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ABSTRAKT

Fosforecnany jsou latky bézné vyuzivané v potravinaiském primyslu. V této praci byl
sledovan tucinek tii komercné vyuzivanych fosforecnani lisicich se délkou fetézce (HBS,
S9 a 690) na 8 vybranych grampozitivnich a 7 gramnegativnich bakterii. Kazda z
fosfore¢nanovych soli byla testovana v sedmi koncentracich (0,1 — 1% wi/v). Uginky
fosfore¢nanil na riist mikroorganizmti byly sledovany métfenim optické denzity bunék pii
600 nm. Bylo zjisténo, ze inhibi¢ni ucinky fosforeCnant se zvysuji s délkou fetézce. Na
rust grampozitivnich bakterii méla nejvétsi inhibi¢ni vliv HBS, mens$i S9 a zanedbatelny
ucinek méla 690. U gramnegativnich bakterii byl zjistén antimikrobialni u¢inek az u dvou

nevyssich testovanych koncentraci a to prevazné pouze u HBS.

Klic¢ova slova: polyfosfore¢nany, antimikrobialni ti¢inky, mikroorganizmus

ABSTRACT

Abstrakt ve svétovém jazyce

Phosphates are substances commonly used in food processing industry. This work
monitored effect of three commercially used phosphates which differ in chain length
(HBS, S9 and 690) on 8 selected gram-positive and 7 gram-negative bacteria. Each of the
phosphoric salts was tested in seven concentrations (0.1 — 1% w/v). Effects of phosphates
on growth of micro-organisms were monitored by admeasure of cell optical density at 600
nm. It was discovered that inhibitory effects of phosphates increase with chain length. HBS
had the highest inhibitory effect on gram-positive bacteria, S9 had smaller and 690 had
minor effect. In case of gram-negative bacteria, antimicrobial effect was detected only at

two highest concentrations tested and that was predominately only at HBS.

Keywords: polyphosphates, antimicrobial effects, microorganisms
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UvVOD

Mikrobidlni kazeni potravin je soubor n€kolika soubéznych pochodi, pii nichz dochézi
témet vzdy (s vyjimkou zadoucich zmén) k tvorbé zapachajicich, nepiijemné chutnajicich
a 1 zdravi Skodlivych latek, které <¢ini potravinu nepozivatelnou. Onemocnéni
zpusobena potravinami jsou V soucasné dobé jednim z nejrozsifenéjSich zdravotnich
problémt. Jako ochrana pfed ufinkem mikroorganizmu, které zpusobuji kazeni a otravy
z potravin, se pfidavaji rizna potravinaiska aditiva [1].

Anorganické polyfosfore¢nany jsou vSeobecné povazovany za bezpetné a jsou Siroce
vyuzivané jako pridatné latky v potravinafském primyslu, zejména v masné a mlécné
vyrobé. Vyuziva se zejména jejich emulgacnich vlastnosti, schopnosti chranit vini a

zvySovat vynosy diky tomu, ze dokazi vazat vodu [2, 3].

Kromé téchto vlastnosti vykazuji fosforeCnany jesté jisté bakteristatické ucinky. Princip
antimikrobialniho G¢inku fosfore¢nani spociva v chelataci dvojmocnych iontd, které jsou
obsazeny v buné¢nych sténach a jsou pro mikroorganizmy esencialni K udrzeni integrity
bunécné stény.

Polyfosfore¢nany nejsou vyuzivany Cisté jako inhibitory mikroorganizmii, kdyby se vSak
zjistilo vice informaci o jejich inhibi¢nich vlastnostech, mohlo by to vést k narustu jejich

vyuZiti v potravinarském primyslu.

Piedmétem této studie je sledovat inhibi¢ni Uc€inky fosfore¢nanti s rliznou délkou fetézce

na rust vybranych mikroorganizmu a tyto vysledky statisticky vyhodnotit.
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1 FOSFORECNANY

1.1 Obecna charakteristika fosfore¢nanu

Fosfore¢nany jsou soli kyseliny fosfore¢né (H3PO,), které vzniknou odtrzenim vsech tii
kyselych vodiku a jejich nahrazenim nékterym kovem, napi. sodikem. Tvoii tedy skupinu

slougenin, pro n&Z je spoleéné to, e obsahuji anion (PO,)’ [4, 5, 6, 7].

Fosfatovy iont ma tetraedrickou strukturu (grupa symetrie Tq), okolo atomu fosforu jsou
Sty identické atomy kysliku. Néboj iontu je 3—, jeho konjugovanymi bazemi jsou HPO4>
(hydrogenfosforecnan) a HyPO4 (dihydrogenfosforecnan). Dihydrogenfosforecnan je

konjugovanou bazi kyseliny fosfore¢né [8].

Soli kyseliny fosfore¢né obsahujici jednu skupinu (PO4)’, se oznatuji jako
orthofosforecnany. Za podminek vysoké teploty mize dojit ke ztrat¢é vody dvéma
sousednimi hydroxylovymi skupinami dvou ruznych orthofosforecnanti a k jejich
kondenzaci. Ze dvou monomert vznikd dimer nazyvany pyrofosforecnan. Kromé
samotnych orthofosforecnanti se mohou polymeraci Gcastnit i del$i fetézce fosfore¢nan,
¢imz vznikaji polymery s vice jak 2 fosfory v molekule (tzv. polyfosfore¢nany). Protoze
kazda (PO4)*” skupina mize sdilet aZ tii své atomy kysliku se tfemi jinymi (PO4)*
skupinami, mize dochazet nejen ke vzniku linearnich fetézci polyfosforeénant, ale i
K tvorbé tfidimenzialnich struktur (tzv. ultrafosfore¢nanti) anebo uzavienych cyklu (tzv.
metafosfore¢nanii). FosforeCnany bézné existuji ve vy$$im polymera¢nim stupni (n = 20 az

500). [6, 9].

Fosfore¢nany alkalickych kovii jsou vétSinou ve vode€ rozpustné a pfipravuji Se neutralizaci

kyseliny fosfore¢né, malo rozpustné fosfore¢nany srazenim [6].

7
R—O—P—OH

I
OH

Obr. 1. Struktura fosfatové skupiny [8]


http://cs.wikipedia.org/wiki/Soli
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kyselina_fosfore%C4%8Dn%C3%A1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Vod%C3%ADk
http://cs.wikipedia.org/wiki/Ion
http://cs.wikipedia.org/wiki/Tetraedr
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Grupa_symetrie&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Fosforu&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kysl%C3%ADk
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Obr. 2. Anorganicky hydrogenfosfat HPO,; barevné znageni: P (fialova); O
(Cervena); H (bila) [8]

Fosfore¢nany maji charakter skel, jsou vSak ve vodé rozpustné a vysokomolekularni
polymerni anionty jsou schopné poutat cheldtovou vazbou kationty nékterych kovi.
Vznikajici slouceniny maji koloidni povahu. Proto se polymerni fosforecnany pouzivaji pti
upravé vody (k jejimu zmékcovani), k rozpusténi kotelniho kamene, koroznich tisad apod.

9.

Fosfore¢nany jsou velmi dilezitd primyslova hnojiva, zejména rozpustné fosfore¢nany.
Ptiprava nékterych fosforeCnanovych hnojiv spociva v pfevedeni nerozpustnych

fosfore¢nant (jaké se t€Zi z pfirodnich zdroju) na fosfore¢nany rozpustné&jsi [9].

1.2 Vyznam fosfore¢nanii v potravinarstvi

Fosfore¢nany v potravinach ovliviiuji vlastnosti bilkovin a polysacharid. Uplatiuji sviij
vliv prostfednictvim reakci, pfi nichz se navazi na bilkoviny, a tak zméni jejich vlastnosti

(napriklad schopnost vazby vody, tvorby gelu, apod.) [6, 10].

Fosfore¢nany jsou jako piidatné latky hojné vyuzivané v potravinaiském pramyslu (hlavné
V masné a mlééné vyrob¢), diky svym emulganim vlastnostem, schopnostem chranit viini
a zvySovat vynosy pro svou schopnost vazat vodu. Vseobecné jsou uznavany za bezpecné
a Vmasném prumyslu jsou vyuzivany pro zlepSeni ctyi hlavnich funkénich vlastnosti:
zvyseni schopnosti vazat vodu v mase, zvySeni emulgace, zpomaleni oxida¢niho Zluknuti a

zhorseni barvy a zlepSeni vyvoje konzervace barvivy [2].
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1.2.1 Vyuziti fosforeénani v masném priamyslu

Fosfore¢nany (E 338 az E341 a E 450 az 452) jsou v soucasné dob¢ povolené pro v§echny
masné vyrobky (ve formé soli kyseliny fosforecné v maximalnim mnozstvi 5 g/kg,

vyjadiené jako P,0s) [11, 12].

Utinek ptisobeni fosfore¢nanti v masnych vyrobeich zavisi na délce bilkovinného fetézce,
hodnoté pH a vazbé kladnych iontl. Po porazce se hydrata¢ni kapacita masa snizuje, coz je
vysledkem Stépeni adenosintrifosfatu (ATP). FosforeCnany jsou pouzivany spolecné

s chloridem sodnym k obnoveni pfirozené hydrata¢ni kapacity [12].

Fosfore¢nany mohou vést k pozitivnimu ucinku nejen ve vyrobé opracovanych masnych
vyrobkd, ale také ve vyrobé zvlastnich konzervovanych vyrobkl vyrobenych z vateného
masa. Davkovani fosforeCnanli je pro rizné masné vyrobky rozdilné. Maximum
povoleného mnozstvi vSak neni mozné v praxi piekrocit. Pozitivni vysledky pfineslo 1
malé davkovéani fosfore¢nanti, které je vhodné i pfi pouziti pro PSE (bledé, mekké,
vodnaté) maso, kde hodnota pH nema vyznamny vliv na kvalitu pfipravovanych masnych
vyrobku [11].

Pfidavani fosfore¢nanli v masném primyslu umoZznuje zlepSit vaznost a emulgacni
schopnosti masa. Polyfosfore¢nany se béhem zpracovani a skladovani masnych vyrobki

hydrolyzuji na neskodny orthofosfore¢nan [13].

Fosfore¢nan muze byt také pouzit k Gpraveé prirozenych povrchii masnych vyrobkd a jako
nahrazka za citrat k ochrané pied krevnimi sraZeninami. Fosfore¢nan mize byt davkovan
v niz§im mnozstvi nez citrat. Kromeé toho jest¢ mize fosfore¢nan zvySovat stabilitu tepelné
neopracovanych masnych vyrobki, které maji sklon k oxidaci. Navic fosfore¢nany maji
urCity bakteristaticky Uc¢inek. Bé&Zné davkovani pro masné vyrobky je ale bohuZzel

nedostatecné k ziskani bakteristatického efektu [11, 12].

1.2.2 Vyuziti fosforeénani pri vyrobé tavenych syri

Zékladni surovinou pro vyrobu tavenych syrG jsou syry pfirodni. Dale lze do jejich
surovinné skladby pouzit fadu potravin mlééného (napif. maslo, smetanu, tvaroh, susené
odstfedéné mléko, suSenou syrovatku aj.) i nemlééného (napt. vodu, piisady ovliviiujici

chut’ a barvu — masové slozky, zeleninu, houby aj.) ptivodu [6].

Pti vyrobé tavenych syrt se pouziva zdhfev surovinové smési na 90-100 °C. Pokud by se

surovinova skladba timto zptisobem zahtéla, doslo by pravdépodobné k destrukci membran
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pokryvajicich tukové kulicky, které by se spojovaly do vétsich formaci a dochazelo by
k agregaci (,,smr$tovani®) pritomnych bilkovin. Nasledkem téchto procesi dochazi

k oddé¢lovani tuku, vody a bilkovin a celé dilo by mélo zna¢né nehomogenni povahu [6].

