU/g]
Susené kiwi 1,5-10% 1,5-10% 5,9-103 ND
LyOflf.lZ‘?“‘“e 1.5-10* 1.5-10* 4103 ND
iwi

ND...mikroorganismy nedetekovany

SuSen4 a lyofilizovana pitaya

Podobné jako u kiwi, byly i v tomto piipad€ pfipraveny vzorky v laboratofi. Vysledky

sumarizované v tabulce 20, ukazuji na to, Ze u obou typt vzorki pitayi byly pfitomny rastove
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naroc¢néjsi bakterie. Dale zde byla zjiSténa ptitomnost fakultativné anaerobnich mezofilnich
mikroorganismtl (vyjadieno jako CPM). U susSené pitayi (tabulka 20) byl oproti
lyofilizovanému vzorku zjistén nizsi vyskyt celkového poctu mikroorganismi (cca o 1 ¥ad)
a niz$i vyskyt ristové narocnych bakterii. U vzorkl pitayi nebyly detekovany aerobni
sporulujici bakterie ani kvasinky a plisné.

Tabulka 20: Stanovena mnozstvi vybranych indikatorovych mikroorganismt (CFU/g)
suSené a lyofilizované pitayi

Celkovy pocet Ristove Plisn¢ a Aerobni
mikroorganismi narocné kvasinky sporulujici
[CFU/g] mikroorganismy [CFU/g] bakterie
[CFU/g] [CFU/g]
Susena pitaya 2,8+ 103 1,9 - 103 ND ND
Lyofilizovana 2,210 4-103 ND ND
pitaya

ND...mikroorganismy nedetekovany

Souhrnné vysledky

Z vyslednych hodnot zanesenych v grafu (obrazek 33) vyplyva, ze u 15 z 29 vzorkl ovoce
byla detekovdna pfitomnost mikroorganismi. U lyofilizovaného ovoce byla zjiSté€na
pfitomnost téchto mikroorganismu celkem u 12 vzork, kdeZto u suSeného ovoce to bylo jen
u 3 vzorkl. Z jednotlivych druhli ovoce byl nejvyssi celkovy pocet mikroorganismi

pfitomen u susen¢ho manga.

Celkovy pocet mikroorganismu
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Vzorky ovoce

Obrazek 33: Celkovy pocet mikroorganisml ve vzorcich ovoce
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Z vyslednych hodnot zanesenych do grafu (obrazek 34) vyplyva, ze u 14 z 29 vzorki ovoce
byla detekovana ptitomnost ristové naro¢nych mikroorganismti. U lyofilizovaného ovoce
byla zjisténa pfitomnost téchto mikroorganismii celkem u 11 vzorkl, kdezto u suseného
ovoce to bylo jen u 3 vzorkl. Z jednotlivych druh ovoce byl nejvyssi pocet rtistove
naro¢nych mikroorganismil pfitomen u lyofilizovaného a suseného kiwi, lyofilizovanych

visni a lyofilizovanych jable¢nych platk.

Rustové narocnéjsi bakterie
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Vzorky ovoce

Obrazek 34: Rastoveé naro¢né bakterie ve vzorcich ovoce

Pritomnost kvasinek a plisni byla zaznamenana u 5 z 29 vzorka ovoce. U lyofilizovaného
ovoce byla zjiSténa pfitomnost téchto mikroorganismli celkem u 4 vzorkd a u suSeného
ovoce pouze u 1 vzorku. Z jednotlivych druhii ovoce byl nejvyssi pocet plisni a kvasinek
pfitomen u lyofilizovanych malin a dale u suSeného kiwi.

Sporulujici aerobni bakterie byly zjistény pouze u 3 z 29 vzorkl ovoce. Pritomnost téchto
mikroorganismt byla detekovana pouze u vzorki lyofilizovaného ovoce. Z jednotlivych

druhil ovoce byl nejvyssi pocet sporulujicich bakterii ptitomen u lyofilizovaného manga,

bananovych platki a lyofilizovanych merunék.
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6.2 Diskuze

