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Mykologické aspekty bézného a bio chleba

Souhrn

Chléb je soucasti naSeho kazdodenniho jidelnic¢ku jiz od staroveéku. Ackoli se nejedna
0 rizikovou potravinu, je mozna mikrobialni kontaminace a to hlavné plisnémi.

Kontaminace zavisi piedev§im na podminkach zpracovani, skladovani a dodrzeni
hygienickych zéasad. Riziko kontaminace lze ovlivnit pifidavkem konzervantti a jinych latek,
které inhibuji rast patogennich mikroorganismti. Spory plisni, které kontaminuji chléb, jsou
pfenaSeny vzduchem. Plisné mohou vytvaret, jako sekundarni metabolismus, toxické latky
zvané mykotoxiny.

Cilem prace bylo zhodnotit mykologické aspekty u 40 ndhodné vybranych vzorka
chleba v bézné kvalité a BIO kvalité. Stanoveni mikromycet bylo hodnoceno Vv souvislosti
S balenim a slozenim vyrobku. Dale byly plisn¢ identifikovany na trovein rodu.

Ve zkoumanych vzorcich bylo zjiSt€éno minimalni mnoZstvi plisni, celkové pocty se
pohybovaly od 0 KTJ/g (danou metodou nebyly zjistény zadné plisn€) do 22 KTJ/g.

Rodové zastoupeni plisni nebylo pfili§ rozmanité. Témer polovinu vSech zjisténych
plisni tvofil rod Cladosporium, dale se v omezeném mnozstvi vyskytovaly Penicillium,
Mucor, Rhizopus a Mycelia sterilia.

Plisn¢ se vyskytovaly v obou druzich zplsobu produkce, z celkovych 40 vzorka bylo
pozitivni na plisné pravé 22; 12 z konvencniho zeméd¢lstvi a 10 z ekologického zemédélstvi.
Statisticky nebyl dokazan vliv produkce na pfitomnost mikromycet v chlebu. Vliv baleni hral
jen nepatrnou roli v pfitomnosti mikromycet, statisticky vSak nebyl prokazan vliv baleni na
mykologickou kvalitu chleba.

Kontaminovany chléb obsahoval pfevazné seminka jak na svém povrchu, tak i uvnitt

svého sloZeni. Lze tedy tvrdit, Ze slozeni chleba ma vliv na kvalitu vyrobku.

Kli¢ova slova: chléb, trvanlivost, mykologie, mykotoxiny



Mycological aspects of normal and bio-bread

Summary

Bread has been a part of our daily diet since ancient times. Although it is not a risky
food to consume, there is still a possibility of microbial contamination, mainly by fungi.
Contamination depends primarily on the conditions of processing, storage and hygienic
factors. The risk of contamination can be influenced by the addition of preservatives and other
substances which inhibit the growth of pathogenic microorganisms. Mold spores which
contaminate the bread are transmitted through the air. Mold can further form as secondary
metabolism, toxic substances called mycotoxins.

The aim of this study was to evaluate aspects of mycology in 40 randomly selected
bread samples of both conventional and organic quality. Packaging and product composition
were used as the basis of evaluation with regard to the determination of fungi. Fungi species
were further identified. There was a minimal amount of mold present in the analyzed samples.
Total amounts ranged from 0 CFU/g (no identifiable mold) to 22 CFU/qg.

The generic representation of mold was not very diverse. Nearly half of all identified
species was the formation of Cladosporium mold. Penicillium, Mucor, Rhizopus and Mycelia
sterilia were also identified in limited quantities.

From a total of 40 samples, 22 tested were positive for mold. This includes samples
representative of both methods of production, conventional agriculture and organic farming
(12 positive samples from conventional and 10 from organic farming). There is no statistical
evidence of productional factors causing the presence of fungi in bread. Furthermore, the
influence of packaging played only a minor role in the presence of fungi. However, there is no
statistical proof of the impact that packaging has on the mycological quality of bread either.

The contaminated bread contained mostly seeds, both on its surface and within its
actual composition. It can be argued that the composition of bread has an effect on product

quality.

Keywords: bread, shelf life, mycology, mycotoxins



U OO 8
P2 o1 I - Vol T 9
T I = T T = =T 10
3.1 Chléb ajeho RiStorie....ccccccciiiiieeiiiiiieiciiitcc e s esns e s s s ennnes 10
207 N 0o T 2 T=T' o T=T o T= T8 -7 0 I 11
3.3  Druhychleba.......ciiiiiiiiiiiiiniecc e e s e s s sansasene 12
3.4  Zakladni technologie vyroby chleba.........ccccccorrrvniiiiiiniiiiiinniiinineniinnenn. 13
34.1 KValita OBl ..eeeeieeeiieece e 13
342  Zrno @ jeho Kvalita....cocceeiiieiiee e e 14
3.4.3 Hodnoceni pekarenské kvality mouky........ccccccoveiiiiiineiicciiieeceeee e, 15
3.44  VYroba chleba ... 15

3.5 Mikrobiologické znehodnoceni chleba..........ccoiveeiiiiiiniiiiiiiciirrrcccereeee, 16
351 Druhy ZnehodnNOCeN.......uiiiiiiiiee e s 17
3.5.2 Mykologické znehodNoCeNi .......cccccuuiiiiiiiiiieecee e 18

2 T o 11 o - N 19
3.6.1 1Y/ oY g o] o} =4 1T o] 11 o SR 19
3.6.2  Charakteristika a vlastnosti vybranych plisni znehodnocuijici chléb......... 20
3.6.2.1 IVIUCOT ettt ettt e e ettt e e e e e e e bbbt e e e e e e e e e annrneeeeeeeeeas 20
3.6.2.2 RNTZOPUS . ettt e st e e s sbae e e s s bee e e e s ebeeeeeeans 21
3.6.2.3 ASPEIGIIUS ceeee ittt e e e e e e arees 22
3.6.24 PeNICHTIUM ..ttt ettt e sbe e e sabe e 23
3.6.2.5 (@1F: o [0 1Y o To1 5 101y o WSS SRR 24
3.6.2.6 FUSAITUM ettt e e e e e ettt e e e e e e e nrreeeeeeeeeas 25

3.6.3 Faktory ovlivaujici vyskyt plisni.......ccccoiiiieriii e, 26
3.6.4  Ochrana pred mykologickym znehodnocenim.........cccecevvveereeieenncccnnnnnenn. 27
3.6.5 MY KOTOXINY .ttt e e e e e et r e e e e e e e s saraee e e e e e e e e sennnes 28
3.6.5.1 Charakteristika vybranych mykotoxin( a jejich vlastnosti............ccccccuue...e. 28

4 Materidl amMetody ...cccceeeiiiieeccirecc et ee e e e s e e e e s e s e s s e e n s e s e e nnnsesaennnsneennnannes 33
4.1 PouZity material ..o s e e s s e e nn e e s enns 33

T By N |/ =1 o T 111 34
B.2.1  ZIVNA MEAIA.eu ettt sttt 35
4.2.2 o0 1Y A o P SRRS 35
4.2.3 Kvalitativni uréeni mikromycet.........cccvveeeeeiir e, 36

LIV A2 [T | QOO 37



6 Diskuze.....coeeveurenienrennnnns
A 41V -] .

8 Seznam pouzité literatury



1 Uvod

Chléb je nedilnou soucasti naseho jidelnicku jiz od dob starovéku a je povazovan za
nerizikovou potravinu. Chléb je vSak snadno kontaminovan mikroby, které zpiisobuji jeho
znehodnoceni a naslednou zkazu. NejCastéjSim kontaminantem jsou plisné. Avsak
kontaminace je zavisla hlavné na podminkach zpracovani, skladovani a typu chleba. Riziko
kontaminace lze snizit pfidavkem konzervantli a jinych latek potlacujicich rast patogennich
mikrobt.

Spory plisni se snadno $ifi vzduchem a nasledn¢ kontaminuji chléb. Pokud dojde
k rozvoji plisni, nékteré mohou vytvaiet i mykotoxiny, které nejsou identifikovatelné
lidskymi vjemy a jsou velmi toxicke.

Kvalitu ovliviiuji zejména teplota, vlhkost a zplsob skladovani. Pti dodrzeni
hygienickych ptedpist, optimalnich skladovacich podminek a sprdvné vyrobni praxe se

zamezi riziku kontaminace a tim 1 nasledné zkaze chleba.



2 Cil prace

Chléb a bézné pecivo patii mezi mikrobiologicky nerizikové potraviny, nejsou proto
stanovené limity pro mikroorganismy, které je znehodnocuji. Piesto je vSak dulezité sledovani
kvality téchto vyrobki, hlavné z hlediska zvySeného rizika zavleceni plisni.

Cilem prace je zhodnotit vyskyt nezddoucich mikroorganisml, se zaméfenim na
zastoupeni mikromycet.

Hypotéza: Prace vychazi z piredpokladu, ze kvalita pekéarenskych vyrobk bude

ovlivnéna slozenim vyrobku.



3 Literarni reSerse

3.1 Chléb a jeho historie

Chléb je nepochybné jeden z nejstarSich pokrml na svété, prvni zminky jsou z obdobi
10 000 let pf. n. 1. Dfive byl vyrabén z hrubé nadrceného obili, které bylo smichano s vodou.
Z tésta byly vytvotfeny placky, které se nasledné opékaly na ohni nebo rozpaleném kameni.
Existuje i zminka, Ze ve starovékém Recku se konzumovaly i placky nepe¢ené - mazy. Byly
uhnétené z jecné mouky a nésledné se nechaly ususit (Beranova, 2005).

K objevu ptipravy kvaseného chleba doslo pied Sesti tisici lety v Egypté. Jednalo se
S nejvyssi pravdépodobnosti o ndhodu. V nilské delté byla péstovana pSenice, kterd byla
pomoci kamend rozdrcena na mouku. Mouka se nasledné smisila s vodou a soli, coz byla
normalni nekvaSend technika. AvSak tésto zdstalo na slunci a vzhledem K pfitomnosti
mikroorganismul nasledné pak vykynulo. Po upeceni v peci byl chléb vzdusny, nadychany se
zabarvenou kuarkou (Dfizal. 2010).

Nejstarsi nalezena pec v Cechach se datuje do obdobi 4800 — 4600 pt. n. 1. V letech
2700 pt. n. 1. si lidé ptipravovali chléb kynuty pomoci kvasinek. Dokazuji to nalezy peci.
Pivovary byly totiz spojovany s pekarnou, a proto se kvasinky vyuzivaly pii pe€eni chleba
(Montville and Matthews, 2008).

Z chleba se postupnd stala zakladni potravina. Na tizemi Cech se objevili pekaii
v 11.a 12. stoleti. Rozvinula se i pravidla ohledn¢ vahy a ceny chleba. Jiz v roce 1387
se v Cechach peklo nékolik druhii chleba. Napiiklad Zitny, je¢ny, prosny, zaludovy,
jahlovy a pohankovy.

Vzniklé pekatské cechy stanovily vztahy mezi mistry a u¢ni, byly uréeny pro vzajemné
podporovani se a vytvafeni vztahu k zakaznikim. Cechy zaroven dohlizely na kvalitu vyroby.

Od 18. stoleti se v Cechach pekaistvi velmi hlidalo a vztahovalo se na ng&j predpisy. Od
druhé poloviny 19. stoleti doslo k mechanizaci v pekaiské vyrobé a to zavadénim stroju. V
roce 1834 byl vynalezen valcovy mlyn, ktery zménil mleti zrn na celém svété a doslo tak
k revoluci v produkci chleba (Beranova, 2005; Dfizal. 2010).

