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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace bylo zjistit ¢inky organickych Kkyselin samost&tnnebo
v kombinaci s lysozymem na mikrofloru povrchu cleiag diibeze. Byl testovan vliv 2%
kyseliny ml&né se sorbanem draselnymizmych koncentracich (0,2%, 0,5%)édva me-
todami — ponorem a pd#tem ditibeze. Byly sledovany celkové ¢y aerobnich mezofil-
nich mikroorganisrin, psychrotrofni mikroorganismy, koliformni (na dvaypech fd),

stafylokoky a kvasinky.

Z&krok se ukazal bytdinny pri metod ponorem, kdy doslo k velkému Ubytku mikroorga-
nismi. Metoda postku se v disledku menSich Ubyiknezda byt vhodna, coz mohlo byt
zpisobeno nedokonalym paigem. Vyznamny antimikrobialnidginek lysozymu na sledo-

vanou girozenou mikrofloru nebyl prokazan.

Kli¢ova slova: dekontaminace, kyselina énl&, sorban draselny, lysozymynbez

ABSTRACT

The subject of this thesis was state the effecirganic acids in combination with lysozy-
me on the surface microflora of chilled poultry.eTtest was focused on the influence of
2% lactic acid with potassium sorbate in varietycohcentration (0,2%, 0,5%) of two
methods — dipping and spraying of poultry. Monitbkeere total viable counts of aerobic
mesophiles, psychrotrophic mikroorganisms, colifdvacteria (on two types plate), sta-

phylococcus and moulds.

The step was shown as effective at dipping apphicatvhen were a big reduced of micro-
organisms. The metod of sprying was ineffectivebplly inperfect spraying. The signifi-

cant antimicrobial effect of lysozyme on microflavas not state

Keywords: deconatamination, lactic acid, potasssanate, lysozyme, poultry
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UvoD

Aktuélnim hojré diskutovanym problémem sgasné doby je bezpeost potravin. Jednim
z hlavnich cil Evropské unie je zajistit tuto zdravotni nezavainoeezavadnost vyrobniho
procesu a distribuce potravin. Celétweé zvySena konzumace masdegevsim dibezi-
ho, je divodem pro tak velkou pozornost nejen v EU. ZvySesmiebou dibeziho masa
se kompenzuje pokles spelby ho¥ziho a vepového masa. Sy velky podil ma i zdra-
votni os¥ta. DribeZi maso je zdr#j&i, dieteticke, obsahuje vySSi mnozstvi nenasydeny
mastnych kyselin, m& nizkou cenu, rychlou a snadaminyiskou Upravu a velmi rozma-
nitou nabidku dené dfibeze a dibezich vyrobk. Tyto faktory zesiluji tlak nejen na pro-

dlouZeni trvanlivosti, ale také na zdravotni a bpgikou nezavadnost potravin.

1. ledna 2006 vstoupil v platnost zdkaz o pouziadutibiotickych stimulatar rastu. Tento
dodatek je satasti ndizeni Evropského parlamentu a Radyi831/2003 ze dne 22.ita
2003. Antibiotické latky podavané hospésiym zviatim k posileni #stu se nefimo

dostavali po konzumaci do organismu $pbitele a nasledntak zpisobovali rezistenci
infekénich agens na antibiotika podavana v tékd. Na druhou stranuistové stimulatory
slouzily nejen k podpe ristu dibeZe, ale také k profylaxi patogennich mikroorgauis
v zaZivacim traktu. V s@asnosti se tedy fie zvySovat riziko kontaminace povrchui-dr

beZe obsahemisty s patogennimi mikroorganismii jatecném zpracovani.

V potravindském ptimyslu se pro prodlouzeni udrznosti a zlepSeni fvajirobki pouzi-
va celarada aditiv. Sotasny spatbitel si Zzada vyrobky s co népéi dobou trvanlivosti,
ale zarove pozaduje, abyipjejich vyrobs bylo pouzito co nejmensiho mnoZzstvi chemic-
kych latek a byly zachovany nutni a organoleptické vlastnosti vyrobku. Nejen tytZa-
davky ispély korientaci na pouzivani fpozert se vyskytujicich latek

s antimikrobialnimi vlastnostmi. Mezi jedny z negipouzivanych latek jsodipzere se
vyskytujici organické kyseliny, jako je kyselina&ma, ktera je prozenou slozkou masa,

dale kyselina sorbowvé benzoova.
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1 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

1.1 Produkce masa

1.1.1 Produkce masa ve skté

Podle odhail FAO (Food and Agriculture Organization) dosahladqukce masa na celém
swté v roce 2006 objemuips 272 milio tun (mimo ryb) Tab.]). Ve srovnani s rokem
2005 byl zaznamenan &t o 1,6 %. Lidstvo produkuje pro svoji peihu neustéle vice
masa, cozZ je logické vzhledem k &stu p@tu obyvatel i vzhledem ke zvySujici se zZivotni

Urovni.

Nemeéni se jen objem produkce masa, ale i pomezi produkci jednotlivych drdhmas.
NejvetSi podil gipad4d na maso vépve, zaujima tést 40 % z celkové produkce. Na dru-

hém mist je diibezi maso, které odsunulo kava teleci maso [23].

Tab. 1. Produkce masa veegiwv letech 2005 a 2006 (Udaje FARB]

2005 2006 % 2006 k 2005
produkce masa celkem 268,1 272,5 +1,6
vep fové maso 103,7 107,0 + 3,2
dribezi maso 81,9 81,0 -1,1
hov ézi maso 64,3 65,9 +25
teleci maso 13,0 13,3 +2,3

Nejvétsimi producenty masa ve&y jsouCina, USA, Brazilie, Nmecko a Francie [23].

1.1.2 Produkce masa \CR

Podle udaj Ceského statistickéhot@du bylo VCR v roce 2006 vyprodukovano 630 794
tun masa (mimo ryb), coz bylo o 2,3 % mérez v roce 2005. Vyroba viEwého masa
klesla 0 0,8 %, hasziho a teleciho 0 1,6 % a snizila se i produkébeltiho masa o 4,7%.
Produkce masa je ¢ena produkci jatmych zvfat a v naSi zemi ma v poslednich letech
sestupnou tendenci. Ta podle Gd&SU klesla od roku 1989 do roku 2005 o &80 %.
Nesolgstainost a schodek doméaci vyrobyideziho masa je kompenzovan |&&im do-

vozem pedevSim z Polska, Brazilieghecka a Holandska [23; 52].
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1.2 Spotieba masa WCR

Stanoveni mnoZstvi sgeby masa se opird o statistickala produkce masa v dané zemi
se zohledénim dovoz a vyvozi na strag jedné a o peet obyvatel na stra&druhé. V roce
2005 byla spdtba vyislena na 81,4 kg na 1 obyvatele (mimo rykgl{.2. V jednotlivych
druzich mas u nas vede masoioeg (51 % celkové spi@by), druhé je maso wlvezi
(32 %), ateti howzi a teleci maso (12,3 %). Na ostatni drukiggrine necelych 5 %. Spo-
tifeba masa se u nas snizila jen bezvyzrampribéhu 10 let jen 0 0,7 %. Nejvice se pro-
padla spatba ho¥ziho masa, a to o vice nez 46 %. O 10 % kleslawmaze vefového
masa, naopak sgeba diibeziho vzrostla o plnych 100 % [23]. Sfadita diibeZiho masa
na 1 obyvatel€R je za rok 2007 24,5 kg, coZ znamenalo poklestbpku 2006 o 1,5 kg
[52].

Tab. 2. Spaeba masa na 1 obyvatel®R v kg[23]

1995 2004 2005
maso celkem 82 80,5 81,4
veprové 46,2 41,1 415
dribeZi maso 13 25,3 26,1
hov ézi, teleci maso 18,8 10,4 10
krélici 3,4 2,9 2,8
ryby 4.9 5,5 5,8

1.3 Slozeni a vlastnosti diibeziho masa

Podle vyhlasky Ministerstva zeelstvi ¢. 89/2000 Sb., pro maso, masné vyrobky, ryby,
ostatni zZiveichy a vyrobky z nich, vejce a vyrobky z nich viplam zrni, se dibezim
masem rozumi maso zitreze, zejména kat, slepic, kachen, hus,itmebo perkiek, ku-

fecim masem pak maso kura veristéjvyse 3 nisiai [58].

DribeZi maso je z nutmiho hlediska velmi cenné. Je zdrojem plnohodndtryitkovin,
vitamini, nenasycenych mastnych kyselin a mineralnich Igt8k Zakladnimi slozkami
masa dibeZe jsou voda, bilkoviny a lipidy, dale maso olbgamebilkovinné dusikaté lat-
ky, vitaminy, sacharidy, organické kyseliny. Poditly zavisi na obsahu tuku a bilkovin v
mase. Obsah vody se vikgim mase pohybuje mezi 70 az 74 %. Bilkoviny jsejvy-
znamrjSi slozkou masa. Nejisi vyznam z hlediska technologického i niritho maji

svalové bilkoviny (sarkoplazmatické a myofibrilgrrilejvyznamgjSi a nejvice zastoupe-
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nymi svalovymi bilkovinami jsou myosin (36 — 40 %)pbulin X (20 %), aktin (12 — 15
%), myogen (20 %) [45; 21].

Zakladem lidského konzumu je svalovina kosterniienp pruhovana, &etné kize, dale
droby (srdce, jatra, svalnaty Zaludek, krk). Hlanniasitymicastmi dfibeze jsou svaly na
hrudi a svaly stehna a lytka. Bila svalova vials@ujtlustSi neZervend, obsahuiji vice bil-
kovin, vice glykogenu a vyziaji se rychlou kontrakci a anaerobnim metabolismirie
je pozivatelna, neobsahuje Zlazy, je pokrytdime které vyiistd z papil. Ma vysokou

schopnost absorbovat vofii8; 45].

1.4 Hygienick& a zdravotni nezavadnost dibezZiho masa

S jakosti Uzce souvisi hygienicka a zdravotni nedaest ditbeZziho masa. VeSkeré potra-
vinaiské provozy musi spbvat podminky Statni veterinarni spravy pro vystealprovoz.
Z&konnou povinnosti vyrolicpotravin je zabezgé zdravotni nezdvadnost vyrolpkkte-
rou uklada Zakon o potravinach a tabakovych vymdibe&il10/1997 Sb. [45].

Podle vyhlasky ministerstva zédglstvi ¢.89/2000 Sb. zakona 110/1997, o potravinach
a tabakovych vyrobcich a o Zn¢ a doplrni nekterych souvisejicich zakénpro maso,
masné vyrobky, ryby, ostatni vodni Zéichy a vyrobky z nich, vejce a vyrobky z nicBlat
jateéné opracované dibeze musi byt bez i, vpichi, krevnich podlitin, otlak, odrenin

a pohmozdnin, nesmi obsahovat zbytky srazené krve, ko8t tilomky kosti a zlomené
kosti, nesmi vykazovat znamky dehydratace a zlikimku. Diibez nize mit ojedislé
zbytky vlasového p& zbytky plic a vnitni plstni s&dlo. Neflena diitbeZ se uvadi do ¢b

hu kuchana bez hlavy &Héki [58].

Chemické poZadavky na zdravotni nezavadnost jaufcil druhi potravin a potravino-
vych surovin, podminky pouziti latekigatnych, pomocnych a potravnich diil stano-
vuje vyhlaska ministerstva zdravotnictvi53/2002 Sh. Tato vyhlaSka stanovi mnozstvi a
druhy latek pidatnych, pomocnych a potravnich diil, které se siji vyskytovat v po-
travinach a potravinovych surovinach, podminkycjejpouziti, potraviny a potravinové
suroviny, v nichz se mohou tyto latky vyskytovatal® tato vyhlaska stanoviipustna
mnozstvi latek kontaminujicich, které gfrpotraviny a potravingké suroviny obsahovat.

Nejvyssi gipustné urové radioaktivni kontaminace potravin stanovi zvlagirévni ged-
pisy [55].
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1.5 Mikrobialni kontaminace masa

Mriviw s

draibeze. Riziko pedstavuji zejména patogenni mikroorganismy z nighdribeze jsou
nejvyznamijSi Salmonella eneteritidi@ Campylobacter jejuni Termofilni druhy rodu
Campylobacteljsou gicinou bakterialnich gastrointestinalnich infekcicasgji v USA,

Anglii a Walesu [21; 45; 46].Ke kontaminaciuide dochézet primagnnebo sekundain
[45].

1.5.1 Primarni kontaminace

K primarni kontaminaci dochazi za Zivotaieté infekci virulentnimi patogennimi mikro-
by, kontaminaci gevni mikroflorou nebo i poraréni zvirete a kontaminaci ot&sné rany.

K primarni kontaminaci masaistni mikroflorou dochaziiposlabeni nebo Uplném selha-
ni obranného systému a tim iestni bariéry u zwat nemocnych, unavenych,derpanych,
hladowjicich a stresovanych. ¥le zvirete se mikroby mohou za vhodnych podminek
pomnoZzit a vyvolat tak celkové klinické onemeégpnzvirete. Nebo obranny systém iate
infekci zvladne a zvé neonemocni. Mikroby vSak mohotepivat v mase a organechia p
neodborném zachézeni s masem se mohou pomnozibaitgeho Gdrznost a zdravotni

nezavadnost [46].

1.5.2 Sekundarni kontaminace

Sekundarni kontaminace nastava po smriiet®j nezavadna potravina je kontaminovana
pii vyrobe, distribuci, skladovani, transportui giiZové kontaminaci, réstym provozem,
pracovni plochou, nastroji, nozi. Sekundarni komtati je maso vystaveno od okamziku
porazeni zuete ve vSech fazich j&meho opracovani, v fiipéhu dalSich operaci az do
spoteby. Velky vyznam ma také kontaminace @sgnou vodou @i chlazeni dibezich

tél, kontaminace obsahem zazivaciho traktu. K totifisppra vysoka absoépi schopnost
kuze, ktera je pozivatelnatésti masa. Hlavnim problémem je sniZeni povrchakéolni-

alni kontaminace dbeZe po jaténim opracovani [21; 46; 74].

1.6 Alimentarni onemocnéni z masa

Pritomnost gkterych mikroorganistin v potravinach mize vyvolat onemocii ¢lovéka.

Onemockgni alimentarniho fovodu dlime na alimentarni infekce a alimentarni intoxikac
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1. alimentarni infekce — pro alimentarni infekce jpitke, ze gvodci onemoceni
jsou gitomni v potravinach v dabjeji konzumace a po poziti potravinyigobuji
v lidském onemoani. Mikroorganismy jsou ifitomny v potravié a mohou se
v rozmnozovat. Do této skupiny piatétSina givodai znamych alimentarnich one-
mocreni, nagiklad Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Camgydater jejuni,

Listeria monocytogenes, Clostridium perfring§4a).

lita, které se tvid ¢innosti bakterii v potravinach. Rozhodujicim faktor je i-
tomnost toxir v potraviré v dok® jeji konzumace, zatimcaippomnost mikroorga-
nismu v potravia neni podminkou vzniku onemagri. Radi se zde néfklad Ba-

cillus cereus, Staphylococcus aureus, Clostridimtulnum[19; 46].

1.7 Mikroorganismy na povrchu masa

Kuze chlazené dbeze ma idealni podminky prast Sirokého spektra mikroorganidm

Ma dostatek Zivin, vody a vhodné pH okolo 6,6 ney&si [21].

Bakterie obvykle se vyskytujici natdreZi jsou zejména rodyseudomonas, Acinetobac-
ter, Moraxella, Psychrobacter, Aeromonas, Clostridi druhy Shewanella putrefaciens
Brochothrix thermosphactdyakterie Zeledi Enterobacteriaceae, Micrococcaceaebak-
terie ml€ného kvaSeni rad Carnobacterium, Lactobacillus, LeuconostacWeissella
Nejcastji je zaznamenavan vyskyt bakterii saprofytickyoramnegativni, oxidasa pozi-
tivni ty¢inky (Pseudomonas) grampozitivni katalasa pozitivni kokicrococcus).Tak-

téZ mohou byt ftomny kvasinkyCryptococcus, Candida, Rhodotorula, Torulop§)

Sledovani sloZeni mikroflory a zejména detekce getaich bakterii je jednim

z aktualnich ukadi, kteréreSi sodasny vyzkum potraviridké mikrobiologie [10].

1.7.1 Fakultativn & anaerobni gramnegativni tginky

Je to nej¥tSi skupina bakterii, jejichz spdleym znakem je zkvaSovani glukosy.

1.7.1.1 Celad’ Enterobacteriaceae

Celed” Enterobacteriaceagahrnuje gramnegativni fakultatévmnaerobni gevni tyinky.

Ma velky vyznam z hygienického hlediska, protoijg potravindistvi wnovana mimgad-
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na pozornost. Jde o nesporotvorné mikroorganisrakifrighalni nebo bez bika, které
maji respirani i kvasny metabolismus. Stanovuji se ifidpd na Endoy agaru, VCZL
agaru, MacConkeyho agar [42; 46; 51]. Okyselujkgiu (r€kdy s produkci plynu) tadu
jinych cukiti a cukernych alkohél| vétSinou jsou oxidasa negativni a katalasa pozitivni,

pievazre redukuji také nitraty [42].

Nalézaji se v fpdé, vodk, ovoci, zeleniy, na kvetoucich rostlindch a stromech Réle se
vyskytuji v travicim ustroji a okoli lidi a zwt, odkud se dostavaji do priesti a zn&ist'uji
odpadni vody a krmivo [46]. Jsou indikatory fekalmzngisténi, udavaji stav hygienyip
vyrobe nebo distribuci potravin. Pro svou termolabilisoj také dobrym indikatorem spo-
lehlivosti pasterace a termizace potravin. Vedlpategennich a podminé patogennich
rodi sem paf i obavané gevni patogenySalmonella, Shigel}a[48]. Bakterie jsou fe-
vazre mezofilni, s éistovym optimem 37 °C, ale mohoist v rozmezi 18 — 42 °C¢které

druhy se mnozi iip chladirenskych teplotach [46; 2; 51].

