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Vyuziti biologicky aktivnich litek z rostlin pro prodlouZeni uchovy

bezinkového sirupu

Souhrn

Cilem této prace bylo najit biologicky aktivni latky s antimikrobidlni aktivitou
vhodné pro pouziti jako pfirodnich konzervantli u bylinnych sirupi. Jelikoz silice jsou
mezi piirodnimi latkami zndmé pro svou anitimikrobidlni aktivitu, byly vybréany silice

tymianu, vonatky citronové a hiebicku. Testovany byly na bezinkovém sirupu.

Jednim z divodi vybéru tohoto tématu bylo i potencidlni praktické vyuziti v soukromé

malovyrobé¢ a tedy inovace technologického postupu.

Do vyrobeného sirupu byla vmichéna emulgovana silice. Po dobu 14 dnil byl sledovan
vliv silice na pocet mikroorganismd, jejichZ pocet byl stanovovan kapkovou metodou.
Kultivace mikroorganismti byla provadéna pti teplot¢ 22 °C, vzhledem k bézné
oc¢ekavanym skladovacim podminkam pro tyto produkty, vzdy po sedmi a nasledné
¢trnécti dnech. Nasledné byl vypocitan celkovy pocet narostlych kolonii a ten pfepocitan

na logaritmus vSech kolonie tvoficich jednotek.

U htebickové silice byl zjistén signifikantni rozdil mezi kontrolnim vzorkem
a aplikaci silice ve vSech koncentracich a zaroven byla pro tuto silici zjiSténa 1 statisticky
vyznamna zavislost na vysi koncentrace. Stejné tak byl vyznamny rozdil mezi kontrolnim
vzorkem a sirupem oSetfenym silici prokazan u vonatky citronové a tymianu, ovSem
u tymianu se neprokéazala zavislost na vysi koncentrace. Silice je v sirupech mozZné vyuZit
jako pfirodni konzervanty, protoze vynikaji nejen svoji anitimikrobialni schopnosti, ale

také jejich cenovou dostupnosti a snadnou technologii aplikace.

Kli¢ova slova: bezinka, antimikrobialni latky, konzervace, sirup, silice



The application of plant-derived biologically active substances for shelf-life

improvement of elderflower syrup

Summary

The aim of this thesis was to find biologically active substances that would be

suitable as natural conservatives for herbal sirups, in our case elderflower sirup.

Because esential oils are among biologically active substances well known for
their antimicrobial aktivity we chose thyme, lemongrass and clove bud essencial oils to

be tested on the eldeerflower sirup.

Potencial use in a private small scale production was one of the reasons for this

particular topic and therefore its technological inovation.

The emulgated essential oil was mixed with the sirup and observed for 14 days
for the colonies forming units (CFU) which was determined by the drop plate technique.
Cultivation was done at a room temperature 22° C as its expected by the consumer that
sirups may be stored this way. After the cultivation the numbers of colony forming units

were counted and turned into a logaritmic value.

Clove essential oil proved a significant difference between control specimen and
the essential oil preserved specimen. Statistically remarkable corelation was found also
between different concentrations. As well as clove, lemongrass essencial oils proved
certain antimicrobiologial activity also with statistical significance. Thyme essential oil
proved antimicrobiological activity as well only with no significant difference between

concentrations.

Essential oils are suitable as natural conservatives for not only their proven

antimicrobiological activity but also low price and easy application.

Keywords: elderflower, antimicrobials, preservation, sirup, essential oil
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1 Uvod

Dnesni doba klade vysoké ndroky na skladovatelnost vSech potravinaiskych
produktl véetn¢é uchovani jejich ptivodnich charakteristik a celoro¢ni dostupnost. Neni
snadné v nékterych ptipadech zajistit, aby si potravina uchovala potfebné aroma,
strukturu, barvu a jiné organoleptické vlastnosti a zaroven zlstala potravinou bezpec¢nou,

tedy neohrozujici lidské zdravi.

Vedle téchto pozadavkl se také zvySuje poptavka spotiebitele po prirodnich
konzervantech a co nejSetrnéjSim zpracovani surovin. To klade na vyrobce vysoké

technologické naroky a tak je stle tieba pfichazet s novymi feSenimi téchto pozadavkd.

Sekundarni metabolity rostlin, v naSem ptipadé silice, jsou jednim ze zdroju
biologicky aktivnich latek prokazatelné plisobicich proti nezadoucim mikroorganismim
v potravinach. Tyto latky jsou podrobovany mnoha védeckym vyzkumim zabyvajicim
se jejich konzerva¢nimi G€inky a ukazuje se, Ze jejich vyuziti je aplikovatelné v mnoha

odvétvich potravinaiského prumyslu.

Tato prace se zamétuje na konzervaci bezinkového sirupu, jakozto materialu casto
podléhajicimu fermentativnimu kaZeni rliznymi druhy kvasinek, pfipadné vybranymi
plisnémi a bakteriemi. Vybér materidlu souvisi s potencidlnim vyuZitim ve vlastni
malovyrobég, kterd je velice zdvisla 1 na ekonomickém zhodnoceni konzervacnich
procest. Jelikoz silice jsou dnes relativné levnou komoditou, je jejich vyuziti
v konzervaci nealkoholickych néapojii velice Zadouci, pfedevSim také protoZze mohou

Casto 1 zlepSovat chutové vlastnosti napoje.

Byly vybrany tfi bézné dostupné silice, u kterych byl pfedpoklddany antimikrobidlni
ucinek pro co nejSirsi spektrum mikroorganisml. V praxi se Casto setkavame s velice
pestrou Skalou mikroorganismt, proti nimz se ¢asto neni mozné branit separatné. Proto
je tieba najit takovou kombinaci antimikrobidlnich ptipravki, které piisobi na co mozna

nejvice z nich najednou.
Cilova skupina zakazniki bézné kupujicich bylinné sirupy je velice citlivd na
pouzivani umélych konzervantli a proto je tfeba v radmci prodlouzeni skladovatelnosti

téchto produkti nabidnout alternativu, kterd bude pfijatelnd i pro takto vyhranéného

spotiebitele.
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2 Cil prace

Cilem této prace je nalezeni biologicky aktivnich latek, konkrétné silic, které
prodluzuji trvanlivost bezinkového sirupu. Jedna se o snahu zabranit ristu nezddoucich
mikroorganismil v sirupu, za ic¢elem prodlouzeni jeho skladovatelnosti. Vyuziti silic bylo
zvoleno z ditvodu hledani alternativnich metod konzervace, které by umoznily bylinné

sirupy vyrabét za studena a tak zachovat v sirupu mnoho cennych aromatickych latek.
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3 Literarni reSerse

3.1 Sirupy a napoje s vysokym obsahem cukru

Sirupy jsou zakladem pro vyrobu mnoha napoji. Jejich produkce obvykle probiha
ptipravou extraktd (Niir board of consultants & engineers, 2016) a to bud’ lisovanim
zralého ovoce, nebo louhovanim jinych ¢asti rostlin, jako jsou napiiklad kvéty, listy,
pfipadné koteny. Vznikaji ovocné $tavy nebo maceraty, které se nasledné svaruji

s cukrem, pfibarvuji, nebo aromatizuji (Burda, 2013).

Sirupy se obvykle pfipravuji za pomoci cukernych roztok o hodnotach 70-75°
Brix. Aby se zabranilo jejich krystalizaci, mohou byt invertovany pomoci lehkého zahtati
a pfidanim malého mnozstvi kyseliny citronové (Niir board of consultants & engineers,

2016).

Ze sirupl se Casto fedénim vyrabé&ji limonady. Slovo limonada pochazi z doby,
kdy se limonada ptivodn¢ piipravovala pouze z cukru a citront (z anglického lemon),
ovSem v dnesni dobé¢ pieslo toto oznaceni i mezi ostatni podobné nealkoholické napoje,
mnohdy na bazi velice odliSnych surovin. Limonady se vyznacuji naptiklad nizkym pH,
nizkym obsahem zivin (Burda, 2013) a jsou obvykle konzumovany v letnich mésicich

(Gorner, 2004).

3.2 Sladidla

Pouziti sacharidovych sladidel ke konzervaci potravin je béZnou praxi jiz od
8. stoleti pred nasim letopoctem a to pfedevSim v névaznosti na konzervaci medem,
jakoZto nejdostupnéjSim zdrojem tekutého cukru. Vyndlez krystalického cukru tak, jak
ho zndme dnes (sachardzy) se datuje az do obdobi zhruba 5. stoleti naseho letopoctu. Jako
nahrazka medu piedstavoval cukr velice piijatelnou a pfedevSim o mnoho levnéjsi
alternativu. Vyuziti cukru jako konzervantu bylo nésledné¢ kombinovano s dalSimi
ingrediencemi, jako je pravé ovoce, bylinné maceraty, nebo naptiklad ve smési s moukou

(vznik perniku) (Maccinis, 2002).

Sladidla na bazi sacharida stale pfedstavuji nejvétsi podil sladidel na globalnim
trhu s ndpoji a tak se neustale objevuji nové zdroje, ze kterych je tyto sacharidy mozné
Cerpat. Jednim z nich je naptiklad kukuficny sirup s vysokym obsahem fruktozy. Ten

pfevazuje v sycenych napojich zejména ve Spojenych statech americkych. V Evropé je
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pouzivani HFGS (high-fructose-glucose syrup) omezovano produkénimi kvotami. Z toho
divodu se ¢asto pouzivaji spise Cisté glukdzové, sachardézové nebo pouze fruktéozové

sirupy (Ashurst 2005).