Pro vyrobu homogenniho vyrobku je tieba, aby v systému byly pfitomny latky s emulgujici
schopnosti. Emulga¢ni schopnost maji naptiklad kaseinové frakce (bilkoviny). Tyto frakce
se nachazeji predevSim v pfirodnich syrech, kde je vSak jejich emulgujici schopnost
potlacena diky navazanému vapniku. OdsStépeni vapniku lze dosdhnout piidavkem tzv.
tavicich soli, které jsou schopny ,,vytrhnout” vapenaté ionty (Ca?") z bilkovinné matrice a

,vyménit“ je za ionty sodné (Na") [6].

Jako tavici soli se pouzivaji soli s vicesytnymi aniony (pfedev§im fosfore¢nany, jejich
polymery a citrany) a monovalentnimi alkalickymi kovy (zejména sodikem). Z hlediska
funkénich vlastnosti by bylo mozné pouzivat i draselné soli fosfore¢nani. Ve vyrobé
tavenych syri se vSak draselné soli obvykle nepouzivaji, nebot mohou ve finalnim
vyrobku zpusobit hotkou pfichut. Existuji rovnéz zminky o moznosti pouziti sodno-

hlinitych fosfore¢nand [6].

1.3 Antimikrobialni vlastnosti fosfore¢nanu

FosforeCnany maji schopnost véazat vépenaté ionty, coZ ma vyznam 1 z hlediska
antimikrobnich vlastnosti. Pfedpokladad se, ze vapenaté ionty stabilizuji bunécnou sténu
mikroorganizmi a jejich chelatace mize destabilizovat tuto strukturu a tim ovlivnit vitalitu
mikroorganizmi. Nicméné nejsou vyuzivany vyslovné jako inhibitory mikroorganizmi.
Vice informaci o bakteristatické aktivit¢ fosforecnanti by mohlo vést k nartstu jejich
vyuziti v potravinaiském pramyslu. Inhibice bakteridlniho riistu vyvolana fosfore¢nany
byla pfedmétem mnoha vyzkuml a obecné se da tvrdit, Ze grampozitivni baterie jsou

k u¢inku fosfore¢nani vice citlivé nez gramnegativni bakterie [2, 3].

Bunééna sténa grampozitivnich bakterii

Bunééna sténa grampozitivnich bakterii je pomérné silna (asi 20 nm) a je tvofena silnou
vrstvou peptidoglykanu, kterou pronikaji linearni fetézce teikoovych kyselin spojené
s cytoplazmatickou membranou. Jejich funkce neni dosud jasna, nepodileji se na pevnosti
bundné stény. Jejich ulohou je zfejm& vazba kationtd, zejména dvojmocnych (Ca®,

Mg?"), které jsou nepostradatelné pro integritu stény i membrany. Jsou také hlavnim
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povrchovym antigenem grampozitivnich bakterii. Kromé teikoové kyseliny jsou
na peptidoglykan grampozitivnich bakterii vazany také polysacharidy slozené z glukozy,
galaktézy, manozy, popi. i1 dalSich polysacharidii. Jsou také hlavnim povrchovym
antigenem grampozitivnich bakterii. Bunécna sténa grampozitivnich bakterii neobsahuje

lipidy s vyjimkou mykobakterii, korynebakterii a nokardii [14].

Buné¢na sténa gramnegativnich bakterii

vvvvvv

nez sténa grampozitivnich bakterii. Je tvofena tenkou vrstvou peptidoglykanu, nad niz je
vnéj§i membrana. Sklada se z dvojvrstvy fosfolipidi a bilkovin. Vnéj$i membrana je
spojena s peptidoglykanem molekulami lipoproteint, na povrchu vnéjsi membrany jsou
lokalizovany lipopolysacharidy udavajici bufice antigenni vlastnosti. Mezi vné&jsi
membranou a peptidoglykanem je tzv. periplazmaticky prostor. Proteiny vnéjsi membrany
jsou odlisné od proteinti cytoplazmatické membrany. Je tu nékolik druhti hlavnich proteint
a nékolik druhii proteinli minoritnich, vyznamné jsou tzv. poriny. Na vnéjsi strané
membrany je vazan lipopolysacharid, jehoZ polysacharidova ¢ast ¢ni nad povrch buiky a
je zodpovédna za antigenni vlastnosti gramnegativnich bakterii. Obsah lipidd ve sténé
gramnegativnich bakterii je pficinou jejich zvySené odolnosti k aniontovym povrchové

aktivnim latkam. (napf. mydla, zlu¢ové kyseliny) [14].

Mechanismus plsobeni polyfosforecnant, které zpisobuji inhibici ristu a rozklad bunék,
spoc¢iva v izolaci kationtii polyfosforecnanem. Polyfosfore¢nanové molekuly jsou
polyanionové makromolekuly a maji vlastnosti chelatacnich ¢inidel. Byl tedy ucinén
navrh, ze by fosforecnany mohly plsobit spole¢né s dvojmocnymi Kationty (zejména
vapenatymi a hofe¢natymi) lokalizovanymi na bunééném povrchu a branit jejich pfistupu
K bunice. Tyto ionty se mimo jiné podileji na udrzeni integrity bunécné stény
grampozitivnich bakterii, pfi jejich nedostatku mize dojit k poruseni soudrznosti bunééné
stény grampozitivnich bakterii. Pfidanim urcitych vicemocnych kovovych iontid jako Mg,
Ca?* a Fe?* se mohou odvratit inhibiéni ucinky polyfosfore¢nani na mikroorganizmy. To
dokazuje, ze funkce fosfore¢nanii souvisi s kovovymi ionty, které jsou nezbytné pro zivot
bunc¢k a mohou byt zodpovédné za bakteristatickou aktivitu. Fosfore¢nany s dlouhymi
fetézci vykazuji vyssi inhibi¢ni ucinky na riist bakterii nez fosforecnany s kratSimi fetézci,

mozna protoze se schopnost chelatovat kationty zvysuje s délkou fetézce. Na inhibi¢ni
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pusobeni fosfore¢nant méa vliv také napf. teplota a pH prostiedi (vyssi citlivost
mikroorganizmil vici fosfore¢naniim byla zaznamenana pii vy$sim pH) a pocatecni pocty

mikroorganizmi [2, 6].
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2 CHARAKTERISTIKA MIKROORGANIZMU A VLIV
FOSFORECNANU NA JEJICH RUST

V této kapitole jsou popsany vlastnosti potravindisky vyznamnych mikroorganizmi, které
se mohou mnozit v potravinach a zpusobovat jejich kazeni nebo otravy z potravin. Dale je

zde charakterizovan inhibi¢ni G¢inek fosfore¢nant na rust téchto mikroorganizmu.

2.1 Plisné

Plisnémi bézné rozumime mikroskopické mikroorganizmy, které vytvaieji jemné vlaknité

povlaky na riznych substratech. Plisné nalezi botanicky mezi houby [15].

Plisné jsou velmi rozsifeny v pfirod¢ (na mekkém ovoci, v kvétnich nektarech, na povrchu
hmyzu, v exudatech stromi, v pidé i v potravinaiskych provozech), a proto se vyskytuji
jako Castd vzdusnd kontaminace. K jejich nezaddoucimu pomnozeni dochazi nejcastéji

Vv kyselych substratech, kde je pro nizké pH omezen rozvoj vétsiny bakterii [16].

Plisné jsou aerobni povahy a jsou velmi nenaro¢né, pokud jde o ziviny. Mohou proto
napadat nejriznéjSi material uchovany ve vlhku (susené ovoce a zelenina, obili, mouka,
téstoviny, suSené mlécné vyrobky, papir, dievo, kiize, stény provozoven). VétSinou jsou
schopny se rozmnoZovat jiz pfi niz§im obsahu vody, kdy rozvoj bakterii a kvasinek jesté
neni mozny. Mohou prorustat 1 neporuSenymi buiikami rostlinnych pletiv (ovoce, zelenina)

[16].

Mezi plisné¢ zahrnujeme fykomycety (pravé plisn€) s rody Absidia, Mucor a Rhizopus,
vieckaté houby (mj. s rody Byssochlamys a Neurospora) a Fungi imperfecti (houby
nedokonalé) s rody Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Cladosporium, Fusarium,
Penicillium, Scopulariopsis, Sporotrichum, Stachobotrys, Trichothecium a dalsi. Plisné
jsou vétSinou saprofytické, mohou byt uzite¢né (produkuji-li antibiotika, organické
kyseliny, pfip. enzymy v primyslovém méfitku) nebo Skodlivé (plisobici mykézy lidi 1
zvifat, tvofici mykotoxiny, rozklddajici potraviny a krmivo, kazici dievo, klzi, papir,

textilie aj.) [17].


http://cs.wikipedia.org/wiki/Saprofyt
http://cs.wikipedia.org/wiki/Enzym
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Obr. 3. Penicillium [18]

2.1.1 Inhibi¢ni u¢inek fosfore¢nani na plisné izolované z potravin

Je znamo jen velmi malo o inhibi¢nim G¢inku fosfore¢nanti na rist plisni, ptestoZe existuji
dikazy o tom, Ze fosfore¢nany mohou zasahovat do ur¢itych krokii metabolismu plisni,
jako jsou diferenciace buné€k, sporulace a produkce toxini a antibiotik. Plisn¢ jsou
nezaddouci kontaminaci v potravinaiském primyslu, ovliviiuji suroviny a zpracovani
potravin. Potravinafské suroviny a produkty mohou byt kontaminovany sporami nebo
konidiemi a myceliarnimi fragmenty z prostfedi. Kontaminace se muze vyskytovat
v riznych stupnich vyroby, ale k rlstu plisni dojde jen za ptiznivych podminek, které se

meéni v zavislosti na druhu plisné [2].

Rezistence plisni k uc¢inku fosforecnanti zavisi na druhu plisné. V neutrdlnim nebo
alkalickém pH jsou Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus a Fusarium proliferatum
odolné viic¢i vSem fosfore¢nantim a vii¢i vSem jejich koncentracim, zatimco nejvice citlivé

jsou Byssochlamys nivea, Aureobasidium pullulans, a Penicillium glabrum [2, 19].

Vysledky ukazuji, ze inhibi¢ni aktivita fosforecnand na plisné pfi pH 7 mize piimo
souviset s délkou fetézce fosforeénant [2, 19]. Nejvétsi inhibi¢ni ucinky vykazovaly
fosfore¢nany, které mély fetézec tvoteny vice nez 15 fosfore¢nanovymi jednotkami. Tyto
latky byly schopné branit ristu 76,4% az 88,2% plisni pii koncentraci 1%. Jiné

fosfore¢nany o této koncentraci potlacuji rist jen 29,4% az 52,9% plisni. VSechny plisné
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byly inhibovany fosfore¢nany Svice nez 15 fosforeCnanovymi jednotkami v fetézci
o koncentraci 1,5%, ale zadné inhibi¢ni u¢inky nebyly zjistény pfi koncentracich nizsich
nez 0,5% u fosforeCnaniit TAS (trifosforecnan sodny), PAS (kysely pyrofosfore¢nan

sodny), TRI (tripolyfosfore¢nan sodny) a N (neutralni pyrofosfosfore¢nan sodny) [2].

V neutrdlnim pH dosSlo k radikalni zmén€ inhibi¢ni aktivity fosfore¢nanti s vyjimkou
fosforecnanti s 15 jednotkami v fetézci, jejichz roztoky meély hodnoty pH blizké
neutralnim. Nejvyssi silu chelatovat ionty (gCa/100g) mély dle zkousek fosforecnany s 15

jednotkami v fetézci a mély stejnou hodnotu v neutralnim i pfirozeném pH [2].

Vysledky studii naznacuji, ze n€které fosforecnany mohou byt pouzity v potravindiském
prumyslu k inhibici plisni, které jsou spojovany s vadami potravin, Vv koncentracich
stejnych nebo nizsich, nez je tomu u téch fosforecnani, které jsou pouzivany jako ptisady

[2].