V celedi Enterobacteriaceage vytvaeno 28 rod, nagiklad: Escherichia, Shigella, Sal-
monella, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Em&, Serratia, Proteus, Hafnia, Ed-

wardsiella, Yersinia, Morganella dalSi [2].

Rod Escherichia

Z hygienického hlediska je néiji@ZitéjSi rod Escherichia jehoz rkteré druhy E.coli, E.
ferusonii, E. hermanii, E. vulneris, E. blattgspu obyvateli sevniho traktuitznych Zivo-

¢icha [42; 2]. Zkvasuji glukosu za tvorby plynu [51].
Druh Escherichia coli

E. coli byla objevena v roce 188%meckym pediatrem a bakteriologem Theodorem
Escherichem [63]. Jedna senejprozkouma#jSi mikrobialnim druh, nehbslouzi jako
modelovy organismus pro biochemické, genetickéziofpgické studiea je také prvnim
bakterialnim druhem, u¢hoz byla pozorovana a prostudovana konjugacekbarvynena

genetického materialu [48].

E. coli, zobrazena na obrazkQlfr. 1), je sowéasti normalni mikroflory zazivaciho traktu
teplokrevnych zvht i ¢loveka. Bakterie maji velmi Siroké teplotni spektrufistu 10 —
45 °C. Snasi kyselé i zasadité predf (pH 4,4 — 9,0) a jsou schopriystri pii 5% NaCl
[46; 48; 51].E. coli zkvaSuje cukry za intenzivni tvorby kyselin a plyéto biochemické

vlastnosti se vyuzivaipprikazu v potravinach nebo vo{43].
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Infekéni davka, ktera rize vyvolat onemoami u zdravého dosgfehoclovéka se pohybuje
podle typu patogenity mezi 1@ 16 bunsk. Nejastjsi picinou onemoceni E. coli ¢lo-
véka byva poziti masa, zvl@&masa mletého kontaminovaného patogennimi knteny
coli. Ficinou je obvykle sekundarni kontaminace jiz hotovyakrmi. | kdyZz wtSina
kmeni E. coli nemize zpisobit onemoceni, jejich vyskyt v potravié zvySuje pravépo-
dobnost vyskytu toxinogennich kmiek. coli nebo jinych nezadoucich mikroorganism
[46; 30].

E. coli, které z@sobuji onemoaii, se dli do 4 skupin podle principu svéhdagobeni:
enteropatogennk. coli (EPEC), enteroinvazivni. coli (EIEC), enterotoxické kmeny
(ETEC), enterohemoragické, verotoxinogeknicoli (EHEC/VTEC). Zvla&t nebezpeny
je kmenEscherichia coliO157:H7, ktery zfisobuje vazné hemoragické 2gntlustého

streva a hemolyticko-uremicky syndrom [14; 63].

= - e e |

Obr. 1. Escherichia col{63]

Rod Salmonella

Salmonela byla poprvé izolovana v roce 1885 zZweftudii se zabyval americky veteri-
narni patolog Daniel Elmer Salmon, po kterém byadyji také pojmenovana [73Bal-
moneldzy jsou sevni infekce vyvolanéiznymi serotypy rodisalmonella Salmonely jsou
primarnimi stevnimi patogenylovéka a zviat. BEZre rozStené v pirodé — ve vod, pi-
d¢, odpadcich [2]. V dnesni délie znamo fes 2200 serotypsalmonel [46]. Podle gene-

tické analyzy bylo zji%no, Ze rod obsahuje jediné genospecies, @r&Salmonella ente-
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rica. Tento druh séleni na 7 subspecies, z nichz giovéka patogenni kmeny gatdo

subspecies |. Ostatni subspecies (lI-VIl) zahrpajogeny a parazity studenokrevnych [2].

Salmonela se obvykle nachazi viloezich produktech a vejciche mozné ji snizit ndp

klad piidavkem organickych kyselin do krmiva [22].

Z epidemiologického hlediska Ize salmonely @zdlo 3 skupin. Prvni skupina obsahuje
Salmonella typhia Salmonella paratypha jsou patogenni pouze pétwvéka. Do druhé
skupiny lze zahrnout serotypy, které jsou patog@maizviata. TFeti nej\¥tSi skupina ob-
sahuje serotypy patogenni pilovéka i zvicata. Onemocaimi vznika po poziti zivych mik-
robd, které napadaji svni mukozu, kde se mnozi, produkuji endotoxinpisabuji 6z-
ny stupa& enteritidy. Zdrojem ndkazy mohou byt kontaminovpoé&aviny nebo voda. Mo-

hou pronikat do krevniho ¢ébu a byt tak zaneseny do vSech ofgammasa [46; 2].

V klinické laboratdi jsou obvykle izolovany na MacConkey agaru, XLaagnebo DCA
agaru, kde se vyuziva diagnostického znaku schoipm@slukovat HS, jehoz pitomnost

se projevicernym zabarvenim uprdst kolonie [73].

Salmonely mohoudtst v rozmezi teplot 5 az 47 °C, s optimem 37 °GigH 6,5 — 7,2.
Teploty nad 60 °C salmonely vyrazposkozuiji, teploty nad 70 — 75 °C je spolehlismr-
cuji [40; 46; 51]. Jsou citlivéti organickym kyselinam, toho se vyuziva yyrobg tepel-

né neopracovanych vyrolikkde vznik organickych kyselin zalitge mnoZeni [46].
RodYersinia

Jde o kokobakterie azdinky zkvasujici glukosu za tvorby plynui&ové teplotni rozme-
Zi ¢ini 0 — 40 °C, s optimem 28 — 30 °C. Yersinie sehdaeji v gdé a povrchovych vo-

dach, v travicim Gstroji zkat i lidi, potravinach [51; 2; 42].
Druh Yersinia enterocolitica

V potravin&stvi m& vyznam drulyersinia enterocoliticaZdrojemY. enetrocoliticgjsou
piedevsim prasata, ivez, skot, ptaci. Vyskytuje se v priméanmfikovaném mase [46; 2;
19]. Y. enterocoliticapati mezi organismy, které jsou schopny se mnoZzii cpladiren-
skych teplotach. Roste v Sirokém rozmezi teplol @& do 43 °C. Teplota 60 °C ji inakti-
vuje BEhem 3 minut. Zdrojem onemagm je poziti syrového nebo nedostaike tepelré

opracovaného masa i mitgch vyrobki [46].
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1.7.2 Gramnegativni aerobni ty¢inky

Rod Pseudomonas

Pati sem striktg aerobni rovné nebo mirzahnuté t§inky, pohybujici se polarnimi &
Ky na jednom nebo obou koncich. Metabolicky jsonan&né, tvdi katalasu a oxidasu,

n¢které tvdi pigmenty. Rostou v teplotnim rozsahu od 4 — 422,G1].

Bézre se vyskytuji ve volnéifrodk, v odpadnich vodach,ievnim traktu zvat i ¢loveka,
na mase. Jsou saprofytické &stni se rozkladu organické hmoty [2; Bpzkladné pro-
dukty glukosy, nachéazejici se v mase, slouzi jakoje uhliku pratinnostPseudomonas
Pseudomonady &i aminokyseliny za vzniku nestalych, pachnouciaHidii, esteti a

amini. Tento rozkladny proces agobuje kazeni a hniti masa [3].
1.7.3 Aerobni nebo mikroaerofilni gramnegativni bakterie

1.7.31 Celed” Campylobacteraceae

Bakterie rodu @mpylobacterjsou typickymi zastupcéeledi CampylobacteraceadPati
sem zakivené tyinky az spiralky s &kolika zavity, velké 0,2 — 0,5 x 0,5 — Qu8n. Jsou
mikroaerofilni s respiratornim typem metabolismioddemické schopnosti jsou vyjasy
tvorbou oxidasy, katalasy a sirovodiku. Nachazejivslutiré Ustni a sevechclovéka i

zvirat. Nekteré druhy jsou patogenni [51; 42].
Druh Campylobacter jejuni

Je to drobn& mikroaerofilnidinka, ktera vyZzaduje ke svémiistu snizené mnozstvi kysli-
ku a gitomnost CQ a dusiku. Velmicastym nositelenC. jejunije predevSim dibez a
volné Zijici ptaci. Vyskyt u dibeZze se dosahuje 60 az 80 %is®va teplota je
30 — 40 °C.Campylobacter jejunneni schopen se v potravinach mnozit, al&enzde

v mikroaerobnich podminkéachgzivat fizn¢ dlouhou dobu [46].

Kampylobakteridzy tive spojované s onemagrim zviat se staly v poslednim desetileti
priblizn¢ stejré ¢astymi pivodci onemoceni ¢lovéka jako salmonely. V s@asnosti je
popsano 14 druh ale patogenni prélovéka je jenCampylobacter jejunéa Campylobacter
coli. Typickym zdrojem jsou ziwaSné potraviny (drbez, mléko, vefpvé maso) a Spain
tepelr® opracované nebo sekundakontaminované vyrobky. Minimalni inféki davka je

N 1

nizka (16) a pges velkou citlivost kampylobaktiek vyschnuti, vy$si tepldta chlorovym
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dezinfeknim prostedkim, prispiva k vysoké prevalenci jimi vyvolanych gastrmeitid
[30; 2].

1.7.4 Pravidelné nesporulujici grampozitivni ty¢inky a koky
Rod Listeria

Listeriaje grampozitivni, kratka, fakultati¢ranaerobni §inka v girodé rozsfena v fde,
vodk, na rostlinach i ve svnim obsahu ziat Obr. 2) [42]. Tyinky maji velikost 0,5 — 2
um. V preparatech se vyskytuji samostatebo ve dvojicich. Listerie netkigoouzdro ani

spory [51; 2].

Obr. 2. Listeria monocytogen29]

Druh Listeria monocytogenes

Existuje rekolik druha listerii, ale z epidemiologického hlediska je glovéka vyznamna
Listeria monocytogenesisterie rostou v Sirokém teplotnim rozmezi od 39 °C, teplota
nad 70 °C je i bchem rekolika minut. Dolie se pomnoZuji ifpvysokych koncentracich
soli (10 % NaCl). Nenatmost umo#uje listeriim dlouhodobéipZiti i mimo hostitelsky
organismus [2; 46]. Listerie, které jsou neré na Ziviny a teplotu, se dokazi mnozit
i v chladirenskych teplotach. Diky svému réesi v girodk je mozné &izné druhy listerii
nachazet v potravitigkych prostorach jako jsou porazeci linky, chlaglianbourarenskeé
pasy.Castym zdrojem listerii byva zejména syrové mlélayry vyrobené ze syrového ne-
bo nizkopasterizovaného mléka, syrova zeleninaabky typu pastik. Mezi faktory, které
umoiuji pomnozeni listerii, p#tpotraviny s dlouhou dobou udrznosti, s neutralpirh

a vysokou vodni aktivitou [46].
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Rod Lactobacillus

Charakteristickym znakem laktobacije produkce kyseliny méé@é jako hlavniho metabo-
litu pii fermentaci cuki. Rada zastugc se vyuziva fi vyrobé fermentovanych potravin
(jogurta, sym, masla, kefik, kysaného zeli). Jsou to fakultatdvanaerobni, atas mikroae-
rofilni mikroorganismy (slab rostou na vzduchu, ale lepsist vykazuji pi redukované
koncentraci kysliku). Bst laktobacii podporuje atmosféra s 5 % @®leredukuji nitraty,
katalasa negativni. Optimalnistova teplota je 30 az 40 °C a pH obvykle mezidz,%,2.
Laktobacily jsou Siroce roz&né v prosedi, potravinach, napojich, také #isEné vod,

osidluji gastrointestinalni trakt ptak savé [42; 2; 3].

Na z&klad konenych produki fermentace cukrse dli do i skupin: obligats homo-
fermentativni, fakultativé heterofermentativni a obligatmeterofermentativni laktobacily
[42].

Rod Staphylococcus

Stafylokoky se mohou vyskytovat jedno#livpo dvou nebo v nepravidelnych shlucich.
Maji vétSinou fermenténi i respirg&ni typ metabolismu, produkuji katalasui EkvaSovani
cukni se tvdi kyselina, nikoliv plyn [2]. Jsou citlivé k lyzujicm &inkam lyzostafinu, ale
rezistentni k enzymu lysozymu. Optimalnistova teplota je 30 — 37 °C, rostou
v pfitomnosti 10% NaCl. Vyskytuji se nanX, v padé, vod, pisku, jsou izolovany
Z potravin zZiv@isného fivodu (maso, mléko, syry).ddteré druhy jsou patogenni péto-

véka i zvirata [42; 2].
Druh Staphylococcus aureus

Radi se mezi biochemicky nejaktijai bakterialni druhy. Pdtmezi nefasgjsi pavodce
patogennich onemoéni. Produkujefadu enzym a toxickych latek (fosfatasy, proteasy,
lipasy, penicilinasy). Lidsky organismus jé&c¢v stafylokokové infekci porrné odolny,
k onemocgni dochazi fi oslabeni organismu. Nachazi se na rukou, slizahcihaciho

a zazivaciho traktu. Vyskytuji se také ulkZe, zpsobuji mastitidu dojnic a ovci [2].

Stafylokokova enterotoxikosa fastym onemocmim z potravin. Je Zigobena toxinem
produkovanym mikroorganisme®. aureusSerologicky Ize rozliSit minimat5 typi en-

terotoxini A az E, na onemo¢ni se nagjastji podili enterotoxin typu A [46].
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1.7.5 Grampozitivni ty ¢inky a koky tvorici endospory

Rod Clostridium

Rod Clostridiumma buiky tvaru pleomorfnich ginek (rovné nebo mitnzakivené, fizna
délka) usptadané po dvou nebo v kratkydétizcich. \étSinou maji peritrichalni Biky a
jsou katalasa negativni. Vyttisovalné nebo kulaté spory, které jsaitsv nez vegetativni
buika [42]. W&tSina druli sefadi k obligatnim anaerém. Nekteré druhy maji silné prote-
olytické schopnosti a upkatji se g anaerobnim rozkladu bilkovin, jiné maji sachatioty
ké schopnosti. Rostou v Sirokém teplotnim rozmékiaz 65 °Cs optimem p 37 °C
[51;42].

Druh Clostridium perfringens

Clostridium perfringengrodukujeiadu latek zfisobujicich mnoZstvi toxickych eféka
na zaklad produkce hlavniho letalniho toxinu se rélege se do 5 skupin A az E. Péto-
véka je vyznamny typ A, ktery Zigobuje onemocmi z potravin.Clostridium perfringens
se &zre¢ vyskytuje v pirode, pade, vod, na rostlinach a je soasti mikroflory tlustého
streva. Roste i teplotach 10 az 65 °C [42]. Sporyedivaji teplotu 60 °C. &em tepelné
Gpravy pokrni jsou znéeny pouze vegetativni bky. Spory rkterych kmeid vSak gezi-

Ry

pastiky, tl&enky, diibez) [46; 51].
Druh Clostridium botulinum

Clostridium botulinunzobrazeny na obrazk@®br. 3 je striktre anaerobni mikroorganis-
mus. Vyvolava velmi&ké acasto smrtelné onemo&m z potravin. B svém mnoZzeni
produkuje neurotoxin botulin, podle jehoZ odliSméigenni struktury se rozliSuje 7 subty-
pu ozna&enych pismeny A az G. Pitovéka je patogenni toxin typA, B, E, F, a G [42;
2]. Botulotoxin, ktery se tvid jen za anaerobnich podminek,ipatezi nejprudsi jedy, kte-
ré se v pirock vyskytuji. 1 mg tohoto toxinuipdstavuje smrtici davku pro 16 000 lidi
[48].
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Obr. 3.Clostridium botulinun{61]

Botulotoxiny jsou bilkovinné povahy, proto se inalfi zvySenou teplotou, gtlem, z&e-

nim a vysoce alkalickym prasdim (pH pod 4,5) [2; 19]Technické parametryippri-
myslové konzervaci potravin jsou citestanoveny ke spolehlivé devitalizaci klostridio-
vych spor a proto otravy, dnes p&nme vzacne, souvisi s konzumaci podomacku konzer-

vovanych zeleninovych nebo masovych konzerv a wenas [30; 46].
RodBacillus

RodBacillusje velmi rozsahly a vifirodé rozSteny. Jeho druhy tw¥ovétSinou peritrichalni
tycinky, které maji bohaté enzymatické vybavdtdda drufi produkuje antibiotika poly-
peptidové povahy [48]. Vice nez 60 zastupodu Bacillus je mozno dlit do t¢i morfolo-
gickych skupin. Nejzavazjsi onemoc#ni zpisobujeBacillus anthracis patogen zvat i
¢loveéka. DalSi druhy se podileji na kontaminaci potraaisurovin ZiveiSného fivodu
[51; 42].

Druh Bacillus cereus

Bacillus cereusse¢asto nachazi vetizcich. V pirok je velmi roz&ien, zejména v,
vodé, na rostlinach. Vyskytuje sefad potravin, kam se dostavadeguevsSim surovinami
(kofenim, cukrem, Skrobem, moukou). V surovinac jeereuspiitomen ve form spor,
které mohou diky své vysoké termorezisterfeZfi tepelné opracovani [2; 51]. K otravam
dochazi i pomnoZeni této bakterie v pottama koncentraci buk 10" CFU/g [48].B.ce-
reusje schopentst @i teplotach 7 — 49 °C. Intoxikaciime vyvolat poziti tepethneopra-
covanych nebo nedokonale zchlazenych potravin. Mdbdoyt kron¢ masnych vyrobk

a konzerv pedevSim ryze, cerealie, emi, krémy, pudinky [46].
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1.8 Kontaminace jateénych tél drubeze Ehem zpracovani

DribeZ se chova&sSinou ve velkochovech a porazi a zpracovava sspeeialnich zavo-
dech. Bylo zji&no, Ze kiata vstupuji do zpracovatelského podniku s nezbytmynimal-
nim patem bakterii, pochazejicich je& vyrobniho podniku [43; 21]. i&e tvdi i po

porazce bariéru branici svalovinked gimou kontaminaci [15].