Mezi vyznamné vlastnosti cukri patfi jeho schopnost pfirozené¢ konzervovat.
Mechanismus tohoto procesu je ve své podstaté velice jednoduchy, protoze zavisi na
obycejném snizovani aktivity vody. Dehydrataci produktu se tak docili zvySovani
osmotického tlaku, ktery je pro spoustu mikroorganismu, jako prostiedi pro Zzivot,
nevhodnym. Proto zna¢na ¢ast mikroorganismu v prostiedi s vysokym obsahem cukru

Casto nepieziva (Barbosa-Canovas, 1998).
Sacharéza

Jeden z nejznaméjSich sacharidii uzivanych pii ptipravé ndpoji je sachardza,
nejCastéji ziskdvana z cukrové fepy, nebo cukrové titiny. VéEtSinou se dodava jako
granulovana v pevném stavu, nebo jako sirup s cukernatosti 67°Brix. Granulovany cukr
je obvykle levnéjsi, ale vyzaduje pouziti nasledné technologie na rozpousténi (Ashurst
2009). Sacharo6za je disacharid s molekularni hmotnosti 342.31, ktery ovSem obvykle
zname pod nazvem obyc¢ejny cukr. (VeliSek, 2009).

Invertni cukr

Invertni cukr je Casto vyuzivanou surovinou pro vyrobu nealkoholickych népojt
z dlivodu jeho snadné dostupnosti. Ziskava se z oby¢ejnych Skrobti jejich hydrolyzou. Je
mozné jej ziskat z téméf vSech druh Skrobu, jako je napfiklad bramborovy, pSenicny

a mnoho dalSich (Dziedzic, 1984).

Proces inverze probihd v kyselém prosttedi a to tak, ze se sachardza hydrolyzuje
na dvé slozky - glukézu a fruktézu, které¢ jsou ve vysledku jeste sladsi, nez bézna
sachardza. Pojem inverze je zavisly na zméné optické pravotocivosti sachardzy na silnou

levotocivost fruktdzy a pravotocivost glukozy (Yudkin 1971).
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Glukozovy sirup

Dalsim z moznych sladidel vyuzivanych v népojatském pramyslu je glukdézovy
sirup vyrabény z kukuficného, nebo pSeni¢né¢ho Skrobu. Glukdza je asi o 20 % méné
sladka, nez sachardza a vyuziva se do specialnich energetickych napojii, nebo napoji pro
sportovce. Na jednotku dodané energie dodavd méné¢ sladké chuti a zaroven je

v

dostupnéjsi jako zdroj energie pro t€lo (Ashurst 2009).
High fructose glucose syrup (HFGS)

Glukézo-fruktézovy sirup je dalsi ze Siroce vyuzivanych sladidel. Muze
vzniknout enzymaticky z glukézového sirupu a nékdy byvd oznacovan jako high-
fructose-corn syrup. Diky restrikcim z CAP (common agricultural policy, spole¢na
zeméd¢lska politika) by v zemich EU nemél maximalni obsah fruktézy presdhnout 42 %.
Ve Spojenych statech americkych se HFCS pouzivany jako ndhradni sladidlo ve vétSiné
nealkoholickych népojt a zaujima tak dominantni misto na trhu. V zemich EU je vyroba

téchto sirupt siln¢ omezovana z diivodu ochrany péstitelti cukrové fepy (Ashurst 2009).
Fruktézovy sirup

Sirup obsahujici okolo 85 % fruktdzy a 15 % glukdzy se vyrabi z ¢ekanky obecné
v severni Francii, Nizozemsku a Belgii. Pouziva pfi vyrob¢ nealkoholickych népojt, ale

jeho produkce stejné jako HFGS zna¢n€ omezovana CAP (Ashurst 2009).

3.3 Bylinné sirupy

Bylinné sirupy jsou v soucasné dobé velmi oblibené, vyrabéji z riznych casti
bylin, keft a dalSich rostlin jako napf. saturejka, mata, meduiika a Casto také z bezu

¢erného.

Nézev Sambucus nigra neboli bez cerny pochdzi z feckého sambucu, coz znamena
hudebni nastroj. Ty se z bezu vyrab€ly zjeho dutych vétvi. Ze stejného divodu se
v anglosaskych zemich vyuzival bez k rozdmychavani ohné (aeld=oheni), z ¢ehoz je

odvozen nazev elder neboli anglické elderflower (Clevely 1998).

Kvétenstvi bezu tvoti bohaté, ploché, petiramenné koncové vrcholiky. Kvéty jsou
obojaké, pravidelné se srostlymi obaly, silné az neptijemné aromatické ¢i dokonce
pachnouci. Vyskytuje se hojné ve svétlych listnatych lesich, na pasekach, u zdi plott,

kolem poli, na skladkach, rumistich. Najdete ho pouze v Evropé a zapadni Asii, plivodné
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rostl pouze v luzich a pofi¢nich kifovinach. Obvykle je ale povazovan spiSe za plevelnou

rostlinu, které je obtizné se zbavit (Jirasek 1989).

Podle Hardinga (2005) a také Kintlerové (1993) obsahuje jako ucinné latky
nekteré glykosidy, konkrétné rutin. Dale obsahuje alkaloid sambunigrin, silice,
flavonoidy, tiisloviny, organické kyseliny, aminokyseliny, cukry a mineralni latky

(Matéjicek 2013).

V plodech miizeme najit vitaminy (B1, B2, C), mineralni latky (Ca, Mg, P, K),

karoteny, antokyany, alkaloidy (sambunigrin, sambucin) a cholin (Kintlerova 1993).

Bez je v dnesni dob¢ jednou z velice nedocenénych surovin, a to nejen pro své
lécebné charakteristiky (Mat¢jicek, 2013). Napiiklad horky nalev z bezového kvétu se
pouziva proti dychacim potizim (Jirasek 1989) a podle Hardinga (2005) je z plodi moZzno
(stejné tak z kvétl), vyrabet sirup, ktery se pak jako bylinnd smés pouziva pfii chiipce a

nachlazeni, nebo pfi zanétu dutin a praduskovém kataru.

Bez je zajimavou a nedocenénou ktovinou také diky mnoha aspektim jeho
pestovani. Nevyzaduje totiz ptili$ specifické piidni ani klimatické podminky, rozmnoZuje
se vegetativné a vysadby neni nutné oplocovat, protoZe jej neokusuje zveéf. Vzhledem
k dobé, kdy kvete (konec kvétna) ma vysokou odolnost vii¢i mrazu i slusny hektarovy
vynos. Dievina je dlouhovéka (az né€kolik desitek let) a pfinosem by mohla byt
1 potenciadlni produkce lingnifikované dendromasy pii likvidaci a fezu vysadby

(Matgjicek, 2013).

Vyroba sirupu z bezu je snadnd, ovSem zavislad na pomérné kratké sezoné. Proto je
v ptipad¢, chceme-li si doptavat dobry bezinkovy sirup po cely rok, zajistit jeho dobrou

a bezpecnou skladovatelnost.

3.4 Skladovatelnost

Pojem skladovatelnost (anglicky shelf-life) je podle Steela (2004) doba, béhem
niz nedojde k zadnému z moznych druhti kazeni. V p¥ipadé legislativy Ceské republiky
jsou z tohoto hlediska zajimavé dva pojmy. Jedna se o datum minimalni trvanlivosti

a datum pouZitelnosti potravin.

Podle vyhlasky ¢. 117/2011 Sb. o zpGsobu oznaCovani potravin a tabdkovych
vyrobkl se datum pouzitelnosti uvadéni u produkti snadno podléhajicich zkaze, u kterych

je po jeho piekroceni nemozné je uvadét do obéhu a konzumovat. Datum minimélni
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trvanlivosti urcuje, do kdy je nejlépe potravinu zkonzumovat, pfiCemz jsou zaruceny
vSechny jeji kvalitativni charakteristiky. Po uplynuti této doby nemusi byt vyrobek nutné
zdravotn¢ zavadny. Takovym piikladem jsou pravé napoje, nebo pastiky, cokolada a jiné

trvanlivé potraviny.

Skladovatelnost je ovlivnéna zplisobem konzervace produktu a je historicky
jednou ze zékladnich starosti ¢lovéka ve vztahu k vyzivé. Vétsina konzervacnich technik
je zaloZena na snizovani po¢ti mikroorganismi, které by potravinu mohli kazit, ptipadné
snizovani po¢tu mikroorganismt, které by mohli byt ve vétsim mnozstvi v potraviné pro
¢loveka skodlivé. Tradi¢ni metody konzervace se zamétuji na zasolovani, slazeni, uzeni,
nebo fermentaci. Modernéjsi zptisoby uchovavani potravin, jako je naptiklad konzervace,

nebo mrazeni hraji dilezitou roli na poli prodluZzovani trvanlivosti potravin (Tucker,

2008).

