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Moznosti vyuziti ochrannych kultur pri zpracovani masa

Possibilities of using protective cultures for meat
processing

SOUHRN

Tato bakaldrskd prace je literarni reSerSi zabyvajici se alternativnimi
konzervarenskymi prisadami do masa a masnych vyrobkl. Zabyvd se mozZnostmi vyuziti
ochrannych  kultur (bud" pfirozené ptitomnych, anebo pfidanych) jako zdroje
antimikrobialnich latek. Prace popisuje jednotlivé interakce mezi Zadoucimi a nezadoucimi
bakteriemi, jejich vliv na prostfedi - a to jak negativni, tak pozitivni. Dale je zde popsdna
vlastni syntéza antimikrobidlnich Ilatek, takzvanych bakteriocinl, v burnkach bakterii,
mechanismus jejich pisobeni na cileny organismus a vysledny projev plsobeni téchto latek.
Zavérem je zde uvedena legislativa, ktera se primo tyka pouzivani pfidatnych konzervacnich
latek mikrobidlniho pdvodu a v neposledni fadé ipoznatky, které souvisi s mozinym
rozsitenim fady téchto ,pfirodnich” konzervacnich latek o dalsi, prozatim neschvalena

aditiva.

Klicova slova: Maso, antimikrobiadlni latky, bakteriociny, konzervace, fermentace



SUMMARY

This literature review dealing with alternative protective ingredients in meat
products and minimize chemical protective ingredients. These are discussed here on the use
of protective cultures as a source of antimicrobial agents. They are in the flesh either
naturally present or artificially added. The work describes the interaction between the
desirable and undesirable bacteria, their impact on the environment, both negative and
positive. The synthesis of antimicrobial compounds in bacterial cells, so-called bacteriocins
and their mechanism of action on the target organism and the resulting manifestation of
action of these substances are also described here. Finally, legislation is discussed here. It is
directly related to the use of preservative additives of microbial origin. It is also knowledge
here about the possible extension of the range of these "natural" preservatives for more, yet

unapproved additives.

Keywords: Meat, antimicrobials, bacteriocins, preservation, fermentation



1 Obsah

1 ODBSAN e e e s e s et e e e s b e e e e s naraeeeeane 6
2 VLYo OO 7
. I O I o - ol PSPPSR 8
T T o T =1 T TP UPRROUPRRPP 9
4.1  MikrobiolOgie POLraVin.....ccceiiiiiiiieiiiiee et e e e s eeaee e 9
4.1.1 Kontaminujici bakterie.........ccveeeeiiiee e 9

V5 Y/ 11 (g o] o1 o] (oY= 1=l g - 1T TR PSPPI 10
4.2.1 Bakterie mIEENENO KVaSeni......cccvvvvieiiieiiiiiecieeccece e 11

I N - - 1< =T g o Yol [P UPURPNS 16
43.1 Klasifikace bakteriocinl produkovanych bakteriemi mlé¢ného kvaseni.. 17
43.2 Mechanismus plsobeni bakterioCinl........ccccecveeecieeevieecciee e, 18
4.3.3  Syntéza bakteriocinl a jejich transport pres bunéc¢nou membranu........ 19
4.3.4  Poutziti a UCinek bakteriocin ve Vyrobé..........ccceevieeeiieecciieeceeeceee 20
435 Ptiklady bakteriocinl a jejich UCINKY.......ccueeeeiiiiiiiiiee e, 21
43.6 Bakteriociny X antibiotika ..........eeeveiiiiiiiiiiie e 26
4.3.7  Vyuiiti bakteriocinl jako soucasti prekazkového efektu ......................... 27

4.4  Nevyhody ¢i komplikace vyuziti ochrannych kultur.........cocccovvveeeeeeeniinciinnneen. 29
4.5 Metody konzervace a s tim spojena mikrobialni ¢innost .........ccccceeeviennnnnenn. 29
4.5.1  Vakuoveé balené Maso.......cccceeiriiiiiiiiiiiieeieeee e 29
4.5.2  Solené masné Produkty .......ccceeeeeiiiiiiiiiiiiee e 30
45.3 Fermentované masné produkly .......ccccveeeeeieeieeiiiiieeee e e 30

4.6  Legislativa pridatnych [3teK......cooeei e, 35
4.6.1 MEZINArOANT NOIMY coiiiiieiiirieeee e e e e e e e e e s setarrereeeeeeeennnes 35
4.6.2  Pravni rAmMeC EU @ CRu..ououieieiieeiccie ettt 35
4.6.3 Podminky pouZiti pridatnych [atek .......ccceeeieiieeicie e, 37
4.6.4  Oznacovani pridatnych [AteK .......coovveiireieei e, 38
4.6.5 PoZzadavky na Cistotu pridatnych 1atek .........cooeeeiiiieeiiiiiieeee e, 38

oI 1V PP 39
6 SeznNam POUZITE lILErAtUIY ......uuiiiieee e e e e e e e e e e e 40



2 Uvod

Zakladnim pozadavkem na potraviny v EU i u nas je jejich zdravotni nezdvadnost.
VSechny potraviny, které prichdzeji na trh, musi byt bezpecné. Stim je neodmyslitelné
spojené zakladni pravidlo, a to pravidlo spravné hygieny. Maso ani masné vyrobky nejsou
vyjimkou, ba naopak. Mikrobidlni kontaminace téchto vyrobkl ma potencial byt vysoka, a
mozno zabranit zvySené kontaminaci, jsou tfi. Omezeni vstupu zdravi poSkozujicich
mikroorganismd do potraviny, odstranéni mikroorganisma z potraviny vhodnym zplsobem
(pasterace, sterilace) a nakonec omezeni rlistu mikroorganismu ve finalnim vyrobku.

Z hlediska udrznosti potravin a pro zajisténi vySe zminénych pravidel se pfi konzervaci
pouziva tzv. prekdzkovy efekt. Jde o komplex ,prekazek”, které samy o sobé nejsou
dostate¢né ucinné, aby zabranily rlistu mikroorganismu, avsak vzajemnym pusobenim se
jejich ucinky doplnuji a posiluji. Studie ukazuji, Zze vyuziti ochrannych kultur pro konzervaci
vyrobk({ ma nejvétsi Sanci na Uspéch pravé v kombinaci s prekazkovym efektem.

| presto, Ze jsou béhem vyroby tato pravidla dodrzena, je tfeba pocitat stim, zZe
kritickym bodem bude samotny spotrebitel, ktery mnohdy nemd dostatek povédomi
o spravném skladovani. Je proto nutné posilit idrznost vyrobku vhodnym pridavkem, avsak
takovym, ktery neni v ocich spotfebitele ,,chemicky”. Tomuto kritériu, a to nejen z pohledu
spotrebitele, odpovidaji dvé skupiny pfirozené se vyskytujicich latek: bakteriociny a kyselina
mlécnd, popfipadé jeji soli. Tyto latky vznikaji v mase béhem posmrtnych zmén ¢i béhem
zrani fermentovanych masnych vyrobku cinnosti uslechtilé mikrofléry. Pravé tyto latky, které
vznikaji z pfirozené se vyskytujicich ochrannych kultur, jsou budoucnosti konzervarenstvi bez

chemickych a télu nepfirozenych latek.



3 Cil prace

Cilem této bakalarské prace je literdrni reSerSe zaméfend na shromazdéni a
vyhodnoceni informaci o moZnostech pouZiti ochrannych kultur (pfesné popsani jejich
ucinku v potravné) jako soucasti tzv. bariérového efektu. Dale je cilem pojednat o moznosti
Uplného vypusténi chemickych konzervacnich latek a misto nich pouZit Iatky vyprodukované
pritomnymi mikroorganismy jako jejich dostacujici nahrady. Jedna se zejména o zmapovani
oblasti poufZiti téchto latek v kombinaci pravé s bariérovym efektem, kde se jejich poufZiti jevi
jako nejucinnéjsi. Tim je mozno docilit prodlouzené trvanlivosti masa (pro pouziti jako
vstupni suroviny pro vyrobu), ¢i findlniho masného vyrobku. Aby mohlo byt aditivum
schvaleno, musi spliovat nékolik podminek. S timto se poji legislativa, jejimz zpracovanim se

tato prace také zabyva.



4 Literarni reserse

4.1 Mikrobiologie potravin

Mikroorganismy, mikrofléra, mikrobiota. VSechny tyto pojmy pfedstavuji skupinu bud’
jednobunécnych, nebo vicebunécnych mikroorganism( (bakterie, viry, prvoci, plisné). Tyto
organismy jsou neodmyslitelnou soucasti prirody a vyskytuji se prakticky vSude — plda,
ovzdusi, voda, osidluji trdvici trakty ZivocichG. Mohou byt uZitecné, ale mohou byt
i pivodcem nemoci. Pravé pro svoji vSudypfitomnost tyto organismy snadno kontaminuji
potraviny a suroviny jejich vyrobu. Vzhledem k potravindm maji nejvétsi vyznam heterotrofni
mikroorganismy, které ziskavaji potravu rozkladem organickych sloucenin. Do této skupiny

patfi hlavné kvasinky, plisné a bakterie, véetné patogennich (Steinhauser, 1995).
4.1.1 Kontaminujici bakterie

Tvar téla bakterii je tyCinkovity, méné kulovity. Bunécna sténa umoznuje latkovou
vyménu mezi burikou a vnéjsim prostfedim, tvofi a vylucuje biologicky aktivni latky, enzymy,
Stépi slozité organické latky na jednoduché vyzivové slozky a zprostiedkovava transport
téchto latek dovnitf buriky. Stavba bunééné stény je dllezitym faktorem pro urcéeni
vhodného zasahu proti bakteriim, které jsou z mikrobiologického hlediska nezadouci
(Steinhauser, 1995). Podle slozeni bunécné stény bakterie délime na gram - pozitivni a

gram - negativni.
4.1.1.1 Gram-pozitivni bakterie

Gram-pozitivni (G*) bakterie maji buné&nou sténu sloZenou z vice vrstev. Je tenkd
10-20 nm a ma vnéjsi dvojvrstevnou membranu, ktera je tvorena fosfolipidy, proteiny,
lipopolysacharidy a lipoproteiny. Pod touto membranou se nachazi periplazmaticky prostor
s lipoproteiny, periplazmatickymi enzymy a s tenkou vrstvou peptidoglykanu (max. 20 %
hmotnosti stény). Pravé lipidické latky jsou dominantni slozkou bunécné stény gram-

pozitivnich bakterii. Podle Grama se barvi do ¢ervena.



