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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva hodnocenim a testovanim antimikrobidlni aktivity
obalovych materialti potravin, které¢ obsahuji rostlinné extrakty a pomahaji v boji proti
Escherichia coli a ostatnim koliformnim bakteriim. Prace je rozdélena na n¢kolik ¢asti.

Prvni polovina prace obsahuje literarni reSersi tykajici se dané problematiky
obalovych materiali obsahujicich rostlinné extrakty.

Dale je prace také zamétena na literarni reSersi tykajici se koliformnich bakterii
a to predevsim rodu Escherichia coli, popisuje tyto mikroorganismy a také jejich
produkty a Gcinky, které mohou negativné ovlivnit lidské zdravi.

Dalsi cast prace jsem se zaméfil na opatfeni Vboji proti nezaddoucim
mikroorganismim. Druhd polovina prace se zabyva jiz samotnym testovanim
obalovych materialti, které obsahuji rostlinné extrakty na pfisluSnych modelovych
organismech popiipad¢ ptimo na potravinch.

Data, ktera byla se ziskdna zkouménim, byla zpracovana, porovnana s idaji

Vv dostupné literatufe a jsou uvedena v zavéru prace.

Kli¢ova slova: Escherichia coli, koliformni bakterie, obalové materialy, rostlinné

extrakty



ABSTRACT

This dissertation deals with evaluation and testing of food packiging materials
antimicrobial aktivity that contain plant extracts and help in the fight against Eschericia
coli and other coliform bacteria. This dissertation is divided into several parts.

The first half of the work contains a literature review publishing about
packaging materials containing plant extracts.

It is also focused on literature review on the coliform bacteria, especially
Escherichia coli genus, describes these microorganisms and their metabolic products,
the effects of metabolic products which may negatively affect human health. Another
part deals with measures to prevent undesirable microorganisms.

The second half of the work has been engaged in actual testing of packaging
materials containing plant extracts on relevant model organisms or directly on food.

Data, acquired by testing are processed, compared with the figures in the

available literatures and are listed at the end of work.

Keywords: Escherichia coli, coliforms, packaging materials, plant extracts



Seznam pouzitych zkratek:

e Tvs. = obsah tuku v susin¢

e TSB = trypt6zo — s6jovy bujon

e McF.= Mc Farlandova stupnice

e (CPM =’'celkovy pocet mikroorganismu

e PCA agar = zivny agar pro stanoveni celkového po¢tu mikroorganismt

e VRBL agar = zZivny agar pro stanoveni koliformnich bakterii

e PCA with skimmed milk = zivny agar pro stanoveni mikroorganismi mlé¢ného
kvaseni

e MIC = minimalni inhibi¢ni koncentrace

¢ MBC = minimalni baktericidni koncentrace

e PEG = poluethylenglykol

e DMSO = Dimethylsulfoxid

e DNA = Deoxyribonukleova kyselina

e RNA = Ribonukleova kyselina

e apod. = podobné¢

e subsp. = poddruh

e a, = aktivita vody

e ES = evropskeé spolecenstvi

e HACCP — Hazard analysis and critical kontrol point

o UV =ultrafialové svétlo

e rpm. = otacky za minutu

e SMODCH = smérodatna odchylka



1. UVOD

Potravinové obaly pouzivané v potravinaiském primyslu jsou obvykle vyrobeny
z kovu, skla, papiru, balicich a povlakovych materialG z pozivatelnych latek nebo
z polymernich obalovych materiali. Tyto obaly maji za kol potraviny chranit pied
kontaminaci. Musi spliiovat hygienické pozadavky a nesmi potravinu kontaminovat
nebo jakkoli porusit jeji zdravotni nezdvadnost, kterd by nasledné mohla ovlivnit lidské
zdravi. Musi byt zohlednéno, z jakych materiali byl obal pro potraviny vyroben a jaka
potravina je danym obalem balena a po jakou dobu je potravina v kontaktu s obalem.
Z hlediska baleni potravin se nedoporucuji n¢které kombinace oball s potravinami, at’
uz z fyzikédlnich vlastnosti nebo chemickych vlastnosti obali a potravin, také
z ekonomickych divodl by nemél byt drazsi obal na potravinu nezli zabalena potravina.

Obalové materialy, do kterych jsou pfidany rostlinné extrakty maji za tkol
zvysit bezpecnost balenych potravin a zamezit tim mikrobialni kazeni potravin. Bylo
zjisténo, ze latky ptirodniho plivodu zejména silice maji protizanétlivé a antioxidaéni
ucinky. Nekteré latky ptirodniho ptivodu prokazaly i inhibi¢ni u€inky na rast bakteri,
vird, hub, tak i parazitii. Preference ptirodnich latek je neustdle na vzestupu pro jejich
minimalni toxicitu, vedlej$i Uc¢inky, dobrou dostupnost a lepSi odbouratelnost ve
srovnani s antibiotiky. NevyuZivaji se jen extrakty z rostlin, ale i jednotlivé slozky,
které tyto extrakty obsahuji. U¢inné latky byly ziskany z rostlin modernimi metodami

a jejich antibakterialni aktivita je testovana stejn¢ jako u antibiotik.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1 Obalové materialy pouzivané v potravinarstvi

Nejcastéjsimi a nejvyznamnéjSimi obalovymi materidly, které jsou VvV pfimém
kontaktu s potravinami, jsou kovy, sklo, keramika, polymerni materidly, dfevo a balici
a povlakové materialy z pozivatelnych latek (Velisek, 1999).

Jednim znejzévaznéjSich hygienickych probléma pii baleni potravin
je kontaminace potraviny slozkami obalu v disledku jejich vzdjemné interakce. Téméet
pokazdé, kdyz je potravina v kontaktu s obalovym materialem, dochazi ke vzajemnému
sdileni hmoty a to i v pfipadé pouziti stabilnich materiali jako je sklo. Pro zachovani
zdravotni nezavadnosti potraviny, musi byt pro baleni potravin pouzity materidly
obecné kvalitnéjsi, nez je tomu pii vyrobé ostatnich vyrobku (Vickie et Christian,

2008).

2.1.1 Kovy

Kovy patii mezi vyznamné obalové materidly pro vyrobu mnoha
spotiebitelskych a pfepravnich oball o rizné velikosti (Velisek, 1999).

Pro vyrobu obalovych materidld se zkovu hodi predevS§im ocel. Pouziva
se zejména s riznou povrchovou Upravou, na niz se stale vice podileji polymerni latky.
Cin, jako samotny obalovy material se jiZ nepouziva, protozZe je celosvétoveé povazovan
za deficitni kov. Cin se pouzivd pro povrchovou upravu ocelovych, konzervovych
plechovek, v posledni dobé¢ se uplatiiuje také zinek a chrom (Vickie et Christian, 2008).

U kovil oceniujeme z obalového hlediska pfedevSim jejich zna¢nou tvrdost,
neprodySnost a v ur€itych piipadech i dobrou tepelnou vodivost. Nevyhodou kovovych
oballl je jejich nachylnost ke korozi, kterou zptiisobuji nékteré naplné uvnitt konzervy,
poptipadé i vlivem atmosférickych podminek (Stepek et al., 1981).
vyrabény hlavné z ocelovych plechi, které jsou zpravidla Zarové nebo elektrolyticky
pocinované. Pro kyselé ndplné€ za ptitomnosti kysliku a pro naplné zplsobujici ¢ernani
plechovek tvorbou sulfidi se povrch plechovek musi déale lakovat. Konzervarenské
plechovky jsou proto lakovany zevnitt, n€kdy se z ochrannych divoda lakuji i zvenci.
Laky, kterymi se lakuji plechovky z vnitini strany, nesmi uvolfiovat toxické slozky

do potravin, nepiedavat chut’ potraviné a musi byt stabilni pfi sterilizacni teplotg.
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Pro niZsi steriliza¢ni teploty (ovoce, zelenina) se pouzivaji laky olejopryskyii¢né. Pro
vyS$i sterilizacni teploty (maso) se pouzivaji laky na bazi fenolickych pryskyfic.
Podminkou pro spravnou funkci lakové vrstvy je dobra adheze k podkladu a odolnost
proti naplni (Stepek et al., 1981).

2.1.2 Sklo

Sklo se osvédCilo jako obalovy material a velmi dobfe obstoji i ve srovnani
S nejnovej$imi potravinarskymi materidly. K prednostem skla patii velkd chemicka
odolnost, dobra omyvatelnost a moznost sterilace sklenénych obaltl. Prihlednost skla,
vratnost oballi a dostupnost suroviny pro sklenéné obaly jsou jeho vyhodou. Zna¢nou
nevyhodou skla je jeho kiehkost a znacnd hmotnost, mensi tepelnd vodivost a mensi
odolnost k teplotnim zménam. K nevyhodam patii i energeticka naro¢nost na vyrobu
skla (Paine et Heather, 1992).

Sklo je velmi citlivé na ohfivani a ochlazovéani. Tepeln4d odolnost sklenénych
oball je dana rozdilem teplot, které musi sklenény obal vydrzet. U lahvi urenych pro
sterilaci musi obal snést tepelny naraz 40 °C, ostatni napojové obaly 35 °C. (Stepek
et al. 1981; Paine et Heather, 1992).

Volba barvy skla se fidi pozadavky na odfiltrovani nezddouciho podilu zafeni,
aby obal ziskal pro zdkaznika opticky leps$i vzhled. Pro bezbarvé sklo je dovolen mirny
namodraly, nazelenaly popfipadé nartizovély odstin. Obaly ze skla jsou predevsim
urceny pro tekuté, kasovité, praskove, kusové vyrobky v nalevu, nebo vyrobky susené.
Jedna se tedy predevs§im o obaly spotiebitelské. Osvedcily se ale 1 vétsi sklenéné obaly,
napiiklad balény pro ovocné S$tadvy a koncentraty. Sklenéné obaly urcené
pro potravinaisky prumysl se déli na obalové sklo napojové (mléko, vino, pivo, ovocné
§tavy, limonady, sirupy, lihoviny) a obalové sklo konzervové (Stepek et al., 1981; Paine
et Heather, 1992).

2.1.3 Papir

Papirenské vyrobky jsou vhodnym materidlem pro rtzné spotiebitelské nebo
pfepravni obaly. Surovina je pomérné¢ dobife dostupnd (dievo, Siroky sortiment
papirenskych vyrobkt véetné jejich zuSlechtovani impregnaci a kombinaci s plasty).
Surovinou pro vyrobu papiru je dievo a to pievazné dievo smrkové a jedlové. V daleko
mensi mife také dfevo listnatych stromtl. Velkym ptinosem pro obalovou techniku jsou

papirové vyrobky upravené impregnaci (povlékanim). Impregnacni prostiedek zajist'uje
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odolnost proti vod¢, zabrani pronikdni vodnich par a dalSich plynt, zvysi odolnost
k chemickym vlivim, umozni tepelné spajeni obalového materialu, nékdy zlepsi
i vzhled (Stepek et al. 1981; Gellerstedt, 2009).

Papir impregnovany silikony zajistuje hydrofobnost, lyofobnost a také velkou
nepfilnavost K nejriznéj§im materialim. Tyto jeho vlastnosti umoznuji velké uplatnéni
silikonovych papird u Sirokého sortimentu vyrobkt, kde diive pisobila pfilnavost
K papiru zna¢né potiZze. Jedna se pifedev§im o vyrobky jako cukrovinky, datle, fiky,
mrazené potraviny, maso), nebo také ve formé prolozek napi. u dortl, jinych
pekaiskych vyrobka, krajenych syrt atd. (Stepek et al., 1981).

Pergamenové papiry jsou nepromastitelné papiry s vhodnymi vlastnostmi. Jsou
vyrobené z kvalitni buni¢iny. Pergamenovy papir je nepropustny pro tuky a nerozmaci
se ani ve vrouci vodé. Slouzi pfedev§im k baleni tuénych a vlhkych potravin napf.

maso, tvaroh, syr a tuky (Stepek et al., 1981).

2.1.4 Balici a povlakové materialy z poZivatelnych latek

Kromé béznych obalovych material se v potravinafstvi pouzivaji i pozivatelné
obalové materidly. Chemicky jsou velmi riznorodé, zdkladem jsou tfi hlavni skupiny
zivin (cukry, bilkoviny a lipoidni latky). Je mozné sem zatfadit i latky syntetické.
Pozivatelné obalové materialy jsou vyrobeny predevS§im ve formé mékkych oballi nebo
povlaki. Za jednoduchy jedly obal je mozné povazovat i vrstvu ledu, kterou se potahuji
nékteré zmrazené potraviny, aby nedoslo k jejich vysuseni a neoxidovaly (Embuscado,
2009).

Balici povlaky vyrobené z jednoduchych cukrt (disacharidt), poskytuji obvykle
omezenou ochranu, nebot jsou zna¢n€ hygrospokopické a jejich pouzitelnost
je omezena 1 jejich sladkou chuti. Piikladem pouziti tohoto obalového materidlu
je glazovani proslazeného ovoce. Obalovym jedlym materidlem vyrobeny ze sacharidl
je také amylosa ve form¢ folii, nebo povlakli. Obaly na bazi amylosy jsou doporuceny
pro baleni omacek, zmrazeného masa, dritbeze, ryb ale mizeme se snim setkat
i ve formé parkovych stiev. (Stepek et al., 1981; Embuscado, 2009).

Obaly vyrobené z celulosy jsou nestravitelné a maji nevhodnou kompaktni
formu. Za pozivatelné jsou povazovany ve vodé rozpustné derivaty celulosy
(methylcelulosa, karboxymethylcelulosa), z nichz lze pfipravit transparentni povlaky,
folie (Stepek et al., 1981).
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Dalsi velkou skupinou jedlych obalt, je skupina vychazejici z proteinti. Tady
maji vyznam predevSim zelatina a uméld stiivka. Nejvice ocefiuje vyrobu
z zelatinovych filmt farmaceuticky primysl. Vyrabi z filml Zelatiny nejcastéji kapsle
pro léky. K ucelim povlékani salami se pouziva Zelatina v kombinaci s pektinem,
alginaty, cukry, kaseinem a Skroby. OsvédCenym jedlym obalem se staly umeéla
klihovkova stfeva, kterd ucelné nahrazuji v urCitém sméru predev§im z hygienického
hlediska stieva vepirova (Embuscado, 2009).

Balici a povlakové materialy lipidového charakteru jsou vétSinou latky
hydrofobni, primarné odolné proti vodé s pomérné¢ malou propustnosti pro vodni paru.
Jako pozivatelné povlaky lze pouzit i vosky, protoze jsou chemicky znaéné stalé,
Casto i fyziologicky zcela nezdvadné. Vosky jsou estery vy$sich mastnych kyselin
obsahujici vyssi primarni alkoholy. Vosky obsahuji kyseliny a to pfedev§im cerotovou
a metanovou kyselinu. Alkoholickou slozkou je nejcastéji cetylalkohol, myricilalkohol
(Embuscado, 2009; Stepek et al., 1981).