2.2 Rod Staphylococcus

Rod Staphylococcus tvoti zluté az oranzové kolonie, nékteré kmeny vSak tvoii i kolonie
bilé. Jedna se o gramporzitivni, nepohyblivé, nesporulujici, fakultativné anaerobni
mikroorganizmy. Vyskytuji se jednotlivé, po dvou a v nepravidelnych shlucich, obcas
Vv tetradach. Optimalni ristova teplota je 30 az 37 °C. Stafylokoky patfi mezi
vSudypfitomné bakterie. NejCastéji se vyskytuji na kizi a mukoéznich membranach
teplokrevnych zvifat a ¢lovéka (napt. v nosni dutin€). Dale jsou ¢asto izolovany z rliznych
potravin zivoc¢isného ptivodu (maso, mléko, syr) a z nejriiznéjsich zdroji v prostredi, jako
je ptuda, voda, pisek a prach. Rozmnozuji se 1 za 10% koncentrace chloridu sodného a jsou

hostitelem fady bakteriofagu. [20, 21, 22].

2.2.1 Staphylococcu aureus

Staphylococcus aureus tvoti grampozitivni, fakultativné anaerobni, nesporulujici koky, jez
vytvareji typické polokulovité, zlaté zluté kolonie. Rozmnozuje se v rozmezi teplot 7 —
45,5 °C a toxiny produkuje béhem rozmnozovani nebo kratce po ném. Zkvasuje fadu cukrt
(v€etné mannitolu) za tvorby kyselin. Je schopen se rozmnozovat v pfitomnosti 10% NaCl,
¢ehoz se tak Casto vyuziva pii jeho zjistovani [16].

Pomnozeni druhu Staphylococcus aureus v potravinach ptedstavuje nebezpeci otrav, jez
ve vaznych pfipadech byvaji 1 smrtelné. Pfi¢inou otrav jsou tzv. enterotoxiny

polypeptidové povahy, produkované nékterymi kmeny tohoto druhu. Dosud bylo
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izolovano pét typil (A az E) téchto toxint, jez jsou antigenné odlisné, takze je mozno je

identifikovat sérologicky [16].

Obr. 4. Staphylococcu aureus [23]

2.2.2 Antimikrobialni pisobeni fosfore¢nani na Staphylococcus aureus

Vysledky studii ukazaly, ze antimikrobidlni u€inky polyfosfore¢nanti s dlouhymi fetézci
(polyfosfore¢nan sodny glassy [SPG] a ultrafosfore¢nan sodny [UP]) na Staphylococcus
aureus ISP40 8325 mohou byt piipsany poskozeni obalu (bunétné stény nebo bunééné
membrany). Baktericidni a bakteristatistické u¢inky polyfosfore¢nanti na Staphylococcus

aureus dokazi odvratit Ca®* nebo Mg?* [3, 24].

Poskozeni bakterii polyfosfore€nany bylo vyznamné vétsi pti pH 8 nez pii pH 6. Tyto
hodnoty pH ovlivnily to, Zze kovovy iont byl chelataci zapojen do antibakteridlniho
mechanismu. Dlouhé fetézce polyfosforeCnani zreagovaly s bunéénymi sténami S. aureus
mechanismem chelatace kovovych iontii. Kovové ionty jsou potiebné pro integritu
bakterialnich bunécnych stén a pro upevnéni jejich povrchovych vrstev. Polyfosfore¢nany
chelatuji strukturalné esencialni kovy (Ca2+ a Mgz+) obsazené¢ v bunétné stén€, coz ma

za nasledek baktericidni a bakteriolyticky efekt [3, 24].

Minimalni inhibi¢ni koncentrace vybraného potravinarského fosforeCnanu piidaného
v ¢asné exponencialni fazi bun¢k Staphylococcus aureus 1SP40 8325 v syntetickém médiu

byla urcena 0,1% pro ultrafosforecnan sodny a polyfosforecnan sodny a kysely
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pyrofosfore¢nan sodny, tripolyfosforetnan a pyrofosforecnan tetrasodny. Hodnoty
minimalni inhibi¢ni koncentrace pro fosforeCnany s dlouhym fetézcem byly nizsi

nez hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace fosfore¢nanu s kratsi délkou fetézce [3, 24].

Rist bakterii byl mirn¢ stimulovan 0,05% SPG, ale vysS§imi koncentracemi byl rist
inhibovan. Baktericidni ucinky byly pozorovany v piitomnosti 0,1% SPG po dvou
hodinach inkubace a v ptitomnosti 0,5% SPG po jedné hodiné inkubace. Pocty bakterii
po osetieni 0,1 a 0,5% SPG byly vyznamné nizsi (P < 0,05) nez ty u kontroly po dvou
hodinach inkubace [3, 24].

Pti zvyseni koncentrace UP doslo ke snizeni bakteridlniho rtstu. Baktericidni ucinek byl
pozorovan v ptitomnosti 0,1% UP po dvou hodinach inkubace a v ptitomnosti 0,2% UP
po jedné hodin€ inkubace. Pocty bakterii pfi oSetfeni jak 0,1% tak 0,2% UP byly

vyznamné (P < 0,05) niz8i neZ ty u kontroly po jedné hodin¢ inkubace [3, 24].

2.3 Rod Listeria

Rod Listeria tvoti pravidelné, kratké, pohyblivé, grampozitivni ty¢inky se zakulacenymi
konci. Bakterie tohoto rodu jsou fakultativné anaerobni az aerobni. Netvoii pouzdro ani
spory. Vyskytuji se jednotlivé nebo v kratkych tetézcich, nékdy tvoti ,,V* formy, méné
Casto se vyskytuji v dlouhych vlaknech. Listerie jsou mezofilni bakterie, jejich teplotni
optimum lezi mezi 25 az 37 °C, jsou ale odolné 1 vii¢i plisobeni niZSich teplot, pfezivaji
mraz a jsou schopné se pomalu mnozit i pfi teploté 4 °C. Listerie se vyskytuji v pude,
fekaliich, ve vod¢, na rostlindch nebo 1 v sildzich z nich vyrobenych. Jsou to saprofyté a
epifyté sliznic traviciho traktu Zivo¢ichi. Moznym zdrojem listerii mohou byt potraviny.
Jednd se zejména o mlécné vyrobky vyrobené ze syrového mléka, rizné saldty, maso,
apod. Obecné se jedna o nekyselé potraviny. Listerie jsou schopny tvotit biofilmy, které
mohou byt zdrojem kontaminace v potravinaiském prumyslu (zejména v mlékarnach) [21,

22, 25].

2.3.1 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes je katalaza pozitivni, pohybliva, grampozitivni, nesportujici,
ty¢inkovita bakterie z Celedi Listeriaceae. Jako saprofyt a epifyt kolonizuje travici trakt
Clovéka i zvitat, Zije také ve vod¢€, bahné nebo pidé. Je schopna kontaminovat potraviny a

krmiva a jako potencialni patogen je piivodce onemocnéni lidi i zvifat, listeriozy [26].
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Listeria monocytogenes je aerobni nebo fakultativné anaerobni, nenaro¢na a schopna rust i
pii vysokych koncentracich soli. Netvoti spory ani pouzdra, neni acidorezistentni, zato je
pozoruhodné odolna viici nizkym teplotdm a dokaze se mnozit 1 pii 4 °C. Pii teploté 20-

25 °C tvoii bigiky a je pohyblivé [26].

Obr. 5. Listeria monocytogenes [27]

2.3.2 Inhibice ristu Listeria monocytogenes fosfore¢nany

Listeria monocytogenes je Siroce rozsifena v piirodé a byla izolovana z mnoha potravin.

Rozsifeni listerii melo za nasledek zkazeni potravinafského vyrobku [28].

Byly zkoumany uc¢inky polyfosfore¢nanu sodného (SPP) na rust Listeria monocytogenes
v BHI médiich pfi teploté 19 °C a pH 6,0. SPP s kratkym fetézcem mél maly u€inek na riist
této bakterie, ale vysSi polymery (prumérna délka fetézce n = 6, 13 a 21) vykazovaly
vyznamné bakteristatické ucinky, které se zvySovaly se stoupajicimi koncentracemi SPP.
Pozdgjsi studie urcily G¢inky a vzajemné ovlivnéni teploty (4, 12, 19 °C), koncentrace
NaCl (0,5; 2,5; 4,5%) a pocate¢niho pH (5,0; 5,5; 6,0; 7,0) na inhibici rastu Listeria
monocytogenes hexafosfore¢nanem (0; 0,1; 0,3; 0,5; 1,0%). Inhibice rastu uc¢inkem SPP se

zvysila s klesajici teplotou, klesajicim pH a zvySujici koncentraci NaCl [28].

Inhibice ristu zptisobena SPP byla doprovazena zménami v bunécné morfologii. To
zahrnovalo prodluzovani bungk, tloustnuti bunénych obali podél valcovych oblasti

bunécného téla a hromadéni materidlu bunécné stény v prepazkach pti tvorbé septa. Avsak
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normalni rist byl pozorovan tehdy, kdyz bylo médium obsahujici SPP doplnéno 0 MgSQ,.
Neékolik studii ukézalo, Ze jisté polyvalentni kovové ionty jako Mg**, Ca** a Fe** mohou

zabranit inhibi¢nim G¢inktm polyfosfore¢nand na mikroorganizmy [28].

V nepfitomnosti kovovych iontli SPP vykazoval zna¢ny bakteristaticky ucinek. Kdyz bylo
medium obsahujici SPP doplnéno o kovové ionty, doslo k rychlej§imu riistu bakterii se
snizenymi genera¢nimi dobami a lag casy. VSechny kovy odvratily inhibici rastu
vyvolanou SPP, dokonce i v nejnizsi testované koncentraci. Neju¢inngjsi byly Mn?* a Zn?*
ionty. Tempo ristu se zvySovalo se stoupajici koncentraci ptidaného kovu do média
obsahujiciho SPP. Pfidavek SPP m¢l maly G¢inek na rlst na Listeria monocytogenes

v n¢kolika jidlech bohatych na mineralni latky [28].

2.4 Rod Clostridium

Rod Clostridium je velmi rozsahly a z potravinaiského hlediska velmi dilezity. Jeho druhy
tvoii peritrichni tyCinky, které jsou grampozitivni. Spora je SirSi nez vegetativni bunka.
Bakterie tohoto rodu byvaji uspofadané po dvou nebo v kratkych fetizcich. Rod
Clostridium je vétsinou pfisné anaerobni. Kyslik inhibuje jejich rtst a po 5 az 10 minutach
pusobeni usmrcuje vegetativni buniky vétSiny druhii. Nékteré jsou vsak schopny pomalého
rozmnozovani 1 za pfitomnosti kysliku. Optimalni teplota té€chto bakterii se nachézi
vrozmezi 10 az 65 °C. Nékteré druhy tohoto rodu produkuji velmi nebezpecné toxiny
(napf. botulotoxiny). Sacharidy fermentuji za vzniku kyseliny maselné, kyseliny octové,
COy, H; a proménlivého mnozstvi alkoholu a acetonu. Klostridia se bézné vyskytuji
v pudé, motskych sedimentech, rozkladajicim se rostlinném materidlu, ZivociSnych a
rostlinnych produktech, ve stfevnim traktu c¢loveéka, jicnu obratloveli, u hmyzu a

V humannim ¢i veterinarnim klinickém materialu [20, 21, 22].