Jelikoz se ale nikdy neda spolehnout na pouze jednu techniku oSetfeni potravin,
je tieba kontrolovat cely vyrobni proces. Z tohoto divodu vznikl syst¢ém HACCP, diky
jehoz dodrzovani se snizuje vyskyt patogennich mikroorganismil ve vyrobcich a zajistuje
se tak bezpecnost potravin, kterd ma pochopitelné¢ potazmo vliv i na jejich

skladovatelnost.

3.5 Bezpecné potraviny

Bezpené potraviny jsou takové potraviny, které neptedstavuji pro ¢lovéka vazné
zdravotni riziko (Holy, 2006). I pfes to, Ze je tfeba pocitat s pfirozenou imunitou ¢lovéka
a schopnosti se vyporadat s jistou ddvkou mikroorganismi, které do potraviny ptirozené
vnikaji, je problematika bezpe€nosti potravin velice zavaznou oblasti jejich vyroby

(Jaykus, 2009).

Lidské télo denn& schopno piijmout az 10! CFU (v &estingé KTJ - kolonie
tvoticich jednotek), z &ehoz 10° mohou byt mikroorganismy se schopnosti
antimikrobidlni resistence. VéEtSinou tyto mikroorganismy piedstavuji  skupinu
neskodnych komensall, spiSe neZ patogennich mikroorganismd, ale i pfes to nam toto
¢islo ukazuje, zdravé, lidské télo je schopno se s malymi davkami mikroorganismii

normaln¢ vypotadat (Jaykus, 2009).

Nékteré potraviny jsou ptirozené jedovaté, nebo toxické, jiné se tak mohou stat

takto nebezpecné béhem vyrobniho a distribu¢niho procesu. V kazdém kroku existuje
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riziko chemické, fyzikalni, nebo mikrobiologické kontaminace a tak byly vyvinuty
systémy bezpecnosti a hygieny potravin. Jsou jimi napiiklad HACCP (Hazard Analysis
of Critical Control Point), BRC, nebo IFS. Ty pokryvaji vSechny vyrobni procesy, a tim
zajistuji nebo napomadhaji zajistit, ze potraviny, které konzumujeme, jsou bezpecné

(Holy, 2006).

Sirupy a cukerné roztoky neptedstavuji z hlediska bezpecnosti potravin nijak
zvlast veliké riziko ovSem a obvykle nejsou spojovany s problematikou alimentarnich
onemocnéni. V piipadé prevence kazeni téchto napoji je tieba dbat predevsim na hygienu
prostiedi, vSech nastrojii a kvalitu pouzité vody. Proto se casto také voli nasledné tepelné
opracovani napoje (pasterace), nebo plnéni za tepla. Stejné tak je tieba brat v potaz
zpusob nasledného baleni produktu, protoze zplsob baleni mulze vyrazné ovlivnit

skladovatelnost vyrobku (Heiden, 1994).

Velice népomocnou disciplinou v ramci detekce bezpeCnosti potravin je
potravinaiska mikrobiologie. A protoze i dnes jsou v mnoha zemich nakazy z potravin
stale jeSt€¢ béznym zdrojem onemocnéni, je jednoznacné, Ze systémy managamentu
kvality a bezpe€nosti potravin budou nabyvat na dileZitosti. K tomu je potieba znalost
prave, jak potravinaiské mikrobiologie, tak 1 jako spoluprace mezi jednotlivci, jejich

nadfizenymi a nastavovanim spravnych hygienickych standardii (Holy, 2006).

3.6 HACCP

Systém analyzy rizika a stanoveni kritickych kontrolnich bodli (Hazard Analysis
and Critical Control Points) je kontrolni systém zaloZeny na prevenci. V ramci
identifikace moznych rizik, je mozné urcit limitni hodnoty, které jsou schopné zarucit
konzumentovi bezpecné potraviny. Tento preventivni ndstroj zjednoduSuje pfedevsim
praci koncovym kontrolnim organtim a zabranuje hromadnym alimentarnim katastrofam

(Mortimore 2013).

Je odhadovéano, Ze na pocatku dvacatého stoleti, bylo ve spojenych statech
dostupnych asi okolo stovky riiznych potravin. O sto let pozdé&ji, se toto ¢islo znasobilo
1200 krat. ZvySujici se komplexita potravin donutila potravinarsky primysl zaméfit se na
lep$i management kvality a bezpe€nosti potravin, coz také vyustilo k vzniku HACCP

systému (Sperber 2009).
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Systém analyzy rizika a stanoveni kritickych kontrolnich bodt je dnes jiz béznou
praxi a jeho zavadéni je vyzadovano nejen legislativou EU a CR a to ve vét§ing vyrobnich
procest, vcetn¢ primarni produkce. Je to systém schopny rizika a procesy k jejich
identifikaci fidit avSak nikoliv je pifimo posuzovat. Proto je pii sestavovani HACCP vzdy
tteba nastroj identifikace mikrobiologickych rizik dolozit. Syst¢ém HACCP je rozsifenym
systtmem pro jeho jednoduchost a komplexitu, ktery pifimo napomahad zvyseni

bezpecnosti potravin (Mortimore 2013).

Proc je tak uziteCny? Protoze nafizuje opatieni pfimérena a odpovidajici velikosti
rizik. HACCP také ¢asto bere v potaz cilovy spotiebitelsky segment. Uréeni kritickych
mezi a kontrolnich parametri byva Casto problematickou casti, kterd musi byt spravné

posouzena. (Harrison a Hester, 2001).
HACCEP je obvykle formulovéan na zakladé nékolika jednoduchych kroki:
e Co je miyj produkt a co ho ¢ini bezpe¢nym/nebezpecnym

e Kontrola vyrobniho procesu od zacatku do konce, porozuméni vyrobnim

procesiim a vyrobnimu prostiedi
e Identifikace ptipadnych rizik a jejich popis
e Aplikace kontrolnich aktivit na zaklad¢ ptfedepsanych limitnich hodnot
e Kontrola téchto aktivit

e Dokumentace procest v papirové formé a archivace kontroly procesti

(Mortimore 2013)

3.7 Kazeni

Podle Oxfordského anglického slovniku je kazeni definovano jako ztrata
puvodnich a funk¢nich charakteristik. V ptipad¢ jidla se jednd o zmény, které nejsou
nadale akceptovatelné, protoZe mohou v mnoha ptipadech pfimo ohrozit zdravi ¢lovéka
(Adams, 2008). Biologicky rozklad mize byt také definovan jako nechténd zména
materidlu, zplisobend vitalnimi vlivy jinych organismt (Tucker, 2008). Podle Steela
(2004), je potravina zkazena, uz pokud je znéjakého divodu neakceptovatelnd pro
zékaznika. Castou formou zkaZeni je pro b&Zného spotiebitele i jen pouhd ztrata barvy,

textury, nebo aroma.
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mikrobialnimi vlivy. Ke kazeni potravin mize dochdzet i v diisledku napadeni hmyzem,
vysusenim, odbarvenim, Zluknutim, nebo zatuchnutim, avSak piiznava, ze ve valné
vetsing dochazi ke kazeni vlivem nezadoucich mikroorganismu. Tewari (2007) rozdé€luje
druhy kaZeni na fyzikalni (zména viskozity), chemické (oxidace, zména pH a tak dale),
mikrobiologické (pachy, zména chuti, zména barvy, slizovaténi), nebo zmény zptsobené

hmyzem a hlodavci. Kyzlink (1990) dodava zmény fyzikaln¢ chemické.

Projevem mikrobidlniho kazeni mtize byt pfitomnost slizovych c¢astic a kolonii,
degradace strukturnich komponent, nebo zména barvy. Nejcastéj§im projevem
mikrobialni kontaminace je ovSem produkce metabolitdi, jako jsou mnohé pigmenty,

plyny, polysacharidy a pachy (Kale 2007).

Mikrobialni zmény jsou castéj$i neZ chemické. Odhaduje se, Ze 4 svétové
produkce je ro¢n¢ znehodnocena pravé diky nezéddoucim mikrobidlnim aktivitam.
V rozvinutych zemich jsou nejcastéj$§im zdrojem zkazy psychotropni kvasinky a plisné,

zatim co v rozvojovych zemich jsou to hmyz a hlodavci (Tucker, 2008).

Steele (2004) popisuje, ze jelikoz vSechny potraviny jsou ptivodné vyrobené
z biologicky surovych materiald, je nevyhnutelné, aby se v n€jakou chvili zkazily. Z toho
vyplyva, ze nelze docilit nezkazitelné potraviny, a proto je nasim jedinym cilem tento
proces zpomalit. Toho miZeme docilit pomoci lepSiho zpracovani, balenim, skladovanim

a spravnym zachdzenim.

U kazeni potravin je vZdy potieba brat v potaz okolni vlivy a jejich vzdjemné
interakce. Jedna se o teplotu, vlhkost, pfisun energie a spousta dalsich ,,nezivych* faktort,
které v pfipad€ pozorovani a zkoumani kaZeni potravin nesmime brat jako jednotlivé

a separatni (Kyzlink 1990).

Mikrobialni degradace sirupli a ndpoji na bézi cukru se obvykle projevuje

kyselymi pachy, kaly, usazeninami, nebo zvySenym obsahem CO: (Heiden, 1994).