V ramci této bakalaiské prace byla provedena mikrobiologicka analyza suSenych vzorkt
ovoce, které bylo suSeno horkym vzduchem nebo lyofilizaci. Jednalo se o vzorky ovoce,
které je pivodni v nasich zemépisnych oblastech (jablka, hrusky, svestky, meruiiky, jahody
maliny, vi$né, bortivky a brusinky), i ovoce u nés neptiivodni (banan, ananas, mango, kiwi,
pitaya). Cast analyzovanych vzorkd byla pfipravena v laboratornich podminkach, ¢ast byla
ziskéana z firmy, ktera pouziva lyofilizované ovoce pti vyrobé miisli smési nebo je prodava
jako hotovy vyrobek. Z celkového poctu 29 analyzovanych vzorkd bylo 19 vzorki
lyofilizovaného ovoce a 10 vzorkii ovoce suseného horkym vzduchem. U vsSech vzorkt bylo
provedeno stanoveni pfitomnosti aerobnich a/nebo fakultativné anaerobnich mezofilnich
mikroorganismu (celkového poctu mikroorganismil), ristoveé ndro¢nych bakterii, aerobnich

sporulujicich bakterii, plisni a kvasinek.

Susené ovoce je pomérn¢ odolnou potravinou z hlediska mozné mikrobiologické
kontaminace diky nizké hodnoté vodni aktivity. I pfesto je vSak vhodnym prostiedim
pro nékteré mikroorganismy, zejména takové, které dokdzou pfezit proces suseni.

(Bourdoux et al., 2016)

Dle natizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005 o mikrobiologickych kritériich pro potraviny nesmi
byt v potravinach pfitomny mikroorganismy, ani jejich toxiny nebo metabolity, které
predstavuji nebezpeci pro zdravi spotiebitele. Tato nafizeni stanovuji mikrobiologické
standardy jen pro maly pocet mikroorganismu a typu potraviny. (Nafizeni Komise (ES) ¢.

2073/2005, 2005)

Pro piesnégj$i mikrobiologické stanoveni je vhodné vyuZit dal$i mikrobiologicky standard,
kterym je Ceské technicka norma CSN 56 9609 Pravidla spravné hygienické a vyrobni praxe
— Mikrobiologickd kritéria pro potraviny. Principy stanoveni a aplikace. Pro zajisténi
bezpecnosti potravin je doporucovano dodrzovat limity uvedené v této norme.

(CSN 56 9609, 2008)

Do celkového poctu mikroorganismil fadime hlavné mezofilni aerobni a fakultativné
anaerobni mikroorganismy. CPM informuji o stupni kontaminace produktu, Spatném
technologickém zpracovani nebo skladovani potravin. (Cupékova, KarpiSkova a Necidova,

2010)
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Prevazna ¢ast testovanych vzorkd ovoce byla kontaminovana mikroorganismy.
U lyofilizovaného ovoce byla tato kontaminace detekovana u 12 vzorki a u suSeného ovoce
pouze u 3 vzorkil. Z jednotlivych druhi ovoce byl nejvyssi pocet CPM pfitomen
u lyofilizovaného manga (8 - 10* CFU/g). U potravin ke piimé spotiebé je dle normy CSN
56 9606 mezni hodnota pro celkovy poéet mikroorganismii stanovena na 10%/g. U viech
testovanych vzork nebyla tato limitni hodna piekrocena. Pro lyofilizované ¢i susené ovoce

nejsou stanoveny zadné limity. (CSN 56 9609, 2008)

Studie Ntuli et al. zabyvajici se hodnocenim mikrobiologického stavu suseného ovoce
a zeleniny porovnavala vzorky komeréné susené¢ho a domaciho suseného ovoce a zeleniny.
Ziskané vysledky poukazovaly na pfitomnost vysokého poctu mezofilnich mikroorganismt
(CPM). Hodnoty pro komeréné susenou zeleninu a ovoce ¢inily cca 5,4 - 10! - 1- 103 CFU/g

a pro doméaci vyrobu byla hodnota 2 - 102 - 1- 10® CFU/g. (Ntuli et al., 2017)

Plisn¢ 1 kvasinky se fadi mezi indikatory mikrobiologické jakosti potravin. A prave
pfitomnost plisni a kvasinek muize poukazovat na kaZzeni potravin, jelikoz lyofilizované
a suSené ovoce se vyznacuje snizenou aktivitou vody, je to idealni misto pro rlst prave téchto
mikroorganismtl. Vyskyt plisni v potravinach mize byt nebezpeény z divodu produkce

mykotoxind. (Gorner a Valik, 2004)