Od 20. stoleti v ¢eskych méstech vznikaly moderni pekarny, zatimco na vesnicich se
zachovavala primitivni femeslna vyroba. V 50. letech 20. stoleti byly uzavirany malé
provozy, z divodu znarodiiovani v souvislosti S politickym rezimem po roce 1948.

V 70. letech 20. stoleti se chléb vyrabi na modernich zatizenich.
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Po roce 1989 doslo k privatizaci vSech vyrob a vzrostla sortimentni nabidka (Dfizal,
2010). V dnesni dob¢ je trendem nakupovat i BIO vyrobky.

3.2 Co znamena BIO?

V dnesni dobé se zvedd zdjem o bio potraviny, neboli organické potraviny a to nejen
v Ceské republice. Konzumenti a prodejci na tento zajem reaguji diky médiim, které se
zabyvaji otazkou zdravi, ekologickych dopadii na Zivotni prostiedi, geneticky
modifikovanych potravin a hlavné ochranou spotiebitele pted nezadoucimi ucinky z potravin
(food safety).

Spotiebitel je vSak Casto zmaten, co to vlastné znamena pojem bio (organicky) produkt.
Jedna se o produkt ekologického zemédélstvi, tedy byl vypéstovan nebo chovan v souladu
s principy ekologického zemédélstvi. Dle IFOAM jsou tyto principy kofeny ekologického
zeméde€lstvi a délime je na princip zdravi (Principle of Health), ekologické principy
(Principles of Ecology), princip Cestnosti (Principle of Fairness) a princip péce (Principle of
Care). Princip zdravi se zabyva ,,zdravim® pudy, rostlin, zvitat a lidi. Tento princip ma tedy za
cil udrzet planetu ,,zdravou®. Ekologicky princip vSak napodobuje a udrzuje piirodni systém
Vv jeho pfirozenosti. Princip Cestnosti se zabyva rovnocennosti, respektem a spravedlnosti pro
vSechny zivé bytosti. Princip péce se stard o budouci generaci (IFOAM, 2016).

IFOAM dale definuje ekologické zemédélstvi jako produkéni systém, ktery udrzuje
zdravi pludy, ekosystému a lidi. Podminky zemédélstvi spoléhaji na ekologické procesy,
biodiverzitu a kolobéhy adaptované mistnim podminkdm. To znamena nepouzivat jin€, nez
ptirodni vstupy (pfidavky). Ekologické zemédé€lstvi kombinuje tradici, inovaci a védu
K dosazeni prospéchu sdileného s zivotnim prostiedim a podpofit tak spravedlivy vztah
s dobrou kvalitou zivota vSech zucastnénych (zahrnutych) v ekosystému.

Produkt ekologického zemédélstvi lze poznat i tak, Ze v obchodech ma toto oznaceni
(viz obrazek €. 1 a €. 2), tedy byl certifikovan dle zdkona o ekologickém zemédé€lstvi - zakon

¢. 242/2000 Sb., o ekologickém zeméd€lstvi (Sukova, 2012b).
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Obriazek 1 Oznaceni biopotraviny ze zemi EU

zdroj: http://www.bezpecnostpotravin.cz/nova-pravidla-pro-oznacovani-biopotravin.aspx

Obrazek 2 Oznaceni bio produktu

PRODUKT EKOLOGICKEHO ZEMEDELSTVI

zdroj: http://gain.fas.usda.gov/Recent%20GAIN%20Publications/Organic_Prague_Czech%20Republic_4-21-
2011.pdf

Ze statistického Setfeni bylo zjiténo, Ze zdjem o ekologické zemé&délstvi v Ceské
republice rok od roku stoupa. Pocet ekologickych zeméd¢€lci a vyuziti pudy pro tyto ucely se

navysil (Mikulasova, 2011).

3.3 Druhy chleba

Chléb je dle platné Ceské legislativy (vyhlaska Ministerstva zemédélstvi ¢. 182/2012 Sh.

v platném znéni) rozlisen dle obsahu mouk na tyto druhy:

e pseni¢ny chléb, ktery obsahuje nejméné 90% podil pSeniénych mlynskych obilnych
vyrobkl (pSeni¢nych mouk) z celkové hmotnosti mlynskych obilnych vyrobki a tedy jen
zanedbatelné mnozstvi mouk Zitnych (max. 10 % na celkovou hmotnost mouk)

e zitny chléb, obsahujici nejméné 90% podil mlynskych obilnych vyrobki ze Zita (zitnych
mouk) z celkové hmotnosti

e 7zitno-pSeni¢ny chléb je pekatsky vyrobek, obsahujici nadpoloviéni mnozstvi Zitné mouky
(tedy vice nez 50 %) v poméru k mouce pSenicné, které musi byt vice nez 10 % z celkoveé

hmotnosti mlynskych obilnych vyrobkt
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e pSenicnozitny chléb je pekatsky vyrobek, obsahujici nejméné 50 % pSenicnych
mlynskych obilnych vyrobki (pseni¢nych mouk) a podil mlynskych obilnych vyrobkl ze
zita musi byt vice, nez 10 % z celkové hmotnosti mlynskych obilnych vyrobki

e celozrnnym chlebem se rozumi pekatsky vyrobek, jehoz té€sto musi obsahovat z celkové
hmotnosti mlynskych obilnych vyrobki nejméné¢ 80 % celozrnnych mouk nebo jim
odpovidajici mnozstvi upravenych obalovych ¢astic z obilky

e vicezrnny chléb je pekaisky vyrobek, do jehoz tésta jsou pfidany mlynské vyrobky z
jinych obilovin nez pSenice a zita, lusténiny nebo olejniny v celkovém mnozstvi nejméné
5%

e specidlnim druhem chleba nebo peciva se rozumi pekaisky vyrobek, ktery obsahuje
kromé mlynskych vyrobkl ze pSenice a zita dalSi slozku, jako obiloviny, olejniny,
lusténiny nebo brambory, v mnozstvi nejméné 10 % z celkové hmotnosti mlynskych

vyrobku

3.4 Zakladni technologie vyroby chleba

Se soucasnymi trendy ve vyzivé a zavadeéni alternativnich zplsobl stravovani také
dochazi ke zménam v technologii vyroby chleba. Nyni se trend obraci i k vyuZzivani jinych
druhti obilovin, které byly doneddvna opomijené. Soucasné se vyuziva k vyrobé pekarenskych
vyrobkd i slabsi pSenice a to diky zlepsovacim ptisadam. Nejvétsi vyuziti pro pekarské ucely

ma pSenice obecna (Pfihoda et al., 2003).

3.4.1 Kovalita obili

Kvalita obili spociva nejvice v jeho jakostnim charakteru a tim je celkovy pocet
mikroorganismi. Tato hodnota vypovid4 o tom, jak bylo pecovano o obili béhem sklizné,
jeho transportu a také, jak s nim bylo naloZeno béhem jeho skladovéani. Celkovy pocet
mikroorganismii se tykd 1 obsahu plisni vobili a zaroven vypovidd o dodrzovani
hygienickych a technickych standardii béhem zpracovéni obili od pole az po zpracovany
produkt. Vyjadiuje i mozné riziko tvorby mykotoxinti, které neptiznivé ovliviuji lidsky
I animalni organismus. Nejcast&jsi je napadeni plisnémi rodu Fusarium, jedna se o piedevsim
o polni plisen, a Aspergillus, ktera je povazovana za skladistni plisen. Avsak polni plisné

mohou byt odstranény béhem spravnych podminek pii skladovéani (Gorner a Valik, 2004).
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3.4.2 Zrno a jeho kvalita

Zékladni surovinou pro vyrobu chleba je mouka. Pro vyrobu mouk se pouziva vyhradné
obilné zrno. Zrno se chova jako zivy organismus do té doby, nez je mechanicky zpracovano,
neboli narusi se jeho struktura. Jakdkoli chemickd zména vede ke zméné biologického a
biochemického systému zrna. Velmi vyznamnou slozkou jsou proto enzymy ptisobici jesté ve
vymleté mouce, ale 1 v tést¢ béhem peceni v peci (Piihoda et al., 2003).

Zmo se sklada z obalovych vrstev (oplodi a osemeni), aleuronové vrstvy, klicku
(embryo) a endospermu (vnitini obsah zrna). Ochrana samotného zrna je zajiSténa pies
obalové vrstvy (otruby). Zajistuji hlavné ochranu pied mechanickymi a mikrobidlnimi vlivy,
naptiklad plisnémi. Vnitini vrstva zajist'uje vyrovnani vlhkosti v obilce. Vnéjsi obaly zhorsuji
pekarenskou kvalitu, nebot tyto obaly obsahuji velké mnozstvi nestravitelné vlakniny.
Podpovrchové vrstvy pfiznivé ovliviiuji vaznost mouky a vlacnost vyrobku, ale také lepivost
tésta. Celozrnna mouka obsahuje pravée tyto obaly.

Kli¢ek neboli embryo, je pifi mlynském zpracovani oddélovano. Obsahuje mnoho
vyznamnych latek pro lidskou vyzivu, avSak pfi kontaktu se vzduchem dochazi ke Zluknuti
jeho tukové slozky. Neni tedy mozné ho pekarensky zpracovat bez brzké stabilizace
(Ptihoda et al., 2003).

Nejvyznamnéjsi slozkou obilky je endosperm, ktery ovliviiuje tvrdost zrna, sklovitost
zrna, velikost a tvar vymletych ¢astic. Endospermova struktura je dana predev§im geneticky.
V endospermu jsou pfitomny zasobni latky, které jsou vyznamné pro kli¢eni. Pro vyrobu
pSeni¢nych mouk je vyuzivan pravé endosperm. U zitnych mouk je to nejen endosperm, ale 1
nékteré podobalové vrstvy. Endosperm je tvofen pievazné Skrobem, ale nejvyznamnéjsi je
bilkovinna slozka, kterd u pSeni¢né mouky urcuje pekarenskou kvalitu (Pfihoda et al., 2003;
Faméra a Hruskova, 2000).

Zrno obsahuje mnoho latek a nejvétsi zastoupeni latek v zrnu tvoii sacharidy. Jsou
pievazné zastoupeny v podobé polysacharidi (Skrob 50 — 70 %), celulosa, hemicelulosa,
pentozany a slizy) a oligosacharidi a monosacharidii. Sacharidy tvoti v zrnu i komplexy a to
s lipidy a bilkovinami (glykolipidy a glykoproteiny). Diky obsahu $krobu zrno bobtna
a mnohonasobné zvétSuje svij objem, coz je pro pekarenskou technologii zasadni véc. Lipidy
tvoii piiblizné 1,5 — 3% podil a vyskytuji se v kli€kové casti. Lipidy jsou slozeny hlavné
z kyseliny linolové a olejové. Lipidy maji velky vyznam pro skladovani mouky a obili.
V ptipadé¢ nevhodného skladovani mohou za zhorSeni senzorickych vlastnosti (Zluknuti).

Dalsi vyznam je v biochemickych procesech béhem kynuti a peceni. Nejvétsi vyznam vSak
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maji bilkoviny, jak jiz bylo zminéno. Jsou dulezité jak pro technologické zpracovani, tak i pro
nutri¢ni hodnotu samotnou. Obsah neni vzdy stejny v riznych ¢astech zrna, nejvice bilkovin
je v aleuronové vrstvé a v kli¢ku (Prugar, 2008; Zavielova, 2014).

Obsah vitamint je tvofen pfevazné skupinou B, a to thiaminem, riboflavinem, niacinem,
kyselinou panthotenovou, pyridoxinem, kyselinou listovou a biotinem. Dal$i skupinu
vitamind tvofi tokoferoly a karoteny. Nejvétsi koncentrace vitamint jsou, stejné jako u
bilkovin, v klicku a aleuronové vrstvé zrna. Z hlediska minerédlnich latek je zrno tvotfeno
pirevazné fosforem, draslikem, sirou, hotfcikem, vapnikem, sodikem, Zelezem, manganem,
zinkem, borem a médi (Prugar, 2008).