Nejcastéji je kazeni téchto tipli napojii asociovano s kvasinkami, méné pak
s bakteriemi a plisnémi. Mize se jednat o zastupce Sachcaromyces, Zygosacharomyces,
Torulopsis, a Hansenula. NejCastéji asociované plisné€ jsou Aspergilus, Penicilium, nebo
Rhizosus. Z bakterii ptipadaji v tvahu Leuonostoky, Laktobacily a Glukonobaktery
(Heiden, 1994).
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3.7.1 Zdroje mikrobialniho kaZeni

Autofii knih o mikrobiologii potravin se obvykle shoduji na zakladnim d¢leni na
bakterie, kvasinky a plisn¢, které také obvykle uvadéji jako nejcastéjsi ptvodce
mikrobidlniho kazeni. DalSimi zdroji mikrobialniho rozkladu mohou byt houby, fasy,

mechy a jatrovky (Okafor, 2007).

Bakteriim, kvasinkam, plisnim a virm je tieba se vénovat pfedevsim proto, Ze
mohou zptisobit alimentarni nakazy, mohou potraviny nevratné¢ znehodnocovat, ale
zarovent mohou byt zdrojem jedinecnych druhii potravin a nezbytnych ingredienci pro
dne$ni vyzivu. Nejmensi riziko vyskytu alimentdrnich nemoci nesou kvasinky (Ray,

2003).

V¢étSina bakterii, plisné a kvasinky mohou potraviny znehodnocovat, protoZe jsou
schopné se v ném mnozit. Viry se na rozdil od téchto mikroorganisml v potravinach

mnozit nemohou (Sperber, 2009).

Mnoho mikroorganismd, které jsou postupné identifikovany, jsou pro lidsky
organismus piinosem a jsou klasifikovany jako bezpecné. Mnohé z nich produkuji
fermentované potraviny dneSniho béZného uziti. Bakterie tvofi z té€chto Ctyf skupin tu
nejvetsi, protoZze maji vysokou schopnost reprodukce, dokonce 1 v podminkach, kde se
nedafi rozmnoZzovat plisnim, ani kvasinkam. Zivé bunééné organismy byly na bazi
evoluce a fylogenetick¢ho vyvoje plivodné rozdéleny do péti fisi. Bakterie byly
klasifikovany jako prokaryota, a plisné€ a kvasinky byly klasifikovany do hub. Okolo 1970
se prokaryota zménila na Eubakteria a Archaebakteria. V roce 1990 se toto zménilo na
Bakterie a Achaea. Archaea spole¢né s viry nemaji pro potravinaiskou mikrobiologii
prilis velky vyznam, a tak je pro nas nejzasadnéjsi tiida bakterii, plisni a kvasinek (Ray,

2003).

Zdrojem mikrobialni kontaminace mlze byt v podstaté cokoliv, co se nachazi
v zemskeé biosféte. Mohou to byt rostliny, zvitata, piida, nebo voda. Mnoho bakterii, jako
naptiklad bakterie rodu Pseudomonas, mikrokoky a koliformni bakterie, se hojné
vyskytuji na zemédélskych a zahradnich rostlinach. Mnoho dalSich, naptiklad
enterokoky, kolonizuji zvifeci a lidskou kuzi jsou také pfirozenou soucasti
gastrointestinalniho traktu. Bakterie se z prostfedi mohou dostat do potravin spole¢né
s primarnimi materiadly béhem sklizné nebo porazky a nakonec zistat v potraviné jako

derivaty téchto zdroja (Sperber, 2009).
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Mikrobialni nékaza ptichdzi do potraviny z jeji podstaty, tedy zevniti, nebo
z prostiedi. Podle toho, z kterého zdroje se do jidla mikroorganismus dostal, miizeme tedy
mikroorganismy rozdélovat jako pochazejici z pliidy, vzduchu, vody, rostlin, nastroju
zpracovani, gastrointestinalniho traktu, manipulatora, krmiv, zvifeci kiize nebo prachu

(Ray, 2005).

Dale jsou uvedeny dvé prostfedi nejCastéji uvadénd jako zdroje mikrobidlni

kontaminace.
Puda

Puda je nejvétSim znamym rezervoarem a pivodcem kontaminace. Nachézi se
vni Siroké spektrum mikroorganismuli, bakteriemi a plisnémi pocinaje, kvasinkami
a aktynomycetami konce. V piidé€ se vétsiné z nich obvykle dobfe dafi a mohou se velice
rychle rozmnozovat. K pifimému styku s pidou dochazi obvykle behem sklizné
a nasledn¢ i pak béhem zpracovani. Neptfimo se mize kontaminace z puidy pohybovat
pomoci prachovych ¢astic ve vzduchu, proto mohou byt spory pifenosné vétrem béznou

ptic¢inou plistiovych ndkaz a u lidi také alergii (Sperber, 2009).
Voda

DalSim zdrojem kontaminace potravin mize byt voda, ktera je nedilnou surovinou
pii vyrobé vétsiny potravin. Vyznamnym pivodcem kazeni potravin vyskytujicim se ve
vodé jsou bakterie rodu Psedomonas. Dal§i vyznamnou skupinou bakterii, které se mohou
ve vod¢ vyskytovat, jsou bakterie fekalniho piivodu — enterokoky a koliformni bakterie,
které jsou pro lidské zdravi velmi nebezpecné a jejich hodnoty v pitné vodé jsou prisné
sledovany. Pro vodu slouzici k zavlazovani tak ptisné limity stanoveny nejsou (Sperber,

2009).

Bavime-li se o kazeni ndpoji, je plvod kontaminanti zvody jednim
potykat s velice vyznamnou kontaminaci mikroorganismy. Jeden z dilleZitych neptimych
zdrojii kontaminace vodou se objevuje pii myti nastroji, nebo pii sanitanich operaci.
Vzhledem k tomu, ze pouziti vody pfi téchto procesech je nevyhnutelné, je tfeba kvalitu
pouzité vody bedlivé hlidat. Pfikladem kontaminace z myti je i tvorba aerosolu pii myti
proudem vody s vysokym tlakem. Aerosoly obsahujici bakterie tak mohou snadno

proniknout do surovych materidlii a zpiisobit jejich kontaminaci (Sperber, 2009).
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3.7.2 Puvodci kaZeni

3.7.2.1 Bakterie

Bakterie jsou jednobunécné mikroorganismy bez jaderné membrany, maji aktivni
metabolismus a rozmnozuji se pomoci binarniho déleni. Jsou jednim z nejcastéjSich
ptuvodcti onemocnéni, prestoze se zdaji byt jako jedny z nejprimitivnéjsich forem zivota,
protoze jsou vysoce adaptibilni a sofistikované. Bakterie jsou schopné Zit paraziticky, ale
1 samostatn¢, mohou se velice rychle rozmnozovat a jsou schopny zit v mnoha rozlisnych

prostiedich, stejné tak jako vyuzivat mnohé zdroje energie (Simha, 2010).

Bézny rozmér bakterii je 0,5-1,0 x 2,0-10 mikrometrd, velikost je dana tvarem,
ktery muze byt: kok, bacil a vibrio. Mohou tvofit tetrady, shluky a fetizky a mohou byt
jak pohyblivé, tak nepohyblivé. Na zéklad¢ barvitelnosti podle Gramma rozdélujeme
bakterie na Gram-pozitivni a Gram-negativni. Gram-negativni bakterie maji dvé
membrany, jednu vnéjsi (OM) a jednu vnitini (MM). OM se sklada z lipoproteind,
lipopolysacharidii a fosfolipidi. Tyto bakterie maji limitovany transport a vlastni
bariérové funkce. Na druhou stranu Gram-pozitivni bakterie maji silnou buné¢nou sténu

z nékolika vrstev mukopeptidii a kyseliny teichoové (Ray 2003).

Malé rozméry bakteridlnich bunék maji velmi specificky povrch, ktery jim
umoznuje intenzivni kvantitativni a kvalitativni preménu latek podminujicich jejich
rychly rist arozmnozovani. Za optimalnich podminek maji bunky, naptiklad
v potravinarstvi velmi rozsifené bakterie mlééného kvaseni, genera¢ni ¢as 20 azZ 30 minut.
Kupiikladu jeden litr kysaného mléka obsahuje az 10'> bunék Lactococcus lactis ssp.
lactis, coz predstavuje hmotnost zhruba 0,8 g (jejich specificky povrch tvoii 4,5 m?. Diky
takovémuto povrchu jsou schopny uskutecnit preménu laktézy na kyselinu mlécnou a
ziskat tak pfi tom potfebnou energii na syntézu protoplazmy (Gorner, 2004).

Gorner (2004) rozdéluje bakterie na obligatné aerobni, které vyzaduji na ziskani
energie vzdusny kyslik, obligatn€ anaerobni, které naopak vzdusny kyslik zabiji (energii
ziskavaji jedin€ fermentaci) a nakonec fakultativné anaerobni, kter¢ mohou existovat

v obojim prostiedi.

V taxonomii bakterii bylo v minulosti zaznamendno mnoho zmén, mimo jiné

pfedevs§im diky novym poznatkiim v oblasti molekularnich genetickych metod. Jednou
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z metod Casto vyuzivanych pfi identifikaci bakterii je rRNA analyza a DNA analyza (Jay,
2005).