Ptitomnost klostridii byla zkoumana ve vzorcich sterilovanych pokrmli a dalSich
potravinach vyrdbénych za vysokych teplot. Bylo zjisténo, ze pocty bakterii rodu
Clostridium v téchto potravinach neptekracuji pfipustné hodnoty pro dany produkt dle
Natizeni komise (ES) ¢. 2073/2005 a jsou tudiz z mikrobiologického hlediska vyhovujici

[1].
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2.4.1 Clostridium perfringens

Clostridium perfringens je grampozitivni, anaerobni, sporotvorna ty¢inka. Ma pouzdro a
neni pohybliva. Svou relativné zna¢nou velikosti se odliSuje od ostatnich klostridii. Pfesto,
ze se jedna o kataldza negativniho anaeroba, piilezitostné pieziva exposici kysliku. Roste
v rozmezi 12 az 50 °C, s teplotnim optimem mezi 37-45 °C. Vyzaduje pH mezi 6,0-7,5 a
aw mezi 0,95-0,97. Vegetativni bunky nepiezivaji 60 °C, zatimco spory snasi teplotu
100 °C po dobu 0,31 az 38 minut. Zptsobuje asi 80% piipadl klostridiové myonekrozy
(plynové gangrény) [29, 30].

Klostridie jsou Vv prostiedi ubikvitarn¢ rozsifeny. Vegetativni formy se bézné¢ nachazeji
ve stievé zivocichll 1 Clovéka. Spory perzistuji v pade, sedimentech, a to predevsim

Vv oblastech zne¢istovanych Zivo¢isnymi a lidskymi exkrementy [31].

Clostridium perfringens roste rychle na selektivnich pudach a lze je identifikovat podle
Naglerovy reakce. Spociva v enzymové aktivité fosfolipazy na vajecny Zloutek. Kolem
kolonie se vytvofi zona precipitace. Tento jev je inhibovan antisérem proti a-toxinu

Clostridium perfringens [30].
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Obr. 6. Clostridium perfringens [32]

2.4.2 Inhibi¢ni u¢inky fosfore¢nani na rist Clostridium perfringens

Ptestoze byl proveden rozsahly vyzkum na vyuziti polyfosforecnanti jako
antimikrobialnich ¢inidel na rizné bakterie, nebyly Kk dispozici Zzadné informace
o antimikrobialnich vlastnostech polyfosfore¢nant proti Clostridium perfringens. Teplotni

rezistence spor umoziuje jejich preziti v tepelné oSetieném mase a driibezich vyrobcich.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

Béhem nedostate¢ného chladiciho nebo tepelného oSetfeni, pak tyto spory vyklic¢i a

vyrostou ve vegetativni bunky, které mohou zptisobit otravy [33].

Byly hodnoceny ucinky ruznych polyfosfore¢nani (SPP — polyfosforecnan tetrasodny,
STPP — tripolyfosfore¢nan tetrasodny, TSPP — pyrofosfore¢nan tetrasodny a SAPP —
kysely polyfosforecnan sodny) na rast, sporulaci a kli¢eni spor Clostridium perfringens a

na kliceni spor a nartst bunék ze spor Clostridium perfringens v dribezim mase [33].

Uginky polyfosfore¢nanti byly nejprve zkoumany na riist vegetativnich bunék Clostridium
perfringens izolovanych z kontaminovanych potravin. Bylo zjisténo, ze pozadované
koncentrace polyfosfore¢nanti, které inhibuji bakterialni rast Clostridium perfringens, jsou
vy$si nez u jinych bakterii. Velmi maly nebo zadny ucinek nebyl zaznamenan az
do koncentrace 0,4% testovanych polyfosfore¢nanti. ZvySeni koncentrace SPP na 0,6%
vyrazné zbrzdilo rist vegetativnich bun€k. Rust byl inhibovan az do 6 hodin
pii koncentraci 0,8% a do 24 hodin pfi koncentraci 1% SPP. Rust byl vyznamné zpozdén
az do 24 hodin pfi 0,6% STPP a kompletni inhibice byla pozorovana pii > 0,8% STPP.
TSPP vykazuje podobny inhibi¢ni ucinek jako STPP, zatimco 0,6% inhibuje rlst az
do 5 hodin, rast byl potlaten az do 24 hodin pii pouziti koncentraci 0,8% a 1%. Mezi
vSemi testovanymi polyfosforecnany SAPP vykazoval nevétsi inhibiéni  Ginky
na vegetativni bunky Clostridium perfringens. Pomérmn¢ nizké koncentrace jako 0,4%
snizily r@stovou rychlost pfiblizné¢ na polovinu v porovnani s kontrolou bez SAPP a

kompletni inhibice byla pozorovana jiz pii koncentracich > 0,6% [33].

Pfi zkoumani inhibi¢nich u¢inkd na sporulaci Clostridium perfringens az do koncentrace
0,4% SAPP nebyla patrnd Zadna inhibice rastu spor. Zvyseni koncentrace SAPP na 0,5%
meélo za nasledek piiblizn€ osminasobné niZ§i schopnost sporulace. Maximalni ucinek
SAPP na sporulaci byl pfi koncentraci 0,6%. K vyznamnému sniZeni schopnosti sporulace
doslo také s pouzitim subletalnich koncentraci SPP, TSPP a STPP. U kultur k nimz bylo
ptidano 0,9% SPP, 0,6% SAPP, 0,6% STPP a 0,6% TSPP doslo k redukci asi o 5-6 log
tepeln¢ odolnych spor v porovnani s kontrolou. OvSem u nékterych odolnéjsich kment

Clostridium perfringens byly potiebné vyssi koncentrace [33].

Pti hodnoceni efektu STPP na kliceni spor a narGst vegetativnich bun€k ze spor
Clostridium perfringens bylo zjisténo, ze koncentrace 1% STPP nema vyznamny vliv

na kli¢eni spor, ale stejnd koncentrace dokdze branit nartistu vegetativnich bunék ze spor.
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Bylo tedy navrzeno, ze STPP miuze byt pouzivan jako antimikrobidlni piisada, kterd

snizuje riziko nardstu bun¢k ze spor Clostridium perfringens v masnych vyrobcich [33].

2.4.3 Clostridium tyrobutyricum

Clostridium tyrobutyricum je grampozitivni, tyCinkovita bakterie, kterd roste
za anaerobnich podminek a produkuje kyselinu mlé¢nou, kyselinu octovou a vodik jako

nejvyznamngéjsi fermentacni produkty glukozy a xylozy [34].

Clostridium tyrobutyricum bylo ur¢eno jako hlavni organismus, ktery je odpovédny
za pozdni dufeni tvrdych a polotvrdych syrGi. Spory jsou pienaSeny z nespravné
fermentované silaze do mléka pies kiizovou kontaminaci a mohou kli¢it v anaerobnim
prostiedi syru. Vegetativni bunky produkuji fermentaci kyselinu maselnou, kterda muze

zpusobit zna¢né ztraty v dusledku tvorby plynu a produkce zapachajicich latek [35].

2.4.4  Inhibice rustu Clostridium tyrobutyricum fosfore¢nany

Byl zkoumén ucinek polyfosfore¢nant s dlouhymi fetézci (JOHA HBS - polyfosfore¢nan
sodny glassy, ktery obsahuje 69 + 1% P,0s a dvou podobnych soli HBS — 1 a HBS — 9)

na rist Clostridum tyrobutyricum ATCC 25755 v pasterizovaném taveném syru [35].

Zatimco 0,1% polyfosforeCnan vykazoval maly Uc¢inek, vyssi koncentrace mély zvySujici
inhibi¢ni G¢inek na rast spor v inokulu, mnozeni bun¢k a tvorbu plynd. U 0,5%
polyfosfore¢nanu doslo ze zacatku ke zpozdéni rstu bakterii asi o 3 tydny V syru typu A
(55% vlhkosti, 47,2% tuku v susin¢). Stejna koncentrace vsak nebyla dostacujici, aby
zabranila ristu tohoto organizmu v syru typu B (55% vlhkosti, 57% tuku v suSing).
Vzhledem k vybranym experimentalnim parametrim (vysoka pocatecni koncentrace
bun€k; optimalni vnitini a vné&j$i parametry pro rast klostridii) 0,5% koncentrace
fosforeCcnanu muze byt dostatetna ke kontrole rustu Clostridum tyrobutyricum
za normalnich podminek, kde pocatecni pocty spor jsou spiSe nizké a skladovaci teploty
jsou obvykle 20 °C a niz8i. Navic klostridia byla kompletn¢ inhibovana ucinkem 1,0%
fosfore¢nanu, ktery zfejmé indikoval vyuziti téchto fosforecnanti jako prevence duieni

pasterizovanych tavenych syrt [35].

Vysledky ukazuji, Ze fosforecnany s dlouhymi fetézci typu JOHA HBS jsou dostate¢né
ucinné pro kontrolu rustu Clostridum tyrobutyricum v syru. Je také ziejmé, ze vSechny tfi
fosfore¢nany mély téméi identicky ucinek na Clostridum tyrobutyricum, rozdily mezi

HBS, jeho granulovanou formou (HBS-1) a zkuSebni smési HBS-9 byly s ohledem
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na jejich inhibi¢ni kapacitu zanedbatelné. Experimenty se syrem byly uskute¢nény
za podminek, které podporovaly rist spor klostridii a lisily se od normalnich podminek
vyroby a skladovani pasterizovanych tavenych syrt. Proto byl ucinén zavér, ze
koncentrace 0,5% az 1,0% polyfosfore¢nanu by mély byt dostatecné k tomu, aby zabranily

dufeni v tomto typu vyrobku [35].

2.5 Rod Bacillus

Tento rod bakterii je velmi rozsahly a v pfirodé velmi rozsiteny. Jeho druhy tvoii
grampozitivni, peritrichni tyCinky rizné délky, které jsou Casto uspotadané ve dvojicich
nebo fetizcich a maji zakulacené nebo ¢tvercové konce. Bakterie tohoto rodu jsou aerobni
nebo fakultativné anaerobni s Sirokou diverzitou fyziologickych schopnosti (pH, teplota,
salinita). Optimalni teplota pro jejich rist je mezi 15 az 55 °C. Maji bohaté enzymové
vybaveni, takze mohou rozkladat nejriznéj$i organické slouceniny. VétSina druhli ma
velmi aktivni amylolytické a proteolytické enzymy a fada druhtt ma také pektolytické
enzymy. Hodn¢ druhi produkuje antibiotika polypeptidové povahy, z nichZ nékterd se
pomoci téchto bakterii vyrabéji primysloveé (napft. bacitracin). Nékteré druhy tvoii slizova
pouzdra polysacharidové povahy (levany), slozena z fruktosy, ktera zptsobuji nezadouci
nitkovitost peciva a pSenicného chleba. Urcité druhy slouzi pro pramyslovou pfipravu

enzymu [20, 21].

Vyskyt bacili byl sledovan ve vzorcich sterilovanych pokrmii a v dalSich vyrobcich
vyrabénych za vysokych teplot. Bylo zjisténo, Ze pocty bakteriii rodu Bacillus nepiekracuji
ptipustné hodnoty pro dany produkt dle Natizeni komise (ES) ¢. 2073/2005 a jsou tudiz
z mikrobiologického hlediska vyhovujici [1].

2.5.1 Bacillus cereus

Bacillus cereus je grampozitivni, aerobni ty¢inka podobna Bacillus anthracis. Znaky
odliSujici druh B. cereus od B. anthracis jsou motilita (vétSina kment druhu B. cereus je
pohybliva), hemolyticka aktivita (B. cereus vykazuje B-hemolytickou aktivitu, B. anthracis

tuto aktivitu vétSinou nema) a pouzdro, které B. cereus nema [30].

Bacillus cereus je saprofyt. Tato bakteric se bézné vyskytuje v pudé, prachu a vodé.
K diagnostice slouzi biochemické testy. Roste v rozmezi teplot 8§ az 55 °C, optimalné

pfi 28 - 35 °C. U B. cereus nebyla zaznamenéna Zadna tolerance pro vodni aktivitu
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(min. ay, ~ 0,95) nebo pH. Rozpéti hodnot pH umoznujici jesté rist je piiblizné 4,9 — 9,3
[29, 30, 36].