4.1.1.2 Gram-negativni bakterie

Gram-negativni bakterie maji bunécnou sténu jednoduchou, o tloustce 20 — 50 nm.
Rozdil oproti bunéénym sténdm gram-pozitivnich bakterii tvofi mnoZstvi peptidoglykanu,
které u gram-negativnich bakterii dosahuje az 90 % hmotnosti bunééné stény. Bunécna
sténa gram-negativnich bakterii je ddle prostoupena kyselinou teichoovou. Podle Grama se

barvi fialové (Holt, 2005).
4.2 Mikrobiologie masa

»Jako maso jsou definovdny vsechny C&dsti tél Zivocichd, véetné ryb a bezobratlych,
v Cerstvém nebo upraveném stavu, které se hodi k lidské vyZivé. Podle této definice patfi mezi
maso i Zivocisné tuky, krev, droby, kiZe a kosti (pokud se konzumuji), ale také masné vyrobky.
V uzsim slova smyslu se masem rozumi jen kosterni svalovina, a to bud samotnd svalovd
tkdn, nebo svalovd tkdri vcetné vmezefeného tuku, cév, nervi, vazivovych a jinych cdsti.
Nékdy se tato definice omezuje jen na teplokrevné Zivocichy" (Kadlec, 2002).

Mikroorganismy v mase mohou pUsobit bud prospésné anebo maji nezadouci vliv.
Z hlediska pouZitelnosti v masné vyrobé nas zajimaji hlavné bakterie. Tabulka ¢. 1
predstavuje nejcastéji kontaminujici mikroorganismy, které negativné ovliviuji hygienu masa
a masnych vyrobk.

Tab. €. 1.: Nejcastéji kontaminujici mikroorganismy (Gorner a Valik, 2004)

Bakterie Negativni ucinek

Pseudomonas fluorescens

mikrobidlni povrchové kazeni
Pseudomonas fragi

masa
Acinetobacter — Moraxella
Clostridium perfringens
Clostridium sporogenes mikrobialni kaZzeni masa v hmoté
Enterobacteriaceae, pf. Proteus
Brochothrix thermosphacta mikrobialni kazeni vakuoveé
Alteromonas putrefaciens baleného masa
Listeria monocytogenes pavodce listeridzy
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4.2.1 Bakterie mlécného kvaseni

Bakterie mlécného kvaseni jsou mezofilni mikroorganismy, nékteré druhy vsak
kvaseni je aktivni pfi pH 4 — 4,5, nékteré vSak mohou byt aktivni i pfi pH 9,6 a nékteré druhy i
pfi pH 3,2. VSechny kmeny jsou prfevdiné proteolytické Ci lipolytické a pro sv(j rist a aktivitu
vyZaduji dostatek aminokyselin, purinovych a pyrimidinovych bazi a vitaminu B (Caplice and
Fitzgerald, 1999). Z hlediska konzervace masnych vyrobk( jsou bakterie mlééného kvaseni
nejdllezitéjsi.
4.2.1.1Klasifikace bakterii mlééného kvaseni podle Vandamma a De Vuysta (1994)

I. Obligatné homofermentativni laktobacily (Lactobacillus delbruckei, L. bulgaricus, L.

lactis, L. acidophilus)

[Il. Fakultativné heterofermentativni laktobacily (Lactobacillus plantarium, L. casei, L.

sake, L. curvatus, L. bavaricus)

lll. Obligdtné heterofermentativni, plyn tvofici laktobacily (Lactobacillus

bifermentans, L. brevis, L. buchneri, L. reul‘eri)1

IV. Ostatni laktobacily

V. Carnobacterium

VI. Streptococcus

VII. Lactococcus

VIII. Enterococcus a Vagococcus

IX. Leuconostoc

X. Pediococcus, Aerococcus, Alloiococcus, Tetragenococus

X|. Bifidobacterium

Hlavnim produktem metabolismu bakterii mlé¢ného kvaseni je kyselina mlééna. Za

aerobnich podminek mize metabolismus vést aZz k oxidacni disimilaci kyseliny mlééné do

! Homofermentativni = fermentovany sacharid je pfeménén vyluéné na kyselinu mlé&nou
Heterofermentativni = fermentovany sacharid je preménén na kyselinu mléénou (> 50 %), kyselinu octovou,
C02, a za urcitych okolnosti i etanol (Gorner a Valik, 2004).
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vzniku CO, a kyseliny octové. Podobné mizZe z kyseliny hypurové vzniknout kyselina
benzoova — konzervacni latka, ktera je do potravin vétSinou pfidavana samostatné. Jako
meziprodukt se mimo jiné tvofi peroxid vodiku, ktery je mikrobicidni (Gorner a Valik, 2004).

Bakterie mlééného kvaseni jsou schopny kromé kyseliny mlé¢né (popf. octové) tvorit
a vylucovat jesté jiné inhibicni latky, které vykazuji antagonistickou aktivitu proti SirSimu
spektru mikroorganism( (ne tedy jen proti tém, které nesnesou kyselé pH) a tim zesiluji
konzervacni ucinek. Jsou tvofeny v mensSim mnozZstvi nez kyselina mlééna. Mezi né patfi
kyselina mravenci, volné mastné kyseliny, amoniak, etanol, peroxid vodiku, diacetyl,
2,3-butandiol, acetaldehyd, bakteriolytické enzymy, bakteriociny a antibiotika (De Vuyst and
Vandamme, 1994).

Organické kyseliny maji vliv zejména na cytoplasmatickou membranu bunék bakterii,
kde narusuji membranovy potencial a inhibuji aktivni transport. Oxid uhli€ity vznikd pfi
heterolaktické fermentaci hexdzy. Jeho pfitomnost zplisobuje anaerobni prostredi, které je
pro nékteré bakterie toxické. Ma vliv na bunénou membrdnu a ma schopnost snizovat Ci
zvySovat pH. Pfi nizké koncentraci mlze byt oxid uhli¢ity stimuldtorem rlstu nékterych
zadoucich bakterii. Peroxid vodiku je zodpovédny za silnou oxidaci lipidl bakteridlni
membrany a bunécénych protein(. Diacetyl je produkt citratového cyklu a jeho pfitomnost
zpUsobuje vznik typické viiné a chuti. Zejména kvasinky, plisné a gram-negativni bakterie
jsou na pritomnost diacetylu citlivé (Caplice and Fitzgerald, 1999).

Bakterie mlécného kvaseni produkuji velmi pestrou skalu bakteriocind. Ackoli jsou
tyto bakteriociny produkovany bakteriemi mlé¢ného kvaseni, které jsou pfitomny v fadé jak
fermentovanych, tak nefermentovanych masnych vyrobk(, pouze nisin, bakteriocin
produkovany kmenem Lactococcus lactis spp. lactis, je v soucasné dobé jedinym Siroce
pouzivanym bakteriocinem, co se tyce pfimé aplikace jako konzervaéni latky (Cleveland et
al., 2001).

Pro svou ucinnost potfebuji bakterie mlééného kvaSeni dostatek Zivin. Vzhledem
samy syntetizovat (jednd se zejména o latky jako aminokyseliny, fermentovatelny sacharid,
nukleové kyseliny a vitaminy skupiny B). Proto je nutné pfi péstovani bakterii mlécného
kvaseni na umélych Zivnych pldach, anebo pfi fermentaci pro maximalni konzervacni efekt,

pridavat tyto latky ve formé tzv. autolyzatu (= extraktu) (Gorner a Valik, 2004).
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4.2.1.2 Bakterie mlé¢ného kvaseni a jejich ochranna funkce

Rod Lactobacillus, jako vSechny bakterie mlé¢ného kvaseni nize uvedené, potiebuje
rast v prostredi s optimalnim mnoZstvim fermentovatelnych sacharid(i, Stépnych produktt
bilkovin, nukleovych kyselin a vitamin( skupiny B. VSeobecné jsou laktobacily acidotolerantni
az acidofilni, s tim souvisi jejich schopnost rychlého snizeni pH pod 4,0. Hlavniho vyznamu
nabyvaji pfi nakladani a zrani masa vldku a pfi fermentaci uzenin s pfidanym
fermentovatelnym sacharidem. Lactobacillus plantarum je soucasti startovaci kultury.
Optimalni teploty rlstu jsou v rozmezi 15 - 40 °C (Gorner a Valik, 2004).

Rod Streptococcus je typicky tim, Ze fermentuje sacharidy na kyselinu mlé¢nou bez
tvorby plynu. Nékteré druhy mohou tvofit i dalSi organické kyseliny. Bakterie rodu
Streptococcus neredukuji dusicnany na dusitany. Optimalni teplota ristu a vyskytu je kolem
37 °C. Jsou soucdsti startovaci kultury (Gorner a Valik, 2004).

Rod Enterococcus intenzivné fermentuje sacharidy, dokaze snizit pH az na hodnoty
4,2 — 4,6, nékdy se podili na tvorbé aromatu a chuti. Bakterie tohoto rodu jsou schopné rlst
pfi koncentraci soli 6,5 %, pti pH 9,6, prezivaji teploty 60 °C, tedy teploty nizké pasteracni a
termizacni. Jsou stdlou soucasti mikrofléry fermentovanych klobas a Sunky. Jeho hlavni
vyhodou je, Zze dokdze fermentovat i pfi ay, = 0,97 (mezni hodnota, pfi které ostatni
mikroorganismy nejsou schopny rlstu ani fermentace je a,, = 0,93). Jsou pouZivany jako
synergisté uzite¢né mikrofléry pro svou schopnost rychlé proteolyzy, jejiz produkty jsou pro
uzite€nou mikrofléru rychlym zdrojem dusiku.