Vlastnosti zrna vytvareji mlynafskou jakost. Nejvice tyto vlastnosti ovlivituje ro¢nik

sklizné a mén¢ druh odridy (Faméra a Hruskova, 2000).

3.4.3 Hodnoceni pekarenské kvality mouky

Tradi¢ni ukazatele pekatské kvality pSeni¢né mouky jsou schopnost tvorby kypfticich
plynt, pekatska sila a barva mouky. Byl prokazan i ¢tvrty parametr, a to granulaéni spektrum
mouky (Ptihoda et al., 2003).

Pro zitnou mouku neni hodnoceni pekarenské kvality pfili§ detailné¢ definovano.
Rozdilnost této mouky urcuje hlavné odlisna bilkovina, kterd neni schopna vytvofit strukturni
tvoftit strukturu hotového vyrobku.

Kvalita mouky je zohlednovana 1 dle mikrobiologickych pozadavki. Jeji kvalita je

ovlivnéna i mikroorganismy v obili (Gorner a Valik, 2004; Ptihoda et al., 2003).

3.4.4 Vyroba chleba

K vyrobé chleba v naSich podminkach je zdkladni surovinou obilnd mouka, nejcastéji
pSeni¢nd a Zitnd mouka. K mouce jsou pfidany dalsi riizné slozky, jako naptiklad pitna voda,
kuchyniska stl, kypfici pfipravky a jiné piisady, jako kmin, drozdi a dalSi chutové nebo
technologicky vyznamné latky (Gorner a Valik, 2004; Hamr, 2015).

Biologicka varianta kypfeni se déje za procesu zrani a to pomoci kvasinek, které jsou
schopny produkovat oxid uhli¢ity (CO;). Chemické kypfici ptipravky funguji na podobném
principu, zajistuji tvorbu oxidu uhli¢itého az p¥i pedeni. Zitna tésta nekvasi samovolng, ale

pomoci kyselin (mléénd nebo octova), nejCastéji je vSak vyuzit kvas. U pSenicné mouky je
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voda navdzana pomoci bilkovin (lepku), avSak zitna mouka neobsahuje tuto bilkovinu.

(Gorner a Valik, 2004; Hamr, 2015)

Dle Gornera a Valika (2004) je vyroba chleba z pSeni¢né mouky moznéa dvéma zptisoby

a to zavadénim kvasnic pfimo do mouky pfi zapracovani tésta, nebo zavedenim kvasnic pouze

do casti tésta. Po vyzrani, pii urcité teploté, je zbytek tésta zapracovan spolecné s Casti, kde

byly aplikovany kvasnice.

Hamr (2015) popisuje rozd¢leni vyroby chleba dle pouzité technologie do tii skupin.
Kvasovy chléb, vyrabény klasickou technologii ze Zitného kvasu, a to tfistupiiovym nebo
zkracenym vedenim. Jedna se o chléb vyrabény klasickym zpiisobem dle tradicni
receptury s obvykle pfiblizné stejnym pomérem zitné a pSenicné mouky, kdy vyrobce
tiistupiiovym vyvadénim piirodnich kvast, pfipravenych ze zitné mouky, docili pomoci
biochemickych procesti probihajicich v kvasu vznik kyselin (zejména octové a mlécné) a
tim 1 charakteristické navinulé chuti chleba. Tento typ chleba je kynuty prostfednictvim
oxidu uhli¢itého, ktery vznika pravé pii zrani kvasu. Kvas je tidké tésto pfipravené z
vody a zitné mouky a zkvasené ptirozenou mikroflorou zitné mouky.

Chléb vyrobeny z mouky a suchych, tekutych nebo pastovitych kvast, kynuty pomoci
drozdi. Kynuti u tohoto chleba je na rozdil od prvniho uvedeného typu chleba realizovano
pomoci drozdi a k okyseleni je pouzit umély kvas, ktery obsahuje kyseliny (obvykle
octovou nebo citronovou podle toho, zda se jedna o umély kvas tekuty nebo sypky). V
tomto piipadé€ byva navinulost stidky i dalsi jeji chutové a jakostni parametry odlisné od
chleba kvasového.

Chleby formové (Zitné, celozrnné, vicezrnné a specidlni s pfidavkem riznych semen a
dalSich nutri¢né a chutové vyznamnych latek). Tyto chleby se pecou ve formach zejména
z toho divodu, Ze by diky charakteru tésta neudrZely pii kynuti a peceni svilj tvar a

objem.

3.5 Mikrobiologické znehodnoceni chleba

Chléb a jiné pekarenské vyrobky jsou vyrobky, které diky svému slozeni umoziuji

vyhodné prosttedi pro rozvoj mikroorganismil, zplsobujici zkdzu produktu. Mnoho

mikroorganismt muze byt sice odstranéno pomoci peceni, ale zvlasté nékteré spory mohou

tento proces prezit.
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3.5.1 Druhy znehodnoceni

V piipadé, ze je vytvoieno idedlni prostiedi pro rozvoj mikroorganismi v chlebu,
dochazi k rozvoji hlavné plisni, ale také kvasinek a bakterii.

Spory bakterii mohou byt vyznamnym kontaminantem. Nejvétsi riziko piedstavuje
hlavné rod termorezistentnich bakterii Bacillus. Zptsobuji nitkovitost a vla¢nost chleba.
Nitkovitost je divod $patného skladovani hotového chleba, a to za vysoké vlhkosti a teploty.
Nasledné se vytvoii slizovita pouzdra téchto bakterii a dojde k enzymové hydrolyze lepku a
Skrobu. Dal§im faktorem, zpUsobujici nitkovitost je kontaminace mouky urcené k peceni
chleba. Muze byt zplisobena i kontaminaci drozdi nebo kontaminaci sladového ptipravku
rodem Bacillus. Nitkovitost je zpisobena i nedostateéné rychlym zchlazenim chleba po jeho
upeceni. Spory nejsou schopny klic¢it pfi kyselém pH, proto se tento jev objevuje pouze u
nekynutych, malo kynutych pSeni¢nych a pSeni¢no-zitnych chlebd. Nitkovitost chleba
neohrozuje zdravi konzumenta, ale jednd se o zivazny jakostni problém
(Gorner a Valik, 2004; Saranraj a Geetha, 2012).

Dal$im, méné cCastym kontaminantem, jsou kvasinky. Kvasinky jsou vyuzivany pfi
vyrobé chleba hlavné kviili vytvofeni nadychané poérovité struktury (Ravimannan et al.,
2016). Kontaminace chleba je normalné zptisobena z necistého nadobi a zatizeni. Dojde k ni
tedy po upeceni, hlavné prostfednictvim krajecich zafizeni, také béhem chlazeni chleba, nebo
prostfednictvim dopravnikového pasu. Pokud dojde ke kontaminaci, kvasinky jsou viditelné
na povrchu produktu. Nejcastéjsimi kvasinkovymi kontaminanty je Pichia burtonii, ktera je
znama jako ktidova plisen (chalk mould). Tato kvasinka se rychle mnozi na chlebu a
predchazi tak plisni. Dal$imi kvasinkovymi kontaminanty jsou napiiklad rod Trichosporon,
Saccharomyces a Zygosaccharomyces. Saccharomyces sp. produkuje bilé skvrny a mize vést
také ke zkiidovaténi chleba. Kvasinkovou kontaminaci v pekarenskych vyrobcich
rozdélujeme na kontaminaci viditelnymi kvasinkami, které jsou schopny ristu na povrchu
chleba a tvofi bil¢ az nartiZzovélé skvrnky a na fermentaéni kvasinkové znehodnoceni spojené
s alkoholovym a esterovym zapachem. Zapach se projevuje dle piitomnosti riiznych typi
kvasinek. Riziko kvasinkové kontaminace se snizi v pifipadé dodrzovani hygienickych
ptredpisu a zasad spravné vyrobni praxe (Saranraj a Geetha, 2012).

Plisnové znehodnoceni je zpusobeno pievazné rody Penicillium, Aspergillus,

Cladosporium, Mucor, Rhizopus a Neurospora (Santos et al., 2016).
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3.5.2 Mykologické znehodnoceni

Plisn¢ hraji nejvyznamnéj$i a nejdilezitéjsi roli v pekarenstvi a pekérenskych
produktech, kviili jejich ¢astému vyskytu v zrnech a mouce (Santos et al., 2016).

Chléb je také idedlni potravinou pro rozvoj plisni kvili svému pH, vlhkosti a obsahu
zivin. V ptipad€, ze jsou nastoleny vhodné podminky pro rozvoj plisni, prvni viditelné
znamky zaplisnéni jsou zjevné jiz tieti den. Chlebova stiidka plesnivi po 4-5 dnech (Jesenska,
1987).

Plisnova kontaminace se vyskytuje pirevazné po upeceni, kdy je produkt kontaminovan
sporami plisni z ovzdusi, z povrchii, manipulatorti, krajecich zafizeni, béhem chlazeni a
baleni. Krom¢ toho, vyskyt plisni je vyznamné ovlivnén 1 obsahem mikromycet v mouce a
zrnech. V piipadé nedodrzeni hygienickych podminek tak dochazi ke znehodnoceni
vysledného produktu (Santos et al., 2016).

Teplota pro peceni chleba se pohybuje mezi 200 — 250 °C a v jeho jadie se teplota
pohybuje do 100 °C (Gorner a Valik, 2004). Upeceny chléb proto tedy neobsahuje plisné
nebo spory. Chléb je kontaminovan hlavné sekundarné. Sekundarni kontaminace je
zpusobena veSkerou manipulaci schlebem po jeho upeceni. Prvnimi kontaminanty, na
zaklad¢ studii, jsou Mucor a Rhizopus. Dale pak nasleduji Penicillium, Aspergillus a
Fusarium sp. (Ravimannan et al., 2016). Penicillium sp. je vSak nej¢ast&j$im kontaminantem
a Aspergillus sp. je nejvyznamnéjsi kontaminant v tropickych oblastech (Legan, 1993). Dle
Santose et al. (2016) jsou i dalsimi kontaminanty Cladosporium, Neurospora. Spory plisni se
nejhojnéji vyskytuji v prachovych ¢asticich v ovzdusi pekarny, proto je chléb s popraskanou
kirkou nejnachylngjsi k jeho kontaminaci (Gorner a Valik, 2004). Ke kontaminaci dochazi i
béhem chladnuti, krajeni, baleni a uchovavani chleba. V ptipad€ krajeni chleba se naruSuje
fezem vlhky povrch, na kterém mohou byt pfichyceny plisn€ a po zabaleni, které brani tniku
vlhkosti, dojde tedy k zapafeni a naslednému rozmnozeni plisni na kirce (Ravimannan et al.,
2016; Legan, 1993).

Dle Gornera a Valika (2004) se chléb v praxi po upeceni nechava vychladnout volné na
vzduchu a poté je zabalen. Avsak bylo zjisténo, ze pokud chléb takto chladne, je zvysené
riziko vykli¢eni a rust spor rodu Aspergillus pfimo v obalu. Proto neni doporuceno balit chléb,
ktery nedostatecné chladl volné na vzduchu. Extrémné nachylné na kontaminaci plisnémi jsou
krajené chleby. Pfi jejich vyrobé jsou proto piidavany konzervacni latky. Zaroven chléb

krajeny v atmosféte oxidu uhli¢it¢tho ma mensi tendenci plesnivét.
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Dale je nutno zajistit, aby se do procesu nedostala zrna napadend plisni Claviceps
purpurea, kvili jeji toxicité.