2.1.5 Polymerni obalové materialy
Na bazi polymert se pro baleni potravin pouziva celd Skala obalii vyrobenych
Z polymera. Jejich rozsah pouziti se v souc¢asné dobé velmi rozsifuje. Zakladni typy
polymernich obalt jsou:
e polyolefiny — polyetylen, polypropylen,
e vinylové polymery — polyvinylchlorid, polystyren, polyvinylacetat,
polyvinylalkohol,
e dusikaté polymery — polyamidy, polyuretany,
e polyestery — polyethylentereftat, polykarbonat, termosové polyestery,
e termosety — fenolformaldehydové pryskyftice, aminoformaldehydové pryskyfice,

epoxidové pryskytice (Velisek, 1999).

Polyethylen je celosvétové nejvice produkovanym plastem. Tato latka ma
nejvetsi vyuziti v oblasti baliciho materialu jako obaly pii vyrobé pramyslovych obald,
folii, lahvi na mléko, lahvi pro Cistici prostfedky, povlaky a pfepravni obaly pro Siroké

spektrum vyrobku (Beswick et Dunn, 2002; Hanlon, 1971).
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Polypropylen je vyznamny, komer¢né¢ vyuzivany plast. Nejvetsi vyuziti
polypropylenu je zejména pfti vyrobé folii, pro vyrobu obalii, misek a nddobi uréeném
pro mikrovinné ohifevy (Beswick et Dunn, 2002; Hanlon, 1971).

Polyvinylchlorid je velmi flexibilni a odolny materidl. Jeho vyuziti je zejména
pii vyrobé lahvi a tub pro toaletni potfeby, kosmetiku. Jako obalovy material
pro potraviny se pouziva jen pro mlécné vyrobky a jedlé oleje. Foliovy polyvinylchlorid
se pouziva pievazné pro baleni masla, masa, dribeze, ryb, Cerstvého ovoce a zeleniny.
Jeho vyhodou je predevSim odolnost proti olejim a tukiim, voskiim, organickym
rozpoustédlum. Nevyhodou je také jeho neptijemny zapach, ktery se projevi pii oxidaci
stabilizatorti po vyrobé¢, z tohoto diivodu by se folie vyrobené z tohoto materidlu nemély

ihned pouzivat pro baleni potravin (Beswick et Dunn, 2002, Hanlon, 1971).

2.2 Antimikrobialni u¢inky rostlin

Odvekou predstavou je nalezeni 1éCivé sily rostlin. Lidé zijici po celém svéte
pouzivaji jiz po dlouha staleti a tisicileti obklady, uzivaji odvary z tisici domorodych
rostlin. Nasledek 1é¢by nemél vzdy za pfi¢inu odstranéni symptomt. Diky neznalosti
vlastnosti rostlin mnohdy dochazelo k otravam lidi (Ciocan et Bara, 2007).

Ve 20. stoleti nastup antibiotik vedl k poklesu uzivani rostlinnych 1é¢iv, upadl
také z4jem po védeckém zkoumadani jejich funkCnich vlastnosti. Neptiznivé ulinky
uzivani antibiotik a dalSich syntetickych latek na lidsky a zvifeci organismus
a na kvalitu a bezpe€nost produkti maji za efekt znovuobjeveni zdjmu o latky
rostlinného plvodu v oblasti fytotechniky, fytofarmacie, fytomediciny a fototerapie
za posledni dekadu let. Od roku 2006 je pouzivani antibiotik a jinych syntetickych latek
jako ptidavek do krmiva pro dobytek v Evropské unii zakdzan. Hlavnim divodem
je totiz riziko pro lidské zdravi s ohledem na obsah rezidui v potravinach a také
z divodu rezistence mikroorganismi na antibiotika. Rezistence mulZze piechazet
1 na patogeny, které jsou nebezpecné pro Clovéka. Provadi se proto vyzkum pro vyuziti
rostlin, rostlinnych extraktd nebo sloucenin rostlinného puvodu jako potencionalnich
ptirodnich alternativ pro zvyseni produkce hovéziho dobytka. (Makkar et al., 2009).

Odhaduje se, ze v dnesni dobé je 50 % I1éCiv zapadnich zemi vyrobeno
z rostlinnych materiald. Primarnim pfinosem uzivani 1é¢iv rostlinného ptvodu je jejich

potencialni bezpe¢nost, oproti jejich syntetickym alternativam (Ciocan et Bara, 2007).
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Bioaktivita je pfipisovana pfedev§im pfitomnosti sekunddrnich metabolitd
Vv rostlinach, které mohou mit pfinosny ale i nepfiznivy ucinek (Makkar et al., 2009).
Sekundarni metabolity projevuji svou ucinnost napodobovanim endogennich
metaboliti, ligandi, hormonti, molekul pfenasSejicich signaly nebo neurotransmitert.
Diky tomu, ze se takto chovaji, maji pozitivni 1é¢ebny vliv na ¢lovéka (Ciocan et Bara,
2007). Rostliny maji neomezenou schopnost syntetizovat aromatické substance, jako
jsou fenoly nebo jejich kyslikaté derivaty. Ve velké casti pfipadi tyto slouceniny
rostlina produkuje jako obranny mechanismus vaéi utoku mikroorganismi, hmyzu
a bylozraveu. Urcité latky, jako napiiklad terpenoidy, davaji rostlinAam aroma, jiné

(chinony, taniny) jsou odpovédné za zbarveni rostlin (Cowan, 1999).

2.2.1 Nejcastéji vyskytujici se latky s antimikrobialnimi ucinky

Fenoly a polyfenoly maji antimikrobialni aktivitu jako napiiklad kyselina
kavova, ktera ti¢inkuje proti virim, bakteriim a plisnim. Dalsi latky v této skupiné jsou
katechol a pyrogalol. Toxicita téchto latek vi¢i mikroorganismiim je dadna inhibici
enzymatického aparatu patogena diky pfitomnym — OH skupinam. Fenolové skupiny
obsahuji tiiuhlikaty postranni bezkyslikaty fetézec, diky nému jsou v niz§im oxida¢nim
stupni nazyvany silicemi a maji antimikrobidlni u¢inky. Jako ptiklad je eugenol, ktery
inhibuje bakterie, plisné a kvasinky. Chinony a hydrochinony maji u¢inek proti
mikroorganismim v tom, Ze inaktivuji bilkoviny a podporuji ztratu jejich funkénosti
(Cowan, 1999; Ciocan et Bara, 2007). Piikladem je antrachinon, ktery je obsazeny
v rostlingé Cassia italica, pusobi bakteriostatickym ucinkem vici druhtim Bacillus
anthracis,  Corynebacterium  pseudodiphtherium,  Pseudomonas  aeruginosa,
baktericidné proti Pseudomonas pseudomalliae.

Flavony jsou latky obsahujici aromaticky kruh, jejich tvorba v rostling
je odezvou na mikrobialni infekci. Tyto latky jsou pfirozené funkéni proti Sirokému
spektru mikroorganismi. Katechiny, tfiuhlikaté flavonoidy, se vyskytuji v zeleném caji,
kde vykazuji také antimikrobidlni vlastnosti. Katechiny inhibuji rust Vibrio cholerae,
Streptococcus mutans, Shigella a mnoha dalsich. Taniny, polymerni fenolové latky,
maji adstringenni G¢inky (sviravé) (Ciocan et Bara, 2007; Cowan, 1999).

Kumariny, které vznikaji spojenim benzenu a o« - pyranonu, maji schopnost
stimulovat makrofagy a tak mohou mit nepfimy vliv na negativni efekt infekce (Cowan,

1999). Hydroxyskoficovou kyselinu fadime mezi kumariny, ma schopnost inhibovat
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grampozitivni bakterie. Inhibi¢ni aktivita antokyanii a proanthokyanli byla prokézana
za pritomnosti glukosy, diky ¢emu tyto latky inhibuji respiraci a mnozeni bakterii rodt
Escherichia, Enterobacter, Proteus, Lactobacillus a Salmonella (Fernandez, 1996;
Kyzlink, 1980).

Terpeny a silice nesou pouze jejich aroma. Terpeny maji antimikrobialni
aktivitu, antifungdlni, antivirdlni a antiprotozoondlni ucinky. Mechanismus jejich
ucinku neni piesné¢ znamy, ale piedpoklada se naruSeni lipofilni membrany (Ciocan
et Bara, 2007; Cowan, 1999). Védci v oboru potravinaistvi zjistili, Ze terpenoidy které
jsou piitomné v silicich rostlin, mohou byt uzitecné v kontrole vyskytu Listeria
monocytogenes (Aureli, 1992).

Alkaloidy jsou latky vykazujici G¢innost proti mikroorganismam. Jejich formy
Vv Cistém stavu, jsou pouzivany po celém svété diky svym baktericidnim, analgetickym
a antispasmolytickym vlastnostem (Ciocan et Bara, 2007; Cowan, 1999).

Peptidy jsou znamymi inhibitory mikroorganismti jiz po dlouhou dobu.
Mechanismus jejich ucinku spociva v utvafeni iontovych kanalki Vv bakteridlni
membrané nebo v kompetitivni inhibici (pfilnuti bakteridlniho obalu na povrch
hostitele) (Cowan, 1999). Thiony jsou peptidy, které se nachazi v jeCmeni a pSenici.
Jsou toxické viici kvasinkdm, gramnegativnim a grampozitivnim bakteriim (Ciocan

et Bara, 2007).

2.2.2 Antimikrobialni u¢inky vybranych druhi rostlin

Vyznamny antimikrobialni G¢inek surového etanolového extraktu byl prokazéan
u rostliny Bergenia crassifolia proti péti nejcastéji se vyskytujicim patogennim
mikroorganismim tj. Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans (Kokoska et al., 2002). Rostliny Bergenia
crassifolia obsahuji fenolové slou¢eny (hydrochinon, quercetin, dihydroquercetin, rutin,
kyselina gallova, eskuletin), které vykazuji antimikrobidlni wCinky (Shilova
et al., 2006). Velky uc¢inek proti Bacillus subtilis, Escherichii coli, Staphylococcu aureu
byl prokazan pii zkoumani ucinku kofene rostliny Bergenia ligulata. V boji proti
Sacharomyces byla tato cast rostliny neu¢inna. Pfi chemickém rozboru kofene byly
zjistény tyto latky: B-sitosterol, B-sitosterol-D-glukosid, bergenin a paashaanolakton

(Sajad et al., 2010). Latka arbutin ma silné antimikrobialni ucinky, které jsou
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ve vysokém mnozstvi pfitomny v bergéniich, ale vysoké mnozstvi arbutinu miize
pusobit na lidsky organismus nefro — nebo hepatotoxicky (Novak, 2010).

Antimikrobialni Géinek byl prokazan v rostlinach rodu Tradescantia. Pfedevsim
pritomnost flavonti hlavné C-glykosida apigenind a luteolinu (Martinez et Martinéz,
1993). Byl potvrzen antimikrobialni ti¢inek této latky proti Sirokému spektru bakterii:
pseudomonady, stafylokoky, streptokoky, xanthomonady a dalsi. Lektin je dalsi
ucinnou latkou, kterd je obsaZena v kofeni rostlin Setcreasea purpurea (Naidu 2000;
Cowan, 1999; Ciocan et Bara, 2007; Ncube et al., 2008). Vyznacuje se antifugalnim
ucinkem proti plisnim rodu Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Penicillium
italicum, Helminthosporiun maydis (Yao et al, 2010). Skupiny flavonoidd
tj. anthokyanidiny, zebrin a monodekaffeylzebrin jsou latky, které obsahuje rostlina
Tradescantia zebrina (Tatsuzawa et al., 2010). Jiz vyse bylo uvedeno,
ze antimikrobialni efekt téchto latek byl prokazan.

U rostliny Draceana cinabarit, ktera vylucuje pryskyfici, byl prokazan taktéz
antimikrobidlni Uc¢inek. Extrakt této rostliny inhiboval rlst mikroorganismi jako
je Bacillus cereus var mycoides, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bordetella
bronchiseptica, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidemidis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus faecalis, Candida albicans, Aspergilus niger, Sacharomyces cerevisce
(Kumar et al., 2006).

V dichlormethanovém extraktu rostliny Draceana steudneri byl objeven
antifugalni GCinek. Extrakt ztéto rostliny pusobi proti houbam, jako jsou Candida
albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus niger. Uginky antimikrobialniho
pavodu rostliny Draceana cambodiana maji za dusledek flavany izolované z kmene
této rostliny, dale pak z metanolového extraktu kofene izolované 22 - spirostanové
steroidy, z nichz nékteré maji i inhibi¢ni U¢inky proti bakteriim Pseudomonas
aeruginosa,Staphylococcus aureus a plisni Fusarium oxysporum (Van Mihn
et al., 2009; Liu et al., 2008). Rostlina Dracena angustifolia diky jejim steroidnim
saponinim izolovanych z erstvych kmeni vykazuje ucinek proti kvasivce
Cryptococcus neoformans (XU, 2010).

Mezi rostliny rostouci v nasi oblasti miZeme zafadit rostliny hluchavkovité
a mifikovité. U Téchto rostlin bylo zjiSténo velké mnoZstvi obsahovych latek

chemického pivodu. Nejvyznamnéj$imi latkami jsou terpenické slouceniny (predevsim
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monoterpeny, diterpeny a seskviterpeny) obsazené v silicich. Mnozstvi a chemické
slozeni silice se pfitom mize liSit vramci jednoho druhu. Dal§imi zjiSténymi
chemickymi latkami jsou éterické oleje a saponiny. Vyznamné je také zastoupeni

fenolickych slouc¢enin, naopak témét chybi alkaloidy (Marecek F., 1997).

2.2.3 Metody stanoveni citlivosti mikroorganismi k antimikrobialnim latkam
Jsou dva zplsoby metod zjistovani citlivosti  mikroorganismi

k antimikrobialnim latkam.

e kvalitativni prukaz citlivosti na antimikrobialni latky.

e Kkvantitativni stanoveni citlivosti na antimikrobialni latky (Votava, 2005).

Hlavnim uc¢elem testovani za pouzitim téchto metod je zjisténi, zda vibec
a pripadn¢ do jaké miry je mikroorganismus cCitlivy (Bednaf, 1996). Kvalitativnim
vySetienim zjistime na kterou latku je mikroorganismus citlivy (Podstatova, 2001).
Kvantitativni vySetfeni urcuje citlivost vyjadienou piimo minimalni inhibi¢ni
koncentraci (MIC), nebo nepfimo primérem inhibi¢ni zoény kolem disku (Bednat,

1996).