U testovanych vzorkl byla detekovana pfitomnost plisni a kvasinek u 5 z nich, pficemz
nejvétsi podet byl piitomen u suseného kiwi (5,9 - 103 CFU/g). U lyofilizovaného ovoce byl
zaznamenan vétsi pocet kontaminovanych vzorkl (konkrétné 4), nez u suseného ovoce
(pouze 1 vzorek). U susené zeleniny a ovoce je dle normy CSN 56 9606 mezni hodnota
pro podet mikroskopickych vlaknitych hub stanovena na 10%/g. Tato limitni hodnota byla
piekrocena u jednoho testované¢ho vzorku, konkrétné u lyofilizovanych malin. U tohoto
vzorku byla stanovena hodnota 1 - 10* CFU/g. Ostatni testované vzorky tuto limitni hodnotu
nepiekraduji. (CSN 56 9609, 2008) Nachylnost lyofilizovanych vzorki ke kontaminaci
mikroorganismy muize byt zplsobena tim, Ze lyofilizované vzorky neprosly béhem

technologického zpracovani dostate¢né vysokymi teplotami na rozdil od suSeného ovoce.

Mykotoxiny jsou hlavnim divodem sledovani vyskytu mikroskopickych vlaknitych hub
v potravinach. Mezi hlavni producenty mykotoxini miizeme zatadit mikroskopické vldknité

houby tazenych do rodl Aspergillus, Penicillium a Fusarium. Napiiklad ochratoxin A,
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produkovany vyse jmenovanymi rody plisni byl detekovan u vétSiny vzorki suseného ovoce

urcenych pro Spanélsky trh. (Abarca et al., 2003)

Diive byla pfitomnost ochratoxinu A v rozinkdch prekracujici limitni hodnoty pomérné
hojna, a proto byl Evropskou komisi stanoven limit pro obsah ochratoxinu A v rozinkach
na mnozstvi 10 pg/kg. V dnesni dobé je sice stale detekovan vyskyt ochratoxinu A
v rozinkdch, ovSem jeho mnoZzstvi uz neptfekracuje stanovené limitni hodnoty.

(Pitt a Hocking, 2009)

V dalsi studie provadéjici mikrobiologickou analyzu 50 vzorki suSené¢ho ovoce byla zjisténa
jen minimalni kontaminace plisnémi. Nejvyssi hodnoty kontaminace vykazovaly rozinky,
u ostatnich testovanych vzorkd ovoce byla zji§t€éna minimalni nebo zadna kontaminace.
Nejcastéji identifikovanymi plisnémi pfitomnymi v téchto vzorcich byly Aspergillus niger

a Penicillium spp. (Tournas, Niazi a Kohn, 2015)

Mezi dalsi indikatorové mikroorganismy fadime sporulujici aerobni/anaerobni bakterie.
Ptitomnost sporulujicich bakterii poukazuje hlavné na primarni a sekundarni kontaminaci

potravin, naptiklad pii Spatném skladovani. (Gorner a Valik, 2004)

U testovanych vzorki,, byla detekovdna piitomnost aerobnich sporulujicich bakterii
u 3 vzorkli ovoce, pfi¢emz nejvetsi pocet byl pfitomen u lyofilizovanych banani, a to
v mnozstvil,5 - 10* CFU/g. Kontaminace byla detekovéana pouze u lyofilizovanych vzorki
ovoce. Limitni mikrobiologické hodnoty pro lyofilizované nebo susené ovoce ¢i potraviny

nejsou uvedeny v normé CSN 56 9606. (CSN 56 9609, 2008)

V potravinaiském pramyslu je kladen velky diraz na bezpecnost spotiebiteld. Proto je nutné,
aby kazdy potravinaisky podnik dodrZzoval mikrobiologickd kritéria pro danou potravinu.
Je také kladen diiraz na suroviny, zpracovani a skladovani téchto surovin. Mikrobiologicky
kontaminovana surovina muize ovlivnit cely technologicky proces a znehodnotit tak celkovy

vysledny produkt. (Ktgbukowska, Zadernowska a Chajecka-Wierzchowska, 2015)

Lyofilizované a suSené¢ ovoce piedstavuje zdroj vitamind, zachovava si svou chut’ 1 barvu
a je déle trvanlivé oproti Cerstvému ovoci. Po mikrobiologické strance je to o néco horsi.
At uz se jedna o jakykoliv typ suSeni, k zajiSténi dostate¢né mikrobidlni nezdvadnosti ovoce
je to Casto nedostacujici. Snahou je tento technologicky proces neustdle zdokonalovat,

aby bylo dosahovano lepsich a kvalitnéjSich vysledkti. Naptiklad pouziti oxidu sifi¢itého
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pfed suSenim ovoce ovlivnilo vyskyt mikroorganismi pii skladovani. Negativem tohoto
plynu ovSem bylo, Ze pfi vysSim mnozstvi miize u ¢lovéka vyvolat zdravotni komplikace
jako jsou alergie ¢i dusnost. Biologické metody byly Gi¢inné proti potravinovym patogentim
u cerstvého ovoce. Ovsem jak uz bylo dfive zminéno vSechny tyto metody musi projit

dal$imi testy. (Sheng a Wang, 2023)