Pro rod Leuconostoc je rlist podminény pritomnosti fermentovatelného sacharidu.
Z néj tvofi kyselinu mlé¢nou, CO; a za pfihodnych podminek i etanol; nékteré kmeny mohou
pomoci oxidativniho mechanismu misto etanolu tvofit kyselinu octovou. Optimalni teplota
rastu je 20 — 30 °C. Jsou soucasti startovaci kultury (Gérner a Valik, 2004). Z vakuové
baleného masa byly izolovany kmeny Leuconostoc gelidum a Leuconostoc carnosum. Oba
produkuji leucocin, ktery je degradovan trypsinem, avsak ne tepelnym plsobenim. Leucocin
je ucinny proti L. monocytogenes a Enterococcus.

Rod Pediococcus patfi mezi homofermentativni bakterie mlééného kvaseni, tedy
jejich hlavnim findlnim produktem fermentace sacharidl je racemickd (DL), pravotociva
L(+)-kyselina mléc¢na. Jsou halotolerantni az halofilni, coz se uplatiiuje hlavné pfi vyrobé a

zrani salama a klobas. Optimalni teplota rlstu je 30 °C a jsou soucasti startovaci kultury
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(Gorner a Valik, 2004). Pro masnou fermentaci se vyuzivaji zejména dva kmeny: Pediococcus
pentosaceus a Pediococcus acidilactici.

Bakterie rodu Bifidobacterium jsou striktné anaerobni, nékteré druhy snesou
pfitomnost kysliku ale pouze za soucasné pritomnosti oxidu uhli¢itého. Optimalni teploty
rastu jsou vrozmezi od 37 °C do 41 °C. Jsou charakteristické tvorenim vétSiho mnozstvi

kyseliny octové nez mlécné, a to v poméru 3:2 (Gorner a Valik, 2004).

4.2.1.3 Produkce kyseliny mlécné a mlécnani

VSechny bakterie mlééného kvaseni produkuji kyselinu mléénou jako produkt
konecny. Vznikla kyselina mléénd muze byt bud L(+) nebo méné casto D(-), popfipadé smés
obou dvou. Kyselinu mlé¢nou D(-) ¢lovék nedokaze metabolizovat, neni proto doporucend
pro novorozence a malé déti. VSechny bakterie mlécného kvaseni produkuji mlécnou
kyselinu z hexdz. Energii ziskavaji prostfednictvim fosforylace na substratové Udrovni
(Caplice and Fitzgerald, 1999).

Metabolické pochody fermentace probihaji podle Embden-Meyerhofovych
metabolickych drah (homolaktickd fermentace), ménici 1 mol hexdzy na 2 moly kyseliny
mlécné, anebo podle 6-fosfoglukondtovych drah (heterolaktickd fermentace) davajicich 1
mol CO,, 1 mol etanolu a 1 mol kyseliny mlééné (Gorner a Valik, 2004). Rozdily a schéma
obou fermentaci pfedstavuje obrazek €. 1.

Kyselina mléc¢na, bud sama o sobé, nebo v kombinaci s jinymi latkami, snizuje pH a
tim ni¢i bakterie, které jsou na nizké pH citlivé. Jeji soli, tedy mléénany, bakterie pfimo

nenici, ale inhibuji jejich rast a produkci metabolit(i (Houstma, 1996).
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Obr. €. 1.: Schéma homolaktické a heterolaktické fermentace (Caplice and Fitzgerald, 1999)

Glucose
Homolactic Heterolactic
Glucose-6-P Glucose-6-P
Fructose-6-P 6-phosphogluconate
Fructose-1,6-DP Ribulose-5-P
Xylulose-5-P
Glyceraldehyde-3-P ——  Dihydroxyacetone-P Glyceraldehyde-3-P Acetyl-P
N
H,0 ¢ ¢
2 Pyruvate Pyruvate Acetaldehyde
2 Lactate Lactate Ethanol

4.2.1.4Mechanismus pusobeni mlécnant

Specificky je efekt mlécnanovych iontl. Ty se v mase spoji v nedisociovanou kyselinu
mlécnou, kterd jako elektroneutrdini forma pronikne do bakteridlni buriky. Uvnitf bunky se
kyselina disociuje a snizi pH pfimo uvnitf napadené burnky. Mlécnany jsou ucéinné proti

Sirokému spektru bakterii, a to i hnilobnych a gram-negativnich (Houstma, 1996).
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4.3 Bakteriociny

Bakteriociny jsou latky, které jsou produkovany bakteriemi a vyznacuji se baktericidni
nebo bakteriostatickou aktivitou. Jejich silnou a zaroven slabou strankou je fakt, Ze spektrum
ucinnosti je vétSinou uzké a soustfedéné jen na pfibuzné druhy. Proto je Ize nasadit jen
cilené proti Uzkému okruhu mikroorganism( (Brychta a Pipek, 2003).

Jednotlivé skupiny téchto latek se od sebe lisSi molekulovou hmotnosti, spektrem
ucinnosti, genetickym plvodem a biochemickym Uuclinkem. Pfirozené se bakteriociny
vyskytuji tam, kde jsou pfitomni jejich producenti. Pfikladem je tabulka €. 2, ktera ukazuje
bakteriociny izolované z masa ¢i masnych vyrobku. Z chemického hlediska jsou bakteriociny
chutové neutralni bilkoviny, které jsou lehce stravitelné travicimi enzymy, pro lidi jsou
zdravotné nezavadné. Schopnost produkovat bakteriociny je geneticky zakddovana

(Pipek, 2008).

Tab. ¢. 2.: Priklady producenti bakteriocint izolovanych z masnych vyrobka a jejich
antimikrobialni ucinek (Cleveland et al., 2001)

Zdroj Izolovany kmen + bakteriocin Ucinek proti
Susené klobasy Lactobacillus plantarum UG1 Listeria monocytogenes
Susené fermentované

Lactococcus lactis (nisin A) L. monocytogenes

klobasy
Fermentované klobasy | Lactobacillus plantarum SA6 Lactobacillus spp.
Maso Leuconostoc carnosum (leucocin A) | L.monocytogenes
Zkazena Sunka Carnobacterium piscicola L. monocytogenes

Poprvé byly popsany bakteriociny gram-negativnich bakterii. Kolicin je bakteriocin
produkovany kmenem Escherichia coli. Koliciny predstavuji antibakterialni proteiny, které
ni¢i blizce pribuzné bakterie rlznymi mechanismy. Prfikladem mechanism( je inhibice
syntézy bunécné stény, prostup membrdnou bunécéné stény, Ci inhibice enzym( RNazy Ci

DN4azy napadené buriky. Mezi gram-pozitivnimi bakteriemi vynikaji pravé bakterie mlécného
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kvaseni, které jsou nepostradatelnym zdrojem antimikrobidlnich peptidi (=bakteriocin),
které jsou, nebo maji potencidl byt, pouzivany jako konzervacni latky (Cleveland et al., 2001).

Bakteriociny gram-negativnich bakterii se od bakteriocini gram-pozitivnich bakterii
lisi hmotnosti. Koliciny jsou proteiny téZsi nez 20 kDa, zatimco bakteriociny gram-pozitivnich
bakterii jsou ve vétsiné pripadl leh¢i nez 6 kDa, avsak jsou zde vyjimky. Bakteriociny jsou
ucinné uz pfi aplikaci mikromoldrni ¢i pikomoldrni koncentrace (Papagianni, 2003).

Abychom byli schopni chdpat funkci bakteriocinl, je nutné znat jejich klasifikaci,
mechanismus pusobeni, princip jejich syntézy v burikdch bakterii a v neposledni fadé i jejich

ucinek a poutZiti ve vyrobé. Pro konzervaci a celkové vyrobu v masném priimyslu se nejcastéji

pouzivaji bakteriociny bakterii mlééného kvaseni, které jsou dale podrobné popsany.

4.3.1 Klasifikace bakteriocinti produkovanych bakteriemi mlééného kvaseni

(Claus, 2007)

. tfida — lantibiotika, 2 — 5 kDa (nisin, mersacidin)

II. tfida — nemodifikované, malé, tepelné odolné peptidy, <10 kDa

e lla: pediocinové bakteriociny se silnym ucinkem proti listériim (pediocin PA -1,
sakacin A, leukocin, carnobacteriocin)

e lIb: dvoupeptidové bakteriociny® (laktococcin, plantaricin, lactacin)

[1l. tfida — velké, tepelné labilni bakteriociny, >30 kDa (helveticin, acidophilucin)

IV. tfida — bakteriociny tvofici komplexy s ostatnimi makromolekulami jako jsou

proteiny, lipidy, sacharidy.

Peptidy prvni tfidy jsou tvofeny 19 — 50 aminokyselinami jako lanthionin,
methyllanthionin, dehydrobutyrin (DHA) a dehydroalanin (DHB). Posledni dvé zminéné
aminokyseliny jsou tvoreny spojenim cysteinu a DHA, respektive DHB, a to thioetherovymi
vazbami (Ray and Daeschel, 1994). Podle Clevelanda et al. (2001) je mozno dale I. tfidu

rozdélit do dalSich dvou skupin - la a Ib.

2 Tridy | a Il jsou nejblize k pouZiti v potravinarstvi (Claus, 2007).
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Skupina la (mimo jiné zahrnuje nisin) se skladd z kationtovych a hydrofobnich
peptidl, které vytvareji péry v bunécné membrané napadené buriky, a to prostfednictvim
jeji depolarizace. Na rozdil od ttidy Ib maji pfizplsobivou strukturu a kladny ndboj. Tfidu b
tvofi globularni peptidy kolem 2 kDa, které plsobi tak, Ze zasahuji do bunécnych
enzymatickych reakci. Maji neutrdlni nebo zaporny naboj (Papagianni, 2003).