2.2.3.1 Kvalitativni metody

Uplné nejbézngjsi metodou Vv této skupiné je diskovy difazni test. Princip tohoto
testu spociva v tom, ze mikroorganismus, ktery je kolem disku s antimikrobiélni latkou,
na niz je potencionalné citlivy, nevyroste. Kolem disku se vytvoii inhibi¢ni zona ristu
mikroorganismu. Proto, aby byl vysledek spolehlivy, je tieba pii testu dodrzovat
pfedepsany postup. VéEtSina mikroorganismii mé jako pfedepsanou piidu k testovani
citlivosti Muelleriv — Hintonové agar- 2, ktery zarucuje standartni difuzni schopnost
agaru. VySka pudy v Petriho misce musi byt jasné¢ dand, ptfesn¢ 4 mm, coz se pro misku
o pruméru 9 mm docili nalitim 25 ml média (VVotava, 2005).

Primér inhibi¢ni zony zavisi na hustoté inokula vySetfovaného kmene. Musi
odpovidat stupni 0,5 az 1 McFarlandovy zakalové stupnice. Inokulum je na misku
naockovano tzv. masivné¢ — t0 znamena pielitim a pak odsatim piebytku, nebo
rozettenim pomoci vatového tamponu V nékolika smérech. Dojde k naockovani
a na povrch agaru se pokladou disky — na béznou misku o priméru 9 mm nejvice Sest

diskd. Primér inhibiéni zony zavisi kriticky na mnoZstvi antimikrobidlni latky.
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Utinnost diski je potieba priibézné kontrolovat. Misky, které jsou naotkované a maji
polozené disky, inkubujeme dnem vzhiru po ptredepsanou dobu, pro konkrétni
mikroorganismus a pii konkrétni teploté (Votava, 2005). Ucinné latky nasledné
difunduji do okoli disku (Podstatova, 2001). Po dokonceni procesu inkubace
se vysledek testu odecte a zméfi se praiméry inhibi¢nich zon (Votava, 2005). Intenzita
efektu je odpovidajici velikosti zony, ¢im je latka u¢inngjsi, tim je potom zdna inhibice
Sirsi (Podstatova, 2001).

Existuji 1 dalsi diftzi metody, mezi které patfi metoda kominkova, u niz
je hlavnim principem polozeni sklenéného kominku, ktery se zaplni zkoumanym
extraktem na inokulovanou plotnu. Piipadny pozitivni vliv se projevi inhibi¢ni zénou
kolem kominku. Kapkova metoda je dal$i metodou, jejiZ principem je naneseni kapky
extraktu na inokulovany povrch, kde se sleduje vytvofeni inhibi¢ni zony. U jamkové
metody je principem vytvofeni jamky v agarovém mediu a jamka se nasledné zalije
extraktem. Metoda zlabkova se déla tak, ze do nalitého ztuhlého agaru se vyfeze
podélné Zlabek, ktery se naplni extraktem, ktery zkoumame. Daji se pouZit i pfimo ¢asti
rostlin, nebo jejich organt, kdy se tyto ¢asti pokladaji na inokulovany povrch plotny

(Magkové, 2008).

2.2.3.2 Kvantitativni metody

Kvantitativni metody spocivaji ve stanoveni koncentrace ucinné latky, na kterou
je testovany mikroorganismus citlivy. ZjiStuje se tedy minimalni koncentrace latky,
ktera je schopna potlacit rust mikroorganismu. Stanovuje se také koncentrace latky,
kterd dovede mikroorganismus usmrtit a ta je oznafena jako minimalni baktericidni
koncentrace (MBC) (Podstatova, 2001). Je nezbytné, aby byla stanovena minimalni
inhibi¢ni koncentrace pii vySetieni citlivosti kmenti u mikroorganismti pomalu
rostoucich a u nékterych mikroorganismt vypéstovanych z klinicky zavaznych ptipadi
(Votava, 2005).

Dilucni test v bujonu

Timto testem se zjiStuje minimalni inhibiéni koncentrace dané latky, ktera
se vyjadii ptimou mirou citlivosti mikroorganismu. Test se provadi v polystyrenovych
mikrotitracnich desti¢kach, které maji dvanact sloupcti a osm fad jamek. Pro jednu latku
s antimikrobidlnim U¢inkem se pouzivd osm koncentraci dosazenych dvojnasobnym

fedénim zakladniho roztoku latky. Jamky se plni 100 pl bujonu o ptislusné koncentraci.
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Koncentrace jsou vybrany tak, aby kolem ¢tvrté jamky byla hrani¢ni koncentrace pro
citlivost. Ockovani se provadi silnymi a zbrouSenymi jehlami o obsahu 1 — 2 pul
suspenze a o koncentraci 10° bakterii v 1 ml podle zakladového standardu. Po ukongeni
doby inkubace se odecte rast proti kontrole. Minimalni koncentrace je v prvni nezkalené
jamce (Bednat, 1996).

Velmi podobnou metodou je metoda mikrodiluéni, kterd se pouziva pro
stanoveni minimalni koncentrace latek vi¢i mikroorganismim. Pfi této metod¢ se také
pouzivaji sérologické mikrodesticky. Za minimalni koncentraciu této metody
je povazovana nejnizs$i koncentrace ucinné latky, kterd je schopna potlacit rust

mikroorganismu. Minimalni koncentrace se udava v pg/ml, resp. v mg/l. Podobnym
zpusobem se da stanovit i MBC (Votava, 2005).

Dilucni test v agaru

Petriho misky vylévdme agarovou pldou o standartnim objemu. Jehlovym
razidlem naockujeme na jednu plotnu 30 az 40 kmenl najednou. Po ukonceni doby
inkubace se odecita rast ve form¢ uzaviené kolonie. Plotna, u které jiz neni pozorovan
rast, obsahuje minimalni koncentraci dané latky. Agarova diluéni metoda je metodou

referenc¢ni. Tato metoda je ptfesnéjsi a lépe se u ni stanovuje zastava rustu (Bednaf,

1996).

E-test

Radi se mezi jednodussi, ale nakladngj§i metody stanoveni minimalni
koncentrace v latkach. Jedna se o prouzek, ktery je nasyceny antimikrobidlni latkou
ve stoupajici koncentraci, jejiz hodnoty jsou vyznafeny na dlouhém kalibra¢nim
prouzku. Prouzek se klade na ofkovanou misku, stejné¢ jako na diskovy difuzni test.
Diflizi se vytvoti kontinudlni gradient podél prouzku a kolmo smérem od n¢j. Vysledna
zona inhibice ma vejCity tvar a tam kde jeji okraj protina, okraj prouzku se odecte
na vytiSténé Skéale hodnota minimalni koncentrace. Tato metoda je v§ak malo dostupna

pro jeji vysokou cenu (Bednat, 1996; Votava, 2005).

2.3 Rostlinné silice
Silice (éterické oleje, esencidlni oleje, aromatické oleje) jsou tékave, intenzivné
vonici smési pfirodnich rostlinnych latek olejové konzistence. Jsou lipofilni a ve vodé

tézko rozpustné. Byvaji zpravidla bezbarvé, zvlast€¢ v Cerstvém stavu, pii delSim
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uchovavani snadno oxiduji, pryskyfi¢nati a tmavnou. Silice hiebicku je ptirodné
zlutohnéd¢ barvy. Zelen¢ a modie jsou zbarveny silice obsahujici azulen. Pfi normalnim
teplotnim optimu jsou zpravidla tekuté (n€které jako je silice anyzova, nebo rtizova
¢astecn¢ tuhnou). Hustota u silic je mensi nez 1. Vyjimku tvofi silice s vysokym
obsahem aromatickych latek a latek obsahujicich siru (silice skoficova, hiebickova,

2%

je dany piitomnosti nenasycenych latek s dvojnymi a trojnymi vazbami (Hubik, 1989).

2.3.1 SloZeni silic
Silice jsou slozeny z velkého poctu chemickych sloucenin. Doposud bylo
identifikovano ptes 500 riznych latek, pfi€emz jedna silice jich miize obsahovat az 50.
Jsou zde zastoupeny latky z riznych biogenetickych skupin, ptedevsim latky s nizsi
molekulovou hmotnosti a bez glykosidni vazby na cukry monoterpeny, seskviterpeny,
diterpeny a fenylpropany. Jsou zde zastoupeny téméf vSechny typy organickych
slou¢enin uhlovodiky, alkoholy, aldehydy, ketony, kyseliny, estery étery a jiné (Hubik,
1989).
e Uhlovodiky — jsou zastoupeny témet ve vSech silicich (limonen, pinen, sabinen,
ocimen, kadinen, zingiberen),
e alkoholy — v silicich jsou obsaZzeny jako acyklické, monocyklické a bicyklické
monoterpeny a seskviterpeny (geraniol, citronelal, mentol, borneol),
e aldehydy — vsilicich obsazeny jako acyklické, nebo cyklické slozky (citral,
geraniol, benzaldehyd, skoficovy aldehyd, vanilin),
e ketony — vsilicich obsazené jako monocyklické, nebo bicyklické slouceniny
(karvon, menthon, piperiton, diosfenol, kafr, bujon, iron),
e fenoly — eugenol, tymol, karvakrol,
e fenolické étery — anethol, safrol, myristicin, apiol,
e oxidy — vyskytuji se v eukalyptové silici (eukalyptol, askaridol),
e estery — octany, terpineolu, borneolu, geraniolu, isothiokyanatany, salicil
methylnaty (Hubik, 1989).

Pii starnuti se u silic méni vlastnosti, zacinaji tmavnout a pryskyfic¢natét. Daéle
dochdzi k autooxidaci, polymeraci a hydrolyze ester. Tyto chemické zmény podporuje

predevsim vyssi vlhkost, teplo, vzdusny kyslik a svétlo. Nejrychleji se méni silice, které
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maji vysoky obsah terpenickych uhlovodikt (citrusové silice, silice konifer). U silic
S vysokym obsahem esterd (bergamotova, levandulovd) Vv procesu uchovavani ptibyva
obsah kyselin vlivem ¢aste¢ného zmydelnéni estert. Silice obsahujici aldehydy a fenoly

se také ¢asto méni, pouze silice obsahujici alkoholy zistavaji stejné (Hubik, 1989).

2.3.2 Vyskyt silic

Vyskyt silic je pro nékteré Celedi rostlin typicky Pinaceae, Zingiberaceae,
Lauraceae, Rutaceae, Myrtaceae, Lamiaceae. Pro urcité celedi jsou vsSak rozdily
ve tvorbé a ukladani silic. Silice se vytvaii v protoplazmé, piipadné rozpadem
bunéénych blan, nebo hydrolyzou glykosidi. Mohou prostupovat pletiva, nebo
se koncentrovat v ur¢itych organech (plodech mrkvovitych, kira a listy skoficovniku,
zlaznaté trichomy listd maty, oplodi nebo kvéty citroniki).

Vyznam silic pro rostliny neni zcela jest¢ objasnén, zatim je o nich zndmo ze
slouzi jako lédkadla pro opylujici hmyz, usmériiovace transkripce. V rostliné plni
i funkci fytocindti (latek s protipatogenimi ucinky). Obsah silic v rostliné kolisa
Vv pribéhu vyvinu, ale také béhem 24 hodin, ¢im se dokazuje jejich aktivni zapojeni

do latkové vymény (Kalemba, 2003; Nedorostova, 2009).

2.3.3 Ziskavani silic
Silice se ziskavaji z rostlinnych surovin nékolika technologickymi postupy:

e jako nejstarSi zpusob se pouziva extrakce tukd. V omezenéj$im rozsahu
se pouziva dodnes pro zpracovani kvétli, ve kterych je obsah silic velice nizky
(jasmin),

e parfémovy primysl pouziva kontinualni extrakce lehce t¢kavymi rozpoustédly
(petroléter a benzen). V této extrakci dochazi i k extrakci tukid, ne pouze jen
silic,

e Ve farmaceutickém prumyslu se silice ziskavaji vétsinou destilaci. Pro destilaci
z vody se musi pouzit suchy material, ve kterém vrouci voda nezplsobi zadné
nezadouci zmény,

e silice, které nejdou bez rozkladu destilovat, se ziskavaji lisovanim. Citrusové
silice 1ze ziskat také nabodavanim plodu jehlami (Kalemba, 2003; Nedorostova,
2009).
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2.3.4 Testovani antimikrobialniho ucinku silic
Pro toto testovani se nejcastéji pouzivaji metody, které jsou specidlné vyvinuté
pro testovani antibiotik. Roztok zkousené latky je ptimo v kontaktu s mikroorganismem

Vv tekuté, agarové nebo zivné puade€. Pokusy lze rozdélit:

e agaroveé difuzni metody (pouziti papirovych diskt, jamek),

e dilu¢ni metody (v agarovych, tekutych zivnych pudach).

Provedeni téchto metod komplikuji nékteré specifické vlastnosti silic jako
je predevsim jejich nedostate¢na rozpustnost ve vodé¢ a tékavost. Silice maji hydrofobni
charakter a vysokou viskozitu. Je potteba tedy do Zivnych pad ptidat rozpoustédlo
(PEG, Tween, DMSO, etanol), ktera vyiesi problém rozpustnosti. Rozpoustédlo muize
nepiiznivé ovlivnit ristové vlastnosti mikroorganismt (Kalemba, 2003; Nedorostova,
2009).

Jako dal$i moznosti pro testovani ucinka silic se vyuziva plynnd faze. Silice
se umisti mimo zivnou pidu. Do pfimého kontaktu s mikroorganismem se dostavaji
pouze jeji pary. Tento zptsob testovani experimentalné prokéazal vyraznéjsi ucinek silic

(pfedevsim u hub) (Bergkvist, 2007).

2.3.4.1 Vliv silic na mikroorganismy

Nejcastéji testovanymi mikroorganismy jsou Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Aspergillus
niger (Rakotonirainy, 2005).

Mechanismu ucinku silic na mikroorganismy je zcela komplexni. Terpenoidy
plsobi na membranové enzymy a blokuji respiracni cyklus. Dalsi soucasti silic mohou
pusobit na ostatni biochemické bunééné déje — inhibice syntézy DNA, RNA, proteinl

a polysacharidu (Kalemba, 2003).

Stanoveni optimalni koncentrace Silic pro dezinfekci je obtizné. Mé&fi se citlivost
mikroorganismi, pifi pouziti riznych metod a silic z odlisnych druht rostlin. Jsou
rozdily v citlivosti u silic ziskanych z jednoho druhu rostlin, ale jinym zptisobem nebo
za jinych podminek. Rada faktorti ovlivituje chemické sloZeni a tim i uginek silice

(Kalemba, 2003).
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Faktory ovliviiujici t€inky silic:
e klimatické a rustové podminky v lokalité, kde byla rostlina pofizena (teplota,
slozeni pady, apod.),
e pouzitd cast rostliny a jeji vyvojovy stav v dob¢ sklizné,

e zpusob destilace a uchovavani silice.