V prvni fazi jat€éného zpracovani je zdrojem kontaminact.[f&i pareni se dostavaji mi-
kroorganismy do g#ci vody. Voda ma teplotu 60 — 63 °C a diky tofada mikroorganis-
mu, nag. z celedi Enterobacteriacege hyne. EBhem Skubéni dochazi na strojich
k vyznamnému fenosu bakterii na dalSi kusy diky bakteriim ulgdia) na Skubacich prs-
tech po oSkubanitpdeslych jaténych €l [43; 21; 45]. DalSim kritickym bodem je evisce-
race. Bi odstraiovani vnitnosti vznika moznost kontaminaceaileze i né&adi. Omyvani

dribeze snizuje pidy mikroorganisni [45; 21; 3].

Tti hlavni skupiny mikroorganisinpredstavuji mikrobialni populaci jate¢ opracované
dribeze: pirozena mikrofléra kZe, grechodna mikroflora, kterd se dostala fidik/ doks
porazeni a kontaminujici mikroby, které adherujikiai béhem zpracovani (z nastigj
vody) [21]. Pro skladovatelnostideZe jsou tlezité nejen podminky zpracovani jate
nych €l, ale také podminky chlazeniidPuSeni chladicihtetzce nmize urychlit fist mik-
roorganizni a tim i kazeni [44; 21]. KaZenitdreZe se projevuje pachem, pH stoupa spo-
le¢né¢ s obsahem amoniakufiéinou byva zejména pomnozeni pseudomonad (Bl&:n
fluorescensP. putidg, zastupé Moraxella Aeromonas, Brochothria Shewanellakteré
piezivaji proces zpracovani a mnozi secpladici teplat. Jsou picinou kazeni vyrobk
skladovanych § chladicich teplotach. Senzorické &my jsou patrné, kdyZ get €chto
psychrotrofi dosahuje 10— 16 CFU/g [43; 2; 3].

1.9 Vliv organickych kyselin na prostiredi

VétSina potravin vetrg dribeziho masa je vhodnou Zivnhoudou pro mikroorganismy,
a proto musi byt proti jejich rozkladénosti ithem zpracovani, skladovani a distribuce
chrargéna. Potraviny nesmi byt nositeli patogennich aminmgennich mikroorganisin

které by mohly ohrozit zdravi konzumenta [7; 4].

Vysoka spateba diitbeze vede ke zvySenému zajmu o bémpst produki, nizkou konta-

minaci a bezpmé baleni, sloZeni a také charakteristickou barghitd masa [37]. B vy-
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rob¢ hygienicky nezavadného idreziho masa je pozornost zgena hlavl na vyskyt a
likvidaci potencial@ patogennich mikroorganigm(Salmonella, CampylopbacderPro
vyrobu bezpénych potravin ZivéisSného fivodu je nejdlezit¢jSi produkce Zivych zvat
bez patogeina zaruka, Ze zpracovatelské linky faitych provoa jsou bez mikroorganis-
mu. V sowasnosti existuji wita kontrolni opaeni Ketre dekontaminace jataych €l

a aplikace opetmiho systému HACCP [44; 21].

Nafizenic¢. 853/2004 Evropskeho parlamentu a Rady dovolwgepdivoleni pravniho za-

kladu pouziti antimikrobialniho o&eni k odstraéni kontaminace z povrchuidreze [37].

Kureci Kize se v pimyslu ¢asto pouziva do dbezich vyrobk a miznych pochoutek. Je
ovSemcasto vysoce kontaminovana [9]. Nejen proto jéeFité snizit mikrobialni konta-
minaci na povrchu dbeze. Jedna z metodiuge byt aplikace dekontamigr@ho oSateni

béhem procesu vyroby [13]Dekontaminace povrchu sei#e rozdélit do tii skupin: che-

micka, fyzikalni a jejich kombinace

a) chemické oSéeni — slodeniny chloru, organické kyseliny (kyselina i@, octo-
va, glukonova, citronova, kaprylova), anorganickgfét (fosforénan sodny), bak-

teriocidni latky (nisin), peroxid vodiku, ozon,

b) fyzikalni oSeteni — pasterace, sterilace, chlad, suseni, vodacfopsprej, para), vy-
soky tlak, UV zé&eni, ionizujici zéeni [4; 17; 13; 21, 3].

Konzerva@ni chemické latky se pouzivajfquievSim tam, kde z jakychkoliv jinychinbda

nelze pouzit klasické agoby konzervace [7].

1.9.1 Organické kyseliny

Pri volbé organickych kyselin, jako potravifgkych aditiv, jeiteba vzit v Gvahu jejich vliv
na organoleptické vlastnosti vyrobkughtera kysela aditiva by nezadoucimugpbem
mohla ovlivnit chd’ nebo barvu vyrobku, takZe je vhagii je jako konzerveni pripravek

pridavat ve fornd soli, nap. misto kyseliny sorbové seiga jeji draselna nebo sodné s
[7].

Konzervujicimi organickymi kyselinami se roz@ikyseliny obsazené ve z&r&jSim
mnozstvi v ovoci nebo ziskdvané ve velkétktarymi biologickymi procesy — tedy kyseli-

na citronova, vinna, jabtea octova a mtéa [26; 3].
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V¢étSina bakterii nesnasi pH nizsi nez 4,0 az 4,3;thd®zvoj kvasinek, plisni akterych
acidofilnich bakterii zastavuje teprve sjii aZz velmi silné okyseleni. AvSakkieré mik-
roorganismy jsou schopny organické kyseliny utMiat a tak progedi postupé odkyse-
lovat [26].

V roztoku existuje pro organické kyseliny rovnova#visla na hodnotach pH mezi nedi-
sociovanym a disociovanym stavem. Optimalni indmbiefekt maji organické kysliny
pii nizkych hodnotach pH, které podporuje nedisoaigvstav molekuly. V tomtofijpack

je molekula volg permeabilni fes plazmatickou membranu a je takto schopna valopu
buiky. Nasledg v disledku styku s vysSi hodnotou pH uvrbinky molekula disociuje.
Vznikaji anionty a protony, které nemohou projiagphatickou membranou a hromadi se
v buice. Inhibice bakterialnihaistu zgisobena &inkem organickych kyselin je apobena

potlatenim zakladnich metabolickych reakci&zéna intracelularni homeostazu pH a aku-

mulaci toxickych anioriit[35; 53].

PouZziti organickych kyselin jako dekontamini&ch latek je povoleno v USA. EU nema
jednotny postoj $ jejich pouzivani. Nkteré zemy aplikaci organickych kyselin dovoluji
(napr. Belgie a Nmecko), jiné zase jejich pouziti zakazuji (Frantlgzozemi a Lucem-
bursko, Norsko) [4]Organické kyseliny a jejich soli se aplikuji na pdv masa potikem
nebo méenim do roztoku, tim dochazi k zpomaleistu bakterii a prodlouzeni skladova-
telnosti masa a dbeze. Nej¥tSiho &inku se dosahlo B. thermosphacta, C. piscicola, L.

curvatus, L. sakei, P. fluoresceasdS. liquefacien§3].

1.9.2 Kyselina ml&na

Kyselina miéna je girodni organickd kyselina kyselé chuti, lehce ratpéa ve vod.
Vznika ml&nym kvaSenim cuky, nagiklad v mléce, syrech, kyselém zeli [31].

Mrivrw s

jeden asymetricky uhlikovy atom, atpe se tedy vyskytovat ve dvou opticky aktivnich
forméch L(+) a D(-). L-mléna kyselina je pravotiva a byva pitomna v mase a viiitos-
tech, kde vznika ip télesné namaze z glykogenu [7]. Je tediygzenou sloZzkou masa
vznikajici také @ posmrtné glykolyze enzymovougminou v anaerobnim prdsti. Z
glykogenu vznika glukoso-6-fosfat, jenfepifadu meziproduktuiechazi na kyselinu py-
rohroznovou redukujici se na kyselinu sméu. MnoZstvi kyseliny miéé, které se tak

vytvori, zavisi na koncentraci glykogenu, a tedy na ke stavu jaténych zvfat €sne
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pied porazkou [26; 12; 27].fiPozeny obsah kyseliny miéé v mase je asi 10 g/kg. Toto

mnozstvi pispiva k chuti masa a k jeho antimikrobialnim uastem [4].

V poslednim desetileti je kyselina & jednou z néastji pouzivanych pisad, které
maji zvysit vyrobni jistotu, prodlouZzit Udrznostwaysit zdravotni nezdvadnost potravin. Na
adrznosti se &astni jak gsobeni mlénanoveého iontu, tak snizenim hodnoty pH a aktivity
vody [31]. Kyselina mlén& v nedisociované forrpronika cytoplazmatickou membréanou,

sniZuje vnitrobuscné pH a jisobi baktericidéi— usmrcuje bakterie [1; 32].

Pouziti roztok kyseliny ml&né v koncentracich 1 — 2% sniZujectpyobakterii na dibezi
ihned po porazce athem skladovani, bez ovli¢ni charakteristickych rysjako je barva
a chu’ [4]. OSeteni povrchu kyselinou je jednoduchd, levna, ryeh&dektivni metoda [9].
Vyznam zakroku spiva predevsim v dobré udrznosti vzarjeSt po piti dnech oseeni,

kterd byla zfisobena zejména sniZzenim povrchové kontaminace]27;

Ne¢které bakterie mohou po aplikaci kyseliny tmé na povrchu e gezit. Jejich odol-
nost se zvysuje s tukovou vrstvouréci Kize, gezivaji ve folikulech pé a mikroskopic-
kych trhlinkach [9].

1.9.3 Sorban draselny

DalSi &zn¢ uzivané chemické ochranné piesky jsou sorbany a benzoany, latky odvo-
zené od kyseliny sorbové a kyseliny benzoové. dsarganické kyseliny se znamym an-
timikrobialnim &inkem [4]. Od roku 1940 se kyselina sorbova a jeji soli poajzijako
acinné antimikrobidlni latky v potravinach, zele&imovoci, syru, rybich produktech, syce-
nych napojich &etrg vin, mensi uplatni nasly také v kosmetice, Iécich a tabakovych vy-
robcich [11]. Soli kyseliny jsou v praskové nebargrlované form, kyselina sorbova je v

bezpraskovém krystalickém stavu pro potraviny rjako prasek do krmiv [11].

Sorban draselny se vyuziva mnohem vice nez kysstinaova, protoZe je stab¥j§i a méa
VEtSi rozpustnost, coz se vyuZziva pSeteni potravin vodnymi roztoky. Jeho antimikrobi-
alni &inky jsou zn&né na mase,¢etre dribeze, kde inhibujitst patogennich mikroorga-
nismi jako je Salmonella Staphylococcus aureuwsLactobacillus.Pri pouziti (Einné kon-
centrace nedochézi ke &m¢ senzorickych vlastnosti weze [13; 3]. Sorbany vykazuji

inhibi¢ni aktivitu proti Sirokému spektru kvasinek a baikidyto soli se tradiné pouZzivaji
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ke konzervaci potravin a jsou uznany jako ochrdati§ a schvalena potravirgka aditiva
[13; 53].

Antimikrobialni aktivita kyseliny sorbové ve vodryecoztocich je zavisla na pH. Néjsgi
efekt ma v nizkém pH a nedisociovaném stgpKrF 4,76 i 25°C) [35; 53].Nedisociova-
né molekuly jsou bez naboje a maji lipofilni chaeak snadno pronikaji membranou do
buiky. Vysoké pH podporuje disociaci molekul kyselimy nabit&astice, které nefizou
nasleds difundovat zpt [35]. Nedisociovana molekula je zhruba 10 — 608xné&jSi nez
anion [53].V porovnani s jinymi ochrannymi prdstlky, jako nafiklad kyseliny benzoové
a propionove, které maji omezenou aktivitu mezi4pbla 5,5, sorbany mohou byt aktivni i

ve vySSim pH [11].

OSeteni masa sorbanem draselnym brani rozmnozovanjgréat¢Salmonella, Staphylo-
coccus a prodluzuje skladovatelnostitheZe. Winek sorbanu draselného k salmonelam na
povrchu kutete je také ovlivén teplotou. OSéeni masa sorbanem draselnym se jein-a

n¢jSi v kombinaci s dalSimi dekontamiémémi prostedky [4].

Soli kyseliny jsou v praskové nebo granulované fgrikyselina sorbova je v bezprasko-

vém krystalickém stavu pro potraviny nebo jako gkado krmiv [11].

1.9.4 Lysozym

Enzym lysozym je glykosidasa, kterd m& baktericighmky a je schopna &bit polysacha-
ridové vazby mezi N-acetylglukosaminovymi jednotkanzbytku N-acetylmuramové ky-
seliny v bur¢né stné grampozitivnich bakterii. Gramnegativni bakteregsou nachyiné
k enzymatickému jsobeni lysozymu, protoze peptidoglykanova vrstvehréna vrejsi
membranou [16; 24; 41].

Lysozym Qbr. 4 ze sleptiho bilku byl prvni enzym, pro ktery byl navrhnudtdilni me-

chanismuginnosti zaloZzené na modelovych studiich. Je Simastoupen u vSech organis-

mu, od bakterii a bakterioféigpies houby, rostliny, az k obratlavo. [16; 65].
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Obr. 4. Prostorovy model lysozyifab]

Enzymy diky svym specifickym dnkam nachazeji uplatmi v nejitizrnéjSich oblastech.
NejvétSi zdjem o technické enzymovéigvavky ma chemicky a potravirgky piimysl

(masny, pekisky, mlékarensky gmysl) [47].

V sowlasné dob se zvySuje zdjem o pouzitiipzenych antimikrobialnich prastdki

v potravindském ptimyslu. OvSem mnohoithto ma omezené spektrum aktivity a jsou
uginné jen ve velmi vysokych koncentracideseni tohoto problému je v pouZiti kombi-
nace fiznych latek, naip lysozymu s etylendiaminotetraoctovou kyselinoD (). EDTA

je chelatani cinidlo, které ma antimikrobialni aktivitu a je s zvysit aktivitu bakteri-
ostatik a antibiotik. Jedinné zvIlast proti gramnegativnim mikroorganismm z toho a@-
vodu, Ze reaguje s fosfolipidy #8i burgé¢né sény gramnegativnich bakterii a timi#p

stupiuje burgcnou sénu lysozymu [5; 1].

1.10Legislativa

Pouzivani fidatnych latek je upraveno vyhlaskou ministerstavotnictviCR ¢&. 4/2008
Sh., kterou se stanovi druhy a podminky pou#itginych a pomocnych latekiwyrobé
potravin [56]. Ve vyhlaSce jsou zpracovany vSechngrnice EU tykajici se ifidatnych
latek. Podle této vyhlasky Izdipsyrobé potravin pouZivat pouzeripatné latky uvedené

v priloze 1 této vyhlasky [56; 46].
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Pridatné latky mohou byt povoleny pouze #adpokladu, Ze:

a) je prokazana jejich technologicka pelta a Gelu nelze dosahnout jinymi ekono-

mickymi nebo technologickymi prastdky,
b) v navrhovaném mnoZstvi niggistavuji Zadné zdravotni riziko pro Sigditele,
c) nemohou uvag spotebitele v omyl [56].

Pridatné latky musi vyhovovat pozZzadéwk na jejich identitu &istotu, které jsou uvedeny
ve vyhlasce ministerstva zdravotnictvi514/2006 Sb., kterou se stanovi zdravotni poza-

davky na identitu a&istotu gidatnych latek. [57].

Pridatné latky se podle ¢a@lu pouzivani a na zakladejich hlavni funkce, kterou
v potraviré obvykle pIni, zgazuji do jednotlivych kategorii. Podle tohotadazeni spada
kyselina ml€éna do kategorie c) konzervanty, kterymi jsou latikgré prodluzuji tdrznost

potravin, a které je chrani proti zkazaeigpben&innosti mikroorganistin [56].
Vyhlaska také stanovuje limit nejvysSiho povolenéhonozstvi (NPM) chemické latky
v potraviré. Hodnota NPM je progmna, protoze zavisi na vysi sfelty dané skupiny po-

travin v populaci a na znalostech nebézjgeané chemickeé latky [46].
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2 CHARAKTERISTIKAP UD POUZIVANYCH V MIKROBIOLOGII

V potravindském péimyslu byly vyvinuty dimysiné metody pro odhaleni a identifikaci
patogefi v potravinach. VyuZivaji se k tomu selektivni neéditera podporujitist poza-
dovanych mikroorganistna zabréuji ristu nezddoucim. Diagnostické medium je to mé-

dium, které poskytuje viditelnou identifikaci kowni fyziologické vlastnosti [77].

2.1.1 Plate count agar (PCA)

Pro stanoveni celkového ga aerobnich mikroorganismz mléka, mlénych vyrobk,
potravin, vody a dalSiho materialu, se pouZziva ioejvozsiené mikrobiologické irstové
médium Plate count agar (PCA) [59]. Tato univerzaimda neobsahuje Zadné indikatory,
obsahuje enzymovy hydrolyzat kasein, kvaspniextrakt, D-glukosu a agar [62]. Kasein
poskytuje aminokyseliny a dalSi komplexni dusikel@gieniny a kvasriny extrakt doda-
va komplex vitaminu B [75]. pH{ay je 7,0 £ 0,2 fi 25°C. Kultivace Obr. 5 probiha po
dobu 18 - 24 hodinip35 — 37°C pro mezofilni aerobni bakterie, progisgtrofni 7 — 10
dni @i 6°C a pro termofilni bakteriefips5°C 24 hodin [66].

Bakterie rostouci na PCA jsou rtigad rod Pseudomonas, Comamonag\cinetobacter
[28].

Obr. 5. Kolonie bakterii na PCA

2.1.2 Endo agar

Endo agar je mighselektivni Zivna fida pro detekdaktosa pozitivnich a laktosa negativ-

nichkoliformnich bakterii a dalSichistvnich mikroorganisiin
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V 20. stoleti ¥tSina Zivnych gd pro stanoveni svnich mikroorganisfhobsahovala sea
sici Zlwovych soli,¢imz se dosahovalo inhibice grampozitivnich dirut roce 1904 pan
Endo vynalezl Zzivné médium pro rozliSeni laktosyrfentujicich od laktosa nefermentu;ji-
cich bakterii, ve kterém Ztavé soli jiz nebyli. Inhibice grampozitivnich milomganisni
byla dosazenairfiomnym sfi¢itanem sodnym a fuchsinem. Originalni nazev agstib-

do Fuchsin Sulphite Infusion Agar dnes znam jakddcagar. Endo agar je pouzivan v

mikrobiologickych rozborech pitné a odpadni vodygednych vyrobki a jidel [59].