Trida lla zahrnuje peptidy se zachovanym poradim Tyr — Gly — Asn — Gly — Val a
peptidy, kde na N — konci peptid( jsou dva cysteiny, tvofici disulfidové mUstky. Trida llb se
od lla lisi pofadim aminokyselin v prvnim peptidu. Jde o komplex dvou rlznych peptidQ,

ktery je potfebny k tvorbé porl v napadené bunécné membrané (Cleveland et al., 2001).

4.3.2 Mechanismus pusobeni bakteriocini

Bakteriociny, zejména lantibiotika, ni¢i napadenou bunku vytvofenim pérd v jeji
bunétné membrané, snizuji transmembrdnovy potencial (A¢) a pH. Bakteriociny jsou
pozitivné nabité molekuly s hydrofobnimi ¢astmi. Pfi kontaktu bakteriocinu s fosfatovymi
skupinami napadené burky (respektive jeji bunéné membrany) dojde k elektrostatické
interakci, kterd pfispivd k vytvofeni vazby bakteriocin — buné¢nda membrana. Pravé
hydrofobni casti bakteriocinu zac¢nou tvofit v bunééné membrané pdry (Cleveland et al.,
2001). Presny popis adsorpce nisinu na receptory membrany napadené bakterie prozatim
neni objasnén.

Bakteriocin se ireversibilné navaze na bakteridlni buniku a tim zpUsobi deformaci jeji
bunécné stény (vznik pérd, snizeny A a pH). Dlsledkem této reakce je vytok draselnych
iontd, ATP a dalsich dalezZitych sloZek. Zasazené bunky po tomto zasahu ztraci schopnost se
rozmnozovat, nebo jsou Uplné zniceny (Pipek a Bfezina, 1997). Podle Pipka a Bfeziny (1997)
délime bakteriociny podle spektra Ucinnosti na dvé skupiny:

e Bakteriociny se Sirokym spektrem ucinnosti na gram-pozitivni bakterie (napf. nisin a
pediocin AcH)
e Bakteriociny s uzkym spektrem ucinnosti vici blizce pribuznym kmenUm (napft.

sakacin A)
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4.3.3 Syntéza bakteriocinui a jejich transport pfes bunécnou membranu

Geny, které jsou zodpovédné za produkci lantibiotik (tfidy la a Ib), jsou umistény
vtzv. operonech®. Geny kédujici produkci bakteriocind mohou byt lokalizovany na
chromosomech nebo kédovany v plasmidu & transposonu®. Typickou vlastnosti lantibiotik je
fakt, Ze vlastni geny kodujici stavebni peptidy, dale obsahuji proteiny, které pomahaji
prevadét bakteriociny do aktivnich forem, transportovat je pres membranu a proteiny, které
udéluji hostitelské burice imunitu.

Vsechny bakteriociny jsou syntetizovany ribozomalné. Je nutné, aby vzniklé peptidy
byly modifikovany na aktivni formy. Geny kdduji i enzymy, které tuto modifikaci usnadnuji.
NejvétsSimi zménami prochazeji pravé lantibiotika (Cleveland et al., 2001).

Poté, co jsou bakteriociny ribozomalné syntetizovany, jde pouze o ,shluk”
aminokyselin, které samy o sobé nevykazuji antibakteridlni Gc¢inek. Musi proto projit
posttranslacni Upravou. Dochazi k posttranslacnimu enzymatickému procesu, ktery vyvolava
dehydrataci serinu a threoninu (serin a threonin jsou dehydratovany v dehydroalanin a
dehydrobutyrin). Tim dochazi kvytvofeni thioetherovych vazeb a presunu
aminokyselinovych segmentl z N — konce. Timto se neaktivni bakteriocin stane aktivnim a
mulze byt zacit vylucovan do prostredi (Ray and Daeschel, 1994). Tato posttranslacni
modifikace u lantibiotik zahrnuje i vznik ,neobvyklych® aminokyselin jako jsou lanthionin ¢i
methyllanthionin.

Objasnéna je i genetika nelantibiotickych bakteriocin(i jako jsou plantaricin, pediocin,
sakacin. Existuje podobnost s geny lantibiotik — struktura, transport, regulace téchto gen.
Stejné jako lantibiotika museji byt ribozomalné vzniklé propeptidy nelantibiotik
modifikovany a aktivovany. Pfeména na aktivni formu je nezbytnd pro sekreci a transport
bakteriocinl pres bunécnou membranu.

Vétsina bakteriocinl prvni a druhé tfidy jsou pfes membranu vylucovany specifickymi
ABC transportery. Bakteriociny zavislé na prenosu pomoci ABC transporterl jsou rozdéleny

do dvou skupin:

* Operon = funkéni jednotka DNA prokaryotickych bunék obsahujici nékolik gend, ale funguijici jako jedna
transkripcni jednotka. Spolecna je také regulace transkripce vSech gent z celého operonu.

¢ Transposon = prenositelny element, je to takova rast DNA, ktera dokaze sama sebe premistit do jiného mista
v genomu.
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e bakteriociny s dvojitym glycinovym nosi¢em

e bakteriociny s ostatnimi nosici

Bakteriociny s dvojitym glycinovym nosi¢em jsou prevainé bakteriociny druhé tfidy,
ale patfi sem i nékterd lantibiotika. Jsou vylucovany specialni formou ABC transporterq,
vykazujici specifickou proteolytickou aktivitu, pomoci které stépi dvojity glycinovy nosi¢. Tim
jsou bakteriociny aktivovany. ABC transportery, které vylucuji bakteriociny s ostatnimi nosici,
nevykazuji proteolytickou aktivitu, a proto je nutné odsStépeni nosi¢e pro aktivaci
bakteriocinu. To je provadéno specidlnimi protedzami, prikladem je NisP proteadza pro

aktivaci nisinu (Cleveland et al., 2001).
4.3.4 Poutiiti a uc¢inek bakteriocini ve vyrobé

Vyuziti bakteriocin( je zndmo jiZ dlouho, a to hlavné v mlékdrenském pramyslu, ale i
v primyslu konzervarenském. Pfimy pridavek bakteriocinl miZe byt cestou k novému
zpUsobu konzervace. Prozatim je ucinek bakteriocinli zaméren na gram-pozitivni bakterie.
Bakteriociny se vyskytuji ve vSech fermentovanych potravindch, vznikaji zde cinnosti
startovacich kultur (De Vuyst and Vandamme, 1994).

Od té doby, co jsou bakterie mlé¢ného kvaseni pouzivany jako startovaci kultury ve
fermentovanych vyrobcich, védci zkoumaji moznost pouziti jako startovacich kultur pravé
producenty bakteriocin(. Jde prikladné o Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici a
Enterococcus faecalis. Jejich uc¢innost dokladaji nasledujici pokusy: V roce 1997 se délal
pokus s Manchego syrem. Po naockovani syru kmenem Enterococcus faecalis poklesl pocet
Listeria monocytogenes Sestkrat oproti syru, do kterého Enterococcus faecalis ptridan nebyl.
Druhym prikladem je pokles poctu Listeria monocytogenes v mikrobialné napadeném salamu
poté, co byl tento salam naockovan Lactobacillus plantarum MSC1 (Cleveland et al., 2001).

Pouziti bakteriocin(i spolu s ptisnou sanitaci a dobrou technologickou praxi efektivné
vede k potlaceni Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Clostridium
perfringens, Staphylococcus aureus (De Vuyst and Vandamme, 1994).

Existuje i nékolik patentd na aplikaci bakteriocin v masné vyrobé. Prehled udava

tabulka €. 3.
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Tab. €. 3.: Patenty tykajici se aplikace bakteriocint v masné vyrobé (Cleveland et al., 2001)

Autor

Ndazev patentu

Praktické uziti

Vandenbergh et al.

metoda inhibice bakterii
vyuZitim laktokokalnich

bakteriocin(

inhibice gram-pozitivnich bakterii
Ucinkem bakteriocin(
produkovanych kmenem

Lactococcus lactis

metoda inhibice Listeria
monocytogenes vyuZzitim

bakteriocint

inhibice L. monocytogenes vyuZzitim
bakteriocinu kmene Pediococcus

acidilactici

Boudreaux et al.

slozka pro prodlouzeni
trvanlivosti zpracovaného

masa

uziti bakteriocinu kmene
Pediococcus acidilactici k inhibici
mikrobialniho rlistu a prodlouzeni
trvanlivost v syrovém a

zpracovaném mase

Wilhoit

povrchova Uprava potravin

s antimikrobialnimi slozkami

pouziti bakteriocin( rodd
Streptococcus a Pediococcus
v kombinaci s chelaty proti rodu

Listeria

Collison et al.

poutziti lantibiotik pro
kontrolu kontaminace masa

béhem vyroby a po ni

snizené riziko kontaminace
zpracovanych masnych vyrobka
patogennimi a alimentarnimi
mikroorganismy povrchovou

aplikaci lantibiotik na maso

7 ve

4.3.5 Priklady bakteriocint a jejich tucinky

4.3.5.1 Nisin

Nisin je produkovan kmenem Lactococcus lactis ssp. lactis, inhibuje rUst roda

Clostridium, Streptococcus, Staphylococcus, Lactobacillus, Micrococcus, Bacillus
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v neposledni fadé inhibuje Listeria monocytogenes a Brochothrix Thermosphacta (Brezina a
Pipek, 1997).

V soucasné dobé je jedinym bézné pouzivanym bakteriocinem, a to jiz vic nez padesat
let. Pro efektivni Ucinek nisinu je nutnd urcitd koncentrace jeho davky do potravin. Pro
klobasu boloriského typu se pouziva koncentrace 1000 Ul / ml® k Gsp&$né inhibici & znigeni
Lactobacillus sake a Lactobacillus curvatus. Pro libové hovézi je pak potfebnd koncentrace
400 IU/ml k Gspésnému potlaceni Brochothrix thermosphacta.

Studie se zabyvaly i zkoumdanim chronické, subchronické ¢i akutni toxicity nisinu.
Testy prokdzaly, Ze nisin je pro lidi bezpe¢nou konzervacni latkou, bezpecna denni davka je
2,9 mg na osobu (Cleveland et al., 2001).