Spory Bacillus cereus jsou vysoce termorezistentni, centralni, elipsoidniho tvaru,
nezpusobuji zdufeni bunky. VétSina kment produkuje toxin. Mikroorganizmus je hojné

rozsiten v prostiedi, z potravin pak v obilninach, zejména v ryzi [30].
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Obr. 7. Bacillus cereus [37]

2.5.2 Inhibi¢ni u¢inky fosforeénani na rist Bacillus cereus

Vysledky soucasnych studii ukazuji, Ze fosfore¢nan s dlouhym fetézcem JOHA HBS ma
antimikrobialni u¢inky na bunky Bacillus cereus, které jsou zavislé na koncentraci této
soli. Vyssi koncentrace vedly k lyzi bunék a mély baktericidni a bakteristatické Gc¢inky,
subletalni koncentrace branily tvorb&é bunééné stény. Tyto G¢inky jsou zavislé na ristové

fazi bun¢k [38].

Letalni koncentrace fosfore¢nanu mély za nasledek ptimou lyzi bunék, zatimco stacionarni
faze bun€k nebyla ovlivnéna. V logaritmické fazi doslo k lyzi bunc¢k Bacillus cereus
WSBC 10030 uc¢inkem JOHA HBS. K dezintegraci a rozpadu bun¢k doslo v 0,1% roztoku
polyfosfore¢nanu, kdezto pii kontrole nebyla pozorovana zadna lyze. Vyssi koncentrace
vedly K zrychlené lyzi. Zbytky bunék se skladaly z prazdné bunky s téméf kompletni
bunécnou sténou a polarni €asti, coz jsou prvni zndmky toho, ze fosforecnany vyvolaly
lyzi. Pozorovanim bylo zjisténo, Ze lyzi bunék by mohly u¢inné zabranit dvojmocné
kationty. Tuto domnénku potvrdil predchozi nalez volnych Mg?*, které dokézaly zabranit
inhibi¢énimu u¢inku polyfosfore¢nanu na Bacillus cereus. Vysledky ukazaly, Ze lyticka

¢innost souvisejici s fosfore¢nany zahrnuje interakce kationd [38].
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FosforeCnany brani rstu nejen vegetativnim bunikam, ale ovliviuji také spory. Nizsi
koncentrace JOHA HBS (0,05% a 0,1%) kompletné¢ zabranily ndrastu spor bacilt. Vyssi
koncentrace (1%) mély dokonce sporocidni u€inek; koncentrace spor (pocatec¢ni inokulum
2 x 10° CFU/ml) se snizila na méné nez 10° CFU/ml b&hem 8 hodin. Ve vzorcich
obsahujicich fosforecnan nebyly fazové kontrastni mikroskopii objeveny zadné vegetativni

bunky [38].

Kromé lytickych a baktericidnich u¢inkt vysSich koncentraci JOHA HBS mély subletéalni
koncentrace piekvapujici G¢inek na rostouci buriky Bacillus cereus. V piitomnosti 0,05%
polyfosfore¢nanu se normalni ty¢inkovité buiky (délka 3 — 5 um) pteménily do dlouhych
vlaknitych bunék (které byly o 4 az 10 um delsi). Pfidavek dvojmocnych kationtii vedl
K rychlému rozpadu vlaken na tiéi nebo vice zivotaschopnych bunék, coz vysvétluje

pozorovana kratka generacni doba [38].

2.6 Rod Pseudomonas

Rod Pseudomonas tvofi gramnegativni, pohyblivé, rovné nebo mirné zakiivené tyc¢inky.
Tento rod zahrnuje aerobni bakterie bez kvasnych schopnosti, které ale maji schopnost
vyuzivat nejriznéj$i organické slouceniny jako zdroje energie a uhliku a bez narokl

na specifické ristové latky [20].

Rada druhti tvofi fenazinova barviva zlutych, zelenych, modrych nebo Gervenych odstind,
kterd uvoliuji do ristového prostiedi. Tim zpisobuji zabarveni potravin (modrani nebo
Cervenani mléka). Nekteré druhy uvoliuji do prostfedi fluoreskujici zlutozelené barvivo.
Ur¢ité druhy vyvolavaji v potravinach cizi viiné nebo pachy (ovocny, rybi) nebo pachuti
(mydlovou, hotkou). Silné proteolytické schopnosti jim umoziuji rozklad bilkovinnych
potravin, a proto patii k nejpocetnéjSim mikroorganizmiim na povrchu masa. Jejich
lipolytické vlastnosti se uplatiuji pii kazeni tukt. VéEtSinou jsou psychrotrofni povahy,
takze jejich nezadouci Cinnost v potravinach probihd i pfi pomérné nizkych skladovacich

teplotach [20].

Piislusnici rodu Pseudomonas jsou vsudypiitomné v pidé, na rostlinach, zivocisich a
ve vodé. Rada znich jsou rostlinnymi patogeny, kdezto pro ¢lovéka a zvifata je jich
nebezpecnych jen nékolik. Pouze dva duhy, a to Pseudomonas aeruginosa a Pseudomonas

cocovenans (piefazeno do Burkholderia cocovenans), zptsobuji otravy z potravin. U
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dospélych tyto otravy vyvolavaji mirnou enteritidu, projevujici se hlavné prijmem, ale

u déti mohou vést k prijmim velmi silnym, kon¢icim i smrti [16].

2.6.1 Pseudomonas aeruginosa

Jedna se o typovy druh rodu Pseudomonas, ktery ma vzhled pfimé ¢i mirné zahnuté
ty¢inky o rozmérech 0,5 - 1 pm X% 1,5 - 6 um. Akumuluji B-hydroxymaselnou kyselinu,
netvoii spory, jsou pohyblivé pomoci svazku polarnich bi¢ikG. Mikroorganizmus roste
pouze za aerobnich podminek v rozpéti teplot 5 - 42 °C, optimum rastu je 37 °C. Je
prilezitostné patogenni pro Clov€ka, pro star§i osoby ¢i malé déti. Vyvolava infekce

mocovych cest, kiize a sliznice, katary [39].

Je pfitomen 1 v hnisu, ktery diky jeho pfitomnosti je zbarven do modrozelena. Do okoli
vylucuje antibiotika (pyocyanosu), které potlacuji rast jinych mikroorganizmu. Indikuje
vyskyt pro pitnou vodu nevyhovujicich organickych substratii, protoze utilizuje tézko
rozlozitelné latky ve vodach. Vyskytuje se v plaveckych bazénech, byva soucasti
biologickych nardstti na vnitinich sténach potrubi. Stanoveni tohoto mikroorganizmu je

vyzadovano u vod z koupalist’ a bazént [39].

Zdrojem této bakterie je predevSim maso, zelenina a zmrazené potraviny. Také lidské

mléko byva zdrojem této infekce u novorozenct [16].

Obr. 8. Pseudomonas aeruginosa [40]
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2.6.2 Inhibice bakterii rodu Pseudomonas fosfore¢nany

V kufecim mase polyfosforeCnany inhibuji a ni¢i ¢ast flory a prodluzuji intervaly pro
narust mikroorganizmua, které se po urCité dobé zacnou mnozit. Fosfore¢nany
(75% NasP3010 a 25% NayP20;) a ekvivalentni smési chemicky cistych fosfore¢nant
inhibovaly rast nefluorescentnich pseudomondd na syntetickém médiu. Fluorescentni
kmeny rostly s urcitym kratkym zpozdénim. Inhibice nebyla zplisobena vysokymi
hodnotami pH ale spiSe chelataci kovovych iontti nezbytnych pro rist bakterii. Inhibici

dokazou odvratit Mg2+ a ptirozené konkurenc¢ni chelatory jako pyoverdin [41].

U kufat zchlazenych ptes noc v ledu obsahujicim 3% polyfosfore¢nant se prodlouzila
trvanlivost (skladovatelnost) 0 17% a u kufat uchovavanych pies noc v ledu, ktery
obsahoval 8% polyfosforeénant, se prodlouzila trvanlivost 0 25%. Kufata udrzovana
V nepretrzitém kontaktu s 3 a 8% roztokem polyfosfore¢nanit béhem uskladnéni pti 2,2 °C
zvysila svou skladovatelnost o 17 a 67%. V pfitomnosti 3 a 8% polyfosforecnanii se
vyvinuly jen fluorescentni kmeny. Kufata uchovana v aseptickém ledu obsahujicim 8%

polyfosfore¢nant méla o 60% delsi udrznost nez ta ve vodnim ledu [41].

KdyzZ byly polyfosfore¢nany v nepfetrzitém kontaktu s povrchem kufete, prodlouzila se
jejich udrznost vic nez bez jejich pouziti. Nicméné Vvyuziti polyfosfore¢nant
v antiseptickém ledu K ptepravé chlazeného ptactva by se mohlo ukazat spise nakladné néz
vyhodné z hlediska prodlouzeni udrznosti. Mimoto, jak polyfosfore¢nanovy led taje,
koncentrace rozpoustédel postupné v tajicim ledu klesa. Aby byl povrch neustédle zasoben
zdrojem cCerstvého polyfosforeCnanu, je nezbytné, aby se rychle vyrabél novy led
s polyfosfore¢nany. Z ekonomického hlediska muize byt lepsi chlazeni v kaSovitém ledu

obsahujicim polyfosfore¢nany [41].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CIiLDIPLOMOVE PRACE

Cilem této prace bylo sledovat inhibi¢ni ucinky fosforecnanovych soli v razném

kondenzac¢nim stupni na rist vybranych mikroorganizmti.
Pro dosaZzeni tohoto cile bylo potieba:

e vypracovat literarni reSerSi popisujici vlastnosti fosforeCnand, jejich vyznam
V potravinaiském pramyslu a vyuziti téchto latek jako antimikrobialnich ¢inidel.

e popsat ucinky fosfore¢nani na rist konkrétnich mikroorganizmi.

Pro vypracovani praktické casti diplomové prace bylo nezbytné splnit tyto cile:

e stanovit inhibiéni vlivy fosforetnanovych soli na rast vybranych druht
grampozitivnich a gramnegativnich bakterii po 24 hodinach kultivace za pomoci

indexu rastu (IR).

e zjistit UCinky téchto soli na lag fazi a rlstovou rychlost zkoumanych

mikroorganizmi s pouZzitim parametra (Um, A) Gompertzova rustového modelu.

e na zéklad¢ teoretické Casti a vysledku praktické ¢asti formulovat zavéry o tcinku

fosfore¢nanovych soli na rist mikroorganizmil.
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4 PRISTROJE, ZARIZENI A POMUCKY
Automatické mikropipety Hirschmann, Nichipet EX
Biologicky termostat BT 120

Analytické vahy KERN 440-47 N

Chladnicka Elektrolux

Laboratorni sklo

Autoklav Varioklav H+P

Biohazard box EUROFLOW (Clean Air)

Fotometr TECAN Sunrise TW/TC

Ostatni béZné laboratorni pomiicky a vybaveni
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5 KULTIVACNI PUDY

5.1 Masopeptonovy agar — (MPA)

SlozZeni:

Latka Mnozstvi (g/1)
Beef extrakt (HiMedia) 3,0
Pepton (HiMedia) 5,0
NaCl (Lach-Ner) 5,0
Agar 15,0

Kone¢né pH (pii 25 °C) 6,8 + 0,2

Ptiprava pudy:
Do 1000 ml destilované vody bylo navédzeno pfislusné mnozstvi slozek a rozpusténo.
Sterilace probé¢hla v autokldvu pii 121 °C po dobu 20 minut. Poté byla pida nalita na
Petriho misky.

5.2 Masopeptonovy bujon — (MPB)

Slozeni:

Latka Mnozstvi (g/1)
Beef extrakt (HiMedia) 3,0
Pepton (HiMedia) 5,0
NaCl (Lach-Ner) 5,0

Konec¢né pH (pii 25 °C) 7,0 £ 0,2

Ptiprava pudy:
V 1000 ml destilované vody bylo rozpusténo prislusné mnozstvi slozek dle navodu. Poté
byl masopeptonovy bujon rozplnén do zkumavek a sterilovan pii 121 °C po dobu

20 minut.
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6 ROZTOKY A OSTATNI CHEMIKALIE

6.1 Fyziologicky roztok

Priprava roztoku:

8,5 g chloridu sodného bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody a sterilovano pii

121 °C po dobu 15 minut.