Doporuceny limit celkového obsahu mikroorganismii mouky je 5x10* KTJ/g a pro
plisné 4x10%® KTJ/g. Doporudené limity plisni u pSenice jsou 3x10* KTJ/g a celkovy pocet
mikroorganismt 5x10° KTJ/g (Gérner a Valik, 2004).

3.6 Plisné

Plisn¢ jsou velmi obavanymi kontaminanty, z divodu jejich schopnosti produkce
mykotoxind. Déle také jsou schopny zménit barvu zrna, jeho chut a aroma. Mohou také
zvysit hodnotu volnych mastnych kyselin v zrnu.

Vétsina potravin z obilnych zrn prochazi tepelnou Upravou, kterd inaktivuje vétSinu
mikroorganismul. Nékteré spory plisni v§ak mohou tento proces prezit (Montville a Matthews,

2008) diky jejich vyssi odolnosti viic¢i nepfiznivym podminkam.

3.6.1 Morfologie plisni

Plisn¢ jsou eukaryotni vicebunécné vlaknité mikroorganismy, které zarazujeme pod
houby (Fungi). Dle typu rozmnoZovani je Silhdnkova (2002) zafazuje do 3 kategorii —
Zygomycetes, Ascomycotina, Deuteromycotina. Ostry (1998) zminuje dal$i tiidu a to
Basidiomycetes.

Burka obsahuje jedno az vice jader haploidni povahy. V cytoplazmé lze identifikovat
utvary, jako jsou mitochondrie, endoplazmatické retikulum, vakuoly a zrnicka polyfosfatli a
kapénky tuku. Rezervni latkou v cytoplazmé jsou lipidy, proto burika obsahuje velké
mnozstvi kapének tuku (Silhankova, 2002).

Zakladni stavebni jednotkou je stélka (thallus), ktera tvoti vlakna. Hyfa je houbovité
vlakno a tvofi mycelium. V pfipad¢ rozvétveni hyf se tvofi kolonie. Hyfy se vétvi vétSinou
v pravém uhlu. Husté splet’ hyf s tvrdym polokulovitym utvarem vytvaii sklerocium, které je
odolné proti neptiznivym podminkam. Splet koZovitych hyf vytvafi stroma, které je typické
pro plisné parazitujici napiiklad na ovoci. Zbarveni kolonie je zplsobeno pigmenty ve
sporech a membrané a je velmi riznorodé (Ostry, 1998).

Prokazalo se, ze bunécna sténa plisni se primarné sklada z chitinu, glukand, mannant a

glykoproteind, které jsou K sobé spojeny kovalentn¢ (Bowman a Free, 2006).
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Ttida Zygomycetes je typicka jednobunéénym myceliem a pohlavnim rozmnozovanim,
kde dojde k vytvoieni zygospory. Stélka, neboli thallus, je tvofena hyfy bez piepazek
(Silhankova, 2002). Do této skupiny patii napiiklad Mucor, Rhizopus (Banwart, 1989).

Podkmen Ascomycotina je charakteristicky svym piehradkovym myceliem a vytvari
askospory diky pohlavnimu rozmnozovani v asku. V ptipad¢ nepohlavniho rozmnozovani
tvofi exospory.

Podkmen Deuteromycotina se vyznacuje prehradkovym myceliem a rozmnozovani
probiha pouze nepohlavné, pomoci exospor. Jedna se o podkmen nedokonalych hub — Fungi

imperfecti (Silhankova, 2002).

3.6.2 Charakteristika a vlastnosti vybranych plisni znehodnocujici chléb

Jesenska (1987) uvadi, Ze na chlebu se zpravidla objevuji plisné Aspergillus flavus,
Aspergillus ochraceus, Penicillium expansum a Aspergillus versicolor. Santos et al. (2016)
uvadéji, ze plisnové znehodnoceni je zpisobeno pievazné rody Mucor, Rhizopus, Aspergillus,
Penicillium, Cladosporium a Neurospora. Legan (1993) popisuje, ze incidence Aspergillus se
zvySuje se stfedozemnim podnebim a zaroven klesa incidence Penicillium. Zastoupeni

kontaminujicich plisni tedy zavisi i na klimatickych podminkach, kde byl chléb vyroben.

3.6.2.1 Mucor

Mucor je nejrozsahlej$im rodem t¥idy Zygomycetes. Vyskytuje se v riznych potravinach
(chlebu, masle, mase, ovoci a zelening€) a také v pidé€, hnoji a v obili. Mucor, jako ostatni
dimorfické plisn€¢, dokaze rozvinout kulovité vytrusnice a mnozit se puenim nebo vytvaret
mycelium bez piepazek. Za aerobnich podminek roste s vlakny. V Orientu je Mucor vyuzivan
pro fermentaci potravin (Banwart, 1989; Silhankova, 2002).

Vytvati vzdusna mycelia s vatovitym charakterem, ktera rychle rostou. Na zacatku jsou
mycelia bild nebo Sedd, postupné pak tmavnou. Hyfy jsou vétvené stmavé zelenymi
chlamydospory. Mucor tvoii bélavy porost s kulovitymi nahnédlymi sporangii, jejichz
kolumela pfipomina lime&ek, avsak netvoii mykotoxiny (Kalhotka, 2014). Silhdnkova (2002)
uvadi, ze pouze nékteré rody dokazi vytvafet mykotoxiny a nckteré rody jsou patogenni

povahy.
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Obrazek 3 Mucor

Zdroj: http://www.medicinenet.com/mucormycosis/page3.htm

3.6.2.2 Rhizopus

Rod Rhizopus je velmi podobny rodu Mucor a patii do tiidy Zygomycetes, avsak rozdil

je vtvorbé stolont (Slahounovité hyfy), rhizoidi (kofinkovité ttvary) a jejich velikosti.

Z mista vzniku rhizoidti vyrtstaji ze stolonti dlouhé sporangiofory, obvykle 2 nebo 3.

Sporangiofor je na konci rozsifen v apofyzu a spojité piechazi v cockovitou kolumelu.

Sporangiofory dosahuji 1,5 — 3 mm délky, jsou nevétvené a maji hnédou sténu. VéEtSinou

vyrastaji jednotlivé, popiipadé ve skupin€. Vytvaii kulovitou, ovalnou nebo elipsovitou

strukturu (Kalhotka, 2014; Silhankova, 2002).

Obrazek 4 Rhizopus
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Zdroj: http://www.idimages.org/atlas/organism/?atlasentrylD=43&organism=Rhizopus

Rod Rhizopus se dale vyznacuje pomérné rychlym rtstem stolonti a mohutnymi vlakny

a sporangii s tvorbou bochnikovitych kolumel ve stafi. Diky obsahu pektinolytickych
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enzym, je schopen zptsobovat hnilobu ovoce (Banwart, 1989), avSak neprodukuje zadné
mykotoxiny. Silhankové (2002) uvadi, Ze nékteré druhy mohou vytvaiet mykotoxiny a mohou
byt patogenni. Rhizopus je povaZzovan za nebezpeény kontaminant v laboratofich, pravé kvuli
svému rychlému ristu a snadnému Siteni (Kalhotka, 2014).

Druhy R. japonicus a R. delemar se v Japonsku vyuzivaji k fermentaci cukrii a obili
k vytvareni alkoholickych napoji (Banwart, 1989).

R. stolonifer je nejbéznéjsi chlebova plisen, ktera se nejvice vyskytuje v teplejsich
oblastech (Saranraj a Geetha, 2012).

3.6.2.3 Aspergillus

Aspergillus je rozsifenym a castym kontaminantem skladovanych potravin z tfidy
Deuteromycotina. Je znamo ptes 100 typt. Napada nejcastéji napiiklad obilna zrna, ofechy a
kofeni. Tato plisenn se vyskytuje spiSe v tropickych a subtropickych klimatech. A. flavus se
nachazi volné v pfirod€, zatimco A. parasiticus je méné rozsifen. A. flavus velmi dobie roste
na obilovinach a kofeni, ale produkce aflatoxinu je snadno inhibovéna suSenim, spravnych
zachdzenim a spravnym skladovanim (Jesenska, 1987; Banwart, 1989).

Rozmnozovani probiha vegetativné a to konidiemi vznikajici v fetizcich z fialid na
konci konidioforu. RozliSujeme dva druhy fialid a to primarni a sekundarni. Primarni fialidy
rostou z vezikuly a sekundarni rostou z primarnich fialid ve formé svazkut. Aspergillus tvofi
svazek srustajicich konidiofor, ktery je nazyvan koremium. Koremium je zakonéeno palickou
spor. Nekteré druhy se rozmnoZzuji pohlavné tak, ze tvofi askospory ve viecku neboli asku.
Asky jsou neuspofadané a kulovitého aZ elipsoidniho tvaru po osmi shlucich askospor.
Nejcastéjsi barva konidii je zelena aZz modrozelena, ale také hnéda a cerna. Rod Aspergillus
obsahuje skalu enzymu — amylolitické, proteolytické a pektolytické. Nékteré enzymy jsou
vyuzivany v potravinatstvi (Silhankova, 2002). Konidie A. flavus jsou obvykle jemné az lehce

hrubé, ale konidie A. parasiticus jsou hrubé (Jesenska, 1987).
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Obrazek 5 Aspergillus

Zdroj: https://cz.pinterest.com/kaiser254/aspergillus/

Nejznaméj$im a nejrozsifenéj$im zastupcem je A. niger. Vyuziva se i pro vyrobu
kyseliny citronové. Cerné obarvené konidie chrani A. niger pied ué¢inky sluneéniho zateni. A.
flavus tvoii Zlutozelené konidie. A. fumigatus naopak tvoii zelené¢ konidie a zpisobuje
dychaci onemocnéni lidi i zvifat. Plesnivéni dZzemi a chlebt nejcastéji zptsobuje A. glaucus,
ktery tvoii zelené konidie. A. versicolor zpisobuje plesnivéni potravin s nizkou aktivitou
vody (Silhankova, 2002).

Pokud Aspergillus napadne semena, zpusobi jejich diskoloraci a zastavu kliceni. AvS§ak
Aspergillus oryzae muze byt prospésny a to tak, ze $tépi skrob v ryzi na glukézu pii vyrobé
sake (alkoholicky ndpoj). Nekteré druhy jsou vyuZivany pii vyrobé miso (fazolova pasta)
nebo s6jové omacky (Banwart, 1989).

U mnoho druhti Aspergillus je velmi problematicka jejich schopnost produkovat
mykotoxiny a napiiklad A. flavus a A. parasiticus jsou schopné produkovat aflatoxiny.
Nekteré druhy rodu Aspergillus zpisobuji aspergilézu, onemocnéni plic u lidi s oslabenou

imunitou, které mize byt pro n¢ i smrtelné (Barberan et al., 2017).

3.6.2.4 Penicillium

Penicillium je nejrozsahlej$im a nejrozsitenéjsim rodem plisni. Tato skupina zahrnuje
zhruba 150 druhd. Konce konidiofor jsou preslenovité a jsou velmi ¢lenéné. Stejné jako u
rodu Aspergillus, tvofi svazek srustajicich konidiofor neboli koremium, které je ukonceno
palickou. Konidiofory jsou vzptimené a na koncich vétvené. AsKy jsou neusporadané a maji

kulovity az elipsoidni tvar, tak jako u rodu Aspergillus. Nejcastéjsi barva konidii je
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zlutozelena az modrozelena a na potravinach vytvari sametovy az moucny povlak (Kalhotka,

2014; Silhankova, 2002; Gorner a Valik, 2004).