Pokud zkoumame jednotlivé druhy potravin, je vzdy dobré znat, jakéa prostiedi
jsou pro dané mikroorganismy specifické a ptivodni. Je mozné nasledn¢ snaze odhadovat,

jakym zplisobem se potravina kazi.
Bakterie pochazejici ze vzduchu

Casto je naro¢né identifikovat mikroorganismy pochazejici p¥imo ze vzduchu.
Obvykle jsou bakterie ze vzduchu v dominantnim zastoupeni Gram-pozitivnich koku
a tyCinek (pokud nebyl vzduch bezprostfedné pted expozici kontaminovan zvifetem,
nebo ¢lovékem). Pigmentované kolonie jsou obvykle mikrokoky nebo korynebakterie,
zatimco bile az krémové zbarvené kolonie jsou aerobni sporotvorné mikroorganismy z
rodiny Bacillus. Stejné tak mlizeme nalézt malé, kolonie pattici do rodu Streptomyces,
nebo piibuzné aktinomycet. Rizné pigmenty mohou mikroorganismy chranit pred
béznym, ba i ultrafialovym slune¢nim zatenim. Silné stény Gram-pozitivnich bakterii
chrani bunky pted vysychdnim. Endospory bacilil jsou velice resistentni vi¢i poskozeni

vzdu$nou suspenzi (Adams, 2008).
Bakterie z vody

Mikroorganismy pochazejici z vody, mizeme sledovat z n€kolika druht hledisek.
Jedno z nich je, zda pochazeji ze sladké, nebo slané vody. V této praci se budeme zabyvat

pouze mikroorganismy pochazejici ze sladké vody.

Sladké vody jsou castym nosi¢em po bakterie, protozoa a viry, které mohou
zpusobovat nemoci, skrze kontaminaci vodou vytékajicich z kanalizace, obsahujici
fekalni znecisténi. Casto je t&zké pfimymi metodami uréit druh bakterie nachazejici se ve
vodé a tak se pouzivaji takzvané indikdtorové mikroorganismy, o kterych je jejich
pfitomnost ve vodach fekalniho zne€isténi znama. Takovym organismem byva nejcastéji

Escherichia coli (Adams, 2008).
Bakterie z pudy

Pidni prostiedi je extrémné komplexni. Rlzné druhy p0d maji rizné
diverzifikovanou ptidni mikrofloru a sloZeni bakteri, plisni, protozi a fas se mize vyrazné
lisit. Pida je vyznamny rezervoarem mikroorganismi, ktery nas béZn¢ zadsobuje mnoha

produkty bézného wuziti. Takovymi jsou naptiklad mnohd z antibiotik, enzymd,
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aminokyselin, vitamini a mnoha dalSich produktl vyuzivanymi farmaceutickymi
a potravinafskym primyslem. Pidni mikroorganismy se podileji predev§im na recyklaci
dusikatych a organickych latek, coz je pro pudu klicovym prvkem v ramci vyzivy a riistu
rostlin. Na druhou stranu stejnd vlastnost zplisobuje nezadouci zmény v potravinach,
vrcholici jejich kazenim. Proto je tedy odstraiovani pidnich necistot z potraviny

jednoznacéné ospravedInéno, jako zasadni tikon (Adams, 2008).

Ptida je mimo jiné pro bakterie velmi konkurenénim prostiedim. Casto se jeji
fyzikéalné-chemické vlastnosti méni a tak v reakci na tuto nestalost prostiedi, v rdmci
zachovani druhu produkuji bakterie velice resistentni struktury — spory. Jednim z ptikladt
jsou napfiiklad endospory bacilii a klostridii. Tyto formy bakterii jsou schopny ptezit
rozklad a vysoké rozpéti riznych teplotnich vlivii (Adams, 2008).

3.7.2.2 Kvasinky

Kvasinky jsou Siroce rozsifenym mikroorganismem v naSem prostfedi (Barret,

2005).

Jsou ovalné, kulaté, nebo protahlé, velikosti okolo 5-30 nebo 2—10 mikrometra.
Nepohyblivé, bunééna sténa se sklada z polysacharidi (glykanil), proteinti a lipidd.
Cytoplasma m4 vyrazné€ viditelné ribozomy a organely. Nukleus je velmi dobfe viditelny

spolecné s jadernou membranou (Ray 2003).

Kvasinky jsou obvykle fazeny mezi jednobunéné houby, velikostné
nckolikandsobné ptesahujici bakterie. V pfirodé se vyskytuji hojn€ a najdeme je
predevsim v sadech, vinicich, ve vzduchu, ale také v zemi a travicim traktu zvitat. Jsou
velmi dulezité z pohledu produkce potravin fermentaci, ale v mnohém piipade zptisobuji

potravinam i naprostou zkézu (Tucker, 2008).

Ve svété rostlin mohou byt isolovany jak z list, kvétl a exudati, tak i plodu.
Plody jsou casto vyrazné¢ kontaminovany kvasinkami. Napiiklad jablka mohou byt
kontaminovana kvasinkami v poétu az 10° — 10%/gram ovoce. Cim je vétsi povrch plodu,
tim vice kvasinek je schopno se na plodu udrzet. Dobry ptikladem je napiiklad obsah
kvasinek na plodech révy vinné, kde se priimérna hodnota pohybuje az okolo 10°

kvasinek/1 gram hroznt (Barret, 2005).

Kvasinky dé¢lime na fermentativni a oxidativni. Obvykle jsou kvasinky

mezofilniho charakteru a rostou nejlépe pii hodnotiach vodni aktivity 0.9. Plisné
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a kvasinky obecné rostou niz$i rychlosti nez bakterie a proto obvykle indikuji, Ze
potravina byla zkratka uchovavana po pftilis dlouhou dobu (Sperber, 2009). Mohou rtst
1 v pomérné Siroké ¢asti kyselého pH a také v koncentraci ethanolu az do 18 %. Mnoho
z nich je také schopno rist v 55-60% sacharoze. Kvasinky mohou produkovat mnoho

rozmanitych barev, od krémové, ptes rizovou, po cervenou (Jay, 2005).

Barret (2005) tvrdi, Ze kvasinky jsou druhem hub, nejcastéji v jednobunééné
variant¢, Casto se rozmnozujicich puenim. V konzervaci potravin je jich vyznamnych
okolo 215 druhti. Pouze malé mnozstvi kvasinek je patogenni pro Clovéka a zadné

patogenni nejsou béznymi kontaminanty napoju.
Kvasinky fermentativni

Nejznaméjsimi kvasinkami zpiisobujici kvaseni jsou fakultativné anaerobni
fermentativni mikroorganismy, produkujici ethanol a oxid uhli¢ity z jednoduchych cukri.
Nékteré fermentativni kvasinky jsou jedny z nejschopnéjsich ristu ve velice osmofilnim

prostiedi. Jejich pomaly rtst pii hodnotach vodni aktivity 0.6 dokazuje i Martorell (2005).

M¢én€ znamymi jsou pak aerobni kvasinky tvotici biofilmy. Tyto kvasinky rostou
na uz kvaSenych produktech a jsou schopné metabolizovat organickeé kyseliny a alkoholy.
Evoluéné se fadi mezi fermentativni kvasinky a plisné, pficemz maji morfologické
vlastnosti kvasinek a metabolické vlastnosti plisni. Zastupci téchto druht jsou:
Mycoderma, Candida, Pichia a Debaromyces (Sperber, 2009). Podle Ray (2004) mohou

pravé Pichia membranaefaciens zpisobovat kazeni u piva, vina, nebo slanych nalevi.

Na povrchu listl se ¢asto nachéazeji jedny z pravych kvasinek Sporobolomyces
a Bullera, které se také obCas nazyvaji zrcadlové kvasinky. Tento ndzev pochazi ze
specifické vlastnosti t€chto mikroorganismli. Pokud pfipevnime list na vnitini stranu
vicka Petriho misky s agarem sladinového typu, tak kvasinka vyprodukuje spory, které
vystieli na protilehlou stranu misky. Ballispory pak tvoii kolonie, které po n&jaké dobé

vytvoii zrcadlovy obraz povrchu listu (Adams, 2008).

Ptikladem kvasinek hojné napadajicich sirupy a dal$i potraviny s vysokym
obsahem cukru je naptiklad Rhodotorula. Rozmanity organismus, pfezivajici i velice
vysoké koncentrace cukru a je spojovan s kazenim dZzemil a marmeléd. Stejné tak odolava
mrazirenskym teplotam a je mozné jej nalézt naptiklad 1 na povrchu masla (Tucker,

2008).
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Mezi dalsi zéastupce mikroorganismii ¢asto napadajici i prostfedi s vysokym
obsahem cukru jsou Zygosaccharomyces a Saccharomyces (Tucker, 2008 a Martorell,

2005).

Tyto mikroorganismy zpusobuji napiiklad kazeni marmelad, obdobné jako
Rhodotula. Konkrétné Zygosaccharomyces rouxii roste i pti pH 1,8 a vodni aktivité 0,62,
coz zn¢ho Cini velice odolny mikroorganismus (Tucker, 2008). Zaroven jsou tyto
mikroorganismy schopné rozmnozovani ve vysoce kyselych prostiedich, jako jsou kyselé
omacky, okurky, nebo dressingy. Takovym mikroorganismem je tieba
1 Zygosacharomyces balii. (Ray, 2004). To potvrzuje i Tucker (2008) a ptipojuje do vyctu
potravin ¢asto tomuto mikroorganismu podléhajici majonézy, ke¢upy, ovocné napoje a

vina.