2.4 Charakteristika koliformnich bakterii

Koliformni bakterie jsou gramnegativni tyCinky, netvofici spory, které jsou
schopny ristu na kultivaénim médiu obsahujicim Zlucové soli, nebo jiné povrchoveé
aktivni latky, které maji podobné vlastnosti. Tyto bakterie maji schopnost fermentovat
laktozu pii teploté 35 °C nebo 37 °C se soucastnou produkci kyselin, plynd, aldehyda
béhem 24 — 48 hodin. Jsou to aerobni, nebo fakultativné anaerobni bakterie.
Mezi koliformni organismy patii Escherichia ssp., Citrobacter ssp., Enterobacter ssp.,
Klebsiella ssp., Serratia ssp. (Rihova et Ambrozova, 2007).

Koliformni bakterie a fekalni koliformni bakterie (termorezistentni), se tradicné
pouzivaji jako indikatory fekalniho znecisténi. Zjistilo se, ze mezi témito skupinami
se vykytuje velkd fada druhli (hlavné mezi koliformnimi bakteriemi), které ovSem
nemusi mit fekalni pivod a vlastnosti. Proto se jejich momentalni fekalni indikacni
hodnota zpochybnuje a soucasny trend sméfuje k piimému stanoveni Escherichia coli,
kterd je podle smérnic Svétové zdravotnické organizace povaZovana, jako hlavni

indika¢ni zdroj fekalniho znedisténi (Baudisova, 1998).

2.4.1 Rod Escherichia

Rod Escherichia jsou gramnegativni, nesporotvorné ty¢inky (Obr. ¢. 1),
peritirichni nebo Upln¢ bez bicikd, S respiratnim a fermentaénim metabolismem.
Nejvyznamnéjsi zastupce toho rodu je Escherichia coli. Jedna se o mikroorganismus,
ktery se nachazi ve spodni Casti traviciho traktu ¢loveéka a vSech teplokrevnych zvifat.
Tato bakterie se vyskytuje i ve vykalech. Nejvétsi hrozba tohoto mikroorganismu
spo¢iva pifedev§im V hygienickém hledisku, proto se ji v potravinafstvi vénuje
mimoftadna pozornost (Silhankova, 2002).

Escherichia coli fermentuje laktézu a vytvaii z ni kyselinu mléénou, octovou
a plyny (CO, a H;). Ne¢které kmeny mohou zkvaSovat laktozu pomaleji nebo

ji nezkvasuji vibec. V potravinarském a vodarenském primyslu je tato bakterie
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vyuzivand jako indikatorovy mikroorganismus sanitace, zachovani hygienickych
a technickych pozadavka pti ziskavani, zpracovani, skladovani a distribuci. Pfedevsim
vysoky obsah téchto bakterii v potravinach zpusobuje samotné kazeni potravin (Gorner
et Valik, 2004).

Nékteré kmeny rodu Escherichia coli ziskaly specialni mobilni geny piisobenim
bakteriofagii nebo plasmidi, které jim daly nové faktory virulence a diky tomu
se stavaji patogenimi. Patogenni kmeny Escherichia coli rostou v rozmezi teplot
7 — 46 °C a pii pH 4,4 — 9,0 a aw nad 0,96. Rychle se mnozi pti koncentraci NaCl
2,5 %, nejsou vsak odolné vici vysokym teplotam. Infekéni davka téchto bakterii je
mensi nez 10% bun&k/gram (Komprda, 2007).

Invazivni kmeny Escherichia coli zplsobuji onemocnéni zejména u lidi
se sniZenou imunitou, u kojenct a starych lidi.

Mezi tyto kmeny fadime:
e enteropatogenni Escherichia coli (EPEC),
e enterotoxigenni Escherichia coli (ETEC),
e enteroinvazivni Escherichia coli (EIEC),

e enterohemoragické Escherichia coli (EHEC) (Gorner et Valik, 2004).

V dnesni dobé¢ je nejvyznamnéj$im patogennim kmenem Escherichia coli O157:H7,
kterd patti mezi EHEC. Hlavnim rezervoarem tohoto kmene je skot. Nejzavazngjsi
onemocnéni zpusobené patogenni Escherichia coli a jejimi metabolity jsou
hemoragickd kolitida a hemolyticko uremicky syndrom, jehoZ projevy jsou predev§im
u déti do péti let akutni selhani ledvin doprovazené dalSimi projevy, jako je intravazalni
hemolyza, poruchy pfii srazeni krve, nefropatie, hematurie a proteinurie (Komprda,
2007).
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Obr. 1. Escherichia coli (www.ishbytes.blogspot.cz).

2.4.2 Rod Citrobacter

Jedna se o pohyblivé gramnegativni tyCinky, které na béznych mediich vytvareji
pomérné velké, vypouklé, hladké a mukozni kolonie. Nékdy se vyjimecné vyskytuji
drsné formy. Jak uz je podle nazvu ziejmé, bakterie rodu Citrobacter vyuzivaji jako
primarni zdroj uhliku citrat. Fermentuji cukry, které jsou pfeménovany za tvorby plynu.
Tyto bakterie produkuji indol, lipazy a DNazy. Vétsina kmenit bakterii rodu Citrobacter
produkuje také sirovodik. Optimalni teplota pro ridst tohoto druhu bakterii je 37 °C
(Borenshtein et Schauer 2006; Sedlacek 2007).

Mezi typické zastupce rodu Citrobacter patii:
e Citrobacter freundii,
e Citrobacter koseri,

e Citrobacter yougae.

Vsechny tyto bakterie nalezneme ve sttevnim traktu u lidi a zvitat, dale v klinickych
vzorcich, ve vodé nebo v padé (Muray et al., 2005).

Citrobaktery, jsou velmi casto izolovany z lidskych vykalt, ale i jinych
klinickych vzorkt. Tyto bakterie mohou zpisobovat stfevni a mocové infekce,
bakteremie, meningitidy novorozenci, vzacné i mozkové abscesy (Gross et al., 1973;
Badger et al., 1998; Meier et al., 1998). Potvrdilo se, ze Citrobacter freundii (Obr. ¢&. 2)
je zodpovédna za epidemie zpusobujici gastroenteritidy, a to piedev§im v letnich

mesicich, a u déti predskolniho véku. (Tschape et al., 1995)
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Citrobaktery jsou primarné rezistentni K ampilicinu (antibiotikum) a dle druhu
bakterie také k cefalosporinim (antibiotikum) 1. a 2. generace. V poslednich letech
pfibylo kment produkujicich Sirokospektré beta — laktamazy. Velmi citlivé jsou
pfedev§im na antibiotika: aminoglykosidy, chloramfenikol, cefalosporiny 3. a 4.

generace, tetracykliny (Urbaskova, 1996, Votava et al., 2003)

Obr. 2. Kolonie Citrobacter freundi na agaru (www.vetbook.org)

2.4.3 Rod Enterobacter

Bakterie rodu Enterobacter jsou gramnegativni ty¢inky, vétSinou jsou pohyblivé
pomoci peritrichalnich bicikd. Tvoifi dvoji kolonie na pevnych pidach. Mohou byt
vrasCité a mukoidni, coz je dané tvorbou pouzdra. Tyto typy bakterii maji tendenci
prisedat k povrchim a vytvaret biofilm. Druhy typ kolonii popisujeme jako hladky
a suchy. Tento typ kolonii tvoii kmeny, které pouzdro nemaji a pfii rastu v tekutém
mediu maji tendenci sedimentovat (Demnerova et Pazlarova, 2009).

Z biochemického hlediska jsou tyto organismy pomérné aktivni. Jejich aktivita
se podoba biochemické aktivité bakterii Klebsiella. Samotny rozdil mezi t€émito dvéma
rody vSak spociva predevsim v pohyblivosti enterobakterii. (Votava et al., 2003).

Typicky zastupce rodu Enterobacter je E. cloacae (Obr. ¢. 3), ktery je hned
po Escherichia coli druhym nejéastéji se vyskytujici enterobakterii v lidské stievni
mikrofléfe. Mimo lidska stieva ji najdeme také ve vodé, pudé a na rostlinach. Dalsim
vyznamnym druhem je E. aerogenes.

Celkové jsou enterobaktery povazovany za nebezpecné a nozokomindlni patogeny

(Farmer 111 et al., 1980; Murray et al., 2005).
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Rod Enterobacter zptsobuje infekce mocového a respiracniho traktu, infekce
ran u imunitné oslabenych, nebo kategorizovanych pacient. Enterobacter se prokazal
I jako puvodce meningitid, nekrotizujicich enterokolitid a sepsi u novorozenct. Tato
ndkaza je spojovana s konzumaci suSené mlécné kojenecké vyzivy (Demnerova
et Pazlarova, 2009).

Co se tyka citlivosti k antibiotiklim, tak jsou enterobakterie ptirozené rezistentni
k cefalosporinim 1 a 2 generace a aZz na nékteré vyjimky také k ampicilinu (Urbaskova,
1996). V posledni dobé, pfibylo kmenti, které produkuji Sirokospektré beta — laktamazy.
Spousta kmend je taktéz rezistentni k chloramfenikolu a tetracyklinim. Mnohdy byvaji
citlivé 1 k cefalosporinim 4. generace, amikacinu, gentamycinu a kyselin¢ nalidixové

(Murray et al., 2005).

Obr. 3. Enterobacter cloacae na agaru (www.gastroscan.ru)

2.4.4 Rod Klebsiella

Baterie rodu Klebsiella jsou gramnegativni ty¢inky vyskytujici se jako jedna,
dvé nebo v kratkych fetizcich. Zpravidla jsou to nepohyblivé bakterie, které vytvari
typicky mukozni kolonie, coz je dano ptitomnosti siln€ hydratovanych pouzder na jejich
povrchu. Kolonie jsou bilé a pigmentované. Optimalni teplota pro rast téchto bakterii
je 37 °C (Sedlacek, 2007).

Z hlediska biochemie se fadi mezi aktivni bakterie. Pro sviij rist nevyzaduji
rustové faktory. VEtSinou fermentuji cukry za produkce plynt. Za hlavni a dalezity znak
v diagnostice Klebsibella je povazovana fermentace Skrobu s produkci plynu. Ureaza

a acetonin jsou také pozitivni. Pfi klebsiellové pneumonii nedochazi k deaminaci
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fenylalaninu, nerozpousti ani Zelatinu, naopak Klebsiella oxytoca udava opacné
vysledky (Murray et al., 2005).

Typickymi zastupci pro rod Klebsiella jsou:
e Kilebsiella oxytoca,
e Kilebsiella pneumoniae, ktera ma dalsi tfi poddruhy: Klebsiella pneumoniae ssp.
pneumoniae (nejcastéjsi vyskyt), Klebsiella pneumoniae ssp. ozaenae,

Klebsiella pneumoniae ssp. rhinoscleromatis.

Bakterie Klebsiella pneumoniae (Obr. ¢. 4) byla poprvé izolovana v roce 1883
a to patologem Carlem Friedlanderem. Bakterie ma dobrou vlastnost adaptovat se na
zivot ve vnéjSim prostfedi. Z vnéjSiho, hlavné tedy nemocni¢niho prostiedi, se velmi
snadno dostava do télnich dutin. Je povazovana za zavazného nozokominalniho
patogena (Murray et al., 2005).
Klebsielly maji schopnost typicky exprimovat dva typy antigend:
e somaticky O — antigen,
e pouzderny antigen — pouzdro vystupuje jako hlavni faktor virulence (Simoon —
Smit et al., 1986).

Jako dal§i vyznamny faktor, ktery se uplatiuje predevSim V rozvoji plicnich
infekci, mize byt i typ O — antigenu. Jsou typy, které mohou vazat plicni surfaktant,
ktery umoziuje jejich imyslnou fagocytézu. Jako dalsi faktory virulence jsou fimbrie,
které se podileji na adhezi, nebo produkci bakteriocini — klebocini (Murray
et al., 2005).

Klebsiella je béznym komenzalem ve stfevé. Je to plivodce komunitné
roz$itenych mocovych infekci, pneumonii a také sepsi. Jejich hlavnim vyznamem je to,
ze je také nozokomindlnim patogenem ohrozujici imunitné oslabené pacienty.
Mezi cCasté sepse, které zpisobuji bakterie rodu Klebsiella a jejich metabolity, se fadi
sepse chirurgickych ran, cystitidy a pyelonefritidy, rozvoj pneumonii, tvorba plicnich
abscest, bakteremii (Murray et al., 2005).

Tyto bakterie jsou primarné rezistentni Kk ampicilinu. Jejich rezistence na
tetracykliny a chloramfenikol se 1isi podle kment bakterii. VétSina kmeni bakterii

je citliva ke gentamycinu a polymyxinim. Komunitni kmeny jsou dobie citlivé
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k cefalosporinim. Nozokominalni kmeny mivaji ¢im dal Castéjsi detekci rezistence
k cefalosporinim 1, 2 a 3 generace. Tato rezistence je dana produkci plazmidové
vazanych beta — laktamaz (tzv. plasmid ¢asto koduje vétsi pocet beta — laktamaz).

(Urbaskova, 1996; Votava et al., 2003).

Obr. 4. Klebsiella pneumoniae pod elektronovym mikroskopem (www. Bioquell.com).

2.4.5 Rod Serratia

Bakterie rodu Serratia jsou gramnegativni rovné tyCinky (Obr. ¢. 5). Jedna se
0 rod pohyblivych ty¢inek s metabolismem aerobnim, nebo fakultativné anaerobnim.
Jsou to bakterie laktasapozitivni a oxidasanegativni. Vyuzivaji cukry fermentativné
a to Casto za produkce plynu. Jsou to bakterie, které se vyznacuji vysokym stupném
rezistence, protoze tento druh bakterii je schopny pienosu genetické informace.
Vyznacuji se primarni rezistenci proti antibiotikiim: penicilinim, cefalosporinim.
Optimalni teplota ristu je 37 °C. Vyskytuji se predevSim v piidé, vode, rostlinnych
povrsich. Jedna se o oportunni patogenni mikroorganismus pro clovéka. Bakterie
mohou vyvolat zanéty plic, zanéty mocovych cest a rané infekce. Jsou citlivé
na antibiotika aminoglykosidy, cefalosporiny 3. generace, imipenem, fluorochinolomy.
Kolonie kultivovanych bakterii mohou mit ¢ervenou barvu (Barrow et al., 2004).
Vyznamné druhy bakterii rodu Serratia: Serratia marcescens, Serratia liquefaciens,
Serratia rubideae.
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Hlavnim a vyznamnym druhem téchto bakterii je Serratia marcescens.
Je to obvykly oportunni patogen u hospitalizovanych pacientii v nemocnicich. Bakterie
rodu Serratia (obvykle nepigmentuji) zptsobuji onemocnéni, jako jsou pneumonie,
bakteremie a endokarditidy. Pouze asi 10 % z izolovanych vzorku dokaze produkovat
cerveny pigment prodigiosin. Uré¢ité kmeny bakterie Serratia marcescens se vyznacuji
produkci dalSich enzymt, které zpusobuji rezistenci K ostatnim skupinam antibiotik
(Brooks et al., 2004).

Obr. 5. Kolonie rodu Serratia na agaru (www. digjamaica.com).