Jelikoz se susené ovoce fadi mezi potraviny s nizkou vodni aktivitou, existuje zde riziko
vyskytu mikrobidlni kontaminace vcetné patogennich a podminéné patogennich
mikroorganismil. Aby bylo zajisténo zdravi spotiebiteld, vyuZzivaji se kombinace suSeni
a preduprav. Pti predupravach ovoce se nejéastéji pouzivaji roztoky jako chlorid sodny,
kyselina askorbova nebo slouceniny siry a sifi¢itani. OvSem i tyto kombinace vyzaduji dalsi
studie. Je tfeba zaméfit se na teploty, pfedupravy, kvalitu vstupnich surovin a stanoveni
pocateniho poctu mikroorganismi, aby bylo jasné, zda jsou metody U¢inné na inaktivaci
mikroorganismti. Komé zdokonalovani technologie suSeni potravin je dulezitd i spravna

vyrobni praxe a systém HACCP. (Alp a Bulantekin, 2021)

Vys§i mikrobidlni kontaminace byla detekovana u lyofilizovaného ovoce oproti susenému.
Nejmensi mikrobidlni kontaminace byla zaznamenana u suSenych a lyofilizovanych banént
a ananasu, nejvyssi pak u lyofilizovaného manga a lyofilizovaného kiwi. Jelikoz probiha
suSeni za vysSich teplot nez u lyofilizace, dochazi tak pravdépodobné u suSeni k inaktivaci
vétsitho mnozstvi mikroorganismil. Z vysledkti mikrobiologické analyzy tak vychazi 1épe

susené ovoce nez lyofilizované ovoce.
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ZAVER

Tato bakalarska prace byla zaméfena na mikrobiologickou analyzu lyofilizovaného
a susen¢ho ovoce. Celkem bylo testovano 29 vzorki lyofilizovaného a susen¢ho ovoce.
Cilem mikrobiologické analyzy téchto druht ovoce bylo stanovit pocty vybranych
indikatorovych mikroorganismti, a to hlavné pocet aerobnich a/nebo fakultativné

anaerobnich mezofilnich mikroorganismi (celkovy pocet mikroorganismil), rastove

naro¢nych bakterii, plisni, kvasinek a aerobnich sporulujicich bakterii.
Vysledné hodnoty poukazuji na to, ze:

e U suSeného ovoce Dbyla mensi mikrobiologickd kontaminace

nez u lyofilizovaného ovoce.

o Nizs§i pfitomnost mikroorganismil u susené¢ho ovoce je pravdépodobné

wrwe

vyssich teplot.

e Pritomnost aerobnich a/nebo fakultativn¢ anaerobnich mezofilnich
mikroorganismt (CPM) byla zjisténa u vice nez poloviny testovanych vzorkt
(u 15 vzorkl z 29). Nejvyssi pocet uvedenych mikroorganismi byl stanoven

u susen¢ho manga.

e Ristov€é naro¢né bakterie byly detekovany u 14 vzorkii z 29 testovanych.
Nejvyssi pocty rustové narocnych bakterii byly stanoveny u lyofilizovanych
vi$ni, jable¢nych platka a kiwi.

e Pritomnost kvasinek a plisni byla zjisténa u 5 vzorkli ovoce. Nejvyssi pocet

plisni a kvasinek byl stanoven u lyofilizovanych malin.

e Aecrobni sporulujici bakterie byly detekovany zhruba v desetiné vzorkl
(3 vzorky z 29). Nejvyssi poCty sporulujicich bakterii byly stanoveny

u lyofilizovanych bananovych platkd.
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BMK Bakterie mlé¢ného kvaseni

BHI  Brain Heart Infusion

CMP Celkovy pocet mikroorganismu

DNA deoxyribonukleova kyselina

ESIA Enterobacter sakazakii izola¢ni agar
ChYGA Chloramphenicol Yeast Glucose Agar
MPN Most probable number

ND  Mikroorganismy nedetekovany

PCA Plate Count Agar

PCR Polymerazova fetézova reakce

Spp. Subspecies (poddruh)

UV  Ultrafialové zafeni
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