Obrazek 6 Penicillium
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Zdroj: https://www.inspg.qc.ca/en/moulds/fact-sheets/penicillium-spp

Penicillium je schopno produkovat mykotoxiny, napiiklad patulin a mize vyvolavat i
alergické reakce u citlivgjsich osob. Tvofi také latky antibiotické povahy (P. chrysogenum) a
dale i napiiklad kyselinu citronovou, glukonovou P. roqueforti a P. camemberti se vyuzivaji
V potravinaistvi pro tvorbu plisné na povrchu syrii (Silhankova, 2002; Carlile at al., 2001).

Penicillium je nejvice rozsiteno v mirném pasmu a optimalni vlhkost, vhodna pro rist,
se velmi li§i mezi druhy (Dijksterhuis and Samson, 2007).

Nejvice je Penicillium identifikovano v jable¢nych produktech a muze napadat i
zeleninu. Vyskyt byl hlasen i v dal$im ovoci, jako napiiklad v hroznovém viné, hruskach,
pomerancich, tfeSnich a v merunkédch. Na jablkdch zpiisobuje takzvanou modrou plisen

(Carlile at al., 2001).

3.6.2.5 Cladosporium

Rod Cladosporium pucenim vytvaii fetizky vicebunéénych spor, které jsou nazyvané
blastospory. Nej¢astéji se nachazi v anamorfnim stadiu, zatimco teleomorfni stadium se

vytvari velmi ziidka.
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Obrazek 7 Cladosporium
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Zdroj: http://thunderhouse4-yuri.blogspot.cz/2014/06/cladosporium-species-revisitied.html

Spory a mycelia jsou tmavé barvy a spory se nachazeji jak ve vzduchu (vice jak 80 %
vSech zachycenych spor), tak vpudé i ve vodé. V potravinaiskych provozech jsou to
nejcastéji vlhké stény, kde se Cladosporium vyskytuje. Dale se nachazi i ve vinaiskych,
pivovarskych sklepenich a v chladicich prostorach na mase nebo na chlazenych vejcich. Na
mase vytvari ¢erné skvrny a napiiklad na broskvich C. carpophilum zptsobuje strupovitost.
Parazituje tedy i na ovoci a zelening, chmelu nebo maku (Kalhotka, 2014; Ogoérek et al., 2012;
Silhankova, 2002).

Cladosporium je aktivni pii nizké teploté a vysoké vlhkosti. Je schopen rozlozit
celulosu, pektiny a tuky. Diky malé velikosti konidii se velmi snadno §ifi na vétsi vzdalenosti
(Silhankova, 2002; Banwart, 1989).

Cladosporium spp. zpasobuje u lidi alergické reakce, které se projevuji jako astma.
Alergie je pfevazné zpusobovana C. herbarum a C. cladopsorioides. V nékterych ptipadech

mohou vyvolat i infekci (Ogorek et al., 2012).

3.6.2.6 Fusarium

Plisné¢ rodu Fusarium jsou dal§i rozsahlou skupinou, ktera vytvaii velmi toxické
mykotoxiny. Zpusobuje zkazu potravin a nemoci rostlin. Jedna se o velmi vyznamného
polniho patogena, nejcastéji kontaminuje obili (Kalhotka, 2014).

Vytvafi vzdu$né, tidké a nepravidelné mycelium. RozmnoZovani probihd diky
vicebunéénym konidiim rohlickovit¢ho nebo bananovitého tvaru. Mulze vytvafet 1 tzv.
mikrokonidie hladkosténného a jednobunééného charakteru, které jsou formovany do fetizki

¢i nepravych pali¢ek. Shluky vznikaji diky lepkavé vlastnosti spor. Déle hojné vytvaii i
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kulovité chlamydospory se silnou sténou na konci nebo uprostted hyfy, nékdy i
v mikrokonidiich (gilhénkové, 2002; Malit et al., 2003; Kalhotka, 2014).
Fusarium produkuje ¢ervené, tmavé modré, zelené nebo ¢erné barviva, ktera nasledné

zbarvuji mycelium (Banwart, 1989).

Obrazek 8 Fusarium
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Zdroj: http://www.medical-labs.net/fusarium-species-colony-and-microscopic-description-3138/

3.6.3 Faktory ovliviiujici vyskyt plisni

vvvvvv

faktory patii voda, kterd je predpokladem Zivota. Voda zaroven vytvari idealni prostiedi pro
rist mikroorganismi. V suchych potravinach se mikroorganismy nevyskytuji, pro rozvoj
mikroorganisml musi mit potravina vlhkost 18 az 20 %.

Mezi vyznamné faktory patii stav obili pied sklizni, zejména jeho vlhkost. V ptipadé, ze
je obili sklizeno pfi vyssi vlhkosti (nad 14,5 %), je vhodnym prostiedim pro rozvoj plisni ¢i
jinych mikroorganismi. Ti dale produkuji toxické metabolity poSkozujici lidsky, ale i
animalni organismus. Kontaminované obili proto nelze vyuZzivat ani jako krmivo pro zvitrata
(Prugar, 2008).

Pii skladovani obili je vice nez nutné hlidat jeho vlhkost, ale i aktivitu vody (aw).
Optimalni podminky pro skladovéni obili jsou nizka vlhkost (do 14 %), nizk4 aktivita vody
(maximaln¢ 0,65) a neptitomnost Zivocisnych skiidcii.

Skladovaci prostory pro obili musi mit teplotu prostfedi nepiesahujici rozmezi 10 az
15°C a téz musi byt suché. Dekontaminace od skladiStnich Sktidcii je samoziejmosti.

Relativni vlhkost prostfedi nepiesahuje 75 % (Gorner a Valik, 2004).
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Aspergillus, které produkuji toxiny (aflatoxiny, ochratoxin) uz pii vlhkosti obili 13 - 18 % a
pii teplotach 10 - 50 °C.

Dalsim faktorem ovliviiujici vyskyt mikroorganisma je pH potraviny. Potraviny s pH
niz§i nez 5 mohou byt napadeny pouze plisnémi, kterym tyto podminky vyhovuji. DalSim
podstatnym faktorem je piistup vzduchu a teplota (Weeks a Alcamo, 2008).

V mouce jiz nedochazi k rozvoji plisni, z divodu nizké aktivity vody, nebot’ se jedna o
suchy material. Dle Weekse a Alcama (2008) mouka tedy neni nadale brana jako kriticka
potravina. Gorner a Valik (2004) tvrdi, Ze mikrofléra mouky se nedd vyznamné ovlivnit
hlavné béhem jejiho zpracovani v mlynech. Ale v pfipad¢, ze je mouka kontaminovana,
mokré ¢isténi pomaha rozvoji plisni. Dnes se metoda mokrého €iSténi nevyuziva.

Diky nizké aktivité vody (aw) nedochazi k ristu patogennich mikroorganismi. Avsak
pokud nastanou pro né pfiznivé podminky, mohou tuto nepiizen piezit a nasledné se mohou
projevit. Sukova (2012a) uvadi, Ze mouka je kontaminovana mnoha zdroji, jako naptiklad
pidou, zivo¢isnymi exkrementy, hmyzem nebo chorobami rostlin. Dale tvrdi, Ze kontaminace
mouky neni zvlast’ dilezita, nebot’ mouka je suchy material s nizkou aktivitou vody a béhem
jeji tepelné Gpravy se mikroorganismy zni¢i. Sukova (2012a) zaroven dale tvrdi, ze v piipadé
kontaminace mouky, je velmi rizikové i ochutnavani tést pred upecenim, nebo obecné
ochutnavani syrovych produktu.

Z mikrobiologického pohledu je tedy vyznamnym faktorem vlhkost, kterd muze
V upeceném chlebu dosahovat az 40 % a aktivita vody 0,94 — 0,97. Tyto podminky umoZzuji
optimalni prosttedi pro plisné, které znehodnocuji chléb a tim se snizuje 1 jeho trvanlivost na

3 az 7 dni (Legan, 1993).

3.6.4 Ochrana pred mykologickym znehodnocenim

K zamezeni ztrat, a to nejen ekonomickych, je nutné dodrzovat urcita preventivni
opatfeni k dosaZeni maximalni ochrany sklizné, ¢i potraviny.

Jedna z moznosti jak dosahnout nezavadnosti potraviny je zaméfeni se na redukci poctu
plistovych spor. Znifeni plisiovych spor v potraviné se docili naptiklad UV zatfenim,
pfidavanim konzervantti nebo jinych plisniovych inhibitorti a pouziti modifikované atmosféry,
nebo dalsi balici techniky, kterd zabrani rozvoji plisni (Legan, 1993).

Nejvétsi diraz by vSak mél byt kladen na ptedskliziiové a poskliziiové manipulace s

potravinou. Co se ty¢e predskliznovych technik, hovotime o pouziti fungicidi, které zabranuji
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kontaminaci plisni a o vlhkosti béhem sklizng, ktera je také vyznamnym faktorem pro rozvoj
plisni. V piipad¢ poskliziiovych technik je vhodné kontrolovat vlhkost skladované potraviny a
teplotu prostfedi, ve kterém se potravina skladuje. Vhodnymi suSicimi zafizenimi ve
skladovych prostorach se zamezi dalSimu rozvoji plisni. V nekterych ptipadech lze rucné
nebo strojové oddélit zaplisnéné ¢asti nebo potraviny, které by mohly pomoci dal§imu Sifeni

plisni. Také skladovaci prostory musi spliiovat hygienické pozadavky (Olsen a Magan, 2004).

3.6.5 Mykotoxiny

Jako sekundarni metabolismus plisni vznikaji mykotoxiny, které je obtizné znicit i pfi
vysokych teplotach a to kvuli jejich chemické stabilité. Jejich Gc¢inek negativné ovlivituje jak
Cloveka, tak i zvitata. Vyskyt mykotoxint je podstatné vyssi v teplejSich oblastech s vysokou
vlhkosti, ale vyskytuji se i v mirném pasmu. Pfitomnost mykotoxini v potravinich ma za
nasledek kazeni potraviny, nebo carry over efekt, kdy mykotoxin piechazi do masa zvitete,
které je nasledné konzumovano ¢lovékem a tim dojde k infekci ¢lovéka. Nejcastéjsi expozice
mykotoxinit je pozitim, ale také inhalaci a kozni cestou. V pfipad¢ expozice dojde
v organismu Kk rozvoji nemoci, tzv. mykotoxikézy (Zain, 2010; Olsen a Magan, 2004).

Jejich maximalni limit v potravinach je vymezen legislativou.

3.6.5.1 Charakteristika vybranych mykotoxinit a jejich viastnosti

Mykotoxiny mohou byt déleny naptiklad dle jejich G€inku na organismus a to na
dermatotoxiny, estrogeny, genotoxiny, hematotoxiny, hepatotoxiny, imunotoxiny,
neurotoxiny, nefrotoxiny a toxiny gastrointestinalniho traktu. Je mozné je rozdélit i dle
zpusobu biosyntézy na polyketidy, peptidy, terpeny, diketopiperaziny a tetramické kyseliny
(Ostry, 1998).

3.6.5.1.1 Aflatoxiny

Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus a Aspergillus nomius jsou jedny z
nejvyznamnéjSich plisni, kvili jejich produkci aflatoxinfi. Aflatoxin tvoii 6 hlavnich typt
toxinll By, By, G1, G2, M;, Ma. Pismeno B a G je oznaceni jejich fluorescen¢ni barvy pod UV
svétlem; G = green, B = blue a pismeno M = milk. Jedna se o termorezistentni vysoce toxicky
mykotoxin patfici do skupiny difuranokumarinovych derivati a vznika syntézou polyketidu.