Endo agar@br. 6) obsahuje pepton jako zdroj uhliku, dusiku, vitaird mineral. Kvas-
ni¢ny extrakt dodava vitaminy skupiny B, které stimjuhist bakterii. Chlorid sodny udr-
Zuje osmoticky tlak, deoxycholat sodny a laurylsiendny jsou fidany jako inhibitory.
Bazicky fuchsin slouZzi jako pH indikator, je karagenni, proto by manipulace s Endo

agarem by réla byt opatrna, aby nedoSlo k inhalaci prasku &istémi kaze.

Laktosa fermentujici bakterie produkuji acetaldelgtdry reaguje se istitanem sodnym
a fuchsinem za tvorb§ervenych kolonii. Kovovy lesk kolonii vznik4, kdyfikroorganis-
mus produkuje aldehydy rychlou fermentaci laktdsktosu nefermentujici bakterie #o
jasné, bezbarve koloni@#b.3 [59; 69].

Tab. 3. Pehled bakterii rostouci na Endo agd@R]

Mikroorganismy Vzhled kolonii
Laktosa pozitivni cervené

E. coli cervené s kovovym leskem
Enterobacter aerogenes, Klebsiella ¢ervené, slizovité kolonie
Laktosa negativni bezbarvésté kolonie

Obr. 6. Endo agar
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2.1.3 Xylosa — lysin — deoxycholat agar (XLD agar)

XLD agar je selektivérdiagnostické médium pouzivané pro izoladeshich patogei
obzvlas¢ bakterii roduSalmonellaa Shigella [78; 59]. XLD agar Qbr. 7) obsahu-
je kvasnény extrakt, substraty (lysin, laktosa, sacharogmsa), fenolovouervei (indika-
tor), citrat Zelezitoamonny pro detekci produkcgsHdeoxycholat sodny (inhibitor), thi-
osulfat sodny a agakaktosa pozitivni mikroorganismy Wstaji v nazloutlych koloniich,
laktosa negativni v nakowlych koloniich [59; 71]. Salmonely od§tji karboxylovou
skupinu lysinu a tim se udrZuje neutralni Ppad mirné zasadité pH (7,4). V tomto pH
mohou salmonely produkovat sirovodik z indikatoimatu zelezitoamonného, coz se pro-

jevuje vznikem kolonii gernym stedem Qbr. 7) [71].

Typicka morfologie kolonii a reakce na XLD agarays

E.coli - rozlehlé, Zluté kolonie s okolni zonou

Enterobacter, Klebsiellaslizovité, Zluté kolonie

Proteus- cerveno-zluté kolonie &rnymi stedy a zapachem po rylgin
Salmonella ¢ervené kolonie gernymi stedy

Shigella -cervené kolonie

Pseudomonascervené kolonie

Grampozitivni bakterie - Zzadnyst nebo jen nepatrny [59; 71].

Nenaockovany E.coli Salmonella Shigella
agar typhimurium flexneri

Obr. 7. XLD agar [59]
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2.1.4 Glukoso-kvasininy chloramfenikolovy agar (GKCHA)

Glukoso-kvasniny chloramfenikolovy agar se pouZiva pro selektioiaci a stanoveni
poctu kvasinek a plisni v mléce a rdch vyrobcich. Je to Zivné médium, které patja

doprovodnou bakterialni mikrofléru.

Pida Obr. 8 se sklada z kvashiého extraktu, chloramfenikolu, dextrosy a agarex-D

trosa je zdroj uhliku a chloramfenikol inhibujest bakterii [59].

Obr. 8. GKCHA

2.1.5 Mannitol Salt Agar (MSA)

Manit Salt Agar neboli MSA jedir¢ uzivané médium pro selektivni izolaci a stanoveni
stafylokoki z klinickych a neklinickych materi&l Agar je specificky tim, ze obsahuje vy-
sokou koncentraci soli NaCl (7,5 %) [70].

MSA (Obr. 9 obsahuje pepton a h&i extrakt, jenz zahrnuji zakladnistové faktory
jako je dusik, uhlik, siru a dalsi latky [58]ekteré mikroorganismy, népStaphylococcus
aureus,zkvaSuji pitomny manitol za vzniku kyseliny a tim dochéziskézeni pH. To vede
ke zmeéné pritomného indikatoru fenolovéerveni, na zluté zabarvenim agaru. Manitol

negativni mikroorganismy vistaji vcervenych koloniichTab.4 [76].
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Tab.4. dist bakterii na MSA méd[69]

Mikroorganismy Rist Barva média okolo kolonie
Enterobacter aerogenes Uplna inhibice
E. coli cast&na inhibice
Proteus mirabilis ¢ast&na inhibice
Staphylococcus aureus dobry Zluta
Staphylococcus epidermidis dobry cervend
Nenaockovany Staphylococcus
agar epidermidis

Staphylococcus
aureus

Obr. 9. MSA59]
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3 CIiL DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo testovani a zhodnocemkid kyseliny ml€né v kombinaci

s riznymi koncentracemi sorbanu draselného a enzynozyysu na mikrofloru nebalené

chlazené dibeze.

V praktickécasti bylo sledovano:

1.

2.

vliv 2% kyseliny ml€éné v kombinaci s 0,2% sorbanem draselnym metodoarpo

vliv 2% kyseliny ml€né v kombinaci s 0,2% sorbanem draselnym a lysoayme

metodou ponoru
vliv 2% kyseliny ml€né v kombinaci s 0,5% sorbanem draselnym metodaoarpo

vliv 2% kyseliny ml€né v kombinaci s 0,5% sorbanem draselnym a lysomyme

metodou ponoru

vliv 2% kyseliny ml€né v kombinaci s 0,5% sorbanem draselnym metodstiipo
ku

vliv 2% kyseliny mi€né v kombinaci s 0,5% sorbanem draselnym s lysomyme

metodou posiku



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

37

. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Seznam pouzitych laboratornich fgistroja, zafizeni a chemikalii

4.1.1 Pristroje a za‘izeni

Autoklav 135 S, H+P VARIOKLAYV /H+P Labortechnik A®i¢mecko/
Biologicky termostat BT 120 /Laboratorniigtroje Praha/

Laboratorni susarna MEMMERT UNB 400 /Fischer Séfentspol. s r.o., Pardubice/
Chladntka Electrolux ERC 2521 /Electrolux s.r.o., Praha/

Trepaka LT2 /Sklarny Kavalier, a.s., Sazaval/

Digitalni vaha KB 800-2 /KERN&Sohn GmbH ¢khecko/

pH metr HANNA pH 211 /Fisher Scientific, spol. s.r.Pardubice/
Mikroskop LABORLUX S /LEITZ, Nemecko/

Vodni lazés MEMMERT WB 22 /Fischer Scientific, spol. s r.oar@ubice/
Automaticka mikropipeta 100 — 1 000 ul /BIOHIT RIEinsko/
Anaerostat

Bé&zné laboratorni sklo

4.1.2 Chemikalie a Zivné pidy

Chemikalie:

KYSELINA MLE CNA L(+)

Vyrobce: PENTA — farmaceut. Divize Praha
Expirace: 02/2008

SORBAN DRASELNY (E 202)

Vyrobce: AROMA Praha, a.s.

Expirace: 10/2008

CHLORID SODNY
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Vyrobce: Ing. Petr LukeS, Uhersky Brod
Expirace: 11/2009

FYZIOLOGICKY ROZTOK

SloZeni: 8 g NaCl na 1000 ml destilované vody
HYDROXID DRASELNY p.a.

Vyrobce: Ing. Petr LukeS, Uhersky Brod
Expirace: 5/2009

PEROXID VODIKU 30% extraisty

Vyrobce: Ing. Petr LukeS, Uhersky Brod
Expirace: 6/2008

Lysozym (Lysozyme from chicken egg white 28262,302U/mg )
Vyrobce: Serva

Veskeré pouzité univerzalni a selek#ivaiagnostické pdy (tj. Plate Count Agar, Endo
agar, XLD agar, glukoso-kvasmy chloramfenikolovy agarlactobacillus MRS agar,
mannitol salt agar, anaerobic agar), byly vyrobdiMdedia Laboratories Pvt. Limited, In-

die a dodany firmoGadersky — Envitek, spol.s.r.o.

Z biochemickych teg§t Lachema Mikro-LA-Test byla pouZita souprava ENTHESu.
Identifikace byla dopléna testy od stejného vyrobce, dodavanymi ve &odateknich

prouzki: OXltest, VPtest a ONPtest. Z pomocnydiipppavki k mikrotestim byla pouzita
¢inidla k identifikatnim soupravam Mikro-LA-Test (Fosfatdza, Nitraty, VP, VPT I,

Indol, Fenylalanin a parafinovy olej sterilizovarg/ginidla k deteknim prouzkm ( ¢ini-

dlo VPT I, VPT IlI, Oxidaza, Acetoin).

4.2 Puvod vzorku

Veskeré vzorkyerstvych celych chlazenych nebalenycligktypro analyzu byly zakoupeny

z obchodni sé&od firmy Raciola Jehtka s.r.o.
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4.3 Uprava vzorki pro analyzu

Jat&né opracovan&ta kurat byla pro analyzu sterérrozpilena. Jednaipka slouzila jako
vzorek, na kterou se aplikovaly dané¢ésimroztoki a na druhou polovinu se aplikovala

sterilni destilovana voda, tatdlga slouZila jako kontrola.

4.4 Aplikace dekontaminanti

K dekontaminaci byla pouZzita koncentrace 2% kygaliméné, fizné koncentrace sorbanu
draselného (0,2%, 0,5%) a 100 mg enzymu lysozymu In&nozstvi lysozymu bylo pou-
zito dle literatury [20].

Byly pouzity dv metody aplikace — ponor vzarklo sngsi roztoki a posiik vzorki.

4.4.1 Aplikace metodou ponoru

Kureci pilka slouzici jako vzorek byla pofema na 1 minutu do sfsi roztoki (250 ml 2%
kyseliny ml&né a 250 ml sorbanu draselnéh@slusné koncentrace s lysozymem), poté
byla vyjmuta pomoci sterilni pinzety, polozena texiki alobal, kde probihalo schnuti, a
ve kterém byla dale uchovavana. Druha polovingteubyla poniena do 500 ml sterilni
destilované vody po dobu 1 minuty, vyjmuta a viaea sterilni alobal. Stejny postup se

opakoval i u vzorku bez oeni lysozymem.

4.4.2 Aplikace metodou poskiku

Na kueci pilku slouZici jako vzorek bylo ze vzdalenosti 306-dn aplikovano pomoci
rozprasovée 5 £ 1 ml smisi roztoki (25 ml 2% kyseliny miéné a 25 ml 0,5% sobranu
draselného s lysozymem). Vzorek se nechal osctanbyk uchovavan ve sterilnim alobalu.
Na druhou filku kurete bylo aplikovano cca 5 £ 1 ml destilované vdtintrola se necha-
la uschnout na sterilnim alobalu, ve kterém byla@ou dobu uchovavana. Stejny postup

se opakoval i u vzorku bez ofati lysozymem.

4.5 Méfreni pH

Hodnota pH byla zji&vana vpichovym pH metrem na povrchiz& chlazené dbeze.
U vzorki urcenych pro aplikaci dekontamindrivylo pH nefeno poprvé okamaitpo apli-

kaci sngsi a poté kazdych 24 hodiiigal odebranim vzotkkaze. U kazdého vzorku a kon-



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 41

troly bylo provedeno gteni povrchu kZe na gti riznych mistech, abychom ziskalyapr

mérnou hodnotu.

4.6 Odbér vzorka pro analyzu

Pri odbéru vzorkh byly dodrzeny aseptické podminky a pouzivany Istiemastroje. Pomoci
pinzety a izek se odebralo cca 10 g vzorkirk, ktery se dal do sterilni lahve se 100 ml
fyziologického roztoku. Stefnse postupovalo u vSech vzérkkontrol. Lahve se vzorky

kuze se umistily na¢paku, kde po dobu 15 minut préiidla homogenizace.

Ze ziskané suspenze bylo vyiteno desitkovéedini do takového stugnaby bylo mozné
stanovit péet mikroorganisri v 1 g daného vzorku. Bylo pipetovano 1@0vzorku sou-
bézré na d¥ Petriho misky s fisluSnou Zivnhou pdou. Inokolum bylo rozéeno sterilni

hokejkou a nasledovala kultivace v podminkach pgdavanou skupinu mikroorganism
Paty kolonii byly prepaiteny na CFU/ml a poté CFU/granide a zlogaritmovany.
Pti testovani byly pouzity nasledujici typyigb(podrobny popis viz. kapitola 2):

Plate Count Agar (PCA) - pro stanoveni mezofilmehnobnich mikroorganisim kultivace
24 hodin pi teplot 37 °C

- pro stanoveni psychrotrofnich mikroorganisrikultivace 7 dni
pii teplot 8 °C
Endo agar — pro detekci a rozliSeni laktosa potitiv a laktosa negativnich koliformnich,
kultivace 24 hodin  teplog 37 °C

Xylosa-lysin-deoxycholat agar (XLD agar) - pro $aileni izolaci a stanoveni gtu Sal-
monellasp., kultivace 24 hodintpteplog 37
°C

Glukoso-kvasnriny chloramfenikolovy agar - pro selektivni izolacstanoveni piu kva-

sinek a plisni v mléce a ntléych vyrobcich,
kultivace 4 dny f teplot 20 °C

Mannitol salt agar (MSA) - selektivni médium prolaci stafylokok, kultivace 24 hodin
pii 37 °C
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LactobacillusMRS agar- pro kultivaci druti rodu Lactobacillus kultivace 24 hodin i
37°C
Anaerobic agar - selektivni médium pro izolaci figdivné a obligate anaerobnich mik-

roorganisni, kultivace 2 dny $ teplog 30 °C [60].

4.7 ldentifikace kmenu

Ukolem identifikace bakterialni kultury je stanovepiislusnosti studovaného kmene
k urcité taxonomické skupih Fi identifikaci se sleduje dkolik skupin vlastnosti: morfo-

logické, fyziologické a biochemické.

* Morfologické vlastnosti — tvar a zbarveni kolomiharakter istu, tvorba spor,ip

tomnost pouzdra, bika atd.

* Fyziologické vlastnosti — teplotni rozme#stu, vztah ke kysliku, vztah k NaCl, typ

metabolismu (aerok¥mebo anaerol@respir&ni, fermentativni)

» Biochemické vlastnosti — vyuziti zdroje uhliku, u&de nitrat, tvorba indolu, ace-

toinu.

Z povrchu Kize chlazené dbeze bylo izolovano 28 koloniidisté kultire. Nasleda byly

provedeny biochemické identifikai testy.

U vSech ziskanych kménse provedlo barveni podle Grama, pr@&temi byl proveden
KOH test. Déale byl proveden test prokdz produkce katalasy a u gramnegativnich bakte-

rii OXI test. DalSi biochemické testy byly volengdie vysledk predchozich test

4.7.1 PouZzité biochemické testy
Barveni podle Grama

Jde o barveni fixovaného preparatu krystalovouetia nasledujici nfeni burk jédem
v roztoku Kl. Vznika komplex barvivo, j6d a slozkyns¢né sény. Tento komplex se t¥d
v grampozitivnich i v gramnegativnich bakteriictozZRil vznika pi promyvani preparatu
organickym rozpoustlem (acetonem nebo alkoholem). Z gramnegativniaktdnii se

komplex vymyva a odbarvuji se, grampozitivnich lealktsi zbarveni ponechavaji.
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KOH test

Na ¢isté podlozni skko byla kapnuta kapka 2% roztoku KOH do niz ponstefilni kli¢-
ka byla rozmichan&ast dané kultury.#’Ppomalém odtahovani kKky smérem nahoru, bylo
sledovano zda se tkiatdhnouci visk6zni hmota ve foéntenké nitkyci nikoliv. Viskdzni
hmota se tvid u gramnegativnich bakterii, grampozitivni majheu peptidoglykanovou

vrstvu v buréné stng, ktera zfisobuje odolnostigi Ucinkam louhu.

Stanoveni aktivity cytochromoxidasy (OXI test)

OXI test je individualni test pro detekci cytochraxidasy. Cytochromoxidasa je enzym,
ktery se podili na oxidativnich procesech vidmi Je fitomen u vSech aerobnich bakterii
s respiranim metabolismem. Podstata testu je reakce dérpdienylendiaminu se Zele-

zem obsazenym v cytochromovych resfiiah komplexech.

Sterilni a@tkovaci klickou se odebrala déb izolovana kolonie testovaného kmene aelat
se do impregnované zény prouzku testiitofhnost cytochromoxidasy je detekovana

zmodranim testovaci zony.

Diikaz produkce katalasy

N¢které bakterie tvid enzym katalasu, ktery rozklada peroxid vodikuvodu a moleku-

larni kyslik. Katalazu tvio predevsSim aerobni bakterie.

Na sterilni podlozni skiko se nanesla kapka 2% roztoku peroxidu vodikuktdoé se
asepticky penesla okovaci klickou testovana kultura bakteriitidmnost katalasy se pro-

jevila unikanim plynu - tvorba bublinek.

Oxida¢né fermentaéni test (OFT)

Pomoci testu bylo zji®vano jakym zfisobem mikroorganismy vyuzivaji glukosu, zda
fermentaci nebo jen aerobni oxidaci #¥sstppu vzduchu. Zkumavky byly séasré zaa-
kovany zkoumanou kulturou. Povrch jedné ze zkumaeefgelil parafinovym olejem pro
zajiseni anaerobniho prasdi a ok zkumavky se inkubovalyipteplot 22 °C po dobu 24
hodin.
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Bakterie oxidujici glukosu aerobzpisobily znenu barvy indikatoru v fd¢, vzniklo Zluté
zbarveni postupujici od hladiny ke dnu zkumavky. 2keamavce s parafinemiga neze-
Zloutla. Bakterie fermentujici glukosu tgmbily zezloutnuti v celém objemuigly najed-
nou v obou zkumavkéach. Bakterie nerozkladajici gtuk nezfisobily zneénu barvy

v zadné zkumavce.