2.5 MIKROBIOLOGICKA KRITERIA
Evropské spoleCenstvi ma hlavni nafizeni, které se tykd mikrobiologickych
pozadavkl pro potraviny.
e Nafizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005 o mikrobiologickych kritériich
pro potraviny
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2.5.1 Narizeni komise (ES) €. 2073/2005 o mikrobiologickych Kkritériich pro
potraviny
Natizeni Komise (ES) ¢. 2073/3005 definuje:

e Vsechny mikroorganismy, jako jsou bakterie, viry, kvasinky, plisn€, fasy,
cizopasni prvoci, mikroskopicti cizopasni helminti a vSechny jejich toxiny,
metabolity.

e Vsechny mikrobiologicka kritéria jako jsou kritéria vymezujici pfijatelnost
produktli, potravin nebo procesti na zaklad¢é nepfitomnosti, piitomnosti pocti
mikroorganismu, ptipadné na zaklad¢ jejich toxini nebo metabolitl na jednotku

hmotnosti, objemu, plochy, partie.

2.5.2 Pozadavky na potravinaiské provozovny

Dodrzovani hygieny v potravindiskych podnicich je jednim z hlavnich,
zasadnich pozadavki v hygiené¢ a bezpecnosti potravin. Hygiena v potravinaiskych
podnicich se sklad4 z dodrzovani zakonem danych a stanovenych norem. To se tyka jak
vzhledu, tak i vybaveni provozoven, chovani zaméstnanct, naklddani se surovinami,

hotovymi vyrobky, tyka se to ale bezprosttedné i likvidaci odpadku a skiidcii (Janotova,

2006).

2.5.2.1 Obecné pozadavky na potravinarské provozy dle narizeni ¢. 852/2004
e potravinaiské podniky musi byt udrZzovany v €istoté a v dobrém stavu,
e Usporadani, vngj§i uprava, konstrukce, poloha a velikost potravinarskych
provozil musi:

o Uumoznovat odpovidajici udrzbu, Cisténi a dezinfekci, vylu¢ovat nebo
minimalizovat kontaminaci z ovzdusi a poskytovat pfiméfeny pracovni
prostor pro hygienické provedeni vSech postupt,

o byt takové, aby se zabranilo hromadéni necistot, styku s toxickymi
materidly, odlucovani ¢astecek do potravin a vytvareni kondenzatu nebo
nezadoucich plisni na povrsich,

o Umoznovat uplatnéni spravné hygienické praxe, v€etné ochrany pied
kontaminaci,

o podle potieby poskytovat dostatecné kapacity s vhodnymi teplotnimi

podminkami pro manipulaci s potravinami a pro jejich skladovani pfi
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vhodné teploté s moznosti monitorovat a podle potieby zaznamendvat
jejich teplotu,

e Kk dispozici musi byt dostateény pocet splachovacich zachodu pfipojenych
na ucinny kanaliza¢ni systém. Zachody nesmi vést piimo do prostor, kde
se manipuluje s potravinami,

e k dispozici musi byt dostate¢ny pocet umyvadel na myti rukou, s pfivodem
teplé a studené vody, prosttedky na myti rukou a hygienické osuseni.

e K dispozici musi byt vhodné a dostatecné prostiedky pro piirozené nebo nucené
vétrani,

e VvSechna sanitarni zafizeni musi byt vybavena odpovidajicim pfirozenym nebo
nucenym vétranim,

e potravinafské provozy musi mit nalezité ptirozené nebo umélé osvétleni,

e Kkanaliza¢ni zafizeni musi odpovidat pozadovanému ucelu. Musi byt navrzena,
kontrolovana takovym zptsobem, aby nevzniklo riziko kontaminace,

e podle potieby musi byt zajisténa vhodnd piisluSenstvi pro prevlékani
pracovnikii,

e (istici a dezinfekéni prosttedky nesmi byt skladovany v oblastech, kde

se manipuluje s potravinami.

2.5.2.2 Specifické pozadavky na potravinarské provozy dle narizeni ¢. 852/2004
e Uspofadani a vnéjSi Uprava prostor pro piipravu, oSetfeni nebo zpracovani
potravin musi mezi postupy a v ramci postupil, umoziovat uplatnéni spravné

hygienické praxe, v€etné ochrany pted kontaminaci. Zejména musi byt:
o podlahové povrchy udrzovany v fddném stavu a musi byt snadno
Cistitelné a tam, kde je to nezbytné, snadno dezinfikovatelné.
To vyZzaduje odolnych, nenasdkavych, omyvatelnych a netoxickych
materiali. Podle vhodnosti musi podlahy umoznovat vyhovujici odvod

vody z povrchu,

o plochy stén udrzovany v fadném stavu a musi byt snadno Cistitelné,
podle potieby snadno dezinfikovatelné. To vyZzaduje odolnych,
nenasakavych, omyvatelnych a netoxickych materidlti a hladky povrch

az do vysky odpovidajici pracovnim operacim,
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o Stropy navrzeny a opatfeny takovou konec¢nou upravou, aby se zabranilo
hromadéni necistot a omezila kondenzace, rist nezddoucich plisni,
odlucovani Castecek,

o Okna a jiné otvory konstruovany tak, aby se zabranilo hromadéni
necistot. Okna a otvory, které jsou oteviratelné do vnéjsiho prostiedi,
musi byt podle potieby vybaveny sitémi proti hmyzu, které Ize
pfi ¢isténi snadno vyjmout,

o dvefe snadno distitelné a podle potieby snadno dezinfikovatelné,

o povrchy v oblastech, kde se manipuluje s potravinami a zejména
povrchy prichéazejici do styku s potravinami udrzovany v fadném stavu,

e podle potfeby musi byt k dispozici pfislusenstvi pro cisténi, dezinfekci,
skladovani pracovnich nastrojii a pracovniho vybaveni. Tato pfislusenstvi musi
byt konstruovana z korozivzdornych materidli a musi byt snadno distitelna,
S ptivodem teplé a studené vody,

e podle potieby musi byt odpovidajicim zplsobem zajiSténo myti potravin. Kazda

vylevka musi mit odpovidajici pfivod teplé a studené pitné vody.
2.6 Boj proti mikroorganismim v potravinarskych podnicich

2.6.1 Systém HACCP — Hazard analysis and critical kontrol point

Systétm HACCP je urCity preventivni postup, ktery na rozdil od ostatnich
tradi¢nich pfistupil k zajisténi zdravotni nezavadnosti potravin a pokrmi zalozenych na
kontrole produktii, spo¢iva ve vytvofeni urcitého systému kontroly procesti vyroby,
manipulaci, surovinami, prostfedim pro pracovniky a to tak, Ze se vzniku nebezpeci
ohrozujiciho lidské zdravi predchazi (Voldfich et al., 2006).

Utelem tohoto systému HACCP je piedeviim ochrana zdravi konzumenta
eliminaci (jedna se tedy o snizeni na tolerovanou uroven) vSech alimentarnich
nebezpeci v daném vyrobku pomoci spravné identifikace kritickych ochrannych bodi
(Komprda, 2004).

Pfijimani syst¢ému HACCP se zvySuje a to pfedevSim jako nejefektivnéjSiho
zplisobu ovladani alimentdrnich onemocnéni a z toho plynoucich rozsifeni aplikacnich
zéasad, zdlraznila potiebu jasnych pokynii na Skoleni a veSkeré pozadavky, které jsou

nezbytné pro uc¢inné provadéni HACCP (Mayers, 1994).
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2.6.1.1 Zasady rizeni systéemu HACCP dle narizeni ¢. 852/2004
Zasady HACCP spocivaji:

e V identifikaci vSech rizik, kterym musi byt pfedchazeno, ktera musi byt
vyloucena nebo omezena na piijatelnou uroven,

e Vv identifikaci kritickych kontrolnich bodti na stupni nebo stupnich, na nichz je
kontrola nezbytnd pro ptfedchazeni riziku, pro jeho vylouceni nebo pro jeho
omezeni na piijatelnou uroven,

e Ve stanoveni kritickych limita v kritickych kontrolnich bodech, které s ohledem
na predchézeni riziku, jeho vylouceni nebo na jeho omezeni oddéluji ptijatelné
a nepiijatelné hodnoty,

e ve stanoveni a zavedeni uUCinnych monitorovacich postupti v Kritickych
kontrolnich bodech,

e Ve stanoveni opravnych opatfeni, jestlize z monitorovani vyplyva, ze kriticky
kontrolni bod neni pod kontrolou,

e Ve stanoveni pravidelné provadénych postupii k ovéfovani Gc¢inného fungovani
opattent,

e Ve vytvoreni dokumentl a zaznamu.

2.6.1.2 Boj proti mikroorganismiim

Veskeré potraviny, potravinaiské suroviny, meziprodukty a polotovary jsou
velmi vhodnou Zivnou pidou pro mikroorganismy. VSechny potraviny uréené k lidské
konzumaci nesmi byt nositeli patogennich, toxigennich mikroorganismu, které by
mohly ohrozit zdravi konzumenta (Silhankova, 2008).

Kontrola mikroorganismii a mikrobidlniho rustu je hlavnim dilezitym faktorem
Vv lékatské, veterinarni, dentalni, primyslové a farmaceutické oblasti, také v oblasti
zivotniho prostiedi a vyroby potravin. Pro kontrolu mikroorganismu vyskytujicich se na
povrsich, vyrobcich nebo ve vzduchu se pouzivaji dezinfek¢ni technologie. Jedna se
0 rozmanité aplikace, které hraji dileZitou roli v naSem kaZdodennim Zivoté, vcetné
zajisténi pitné vody, vyrobé a uchovani produkti, sterilizaci zdravotnickych prostredk,
dekontaminaci ploch. Béhem poslednich 200 let, jsme ziskali hodné znalosti

o mikroorganismech, jejich rolich pii kontaminaci a infekcich (McDonnell, 2007).
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2.6.1.3 Mechanické a fyzikalni prostredky

Za mechanické prostfedky v boji proti mikroorganismim se povazuji
odstraniovani prachu, necistot a zbytki organického materidlu ze strojii, ostatniho
zafizeni, stén a podlah (Damani, 2004). Velmi dilezité je odstranéni organickych
zbytkll 1 ze Spatné pfistupnych mist, kde by mohla vzniknout dalsi loziska a kde by
se mikroorganismy pomnozovaly a nasledn¢ odtud distribuovaly do dalSich mist.
Mechanické zakroky jsou v kombinaci s fyzikalnimi a chemickymi prostfedky. Mezi
hlavni fyzikalni prostiedky v boji proti mikroorganismiim patii filtrace, ktera slouzi
pfedevsim k odstranéni mikroorganismit ze vzduchu pouzivaného pro klimatizaci.
Ultrafialové zéfeni je dalSim UCinnym prostfedkem, pouzivanym piedevSim pro
povrchovou sterilaci a sterilizaci prostort, které jsou z hlediska mikroorganismut zv1asté
choulostivé. Zdroje ultrafialového zateni musi byt umistény tak, aby v Zddném piipade
neohrozovaly zrak pracovnikl (Silhankova, 2008). Zdrojem umélého ultrafialového
zateni, které¢ se pouziva, je podtlakova kiemicitd lampa. UV zéfice jsou doporucené
ptedev$im jen pro laboratofe a aseptické prostory (Kursa et al., 1998). Mezi dalsi
fyzikalni prostiedky V boji proti mikroorganismim patii snizeni vodni aktivity
V potravinach susenim nebo odpafovanim, déle také uchovavani potravin za nizkych
teplot, pouziti detergentnich prostiedkti pfi omyvani horkou vodou. P#i odstranéni
necistot fyzikalnim zptsobem dochazi predev§im k oddéleni, rozptylu, emulgaci,
rozpusténi a nasledné stabilizaci necistot v roztoku, aby nedochazelo ke zpétnému

znecisténi povrchu (Richter, 2005).

2.6.1.4 Chemické prostredky
Chemické prostredky, které se pouzivaji v potravinatstvi v boji proti nezadoucim
mikroorganismiim, nesmi nijak nepfiznivé ovliviiovat chut’ potravin, vyrobni prostiedi,

zdravi zaméstnancii, konzumenti a ani poskozovat vyrobni zatfizeni. Jejich G€innost by

-----

Anorganické latky

Co se tyka anorganickych sloucenin, vykazuji baktericidni u¢inky silné kyseliny
1 silné zasady. PoSkozuji bunécnou sténu a cytoplazmatickou membranu bunék.
Chemické prostiedky se pouzivaji pro rizné aplikace s ohledem na jejich schopnost
inhibovat nebo inaktivovat mikroorganismy. Kyseliny se pouzivaji jako dezinfekéni

prosttedky. Pfedevsim silné kyseliny jako kyselina chlorovodikova, kyselina sirova,
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snadno odstépuji ion H'. I pfesto Ze maji silnou antimikrobialni aktivitu, stile maji
omezené pouziti kviili obavdm z bezpecnosti a ohrozeni kompatibility materidlu. Velmi
podobné jsou na tom i silné zésady jako je hydroxid sodny, ktery odstépuje ve vodném
prostiedi hydroxidovy anion OH™ (McDonnell, 2007).

Casto se pouzivd hasené vapno (Ca(OH);) a to napf. pro dezinfekci stén.
Zasaditou reakci pusobi i uhli¢itan sodny (Na,CO3) nebo fosforec¢nan sodny (NazPOy),
dale také polyfosfaty k odstranéni zbytkl tukd a bilkovin (Silhdnkova, 2008). Oxid
sifi¢ity (SO,) pusobi jako slaba kyselina, protoze je jeho ucinnost pouze v Kyselém
prostiedi, kdy v nedisociované¢ form¢ vstupuje do bunék mikroorganismi. Pro svou
jedovatost se v potravinaistvi nesmi pouzivat soli t€Zkych kovu (Pb, Hg). Tyto soli maji
silny antimikrobni ¢inek (Silhdnkova, 2008). Silnd oxida¢ni ¢&inidla jsou
nejrozsifenéjSimi dezinfekénimi prostfedky. Chlorové vapno, které se pfipravuje

pusobenim chloru na hasené vapno, slouzi k dezinfekci podlah. (Block, 2001).

Organické latky

Klasickymi baktericidnimi organickymi prosttedky jsou fenol a kresoly. Jsou
ucéinné ve 2,5 — 5% roztoku.

Fenoly jsou u¢inné proti v§em mikroorganismim. Jedna se 0 dost silny jed,
ktery nesmi v zadném ptipadé ptijit do styku s potravinami a kuzi (Postgate, 1982).
Diky svému pronikavému zapachu jsou v potravinaiském pramyslu nevhodné i pro
dezinfekci prostor a podlah (Silhankova, 2008).

Pentachlorfenolat je latka, ktera ma vyssi baktericidni Gi€inek neZ fenol, je dobie
rozpustna a nezapacha. Drézdi ovSem sliznice — ptidava se nékdy do mycich vod.