Diky tepelné stabilité nisinu v kyselém prostfedi je predpoklad, Zze by mohl byt
pridavan do konzerv uz pred tepelnym osetfenim a tak inhibovat mozny narust spor. Tim by
se napfiklad mohla misto sterilace provést pouze pasterace a timto sniZzenim teploty snizit
naklady na tepelné osetfeni (De Vuyst and Vandamme, 1994).

Na ucinek nisinu md podle Daviese et al. (1999) velky vliv obsah tuku. Bylo zjiSténo, Ze
¢im méné je tuku v masném vyrobku, tim vétsi je aktivita tohoto bakteriocinu.

Studie ukazuji, ze velmi dobrych vysledk(l vykazuje spoluprdce nisinu a kyseliny
mlécné a to dokonce takové, Ze je tato kombinace schopna inhibovat i gram-negativni
mikroorganismy. Efektivni je i nisin jako ¢lanek chladiciho fetézce v inhibici Brochothrix
thermosphacta.

Nisin a syrové maso

Nékteré studie ukazuji, Ze pfimé vyuZiti nisinu na syrové maso neni efektivni. Nisin je
totiz inhibovan glutathionem (ten je vsyrovém mase pritomny) vreakci, kterd je
katalyzovana glutathion S — transferazou. Pravé pfitomnost glutathionu velmi snizuje
pUsobeni nisinu (Cleveland et al., 2001).
4.3.5.2 Pediocin

Pediocin je produkovan rodem Pediococcus, ktery se v masném primyslu pouziva
jako startovaci kultura. Pediociny maji Siroké spektrum ucinnosti proti gram-pozitivnim

mikroorganismim, jako jsou Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, rod

> |U = International Unit = mezinarodni jednotka (m. j.)
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Clostridium, ale i bakterie mlécného kvaseni (i ty mohou pfi vysokém poctu zplsobovat
prilisnym okyselenim zkdzu masa). U¢innost pediocinu dokazuje pokus BFeziny a Pipka, ktefi
testovali pediocin AcH ve vlastnich masokombinatech. Bylo prokdzano, Ze pfitomnost
pediocinu AcH zpomaluje narlist mikroorganismu (zejména omezeni narustu laktobacild) ve
vakuové balenych masnych vyrobcich — parky, platkované mékké salamy. Kromé toho byl
zjistén i vliv na zlepSeni barvy vyrobku a zpomaleni poklesu pH. Ddle byl testovan vliv
koncentrace pediocinu na udrznost vakuové balenych park(. V masokombinatu bylo
nakutrovano dilo jemnych parkud (v davkach 150 kg), kdy byly do receptury pfidany zvysujici
se koncentrace pediocinu. Parky byly tepelné opracovdny a vakuové zabaleny. Z nékolika
probéhlych pokusd vysly najevo nasledujici vysledky: pridavek pediocinu zmirnil nardst
mikroorganismu. Z pokusUl je patrné, Ze bakteriociny tvofi dalsi bariéru, kterd zpomaluje rlst
nékterych mikroorganisma, v daném ptipadé laktobacil(. S rostouci koncentraci bakteriocinu
se jeho ucinek proti nezadoucim mikroorganismim zvySoval. Pfidavky pouZivané v pokusu
vsak presahovaly davky, které by v praxi pfichdzely v uvahu (zejména z ekonomického
hlediska). | tak lze ale z pokusu vyvodit zavér, Ze lze dosdhnout prodlouZeni doby uUchovy
potiebné k distribuci a tim ziskat zaruku, Ze i pfi nevhodném zachazeni s finalnim vyrobkem

nedojde k jeho zkaze (Pipek a Brezina, 1997).
4.3.5.2.1 Pediocin PA-1

Cleveland et al. (2001) uvadi, Ze pediocin PA — 1 je dalSim vdZznym kandidatem na
schvaleni pro poutziti jako konzervaéni latky. Dale dodava, Ze testy provedené na mysich a
kralicich neukdzaly Zadnou imunologickou odpovéd jejich organismu. Je proto vice nez
pravdépodobné, Ze pediocin PA — 1 bude stejné bezpecny jako nisin.
4.3.5.2.2 Pediocin AcH

Ray a Daeschel (1994) uvadéji, ze existuji ¢tyfi kmeny, které dokazi produkovat
pediocin AcH. Jsou to Pediococcus acidilactici H, E, F, a M. Pediocin AcH je velmi
termostabilni bakteriocin, dokdZze ucinkovat pfi mrazirenskych, chladirenskych, ale i pfi
vysokych teplotach. Bylo prokdzano, Ze antibakteridlni ucinek trvd i po vystaveni vyrobku
vysoké teploté. Nejcastéji a nejintenzivnéji je produkovan pfi pH 5,0 pti 37 °C. Jeho aktivita je
narusena az pusobenim proteolytickych enzymu jako je trypsin a chymotrypsin. Pediocin AcH
ma siroké spektrum puUsobeni a to zejména proti gram-pozitivnim kmendm bakterii z rod(
Pediococcus, Leuconostoc, Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Micrococcus, Bacillus,
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Brochothrix, Staphylococcus, Listeria, Clostridium (z rodu Clostridium je uUcinny proti
C. botulinum typu E, avSak ne proti typlm A a B). Je vSak ucinny nejen proti bakteriim, ale
i jejich sporam a to hlavné sporam nékterych kmenu z rodu Bacillus a Clostridium.

Pediocin AcH mUZe byt Ucinny i proti gram-negativnim bakteriim jako Pseudomonas,
Escherichia, Salmonella, Yersinia a Aeromonas, avsak jen za téch podminek, Ze bunky téchto
bakterii jsou subletdlné naruseny mrazirenskymi teplotami, vysokym zahtatim ¢i pisobenim
slabych kyselin.

Mechanismus pUsobeni pediocinu AcH spociva v naruSeni funkce cytoplazmatické
membrany napadené bunky. U nékterych kmenl muze zpUsobit aZz lyzu buriky; samotnad lyza
vsak neni zplisobena pediocinem AcH, ale autolytickymi enzymy napadené bunky, které se
po napadeni aktivuji. Bunécné stény obou druhd, jak rezistentnich, tak senzitivnich, obsahuiji
receptory na adsorpci pediocinu AcH. Pouze u senzitivnich bakterii dojde po navazani
pediocinu AcH na receptory ke vstupu bakteriocinu pres bunécnou sténu a ke kontaktu

s membrdanou, kterd je poté narusSena (Ray and Daeschel, 1994).
4.3.5.2.3 Pediocin PA-1

Pediocin PA — 1 je produkovan kmenem Pediococcus Acidilactici PAC 1.0 (timto
kmenem je produkovan ve vétSim mnoiZstvi) a NRRL B-5627. Jde o velmi termostabilni
bakteriocin, ktery zUstava aktivni i po vystaveni teploté 100 °C. Je odolny ucinku lysozymu,
DNazam, RNazam, Ci fosfolipazam. Inaktivovan muaze byt az plUsobenim protedz, jako je
a-chymotrypsin a papain. Po vystaveni teploté vyssi nez 121 °C ztraci 90 % aktivity. Pediocin
PA — 1 je ucinny vrozmezi pH 4 — 7. Pediocin PA — 1 je uCinnym inhibitorem Listeria
monocytogenes (Ray and Daeschel, 1994).

Pediocin PA —1 a syrové maso

Pediocin PA — 1 (s pediocinem AcH ma stejné poradi aminokyselin) neni zatim
schvalenym aditivem. Studie prokazaly, Ze pediocin PA — 1 md okamzity ucinek na snizeni
poctu nezadoucich mikroorganism(i, a to konkrétné L. monocytogenes a Lactobacillus
curvatus v syrovém mase. Studie byly provadény zejména na kurecim mase, kde se zjistilo, Ze
aktivita pediocinu PA — 1 z(stava zachovana i po uvareni masa. Védci se domnivaji, Ze vyuziti
pediocinu PA — 1 je dobrou nahradou za nisin, ktery je latkami syrového masa inhibovan, a to

i presto, Ze ve srovnani s nisinem ma pediocin PA — 1 mensi ucinek (Cleveland et al., 2001).
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4.3.5.3Enterocin AS —48

Enterocin AS — 48 je produkovan kmenen Enterococcus faecalis subs. Liquefaciens
S — 48. Tento enterocin je vysoce termostabilni, aktivni i pfi teplotach kolem 80 °C a pfi
hodnotach pH 3 — 8. Jiz pfi nizké koncentraci (3 — 4 pug/ml) vykazuje rychlé bakteriolytické
ucinky proti vSem kmenUdm rodu Bacillus, Enterococcus a Streptococcus. Je ucinny i proti radé
gram-negativnich bakterii jako jsou Myxococcus, Rhizobium, E. coli, Salmonella, Shigella a
Pseudomonas. Jako nejucinnéjsi se pak pouziti enterocinu AS — 48 jevi v kombinaci s dalSimi
zakroky bariérového efektu (Fallico et al., 2011). Z provadénych pokus( pouZiti enterocinu
AS — 48 spolu s vybranymi zakroky bariérového efektu vyslo, Ze efektivni se jevi pouZiti
enterocinu AS — 48 spolu s esencialnimi oleji k potlaceni L. monocytogenes. Spolu s tepelnym
oSetfenim je ucinny k potlaceni B. coagulans, s vysokym hydrostatickym tlakem (400MPa) ke
snizeni pocCtu Listeria a Salmonella béhem skladovani (tyka se klobds) a v kombinaci
s pulsnim elektrickym polem k potlaceni Salmonella enterica a Pediococcus Parvulus (Vignolo
et al.,, 2012).
4.3.5.4Sakacin A