6.2 Fosforecnany

Pro zjiSténi antimikrobidlniho Uc¢inku fosfore¢nanovych soli na rist vybranych
mikroorganizml byly pouzity tfi druhy komeréné vyuzivanych fosfore¢nanti v rizném

kondenzac¢nim stupni.
Pouzité fosfore¢nanové soli:

HBS — sm¢s polyfosfosforecnant s vysokym kondenza¢nim stupném a orthofosforecnand.
S9 — smés polyfosforeénanti (nizsi stupen polymerace nez HBS) a orthofosfore¢nanti.

690 — smés orthofosforeé¢nanu a difosfore¢nt

Priprava roztoku soli:

Zasobni roztoky vSech soli byly pfipraveny o 9% koncentraci rozpusténim ptislusné
navazky v destilované vod¢ a sterilovany filtraci pies nylonovy filtr o porozité 0,2 pm.
Takto pfipravené roztoky byly uchovavany v uzavienych zasobnich lahvich pfi pokojové

teploté.
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7 MIKROORGANIZMY

Pro sledovani antimikrobidlnich u¢inkt fosforetnani bylo pouzito 7 kmenua
gramnegativnich bakterii a 8 kmenit grampozitivnich bakterii, které byly ziskany z Ceské

sbirky mikroorganizmt (CCM).

Gramnegativni bakterie:

Citrobater freundii CCM 7187

Escherichia coli CCM 3954

Proteus mirabilis CCM 7188

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

Pseudomonas fluorescens CCM 2798

Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420

Serratia marcescens subsp. marcescens CCM 303

Grampozitivni bakterie:

Bacillus cereus CCM 2010

Bacillus sphaericus CCM 1615

Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM 7212
Enterococcus faecalis CCM 4224

Enterococcus faecalis CCM 2665

Enterococcus faecalis CCM 7247

Micrococcus luteus CCM 732

Staphylococcu aureus subsp. aureus CCM 3953

Vsechny kmeny bakterii byly uchovavany na MPA na Petriho miskach pfi teploté 4 + 2 °C.
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8 POUZITE METODY

8.1 Priprava suspenze bakterii

Suspenze bakterii byla pfipravena zaoCkovanim 6 ml masopeptonového bujonu (MPB)
ve zkumavkach testovanymi bakteriemi narostlymi na Petriho miskach (MPA). Zkumavky
se suspenzi bakterii byly nasledné¢ kultivovany Vv termostatu pii teplot¢ 30 °C po dobu

24 hodin.

8.2 Sledovani ucinku fosfore¢nanovych soli na vybrané bakterie

K pozorovani vlivu fosfore¢nanii na rast mikroorganizmii byly pouzity tii druhy komeréné
bézné vyuzivanych fosforeCnanovych soli liSicich se délkou fetézce (HBS, S9, 690).
Pro stanoveni bylo pouzito 7 riznych koncentraci téchto soli (0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%,
0,5%, 0,75% a 1% w/v). FosforeCnany byly v pfislusném mnozstvi ptidany piimo
do zkumavek se 4 ml sterilniho kultiva¢éniho média (MPB). Vzorky, které mély slouzit
k pozitivni kontrole, obsahovaly pouze kultivaéni médium bez fosfore¢nanovych soli.
Takto upravena média byla po 200 pl rozpipetovana do jamek v mikrotitra¢ni desticce a
zaoCkovana 5 pl suspenze testovanych bakterii vzdy v dvojim opakovani u kazdé
koncentrace. Jako negativni kontrola poslouzily vzorky kultivaénich pud s fosfore¢nany
bez mikroorganizmi. Timto zpisobem pfipravené vzorky byly kultivovany pii 25+1 °C

po dobu 24 hodin za neustalého protiepavani.

Rust mikroorganizmii byl sledovan métenim optické denzity bun€k (ODgo) Na pfistroji
TECAN Sunrise TW/TC (TECAN, Rakousko) v tficetiminutovych intervalech po dobu
24 hodin. Pied kazdym méfenim byly vSechny vzorky protiepavany po dobu 10 sekund.
Rizeni piistroje bylo zajisténo softwarem Magellan. Z naméfenych hodnot byly vypoéitany
priméry a porovnany s primeérnymi hodnotami naméfenymi u MPB bez mikroorganizm.
Z takto ziskanych hodnot byly vytvofeny riistové kiivky. Zmény ristu bakterii v prostiedi

s fosfore€nanovymi solemi byly vyhodnoceny pomoci indexu ristu (IR).

Index rustu:
IR=-—"% "~ 7.100

IR — index rustu

ODggo — opticka denzita daného mikroorganizmu pii 600 nm
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NK — optickd denzita negativni kontroly
PK — opticka denzita pozitivni kontroly

Z naméfenych hodnot byly nasledné vypocteny logaritmy OD v Case t oproti hodnotam

OD v ¢ase 0:
[y =In (OD/ODy)]

Ristové kiivky byly znazornény jako zavislost In (ODy/ODy) (y) na kultiva¢nim ¢ase t (X):

In {002 0D0)

Time

Obr. 9. Parametry rastu testovanych bakterii [42]

Rustové kiivky byly popsany pomoci dvou parametra (um, A) Gompertzova modelu [42]:

y=A-exp {— exp{ﬂ”‘A'e(l—tMlH

im — maximalni riistova rychlost (h™)
A —lag faze (h)

Pro vypocet parametri pun a A byla pouZita nelinedrni regresni analyza (Marquardt-
Levenburgova metoda) za podminek pn > 0, A > 0. K vypoctu bylo vyuzito statistického
softwaru Unistat® 5.5. Kvalita navrzenych modeli byla posuzovana pomoci korela¢niho

koeficientu (r).
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

Ucinky fosforecnant, které se navzajem liSi délkou svého fetézce, byly zkoumany

na 15 potravinaisky vyznamnych kmenech bakterii.

Vlivy tii komeréné vyuzivanych fosfore¢nanti (HBS, S9 a 690) o riizné koncentraci (0,1;
0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,75 a 1% w/v) byly testovany na 8 kmenech grampozitivnich (Bacillus
cereus CCM 2010, Bacillus sphaericus CCM 1615, Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM
7212, Enterococcus faecalis CCM 4224, Enterococcus faecalis CCM 2665, Enterococcus
faecalis CCM 7247, Micrococcus luteus CCM 732, Staphylococcu aureus subsp. aureus
CCM 3953) a 7 gramnegativnich bakteriich (Citrobater freundii CCM 7187, Escherichia
coli CCM 3954, Proteus mirabilis CCM 7188, Pseudomonas aeruginosa CCM 3955,
Pseudomonas fluorescens CCM 2798, Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis

CCM 4420, Serratia marcescens subsp. marcescens CCM 303).

Utinky fosfore¢nanti na riist mikroorganizmil byly hodnoceny pomoci indexu ristu (IR)

po 24 hodinéach kultivace a nasledné pomoci lag €asti (A) a maximalni ristové rychlosti

(Hm)-
9.1 Utinky fosfore¢nanii na rist vybranych bakterii

9.1.1 Vliv fosfore¢nani na rast Micrococcus luteus CCM 732 a Staphylococcus

aureus subsp. aureus CCM 3953

Rist Micrococcus luteus CCM 732 byl vyrazné inhibovan vSemi tfemi testovanymi
fosfore¢nanovymi solemi. Z vysledki znazornénych na Obr. 10-15 je vidét, ze soli HBS a
koncentraci (0,1% w/v). Vyznamny inhibi¢ni G¢inek na rast Micrococcus luteus CCM 732
vykazovala 1 sl 690 (Obr. 16-18), ktera zcela zabranila narGstu tohoto mikroorganizmu
témef ve vSech testovanych koncentracich. Vyjimkou byla 0,2% w/v koncentrace této soli,
pti niz byl patrny urCity nardst. Inhibi¢ni ucinek se ale i u této koncentrace projevil
ve sniZzeni narstu bunék cca o 50% v porovnani s kontrolou, kterd neobsahovala Zadnou
stul. Zaroven doSlo pii této koncentraci také k prodlouzeni lag faze a snizeni rhstové

rychlosti oproti kontrole.

Zprovedenych experimentl, pifi nichz byly zkoumdny rGzné koncentrace

fosfore¢nanovych soli lisicich se délkou svého fetézce, byl vyhodnocen Micrococcus
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luteus CCM 732 jako nejcitlivéjsi testovanych bakterii. Je to pomérmné zajimavé zjisténi
vzhledem k tomu, ze bakterie Micrococcus luteus je vSeobecné povazovany za pomérné
rezistentni viacéi vnéjsim vlivam (teplota, sucho, pfitomnost NaCl, ionizujici zafeni) [20].

v

Na rast Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953 mély nejvyraznéjsi inhibi¢ni
ucinky soli HBS a S9. Na Obr. 10-15 je vidét, ze obé zminéné soli zcela branily ristu
Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953 od koncentrace 0,2% wiv.
Pii koncentraci 0,1% w/v doslo u obou téchto soli po 24 kultivace k vyznamnému snizeni
narustu bunék Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953 (IR<40%) Vv porovnani
s kontrolou. Prodlouzeni lag faze oproti kontrole vSak bylo pfi této koncentraci zjisténo
pouze u HBS. U S9 byla lag faze pti koncentraci 0,1% w/v v porovnani s kontrolou naopak
niz8i. Jednim z moZnych divodi tohoto zjiSténi je, ze urcité nizké koncentrace této
fosfore¢nanové soli mohou pfispét k rychlejSimu ptizptisobeni podminkdm prostiedi.
Shodny uc¢inek méla 0,1% w/v koncentrace HBS a S9 na rastovou rychlost, kterd se

vyrazné snizila oproti kontrole.

Jako nejméné uc¢inna fosfore¢nanova sul na rust Staphylococcus aureus subsp. aureus
CCM 3953 byla vyhodnocena 690 (Obr. 16-18). Tato sl zcela inhibovala rist
Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953 az od koncentrace 0,5% wi/v.
Koncentrace 0,4% w/v snizZila o cca 40% narist této bakterie po 24 hodinach v porovnani
s kontrolou. Zaroven se pii této koncentraci vice nez o polovinu snizila rastova rychlost
oproti kontrolnimu bujonu bez fosfore¢nant. Na lag fazi bunék Staphylococcus aureus
subsp. aureus CCM 3953 neméla sul o této koncentraci vliv, naopak doslo ke snizeni lag
faze v porovnani s kontrolou. Nizsi testované koncentrace 690 (0,1; 0,2; 0,3% w/v) nemély
testovanych koncentraci se projevil v postupném prodluZovani lag faze a snizovani ristové

rychlosti imérné s rostouci koncentraci.