Jako pomocna latka pfi konzervaci potravin se v potravinafstvi pouZivaji
antibiotika na bazi nisinu (E 234). V zahrani¢i se nékdy pouzivaji antibiotika na bazi

chlortetracyklinu a oxytetracyklinu (Silhankova, 2008).

Mezi organické latky pouzivané v boji proti mikroorganismim se pouzivaji:
e kyseliny s kratkymi fetézci (kyselina octova, propionova),
e kyseliny s dlouhymi fetézci (kyselina citronova, sorbova),
e derivaty kyselin, vcetn¢ fenolickych derivati (derivaty kyseliny benzoové
a salycilové),

e jejich estery (McDonnell, 2007).
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Jako nejvice vhodna je kyselina benzoova a jeji derivaty. Tato kyselina je obvykle
aplikovana ve formé soli jako benzoan sodny, benzoan draselny. Uplatiiuje se také
kyselina p — hydroxybenzoova a jeji estery. (Silhankovéa, 2008) Dal§imi organickymi
latkami se Sirokym pouzitim jsou kyseliny octova, sorbova, citronovd, mravenci
a propionova. Kyselina octova je pouzitelnd piimo. Kyselina propionova vzhledem
ke své korozivni povaze je nejcastéji vyuzivana ve formé sodné nebo vapenaté soli

(McDonnell, 2007).

2.6.1.5 Sanitace v potravinadrském podniku

Veskeré pozadavky a zasady péce o zdravi, vyplyvaji ze znalosti fyziologie
a anatomie Clovéka. Hlavnim ukolem sanitace je zajisténi hygienickych podminek
pro vyrobu, pfepravu, zpracovani potravin a pozivatin, ale i stanovit zésady zdravotné
nezavadné manipulace s nimi (Sedlak et al., 1971).

Efektivni sanitace je pfedevSim Cisténi a dezinfekce stroju, zafizeni a dalSich

pomucek pouzivanych v potravinaiskych  provozech. Sanitace je jednim

vvvvvv

(Komprda, 2004).
Pii provedeni sanitacniho opatfeni musi byt dodrZen nasledujici sled operaci
(Steinhauser et al., 1995).
e odstranéni hrubych necistot z vyrobnich prostort,
e zvlh¢eni povrchu ploch vodou,
e aplikace pracovniho roztoku Cdisticiho preparatu a jeho nezbytné pulisobeni
na asanovanych plochéch,
e oplach ploch vodou,
e aplikace pracovniho roztoku dezinfekéniho preparatu a jeho plisobeni po dobu,
ktera zajisti jeho spolehlivy dezinfekéni ucinek,

e zivérecny oplach asanovanych ploch.

Dezinfekce

Hlavnim cilem dezinfekce je devitalizace choroboplodnych mikroorganismil
a maximalni sniZeni mnoZstvi ostatnich, technologicky nezadoucich mikroorganism,
které jsou na povrchu ploch vyrobnich prostori a zafizeni (Steinhauser et al., 1995).

Dezinfek¢énimi Cinidly rozumime vétSinou selektivné putisobici jedy, které jen ziidka
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pasobi okamzité. Vyjimku tvofi kvarterni detergenty z toho pravidla, ze ucinkuji ihned

(Postgate, 1982).
Hlavni poZadavky na dezinfekéni prostiedky

Dezinfek¢éni prostiedky musi spliiovat mnoho pozadavkl, aby mohly byt
vyuzity. Je pottebné, aby dezinfekéni prostfedek mél Siroké spektrum ucinnosti
na mikroorganismy. Musi pusobit i ve velmi nizké koncentraci a kratké dobé expozice.
V zadném piipadé¢ nesmi dezinfekéni prostiedek vyvolat zmény v kvalité materialu.
Prostfedek musi byt také netoxicky a musi mit minimalni dopad na Zzivotni prostfedi.
Vyzaduje se, aby byl bez nepiijemného zépachu, mél snadné davkovani a stabilitu.
Dale se vyzaduje, aby nebyl ndro¢ny na skladovani v provozu a mél také odpovidajici

a vhodné baleni.

w

Zakon ¢. 120/2002 Sb. o podminkach uvadéni biocidnich pripravki a tucinnych
latek na trh ve znéni pozdéjSich piedpisi

Jako biocidni pfipravek oznacujeme piipravek obsahujici jednu nebo vice
ucinnych latek uréenych k niceni, odpuzovani, zneskodilovani, zabranéni i¢inku nebo

dosazeni jiného regula¢niho uc¢inku.

PODMINKY UVEDENI BIOCIDN{HO PRIPRAVKU NA TRH
Dle zdkona ¢. 120/2002 Sb. o podminkdch uvadéni biocidnich piipravkil
a ucinnych latek na trh ve znéni pozdéjsich predpist:
e Ucinnou latku mohou na trh uvést fyzické a pravnické osoby opravnény
k podnikani a biocidni ptipravek jen na zékladé povoleni ministerstva,
e biocidni pfipravky nesmi obsahovat jiné G¢inné latky nez G¢inné latky uvedené
v seznamu ucinnych latek a v seznamu Uc¢innych latek s nizkym rizikem a jiné
zakladni latky nez zakladni v seznamu zakladnich latek,
o fyzické a pravnické osoby, opravnéné k podnikani, které dovezou ze zahranici
ptipravek urc¢eny k pouziti jako biocidni pfipravek, jsou povinny predlozit
celnimu organu spolu s celnim prohlaSenim i rozhodnuti ministerstva o povoleni

biocidniho piipravku.
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3. CIL PRACE

Diplomova prace na téma: Testovani antimikrobialni aktivity obalovych
materialt s rostlinnymi extrakty proti Escherichia coli a koliformnim bakteriim, se
zabyva problematikou udrznosti potravin a mikrobidlni Cistotou potravin zabalenych
Vv obalovych materialech obohacenych piirodnimi extrakty.

Cilem diplomové prace bylo zjisténi antimikrobidlnich ucinkd obalovych
materiald, které jsou obohaceny piirodnimi extrakty (silicemi) a poméhaji v tdrznosti
potravin a v boji proti Escherichia coli a koliformnim bakteriim, jenz se mohou objevit

u zabalenych potravin.

Cilem prace bylo:

e zpracovat literarni reSersi na zadané téma,

e zamg¢fit se na vyznamné zastupce koliformnich bakterii,

e charakterizovat tyto mikroorganismy a produkty jejich metabolismu, které
mohou negativné ovlivnit lidské zdravi,

e charakterizovat opatfeni v boji proti nezadoucim mikroorganismiim,

e otestovat vybrané materidly na modelovych organismech, které byly nasledné
pouZity na potravinach,

e zpracovat ziskana data.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a metodika

4.1.1 Charakteristika materialu
Pro testovani antimikrobidlniho plsobeni folii s nastfikem smési rostlinnych
extrakti v poméru (1:2:1) na konkrétnich zabalenych potravinach byly vybrany

nasledujici potraviny:

e syr eidamského typu 30 % tvs.
e salam Junior

e celer

Potraviny syr eidamského typu 30 % tvs. a celer byly zakoupeny ve velkoobchodnich

potravinovych fetézcich. Salam Junior byl zakoupen pfimo od vyrobce.

Ke zkouSce antimikrobidlnich vlastnosti byl pouzit gram negativni, nesporotvorny

mikroorganismus: Escherichia coli CCM 7929.

Pro rust mikroorganismt Escherichia coli bylo pouzito toto zivné médium:

VRBL — slozeni média (g/1)

e Pepton..................... 7
e Kwvasniéni extrakt......... 3
o Jlaktéza..................... 10

e Chlorid sodny ............. )
e Neutralni Cervel........... 0,003
e Krystalova violet'......... 0,002

e Bakteriologicky agar .... 12

Vyrobce: vyrobce: Biokar Diagnostic, Francie
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Pida byla ptipravena dle navodu, ktery vyrobce uvadi na obalu, tj., k 38,5 g
dehydratované zivné pudy se piidd 1000 ml destilované vody. Poté se privede smés
k varu a vafi se do uplného rozpusténi. Neautoklavuje se! Medium musi byt pouzito do

4 hodin od jeho ptipravy.

Pro stanoveni CPM byly pouzity zivné pudy:
PCA — slozeni media (g/1):

e Trypton................. )

e Kvasnicni extrakt..... 2,5

e Glukosa................. 1

e Bakteriologicky aga... 12

Vyrobce: Biokar Diagnostic, Francie

V 1000 ml destilované vody se rozmicha 20,5 g dehydratované zivné piidy. Smés
se pfivede k varu a nechd se vafit do rozpusténi. Poté je sterilizovana v autoklavu

pti 121 °C po dobu 15 minut.

PCA with skimmed milk (puda pro stanoveni PCM na povrchu syri) — slozeni media

(9/h)
e Enzymaticky hydrolyzat kaseinu.... 5

e Kwvasniéni extrakt...................... 2,5
e (QOdstfedéné susené mléko............ 1
o QGlukéza.........ooooiiii 1
® Agar......iiiiiiiiii 10,5

Vyrobce: Biokar Diagnostic, Francie

V 1000 ml destilované vody se rozpusti 20 g dehydratované Zivné pidy. Necha
se 15 minut odstat a nasledné se vlozi do studené vodni lazn&. Setrn& se promichavanim
necha medium zcela rozpustit. Po rozpusténi média se vlozi do autoklavu a sterilizuje
se pii teploté 121 ° C 15 minut.

Dale byly pouzity specialné vyrobené potravinové folie s nastfikem laku se smési
ucinnych latek. Celkem byly vyrobeny 4 druhy folii s nastfikem laku o riznych
koncentracich u¢innych latek.
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Koncentrace uc¢inné latky ve folii:

e 1—kontrola 0%

e 2-39%
e 3-6,6
e 4-90%

4.1.2 Priprava mikrobidlniho inokula

24 hodinova kultura Escherichia coli vypéstovana na Tryptézo — sdjovém
bujonu - TSB (Biokar Diagnostics, Francie) pii 37 °C byla zcentrifugovana (20 min. pti
3000 rpm), promyta fyziologickym roztokem a opét zcentrifugovana. Poté byl ptipraven
roztok o denzité¢ 1 McF.

4.1.3 Postup experimentu

4.1.3.1 Syr eidamského typu 30 % tvs.

Platky syra o hmotnosti cca 100g byly vlozeny do cistych nepouzitych
polystyrenovych misek a nasledné inokulovany davkou 0,2 ml suspenze Escherichia
coli o denzité¢ 1 McF. Soucasné byly odebrany kontrolni stéry z fezné plochy syra bez
inokula. Poté byly misky pomoci tavné pistole zalepeny piislusSnymi foliemi s nastfikem
ucinné latky. Misky byly inkubovany pii laboratorni (23 °C) a chladni¢kové (4 - 6 °C)
teploté. Kontrolni rozbory byly provedeny po 48, 168 a 216 hodinach.

4.1.3.2 Salam Junior

Platky salamu Junior o sile 4 mm byly obdobnym zplsobem inokulovany
davkou 0,1 ml suspenze E. coli o denzitn¢ 1 McF. Soucasné byly odebrany kontrolni
stéry z fezné plochy salamu bez inokula. Zabalené vzorky v polystyrenovych miskach
byly skladovany v chladnickové teploté (4 - 6 °C). Kontrolni stéry byly provadény
po 24, 72 a 144 hodinach.

4.1.3.3 Celer

Platky celeru o sile asi 1 cm byly obdobnym zpiisobem inokulovany davkou
0,1 ml suspenze E.coli o denzitné¢ 1 McF. Soucasn¢ byly odebrany kontrolni stéry
z fezné plochy celeru bez inokula. Zabalené vzorky v polystyrenovych miskach byly
skladovany v chladni¢kové teploté (4 - 6 °C). Kontrolni stéry byly provedeny po
96 hodinach.
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4.1.4 Mikrobiologicka analyza

Mikrobiologick4 analyza byla provadéna v dobé zalozeni experimentu a v Case
kontroly metodou stéru z povrchu z plochy 5 x 5 cm. U kontrolnich vzorkl a vzorkt bez
inokula odebranych v Case zaloZeni experimentu byly stanovovany nasledujici skupiny
mikroorganismi. Celkovy pocet mikroorganismi (CPM) na PCA agaru resp. PCA with
skimmed milk (Biokar Diagnostics, France) u vzorkd syra pii 30 °C za 72 hodin,
Escherichia coli na VRBL (Biokar Diagnostics, France) pii 37 °C za 24 hodin.
U vzorku inokulovanych E. coli byla stanovovana pouze tato bakterie na vySe uvedené

pudé.

4.1.5 Oznaéeni vzorka
e Kontrola bez inokula: 1K, 2K, 3K, 4K
e Escherichia coli: 1E, 2E, 3E, 4E

U kazdé varianty pro ptislusny odbér byla pouzita 2 az 3 opakovani.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

Predmétem této prace bylo zjistit, vykazuji-li testované folie s nastfikem laku se
smési ucinnych latek o riznych koncentracich antimikrobialni G¢inky proti vybranému

mikroorganismu Escherichia coli.

5.1 Experiment 1 — baleni syru eidamského typu 0 30 % tvs.
V tabulce €. 1 jsou uvedeny vysledky stérii odebranych v case zalozeni pokusu

ze Ctyf pouzitych cihel syru eidamu. Stéry byly odebrany z fezu plochy a z povrchu

syra.
Tab. 1. Podty mikroorganismi na KTJ/25 cm? syra.
vz. . identifikace CPM E. coli
1 fez 5,3 x 10° 0
. 2 povrch 1,8 x 10* 0
Lehla o 4, 1,6 x 10* 0
4 povrch 2,7 x 10* 0
5 fez 23x10* 0
. 6  povrch 4,2 x 10 0
2.cibla 4, 43x 10 0
8  povrch 7,8 x 10 0
9 fez 5,7 x 10° 0
. 10  povrch 4,0 x 10* 0
.cihla 4, 2.5 x 10° 0
12 povrch pierostlé 0
13 fez 7,1x 10 0
. 14  povrch 4,9 x 10° 0
4.cibla o 1.1 x 10* 0
16  povrch 1,6 x 10° 0
Pozn: CPM......oooiiienn celkovy pocet mikroorganismil
E.coliooooovvveeiii. ... Escherichia coli
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Tab. 2 Primé&rné po&ty mikroorganismi na KTJ/25 cm? syra.

1. cihla 2. cihla 3. cihla 4. cihla

fez 43x10° 1,7x10° 15x10° 2,0x10°
povrch 23x10"  39x10*  prerostlé 3,2 x 10°
celkovy praimér  3,6x10°  10x10°  prerostle 2,0 x 10°
SMODCH fez 83x10° 10x10* 95x10°  3,0x 10
SMODCH povrch  4,8x10®  3,9x 10 1,6 x 10

Pozn: SMODCH............ smérodatnd odchylka

Celkovy pocet mikroorganismt se pohyboval v rozmezi od 10? az 10* KTJ/25
podminkami pro rst mikroorganismi (okludovana voda resp. tekutina uvolnéna ze
syra, prostor pro rust pod obalem) jak uvadi Gorner et Valik (2004). CPM v tomto
pfipadé neinformuji o stavu mikrobidlni kontaminace, ale do jejich poc¢tu se promitaji
| pfitomné bakterie mlééného kvaseni.