VP test

Test je uken pro detekci produkce acetoinuskiieri prislusnicic¢eledi Enterobacteriaceae
popipact i jinymi bakteriemi niize dojit @i fermentaci glukosy ke vzniku acetoinu. Je to
neutralni latka vznikajici dekarboxylaci a kondexzivou molekul kyseliny pyrohrozno-
vé. Oxidaci acetoinu vzdusnym kyslikem se&itdiacetyl, ktery se prokaze barevnou reak-

ci sa-naftolem v alkalickém proisdi.

Z cisté kultury se ve zkumavce s fyziologickym roztok@kipravila suspenze. Do zku-
mavky byl vioZen prouzek tak, abyobony prouzku byly poriené. Zkumavky byly umis-
tény do termostatu a inkubovanyi 87 °C. Poté bylo fikapnutocinidlo pro VPT | Il a

byla zhodnocena vysledna barevna reakce.

Stanoveni aktivity B-galaktosidasy (ONPtest)

Test je uéen pro detekcp-galaktosidasy. Prouzek testu se vlozi do suspstevaného
kmene ve fyziologickém roztoku a inkubuje se v testatu. V pipadt pozitivni reakce je
B-galaktosidasou hydrolyzovan o-nitrofer8db-galaktopyranosiod, reakce je detekovana

Zlutym zbarvenim uvokného o-nitrofenolu.

ENTERO test

Souprava ENTERO taste uena pro identifikaci vyznamnych dnulstevnich bakterii

z ¢eledi EnterobacteriaceaeTest je tven dehydratovanymi diagnostickymi médii, ktera
jsou na destce. Zcisté 24 hodinové kultury bylaiipravena ve fyziologickém roztoku
suspenze. Do kazdé jamky se odpipetovalo 0,1 mulesize. K utenym tesim se pidaly 2
kapky parafinového oleje a inkubovalo se 18 — 2dimqxi 37 °C. Po inkubaci se
k uréenym tesim pridalo po jedné kapcénidla. Fi hodnoceni testu byly vysledky porov-
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nany s barevnou srovnavaci stupnici a vysledky kyhyodnoceny softwarovym progra-
mem TNW-Lite.

4.8 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci stiakiého systému UNISTAT verze
5.5.05. (Unistat Ltd., London, UK) [50].

Pro srovnéni arovni zji&ych hodnot mikroorganisimmezi kontrolnim vzorkem a o$et
nym vzorkem pomoci dekontaminanpro srovnani &inka jednotlivych latek mezi sebou
a srovnani dvou odliSnych metod d@gef vzorki byl pouzit Duncafiv test. Test byl pro-
veden na 5% hladénvyznamnosti (tj. s 95% spolehlivosti), coz znametgd maximalni

pravéEpodobnost chyby prvniho druhu (zamitnuti spravrgoptézy) je 5 %.
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5 VYSLEDKY

V experimentélni ¢asti byl zkouman vliv organickych kyselin samostatmebo
v kombinaci s lysozymem na vybranou mikrofléru pdwr chlazené dbeze pomoci me-

tod ponoru a posku.

Ziskané a zpracované vysledky vSech skupin miknpfl statisticka vyhodnoceni jsou
zpracovany Vv tabulce umésig v ffiloze P I. Jsou zde vyjéehy p@ty mikroorganisni
roz&lenych dle sledovanych skupirghem chladirenského skladovaniilbeze (po dobu
pouzitelnosti). Vysledky byly ziskany ogtenim log CFU/g &Ze od kontroly v prvnim dnu

skladovami a doptimy snerodatnou odchylkou.

5.1 Vliv dekontaminanta na hodnoty pH

Hodnoty pH byly néfeny v odstupu 24 hodin po celou dobu chladirenslgiiadovani
dribeze. Po os#ni povrchu swsi s kyselinou miénou a sorbanem draselnym doSlo
u vzorki ke snizeni pH oproti kontrole éBem chladirenského skladovani se rozdil v hod-
notdch pH pozvolna sniZoval. Nejvyzna¥jsi rozdil mezi hodnotou vzorku a kontroly byl
ihned po aplikaci dekontamitiaiho roztoku (v hodi& 0). Tehdy pimérna hodnota pH
neoSeteného vzorku doséhla 6,09, zatimco hodnotytresgth vzork se pohybovaly
v praméru o jednu a @il jednotky nize, vyjma metody pdstu, kde rozdil byl méanez pil
jednotky. Podle statistického vyhodnoceni vyznamogdil mezi kontrolou a oSgnym
vzorkem byl u metody ponoru, kdy doslo k vyraznénizeni pH. Srovnani neo&atého
vzorku s oS¢enym metodou posku byl shledan rozdil pouze ihned po aplikaci¢ésm
v hodirg 0, poté se hodnoty pH vzorku zvySovaly. RozdigH/mezi srovnavanymi meto-
dami byly vyhodnoceny jako statisticky vyznamnécptou dobu chladirenského skladova-
ni (0 az 72 hodin).

Namgtené hodnoty pH byly zpracovany do tabulkgl.5 a z ni je sestaven gradkr. 10

znazotujici pribéh viivu jednotlivych dekontamiraich sngsi.
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Tab. 5. Vliv jednotlivych dekontamifrdch snési na hodnoty pH:#e diibeze bhem

chladirenského skladovani

pH
doba -
sklado- ponor post Fik kontrola
vani dra- 2% LA+ 0,2% PS | 2% LA+ 0,5% PS | 2% LA+ 0,5% PS
beze pH 5 pH ) pH 0 pH o
0 4,18 0,25 4,79 0,12 5,75 0,22 6,09 0,24
24 5,52 0,31 5,53 0,21 6,24 0,13 6,30 0,21
48 5,85 0,25 6,09 0,23 6,32 0,14 6,65 0,19
72 6,76 0,25 6,74 0,33 6,66 0,23 6,89 0,22
8

X\\

0 24 48 72
doba skladovani (hod)

——2%LA +0,2% PS ponor —e—2% LA +0,5% PS ponor
—— 2% LA + 0,5% PS postiik —a— kontrola

Obr. 10. Vyvoj pH po aplikaci jednotlivych &nh kehem chladirenského sklado-

vani

5.2 Vliv aplikace dekontaminanta na mikrofloru dr ibeze

V prvni ¢asti experimentu byl sledovan vliv 2% kyseliny émé s 0,2% sorbanem drasel-
nym bez pidavku a s fidavkem lysozymu metodou ponoru. Po statistickéhodpoceni
nebyly shledany vyznamné rozdily mezi vzorkemi@bgtm sndsi s lysozymem a bez jeho

piitomnosti.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 48

Dale byl zkouman vliv 2% kyseliny migé s 0,5% sorbanem draselnym bégvku
a s idavkem lysozymu metodou ponoru. Po statistickéhodpoceni taktéz nebyly Zzadné

rozdily mezi vzorkem oSitnym lysozymem a bez vzorku beg.n

V poslednic¢asti experimentu byl zkouman vliv 2% kyseliny gré s 0,5% sorbanem dra-
selnym bez fitomnosti a s fitomnosti lysozymu metodou péku. Po statistickém vy-

hodnoceni nebyly zaznamenany ani zde Zadné rozdily.

Ve vSechtastech experimentu byly sledovany celkovétpaerobnich mezofilnich mikro-
organisnii, koliformni bakterie na dvou typechug (Endo agaru a XLD agaru),

psychrotrofni mikroorganismy a kvasinky.

5.2.1 Vliv 2% kyseliny mlééné a 0,2% sorbanu draselného metodou ponoru

Dekontaminani snes je sloZzena z 2% kyseliny nil@ a 0,2% sorbanu draselného a byla
aplikovana metodou ponoru. V tabulcEab. § jsou vyjadeny hodnoty celkovych @i
aerobnich mezofilnich mikroorganigémr log CFU/g Kize. Graf Qbr. 11) znazotiuje pii-

béh ristu €chto mikroorganisrin po aplikaci 2% kyseliny mtéé a 0,2% sorbanu drasel-
ného. Antibakterialni ginek sngsi je Zejmy po celou dobu skladovani. Prvni dva dny po
o3eteni je patrny rozdil vdinnosti sngsi aplikované na vzorek. Ubytek mikroorganism
mezi oSaienym vzorkem a kontrolou po aplikaci (O hodin) daesal 1,5tadu log CFU/g
kuze. S delSi dobou skladovani dochazelo ke snizawadilu. V pabéhu doby skladova-

ni se zaina &inek dekontaminaitsnizovat a blizit k neo3ené kontrole. Dle statisticke-
ho vyhodnoceni je statisticky vyznamny rozdiininosti sn&si pouze do 24 hodin od apli-
kace. Podle statistického vyhodnoceni u kontraiywzorku doslo k vyznamnému idétu

poctu aerobnich mezofilnich mikroorganigmo celou dobu skladovani.

Tab. 6. Celkové pity aerobnich mezofilnich mikroorganigmwyjad-

rené jako log CFU/gike whem chladirenského skladovani

Doba skladovani log CFU/g k tize
(hod) kontrola 29% LA + 0,2% PS
0 6,0865 4,5655
24 7,7852 6,2628
48 8,2304 7,0669
72 8,7797 8,3793
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log CFU/g k Gze

2 I I I
0 24 48 72
doba skladovani (hod)

—e— kontrola --=--vzorek

Obr.11. Dynamikai#stu aerobnich mezofilnich mikroorganism pribehu chladi-

renského skladovani po o&ati 2% kyseliny mé@é a 0,2% sorbanu draselného

Na obrazku Qbr. 12, Tab. Y je znazoran praibéh ristu koliformnich mikroorganisin

z Endo agaru po aplikaci $8i. Z grafu je patrné, Ze antimikrobiélnfidek 2% kyseliny

a 0,2% sorbanu je vyznamny po celou dobu chladi&drts skladovani, coz také dokazuji
vysledky statistického vyhodnoceni pomoci prograMezi kontrolnim vzorkem a vzor-
kem oSetenym sndsi byly statisticky prokazatelné rozdily. lhned g&eteni (0 hodin)
dochéazi na vzorku k ubytku koliformnich bakterivice jak dvarady log CFU/g. Poté se
acinnost sndsi pomalu snizuje na rozdil jednokédu log CFU/g &Ze aZz do konce doby

skladovani.

K vyznamnému naistu koliformnich mikroorganisinna oSeteném vzorku podle statis-
tického vyhodnoceni po celou dobu chladirenskéHadskani nedochazelo. Vyznamny

nariist mikroorganisra byl prokazan pouze u kontroly.
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Tab. 7. Celkové pety koliformnich mikroorganisih kultivova-
nych na Endo agaru vyjadné jako log CFU/g ke whem

chladirenského skladovani

Doba skladovani log CFU/g k uize
(hod) kontrola 2% LA + 0,2% PS
0 6,3788 4,3809
24 6,5900 5,7531
48 7,9542 6,8054
72 8,3739 7,2424
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Obr. 12. Dynamikaztstu koliformnich mikroorganisénna Endo agaru v pibehu
chladirenského skladovani po o%&eti 2% kyseliny mé@é a 0,2% sorbanu dra-

selného

Obrazek QObr. 13, Tab. Bznazotiuje rist koliformnich mikroorganisinna XLD agaru.
Podle grafu vyplyva, Zecinek snési na danou mikrofléru chlazenéubtleze byl znatelny
po celou dobu skladovani. Ubytek mikroorganismezi kontrolou a vzorkem byl od nece-

lych dvouradu log CFU/g k 0,54du log CFU/g. Podle statistického vyhodnoceni yryn
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lo, Ze &inek této smisi nebyl statisticky vyznamny na dany okruh mikgaorismi vysky-
tujicich se na&zi chlazené dibeZe.

K vyznamnému statistickému ridtu them skladovani doslo u vzorku v hodinach 0 a 24
po aplikaci. Poté jiz nést nebyl takovy aby byl vyhodnocen jako vyznamnystétisticky

vyznamnému nastu dochazelo u kontroly.

Tab. 8.Celkové pety koliformnich mikroorganisih kultivova-
nych na XLD agaru vyjagné jako log CFU/gike whem chla-
direnského skladovani

Doba skladovani log CFU/g k tze
(hod) kontrola 2% LA + 0,2% PS
0 4,6568 4,0925
24 6,4554 5,2759
48 7,6063 5,7360
72 7,7348 6,8735

log CFU/g k Gize
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Obr. 13. Dynamikadstu koliformnich mikroorganisénna XLD agaru v pibehu
chladirenského skladovani po o®eti 2% kyseliny mé&é a 0,2% sorbanu dra-

selného
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Obrazek Qbr. 14, Tab. 9.znazotuje pibeh ristu psychrotrofnich mikroorganismJak

je z grafu patrné, mezi vzorkem a kontrolou jevidzdil v &innosti aplikované sisi po
celou dobu skladovani. Toto potvrzuje i statistiskdodnoceni, které ovSem uvadi, Ze
v 48 hodirg skladovani nedoslo k vyznamnému rozdilu. MnoZgsyichrotrofnich mikro-
organisni na vzorku je v piméru o pal az jedenad log CFU/g kZe nizSi nez oproti kont-

role.

Narist psychrotrofnich mikroorganigmbéhem chladirenského skladovani byl na fSet
ném vzorku byl po celou dobu statisticky vyznamKystatisticky vyznamnému nistu

psychrotrofnich mikroorganisirdochéazelo i u kontroly.

Tab. 9.Celkové pety psychrotrofnich mikroorganisirvyjad-e-
né jako log CFU/g #ze whem chladirenského skladovani

Doba skladovani log CFU/g k Gze
(hod) kontrola 2% LA + 0,2% PS
0 6,5243 6,0458
24 8,2876 7,2999
48 9,0607 8,3782
72 9,4708 8,9858

log CFU/g k Gze
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Obr. 14. Dynamikaurstu psychrotrofnich mikroorganisnv pribehu chladiren-

ského skladovani po ogeni 2% kyseliny mi@é a 0,2% sorbanu draselného
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Na obrazku Qbr. 15, Tab. 1Pje znazoran pribéh rastu stafylokok. Z grafu je zejng, Ze
Ubytek mikroorganisiin z povrchu dibeZe je patrny v fibéhu celé doby chladirenského
skladovani. OvSem statisticky vyznamny rozdil jeize v 24 hodi&é skladovani vzorku.
Rozdily se pohybuji v rozmezi necelého jednd&du log CFU/g, s vyjimkou hodnoty

v poslednim dnu skladovani.

U vzorku nebyl po celou dobu chladirenského ulofeokazan statisticky vyznamny na-
rust stafylokoki obsazenych na povrchu chlazengbdZe. U kontroly byl rozdil v nastu

daného mikroorganismu prvni dva dny (0 — 48 hodin).

Tab. 10. Celkové @ty stafylokok vyjadené jako log CFU/g

kiize @hem chladirenského skladovani

Doba skladovani log CFU/g k tize
(hod) kontrola 2% LA + 0,2% PS
0 3,0092 2,5484
24 4,1968 3,3798
48 4,6741 3,9150
72 5,4260 4,3282
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Obr. 15. Dynamikauistu stafylokok v pribéhu chladirenského skladovani po oSet-

reni 2% kyseliny mi@é a 0,2% sorbanu draselného
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Na obrazku Qbr. 16, Tab. 1] je vyjaden pfibéh ristu kvasinek. Z grafu vyplyva, z&i€
nek snési na povrch dibezZe je znét. Nejvice ihned po aplikaci (0 hodana@sledujici dny
dochéazi ke zmirni innosti. Posledni den se o&sty vzorek zcelafblizil kontrole,
ktera ntla klesajici tendenci. Podle statistické analyzZyrbgdil mezi kontrolou a vzorkem
ihned po aplikaci (O hodina), potéHem skladovani jiz rozdil nebyl shledan jako vyznam

ny. Paty mikroorganisni byly redukovany okolo jednoh@du log CFU/g.

Narist kvasinek byl podle statistické analyzy vyznanpoy celou dobu skladovani jak

u kontroly tak i u vzorku.

Tab. 11. Celkové pty kvasinek vyjaené jako log CFU/gike
behem chladirenského skladovani

Doba skladovani log CFU/g k tize
(hod) kontrola 2% LA + 0,2% PS
0 5,9095 5,0555
24 7,8751 6,8316
48 8,6424 8,0303
72 8,2620 8,1570

log CFU/g k Gize
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Obr. 16. Dynamikauistu kvasinek v gbehu chladirenského skladovani po d@éet

2% kyseliny mkéné a 0,2% sorbanu draselného
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5.2.2 VIliv 2% kyseliny mlé¢né a 0,5% sorbanu draselného metodou ponoru

Dekontaminani snes je slozena z 2% kyseliny nilé& a 0,5% sorbanu draselného a byla
aplikovana metodou ponoru. Obrazébb¢. 17, Tab. 1P znazofiuje pribeéh rastu celko-
vych pata aerobnich mezofilnich mikroorganiéniZ grafu je ¥ejmé, Ze vzorek, ktery byl
oSeteny dekontaminovanou $si se vyrazé liSi od kontroly. Coz dokazuje i statisticka
analyza, kterd vykazuje statisticky vyznamny rozdézi vzorkem a kontrolou po celou
dobu chladirenského skladovani. Ubytek mezofilnfikroorganisni byl okolo jednoho

fadu log CFU/qg.

Podle statistického vyhodnoceni @strmikroorganism u oSeteného vzorku byl statisticky
vyznamny, kromy 48 hodiny, kdy p&et narostlych mikrob nedosahoval vyznamysiho
mnozstvi. U kontroly byl ndést mezofiti vyznamny po celou dobu chladirenského ucho-
Vani.