Sakacin A je produkovan bakterii Lactococcus sake, podle niz je i pojmenovan. Je to
ucinny inhibitor rlstu Listeria monocytogenes na mase a masnych vyrobcich, dale pUsobi
proti Carnobacterium pisciola, Enterococcus spp., Lactobacillus curvatus, Lactobacillus sake
(Ray and Daeschel, 1994), avsak ne proti Pediococcus, Lactococcus, Leuconostoc. Se
sakacinem byl délan pokus v souvislosti s platkovanym masem. Tento pokus ukazal, Ze zalezi
na daném kmeni Listeria. Na nékteré kmeny sakacin A pUlsobil vice nez na druhé. Béhem
pokusu se neprokazal vliv sakacinu na gram-negativni bakterie. Ani ostatni gram-pozitivni
bakterie jako Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Bacillus cereus a Brochotrix
thermosphacta neukazaly citlivost na sakacin A (De Vuyst and Vandamme, 1994).
4.3.5.5 Carnobacteriocin

Bakteriociny rodu Carnobacterium byly izolované z drlibeziho masa, ryb a vakuové
baleného masa. Jsou dominantni na syrovém mase, které je chladirensky skladovano a
baleno pfi vyssi koncentraci CO, (Pipek a Brezina, 1997). Rod Carnobacterium zahrnuje
nesporotvorné tyCinky vyskytujici se jako parové nebo nékdy jako kratké retizky, které
mohou byt pohyblivé. Ukazalo se, Ze tento rod mulzZe byt uZitecny (pravé pro svou

pfitomnost na syrovém a chladirensky skladovaném mase). Dokazuji to studie zabyvajici se
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vakuové balenym masem - ptitomnost Carnobacterium ucinné inhibuje rdst mezofilnich
patogennich mikroorganismu (De Vuyst and Vandamme, 1994).
4.3.5.6Lacticin 481

Tento bakteriocin je produkovdn Lactococcus lactis subsp. lactis CNRZ 481.
Nejucinnéjsi je pri hodnoté pH 5,5 a byva vyuzivan proti bakteriim mlééného kvaseni a

Clostridium, zpUsobujicich kaZeni potravin (Ray and Daeschel, 1994).
4.3.6 Bakteriociny x antibiotika

Neznalost rozdill mezi bakteriocinem a antibiotikem muze vést k mozné komplikaci

s legislativou. Hlavni rozdily uvadi tabulka €. 4.

Tab. €. 4.: Rozdily mezi antibiotikem a bakteriocinem (Cleveland et al., 2001)

Charakteristika Bakteriociny Antibiotika
Aplikace potravinova klinicka
Syntéza ribosomalni enzymova (sekunddrni metabolit)
Spektrum ucinnosti uzké Siroké
Tvofi imunitu buriky ano ne
Toxicita neobjevena ano

Jediné schvalené pouzivané antibiotikum je natamycin, produkovany Streptomyces
natalensis. (De Vuyst and Vandamme, 1994).

Je produkovan pfi teploté 26 — 30 °C pfi pH 6 — 8. KvUli jeho nizké rozpustnosti se
shlukuje v krystalech, které jsou nasledovné izolovany extrakci po oddéleni biomasy.
Natamycin vykazuje antagonistické ucinky proti kvasinkam a plisnim, je proto pouzivan jako
prevence jejich rdstu na povrchu jogurtl, syrG a klobas. Proti bakteriim nevykazuje zadny
ucinek. Je nejstabilnéjsi ve formé prasku, pokud je skladovan pfi pokojové teploté o nizké
vlhkosti. Je malo rozpustny ve vodé, coz je jeho vyhoda pfi aplikaci na povrch potraviny — ma
tendence zlstat na povrchu vyrobku, kde je ho potfeba a nedochazi k jeho migraci dovnitt
vyrobku. Nejaktivnéjsi je pfi pH 4,5 — 9, Gcéinny je pfi koncentraci 1 — 10 pug/ml. Mechanismus

plUsobeni natamycinu zavisi na interakci s ergosterolem, nezbytnou latkou bunék plisni a

26




kvasinek. Dfive bylo uvadéno, ze plisobenim natamycinu se zvySuje permeabilita membrany
bunék a dochazi k vyplavovani bunécného obsahu. Nejnovéjsi studie vSak prokazuji, Ze nejde
ani tak o zvySovani permeability, ale Ze plsobenim natamycinu dochazi k zabranéni rlstu
napadené buriky, kli¢eni spor a k inhibici enzymové aktivity membran. PouzZiti v potravinach

znazornuje tabulka ¢. 5 (Broughton-Delves and Weber, 2011).

Tab. €. 5.: Aplikace natamycinu v potravinach (Broughton-Delves and Weber, 2011)

Vyrobek Metoda aplikace PouZité mnoistvi (ug/g)

oSetreni povrchu

Fermentované klobasy | sprejovanim nebo 1250 - 2000
ponofrenim
Jogurt pfima aplikace do hmoty | 5-10

oSetfeni povrchu

sprejovanim nebo
Polotvrdy/tvrdy syr 1250 - 2000
ponofrenim, popf. pfima

aplikace

4.3.7 Vyuziti bakteriocinti jako soucasti prekazkového efektu

Pro ucinnost bakteriocinli jsou nutné vhodné podminky. Pfikladem je nisin, ktery je
228 krat rozpustnéjsi pfi pH 2 neZ pfi pH 8. Bakteriociny maji mozZnost pouziti zejména ve
spoluprdci s bariérovym efektem, kdy se jednotlivé konzervacéni zakroky mezi sebou zesiluji
(Cleveland et al., 2001). Priklady pouziti bakteriocin( a jejich zesileny ucinek v kombinaci se

zakroky prekazkového efektu uvadi tabulka €. 6.
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Tab. €. 6.: Pfiklady pouZiti bakteriocin( jako soucasti prekazkového efektu (Cleveland

et al., 2001)

Bakteriocin

+ Ostatni faktory

Ucinek

Nisin

COo2

ucinek proti nisin — rezistentnimu

kmeni L. monocytogenes

PEF (pulsni elektrické pole)

PEF zvySuje permeabilitu bunééné
membrany, takZe hydrofobni ¢ast
nisinu muze rychleji tvofit pory a
rychleji zplsobit vytok
vnitrobunééného obsahu napadené
buriky. Nejucinnéjsi je tato

kombinace proti L. monocytogenes

EDTA (kyselina

ethylendiamintetraoctova)

EDTA narusi vnéjsi membran a
umozni tak penetraci nisinu. Kontrola
rastu gram-negativnich patogent,

jako E. coli, ¢i Salmonella

sacharéza, estery mastnych kyselin

inhibice L. monocytogenes, B. cereus,
Lactob. plantarum, Staphylococcus

aureus

baleni s modifikovanou atmosférou

prevence rlstu L. monocytogenes

Nisin A

N2, CO2, nizka teplota

inhibice rdstu L. monocytogenes

laktoperoxidaza, nizka teplota

redukce poctu L. monocytogenes

vapenaty alginatovy gel

v gelu imobilizovany nisin je Iépe
dopravitelny na misto urceni nez
nisin samotny, v této kombinace ma
zvySenou ucinnost proti B.

thermosphacta
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Bakteriocin + Ostatni faktory Ucinek

tato kombinace inhibuje rlst L.

diacetat sodny monocytogenes za snizené, ale i
Pediocin AcH pokojové teploty

hydrostaticky tlak (345 MPa), snizeni zivotaschopnosti S. aureus, L.

vysoka teplota (50 °C) monocytogenes, E. coli

4.4 Nevyhody ¢i komplikace vyuziti ochrannych kultur

Rod Lactobacillus za chladirenskych teplot svou metabolickou cinnosti brani
proteolytickému rozkladu bilkovin neZadoucimi mikroorganismy, avSak samy mohou
zpUsobit senzorické chyby jako nakyslou chut, tvorbu slizu, plynu nebo zezelenani (konkrétné
zezelenani je vysledkem pUsobeni L. Viridescens (Goérner a Valik, 2004).

Rod Enterococcus muze dekarboxylovat tyrosin na biogenni amin tyramin (Gorner a
Valik, 2004).

V pfipadé nové objevené a pouzivané konzervacni latky je kritickym bodem zajisténi
jejiho dlouhodobého plisobeni. V konkrétnim pripadé bakteriocinli mGze byt problém vznik
bakteriocin — rezistentnich bakterialnich forem. Je znama rezistence bakterii na antibiotika.
Tato rezistence je genetickd a mulzZe tak byt preddvana nasledujicim populacim. Vznik
rezistence na bakteriociny vSak neni geneticky, ale souvisi s fyziologickou zménou bunééné
membrany moZiné napadené bunky. Konkrétné dochazi ke zménam ve sloZeni bunécné
stény. Nékteré jiz modifikované formy také dokazi produkovat enzym nisindzu, ktery
degraduje nisin. Existuje i rezistentni forma L. monocytogenes, ktera vykazuje urcitou

odolnost proti pediocinu PA — 1 (Cleveland et al., 2001).