V nasledujicich tabulkach (¢. 3a. a 3b.) jsou uvedeny vysledky ze stéru
odebranych po 48, 168 a 216 hodindch od zalozeni pokusu. Syry byly skladovany
pii teplot¢ 6 °C. CPM se pohybovaly vrozmezi fadové od nékolika desitek
do 10* KTJ/25 cm?. Escherichia coli nebyla detekovana u varianty 6 °C skladovaci

teploty.
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Tab. 3a. Po&ty mikroorganismi na KTJ/25 cm? syra pii 6 °C.

CPM 6 °C E. coli 6 °C
l. 1. . In. 1.
vz.&. identifikace 48 h 168 h 216 h 48h 168h 216h

1 1K 25x10* 85x10' 6,2x10° 0 0
2 1K 24x10° 85x100 1,2x10%
primér 13x10° 85x10' 6,5x10°
SMODCH 1,2 x 10* 0 5,9 x 10°
3 2K 1,1x10° 24x10° 26x10°
4 2K 72x10° 45x10" 8,6x10*

SMODCH 12x10*> 12x10° 3,0x10°

5 3K 23x10" 13x10* 28x10°
6 3K 41x10° 59x10° 6,4x10°
primér 13x10° 93x10° 4,6x10°
SMODCH 9,2x10° 34x10> 1,8x10°

7 4K 1,9x10* 59x10° 45x10°

8 4K 1,2x10* 21x10° 26x10*

primér 16x10° 40x10° 15x10*
SMODCH 35x10° 19x10® 1,1x10* 0

I.
8
0
0
0
0
0
0
primér 88x10° 12x10° 56x10° 0
0
0
0
0
0
0
0
0

O O O O OO0 O O 0oO0 O o | oo o
O O O OO OO0 O OO0 O o |oo o

Pozn: CPM......cooiiea. celkovy pocet mikroorganismu
SMODCH................ smerodatna odchylka
1K, 2K, 3K, 4K......... kontrola

V tabulce 3b. jsou uvedeny vysledky stérii odebranych po 48, 168 a 216
hodinach od zalozeni pokusu. Syry byly skladovany pii teploté 23 °C. CPM se v tomto
piipadé pohybovaly v rozmezi od desitek po 10* KTJ/25 cm?. Escherichia coli nebyla

detekovéna ani v tomto piipadé skladovani vzorkt pti 23 °C.
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Tab. 3b Poéty mikroorganismti na KTJ/25 cm? syra pii 23 °C.

CPM 23 °C E. coli 23 °C

l. 1. . l. In. 1.

216
vz.&. identifikace 48 h 168 h 216 h 48h 168h h
9 1K 6,6 x 10 4,0 x 10* prerostlé pl. 0 0 0
10 1K 2,5x10°  pierostlé pl. 4,6 x 10* 0 0 0
primér  34x10*  40x10* 4,6 x 10* 0 0 0
SMODCH 3,2 x 10* 0 0 0
11 2K 46x10°  9,3x10° 2,0x 10* 0 0 0
12 2K 6,0x 10 8,9 x10* 0 0 0 0
primér  53x10°  9,1x10* 1,0 x 10* 0 0 0
SMODCH 7,4x10*> 2,2x10° 1,0 x 10* 0 0 0
13 3K 6,2 x 10° prerostlé pierostlé pl. 0 0 0
14 3K 1,2x10*  57x10° 1,0 x 10* 0 0 0
primér  9,0x10®  57x10° 1,0 x 10 0 0 0
SMODCH 2,7 x 10° 0 0 0
15 4K 47x10°  3,9x10° 5 0 0 0
16 4K 6,0x 10*  pierostlé 0 0 0 0
primér  50x10*  39x 10 2,5 0 0 0
SMODCH 2,6 x 10° 2,5 0 0 0

Pozn: Vysvétleni popisu tabulky viz. tab. 3a.

Pii skladovani vzorka syra za laboratorni teploty byl zaznamendn rychlejsi
nariist mikroorganismi. Pii teploté 6 °C se pocty mikroorganismil v Case pfili§ neméni.
Pii skladovaci teploté 23 °C vykazuje narist laku G¢inné latky v obalech pozitivni vliv
proti CPM a sniZuje jeho pocet.

Tabulka & 4a. udava podty mikroorganismi v KTJ/25cm? z inokulovanych
vzorku. Stéry byly provedeny ze vzorkt inokulovanych mikroorganismem Escherichia
coli a odebrany po 48, 168 a 216 hodinach od zalozeni pokusu. Inokulované vzorky
syra byly skladovany pii 6 °C. V 6°C se vliv koncentrace uc¢inné latky na inhibici
Escherichia coli jevi jako neprikazny.

Na podobném principu byla provedena studie Herzallah et Holley (2015) ktefi
studovali antimikrobialni aktivitu obalovych materialti na platcich hovéziho masa v boji
proti Escherichia coli. Obalové materialy byly vyrobeny z karboxymethylcelulosy.
Vzorek hovéziho masa inokulovali mikroorganismem Escherichia coli a zabalili do

piipravené folie. Inokulované vzorky masa byly skladovany pii 8 °C po dobu 18 dnt.
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Stéry provedli po 5, 8, 12 a 18 dnech. Pfi kazdém stéru byl zjistén pozitivni inhibi¢ni
ucinek G¢innych latek obsazenych v obalu na Escherichia coli.

Obr. 6 — 8 ukazuji pocty Escherichia coli ve stérech z plochy 25 cm? syra.
U vzorkii balenych pod folii s nastiikem laku s antibakterialnimi Uc¢inky doslo
v pribéhu skladovani ke sniZzeni poétu Escherichia coli u vSech variant oproti kontrole

baleni pod folii bez nastfiku laku s antibakteridlnimi uc¢inky.

Tab. 4a. Poéty mikroorganismi na KTJ/ 25cm? z inokulovanych vzorki skladovanych
pti 6 °C.

E. coli 6 °C
l. 1. 1.
vz.C. identifikace 48 h 168 h 216 h

17 1E 6,0 x 10° 3,7 x 10° 8,6 x 10°

18 1E 9,2 x 10° 5,0 x 10* 0
pramér 7,6 x10° 2,1 x 10? 43 x10°
SMODCH 1,6 x 10° 1,6 x 10° 43x10°

19 2E 1,7 x 10* 2,7 x 10° 0
20 2E 2,3x 10* 2,0 x 10! 2,5 x 10°
priamér 1,3 x 10 1,8 x 10 2,6 x 10°
SMODCH 3,0x 10° 1,3 x 10° 1,3 x 10°
21 3E 1,8 x 10* 4,2 x 10° 7,1 x 10°
22 3E 8,6 x 10° 3,7 x 10° 1,1 x 10°
pramér 1,4x10*  3,92x10° 4,1 x 107
SMODCH 49 x 10° 2,2 x 10! 3,0 x 10°

23 AE 3,8 x 10* 2,1x 10° 0

24 4E 6,1 x 10* 1,0 x 10* 0

pramér 4,9 x 10* 1,1 x 10 0

SMODCH 2,0 x 10* 9,7 x 10* 0

Pozn: SMODCH................ Smérodatna odchylka
1E,2E,3E,4E............ koncentrace u¢inné latky ve folii
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Obr 6. Po¢ty mikroorganismi v KTJ/25 cm? u vzorki syra inokulovanych Escherichia
coli, skladovych pti 6 °C po 48 hodinach.
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Obr 7. Poéty mikroorganismii v KTJ/25 cm? u vzorki syra inokulovanych Escherichia
coli, skladovych pti 6 °C po 168 hodinach.
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Obr 8. Po¢ty mikroorganismi v KTJ/25 cm? u vzorki syra inokulovanych Escherichia
coli, skladovych pii 6 °C po 216 hodin.

V tabulce 4b jsou uvedeny poéty mikroorganismi v KTJ/25 cm? stanovenych na
vzorcich inokulovanych Escherichia coli a ulozenych pii 23 °C po dobu 48 hodin.
Druhy a tfeti stér tj. po 168 a 216 hodindch u vzorki pfi 23 °C nebyl proveden,
z dtvodu toho ze vzorky byly viditelné porostlé, pachly a byly zkazené.

Na podobném principu byla provedena studie na platcich vepirové panenky.
Studii provedli Hong et Lim et Song (2008). Studovali antimikrobialni aktivitu
obalovych materiald s pfidavkem extraktu z grapefruitovych jadérek a zeleného caje.
Jako zkoumany mikroorganismus jim poslouzila Escherichia coli. Platky veptové
panenky
o hmotnosti 10 g byly inokulovany Escherichia coli a zabaleny do folii. Folie byly
v tésném kontaktu s masem. Takto pfipravené vzorky byly skladovany pii 4 °C po dobu
10 dn. Po 10 dnech byly provedeny kontrolni stéry ze vzorkt, které prokazaly
inhibi¢ni G¢inky antimikrobialnich latek obsazenych ve folii proti Escherichia coli.

Obr. 9 ukazuje pocty Escherichia coli z plochy vzorkl syri inokulovanych
Escherichia coli a zabalenych pod folii. Skladovaci teplota vzorkd syra byla 23 °C.
Z obrazku je zfetelné vidét, jaky vliv méla aplikace laku s G¢innou latkou na inhibici

rustu Escherichia coli.
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Tab. 4b. Poéty mikroorganismii na KTJ/ 25cm? z inokulovanych vzorki skladovanych
pii 23 °C.

E. coli 23 °C

l. 1. 1.

vz.¢. identifikace 48 h 168 h 216 h
25 1E 8,1 x 10* - -
26 1E 9,0 x 10° - -
primér 45 x 10° - -
SMODCH 3,6 x 10° - -

27 2E 1,3 x 10° - -
28 2E 1,5 x 10° - -
priamér 8,2 x 10° - -
SMODCH 7,0 x 10° - -

29 3E 2,3x10° - -
30 3E 3,5 x 10° - -
prumér 1,4 x 10° - -
SMODCH 1,1 x 10° - -

31 AE 2,7 x 10° - -
32 4E 2,1 x 10° - -
priamér 2,4 x 10° - -

SMODCH 3,0 x 10* - -

Pozn: Vysvétleni popisu tabulky viz. tab. 4a.

Pti skladovaci teplot¢ 23 °C se Vv Case pocty mikroorganismi piili§ neméni.
Pt kontrole po 168 h jsou vzorky senzoricky nepftijatelné, pachnou a je na nich patrny

nartst inokulovanych mikroorganismd.
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Obr 9. Pocty mikroorganismi v KTJ/25 cm? u  vzorkd syra inokulovanych
Escherichia coli, skladovych pti 23 °C po 48 hodin.
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5.2 Experiment 2 — baleni salamu Junior

Dalsi testovanou potravinou, ktera slouzila pro experimentalni baleni, byl saldm
Junior. Testovani antimikrobialni aktivity silic proti Escherichia coli probihalo stejné
jako pfi testovani antimikrobialni aktivity silic na vzorcich syra. V tabulce ¢. 5. jsou
uvedeny vysledky stértt odebranych po 24, 72 a 144 hodinach od zalozeni pokusu. CPM
se pohybovalo vrozmezi fadové od nékolika desitek do 10* KTJ/25 cm?.
V piipadé kontroly neinokulovanych vzorkti nebyla Escherichia coli az na jedinou

vyjimku detekovana.

Tab. 5. Poéty mikroorganismi na KTJ/25 cm? salamu.

CPM E. coli
l. 1. 1. l. 1. 1.
vz.¢.  identifikace 24 h 72 h 144h 24h 72h 144h
1K 19x10° 25x10° 35x10° O 0 0
1K 95x 10" 57x10° >10° 0 0 0
primér  14x10° 4,1x10° >104 0 0 0
SMODCH 4,7x10* 16x10° >104 0 0 0
3 2K 1,1x10° 2,0x10> >10* 0 0 5
4 2K 32x10° 10x10®> 55x10° O 0 0
primér  26x10° 15x10° >10° 0 0 2,5
SMODCH 1,1x10° 50x10* >10* 0 0 25
5 3K 1,0x10° 6,1x10>° >10* 0 0 0
6 3K 45x10* 33x10° >10° 0 0 0
primér  7,3x10' 47x10° >10° 0 0 0
SMODCH 2,7x10* 14x10° >10° 0 0 0
7 4K 1,1x10° 25x10>° >10* 0 0 0
8 4K 55x10' 8,1x10° 68x10* 0 0 0
praimér  83x10' 53x10° 68x10* 0 0 0
SMODCH 2,7x10' 28x10®° >10°% 0 0 0
Pozn: CPM......ooiiiin celkovy pocet mikroorganismi
SMODCH................ smérodatna odchylka
1K, 2K, 3K, 4K...........kontrola

Z vysledkt je zifejmé, ze v prvnich 72 hodinach skladovani pocty mikroorganismi

rychle nartstaji a vliv koncentrace t¢inné latky je nejednoznacny.
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Tabulka & 6. uvadi poéty mikroorganismi v KTJ/ 25cm? z inokulovanych
vzorkl salamu. Stéry byly provedeny ze vzorkt salamu inokulovanych Escherichia
coli a odebrany po 24, 72 a 144 hodinach od zaloZeni pokusu. Vliv koncentrace u¢inné
latky obsazené v laku je na Escherichia coli inokulovanou na povrch salamu
nejednoznacny.

Na podobném principu byla provedena studie na mletém hovézim mase. Studii
provedli Emiroglu et Yemis et Coskun et Candogan (2010). Byly vyrobeny jedlé
potravinové folie ze sojovych bilkovin s piidavkem esencidlnich olejii oregana
a tymianu o koncentraci u¢inné latky ve foliich 1, 2, 3, 4 a 5 %. Vzorky mletého
hovéziho masa byly inokulovany Escherichia coli a zabaleny do folie. Takto pfipravené
vzorky byly skladovany pii 4 °C po dobu 48 hodin. Pfi konecném stéru byla prokézéna
inhibi¢ni G¢innost antimikrobialnich latek obsazenych ve folii proti Escherichia coli.

Jako kontrola slouzila folie bez nastfiku antimikrobidlnich latek.

Tab. 6. Po¢ty mikroorganismii na KTJ/25cm? z inokulovanych vzorkl salamu.

E. coli
l. 1. 1.
vz.C. identifikace 24 h 72 h 144 h

9 1E 2,5 x 10° 3,6 x 10° 5,0 x 10!