Zygosacharomyces bailii také Casto odolava slabym kyselindm jakozto béznym
konzervantim. V ptipad¢ Z. balii mohou slabé kysleiny glykolyzu podporovat spise nez
zpomalovat. (Sperber 2009). Je rezistentni vici sorbatim a mize vyvolavat fermentaci,
velmi Casto naptiklad u tropickych dzust. (Ashurst, 2009). Podobnym mikroorganismem,
s obdobnymi charakteristikami v ramci kaZeni nealkoholickych napoju je také Candida

krusei (Sperber 2009).

U téchto dvou kvasinek byl jejich nejvyssi rist zaznamenan pii teplotach okolo

30°C a pii acidité 3,0-4,0 pH (Luubert, 2003).

Alkoholické napoje jako je pivo, vino, nebo fermentované napoje mize
v aerobnim prostfedi znehodnocovat Brettanomyces. Produkuje kyselinu octovou
z glukdzy a tim zpisobuje silnou kyselost potraviny (Tucker, 2008). Znehodnocovani

ovocnych napoji touto kvasinkou potvrzuje i Barret (2005).

Projevy riistu kvasinek zalezi na druhu potraviny a také druhu kvasinky, ale
muzeme fici, ze kuptikladu u velice fermentativniho druhu, jako ne napt, Saccharomyces
cervisciae muze dojit 1 k tak velké produkci CO2, Ze dojde k protrZeni obalu (Gorner,
2004). Rist nekterych druhii produkuji pouze drobny zdkal, ¢i sediment. Populace
o podtech okolo 10°/ml jsou jiz viditelné pouhym okem. CO, a alkohol jsou jednim
z primédrnich metabolickych produkti rozvoje kvasinek, avSak je tfeba neopominout

1 tvorbu glycerolu, acetaldehydu, kyseliny pyrohroznové a alfa-glutarové (Rankine 1968).

Podle (Ray 2004) tekuta sladidla, jako je naptiklad med, cukerné sirupy, javorovy

sirup, ¢i kukufi¢ny sirup a melasy, které maji bézné vodni aktivitu okolo 0.8, nebo méné
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bézné mikrobialni zkaze nepodléhaji, ovSem nakonec piizndva, Ze i tyto produkty mohou
zkaze podléhat. Obvykle v disledku osmofilnich kvasinek z rodu Zygosacchaomyces

rouxii, Sacharomyces cervisiae, Torulopsis holmii a Candida valida.

3.7.2.3 Plisné

Plisn¢ jsou nepohyblivé, rozvétvené a vlaknité. Bunécnd sténa se sklada
s celulozy, chitinu, nebo obojiho. Pliseni je obvykle tvofena vysokym poctem vlaknitych
filament, kterym se fika hyfy. Cast hyfy se jmenuje mycelium. Hyfy mohou byt
vegetativni, nebo generativni. Generativni hyfy jsou schopné se rozristat do vzduchu a
vytvaret exospory. A to bud’ volné (konidie), nebo zapouzdiené (sporangia) (Ray, 2003).
Plisn¢ se mohou rozmnozovat pohlavng, nepohlavné, nebo pomoci kombinace obojiho.
Nepohlavni plisn€ se rozmnozuji pfimo z mycelia a fika se jim thallsopory, conidiospory
nebo sporangiospory. Pohlavni spory se nazyvaji oospory, zygospory, askospory
a bazidiospory. (Banwart, 1998). Taxonomicky rozliSujeme spory podle tvaru, velikosti

a barev (Ray, 2003).

Na plisnich je zajimavé, ze jsou schopny portistat povrchy 1 v rychlosti n¢kolika
centimetrt za den (Tucker, 2008). Stejné tak uvadi Jay (2005), Ze plisné¢ mohou poriist

plochu nékolika centimetrii za 2-3 dny.

Askospory nékterych druh jsou z hlediska kaZend potravin obzvlasté vyznamné

proto, ze jsou schopné odolavat i velice vysokym teplotdm (Tucker, 2008).

Plisn¢ jsou vSudyptitomné, ale jejich hlavnim zdojem je vzduch, pida, voda
a rozkladajici se organicka hmota. Od vysSich rostlin a algae se 1i$i tim, Ze neprodukuyji
chlorofyl a Ze nemaji a tedy se obvykle chovaji saprofiticky nebo paraziticky. Od bakterii

se 1181 vetsi velikosti a jejich komplexni strukturou. (Banwart 1998)

Nealkohoholické napoje, béZn¢ konzervované sorbaty, bez ptidaného CO2 mohou
byt napadany plisni Penicillium roquefortii. Kyselinu sorbovou metabolizuje tato plisent
na 1,3-pentadiene, ktery ma velmi podobné aroma, jako napiiklad naftova paliva.
V nealkoholickych népojich mohou problémy zplisobovat i dal§i kmeny rodu Penicilim

(Ashurst, 2009).
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Mikroorganismy pochazejici z rostlin

Specializované plisné, kvasinky a bakterie, Zijici jako komensalové na zdravych
amladych rostlindich obvykle nejsou problematickymi mikroorganismy v kontextu
s kazenim potravin po sklizni. Béhem dorGstani a zrani rostliny se ale povrchova
mikroflora méni. Pocet pektinolytickych bakterii se se stafim zeleniny zvySuje a povrch
tak mtze napadat veétsi mnozstvi plisni. Tyto mikroorganismy by v normalnim svété bez
lidi pouze zajistili pfirozeny kolobéh Zivin, ale pokud do tohoto fetézce zapojime lidi,
konkrétné s jejich potfebou sklizet ovocné plody, kofeny, semena a dalsi Casti rostlin, tak
pravé tyto prirozené se vyskytujici mikroorganismy mohou zpiisobit pro clovéka potize

(Adams, 2008).

Klasickou pasteraci, naptiklad u dzusti, bézné preziva termofilni bakterie
Alicyclobacillus acidoterrestris, kterd muze zna¢né vychylit chutové vlastnosti $tav a

tedy potencialng i sirupti (Ashurst, 2009).

3.7.3 Faktory ovliviiujici kaZeni

Tewari (2007) popisuje, ze zpisob kazeni a riist patogennich mikroorganismu
muze pochézet z riznych zdrojl. To zahrnuje ¢asti rostlin, zvitat, vzduchu, aditiv, kofent,
ruzné tipy povrchil a néstrojt, se kterymi se potravina béhem zpracovani setkd, odpadni
vody a spousta dalSich zdroji, jako obaly a obalové materialy, hmyz a hlodavci. Faktory
ovlivitujici kazeni potravin mohou pochazet bud’ zevnitf, pfimo z potraviny, anebo
zvenc¢i. Vnitini prostiedi je determinovano vlastnostmi potraviny samotné, vnéjsi pak

jejim skladovanim a prosttedi okolo.

Mezi vnitini vlastnosti patii naptiklad vodni aktivita, pH, pfirozené obsaZené

konzervacni latky, nebo oxidaéné redukéni potencial (Sperber 2009).

Kazda z téchto charakteristik miize byt clovékem manipulovana a upravena tak,
aby byla zajiSténa lepSi bezpecnost potravin. V minulosti jsme byli svédkem velkého
rozmachu zpracovatelskych technologii, které nam dovolily znaéné rozsifit celkové

portfolium potravinaiskych produkti. (Sperber 2009).
Vodni aktivita

Voda je jednou z nejesencialnéjSich molekul potfebnych pro zivot. Z tohoto
divodu se voda stavd jednim =z nejkliCovéjSich proménnych ovliviiujicich rist

mikroorganismil. Dostupnost vody pro mikroorganismy zavisi na dvou faktorech. Prvnim
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znich je obsah vody v okoli a druhym koncentrace v ni rozpusténych latek, jako je
napiiklad stl, cukr apod. Dostupnost vody, nebo-li voda, kterou mohou mikroorganismy

piimo vyuzit pro svij rast je definovana jako aktivita vody (Kale 2007).

Aktivita vody neni totozna s obsahem vody v potravinach, ktery urCuje obsah
celkové, tj. volné i vazané vody v potraviné. Aktivita vody je z technologického hlediska
definovéna jako pomér tlaku vodnich par potraviny k tlaku par destilované vody pfi urcité
teploté. Napiiklad, pokud relativni vlhkost vzduchu nad potravinou dosahuje hodnoty

95 %, vodni aktivita se rovna 0,95 (Kale 2007).

Stanoveni hodnoty vodni aktivity (aw — z anglického available water, nebo-li
dostupnd voda) nahradilo metodu stanovovani procentudlni vlhkosti potravin a je
povazovano za pomérné presnou metodu, co do odhadu potencidlni kazivosti potravin. Je
mozné aktivitu vody méfit manometricky, pokud vydélime tlak pary nad potravinou
tlakem nad destilovanou vodou anebo matematicky, pokud pocet moli vody vydélime
po¢tem moli roztoku setenymi s moly vody. Nejsnadnéji je vodni aktivita

determinovana pomoci méteni rovnovazné relativni vlhkosti nasledné délené 100.

Zatimco hodnoty relativni vlhkosti se mohou pohybovat mezi 0-100 %, hodnota

vodni aktivity mize dosahovat hodnot mezi 0-1 (Tewari, 2007).