Tab. 12.Celkové pety aerobnich mezofilnich mikroorganigsm

vyjadené jako log CFU/gike #hem chladirenského skladova-

ni
Doba skladovani log CFU/g k Gze
(hod) kontrola 2% LA + 0,5% PS
0 4,3793 3,6228
24 4,8523 4,4189
48 5,7012 4,4145
72 7,5838 6,6834
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Obr. 17. Dynamikaitstu aerobnich mezofilnich mikroorganism prizbehu chladi-

renského skladovani po o&ati 2% kyseliny mé@é a 0,5% sorbanu draselného

Na obrazku Qbr. 18, Tab. 1Bje vyjaden pibeh nistu koliformnich bakterii na Endo aga-
ru. Z grafu vyplyva, Ze sés, kterou byl oSéen, vzorek ma viditelnécinky na danou mik-
rofléru vyskytujici se na chlazené&itiezi. V hodir 24 se tento &inek mirré zmensil. Sta-
tistika vyhodnocuje vyznamnou celou dobu chladkéhs skladovani, i 24 hodinu. Rozdil
po aplikaci smsi na vzorek vykazuje 1jAdu log CFU/g a tento rozdil, vyjma 24 hodin, se

drzi po celou dobu skladovani.

Narist mikroorganism byl u vzorku statisticky vyznamny jen v prvnichndgkladovani.

Kontrola vykazuje vyznamny ni#st po celou dobu chladirenského skladovani.

Tab. 13.Celkové pety koliformnich mikroorganisehkultivova-
nych na Endo agaru vyjaené jako log CFU/g ke whem

chladirenského skladovani

Doba skladovani log CFU/g k Gze
(hod) kontrola 2% LA + 0,5% PS
0 4,3793 3,6228
24 4,8523 4,4189
48 5,7012 4,4145
72 7,5838 6,6834
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Obr. 18. Dynamikaiistu koliformnich mikroorganisinna Endov agaru v pribehu
chladirenského skladovani po o&sti 2% kyseliny mi@é a 0,5% sorbanu drasel-

ného

Na obrazku @br. 19, Tab. 1}4je znazoran prab¢h ristu koliformnich mikroorganistnna
XLD agaru. Jiz z grafu je patrné, Z&inek této smisi snizil mikrobialni zami@nost po-
vrchu difibeZze. P&ty mikroorganisni byly redukovany o 1,%adu log CFU/g, poté docha-
zelo ke snizovani. Zakrok byl vyhodnocen jako statky vyznamny v prbéhu celého

chladirenského skladovani.

Narnist koliformnich mikroorganisinu oSeteného vzorku, po celou dobu skladovéani, ne-
byl podle analyzy vyznamny. U kontroly byl rozdiharistu koliformnich mikroorganisin

celou dobu uchovani.
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Tab. 14.Celkové pety koliformnich mikroorganisekultivova-

nych na XLD agaru vyjagné jako log CFU/giKe whem chla-
direnského skladovani

Doba skladovani log CFU/g k GiZe
(hod) kontrola 2% LA + 0,5% PS
0 3,2676 1,7595
24 3,6672 2,5947
48 4,4875 3,3565
72 5,1211 4,4897

log CFU/g k Gize
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Obr. 19. Dynamikaistu koliformnich mikroorganisinna XLD agaru v pibehu

skladovani po oS&tni 2% kyseliny mi@é a 0,5% sorbanu draselného

Obrazek Qbr. 20, Tab. 15uvadi vliv gidavku dekontamir@ni sn€si na fistu psychrot-
rofnich bakterii. Z grafu je patrné, Ze po aplikaoeési nastal Ubytek dané mikroflory.
Podle statistické analyzy bykiaek, po celou dobu chladirenského uchovani, vynyam
Ubytek mikroorganisrin mezi o3aenym a kontrolnim vzorkem byl okolo #du log
CFU/g, vyjma posledniho dne skladovani, kdy hodbgta nizsi.
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Narist psychrotrofnich mikroorganigsrma dolé skladovani byl statisticky vyznamny po

celou dobu skladovéni jak u kontroly, tak i u vaark

Tab. 15. Celkové @ty psychrotrofnich mikroorganisinvyjad-

rené jako log CFU/gike whem chladirenského skladovani

Doba skladovani log CFU/g k Gze
(hod) kontrola 2% LA + 0,5% PS
0 4,9397 3,8386
24 6,0126 4,9591
48 6,9507 5,9648
72 7,7698 7,2562
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Obr. 20. Dynamikatstu psychrotrofnich mikroorganisinv pribehu chladirenského

skladovani po oS&tni 2% kyseliny mi@é a 0,5% sorbanu draselného

Obrazek Qbr. 21, Tab. 1puvadi vliv gidavku dekontamin@i snesi na st stafykok.
Tento &inek je znazorén na obrazku 11, kde rozdil mezi déetym vzorkem a kontrolou
je znatelny po celou dobu chladirenského skladomty mikroorganisni byly reduko-
vany o 1rad log CFU/g, s vyjimkou doby skladovanéase 24 hodin, kde hodnatadu je

0 n&co nizsi.
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Narnist stafylokok na oSaeném vzorku &hem celého chladirenského skladovani nebyl

podle statistické analyzy vyznamny.

Tab. 16.Celkové pety stafylokok vyjadené jako log CFU/g

kiize @hem chladirenského skladovani

Doba skladovani log CFU/g k Gze
(hod) kontrola 2% LA + 0,5% PS
0 3,7817 2,2366
24 3,9897 3,3406
48 4,6500 3,4357
72 4,8766 3,8427
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Obr. 21. Dynamikaistu stafylokok v pribehu skladovani po oS@&ni 2% kyseliny

mlé&né a 0,5% sorbanu draselného

Obrazek QObr. 22, Tab. 1y uvadi vliv gidavku dekontamiri@i sn€si na fist kvasinek.
Z grafu je patrné, ze po aplikaci & doslo k Gbytku mikroorganisim Uginek se mirg
snizil v 24. hodiy. Statisticka analyza vyhodnotil&itek snési jako vyznamny. Ubytek

mikroorganisni se pohybuje okolo 1 log CFU/g, vyjma 24 hodinye kabdnota byla niZsi.
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Narist mikroorganismd béchem chladirenského skladovani byl u &&eého vzorku vy-
znamny pouze prvni a posledni den. U kontroly kihist kvasinek vyznamny po celou

dobu uchovani.

Tab. 17.Celkové pety kvasinek vyjatené jako log CFU/gike

béhem chladirenského skladovani

Doba skladovani log CFU/g k GiZze
(hod) kontrola 2% LA + 0,5% PS
0 4,2559 3,2909
24 4,4323 4,1037
48 5,7103 4,7101
72 7,7428 5,9737
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Obr. 22. Dynamikaistu kvasinek v gbehu chladirenského skladovani po @eet

2% kyseliny mkné a 0,5% sorbanu draselného

5.2.3 VIliv 2% kyseliny mlé¢né a 0,5% sorbanu draselného metodou pasku

SlozZeni smssi je stejné jako uipdeSlé analyzy, pouze s tim rozdilem, Ze byla apfika
metodou posiku nikoliv ponoru. Obrazekdbr. 23, Tab. 18znazoiuje piibe¢h ristu cel-
kovych p@ti aerobnich mezofilnich mikroorganiénpo aplikaci 2% kyseliny mtéé
a 0,5% sorbanu draselného piksim. Bylo aplikovano 5 £ 1 ml sési. Z grafu je zejmé,

Ze dana sis byla @&inna, i kdyZ po ufité dole skladovani pé&ty mikroorganisni oSete-
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ného vzorku dosahuji stejnych hodnot jako konttanvzorku. Podle statistické analyzy

nastava rozdil po delSi dobkladovéani (24, 48 a 72 hodin).

V prvnich dvou dnech (0, 24 hodin) u vzorku nedaeth@k vyraznému pomnozeni mikro-
ba na kiZi chlazené dibezZe. Kontrola vykazovala vyznamny istrcelou dobu chladiren-
ského skladovani.

Tab. 18.Celkové pety aerobnich mezofilnich mikroorganigsm

vyjad-ené jako log CFU/g#e whem chladirenskéeho skladova-

ni
Doba skladovani log CFU/g k Gze
(hod) kontrola 2% LA + 0,5% PS

0 7,3770 6,1151
24 8,3647 8,2517
48 8,5824 8,3422
72 11,0098 9,8898

12

10

log CFU/g k aze
Q

0 24 48 72
doba skladovani (hod)

W vzorek O kontrola ‘

Obr. 23. Dynamikaiistu aerobnich mezofilnich mikroorganism pribehu chla-
direnského skladovani po ofati 2% kyseliny mé@é a 0,5% sorbanu draselné-

ho postikem
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Na obrazku ©Qbr. 24, Tab. 19)e znazoran prab¢h ristu koliformnich mikroorganistnna
Endow agaru. Podle grafu je patrné, Ze Ubytek kolifochninikroorganism je oproti
kontrole vyrazny. Statisticka analyza vyhodnotjamvamny dinek snési jen v prvnim dnu
chladirenského skladovani. V dalSich nasledujidieech tak velky rozdil nenastal. Ubytek

mikroorganisni se pohyboval v prvniclidch dnech v hodnota¢hdu 0,7 log CFU/g.

Tab. 19. Celkové @ty koliformnich mikroorganisekultivova-
nych na Endo agaru vyjéené jako log CFU/g Ke whem
chladirenského skladovani

Doba skladovani log CFU/g k Gze
(hod) kontrola 2% LA + 0,5% PS
0 4,4342 3,7041
24 5,2386 45723
48 5,6414 49012
72 6,4853 5,1876
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Obr. 24.Dynamika ristu koliformnich mikroorganiséma Endov agaru v pfibéhu
chladirenského skladovani po o®esti 2% kyseliny mé&é a 0,5% sorbanu drasel-
ného postkem
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Na obrazku Qbr. 25, Tab. 20)e znazoran prab¢h ristu koliformnich mikroorganistnna
XLD agaru. Z grafu vyplyva, Ze sis, ktera byla aplikovana na povrch chlazenébeze
byla &inna. Jeji dinek se postupem skladovani snizoval. Podle stk&io vyhodnoceni
byl po celou dobu chladirenského skladov&tingk vyznamny, coZ je patrné i z grafu.
V prvnich dvou dnech skladovani gy mikroorganisnmi byly redukovany o Xad log

CFUlg, poté se pomalu snizovaly.

Rast mikroorganism u oSeteného vzorku byl na débskladovani statisticky vyznamny.

Kontrolni vzorek také vykazoval rozdily vitoehu celého chladirenského skladovani.

Tab. 20. Celkové @ty koliformnich mikroorganisthna XLD
agaru vyjadené jako log CFU/g ke hem chladirenského

skladovani
Doba skladovani log CFU/g k Gze
(hod) kontrola 2% LA + 0,5% PS
0 3,2009 1,7747
24 3,9050 2,9260
48 4,5515 3,9288
72 5,1826 5,0919
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Obr. 25. Dynamika istu koliformnich mikroorganisin na XLD agaru
v pribéhu chladirenského skladovani po @éei 2% kyseliny mi@é a 0,5%
sorbanu draselného pagitem

Obrazek QObr. 26, Tab. 21 znazotiuje piibéh nistu psychrotrofnich mikroorganism
Z grafu je #ejmé, Ze aplikované dekontaminanty na povrdtbeze, snizuji p&et vyskytu
psychrotrofnich mikroorganisirpo celou dobu chladirenského skladovani. Upedsskla-
dovani dochazi ke sniZzenidiik, coz ovSem nedito vliv na statistické vyhodnoceni, které
vyhodnotilo statisticky vyznamnycinek po celou dobu skladovani. N&§i ubytek mik-
roorganisni byl ihned po aplikaci a v 72. hodiskladovani.

Tab. 21.Celkoveé pety psychrotrofnich mikroorganisinvyjad-

rené jako log CFU/gike whem chladirenského skladovani

Doba skladovani log CFU/g k Gize
(hod) kontrola 2% LA + 0,5% PS
0 7,3770 6,1151
24 8,3647 8,2517
48 8,5824 8,3422
72 11,0098 9,8898
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Obr. 26. Dynamikautstu psychrotrofnich mikroorganisnv pribéhu chladiren-
ského skladovani po oseni 2% kyseliny mé@é a 0,5% sorbanu draselného

postikem

Obrazek QObr. 27, Tab. 2P znazoiuje piib¢h ristu stafylokok po aplikaci dekontami-
natni smesi. Po aplikaci sisi se poet stafylokoki na dibezi snizil a potédhnem dalSich
dni skladovani dochéazelo k jejich navySeni. V posleddinu péet mikroorganism do-

konce perostl kontrolu. Statisticky vyznamny rozdil byl yze uprosted skladovani

v hodinach 24 a 48. Bty mikroorganisni byly redukovany pouze aiptadu log CFU/g.

Nanist mikroorganism byl statisticky vyznamny druhy aivrty den (24, 48 a 72 hodin)

chladirenského skladovani.
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Tab. 22. Celkové pty stafylokok vyjadené jako log CFU/g

kiize @hem chladirenského skladovani

Doba skladovani log CFU/g k Gze
(hod) kontrola 2% LA + 0,5% PS
0 3,8188 3,5671
24 4,0692 3,7341
48 4,0376 3,9740
72 4,6476 4,8008
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Obr. 27. Dynamika istu stafylokok v pribehu chladirenského skladovani po
oSeteni 2% kyseliny mi@é a 0,5% sorbanu draselného pdstm

Na obrazku Qbr. 28, Tab. 2Bje znazoran pribéh ristu kvasinek nachazejici se na chla-
zené diibezi. Graf vykazuje dinnost této srsi, po oSdeni vzorku nastal Ubytek kvasinek
na kizi oproti kontrole. Podle statistického vyhodnoc@nikinek statistiky vyznamny
pouze ihned po aplikaci dekontaminé snesi (0 hodin), kde rozdil byl 0,fadu log
CFU/g a poté jiz nebyl prokazan.

U oSeteného vzorku doSlo k vyznamnému porostu mikrpb celou dobu skladovani.
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Tab. 23. Celkové pty kvasinek vyjagné jako log CFU/gike
behem chladirenského skladovani

Doba skladovani log CFU/g k tze
(hod) kontrola 2% LA + 0,5% PS
0 5,1139 4,4082
24 6,4771 5,5507
48 6,5861 6,6218
72 10,9824 9,2793
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Obr. 28. Dynamikaitstu kvasinek v gbéehu chladirenského skladovani po oSet-

reni 2% kyseliny mi@é a 0,5% sorbanu draselného pdsm

U této metody byla sledovana i skupina anaerobmdtroorganisni. Prvni den po

oSeteni se rozdily v peiech mikroorganistin pohybuji v rozmezi{d az jednohaadu

log CFU/g. V dalSim pibéhu skladovani se tento rozdil snizuje a w8t vzorek se

vyrovnal kontrole.

ZjiStovala se i fitomnost mlénych bakterii na povrchu mikrofléry chlazenychréd.

Posledni den skladovani mnozstvi bakteriirasgstlo hranici 5adu log CFU/Q.
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5.3 Bakterialni identifikace

Identifikace byla provedena u bakterialnich izblaiskanych z &e chlazené dbeZze.
Ziskané bakterialni kmeny bylyiz@eny do taxonomickych skupin a eventdatmdow ¢i
druhow zaazeny. U vSech 28 izolovanych kntiehyly provedeny zvolené biochemické

testy. Vysledkydchto tesk jsou vypracovany do tabulky, ktera je uvedendilope P I

Graf (Obr. 29 znazoiiuje procentudlni zastoupeni izolovanych kinhederé jsou rozéle-
ny na zaklad barvitelnosti bu&né seény podle Grama, dale fermentace glukosy

z vysledki OF testu a vysledku OXI testu.

7%

21%

@ G- anaerobnifermentujici OXI bakterie
B G- anaerobnifermentujici OXH bakterie
O G- aerobni nefermentujici OXI- bakterie
B G- aerobni nefermentujici OX+ bakterie
B G+ koky

Obr. 29.Rozdleni izolovanych kménna gramnegativni a grampozi-
tivni s podrozdenim na fermentujici, nefermentujici, oxidasa rega

tivni, oxidasa pozitivni bakterie

Biochemickeé testy byly u vybranych 13 izd@lgiatici do celedi Enterobacteriaceaéopl-
nény ENTEROtestem. Vysledky tohoto testu byly vyhodkroy identifik&nim programem
TNW-Lite [49] a jsou shrnuty ve foréntabulky (Tab. 24 a na obrazku@br. 30 je grafic-

Ky znazorgno jejich procentudlni zastoupeni. V tabulce jedeve, kron nazvu identifi-
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kovaného kmene, také procento identifikace a Txn&eocento identifikace (% id) udava
pravdpodobnost, s jakou dany vysledek odpovida danéranta(nebo prawibodobnost
vyskytu daného vysledku pro dany taxon, vztazemwakdpodobnosti vyskytu daného
vysledku pro vSechny ostatni taxony). T-index (Tjm)hodnota, udavajici, do jaké miry
dany vysledek odpovida nejtypijSimu vysledku pro dany taxon. Zcela typickému egsl|

ku odpovida hodnota Tin rovna jedné. Tifza lezet v intervalu 0 do 1.

Tab. 24. Vysledky identifikace pomoci soupravy EN-

TEROtestul6
€islo identifikace % id. Tin
kmene

6 neidentifikovano - -

9 Klebsiella oxytoca 80,52 1,000
11 Enterobacter aerogenes 83,62 0,663
12 Enterobacter sp. 83,62 0,674
13 Enterobacter sp. 83,62 0,674
14 Klebsiella oxytoca 92,78 0,810
15 Klebsiella sp. 70,53 0,49
16 Citrobacter freundii 92,97 0,969
17 Klebsiella oxytoca 92,78 0,810
18 Serratia odorfera bv.1 99,55 0,745
19 Klebsiella sp. 61,36 0,357
20 Klebsiella oxytoca 97,60 0,841
25 Hafnia alvei 96,26 0,983

8%

8%

8%

23%

m Klebsiella sp. m Enterobacter sp. O Citrobacter sp.
O Serratia sp. m Hafnia sp. O neurceno

Obr. 30. Procentualni zastoupeni jednotlivych idéatvanych bakterialnich

kmeni
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5.4 Srovnani dribeZe zakoupené v obchodni siti a*pmo od vyrobce

firmy Raciola s.r.o.