K jejich deaktivaci je nutnd dlouho trvajici vyssi teplota 100 — 120 °C. Peceni a pasterizace
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nezpusobuje jejich inaktivaci. Akutni otravy nejsou pfili§ bézné, ale chronicka toxicita je pro
ovlivituje jejich funkci, zpusobuje také cirhézu jater anadorové bujeni nejen jater.
Nejnebezpecnéjsi je aflatoxin B;. Na lidsky organismus plisobi teratogenné, karcinogenné a
imunosupresivné. A. flavus je schopen produkovat aflatoxiny B1 a B2 a kyselinu
cyklopiazonovou, ale pouze nékteré izolaty jsou toxické. A. parasiticus produkuje aflatoxin
B1, B2, G1 a G2 a vSechny izolaty jsou toxické. A. nomius produkuje aflatoxin B a G.
Aflatoxiny jsou nejcastéji identifikovany na pSenicném a pSeni¢no-zitném chlebé.
Aflatoxiny se nejcastéji vyskytuji v arasidech, kukufici, ofiScich a semenech (Montville a

Matthews, 2008; Gorner a Valik, 2004).

Obrazek 9 Chemicka struktura jednotlivych aflatoxint (Zain, 2010)

Alatoxin B, Afiatoxin G, Aflatoxin M,

3.6.5.1.2 Patulin

Patulin je produkovan plisnémi Penicillium, Aspergillus, Byssochlamys, Eupenicillium,
a Paecilomyces (Olsen a Magan, 2004) a vyskytuje se na poSkozenych mistech dané
potraviny, nikoli v potraving. Poskozené misto totiz slouzi jako idealni prostiedi pro infikaci
plisnémi, obzvlasté rodem Penicillium (Murphy et al., 2006).

Nejvice se nachazi na jablkach a v jablecnych produktech, v merunkach, hroznech, kde
tvoii modrou plisen (blue mold). Patulin je mozné najit i v broskvich, hruskach, olivach,
obilovinach a silazich. Nejstabilnéj$i je v suSenych potravinach a jablecném a hroznovém

dzusu. Velmi snadno se vsak rozklada ve vlhkych obilovinach, ale i béhem produkce cideru,

z divodu fermentace, ktera jeho stabilitu snizuje (Olsen a Magan, 2004). Nejvétsi riziko
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pfedstavuje pro déti a mladistvé, jednd se totiz o hlavni skupinu konzumentd jable¢nych
dzusi a dal$ich jable¢nych vyrobkl (Barad et al., 2016).

Patulin se také vyznacuje schopnosti inhibovat proteinovou syntézu ATPazy, alkalické
fosfatazy, aldolazy a hexokinazy. Je také schopen selektivni antibiotické ¢innosti vici Gram-
pozitivnim bakteriim, coZz mize dat Gram-negativnim stfevnim patogenim vyhodu (Olsen a
Magan, 2004).

Patulin pasobi vici organismu genotoxicky a je povazovan za potencialni karcinogen
(Murphy et al., 2006). Ostry (1998) navic uvadi, ze ptasobi imunotoxicky, Olsen a Magan

(2004) jeste zminuji cytotoxicitu a neurotoxicitu.

Obrazek 10 Chemicka struktura patulinu (Murphy et al., 2006)
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3.6.5.1.3 Ochratoxin A

Ochratoxin A, nebo 4 - hydroxyochratoxin A, ochratoxin a a OTA, je produkovan
plisnémi rodu Aspergillus a Penicillium. Nejrozsifenéjsimi producenty ochratoxinu jsou
Aspergillus ochraceus, Aspergillus carbonarius, Penicillium verrucosum (Olsen a Magan,
2004).

OTA je Castym kontaminantem potravin, av§ak nejvice se nachazi v obilovinach a
susenych potravinach, jako tieba v pSenici, ryzi, kukufici, ovsu, zitu, prosu, podzemnici
olejné, kakaovych bobech a kavovych zrnech. Dale v ofechach, fazolich, suseném ovoci, viné
a v suSenych rybach. Pfes kontaminovana krmiva se mize OTA dostat do masa zviftat, ale i do
vajec a mléka a mize dojit k tzv. carry over efektu (Zain, 2010).

V pfirodé se vyskytuje 1 Ochratoxin B, ktery je vzacnéjsi a méné toxicky nez OTA.
Dalsi strukturné piibuzné ochratoxiny jsou ochratoxin C, o a . Nevyskytuji se vSak v

potravinach (Montville a Matthews, 2008; Olsen a Magan, 2004).
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Ochratoxin A pusobi na organismus hlavné nefrotoxicky, imunotoxicky a je povazovan

I za teratogen a karcinogen (Montville a Matthews, 2008).

Obrazek 11 Chemicka struktura OTA (Zain, 2010)

Qchratoxin A

3.6.5.1.4 Fusariové toxiny

Hlavnim producentem fusariovych mykotoxini je rod plisni Fusarium. Nejvyznamnéjsi
jsou zearalenon, trichotheceny a fumonisiny (Jesenska, 1987).

Zearalenon se vyznacuje svoji siln€ estrogenni aktivitou. Ostry (1998) zminuje i jejich
genotoxicitu. Zearalenon se vyskytuje hlavné v obilovinach a kukufici, také i v je¢meni, ovsu,
psenici, ryzi, ¢iroku, bananech, amarantu a ¢erném pepii (Olsen a Magan, 2004).

Jesenska (1987) uvadi, ze trichotheceny jsou potencialni biologicka zbran, kvili jejich
schopnosti inhibovat syntézu bilkovin. Mezi dulezité trichotheceny patii deoxynivalenon,
diacetoxyscirpenol, nivalenol, HT-2-toxin a T-2 toxin. T2 toxin je siln¢ imunotoxicky a je
spojovan s vyskytem alimentarni toxické aleukie (ATA), ktera zptisobuje horecku a
hemoragické krvaceni (Gorner a Valik, 2004; Jesenska, 1987).

Fumonisiny maji pfevazné neurotoxicky a karcinogenni ucinek a také poskozuji ledviny
kukutici, kukuti¢nych vyrobeich, jeémeni, pSenici, ryzi, ovsu, prosu a ¢iroku (Olsen a Magan,

2004; Zain, 2010).

31



Obrazek 12 Chemicka struktura Fumonisinu B1 (Zain, 2010)
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Obriazek 13 Chemicka struktura T-2 toxinu (Zain, 2010)

V diplomové praci byly zminény vybrané mykotoxiny z diivodu jejich toxicity a jejich

negativnimu vlivu na lidsky organismus a také, protoze jsou produktem patogennich plisni.

32



4 Material a metody

K testovani bylo v maloobchodni siti ndhodné vybrano 20 vzorkt chleba v bézné kvalité

a 20 vBIO kvalité. Analyza byla zaméfena na kvantitativni a kvalitativni zastoupeni

mikromycet. Zjistovani mikromycet bylo stanovovano v souvislosti s balenim vyrobku, ktera

ovlivituje kvantitu. U nebalenych chlebii byla trvanlivost 24 hodin, u balenych byla stanovena

vyrobcem.

Chleby byly analyzovany druhy den po jejich ndkupu, pro stanoveni mikromycet byl

pouzit Rose Bengal agar.

4.1 Pouzity material

V tabulce ¢. 1 je uveden seznam analyzovanych chlebu, véetné prodejce. Jedna se o

druhy riizného slozeni, s pfidavkem seminek, v BIO a bézné kvalité.

Tabulka 1 Seznam analyzovanych vzorki chleba

Cislo | B&Zny/Bio Nazev vzorku Baleni Prodejce

. . i s AHOLD Czech
Psyllium Dr. Popov Arizona - pSeni¢ny-zitny Ano Republic, a.s.
Penam Fit den Zitno-slunecnicovy chléb celozrnny | Ano AHOLD. sl
Republic, a.s.
Chléb celozrnny s vlakninou Ne AHOLD. Czech

Republic, a.s.
. . , AHOLD Czech

Chlebik sedmizrnny Ne Republic, as.
. , AHOLD Czech

Spar chléb bramborovy Ne Republic, as.

Chléb zitny celozrnny Roggenvollkornbrot Ano Lidl Holding s.r.o.

- AHOLD Czech

Penam Beta chleba s jeémenem Ano Republic, a.s.
Pekarna Tanvald Chléb tmavy zitno-pSenény Ano AHOLD. Czech
Republic, a.s.
. . , AHOLD Czech

Chlebanek Venezia tmavy Ne Republic, a.s.
, s s S AHOLD Czech

Chléb celozrnny s dyni bez "écek Ne Republic, a.s.
. ., AHOLD Czech

Chléb slunecnicovy Ne Republic, a.s.

Mrkvovy chléb zitny Remeslna Kolackova pekarna| Ne Sklizeno s.r.o.
Radesovsky bio chléb Zitny Ne Sklizeno s.r.o.

Svijanska cihla Pekarna Mseno Ne Sklizeno s.r.o.

Kvaskovy chléb Zitny celozrnny Ne Country Life s.r.o.
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16. Bio Chléb zitny celozrnny Ne Country Life s.r.o.
17. Bio Mrkvovo-dyinovy chléb Ne Country Life s.r.o.
18. Bio Radesovsky bio chléb kvaskovy se $paldou Ne Sklizeno s.r.o.
19, Bio Bio zitny kvaskovy chléb celozrnny se slunec. Ne SKlizeno s.r.o.
semenem
20. Bio Bio chléb Inény - Bio Leinsamen-Brot Ano Sklizeno s.r.o.
21. Bio Bio chléb ze tii zrn - Bio Dreikorn Ano Sklizeno s.r.o.
22. Bio Bio zitny chléb Ano Sklizeno s.r.o.
23. Bio Bio chléb se $paldou a Griinkernem Ano Sklizeno s.r.o.
; Kiupavy chléb seminkovy Ano Country Life s.r.o.
i Selsky chléb pseni¢no-zitny Ne Country Life s.r.o.
Chléb z nakli¢eného obili, nekvaseny Ano Country Life s.r.o.
Spaldovy kiehky chlebitek Ano Rossmann
Olivovy chléb Remeslna Kolatkova pekarna Ne Sklizeno s.r.o.
Chléb ASON velky zitny Ne Country Life s.r.o.
Chléb spaldovo-zitny celozrnny Ne Country Life s.r.o.
. Cv AHOLD Czech
Chléb Albert svétly Ano Republic, a.s.
f 11s AHOLD Czech
Seversky chléb Cerea Ano Republic, a.s.
. e , , AHOLD Czech
Chléb kminovy vicezrnny tmavy Ano Republic, a.s.
Cerealni chléb Cerea Ano AHOLD Czech
Republic, a.s.
e , , AHOLD Czech
Chléb vicezrnny tmavy Ano Republic, a.s.
: . . Zdrava vyziva v Kral.
36. Bio Chia chléb Ne Vinohradech
37. Bio Pural Bezlepkovy celozrnny chléb BIO Ano Rozmaryna CZ, s.r.o.
. Pural Bezlepkovy celozrnny chléb s pohankou a ,
38. Bio slunecnic. seminky BIO Ano Rozmaryna CZ, s.r.0.
39. Bio Bio chléb zitny celozrnny, KOSHER Ne Cesmina BIO, s.r.0.
40, Bio Pural celozrnny zitny chléb s ovesnymi vlockami Ano BIOOBCHOD.CZ
BIO S.I.0.
Vysvétlivky:

Nebaleny — trvanlivost 24 hodin

Baleny — trvanlivost uvedena na baleni — stanovena vyrobcem; rozbor do 1 dne po zakoupeni

4.2 Metodika

V ramci diplomové prace byl zjiStovan pocet mikromycet ve vzorcich chleba. Ke

stanoveni byla pouzita deskova kultivaéni metoda, jako Zivné medium Rose Bengal agar.
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4.2.1 Zivna média
Fyziologicky roztok byl piipraven rozpusténim 8,5 g NaCl a 1 g peptonu v 1000 ml

destilované vody a nasledné rozdélen do Erlenmeyerovych ban¢k a zkumavek. Poté byly

baiiky a zkumavky s roztokem sterilovany 20 min pii 121 °C

Rose Bengal Agar (sloZeni dle normy CSN 1SO 21527-1,2)

e 5gpepton

e 10 g D-glukoza

e 1 g dihydrogenfosfore¢nan draselny
e 0,5 g siran hotecnaty

e 0,002 g dichloran

e 0,025 g bengalska cerven

e 15gagar

e 0,1 g chloramfenikol

e 1000 ml destilovana voda

Dané mnozstvi agaru bylo rozpusténo v destilované vodé a poté nasledovala sterilace v
autoklédvu na 20 minut pfi teploté¢ 121 °C. Pfed samotnym pouzitim byl agar vytemperovan na

teplotu 50 °C ve vodni lazni.