Ve vétsiné pripadd obsahuje bunécna cytoplasma vétsi koncentraci rozpusténych
latek, nez jeji okoli. Mnoho metabolicky déji se bez vody neobejde a tak je obsah vody
v cytoplazmé naprosto klicovy. Mikrobidlni buiika obsahuje 80-90 % vody a tedy aby
nedoslo ke ztraté vnitrobunééné vody, musi byt dostate¢né mnozstvi vody obsazeno také
ve vnéjSim prostfedi. Voda na zékladé zdkonti osmoézy obvykle difunduje z prostiedi
o vétsi koncentraci do toho s mensi koncentraci, coz v pfipad€, umistime-li mikrobidlni
buniku do hypertonického (prostiedi s nizkou aktivitou vody) prostiedi, zpiisobi prakticky
jeji  vysuseni a naslednou plazmolyzu. Existuji pochopitelné osmoresistenti
mikroorganismy, které témto tlakovym extrémim odolavaji, ale pievazna vétSina
mikroorganismil se mize rozmnozovat pouze v rozmezi hodnot vodni aktivity 0,98-1.
Z toho divodu jsou suSeni, nebo zasolovani a zacukfovani jedny z nejpouzivanéjsich
konzervacnich metod (Kale, 2007).

Z logiky véci tedy vyplyva, Ze kuptikladu Cistd voda ma hodnotu vodni aktivity

cv v

mikroorganismy jeSté mohou rist, je 0,9 (s vyjimkou osmoresistentnich mikrobt1).
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Obecné muzeme fici, ze bakterie vyzaduji pro sviij rust obvykle vyssi hodnoty
vodni aktivity, nez houby a Gram negativni bakterie maji vyssi naroky na vodu nez
bakterie Gram pozitivni (Jay, 2005). Nejnizsi limity pro rtst plisni a kvasinek je hodnota

vodni aktivity okolo 0,60. S jistotou nulového rustu pod hodnotu 0,60 (Beuchat 1983).

Minimalni hodnoty vodni aktivity pro vétSinu gram negativnich bakterii, vétSinu
gram pozitivnich bakterii, vétSinu kvasinek, vétSinu filamentarnich hub, halofilnich

bakterii a xerofilnich hub jsou 0,97, 0,90, 0,80, 0,75 a 0,61 (Adams and Moss 2000).

Forsythe (2010) uvadi bézné hodnoty pro sirupy a cukerné roztoky okolo 0,87-

0,80, coz je ale kuptikladu pro osmoresistentni kvasinky stale ptili§ vysoka hodnota.

Vodni aktivita se dd obvykle snadno snizit ptidavkem soli (nakladana zelenina,
maso), nebo cukru (dZzemy, ovocné produkty), (Forsythe 2000). Ziroven muze byt
ovlivnéna hodnotami pH, kyselosti a pfipadnymi pfirozenymi nutrienty obsazenymi

v potravin¢ (Tewari, 2007).

Obvykle si vodu piedstavujme jako kapalinu, pro kterou se hranic¢ni teploty
pohybuji okolo 0-100°C, coz tedy zaroveil povazujeme jako limitni hodnotu pro mozny
rist mikroorganismil. Ov§em bod tani a varu vody muize byt pozménén v ndvaznosti na
latku v jejim roztoku rozpusténé. To muze v disledku znamenat, ze pokud
mikroorganismus obsahuje néjakou z latek, ktera pozménuje bod tuhnuti (napiiklad
polyol - protimrznouci sloucenina), mize takovy organismus piezivat i v mnohem
extrémnéjsich podminkach (Adams 2008).

Stejné tak mize byt pozménén bod varu, v navaznosti kuptikladu na zvySeny
hydrostaticky tlak. Hezkym piikladem jsou bakterie zijici blizko vulkanickych praducht,
které diky vysokému tlaku v hlubokych podmoiskych podminkach zvySuji bod varu své
cytoplazmaticky vazané vody a tak jsou schopny pfezit i velice vysoké teploty (Adams,

2008).
Timto se dostavame k vyznamu a vlivu teploty na riist mikroorganismti.
Teplota

Naprosto vSechny Zivé organismy na planeté jsou ovlivnény timto fyzikalnim
parametrem, mikroby nevyjimaje. Rust a rychlost mnoZzeni mikroorganismi je ve
skute€nosti na teploté¢ okoli zavislé velice vyznamné, ponévadZ souvisi s rychlosti

enzymatické aktivity. Enzymy maji jisté rozmezi, ve kterém funguji. Cim vétsi je teplota,
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tim se jejich aktivita zvySuje, ovSem i zde je plati jakysi horni teplotni limit, ktery
v ptipadé jeho piekroceni zplisobi denaturaci enzym, a tedy znemozni bunice fungovat.
Vyssi funkCnost enzymi zplsobuje rychlejsi rGst a tedy i1 rozmnozovani buiky.
V podstaté mizeme fici, ze znesSkodnéni bunky dochazi zni¢enim transportnich molekul,

enzymatického charakteru, coz bunice znemozni udrzet své zivotni funkce (Kale 2007).

Mikroorganismy podle toho, jakym zpisobem se vyporddavaji s rliznymi

teplotami, délime na termofilni, mezofilni a psychrofilni (Forsythe, 2010).

Tabulka ¢. 1

Mikroorganismy minimum °C optimum °C maximum °C
psychrofilni -5 12-15 20
mezofilni 5 30-45 47
termofilni 40 55-75 60-90

Tabulka ¢. 1 nam ukazuje teplotni rozmezi pro dané organismy tak, jak je

rozde€luje Forsythe (2010).
Gorner (2004) uvadi hodnoty:

Tabulka ¢. 2

Mikroorganismy minimum °C | optimum °C maximum °C
Psychrofilni bakterie -5az+5 12az 15 15 az 20
Psychrotrofni bakterie -5az+5 25az 30 30 az35
Mezofillni bakterie -5az+15 30 az 40 35az47
Termofilni bakterie 40 az 45 55az75 60 az 90

Z hlediska konzervace sirupll pfipadaji jako nejzajimavéjsi bakterie rostouci za
béznych pokojovych teplot, vzhledem k bézné praxi a ocekdvani konzumentl na jejich
skladovani. To jsou tedy pfevazné bakterie psychrotrofni a mezofilni.

Pokud chceme u potravin n¢jakym zplisobem vyjadfit jejich kazivost v zévislosti

na teplot¢, miZeme se orientovat podle Qio faktoru. Qio je definovano jako pomér

31



rychlosti zmény riistu mikroorganismii (reakci) pfi zméné teploty o 10°C. Toto ¢islo ndm
tedy muze fict, o kolik vice ¢i mén¢ budou organismy rast v pfipadé zmény teploty.
Obvykle se hodnoty Qio pohybuji okolo 2-3, jsou bezjednotkové a proto predevsim

orientacni. Jedna se o faktor, nikoliv hodnotu mnozstvi.

Napriklad, pokud pfi teploté 25°C nam na agarové misce narostlo 20 kolonii a pfi
teploté 35°C narostlo kolonii 70, miizeme po vypoétu Qio= (R2/R1)!%*, Zjistit, Ze Q10
faktor je roven 3,5. (Steele, 2004).

Kyzlink (1990) uvadi, ze hodnota Q1o mé své limity, obzvlasté¢ u méfeni zmeény
rychlosti enzymatickych reakci, vzhledem k bodiim denaturace a tedy rapidnich zmén

v chovani méfenych latek.
pH

Hodnota pH je koncentrace hydrogenovych iontd (Tewari, 2007), nebo-li zaporny

dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych kationti.
pH =—1logl0 [H+] =1ogl0 1/[H+]
kde [H+] je koncentrace hydrogenovych iontl

Hodnota pH nam urcuje, zda je latka kysela, nebo zasaditd. Okolo hodnot rovnych

7, je latka takzvané neutralni, pod tuto hodnotu kysela, nad tuto hodnotu zésadita (Sperber
2009).

Kazdy mikroorganismus ma svoje rozmezi a minimalni a maximalni hodnoty, ve
kterych je Zivotaschopny a v ptipadé vychyleni z t€chto hodnot se jeho Zivotaschopnost
zhorSuje. V piipad¢ potraviny je tfeba brat v uvahu piirozené zmény pH bchem
skladovani. pH se mtZe liSit vyrazné¢ na zacatku skladovani, nebo zpracovani v porovnani
s kone¢nym produktem. Proto je tfeba s t€émito zmeénami pocitat, pfedevSim proto, Ze
kyselost/zasaditost potravin mohou v nékterych ptipadech ve svlij prospéch meénit sami

organismy. (Forsythe, 2010).

Potraviny s pH pod hodnoty 4.6 se nazyvaji velmi kyselé, ty s hodnotami nad 4,6
se nazyvaji malo kyselé. Tento limit byl odvozen od spor Clostridium Botulinum, které

pod touto hodnotou nejsou schopné sporulace a produkce toxina (Sperber, 2009).

Optimum pro rast mikroorganismi je zhruba okolo hodnoty pH 7 a vétSina

mikroorganismu neroste pod hodnoty 4,6. Bakterie jsou na kyselosti prostfedi o néco vice
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nachylné, a vybiravéjsi nez plisn€ a kvasinky (Jay, 2005). Obecné plati, ze optimalni pH
pro bakterie je 6,0-8,0, pro kvasinky 4,5-6,0, pro filamentarni houby 3,5-4,0 (Adams,
2008).