Ziskané vysledky odpovidaji vysledkim studii uskute¢nénych Lee a kol. [3, 24], ktefi
zkoumali inhibi¢ni G¢inky SPG (polyfosforecnan sodny glassy) a UP (ultrafosfore¢nan
sodny) na rust Staphylococcus aureus. A shoduji se i s vysledky zkoumani provedené
Matsuoka a kol. [43], ktefi zjistovali vliv HP (hexametafosforeCnan) na rlst
Staphylococcus aureus. Obé studie stejné jako tato prace uvadi, ze rast bunck
Staphylococcus aureus byl vyrazné ovlivnén jiz pti 0,1% w/v fosfore¢nanu s dlouhym

fet€zcem.
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Obr. 10. Vliv HBS na rist Micrococcus luteus CCM 732 a Staphylococcu aureus
subsp. aureus CCM 3953 po 24 hodinach kultivace
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Obr. 11. Vliv HBS na lag fazi (A) Micrococcus luteus CCM 732 a Staphylococcu
aureus subsp. aureus CCM 3953
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Obr. 12. Vliv HBS na ristovou rychlost (um) Micrococcus luteus CCM 732 a
Staphylococcu aureus subsp. aureus CCM 3953
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Obr. 13. Vliv S9 na rast Micrococcus luteus CCM 732 a Staphylococcu aureus
subsp. aureus CCM 3953po 24 hodinach kultivace
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Obr. 14. Vliv S9 na lag fazi () Micrococcus luteus CCM 732 a Staphylococcu
aureus subsp. aureus CCM 3953
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Obr. 15. Vliv S9 na rastovou rychlost (um) Micrococcus luteus CCM 732 a

Staphylococcu aureus subsp. aureus CCM 3953
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Obr. 16. Vliv 690 na rist Micrococcus luteus CCM 732 a Staphylococcu aureus
subsp. aureus CCM 3953 po 24 hodinach kultivace
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Obr. 17. Vliv 690 na lag fazi (1) Micrococcus luteus CCM 732 a Staphylococcu
aureus subsp. aureus CCM 3953
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Obr. 18. Vliv 690 na rustovou rychlost (um) Micrococcus luteus CCM 732 a
Staphylococcu aureus subsp. aureus CCM 3953
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9.1.2 Vliv fosforeénanu na ruast bakterii rodu Enterococcus

Bakterie rodu Enterococcus se ukazaly jako znatné odolné vu¢i pusobeni
fosfore¢nanovych soli (Obr. 28-36). Jednozna¢né inhibi¢ni Géinky na rdst téchto

mikroorganizmil nevykazovala zadna z testovanych soli.

NejrezistentnéjSim kmenem vaci ptisobeni fosforecnani byl vyhodnocen Enterococcus
faecalis CCM 7247. U tohoto kmene nebyl pozorovan inhibi¢ni vliv na jeho nartst
po 24 hodindch kultivace u zadné testované soli. HBS vykazovala inhibi¢ni efekt
na Enterococcus faecalis CCM 7247 pouze v prodlouzeni lag faze pii vysSich
koncentracich soli (0,3-1% w/v) a Vv postupném snizovani ristové rychlosti s rostouci
koncentraci soli. U S9 byl zjistén inhibi¢ni G¢inek pouze na rlstovou rychlost, kterd se
snizovala s rostouci koncentraci a u nejvyssi testované koncentrace byla zhruba o polovinu

niz$i nez u kontroly. 690 neméla prokazatelny vliv na zaddny ze zkoumanych parametra.

Vyssi inhibi¢ni vliv fosforeénant byl zjistén u Enterococcus faecalis CCM 4224. HBS
dokézala ve vSech testovanych koncentracich snizit ndrast tohoto mikroorganizmu,
prodlouzit jeho lag fazi a snizit riistovou rychlost. Jejich inhibi¢ni G¢inky na tyto bakterie

vSak nebyly tak jednoznacné a vyrazné jako u jinych testovanych grampozitivnich bakterii.
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Soli S9 a 690 nedokazaly zabranit nartistu Enterococcus faecalis CCM 4224. Pii pouziti S9
a 690 doslo u téchto bakterii pouze k postupnému snizovani ristové rychlosti, které bylo
umérné rostouci koncentraci soli. Vliv téchto soli na lag fazi Enterococcus faecalis CCM

4224 byl jednoznacny az u tii nejvyssich testovanych koncentraci.

Nejveétsi vliv fosfore¢nanovych soli byl zjistén u kmene Enterococcus faecalis CCM 2665.
Pti aplikaci HBS doslo od koncentrace 0,3 % w/v k sniZzeni indexu rdstu cca o 50%.
Zaroven doslo pii pouziti této soli k pozvolnému prodluzovani lag faze a snizovani riistové
rychlosti se zvySujici s koncentraci. Obdobny inhibi¢ni ucinek na rist Enterococcus
faecalis CCM 2665 méla i sil S9, ktera pii koncentraci 0,1% w/v snizila nartist tohoto
mikroorganizmu o 40% a pfi vysSich koncentracich v priméru az o 60%. Pii pouziti této
soli doslo také ke zpomaleni ristové rychlosti a u dvou nevysSich koncentraci
K vyraznému prodlouzeni lag faze. Treti testovana sul 690 nevykazovala jednoznacné

inhibi¢ni ucinky na riist tohoto mikroorganizmu.

Bakterie rodu Enterococcus byly vyhodnoceny jako nejodolngjsi grampozitivni bakterie,
jejichz citlivost k fosforenanovym solim byla zkouména touto studii. Vyzkumem
citlivosti streptokoku, které jsou s enterokoky taxonomicky ptibuzné, k t¢inkiim
fosforecnanii se zabyval Radkowski. Zkoumal inhibiéni uC€inky fosfore¢nanil
v 7 koncentracich (0,1-0,9% wi/v) na rist vybranych kment streptokokt kultivovanych
na krevnim agaru a v mléce. Zjistil, Ze rlst vSech kmenil zminénych bakterii byl kompletné
inhibovan 0,3% w/v koncentraci fosfore¢nani v krevnim agaru. Zatimco koncentrace
nezbytnd k Gplné inhibici streptokokii v mléce byla od 0,6 do 0,9% w/v v zavislosti

na testovaném kmenu [44].
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Obr. 19. Vliv HBS na rust bakterii rodu Enterococcus po 24 hodinach kultivace
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Obr. 20. Vliv HBS na lag fazi (\) bakterii rodu Enterococcus
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Obr. 21. Vliv HBS na ristovou rychlost (um) bakterii rodu Enterococcus
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Obr. 22. Vliv S9 na rust bakterii rodu Enterococcus po 24 hodinach kultivace
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Obr. 23. Vliv S9 na lag fazi (A) bakterii rodu Enterococcus
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Obr. 24. Vliv S9 na rtstovou rychlost (um) bakterii rodu Enterococcus
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Obr. 25. Vliv 690 na rist bakterii rodu Enterococcus po 24 hodinach kultivace
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Obr. 26. Vliv 690 na lag fazi (L) bakterii rodu Enterococcus
B Kontrola ®W0,10% mO0,20% WO0,30% MW0,40% mWO0,50% mMO0,75% M1%
3
2,5
g 2
[J]
w 1,5
"
[-T]
©
- 1
0,5
0
Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
CCM 2665 CCM 4224 CCM 7247
Testovany mikroorganizmus




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

Obr. 27. Vliv 690 na ristovou rychlost (pum) bakterii rodu Enterococcus
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9.1.3 Vliv fosforeé¢nanu na rast bakterii rodu Bacillus

Vliv fosfore¢nanovych soli na rist mikroorganizmt byl zkouman také u sporulujicich
bakterii. U¢inky fosfore¢nanii byly testovany na tfech kmenech bacilt (Bacillus cereus

CCM 2010, Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM 7212 a Bacillus sphaericus CCM
1615).

Nejvétsi inhibicni efekt na rust bakterii rodu Bacillus vykazovala sil HBS (Obr. 28-30). Jiz
Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM 7212 a Bacillus sphaericus CCM 1615. Stejna
koncentrace vyrazné snizila také narast Bacillus cereus CCM 2010 v porovnani
s kontrolou a projevila se také v prodlouzeni lag faze a snizeni rGstové rychlosti.

Od koncentrace 0,2% w/v byl pak zcela inhibovan i rst Bacillus cereus CCM 2010.
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Obr. 28. Vliv HBS na rust bakterii rodu Bacillus po 24 hodinach kultivace
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Obr. 29. Vliv HBS na lag fazi (1) bakterii rodu Bacillus
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Obr. 30. Vliv HBS na riistovou rychlost (um) bakterii rodu Bacillus
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tato sul zcela branila rastu Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM 7212. 0,1% w/v branila
také rustu bunék Bacillus sphaericus CCM 1615. Pfi vyssich koncentracich (0,2-0,75%
w/v) byl pak u tohoto kmene bacilii pozorovan vyznamny inhibi¢ni u¢inek (IR<40%) a
nejvyssi testovana (1% w/v) koncentrace pak zcela branila nartistu té€chto mikroorganizmi.
Pii kultivaci bun€k Bacillus sphaericus CCM 1615 v pfitomnosti soli doslo také
K postupnému prodluzovani lag faze a zpomalovani rastové rychlosti S rostouci
koncentraci soli. U bakterii Bacillus cereus CCM 2010 byla zjisténa uplna inhibice ristu
od koncentrace 0,4% wi/v. U nizsich koncentraci byl zaznamenan prokazatelny inhibicni
vliv na rast Bacillus cereus CCM 2010 pouze pii koncentraci 0,3% w/v, kdy doslo
k poklesu rtstu vice nez o 80%. Soucasné doSlo pii této koncentraci K vyraznému
testovanych koncentraci se projevil inhibi¢ni uc¢inek S9 na rist Bacillus cereus CCM 2010

pouze v prodlouzeni lag faze a snizeni rastové rychlosti.
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Obr. 31. Vliv S9 na rist bakterii rodu Bacillus po 24 hodinach kultivace
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Obr. 32. Vliv S9 na lag fazi (1) bakterii rodu Bacillus
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Obr. 33. Vliv S9 na ristovou rychlost (um) bakterii rodu Bacillus
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Nejmensi vliv na rust bakterii rodu Bacillus vykazovala stl 690 (Obr. 34-36). Tato sil
vykazovala inhibi¢ni ucinky na rast bacili az v nejvyssich testovanych koncentracich.
Od koncentrace 0,5% w/v branila 690 zcela ristu Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM
7212. Koncentrace 0,3 a 0,4% w/v zpusobily sniZzeni optické denzity bunék Bacillus
subtilis subsp. spizizenii CCM 7212 v porovnani s kontrolou o cca 43 a 83%. Pii téchto
koncentracich doslo také sniZeni rlistové rychlosti. Lag faze se vSak od kontroly vyrazné
nelisila. Pi niz8ich koncentracich se inhibi¢ni u¢inek 690 na kmen Bacillus subtilis subsp.
spizizenii CCM 7212 projevil pouze ve snizeni rustové rychlosti. Sil 690 dokazala
V nejvyssi tetované koncentraci (1% w/v) zcela inhibovat také rist Bacillus cereus CCM
2010. Koncentrace 0,75, 0,5 a 0,4% w/v vedly ke snizeni indexu rlstu, postupnému
prodluzovani lag faze a zpomalovani rastové rychlosti. U niz§ich koncentraci nebyly
zjistény vyraznéjsi inhibi¢ni G¢inky na rust Bacillus cereus CCM 2010. U kmenu Bacillus
sphaericus CCM 1615 byly pozorovany vyrazné inhibi¢ni uc¢inky 690 az u dvou nejvyssich
testovanych koncentraci. Koncentrace 0,75% w/v upln¢ zabranila ristu Bacillus sphaericus
CCM 1615. 1% w/v koncentrace vyrazné snizila (IR<20) nartist bunék po 24 hodinach
kultivace. Pfi této koncentraci doslo také k vyznamnému prodlouzeni lag faze a snizeni
rastové rychlosti vV porovnani se vzorkem bujonu, ktery neobsahoval sil. Od koncentrace

0,1-0,4% w/v je patrny klesajici trend riistu bun¢k v zavislosti na rostouci koncentraci. Pti



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

téchto koncentracich doslo také k postupnému prodluzovani lag faze s rostouci
koncentraci, vyrazny vliv na ristovou rychlost ale pozorovan nebyl. Zajimavy je vyrazny
nartst bun€k Bacillus sphaericus CCM 1615 pii koncentraci 0,5% w/v. Inhibi¢ni G¢inek

soli 690 se pfi této koncentraci projevil pouze v prodlouZeni lag faze.