10 1E 0 5,5x10* 2,3 x 10°

priamér 1,2 x 102 2,1x10° 1,4 x 10

SMODCH 1,2 x 10° 1,5 x 10° 9,0 x 10*

11 2E 1,5 x 10° 2,1 x 10° 1,3 x 10°

12 2E 0 2,6 x 10 1,7 x 10°

pramér 7,5x 10" 2,4 x 10 9,1 x 10

SMODCH 7,5 x 10! 2,5x 10! 7,6 x 10°

13 3E 4,0 x 10° 3,8 x 10° 7,6 x 10°

14 3E 3,0x 10° 1,5x 10° 1,7 x 10°

priamér 3,5 x 10° 9,3 x 10° 4,7 x 10

SMODCH 5,0 x 10* 5,5 x 10° 2,9 x 10°

15 AE 4,0 x 10° 5,3 x 10° 1,6 x 10°

16 AE 7,5 x 10 1,7 x 10° 3,6 x 10°

priamér 5,8 x 102 1,1 x 10° 9,8 x 10

SMODCH 1,6 x 10 5,9 x 10° 6,2 x 10°

Pozn: SMODCH............cccevennn. smérodatnd odchylka

1E,2E,3E,4E.................... koncentrace u¢inné latky ve folii
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Obr. 10 — 12 prokazuje rust primérnych hodnot Escherichia coli na vzorku
saldmu Junior za pouziti riizné koncentrace antimikrobidlnich latek v obalu po 24, 72
a 144 hodinéach. Bylo prokdzano, Ze v ¢ase se pocty bakterii ptili§ neméni.
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Obr 10. Poéty mikroorganismii v KTJ/25 cm? u vzorkd saldmu inokulovanych
Escherichia coli po 24 hodinach.

1200 -

1000 -

800 -

600 -

400 -

Poéty KTJ/25 cm?

200 -

1E 2E 3E 4E

Obr 11. Podty mikroorganismi v KTJ/25 cm? u vzorki salamu inokulovanych
Escherichia coli po 72 hodinach.
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Obr 12. Podty mikroorganismi v KTJ/25 cm? u vzorkd salamu inokulovanych
Escherichia coli po 144 hodinéch.
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5.3 Experiment 3 — baleni celeru

Posledni balenou potravinou jako vzorek, byl celer. Testovani antimikrobialni
aktivity silic proti Escherichia coli probihalo stejné jako pii testovani antimikrobialni
aktivity silic na vzorcich syra a salamu Junior. V tabulce €. 7. jsou uvedeny vysledky
stéri. odebranych  po 96  hodindch  od  zaloZzeni  pokusu. CPM
se pohybovalo vrozmezi Fadové od né&kolika desitek do 10° KTJ/25 cm?.
Escherichia coli byla detekovana pouze na jediném vzorku celeru zabaleném pod folii

s 9,0 % obsahem ucinné latky v laku.

Tab. 7. Podty mikroorganismi v KTJ/25 cm? na celeru.

CPM E. coli
vz.C. identifikace 96 h 96 h

1K 1,6 x 10 0
2 1K 1,7 x 10* 0
priamér 1,6 X 10* 0
SMODCH 4,8 x 10? 0
3 2K 9,2 x 10* 0
4 2K 6,6 x 10* 0
pramér 7,9 x 10° 0
SMODCH 1,3 x 10* 0
5 3K 1,1x 10° 0
6 3K 1,3 x 10* 0
priamér 6,1 x 10* 0
SMODCH 4,8 x 10* 0
7 4K 23x10° 0

8 4K 3,0x10° 6,0 x 10°

priamér 2,6 x10° 3,0 x 10

SMODCH 3,9x10* 3,0 x 10?

Pozn: CPM................ celkovy pocet mikroorganismu
SMODCH.......... smerodatna odchylka

1K, 2K, 3K, 4K...kontrola

Pii stérech kontrolnich vzorkti nebyla Escherichia coli az na jedinou vyjimku
detekovana. CPM bylo po 96 hodinach relativné vysoké. Viditelny naridst plisni nebyl
zaznamenan. Na vzorcich byly detekovany pouze kvasinky. Vliv koncentrace ucinné

latky je tedy nejednoznaény.
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Tabulka & 8. udava podty mikroorganismii v KTJ/25cm? z inokulovanych
vzorku celeru. Stéry byly provedeny ze vzorku celeru inokulovanych Escherichia coli.
Z vysledku vyplyva, Ze v porovnani s kontrolou aplikace folie s lakem obsahujicim
ucinné antimikrobidlni latky neméla na pocty Escherichia coli inhibi¢ni wéinek.
Relativn€ nizké pocty u vSech variant mohly byt zptisobeny nizkou skladovaci teplotou
(6 °C).

Obr. 13 uvadi rast pramérnych hodnot Escherichia coli na vzorku celeru za

pouziti rizné koncentrace antimikrobialnich latek v obalu.

Tab. 8. Po¢ty mikroorganismii na KTJ/25cm? z inokulovanych vzorkt celeru.

E. coli
vz.C. identifikace 96 h

9 1E 0
10 1E 9,0 x 10!
pramér 4,5 x 10
SMODCH 45 x 10"
11 2E 5,8 x 10°
12 2E 3,5 x 10
pramér 2,9 x 10°
SMODCH 2,8 x 10°
13 3E 1,5 x 10°
14 3E 4,5 x 10°
priamér 2,9 x 10
SMODCH 1,5 x 10°
15 AE 3,5x 10"
16 AE 2,5x 10°
primér 1,3x10°
SMODCH 1,2 x 10°

Pozn: SMODCH....... Smérodatna odchylka

1E, 2E, 3E, 4E...koncentrace ucinné latky ve folii

60



Na podobném principu byla provedena studie na platcich salatové okurky. Studii
provedl Alvarez et al. (2014). Studovali antimikrobialni aktivitu pektinovych obalovych
materidli s pfidavkem oreganové silice. Jako zkoumany mikroorganismus jim
poslouzila Escherichia coli. Platky salatové okurky byly inokulovany Escherichia coli
a zabaleny do ptipravenych folii. Takto pfipravené vzorky byly skladovany pii 4 °C po
dobu 15 dnd. Po 15 dnech byly provedeny kontrolni stéry ze vzorki, které prokazaly
inhibi¢ni u¢inky antimikrobialnich latek obsazenych v obalech proti Escherichia coli.

Jako kontrola slouzila folie bez nastiiku antimikrobialnich latek.
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Obr 13. Poéty mikroorganismt v KTJ/25 cm® u vzorki celeru inokulovanych
Escherichia coli po 96 hodinach.

Porovname — 1i pouze pouziti folii s aktivnimi latkami v laku pak lze fici, Ze

v

vyssi koncentrace silic v tomto laku ma silngjsi inhibi¢ni u€¢inek na Escherichia coli.

Tato studie se zabyvala G¢inkem vybranych rostlinnych extraktu, silic a jejich
slozek na rist a zivotaschopnost mikroorganismu, slouzici jako model nejbéznéjsiho,
gramnegativniho, infek¢niho agens (Escherichia. coli).

Pti zaloZeni pokusu byly odebrany zékladni stéry pro zjist€éni CPM (pod timto
pojmem se rozumi vSechny mezofilni aerobni a fakultativné anaerobni mikroorganismy)

a koliformnich bakterii, ptedevsim Escherichia coli na nekontaminovanych vzorcich
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syru Eidamu, saldmu Junior a celeru. Stéry byly odebrany z povrchu, ale i fezu potravin.
Celkovy pocet mikroorganismi v nasem pokusu se pohyboval v rozmezi
od 10% az 10* KTJ/25 cm?. Vice mikroorganismil se vyskytovalo na povrchu potravin,
rust mikroorganismii. CPM u syra nas vtomto piipadé neinformovala o stavu
mikrobidlni kontaminace, protoze do jejiho poctu se promitaji i pfitomné bakterie
mlécného kvaseni.

Vzorky syri byly skladovany pti teploté 6 °C a 23 °C a zabaleny do folii
s nastfikem rostlinné silice. Nastiik uc¢inné latky by mél zabranit riistu mikroorganism.
Pti teploté 6 °C se CPM u syru moc nezmeénilo, stéry byly provadény po 48, 168 a 216
hodinach. CPM se stdle pohybovalo v rozmezi od 10? az 10* KTJ/25 cm?. K nartstu
CPM doslo pfi sladovaci teploté 23 °C, kde byly stéry odebrany po 48 hodinach. Po 168
a 216 hodinach byly vzorky viditeln¢ zaplisnéné. U téchto vzork doslo k vysokému
nartstu CPM. U vzorku saldmu Junior byly stéry pro stanoveni CPM odebrany po 24,
72 a 144 hodinach. CPM u saldamu Junior se pohybovaly v rozmezi od 10* do 10*
KTJ/cm?. U vzorki celeru byl u CPM sledovan po 96 hodinach a pohybuije se v rozmezi
od 10* do 10° KTJ/cm? Uginek aplikace potravinovych folii obohacenych o rostlinné
extrakty na CPM se jevi jako neprikazny. Limitni hodnoty na Escherichia coli pro
vSechny potraviny musi byt negativni (Nafizeni komise (ES) ¢. 2073/2005). Potraviny
pouzité v naSem pokusu je spliiovaly po celou dobu trvani pokusu. Hodnoty Escherichia
coli u vzorki syra Eidam, salamu Junior a celeru se pohybovaly 0 KTJ/ cm?. Cast
vzorkt byla inokulovana roztokem kultury Escherichia coli o davce 0,1 ml 1 McF, aby
mohla byt zjiSténa inhibi¢ni Uc¢innost obalového materialu obsahujiciho rostlinné
extrakty o rizné koncentraci.

Na podobném principu byla provedena studie na rostlinné antimikrobialni latky
Vv jedlych foliovych obalech v boji proti Escherichia coli. Bylo zjisténo, ze ptidavek
antimikrobialnich latek do jedlych foliovych obali, miize ptsobit jako bariéra
pro mikroorganismy, které mohou kontaminovat povrch potraviny. Ve studii byla
zkouména aktivita jedlych folii na jablecné bazi (jable¢ny pektin + jableéné pyré
+ glycerin rostlinného pivodu), které obsahovaly rostlinné antimikrobialni latky vuci
patogenim. Pokus byl proveden na chlazeném kufeti. Cilem této studie bylo stanovit
antimikrobidlni U¢innost soucasti dobromyslové silice - karvakrolu a hlavni soucasti

skoficové silice — cinnamaldehydu v jedlych potazich na jable¢né bazi proti kmenu
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Escherichia coli na kufecich prsou. Vykosténa kufeci prsa bez ktize se na 40 sekund
vlozila do vafici vody, aby se zbavily pfirozené mikrofléry. Povrch takto pfipravenych
vzorkt masa byl vzapéti inokulovan mikroorganismem Escherichia coli. Vzorky byly
poté osuSeny, =zabaleny do pfipravenych jedlych f6lii obsahujicich karvakrol
¢i cinnamaldehyd v koncentracich 0,5 %, 1,5 % ¢i 3 %. Jako kontrola byla pouzita folie
bez ptidavku zminénych latek. Jako kontrola poslouZzilo téz maso, které pfed zabalenim
nebylo ponoifeno do vatici vody a nebylo inokulovano patogeny. Zabalené maso bylo
uchovavano bud pii pokojové teploté 23 °C ¢&i chladnickové teploté 4 °C po dobu
72 hodin. Bylo zjisténo, ze folie obsahujici antimikrobidlni latky ve srovnani s folii
kontrolni bez téchto latek, jez na bakterie zadné ucinky neméla, vykazovaly silnou
inhibici proti Escherichia coli na kufecich prsou po 72 hodinidch uchovavani pii
lednickové 1 pokojové teploté. Pti pokojové teploté doslo k nejvyssi mife redukce poctu
patogent u folie s 3% karvakrolem. Pfi chladni¢kové teploté u masa zabaleného v této
variant¢ folie nebyly detekovany dokonce zadné ptezivsi buiky patogent. Testy
prokazaly, Ze jedlé¢ folie na jable¢né bazi obsahujici karvakrol ¢i cinnamaldehyd by
mohly byt jednim z prostfedki pouzitelnych k inaktivaci nezadoucich bakterii na

povrchu kuteciho (Ravishankar et al, 2009).
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6. ZAVER

V experimentalni casti diplomové prace byly provedeny testy folii s aplikaci
laku obsahujiciho rizné koncentrace smési ucinnych latek s antimikrobidlnim ucinkem.
V experimentech byla jako pokusny mikroorganismus pouzita Escherichia coli.
Potraviny syr eidamského typu o 30 % tuku v sus$ing, salam Junior a celer byly baleny
Vv polystyrenovych miskach tak, aby balici folie nebyla ptimo v kontaktu s potravinou.

Z vysledkl vyplyva nésledujici. V balenych potravinich nebyla prokazana az na
ojedinglé piipady pfitomnost Escherichia coli. Pozorovany byly dv¢é varianty
experimentu a to potraviny bez Gmyslné kontaminace Escherichia coli a potraviny
inokulované Escherichia coli. V ptipadé neinokulovanych potravin nedoslo v prubéhu
skladovani ke zvyseni vyskytu Escherichia coli. Zatim co u inokulovanych vzorka byly
vysledky analyz v pribéhu skladovani riznorodé. U vzorkll syrti doSlo v prib¢hu
skladovéni v 6 °C k vyraznému snizeni po¢tl Escherichia coli. Pti skladovani ve 23 °C
byl po 48 hodinach zaznamenan oproti kontrole rovnéz vyrazny ubytek Escherichia
coli. Antimikrobialni latky vSak celkové pritomné nedokazaly mikroorganismy zcela
inhibovat a v nasledujicim obdobi se syry zcela viditelné kazily.

U vzorkll saldmu Junior a celeru byly vysledky nejednoznacné. Analyzy dale
prokdzaly vétsi Uc€innost vySSich koncentraci aktivnich latek. Soucasné s pocty
Escherichia coli byly sledovany u neinokulovanych vzorkti syrt i celkové pocty
mikroorganismi (CPM) u tohoto mikrobiologického kritéria byly zaznamenany
rozporuplné vysledky. U syri skladovanych pii 6 °C nebyl prokazan inhibi¢ni Gi¢inek.
U variant s vy3si koncentraci G¢innych latek pii skladovani ve 23 °C byl inhibi¢ni
ucinek prokazan. U ostatnich potravin vliv koncentra¢ni latky prokazan nebyl.

Pii pouziti folii s antimikrobidlnim G€inkem je vyhoda, Ze folie neptichazi do
pfimého kontaktu s potravinou a minimalizuje se tak jeji negativni senzorické ovlivnéni.
Inhibi¢ni uc€inek je rovnéz ovlivnén vnéj$imi podminkami (teplota skladovani), vlhkost,
ktera aktivizuje antimikrobidlni systém (uvolfovani ucinnych latek z laku), velikost
mikrobidlni kontaminace. Experimenty presto Ze nejsou zcela jednoznaéné, naznacuji

cestu a smér dalSiho testovani a moZnost pouziti folii pro baleni konkrétnich potravin.
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