Byla porovnavana mikrobiéliietnost naitch typech vzork kurat. Prvni vzorek byl ode-
bran z vyrobni linky fed chlazenim, druhy na vystupu vyrobni linky pcazkehi aiteti byl

zakoupen v obchodni siti - podnikova prodejna filRagciola s.r.o.

Tabulka Tab. 25 udava péty sledovanych skupin mikroorganiérprvni den skladovani.
Na obrazku Qbr. 31 je znazortn rozdil v pé&tu mikroorganism pied chlazenim, po
chlazeni a z obchodni &iti aerobnich mezofilnich, psychrotrofnich, koliferich bakterii

a kvasinek.

Tab. 25. Sledované skupiny mikroorganisayjadené jako log
CFU/qg kize prvni den skladovani

log CFU/g k Gize + &

Obr. 31. Porovnani ptiu mikroorganisni na kueci kizi pred chlazenim a

@ pfed chlazenim B po chlazeni O z obchodni sité

po chlazeni z vyrobni linky a z obchodnd sit

Mikroorganismy pred chlazenim |po chlazeni z obchodni sit &
CPM 7,38 £+ 0,35 6,23+0,16 6,09 £ 0,23
psychrotrofni 5,03+0,12 4,16 £ 0,89 4,92 +£0,17
koliformni 5,99 +£0,18 4,66 +£0,25 5,27 £0,19
kvasinky 5,22+0,11 4,46 £ 0,67 505+0,21
8
7 ]
o ©
5
o I |
o o
2
S 4
LL
O 3 =
g
— 2 | |
1 ]
O T T
CPM psychrotrofni  koliformni kvasinky
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Z grafu je patrné, Ze nggtrejSi mikroflora byla u dibeze ped chlazenim. NejvySSi hodno-
ty byly zaznamenany u celkovychdd mezofilnich mikroorganistn Chlazeni je zakrok,
ktery vyrazr snizuje poty vSech sledovanych skupin mikroorganisiwzorky odebrané

z obchodni sé vykazuji hodnoty vysSi nez vzorky, které byly odety také po chlazeni
piimo z vyrobni linky. U mezofilnich mikroorganisnzistal p@et téngi shodny. Rozdil
mezi vzorkem po chlazeni z vyrobni linky a vzorkerabchodu se pohyboval mezi 0,6 a
0,8 fady log CFU/g u téet vSech sledovanych skupin, vyjma celkovyckitpaerobnich

mikroorganisnd.

Graf (Obr. 32 ukazuje pH jednotlivych vzotkdribeze ped chlazenim, po chlazeni a
vzorki z obchodni sét

po chlazeni
7 o

6 - . pred \

chlazenim obchodni sit

pH
N

prvni den skladovani

Obr. 32. Paumérné hodnoty pH kteci kize ped chlazenim, po

chlazeni a z obchodni &it

Byl zkouman rozdil v p&tu aerobnich mezofilnich mikroorganigmpo aplikaci dekonta-
minani snesi 2% kyseliny mléné a 0,5% sorbanu draselného na vzorek z vyrobky li
odebrany ped chlazenim a na vzorek zakoupeny v obchodni@Hir. 33. Po aplikaci
nebyl na vzorku z vyrobni linky zaznamenan zadngistamikroorganism. Po 72 hodi-
nach skladovani dosahl g&t mikrorganism hodnot pes 6 jednotekadu log CFU/g. Vzo-
rek zakoupeny v obchodni siti ihned po aplikacksmykazoval 3,6adu log CFU/g. B-
hem chladirenského skladovani se tato hodnotalawsBiady log CFU/g a odpovidala

druhému vzorku, ktery byl odebran z vyrobni linky.
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Aerobni mezofilni mikroorganismy
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ihned po o3et Feni po 72 h chladirenského
skladovani

Obr. 33. Porovnani ptiu mezofilnich mikroorganisimhned po oSeéeni 2% LA a 0,5%
PS a po 72 hodinhchladirenského skladovani na PCA agaru

Graf Obr. 34 znézotiuje paet koliformnich bakterii na vzorku z vyrobni linleyz ob-
chodni si po aplikaci smssi. Na vzorku z vyrobni linky nebyl po aplikaci &nzazname-
nan nafist dané mikrofléry. Pétyfech dnech skladovani doslo kstu mikroorganisrin

na 5,5radu log CFU/g. U vzorku z obchodnigslityl zaznamenan rozdihdu mezi prvnim

a poslednim dnem skladovani okolo 2 jednotek log/gF
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Koliformni bakterie na Endo agaru
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pfed chlazenim zobchodu pfed chlazenim zobchodu
ihned po oset feni po 72 h chladirenského
skladovani

Obr. 34.Porovnani pétu koliformnich bakterii ihned po o$ehi 2% LA a 0,5% PS
a po 72 hodia chladirenského skladovani na Endo agaru
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6 DISKUZE

6.1 Vyvoj hodnoty pH na dobé skladovani

Hodnota pH je povaZzovana za vyznamny indikatébgmu postmortalnich zém masa a je
tedy i ukazatelem aktualniho biochemického stawiediho masa se vztahem k jeho hygie-
nickym, senzorickym a technologickym vlastnosteradibty pH byly néfeny ve 24 hodi-

novych intervalech.

Naméfené hodnoty pH neogeného vzorku se pohybovalghem celého chladirenského
skladovani v rozmezi 5,95 az 7,31. Vlastni vyvoj pliHeoSeéenych vzork byl charakte-

risticky mirnym vzestupem hodnot.

Po aplikaci roztoku dekontamigra snesi doslo ke sniZzeni hodnoty pH. Tento jevisabi-
la kyselina mléna, sorban draselny nema vliv na hodnoty pH naghavdibeze [13; 25].
V priabéhu chladirenského skladovani dochazelo k postupr@iy§ovani pH k hodnotam
blizkym kontrolnim vzork. Opetovny nist pH byl zgisoben difuzi kyseliny mééé do

hlubSich vrstev masa a takeé jejim rozkladem [32].

U vzorka, které byly oSé¢eny ponorem do roztoku dekontaminasnesi, se pH v hodi&io
snizilo na pimérnou hodnotu 4,49. Rozdil mezi touto hodnotou @rgrnou hodnotou
neoSeteneho vzorku byl 1,61 jednotky. Vzorek dgety postikem mel pH vyssi, a to 5,75
a rozdil oproti kontrole byl pouhych 0,34. Metodanpru né€la tedy tSi vliv na snizeni
hodnoty pH neZ metoda pég&u.

Béhem skladovani doslo k vyrovnani pH u obou metoghmimérnou hodnotu 6,72. Tato
hodnota se v fibé¢hu ¢étyf skladovacich din velmi priblizila k pH neoSéeného vzorku,

ktery mel posledni den skladovani hodnotu 6,89.

6.2 Srovnani Winku smési s lysozymem a bez lysozymu

Souasti prace bylo zjistit, zda enzym lysozym v konalgins organickymi kyselinami mé
vliv na mikrofléru chlazené dbeZe. Lysozym ma baktericidnéiaky a je schopen &pit
polysacharidové vazby v bé&tné séné grampozitivnich bakterii. Po statistickém vyhodno-
ceni pomoci regresnicliikek bylo na 5% hladi&vyznamnosti zji&no, Zze mnozstvi, které
bylo aplikovano na vzorek, nema zZadny vliv na mikganismy nachézejici se na chlazené

drabezi. Jeho natinnost mohla byt zjsobena nizkou aplikai davkou, ktera byla zvolena
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dle literatury [20] a také tim, Ze grampozitivniktexie se na dibezi vyskytuji ve velmi
malém pdatu (Obr. 29 a tudiz nedoSlo k ovlivimi mikroflory na povrchu iZe. Na obraz-
ku (Obr. 35 je znazortna dynamikaistu stafylokoki v zavislosti na dabskladovani po
aplikaci lysozymu. Z grafu jefgjmeé, Ze fitomnost lysozymu nema zadny vliv na jejich
rast. Vzorek oSéeny lysozymem by #t vykazovat mensi gy CFU/g, nez vzorek bez
jeho giidavku. Téndit po celou dobu skladovani je tomtegré naopak, ale rozdily nebyly
statisticky vyznamné. Da se tedy usoudit, Ze apélgsozymu v davce 100 mg/l narkai

kazi nema Zadny inhibni efekt na gitomnou grampozitivni mikrofloru.

N
|

N
!

log CFU/g k aze
w

0 24 48 72
doba skladovani (hod)

O s lysozymem @ vzorek bez lysozymu

Obr. 35. Dynamikaitstu stafylokok v pribéhu chladirenského skladovani

po aplikaci lysozymu

6.3 Zhodnoceni a srovnani dinka dekontaminaénich smési

6.3.1 Zhodnoceni &inku 2% kyseliny miééné a 0,2% sorbanu draselného metodou

ponoru

Pouziti dekontamirami smési 2% kyseliny mléné a 0,2% sorbanu draselného ridik

chlazené dibeze se ukazal jakociany zakrok. Doslo ke snizeni mikrobialdétnosti
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ihned po oSéeni (0 hodin) a taky v pbéhu skladovani bylist mikroorganismh omezen.
V pribéhu skladovani postugrdochazelo k néstu mikroli na vzorku, oviem tento na-
rast byl oproti kontrole zpomalenréstoze ubytek koliformnich mikroorgani8ma XLD
agaru a stafylokakje dle grafu Qbr.13 a 1% znany, nebyl vyhodnocen jako statisticky
vyznamny Zejme¢ z divodu velké srrodatné odchylky. NeptSi rozdil mezi kontrolou a
vzorkem byl u koliformnich mikroorganisima Endo¥ agaru, kde &inek snési dokonale

zpomalil ist mikroorganisna [33].

6.3.2 Zhodnoceni &inku 2% kyseliny miééné a 0,5% sorbanu draselného metodou

ponoru

Po vyhodnoceni daného zékroku je zjevné, Z&ssskladajici se z 2% kyseliny nité
a 0,5% sorbanu draselného je vyznaminna na vSechny sledované skupiny mikroorga-
nismi. Aplikace kyseliny mléné na povrch chlazenéutheze snizuje mikrobialnietnosti
a zpod'uje okamzik nastupu faze logaritmického ustn mikroorganisrin. F¥icinou je

snizeni pH povrchové tkém tim ovlivréni rastu mikroorganisrin [33].

Patet mikroorganism se vyznamé snizil ihned po aplikaci dekontaminant0 hodin)

a tento trend se drzel po celou dobu chladirensk@hecovani. V prbéhu skladovani do-
chazelo k mirnému zvySeni mikrobialnich¢fip ovSem v porovnani s kontrolou to bylo
zanedbatelné. Koncentracedsinse ukézala jako vyhovujici pro a&eti povrchu chlazené
drabeze a jeji &inek byl statisticky vyznamny u vSech sledovanykimsn. Malou odchyl-

ku tvarili kvasinky, u kterych byl vliv srési posledni den skladovani vyhodnocen jako ne-
acinny. Je dlezité, Ze mezi kontrolnim a dekontaminovanym veanke vyznamny rozdil

v pactu psychrotrofnich mikrob na konci skladovani, coz jeildzité vzhledem k teplét

skladovani masa a psychrotrofnim vlastnostem hakigrsobujicich kazeni [34].

6.3.3 Zhodnoceni &inku 2% kyseliny miééné a 0,5% sorbanu draselného metodou
postriku

Ukazalo se, Ze dana 8m2% kyseliny mléné a 0,5% sorbanu draselného aplikovana po-

stiikem je &inna na mikrofléru nachazejici se n&kchlazené dibeze. Dochazi ke snize-

ni mikrobialni zam#enosti po o3éeni a také v pibéhu skladovani u &tSiny skupin. B-

hem chladirenského skladovani dochazi kstarmikroorganisri, ovSem tento nést je

oproti kontrole zpomalen. Nejmen&iiinost néla tato snis u kvasinek, coz nejspiSe bylo
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zpisobené metodou pdstu, kdy vzorek nebyl dostate¢ oSeten. Pro kvasinky je opti-
malni kyselé progedi (pH 4,8 az 5,5).

V ostatnich skupinach bylcinek sn&si pozorovatelny, i kdyZz nebyteba po celou dobu
skladovani statisticky vyznamny. Néfgi &inek mgla snmés na psychrotrofnich mikroor-
ganismy, koliformni bakterie na XLD agaru a takeéagrobni mezofilni mikroorganismy,

kde doslo k dobrému zpomaleni jejictistu.

U metody postku bylo také sledovano, zda se na povrchu chlazifigeze vyskytuji
anaerobni mikroorganismy, jak uvadi literatura [1Bjjich vyskyt ovSem nebyl taletny
jako u ostatnich skupin. Bylo zj&to, Ze tato sks dekontaminaidtnema vliv na anaerob-
ni bakterie. U vzorku bylo taktéz zjgvano, zda kteci mikrofléra zahrnuje i mééaé bak-
terie, jak uvadi fislusna literatura [37]. Vyskyt bakterii nilgho kvaSeni se potvrdil i u

tohoto pokusu.

6.3.4 Srovnani Winku smési 2% LA + 0,2% PS a 2% LA + 0,5% PS metodou pono-

ru

Statisticky nevyznamnydinek mely tyto smesi na koliformni mikroorganismy z Endo aga-
ru. Vétsi &inek 0,5% nez 0,2% sorbanu draselného byl na katifd mikroorganismy z
XLD agaru [13; 32]XLD agar je vice selektivnitga nez Endo agar, na kterém roste Sirsi
spektrum gramnegativnich bakterii. Rozdil v aplko® dekontamiai snesi byl

v prvnich dvou dnech po aplikaci. Poté gmek riznych koncentraci vyrovnal.

Vliv piasobeni na celkové pty aerobni mezofilni mikroorganismy a na stafylokdyl
rozdilny ihned po aplikaci dekontamima snesi na povrch dibeze v hodia 0. BEhem
dalSiho chladirenského skladovanilmkZe se pget mikrohi vyrovnaval a rozdil tudiz ne-

byl v dalSich hodinach shledan statisticky vyznamny

U psychrotrofnich mikroorganisimbyl vliv 0,5% sorbanu draselného oproti 0,2% sotba
nejvice @inny [25]. Podle statistiky byldinek jako statisticky vyznamny vyhodnocen po
aplikaci, v hodig 0, také v hodi& 24 a 48. V poslednim dnu tento vliv zeslabnul ra U

vei nizSi koncentrace sorbanu draselného.

Velk&a &innost vysSi koncentrace sorbanu byla zjevna té&asinky [3]. Rozdil se nepro-

jevil ihned po aplikaci v hodinO, ale dalSim chladirenskym skladovanim dochakelo
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zvySovani dinku a v hodinach 24, 48 a 72 byl vyhodnocen gtekig vyznamny rozdil

mezi d¥ma sledovanymi koncentracemi sorbanu draselného.

Na obrazku(Obr. 36 je znazortn graf se statisticky nevyznamnym rozdilem ¢imku
0,2% a 0,5% sorbanu draselného na koliformni bekieEndo agaru.i@stoze jsou rozdi-
ly vétsSi nez 2rady log CFU/g, statisticky byly vyhodnoceny jakovymnamné gejme
z davodu velké srrodatné odchylky.

log CFU/g kaze
@
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Obr. 36. Graf dinki 0,2% a 0,5% sorbanu draselného na koliformni badkte

kultivované na End@vagaru

Obrazek Qbr. 37 zase znazduje nejtSi rozdil na psychrotrofni mikroorganismy
v Kinnosti pouzitych koncentraci sorbanu draselnélad. j@ jiz z grafu patrné, rozdil

V pouziti koncentraci je vyrazny, totéZ potvrzuyg/hodnoceni statistické analyzy [25].
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Obr. 37. Graf dinkiz 0,2% a 0,5% sorbanu draselného na psychrotrofikirooir-

ganismy

6.3.5 Srovnani &inku metod ponorem a poskikem

Dany pokus se provdddvéma metodami, aplikaci sfsi ponorem a poskem, kdy se
pouZila snés o stejné koncentraci na mikrofléruideze a sledoval se rozdil meamito

dvémi metodami.

Vubec Zadny rozdil mezi ponorem a gidm se neprojevil u celkovych §id aerobnich
mezofilnich mikroorganisin U psychrotrofnich mikroorganisirbyl velmi podobny pi-
beh, jen s malou vyjimkou v 24 hodinkdy byl podle statistické analyzy vyhodnocen roz-
dil. Na st stafylokoki rizné metody taktéz nefy velky kinek, rozdilnost se projevila
pouze ihned po aplikaci prvni den. DalSi dny byliypad obou metod stejné. Zajimavy
praibéh byl vysledovan u kvasinek, kdy rozdil mezi pomora postkem byl shledan po
aplikaci véase 0 a posledni den chladirenského skladovamidiwh72. Uprosted sklado-
vani v hodinach 24 a 48 doslo k vyrovnaningu metod. Rozdilny dinek byl shledan na
koliformnich bakteriich z Endo agaru a XLD agarukaliformnich bakteriich na XLD
agaru nebyl na gatku aplikace zadny rozdil a tocasech 0 a 24 hodin. AvSak po delSi
doke skladovani se rozdilnost metod projevila a nastadlil mezi ¢mito dwma metoda-

mi. Rozdilnost v inku &chto metod byl po celou dobu chladirenského skladbu koli-
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formnich bakterii z Endo agaru. Metoda ponorem bggtinngjSi u €chto koliformnich

bakterii. U ostatnich skupin dochazelo k vyrovrenietodou posiku.

Celkow byla metoda ponoru shledan&ninéjSi nez metoda pasku (viz Obr. 38a 39).
Vzorek oSateny ponorem do s&si byl dokonaleji dekontaminovan, nez-li vzorekert
byl oSeten postikem [33]. Bylo to nejspiSe #igobené nedostajicim mnozstvim, které
bylo aplikovano rozpraSogam. Nicmés, v praxi se spiSe vyuziva ofati postikem kvi-
li vySSi hygier a nizSiho stuphkontaminace. Ponoremtudireze do roztoku dochazi ke

kontaktu &, k hroma@ni mikrobialni zam#enosti z ditbeze a tim ke kontaminaci.