Obr. 34. Vliv 690 na rust bakterii rodu Bacillus po 24 hodinach kultivace
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Obr. 35. Vliv 690 na lag fazi (1) bakterii rodu Bacillus
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Obr. 36. Vliv 690 na ristovou rychlost (um) bakterii rodu Bacillus
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Maier a kol. [38] zkoumali inhibi¢ni u¢inky fosfore¢nanti s dlouhym fetézcem (JOHA

HBS) na rust Bacillus cereus. Zjistili, Zze tyto fosforeCnany brani ristu nejen vegetativnich
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bun€k, u kterych doslo k jejich rozpadu uz pii koncentraci 0,1% wl/v, ale i spor. Jiz
od koncentrace 0,05% a 0,1% w/v tyto fosforecnany kompletn¢ zabranily nariistu spor
bacili. Vys$si koncentrace (1%) mély dokonce sporocidni ucinek. Shodné s vysledky
uvedenymi v této praci lze tvrdit, Ze fosforeCnany s dlouhymi fetézci maji inhibi¢ni u€inky

na rust bacili jiz pfi koncentraci 0,1% w/v.

Antibakterialni 0¢inek fosfore¢nanli byl popsan také u dalsich sporulujicich bakterii.
Akhtar a kol. zkoumali inhibi¢ni ucinky fosforeénanovych soli na rtast Clostridium
perfringens. Zjistili, Ze k inhibici téchto bakterii je potfeba vyssich koncentraci soli nez je
tomu u ostatnich grampozitivnich bakterii. Inhibi¢ni G€inky testovanych fosfore¢nant
na rast Clostridium perfringens bylz patrné od koncentrace 0,4% w/v. Stejna koncentrace
byla také dostate¢nd k tomu, aby branila sporulaci téchto mikroorganizmi. 1% w/v
koncentrace dokazala zabranit nartstu vegetativnich bun¢k ze spor [33]. Loessner a kol.
zase zkoumali inhibiéni G¢inky fosforecnant na rist Clostridium tyrobutyricum. Objevili,

ze koncentrace 0,5-1% w/v dokézaly zabranit naristu téchto mikroorganizmu [35].

Vzhledem k tomu, ze fosfore¢nany dokazi zabranit vyskytu i odolnych spor, lze uvazovat
o jejich vyuziti jako antimikrobialnich ¢inidel pti vyrob€ masnych vyrobki. Stejné tak by
se dalo vyuzit jejich antimikrobidlniho plisobeni pii vyrobé tvrdych syri k prevenci

pozdniho dufeni vyvolaného bakteriemi rodu Clostridium.

9.14 Vliv fosforecnanii na rist gramnegativnich bakterii

U gramnegatinich bakterii nebyl pozorovan vyrazny inhibi¢ni Uc¢inek fosfore¢nanti
na jejich rust. HBS vykazovala patrny inhibi¢ni u¢inek az ve dvou nejvyssich testovanych
koncentracich (Obr. 37-39), kdy 1% w/v HBS zcela branila rustu bakteriim Pseudomonas
aeruginosa CCM 3955 a Pseudomonas fluorescens CCM 2798. U bakterii Proteus
mirabilis CCM 7188, Escherichia coli CCM 3954, Citrobacter freundii CCM 7187 a
Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420 zpusobila tato koncentrace
snizeni narastu (IR<50) bunck, prodlouzeni jejich lag faze a snizeni ristové rychlosti
v porovnani s kontrolou. O néco nizsi inhibi¢ni vliv vykazovala 0,75% w/v koncentrace,
pfi niZ byla optickd denzita bun€k nizsi primérmée o 30-70%. I pfi této koncentraci doslo
u vSech testovanych gramnegativnich bakterii K prodlouzeni lag faze a snizeni rlstové
rychlosti oproti kontrole. Jako nejodoInéjsi vici ucinkiim fosfore¢nanovych soli se ukazala
byt Serratia marcescens subsp. marcescens CCM 303, ktera byla rezistentni i proti

pusobeni HBS ve vSech testovanych koncentracich.
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Fosfore¢nanové soli S9 a 690 nemély vétSinou vyrazngjsi vliv na rlst gramnegativnich

bakterii ani v nejvyssich testovanych koncentracich (Obr 40-45).

Jako nejcitlivéjsi k ucinkum fosfore¢nanovych soli byly vyhodnoceny bakterie rodu
Pseudomonas. U téchto bakterii byl zaznamenan inhibi¢ni ucinek pii kultivaci
Vv ptitomnosti HBS a byl prokazan i jisty vliv S9 a 690 na jejich rast. U Pseudomonas
aeruginosa CCM 3955 doslo pii pouziti S9 ve dvou nejvyssich testovanych koncentracich
ke snizeni optické denzity (IR<60) a zaroven doslo k prodlouzeni lag faze a snizeni rtistové
rychlosti oproti kontrole. Na rist Pseudomonas fluorescens vykazovala vétsi inhibiéni
efekt stl 690. Tato stl ve dvou nejvyssich koncentracich vyznamné branila narstu bunék
Pseudomonas fluorescens béhem kultivace a zpusobila prodlouzeni jejich lag faze.
Plsobeni 690 nemélo vliv na rustovou rychlost Pseudomonas fluorescens, ktera byla
u dvou nejvySSich koncentraci v porovnani s kontrolou naopak vyssi. Citlivost
pseudomonad k ucinktim fosfore¢nanovych soli je celkem prekvapiva vzhledem k tomu, ze
jsou povazovany za odolné k okolnimu prostfedi diky své genetické vybavé a stavbé

buiky.

Plsobeni fosfore€nanovych soli na rist gramnegativnich bakterii se zatim vénovalo jen
malo studii. Vyzkumem ucinku fosforeCnanii na rust gramnegativnich se zabyvali
naptiklad Elliott a kol. [41], ktefi zkoumali vliv fosfore¢nanid na rist pseudomonad
z driibeziho masa. Zjistili, Ze kuCinkim fosforeCnanovych soli jsou citlivési
nefluorescentni kmeny pseudomonad. Dale zjistili, Ze fosfore¢nany zcela nezabrani ristu
pseudomonad v dribezim mase, ale vyrazné prodluzuji dobu jejich nérdstu a tim se zvysi
skladovatelnost dritbeZziho masa. Vysledky zminéného vyzkumu podpofily vysledky
ziskané touto praci, ktera také popisuje jisté inhibicni ucinky fosforeCnani na rist

pseudomonad.
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Obr. 37. Vliv HBS na rlst gramnegativnich bakterii po 24 hodinach kultivace
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Obr. 38. Vliv HBS na lag fazi (A) gramnegativnich bakterii
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Obr. 39. Vliv HBS na ristovou rychlost (pm) gramnegativnich bakterii
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Obr. 40. Vliv S9 na rist gramnegativnich bakterii po 24 hodinach kultivace
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Obr. 41. Vliv S9 na lag fazi (A) gramnegativnich bakterii
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Obr. 42. Vliv S9 na ristovou rychlost (1m) gramnegativnich bakterii
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Obr. 43. Vliv 690 na rist gramnegativnich bakterii po 24 hodinach kultivace
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Obr. 44. Vliv 690 na lag fazi (A) gramnegativnich bakterii
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Obr. 45. Vliv 690 na rustovou rychlost (um) gramnegativnich bakterii
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ZAVER
Cilem této diplomové prace bylo sledovat inhibicni UCinky tfi komercnich
fosfore¢nanovych soli v rizném kondenzacnim stupni (HBS, S9, 690) na rast vybranych

mikroorganizmi.

Na zaklad¢ vysledkd ziskanych méfenim lze tvrdit, ze k ucinkim fosfore¢nanti jsou
vyrazné citlivéjs§i grampozitivni bakterie. Ze tfi testovanych fosfore¢nanovych soli
vykazovala vyrazny inhibi¢ni G€inek na rast grampozitivnich pouze HBS, kterd obsahuje
smes polyfosfosfore¢nanti s vysokym kondenzacnim stupném a orthofosforecnant. Nizsi
antimikrobidlni uc¢inek byl zjistén u S9 a nepatrny vliv na rist grampozitivnich bakterii byl
pozorovan u 690. Je tedy patrné, Ze se antimikrobidlni ucinek fosfore¢nani zvySuje
s délkou jejich fetézce. Nejcitlivejsi bakterii k u¢inkiim zkoumanych soli byl Micrococcus
luteus. Naopak nejrezistentnéj$imi grampozitivnimi bakteriemi byly bakterie rodu

Enterococcus, na jejichz rist nemély fosfore¢nany vyznamny vliv.

U gramnegativnich bakterii nebyl zji§tén vyrazny Uc¢inek fosfore¢nant na jejich riist. HBS
pusobila inhibi¢né az ve dvou nejvyssich testovanych koncentracich. Pisobeni soli S9 a
690 nem¢lo vliv na rist gramnegativnich bakterii. Slabé inhibi¢ni ucinky téchto dvou soli
byly pozorovany pouze ve dvou nejvysSich koncentracich na bakterie rodu Pseudomonas,
které se ukazaly jako nejcitlivéjSi gramnegativni bakterie k G€¢inkiim fosfore¢nanovych
soli. Nejodolngjsi gramnegativni bakterii je naopak Serratia marcescens, které byla

A4

rezistentni 1 k nevyssim testovanym koncentracim HBS.

Zavérem je mozno fici, Ze zkoumané komercni fosfore¢nanové soli vykazuji vyznamné
antimikrobidlni ucinky a to zejména na grampozitivni bakterie. Dal§i zkouméni téchto
inhibi¢nich vlastnosti fosfore¢nanti by tedy mohlo vést ke zvySeni jejich vyuziti

V potravinaiském primyslu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

E338

E341

E450

E452

ATP

PSE

TAS

PAS

TRI

N

SPG

upP

SPP

BHI

aw

CPE

STPP

TSPP

SAPP

CFU

HP

kyselina fosfore¢na

fosfore¢nany vapenaté

difosforen¢nany

polyfosfore¢nany

adenosintrifostat

bledé, meékké, vodnaté maso
trifosfore¢nan sodny

kysely pyrofosfore¢nan sodny
tripolyfosfore¢nan sodny

neutralni pyrofosfosforec¢nan sodny
polyfosfore¢nan sodny glassy
ultrafosfore¢nan sodny

polyfosfore¢nan sodny

brain heart infusion (kultivacni médium)
vodni aktivita

enterotoxin Clostridium perfringens typu A
tripolyfosforecnan tetrasodny
pyrofosforecnan tetrasodny

kysely polyfosfore¢nan sodny

pocet mikroorganizmil

hexametafosfore¢nan
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PRILOHA P I: VLIV HBS NA RUST MIKROORGANIZMU

Pfiloha PTI A: Vliv HBS na rast Micrococcus luteus CCM 732
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Ptiloha PI B: VIiv HBS na rist Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953
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Piiloha PI C: Vliv HBS na rust Bacillus cereus CCM 2010
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Ptiloha PI D: Vliv HBS na rust Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM
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Pi#iloha PI E: Vliv HBS na rust Proteus mirabilis CCM 7188
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Ptiloha PI F: Vliv HBS na rust Salmonella enterica subsp.enterica ser. Enteritidis
CCM 4420
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PRILOHA PII: VLIV S9 NA RUST MIKROORGANIZMU

Ptiloha PII A: Vliv S9 na Micrococcus luteus CCM 732
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Ptiloha PII B: Vliv S9 na rast Bacillus cereus CCM 2010
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Pi#iloha PII C: VIiv S9 na rast Enterococcus faecalis CCM 2665
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Ptiloha PII D: Vliv S9 na rust Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
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P#iloha PII E: Vliv S9 na rast Escherichia coli CCM 3954
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Piiloha PII F: Vliv S9 na rast Pseudomonas fluorescens CCM 2798
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PRILOHA PIII: VLIV 690 NA RUST MIKROORGANIZMU

Pfiloha IIT A: Vliv 690 na rust Enterococcus faecalis CCM 4224
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Ptiloha III B: Vliv 690 na rast Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953
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Piiloha III C: Vliv 690 na rust Bacillus cereus CCM 2010
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Ptiloha III D: Vliv 690 na rast Bacillus subtilis subsp. spizizenii
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Ptiloha III E: Vliv 690 na rust Serratia marcescens subsp. marcescens CCM 303
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Priloha III F: Vliv 690 na rust Escherichia coli CCM 3954
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