4.2.2 Postup

Do Erlenmayerovy baniky s 90 ml fyziologického roztoku bylo navazeno 10 g vzorku.
Erlenmayerova banka byla s obsahem tiepana po dobu 7 min. Z protiepaného obsahu (fedéni
10™Y) byl odpipetovan 1 ml vzorku do zkumavky s obsahem 9 ml fyziologického roztoku
(fedeni 10'2). Zkumavka byla nésledné prottepana.

1 ml vzorku sterilni pipetou do Petriho misek. Poté byly Petriho misky zality rozvatenym a
vytemperovanym agarem. Obsah misek byl promichan a ponechan ztuhnout. Pro kazdé fedéni
byla ptipravena dvé opakovani.

Mikromycety byly kultivovany v termostatu pii teplote¢ 25 °C. Po 5 dnech kultivace
byly spocitany narostlé kolonie a vysledek byl vyjadien jako mnozstvi mikroorganismi v 1 g

vzorku. Mikromycety byly vyjadieny v jednotkach tvorici kolonie (KTJ).
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Vypocet mikromycet byl spoéitan dle vztahu: N = X ¢ / [(n; + 0,1ny)*d]; tedy pocet

kolonii se rovna aritmetickému priméru vynasobeného pievracenou hodnotou fedéni

¥ ¢ = soucet vyrostlych kolonii na Petriho miskach
N1 = pocet ploten pouzitych pro vypocet z prvniho fedéni
N, = pocet ploten pouzitych pro vypocet z druhého fedéni

d = prvni pouzité fedéni pro vypocet

4.2.3 Kvalitativni uréeni mikromycet

Nejprve byl spocitan pocet narostlych kolonii na Petriho miskach a hned poté byly
sledovany makroskopické znaky, jako naptiklad barva mycelia, velikost kolonii, tvar kolonii,
neobvyklé utvary atd.

Pro mikroskopické vySetfeni byly pfipraveny preparaty, které byly sledovany pii
zvétSeni 150x, respektive 675x, nasledovala identifikace na troven rodu podle klice Hampl a

Silhankova (1957).
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5 Vysledky

V praktické casti diplomové prace byl sledovan vyskyt nezadoucich mikromycet u
vybranych vzorkli bézného a bio chleba. Vzorky jak balené, tak i nebalené, byly analyzovany
druhy den po zakoupeni v maloobchodni siti a to vzdy v ramci doby spotieby uvedené na
baleni. V ptipad¢ nebalenych vzorkii byla dodrzovana 24 hodinova doba spotieby.

Jako zivné medium byl pouzit Rose Bengal agar.

Tabulka 2 Kvantitativni zastoupeni mikromycet ve vzorku

Cislo KTJ/g Baleni
20 Ano
0 Ano
0 Ne
0 Ne
S Ne
0 Ano
S Ano
0

0

0

5

6

Ano
Ne

Ne
Ne
Ne

5 Ne
22 Ne
Ne
Ne
Ne
Ano
Ano
Ano
Ano
Ano
Ne
Ano
Ano

Ne
Ne

o|jocojlo|jo|o|o|o|v,
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N
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30. S Ne
15 Ano
5 Ano
6 Ano
11 Ano
10 Ano
36. 0 Ne
37. 0 Ano
38. 0 Ano
39, 0 Ne
40. 5 Ano
Vysvétlivky:

Modra barva = bézné konvencni produkce

Zelena barva = bio produkce — produkt ekologického zemédélstvi

Z tabulky ¢. 2 vyplyva, Ze nejvétsi narist 22 KTJ/g vykazoval vzorek €. 16 - chléb
zitny celozrnny (BIO produkce) a to z obchodni sit¢ Countrylife s.r.0. a nartast 20 KTJ/g mél
vzorek €. 1 - Psyllium Dr. Popov Arizona - pSeni¢ny-zitny z obchodni sit¢ AHOLD Czech

Republic, a.s.

V 18 vzorcich chleba nebyl prokazan zadny nartst plisni, tedy 0 KTJ/g. 10 pozitivnich
vzorkll bylo baleno vyrobcem a 12 pozitivnich vzorkd bylo nebaleno. Primérné mnozstvi
plisni v kontaminovanych vzorcich bylo 8 KTJ/g, coz znamena velmi nizky pocet. Celkove
bylo mnozstvi mikromycet zanedbatelné a nemohlo ohrozit spotiebitele. Z celkovych 40

vzorkl, bylo pozitivni na plisné praveé 22 vzorkd, tedy 55 %.

Tabulka 3 Kvalitativni zastoupeni pozitivnich vzorka

Vzorek

Rose Bengal agar

Mycelia sterilia

Cladosporium

Mycelia sterilia

Mycelia sterilia

Cladosporium

Cladosporium; Mycelia sterilia

Cladosporium

15. Cladosporium

16. Cladosporium; Mycelia sterilia
17. Mycelia sterilia

18. Mucor

22, Rhizopus

25, Penicillium
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Cladosporium
Cladosporium; Mycelia sterilia
Cladosporium
Cladosporium
Cladosporium; Neurceno
Cladosporium
Cladosporium
Penicillium; Mycelia sterilia

Neurceno

Vysvétlivky:
Modra barva = bézna konvenéni produkce
Zelena barva = bio produkce — produkt ekologického zemédélstvi

Tabulka ¢. 3 ukazuje kvalitativni zastoupeni plisni. Nejvice zastoupené bylo praveé

Cladosporium.

Tabulka 4 Zastoupeni seminek a celozrnné mouky u pozitivnich vzorki

. Celozrnna
Cislo Nazev vzorku mouka Seminka

Psyllium Dr. Popov Arizona - pSeni¢ny-zitny Ne Ano

Spar chléb bramborovy Ne Ne

Penam Beta chleba s jeémenem Ano Ano

Chléb slunecnicovy Ano Ano

Mrkvovy chléb Zitny Remeslna Kolagkova pekarna Ano Ano

13. Radesovsky bio chléb zitny Ano Ne
Svijanska cihla Pekdrna MSeno Ano Ano

15. Kvéskovy chléb Zitny celozrnny Ano Ano
16. Chléb zitny celozrnny Ano Ano
17. Mrkvovo-dynovy chléb Ano Ano
18. RadeSovsky bio chléb kvaskovy se Spaldou Ano Ne
22. Bio Zitny chléb Ne Ne
25. Selsky chléb pseni¢no-zitny Ne Ne
27. Spaldovy kiehky chlebitek Ano Ne
Olivovy chléb Remeslna Kold¢kova pekarna Ano Ano

Chléb spaldovo-zitny celozrnny Ano Ne
Chléb Albert svétly Ne Ne
Seversky chléb Cerea Ano Ano
Chléb kminovy vicezrnny tmavy Ano Ano
Ceredlni chléb Cerea Ne Ano
Chléb vicezrnny tmavy Ne Ano
40. Pural celozrnny zitny chléb s ovesnymi vlo¢kami BIO Ano Ano

Vysvétlivky:
Modra barva = bézna konvencni produkce
Zelena barva = bio produkce — produkt ekologického zemédélstvi
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Z tabulky €. 4 vyplyva, ze 14 pozitivnich vzorkli z 22 obsahovalo seminka a 15 vzorka
bylo vyrobeno z celozrnné mouky. 11 pozitivnich vzorki obsahovalo soucasné celozrnnou

mouku a seminka.

Graf 1 Zastoupeni plisni ve v§ech vzorcich

Zastoupeni plisni ve vSech vzorcich

2,2% 4,5%

2,2%
44% Nekontaminovano
B Cladosporium
40,0% B Mycelia sterilia

M Penicillium

B Mucor

H Rhizopus

Neurceno

Graf 1 znazoriiuje zastoupeni plisni ve vSech vzorcich. 40 % vSech vzorkli nebylo
kontaminovano. 60 % kontaminovanych obsahovalo 28,9 % plisni rodu Cladosporium,
17,8 % plisni Mycelia sterilia, 4,4 % plisni rodu Penicillium, 2,2 % plisni rodu Mucor a 2,2 %

plisni rodu Rhizopus a u 4,5 % se nepodafilo urcit rod.
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Graf 2 Procentualni zastoupeni plisni v pozitivnich vzorcich

Rodové zastoupeni plisni

B Cladosporium
W Mycelia sterilia
B Penicillium

B Mucor

H Rhizopus

Neurceno

Co se tyka rodového zastoupeni pozitivnich vzorkd, graf ¢. 2 ukazuje, ze nejvice byl
zastoupen rod Cladosporium a to ve 48 % vsech pozitivnich vzorkd. Naopak nejméné
zastoupeny byl rod Mucor a Rhizopus se 4 % ve vSech pozitivnich vzorcich. Mycelia sterilia

byla zastoupena ve 30 % pozitivnich vzorcich a rod Penicillium v7 %. U 7 % pozitivnich

vzorkl se nepodaftilo urcit rod.

Graf 3 Zastoupeni plisni v baleném chlebu
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Graf 3 znazoriiuje zastoupeni plisni v baleném chlebu. Jak tedy z grafu 3 vyplyva,
nejveétsi zastoupeni mél rod Cladosporium a to 42 % ze vSech pozitivnich balenych vzorkd
chleba. Nejméné byl zastoupen rod Penicillium a Rhizopus a to v 8 %. U 17 % pozitivnich

balenych vzorkl se nepodatilo urcit rod.

Graf 4 Zastoupeni plisni v nebaleném chlebu

Zastoupeni plisni v nebaleném chlebu

60%
53%
50% -
40% -
33%

30% -
20% -
10% - 7% 7%
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Cladosporium Mycelia sterilia Mucor Penicillium

Zastoupeni plisni v nebaleném chlebu bylo oproti balenému chlebu méné rozmanité.
Nejvyssi hodnoty 53 % vykazoval opét rod Cladosporium, jak vyplyva z grafu 4. Naopak

nejmensi hodnoty vykazoval rod Mucor a Penicillium a to 7 %.
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Graf 5 Zastoupeni plisni v BIO kvalité

Zastoupeni plisni v BIO kvalité
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Graf 5 znazornuje zastoupeni plisni v chlebu z ekologického zemédé€lstvi. Nejvetsi
zastoupeni 43 % mél rod Cladosporium. Druhé nejvyssi zastoupeni 25 % méla Mycelia

sterilia. Nejniz$i zastoupeni 8 % patiilo rodam Mucor, Rhizopus, Penicillium.

Graf 6 Zastoupeni plisni v BEZNE, konvenéni kvalité

Zastoupeni plisni v BEZNE kvalité
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Graf 6 ukazuje zastoupeni plisni v béZném chlebu z konvenéniho zemédé€lstvi. Z 53 %
byl tento chléb kontaminovan rodem Cladosporium. Nejméné zastoupenym kontaminantem
byl rod Penicillium. Oba rody se vyskytly v 7 % pozitivnich vzorki.