4.5 Metody konzervace a s tim spojena mikrobialni ¢innost

4.5.1 Vakuové balené maso

Na povrchu masa, které je chladirensky skladovano, se pfirozené mulze vyskytovat
psychrotrofni gram-negativni mikrofléra, predevsim lipolyticka a proteolyticka bakterie rodu

Pseudomonas. Z ostatnich gram-negativnich bakterii zde nalezneme rody Citrobacter,
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Serratia ¢i gram-pozitivni rody Micrococcus, Staphylococcus a Bacillus ¢i Brochothrix
thermosphacta (tato bakterie je mikroaerofilni, vyznacuje se lipolytickou aktivitou pfi +1 °C).
Fenoménem dnesni doby je prodej nafezanych masnych vyrobk(, vakuové balenych.
ZvétSeni povrchu ma obrovsky vliv na mozny vzrlist poctu nezddoucich mikroorganismu.
Bakterie se rychleji mnozi a urychluje se kazeni masa. Béhem fezdni je Casté riziko
rekontaminace (Gorner a Valik, 2004). Takto kontaminované maso, uz vakuové zabalené, je
pak chladirensky skladovdno. V chladném anaerobnim se vyskytuje psychrotrofni mikrofldra
(gram-pozitivni bakterie mlééného kvaseni jako lactobacily, leukonostasy a carnobakteria),
dale Clostridium laramie, zminénd Brochothrix thermosphacta, avSak muUZe zde rUst i
podminéné patogenni Listeria monocytogenes, ktera je pfibuzna pravé bakteriim mlécného
kvaseni. Je pravda, Ze pfitomnost bakterii mlééného kvaSeni do jisté miry prodluzuje
udrznost vyrobku ve vakuové baleném mase pfi chladirenskych teplotach, je zde vsak riziko,
Ze se maso postupné zacne kazit v dasledku okyseleni nebo vedlejSich metabolitl pravé
bakterii mlécného kvaseni. V masném primyslu se ukazuji jako ucinné bakterie rodu
Pediococcus. Jejich bakteriociny, pediociny, maji tendenci (pro svou Sirokospektralni
ucinnost) inhibovat rast vegetativnich bunék a kli¢eni spor klostridii ve vakuové baleném

mase, které je chladirensky skladovano (Bfezina a Pipek 1997).
4.5.2 Solené masné produkty

Pro konzervaci a vyrobu vétSiny masnych produktl typu Sunka, fermentovanych
uzenin, varenych nebo k vareni uréenych vyrobk( se jako solici médium pouZiva dusitanova
solici smés (smés NaCl + dusitan). Maso se soli bud’ suchou (vtirani), anebo mokrou cestou
(naloZeni do laku, vstfikovanim laku dutymi jehlami do svaloviny). Co se Ucinku soleni tyka,
ocekdava se vysledek stabilizace barvy, vytvoreni typické chutnosti, tvorby aromatu, ddrznost
textury a celkova udrznost vyrobku pred mikrobidlni kontaminaci. Toho se da dosahnout pfi
spole¢ném plsobeni NaCl, dusitanu, vlastnimi enzymy masa a mikroflérou v ldku. Tu tvofi

zejména rody Micrococcus, Staphylococcus, Lactobacillus, Lactococcus.
4.5.3 Fermentované masné produkty

Vyroba fermentovanych vyrobku se lisi v zavislosti na druhu vyrobku. Obecné feceno,
na zacatku je nejdllezitéjsi kvalitni vyzralé maso (do mélnénych vyrobkl se vétsinou pridava
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pfedem zmrazené nebo alesponn namrazené), které se namélni (za soucasného pridani
fermentovatelnych sacharidd, solici smési, kofeni a startovacich kultur) tak, aby pozdéji na
fezu vznikla poZzadovana mozaika (Gorner a Valik, 2004). Po promichani se dilo pIni do obalt
(zaleZi na typu vyrobku, obaly vSak musi byt propustné pro vodu a plyny), vyrobek se odvési
a udi. Uzeni probihd zaroven s procesem zrani, po zrani se vyrobek susi. NejduleZitéjsi fazi
celého procesu je zmifiované zrani neboli fermentace. BE€hem zrani dochazi k odbouravani a
pfeménovani jednotlivych sloZek dila (sacharidd, bilkovin a tukud), ale hlavné dochazi
k pomnozeni uslechtilé mikrofléry, kterd ma vliv na technologické vlastnosti, organoleptické

vlastnosti, ale i na zdravi konzumenta — ve formé probiotickych ucinka (Pipek, 2008).

4.5.3.1 Mikrofléra fermentovanych masnych vyrobkd

Zastoupeni a ¢etnost jednotlivych druh( mikroorganismU zavisi na pH, aktivité vody,
mnozstvi sacharidi a teploté. Kratce po namichani dila saldmu si konkuruji hnilobné
(proteolytické) bakterie a bakterie mlécného kvaseni. Zpocatku jsou mikroorganismy
rozptyleny velmi nepravidelné, vtzv. hnizdech. Dilem tedy neprostupuji celé
mikroorganismy, ale pouze jejich metabolity. Rozkladem sacharidd postupné dochazi
k tvorbé kyseliny mlé¢né a tim k poklesu pH. SniZeni pH patfi mezi rozhodujici proces.
Snizenim pH dochazi ke zvySeni udrznosti (i kdyz nékdy jen docasnému), stabilizaci barvy a
vytvoreni textury a vzniku typické chuti a aroma. Co se tyce fermentovanych saldmu, pokles
pH jiz na 5,3 je dostatecné k potlaceni Salmonella typhimurium a Staphylococcus aureus.
K omezeni jejich rlstu dochazi ¢asem v prabéhu suseni (zvysuje se osmoticky tlak, klesa
aktivita vody). Poté v dile z(stavaji jiz jen halotolerantni a lipolytické mikroorganismy. Tim
dochazi k omezeni Stépeni sacharidl a zvysSuje se rozklad lipidi a bilkovin, postupné se
vytvari typické aroma. Aby se zajistil spravny prabéh zrani, pfidavaji se do dila tzv. startovaci
kultury. Jsou to mikroorganismy, které maji zadouci fyziologické vlastnosti (tzv. kulturni
mikrofléra), dokdzi zajistit pfeménu sacharidd na organické kyseliny (srovnani rychlosti
poklesu pH pfti zrani vyrobku v zavislosti na pritomnosti nebo nepfitomnosti startovacich
kultur zndzornuje obrdzek €. 2), redukci dusicnant na dusitany a Stépeni lipidQ. Startovaci
kultury jsou do jisté miry antagonisté hnilobné mikrofléry, nesméji byt patogenni a musi mit
prislusnou biochemickou aktivitu (Pipek, 2008).

Efektivni je vyuZiti Pediococcus acidilactici PAC 1.0 jako soucasti startovaci kultury pro

inhibici rastu Listeria monocytogenes béhem fermentace klobas. Pokusy dokazuji, zZe
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pediocin PA — 1 (produkovany startovaci kulturou) spolu s u¢inkem kyselin, pH < 4,9 a
suenim velmi ovliviiuje pokles Listeria monocytogenes ve finalnim vyrobku. Uroveri poklesu

odpovidd urovni produkce pediocinu PA — 1 (Ray and Daeschel, 1994).

Obr. €. 2.: Priibéh pH béhem zrani salamu poli¢an (bez startovacich kultur) a herkules
(startovaci kultury laktobacily) podle klasické technologie (Pipek, 2008)
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4.5.3.2 Startovaci kultury

4,5.3.2.1 Slozeni

- Bakterie mlé¢ného kvaseni
e Laktobacily (Lactobacillus plantarum, L. brevis, L. fermenti, L. alimentarius, L. sake, L.
curvatus)
e Streptokoky
o Laktokoky

- Pediokoky (Pediococcus acidilactici, P. pentosaceum, P. cerevisiae)
- Celed Micrococcaceae
o Stafylokoky (Staphylococcus carnosus, S. simulans, S. xylosus)
e Mikrokoky (Micrococcus varians, M. aurantiacus, M. specialis, M. caseolyticus

(Pipek, 2008)

4.5.3.2.2 Rozvoj

Na pocatku je pocet bakterii mlé¢ného kvaSeni nizky. Pro zajisténi vhodnych
podminek pro rist je nutny pridavek soli a nedostatek kysliku. Mikrokoky jsou na rozdil od
laktobacilli halotolerantni, coz znamend, Ze mohou rlst i pfi nizké aktivité vody a za
pfitomnosti soli, avSak ke svému rlstu potrebuji kyslik. Produkuji katalazu. Ta odbourava
peroxid vodiku, a tim chrani barvu saldmu a tuk pfed oxidaci vzdusnym kyslikem. Ddle jsou
dllezité pro redukci dusiénand na dusitany a pfispivaji tvorbé aromatu svou schopnosti
lipolyzy.
4.5.3.2.3 Zmeény v dile

Diky ¢innosti startovacich kultur dochazi ke zméné téchto slozek dila:
Sacharidy: Jako substrat pro mikroorganismy se pouZivaji monosacharidy (glukdza),
oligosacharidy (sachardza, laktéza) i polysacharidy (modifikovany Skrob, dextriny). Jejich
Stépenim vznika hlavné kyselina mlécnd, avsak ucinkem nékterych heterofermentativnich
bakterii i dal$i organické kyseliny (jantarovd, mravenci, propionova) a alkohol. Pfitomnosti
kyselin dojde k poklesu pH, coz ma nepfiznivy vliv na rdst hnilobnych bakterii, které nizké pH

netoleruji.
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Bilkoviny: Béhem zrani jsou bilkoviny ¢innosti mikrobialnich protedz stépeny. Tim stoupa
obsah oligopeptidl a volnych aminokyselin, které tak mohou byt dale preménovany na
tékavé organické kyseliny a aldehydy, cozZ pfispiva k tvorbé aroma. Vznik amoniaku a amind
zajisti v dalSich fazich vyroby vzrGst pH v pozdéjSich fazich zrani a suSeni. Vlivem
mikroorganismd dochazi i k denaturaci bilkovin, kterd je dulezitd pro vytvoreni spravné
textury vyrobku (béhem denaturace bilkoviny zméni orientaci funkénich skupin bilkovin a tim

dojde k vytvoreni intermolekularnich vazeb) (Pipek, 2008).
453.2.4 Pozadavky na startovaci kultury

Pozadované vlastnosti pro startovaci kultury vyuZitelné v praxi v masné vyrobé prvné
popsal Deibel v roce 1974 a jsou doted platné:

e Mikroorganismy musi byt halotolerantni a nitritotolerantni (> 6 % NaCl, > 100 mg
NO, /kg)

e Musi rust v teplotnim rozmezi 27 — 43 °C (i nizSich teplotach)

e Nesmi produkovat nezadouci Stépné produkty rozkladu bilkovin, které by mohly
negativné ovlivnit senzorické vlastnosti findlniho vyrobku

e Mikroorganismy nesmi byt patogenni Ci jinak zdravotné zavadné pro konzumenta,
bakterie mlé¢ného kvaseni musi byt homofermentativni, aby nedoslo k tvorbé plynu
Ci jinych nezadoucich metabolit(

e Kultury by nemély byt ani proteolytické, ani lipolytické, pokud to finalni vyrobek

pfimo nevyzaduje

Podle Vandamma a De Vuysta (1994) je aplikace odpovidajicich startovacich kultur
dllezita jak pro konzervaci potravin, tak pro stfevni profylaxi. Pro pouziti in situ je dllezité:
e Dostupnost kmend, které vykazuji antagonistickou antimikrobidlni aktivitu
e Dostupnost kultur, které budou halotolerantni, geneticky stabilni, schopné rychlé
produkce odpovidajicich antimikrobialnich |atek v takovych environmentalnich
podminkach, které jsou optimalni pro primyslovou vyrobu nebo vyrobu in situ

e ZvySena produkce zadoucich antimikrobidlnich latek
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e Dostupnost komeréné pouzitelnych rozsahlych isticich metod®

e Provadéni toxikologickych studii produkovanych antimikrobialnich latek
4.6 Legislativa pridatnych latek