Mikrobialni limity pro mnozstvi mikroorganisimv potravinach jsou dané vyhlaskou Mze
¢.375/2003 Sh., ze dne 3djna 2003, kterou se prov§d néktera ustanoveni zakona
¢. 166/1999 Sb., o veterinarnigp@ o zneén¢ nékterych souvisejicich zakanveterinarni

zakon), ve zéni pozdjSich gedpidl, a o veterinarnich pozadavcich na Zigoé produkty.

log CFU/g k Gize

0 24 48 72
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B ponor @ postfik ‘

Obr. 38. Dynamika:istu koliformnich mikroorganisinkultivovanych na Endo-

ve agaru v ptibehu chladirenského skladovani metodami ponorem &ikesn
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Obr. 39. Dynamikaiistu kvasinek v gbéhu chladirenského skladovani meto-

dami ponorem a poskem

6.4 Bakterialni identifikace

Literatura se obeénshoduje, Ze mikrofléra chlazenéulleze niZze byt kontaminovana
zejménadmito podmirné patogennimi zastupci radsalmonella, Cympylobacter, Esche-
richia, Clostridium, Listeria, Staphylococcus a ¥iefa. Pfitomné byvaji i psychrofilni

bakterie rodlPseudomonaa bakterie miéného kvaseni [3; 19; 8; 21].

KazZzeni masa Zsobuji gedevsim aerobni kmeny roRseudomonasPseudomonady ne-
maji specifické pozadavky nast a proto neni jejichist nim omezen. Gramnegativni
aerobni nefermentujici OXI negativni bakterie biyhtezeny téZ na vzorcich pouzitych k
analyze. V menSi 1ié8 kazeni zfisobuji i rodyAcinetobactera Moraxella jejichz vyskyt

byl taktéZz zaznamenam [39; 3].

Z celkového nahodnvybraného pé&tu 28 izolovanych kmen z povrchu ditbeze bylo
92,9 % gramnegativnich bakterii a 7,1 % grampazith. Ritomné grampozitivni bakte-
rie byly kokovitého tvaru, test na tvorbu kataldsy pozitivni a oxidasovy test negativni.

Podle této charakteristiky by se mohlo jednat dugie roduStaphylococcusVzhledem
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k velkému procentualnimu rozdilu Ize vyvodit ggvze gramnegativni bakterie jsou na

povrchu chlazené dbeZe zastoupeny v hg8im patu nez grampozitivni.

NejvétSi procentualni zastoupeni z knien nichz byl proveden ENTEROtest¢lan bakte-
rie roduKlebsiellas 46,1 %, nasledoval ji rdehterobacters 23,1 %. Ostatni identifikova-
né bakterialni kmeny byly zastoupeny se 7,7 %. Krtypickych bakterii vyskytujicich se
na dabezi byl identifikovan i drulHafnia alvei Je to gramnegativni fakultati¥ranaerob-
ni bakterie, ktera stéadi doceledi EnterobacteriaceaeZpisobujefadu stevnich poruch,
véetns gastroenteritidytaké zagt Zlucovych cest, Zleniku a slepého stva.Byla izolova-

na ze saug, ryb, ptaki, pady, vody i jidla [38; 36; 3]

Bakterialni identifikace pomoci ENTEROtestu nebytkahala. Nkteré kmeny se poda
lo zaradit pouze do rodovéiiglusnosti. Mvoda, pra se rekteré izolované bakterialni
kmeny nepoddo zaradit do taxonomickych skupin,rhe byt kolik. Nékteré z moznych
pricin neusgsné identifikace mohly byt pouzité vysoké nebo m@&opizké hustoty suspen-

ze nebo netypické reakce vybranych izilat

Identifikaéni testy nebyly provedeny u kvasinek. OvSem vygkkgisinek na drbezim mase
je pongrné bé¢zny. Odbornd literatura uvadi mezi ¢egejSi druhy kvasinek, které byly
izolovany z diibeziho masa, nasledujici rodyandida, Pichia, Hansenula, Debaryomy-
ces, Cryptococcus, Rhodotoruf@cemz tSina kvasinek se vyskytuje na povrchuilu-
Ze [39; 3].

6.5 Srovnani dribeze zakoupené v obchodni siti a*pmo od vyrobce

firmy Raciola s.r.o.

Firma Raciola Jehika s.r.o. poskytla vzorky kKat pimo z vyrobni linky ped chlazenim
a po chlazeni. Tyto vzorky byly porovnavany se kyorakoupenymi v obchodni siti.
U vzorka byly sledovany celkové gty aerobnich mezofilnich a psychrotrofnich mikroor-

ganisni, koliformni bakterie a kvasinky.

Vzorky pred chlazenim vykazovaly népsi hodnoty u vSech sledovanych skupin mikroor-
ganismi. Bylo to z toho dvodu, Ze dibeZz byla odebrana ihned po jatém upraveni

a evisceraci. Vzorky jateé upravenychd byly jeS€ teplé a povrchova mikrofléra byla
sloZzena z firozené mikroflory Zivych kiat. Je mozné, Ze povrch jaté upravenychd

byl kontaminovan stykem s fim ¢i obsahem $ev i zpracovani. Po chladirenském oSet-
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feni nastal Ubytek mikroorganisnma kizi dribeze u vSech sledovanych skupin okolo 1
fadu log CFU/qg.

Toto mikrobiélni zamieni mohlo byt zpsobeno manipulaci jate¢ upravenychd béhem
dopravy do obchodni gia dalSi manipulaci v obch§dkde dochazi ke kontaktu s nastroji

¢i zamsstnanci.

Dale byl zkouman vzorek odebranyed chlazenim a o%eny 2% kyselinou migou

a 0,5% sorbanem draselnym metodou ponoru se vzorkeinchodni sé oSetenym stej-
nou dekontaminmi smesi. lhned po aplikaci nebyl na of&tém vzorku z vyrobni linky
zaznamenan nast aerobnich mezofilnich mikroorganignOvSem na vzorku z obchodni
sit byl ihned po aplikaci nést sledované skupiny okoloiddi log CFU/g. Déle byl sle-
dovan fist koliformnich bakterii. Na vzorku z vyrobni linky aplikaci nebyl oft shledan
Zadny naist dané mikrofléry. Po 72 hodinach doSlo kisém cetnosti. Vzorek z obchodu
vykazoval podobnyist jako u mezofilnich mikroorganigsmale hodnotyadu log CFU/g
byly nizsi. tinek dekontamingni smesi mél vliv na sledovanou mikrofléru jak je patrné i
grafa (Obr. 33, 34.

Vzorek, ktery byl odebranipd chladirenskym o&enim vykazoval mensi n#st mik-
roflory nez vzorek oS&tny chlazenim. Po chlazeni nastava ubytek mikroisga, ale
béhem transportu a také manipulaci dochazi ke sntaggiény a zvySeni mikrobidlni za-

morenosti produkd.
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ZAVER

V diplomové préci byl zkouman antimikrobialnéigek organickych kyselin naiki chla-
zené diibeze. Bakterialni mikroflora vyskytujici se nailoezi Kizi miZe obsahovat sal-
monely, Pseudonomaskoliformni bakterie, stafylokoky, kvasinky, plisa dalSi aerobni a
anaerobni bakterie. ddteré z &chto bakterii mohou v fbéhu jat&ného zpracovani dr

beZe infikovat kieci KiZi a tim se dostat aZ ke spdtiteli. Rada z nich mZe byt prolo-

véka patogenni a Zfigobovat zavazna onema@aon.

V dnesdni dob je kvalita a zdravotni nezavadnost prioritou patrarskych podnik. Je
nutné, aby se ke kotreému spakbiteli dostaly bezgmé, kvalitni a hlavé zdravoti ne-
zavadné potraviny. Proto se hledagmé alternativy zaji8hi bezpeénosti potravin. Jednou

z mnoha alternativ je pouziti organickych kyselnjejich soli.

Cilem préace bylo prokézat antimikrobriinek sngsi kyseliny mléné se sorbanem drasel-
nym v kombinaci s lysozymem na mikroflérutkai kize. Kyselina mléna je girozenou
souasti masa a se sorbanem draselnym se v potfatihpouzivaji jako aditiva. Sledoval
se inek na aerobni mezofilni mikroorganismy, kolifornanpsychrotrofni bakterie, stafy-
lokoky a kvasinky v pibé¢hu i dni skladovani. Aplikace sési kyseliny ml€né se sorba-
nem draselnym sniZuje mikrobialdétnost a zpa¥uje okamzik nastupu faze logaritmic-
kého nafistu mikroorganisrin. Pravé&podobnou fic¢inou je snizeni hodnoty pH povrchové
tkarg a nasledné ovlivni ristu mikroorganisrin. OSetfeni povrchu &Ze sngsi vedlo ke

sniZzeni hodnoty pH a tim k redukci mikroorganisma povrchu.

Byly pouzity stejné roztoky sési kyseliny mléné a sorbanu draselného, které se aplikova-
ly dvéma fiznymi metodami. B aplikaci ponorem do roztoku doSlo az
k nekolikanasobnému zvySeni antimikrobialnih&inku oproti posiku. Lze to vys¥itlit

tim, Ze pi postiku dekontaminarit na povrch dibeZze se nevytd rovnomerny nanos
roztoku na vSech mistech jate upravenéhoéta. Fi ponoru do dekontamidaiho rozto-

ku dochazi k rovnodrnému nanosu po celém povrcklatdribeze.

NejnizsSi inhibéni efekt na sledované skupiny mikroorganismgla snts aplikovana me-
todou pogiku. U koliformnich mikroorganisiin byla mikrobialni¢etnost na konci chladi-
renského skladovani az o dvojnasobek vyssi nedikaep ponorem. Stejna s apliko-
vana ponorem na jates upravenédo dribeze do roztoku vykazovala n&Si inhibicni

efekt na vSechny sledované skupiny. SloZeni téisishylo podle statistické analyzy do-
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statujici po celou dobu chladirenského skladovaribeie. Srss sloZzena ze sorbanu s
nizsi koncentraci aplikovana ponorem, tak velkéodékmin&ni (€inky nengla, ale byla,
az na malé vyjimky, taktéz dostgici. Nejmensi &inek této smisi se ukazal byt na aerob-

ni mezofilni bakterie a stafylokoky.

Lze tici, Ze oSaeni povrchu chlazené ibeze roztokem sési kyseliny a sorbanu vedlo
k okamzitému snizeni povrchové kontaminacten chladirenského skladovani dochazi

k pozvolnému ndistu mikroorganisrin, ovSem tentotst je oproti kontrole zpomalen.

Souasti prace bylo zjistit zda lysozym v kombinacirgamickymi kyselinami ma vliv na
mikrofloru chlazené dibeze. Po vyhodnoceni bylo z{igb, Ze lysozym v mnozZstvi, které
bylo aplikovdno, nemé vliv na mikroorganismy naajéd se na chlazenéidreZi. Bylo
Zjisténo, Ze na povrchu dbeZe se vyskytuji vestSim p@&tu gramnegativni bakterie. Lyso-
zym ma baktericidni dinky a je schopen &pit vazby v buiéné séné grampozitivnich
bakterii, které jsou zastoupeny pouze v malém mnmbzsroto zejme¢ nedoSlo

k vyznamrjSimu ovlivreni mikrobiélni¢etnosti.

Ukazuje se tedy, Ze testovanyigpb oSeeni povrchu dibeZze roztokem kyseliny se sor-
banem draselnym zpomaluje mikrobialniisiy coz v konéném disledku znamena zvy-
Seni udrznosti a bezfmosti chlazené dbeze. Je ovSemabkzité Fipomenout, Ze Zadna
technologickd pekazka nenize nahradit vstupni jakost suroviny stejako vysokou hygi-

enu vyroby a provozu v potravifskych zavodech.
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Priloha P I. Potty mikroorganismia béhem chladirenského skladovani

vztazené ke kontrolnimu vzorku

0h 24 h 48 h 72 h
ol kontrola | 0,00+0,00°A | 068+041°B | 1,86+0,28°C |292+1,09°D
formni 0,2%pr | .1,12+001"A | -0,08+0,65°AB | 0,72+0,67°BC | 1,44+0,67"°C
(fg”;r‘)’ 05%pr | 161+1,38°A | -0,03+004°B | 0,19+0,19°B | 0,78+0,19 "B
05%pk | .024+006*A | 106+002°B | 1,13+0,13°B |4,07+011°C

ol kontrola | 000+0,00%A | 1,09+049°B | 2,03+0,66°C |272+0,77°D
formni 0,2%pr | .028+032"A | 074+029°B 1,11+0,28°B |1,95+0,31*C
%;8 05%pr | .123+151"A | -0,19+0,73°AB | 0,13+0,11°B | 1,08 +0,15°B
05%pk | .175+102°A | -005+031°B | 097+0,28°C |-0,38+0,66°B

kontrola | 000+0,00%®A | 1,08+055°B | 1,77+051%C |3,24+047°D

CPM 02%pr | 091+071°A | 042+028°B | 122+027*C |2,79+0,42%D
05%pr | 043+038°A | 0,11+0,12°B [-0,08+0,18°AB|240+0,14°C

05%pk | .031+019*A | 034+0,13°AB | 057+047°B [2,23+0,88™C

kontrola | 000+0,00%A | 1,34+0,40°B | 2,14+058%C |3,19+058°D

psychro- | 0:2%Pr | .049+003°A | 091+0,16°B | 1,94+0,11%C | 256+0,12°D
ofni | 05%pr | 1096+016°A | 006+006°B | 087+064°C |228+009°D
05%pk | .073+061™A | 082+019°B | 1,20+027®B | 220+0,36°C

kontrola | 000+0,00®A | 0,60 +0,41%B | 1,09 +0,61°C |1,44 +057°C

stafylo- | 02%PpPr | .041+022%A | 0,19+0,25°AB |0,49+0,53* BC|1,01+0,52%®C
koky 05%pr | .137+166°A | -0,26+0,21°AB |-0,00£0,31"AB | 0,41£0,40"B
05%pk | 025+013%°A | -005+004°A | 0,29+020°B |0,84+019%C

kontrola | 000+0,00%®A | 1,50+0,93°B | 2,28+0,80°C |3,74+129°D

wasinky 02%pr | 078+014°A | 1,10+021%B | 1,95+0,21°C |0,14+0,34°D
05%pr | 081+036°A | -013+0,22°AB | 031+0,23°B |251+103°%C

05%pk | 043+055°A | 1,08+085°B | 226+0,92°C | 4,08+031°D

0,2% pr .... 2% kyselina miga + 0,2% sorban draselny aplikovany ponorem

0,5% pr .... 2% kyselina miga + 0,5% sorban draselny splikovany ponorem

0,5% pk .... 2 % kyselina niga + 0,5% sorban draselny aplikovany pigetn

a, b ... statistické srovnandinnosti mezi aplikovanymi latkami

A, B ... statistické srovnantiinnosti v ptib¢hu chladirenského skladovani
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Priloha P II: Vysledky biochemickych testi

- . . Gram
¢islo izolovano z OXI
kmenu pady barva mo;fizlo- KOH | KAT test OFT | VPT | ONPT
PCA psychrot-
1 rofni Zluta tyCinky G + + N nt nt
PCA psychrot-
2 rofni sv.zZluta kokoty¢ky | G’ + - N nt nt
PCA psychrot-
3 rofni bézova ty€inky G + + nt nt nt
PCA psychrot-
4 rofni bila ty€inky G + + nt nt nt
PCA psychrot-
5 rofni sv.Zlutd ty€inky G + + N nt nt
6 PCA Zluta tyCinky G + - N nt nt
7 PCA Zluta ty€inky G + + |Fplyn| nt nt
8 PCA sv.zluta kokotycky | G + + |Fplyn| nt nt
9 PCA bila ty€inky G + - Fplyn| + +
10 PCA Zlutooranzova kokotyéky | G + + |Fplyn| nt nt
Zluty stfed,okolo
11 XLD prihledna zéna ty€inky G + - Fplyn| + +
¢erny stfed, okolo
12 XLD razova zéna ty€inky G + - Fplyn| + +
13 XLD rdzova ty€inky G + - Fplyn| + +
mirné tmavy stred,
14 XLD bila zéna tyGinky G + - F + +
tmave rdzova,
15 Endo agar kovovy lesk kokoty¢ky | G + - Fplyn| + +
tmaveé rdzova,
16 Endo agar kovovy lesk ty€inky G + - F - +
tmave rdzova,
17 Endo agar kovovy lesk kokoty¢ky | G + - Fplyn| + +
tmaveé rdzova,
18 Endo agar kovovy lesk ty€inky G + - Fplyn| + +
tmave rdzova,
19 Endo agar kovovy lesk tyCinky G + - F plyn - +
tmaveé rdzova,
20 Endo agar kovovy lesk ty€inky G - Fplyn| + +
21 PCA bila ty€inky G + N - -
22 PCA syté Zluta ty€inky G + N + -
23 PCA sv.zluta ty€inky G + |Fplyn| +
tmave rdzova,
24 Endo agar kovovy lesk kokotyeky | G + + |Nplyn| + +
25 Endo agar tmavé rdzova tyginky G + - Nplyn| + +
26 Endo agar svétle rizova kokoty¢ky | G + - Nplyn| - +
27 MSA ZlutooranZova koky G* + - F - +
28 MSA svetle zluta koky G + - F - +

nt ... netestovano
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Priloha P llI: Fotografie sledovanych ploten po aplilaci dekontaminatni
SmEsi

Nize uvedené fotografie jsou ugpdané: vlevo kontrola, vpravo ofaty vzorek.

Obr. 40. Srovnani mezofilnich mikroorganismkontroly a oSéeného vzorku po aplikaci
2% LA a 0,2% PS ponorem ve 48 hadireceni 10* (foceno na tmavém podkladu)

Obr. 41.Srovnani kontroly a o§&ného vzorku po aplikaci 2% LA a 0,5% PS ponorem ve
48 hodir kultivované na Endo agarugdni 10)
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Obr. 42.Srovnani koliformnich mikroorganignkultivovanych na XLD agaru u kontroly a
oSeteného vzorku po aplikaci 2% LA a 0,5% PS ponoredBveodir (Feceni 1)

Obr. 43.Srovnani tistu kvasinek u kontroly a ogeného vzorku po aplikaci 2% LA a
0,5% PS ponorem v 0 hoditreceni 10%)