Pro statistické hodnoceni byl sledovan vztah mezi béznym a BIO chlebem. Zastoupeni
plisni v bézné a BIO kvalité zobrazuji grafy 5 a 6, ale jak vyplyva z grafu 7, vliv kvality

produkce na pfitomnost mikromycet nebyl prokazan.

Graf 7 Vliv kvality produkce na piitomnost mikromycet
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Data byla statisticky vyhodnocena na hladiné vyznamnosti a 0,05. P hodnota se
rovnala hodnoté 0,6519. Ke statistickému vyhodnoceni byl pouZit dvouvybérovy F-test.
Mezi chlebem z konven¢niho a ekologického zemédé€lstvi neni prukazny statisticky

vyznamny rozdil, nebot’ p - hodnota je vétsi nez hladina vyznamnosti.
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Dalsi graf €. 8 znazorniyje statistické hodnoceni vlivu baleni na mykologickou kvalitu

chleba.

Graf 8 Vliv baleni na pritomnost mikromycet
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Mezi balenym a nebalenym chlebem nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil,
protoze p — hodnota byla vyssi nez hladina vyznamnosti. P - hodnota se rovnala hodnoté

0,8336 a hladina vyznamnosti a se rovnala 0,05.

Ke statistickému vyhodnoceni byl pouzit program Statistica 12 podle dvouvybérového

F-testu.
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6 Diskuze

Chléb je béznou potravinou, ktera je zakladni slozkou naseho kazdodenniho
jidelnicku. Dle ceské legislativy neni chléb povazovan za mikrobiologicky rizikovou
potravinu, kterd muze pusobit zdravotni obtize. Proto nejsou stanovené zadné limity pro
mikroorganismy znehodnocujici chléb.

V diplomové praci byl zkouman vyskyt nezddoucich mikromycet u chleba
z ekologického a konvencniho zemé&dé€lstvi jak v balené formé, tak i v nebalené formé. Vyskyt
mikromycet nebyl vyrazn¢ vysoky. Dale byl sledovan vliv slozeni vyrobku na pfitomnost
mikromycet v chlebu.

Samapundoa et al. (2016) uvadéji, ze ihned po upeceni pekatské vyrobky neobsahuji
zivotaschopné plisn¢ a kontaminace vétSinou probiha z ovzdusi. Pokud dojde ke kontaminaci,
tak Santos et al. (2016) uvadgji, ze vyskyt plisni v chlebu je zastoupen zejména rody
Penicillium a Aspergillus, Cladosporium, Mucor, Rhizopus. Na =zakladé jejich
studie celozrnné psSenicné mouky, celozrnné kukufiéné mouky a zrni bylo zjisténo, ze
Vv celozrnné pSenicné mouce prevladaly rody Penicillium, Aspergillus a Eurotium a
Vv celozrnné mouce z kukufice pievladaly rody Penicillium a Fusarium. Naopak v zrnech
ptrevladal rod Aspergillus a Penicillium. Na zaklad¢ téchto udaji je mozné tvrdit, Zze tyto
plisné se mohou promitnout do kontaminace chleba, ktery bude pravé vyroben z celozrnné
mouky jak pSeni¢né, tak i kukufi¢né.

Z testovani chlebovych vzorki Tancinova et al. (2012) uvadéji, Ze mykologické
znehodnoceni je zpisobeno rody Aspergillus, Penicillium, Cladosporium a Rhizopus.
Tancinova et al. (2012) dale uvadéji, ze rody Aspergillus a Penicillium byly testovany na
schopnost produkce mykotoxini pomoci TLC metody (chromatografie na tenké vrstvé) in
vitro a bylo zji§téno, ze tyto rody jsou schopny produkce kyseliny cyklopiazonové, penitremu
A aroquefortinu C. Dale dodavaji, Ze kontaminace chleba plisnémi nezptisobuje riziko pouze
pozitim, ale 1 inhalaci nebo kontaktem se znehodnocenym chlebem.

Ve vzorcich zkoumanych v diplomové praci byla zjiSténa vyznamna piitomnost plisné
Cladosporium, ktera se objevila ve 48 % vSech pozitivnich vzorkd.

Plisn¢ se neobjevily pfevazné v balenych chlebech s obsahem celozrnné mouky
s ptidavkem malého mnozstvi seminek, nebo s obsahem naklicené¢ho obili. Chléb Zitny
celozrnny v BIO kvalité, nezabaleny, vykazoval nejvétsi nardst plisni Cladosporium a

Mycelia sterilia a to v po¢tu 22 KTJ/g.
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Dalsi druh chleba, ktery vykazoval vyssi hodnoty, byl chléb Psyllium Dr. Popov
Arizona (pSeni¢ny-zitny). Chléb byl zabalen a doslo k narustu plisné¢ Mycelia sterilia v po¢tu
20 KTJ/g. Duvodem kontaminace chleba muze byt pfitomnost zrni¢ek v jeho obsahu a na jeho
povrchu. Zaroven se jednalo o krajeny chléb, takze mohlo dojit ke kontaminaci jiz béhem
vyroby.

Dle vyzkumu Ravimannana et al. (2016) dochazi k riistu mikromycet jiz po 4 dni. Cim
déle byly vzorky inkubovany, tim vysS$i byl narGst plisni. Izolovany byly rody Mucor,
Rhizopus, Penicillium a Aspergillus. Podobné rodové sloZeni bylo zjisténo v diplomové praci,
kdy byl potvrzen vyskyt rodi Cladosporium, Penicillium, Mucor, Rhizopus a Mycelia sterilia.
Pritomnost rodu Aspergillus se neprokazala, coz je velmi pozitivni fakt. Aspergillus totiz tvori
velmi nebezpecné mykotoxiny, které negativné pisobi i na lidské zdravi.

Na zaklad¢ studie Filipovi¢ et al. (2009) se zjistilo, Ze kvalita chleba se s casem
zhorSuje, bez ohledu na druh baleni, ale balici material pozitivné prodluzuje kvalitu
zabaleného chleba. Trvanlivost nebaleného chleba je pouze 3 dny, pak dochazi ke zhorSeni
jeho kvality. Baleny chléb vydrzi beze zmén 5 az 7 dni. Balici material ma vétsi vliv na
trvanlivost, nez baleni samotné. Nejvhodnéjs§imi materialy jsou PET / PE, které prodluzuji
trvanlivost vyrobku.

Dle Nguyen Van Long et al. (2016) bylo provedeno mnoho vyzkumu zabyvajicich se
antimikrobidlnim balenim potravin, a to i za pouziti fungicidnich latek, které vsak pfti aplikaci
tohoto aktivniho baleni neprokézaly vyrazny vliv na sniZeni plisnového znehodnoceni.

Obvykle se trvanlivost pekaiskych vyrobkti prodluZzuje pomoci konzervanti a
v nékterych piipadech se dle Samapundoa et al. (2016) do baleni pfiddva modifikovana
atmosféra. Marin et al. (2002) zjistili, ze kalciovy propionat je velice uéinny proti druhu
Aspergillus niger a také vaci nékterym druhtim Eurotium. Samapundoa et al. (2016) ale
popisuji, ze mykologické aktivita je snizena pomoci fermentt (kultivovany kukufi¢ny sirup a
kyselina citronova, kultivované pseni¢né pevné latky, kultivovana dextroza), které snizuji pH
média. Jen nékteré druhy Penicillium byly odolnéjsi vuci témto latkam a byly schopné ristu v
chlebu. Z toho lze tedy vyvodit, Ze tyto fermenty mohou byt pouzity jako konzervacni latky,
které by nahradily béZzné latky, jako naptiklad zminéné propionaty.

Khoshakhlagha et al. (2014) zkoumali moznosti zlepSeni trvanlivosti pekarenskych
vyrobkill za pouziti baleni s modifikovanou atmosférou. Modifikovand atmosféra se vyuziva
hlavné pro rychle se kazici potraviny, kde slozeni atmosféry je jiné nez vzduch.
V pekarenském  primyslu  se  vyuzivda  oxidu  uhli¢ittho a  dusiku. Dle

Khoshakhlagha et al. (2014) byl u¢inek oxidu uhli¢itého (CO2) velmi vyznamny pro potlaceni
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rastu plisni, ale také i bakterii. Ale vzhledem k jeho vysoké rozpustnosti ve vod¢ a v lipidech
ma negativni dopad na baleni. Naopak dusik (N2) neprokazal antimikrobidlni aktivitu, ale
alespon inhiboval rozvoj aerobniho kazeni diky vytvofeni anaerobnich podminek. Vytvoieni
CO,/N; atmosféry je nejlep$im feSenim jak piedejit kaZeni a zaroven i zkadze baleni. Dalsi
vyhodou je i udrzeni ¢erstvosti chleba.

Nguyen Van Long et al. (2016) zjistili, Ze nanoemulze esencialniho oleje z
hiebickového poupéte a oregana redukuje kvasinky a snizuje pocet plisni v krajeném chlebu.
Cinnamaldehyd se ukéazal jako G¢inny konzervant chleba.

Jak vyplynulo z vysledkt diplomové prace, rozdil v pfitomnosti mikromycet mezi
balenymi a nebalenymi chleby nebyl vyznamny. Statisticky nebyl prokazan vliv baleni.

Dale se nepodafil prokazat statisticky vyznamny rozdil mezi BIO a béZnym chlebem.

Co se tyka slozeni vyrobku, z 22 pozitivnich vzorkd obsahovalo 14 ve svém sloZeni
seminka, které mohly byt zdrojem kontaminace. DalS§im zdrojem kontaminace mohlo byt
pouziti celozrnné mouky, ktera byla soucasti 15 pozitivnich vzorkl. 11 pozitivnich vzorkl
obsahovalo souc¢asné celozrnnou mouku a seminka.

Na zavér lze tedy fici, ze se jednalo o pozitivni zjisténi. Rozmanitost mikromycet
nebyla piili§ vysoka a jejich mnozstvi ve vzorcich nebylo téz vyznamné. Mezi kontaminanty
nebyla zadna plisen, ktera by pusobila karcinogenné, a vyskyt Aspergillus také nebyl
prokazan. Byly identifikovany tyto rody: Cladosporium, Penicillium, Mucor, Rhizopus a
Myecelia sterilia. Cladosporium a Penicillium zpisobuji hlavné alergické reakce u citlivéjsich

osob.
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[ Zavér

Ackoli je chléb povazovan za nerizikovou potravinu, bylo na zidklad¢ zkouméni
zjisténo, ze tato komodita miize obsahovat i mensi podil zdravi skodlivych plisni.

Ve zkoumanych vzorcich bylo identifikovano mnozstvi plisni maximalné¢ do
22 KTJ/g.

Rodové zastoupeni plisni nebylo pfili§ rozmanité; identifikovany byly rody
Cladosporium, Penicillium, Mucor, Rhizopus a Mycelia sterilia.

Plisn¢ se vyskytovaly v obou druzich zpisobu produkce, jak v BIO kvalité, tak i
v bézné kvalité, snepatrnym rozdilem v pfitomnosti druhu plisni. BIO kvalita navic
obsahovala rody Mucor a Rhizopus.

Z celkovych 40 vzorkti bylo pozitivnhi na plisné pravé 22; 12 z konvenéniho
zemédélstvi a 10 z ekologického zemédé@lstvi. Vliv baleni hral jen nepatrnou roli
V pfitomnosti mikromycet.

Kontaminovany chléb obsahoval pifevazné seminka jak na svém povrchu, tak i uvnitf
svého slozeni. Lze tedy tvrdit, Ze hypotéza byla prokazana. SloZeni chleba ma vliv na kvalitu

vyrobku.
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