Do prlimyslové vyrdbénych potravin se ztechnologického dlivodu béiné pridavaji
latky, které prodluZuji trvanlivost potravin, zvyraziuji nebo obnovuji barvu potravin, zvysuji
¢i reguluji kyselost a zahustovaci vlastnosti, pfipadné dodavaji potravinam sladkou chut.
Potravinarské pridatné latky jsou latky, které se béiné nekonzumuji jako potraviny, ale
zamérné se pridavaji do potravin pro technologické ucely jako je napf. konzervace potravin

(BureSova a Pavelkova, 2011).
4.6.1 Mezinarodni normy

Codex Alimentarius a organizace WHO/FAO vypracovaly vSeobecnou normu pro
potravinova aditiva, tzv. General Standards on Food Additives (GSFA). U¢elem této normy je
vypracovani a harmonizace mezinarodnich pravidel tykajicich se aditiv a pouZitelnych v ramci
svétového obchodu s potravinami. V GSFA jsou zahrnuta pouze aditiva prezkoumand JECFA
(Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives). Aditiva maji svij Mezinarodni Ciselny
systém INS (International Numbering System), ktery je analogicky se systémem E-Ciselnych

kodl zavedenych v zemich EU (BureSova a Pavelkova, 2011).
4.6.2 Pravni ramec EU a CR

Pfi vyrobé potravin lze pouzivat pouze pridatné latky, které byly schvaleny postupem
podle nafizeni (ES) ¢. 1331/2008 a které stanovuje jednotny postup pro posuzovani a
povolovani potravinafskych pridatnych latek, potravinarskych enzymd a potravinarskych
aromat a které jsou uvedeny na seznamech potravinarskych pfidatnych latek Unie v pfiloze Il
a v priloze Il nafizeni (ES) ¢. 1333/2008 o potravinarskych pridatnych latkach (Pavelkova,
2012). To upravuje relevantni definice, obecnd pravidla a konkrétni podminky pro pouziti

pridatnych latek a pozadavky na oznacovani. Seznam pfridatnych latek povolenych starymi

® Pro nefermentované vyrobky je vyhodnéjsi poutziti o¢isténého bakteridlniho materidlu (purifikovaného) bez
bunéénych stén z hlediska minimalizace zmén textury, chuti nebo viné.
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smérnicemi byl pfeveden nafizenim (EU) ¢. 1129/2011 a nafizenim (EU) ¢. 1130/2011 do
prilohy Il a prilohy Il nafizeni (ES) ¢. 1333/2008 (Buresova a Pavelkova, 2011).

4.6.2.1Nafizeni (EU) ¢. 1129/2011

Méni prilohu Il nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008
vytvofenim seznamu potravinafskych pridatnych latek Unie. Pfiloha Il nafizeni (ES)
¢. 1333/2008 ve znéni nafizeni (EU) ¢. 1129/2011 se pouZzije od 1. ¢ervna 2013. Potraviny,
které byly uvedeny na trh pred 1. ¢ervnem 2013 v souladu s dosavadnimi pravnimi predpisy
(tj. vyhlaska ¢. 4/2008 Sb. kterou se stanovi druhy a podminky pouziti pfidatnych latek a
extrakénich rozpoustédel pfi vyrobé potravin), ale které nejsou v souladu s nafizenim (EU)
¢.1129/2011, mohou byt na trh nadéle uvadény do konce doby minimalni trvanlivosti nebo

data spotreby.

Kyselina mlécna

e (Oznaceni E 270

e PouZiteIné mnozstvi: quantum satis

Mlécnan sodny

e Oznaceni E 325
e Pouzitelné mnoizstvi: quantum satis

e Pouze balené polotovary z ¢erstvé mletého masa

MIlécnan draselny

e OznaceniE 326
e Pouzitelné mnozstvi: quantum satis

e Pouze balené polotovary z ¢erstvé mletého masa

Stearoyl-2-mlécnan sodny

e OznaceniE 481
e Maximalni pouZitelné mnozstvi: 4000 mg/kg

e Pouze masové konzervy ze sekaného a krajeného masa
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Stearoyl-2mlécnan vapenaty

e Oznaceni E 482
e Maximalni pouZitelné mnozZstvi: 4000 mg/kg

e Pouze masové konzervy ze sekaného a krajeného masa

Natamycin
e Oznaceni E 235

e Pouzitelné mnoZstvi: 1mg/kg

e Pouze povrchové osetfeni uzenin konzervovanych susenim

e OznaceniE 234

e PouZitelné mnoiZstvi: 10 mg/kg u syru mascarpone ((EU) ¢. 1129/2011)

4.6.2.2 Nafizeni (EU) ¢. 1130/2011

Méni pfilohu Il nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008
o potravinarskych pfidatnych latkach zavedenim seznamu potravinarskych pridatnych latek
Unie schvalenych pro pouZiti v potravinarskych pridatnych latkach, potravinafskych

enzymech, potravinarskych aromatech a Zivinach (Pavelkovd, 2012).
4.6.3 Podminky pouziti pridatnych latek

Pouziti pridatnych latek pfi vyrobé potravin je platnymi pravnimi predpisy velmi
dikladné regulovano. Pri vyrobé potravin lIze pouzit pouze pridatné latky, které byly pro
pouziti v potravindch EU schvaleny pfislusSnymi pravnimi pfedpisy. Zafazeni pridatné latky na
seznam povolenych aditiv vidy predchdzi posouzeni bezpecnosti.

Nafizenim (ES) €. 1333/2008 o potravinafskych pfidatnych latkdch rovnéz stanovuje
zakladni podminky, které musi byt splnény, aby bylo moZné zahrnout potravinafskou
pridatnou latku do seznamu latek povolenych v EU. Pouziti pridatné latky mGze byt povoleno
pouze tehdy, pokud jsou splnény nize uvedené podminky:

. pouziti pfidatné latky nepfedstavuje Zadné zdravotni riziko pro spotrebitele,
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. existuje odlivodnénad technologicka potfeba pouZiti pridatné latky,

. pouziti potravinarské pridatné latky neuvadi spotrebitele v omyl (napf. s ohledem na
Cerstvost, jakost pouzitych slozek, pfirozenosti produktu),

. pridatna latka musi poskytovat vyhody a prinos pro spotrebitele (napf. zachovani
vyzivové jakosti potraviny, zlepSeni schopnosti potraviny zachovat si jakost nebo

stabilitu, zlepsSeni organoleptickych vlastnosti).
4.6.4 Oznacovani pridatnych latek

Pritomnost pfidatnych latek, které byly v potraviné pouzity, musi byt uvedena na
obale. Pfitomnost pridatné latky se na obale oznacuje tak, Ze se uvede nazev nebo Ciselny
kéd E, ktery se skladd z pismena E a trojmistného &isla. Ciselny kéd E je oznageni pouZivané
pro identifikaci pfidatné latky v EU. Pridéleni Ciselného kédu E znamend, Ze aditivni latka

prosla posouzenim bezpecnosti a byla povolena v EU.
4.6.5 Pozadavky na Cistotu pridatnych latek

Pozadavky na Cistotu pridatnych latek (tedy i v€etné konzervacnich) jsou upraveny
nize uvedenym predpisem:
. smérnice 2008/84/ES, kterou se stanovi specifickd kritéria pro Cistotu

potravinarskych pridatnych latek jinych neZz barviva a nahradni sladidla
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5 Zaver

Mezi nejstarSi metody konzervace potravin patfi fermentace. Mikrobidlni ¢innost,
ktera je jeji podstatou, je jiz dlouho znama a vyborné popsdna. V soucasné dobé rostou
naroky spotrebitele na kvalitu potravin a pfirodni plivod konzervacnich latek. Bakteriociny se
zdaji byt vhodnym kandidatem, nebot vznikaji pfirozenym pUsobenim bakterii v prabéhu
fermentace. Efektivita bakteriocin(, pouZitych jako konzervantd, je jiz zndma. Ackoli je nisin
jedinym purifikovanym bakteriocinem, ktery je komeréné vyuzivan, existuji i jiné bakteriociny
(pF. pediocin, enterocin), které jiz maji své uplatnéni v potravinarském primyslu. Materidly
uvedené v této praci dokazuji, Ze vSechny dosud testované a pouzivané antimikrobialni latky
jsou ucinné a pro ¢lovéka bezpecné. Cesta ke schvdleni dalSich bakteriocinl pro poufZiti jako
konzervacni latky je dlouha. Asi nejvétsi prekazkou je samotnad izolace bakteriocinu. Vyrobce
musi bakteriocin ,purifikovat”, tzn. zbavit mikrobidlniho materidlu, aby po pfidani do
potraviny nepresahl povolené normy pro celkovy pocet mikroorganismu. Dale musi vyrobce
dokdzat, Ze latka ma ve vyrobku technologické opodstatnéni a Ze je zdravotné nezdvadna.
Soucasné studie ukazuji, Ze dva nejdiskutovanéjsi bakteriociny, pediocin PA — 1 a enterocin
AS — 48 tyto podminky splfuji. D4 se tedy fici, Ze by se bakteriociny mohly v budoucnu

uplatrfiovat v konzervarenského pramyslu ve vétsi mire, nez jsou uzivany dnes.
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