Podle Ray (2001) je pro plisné€ je rozmezi rustu pomérné Siroké, a to 1,5-9,0, pro
kvasinky 2,0-8,5, pro Gram positivni bakterie 4,0—8,5 a pro Gram negativni bakterie 4,5—
9,0.

Neékteré mikroorganismy vyvinuly schopnost odolavat extrémnim pH, pfedevsim
velice kyselym prosttedim. Sperber (2009) uvadi dokonce rozmezi od hodnot pH 0,5 do
pH 11,0. Tento fakt a schopnost mikroorganismti prizptisobovat svoje vitalni pochody,

casto vede k pouzivani vétSiho mnozstvi a vice barier v ramci konzervace potravin.

Pufrovaci kapacita potraviny je jeji schopnost reagovat a ptizplisobovat se
zméndm pH. Tuto schopnost (nebo neschopnost) je tieba brat v potaz, v ptipadé,
chystame-li se potraviny okyselit, nebo konzervovat fermentaci. Ovoce a zelenina maji
obvykle nizkou pufrovaci kapacitu v porovnani s zivo¢iSnymi materialy. Vysoky obsah

bilkovin obvykle napomahé zvyseni pufrovaci kapacity (Tewari, 2007).

Mikroorganimy ¢asto napadajici sirupy se nejradéji a nejlépe mnozi pii pH 3-4

(Lubbert, 2001).
Mnozstvi a dostupnost nutrienti

Pro mikroorganismy jsou klicové pfedevSim tyto nutrienty: voda, uhlik, dusik
a vybrané vitaminy a mineraly. Nejvyssi ndroky na nutrienty maji bakterie, na druhou
nutrienty. Nékteré komponenty v potravindch mohou mit na riist mikroorganismu vliv

negativni a pisobit tedy pfimo antimikrobidlné (Sperber, 2009).

3.8 Biologicky aktivni latky prodluzujici trvanlivost

Biologicky aktivni latky byly zkoumany v mnoha rostlinnych druzich vzdy se
snahou identifikovat konkrétni latku s antimikrobidlnimi G¢inky. V mnoha piipadech
bylo zjisténo, ze onou biologicky aktivni latkou s antiseptickymi a antimikrobidlnimi
ucinky byly silice. Slozenti silic je asto zavislé na geografickém ptvodu rostliny, stejné

tak jako na obdobi sklizné€ a klimatickych podminkéch (Linksens, 1991).
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Vyssi rostliny byly jako zdroj biologicky aktivnich latek vyuzivany od pradavna.
Schopnost nékterych latek inhibovat mikrobialni znehodnoceni, nebezpecné bakterie,
lidské 1 zvifeci patogeny, a mnohé z filamentarnich hub, byla pro ¢lovéka klicova po

mnoha staleti. (Linksens, 1991)

3.9.1 Silice

Silice jsou produktem sekunddrniho metabolismu rostlin. Sekundarnimi
metabolity se zpravidla mini takové produkty, které rostlina vytvari, ale bez jejichz
pfitomnosti je stale Zivotaschopnd. Pfikladem podobnych latek mohou byt napiiklad
i alkaloidy, saponiny, nebo fenolové glykosidy (Jirdsek, 1989). Jednotlivé silice se
obvykle nazyvaji podle rostliny, ze které jsou bézné ziskavany a jejich viné je podobna

té casti rostliny, ze které se ziskava. (Preedy, 2015)

Silice jsou obvykle tékavé latky, aromatického charakteru, sloZzené z organickych
sloucenin. Maji olejovitou konzistenci a mnohym olejiim se podobaji i svymi vlastnostmi.
Proto se jim Casto také fika éterické oleje. Silice miizeme najit v riznych ¢astech rostlin,
casto v kvétech, plodech, nebo listech ale hojné jsou k nalezeni i v klife, nebo kotenech
rostlin. Obvykle se nachéazeji v Zlaznatych bunikach, papilach, kanalcich, nebo
mezibunéénych prostorach. V mnoha ptipadech slouzi jako aromatické slozka rostliny,
lakajici hmyz k opilovani, nebo naopak jako protipatogenni €inidlo, zabranujici rozvoji

nezadoucich mikroorganismu (Jirdsek 1989).

Jsou té€Zko rozpustné ve vodé, ale jsou rozpustné ve vétSiné organickych
rozpoustédlech, véetné diethyletheru, nebo ethanolu. Dobfe se sméSuji s rostlinnymi oleji,

tuky a vosky (Preedy, 2015).

Ve formé silic si rostlina uklada vétSinu svych chutovych a aromatickych latek.
Jsou to smési t€kavych silicnych latek, které jsou v Cerstvém stavu bezbarvé. Obvykle
smési uhlovodikd, nebo jinych kyslikovych derivat, casto s charakterem terpent,
seskviterpent, alkohold, estert, aldehydii, ketonti, fenol, etherti, nebo peroxida.

Silice také Casto zodpovidaji za 1éCivé ucinky rostlin a kvili této vlastnosti byvaji

-----

rust bakterii (Small, 2006).
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Slozeni silice se v rznych ¢astech rostliny mtize ménit. Dobrym piikladem je
kuptikladu skoficovnik. V kuife najdeme jako hlavni slozku aldehyd, v silici izolované

v listech pfevazuje eugenol a v kotfenech zase kafr (Jirasek, 1989).

Silice se Siroce vyuzivaji napiiklad jako ptisada do cukrovinek, nealkoholickych

napoju a destilovanych alkoholickych napoji (Kettenring and Geeganage, 2010).

Jejich schopnost ptsobit antibakteridlng, protiplisnovée, antivirdlng, insekticidné
a antioxida¢n€ je vyuzivana v mnoha zeméd¢€lskych a nutri¢nich odvétvich (Turek and

Stintzing, 2013; Lopez-Reyes et al., 2013).
Zpisob ziskavani silic:
Metody ziskdvani: parni destilaci (para prochazi materidlem a s sebou bere vonné

latky, které jsou néasledné zkondenzovény a sbirdny) nebo destilaci (zahiati a nasledné

zchlazeni smési latek, které se oddéli na zakladé€ rlizné t€kavosti) (Small 2006).

Silice se ziskavaji pomoci destilace drogy v Cerstvém stavu s vodni parou, nebo
louhovanim s organickymi rozpoustédly. Dale je mozné silice ziskavat enfleurazi
bezpachym tukem za studena, nebo maceraci v horkém tuku. Destilace s vodni parou je
nejcastéj$im zplsobem ovSem ta miiZze poSkodit jemné tony dané silice (Jirasek, 1989).

ovetit dnesSni metody

Silice, které jsou za stalych teplot nestalé, se ziskavaji mechanickym lisovanim.
Né&kdy ma destilace za nasledek pifitomnost nezddoucich piimési, které se mohou svymi

vlastnostmi od silice lisit (Small, 2006).

Silice nejsou stalé slouceniny a skladovanim se jejich slozky zhorsuji. Pokud

obsahuji hodn¢ nenasycenych uhlovodiki, ¢asto mohou pryskyfi¢natét (Jirasek, 1989).

Silice jsou také fazeny mezi takzvana korigencie, nebo-li latky, které zlepSuji
a zptijemnuji chutové a cichové vjemy. To ma vliv nejen na jejich vyuziti
v potravinaiském pramyslu (Jirasek, 1989).

Studie provedené na toxiny produkujicich plisnich prokézaly jednozna¢ny efekt
na vyskyt toxinl v pfitomnosti esencialnich oleji. Produkce aflatoxint z rodu Aspergillus
byl vyrazné niz8i i pii nizkych koncentracich. Ve studii na Pimpinella anisum byla
pozorovana vyznamna antifungicidni aktivita u rodl Alternaria, Apergillus,

Cladosporium, Fusarium a Penicilium (Linskens, 1991).
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3.9.1.1 Hiebic¢kova silice

Poupata hiebickovce kotfenéného nebo vonného (Syzygium aromaticum nebo
Eugenia Caryophyllata, Myrtacea) poskytujici koteni hiebicek kuptikladu produkuji 16-
18 silic (konkrétné kultivar ze Zanzibaru). Dalsi kultivar, pivodem z ostrova Ambonia
muze produkovat az okolo 20 % této silice. Nejcastéjsi vyuziti hiebickové silice je jako

zubni antiseptikum (Rystonova, 2007).

Kultivovan kromé Zanzibaru také na Pembé, v Penangu, na Madagaskaru, na
Karibskych ostrovech, na Sri Lance, a vJizni Indii. Rostlina produkujici hiebicek
dosahuje nejlepsich produkénich vysledkli az po zhruba 15 az 20 letech rustu. Sklizen
probiha ru¢né, nebo pomoci bambusovych ty¢i. Poupata jsou optimalni ke sklizni, kdyz
zacnou ze zelené ménit barvu na rizové. Jejich hnédava barva se docili aZ suSenim

(Preedy, 2015).

3.9.1.2 Tymianova silice

Silice pochazejici z Tymianu obecného (Thymus vulgaris)se ziskava parni
destilaci nebo vodni destilaci z kvétenstvi a listli. Existuje n¢kolik druht tymianu, ale
nejjemngjsi silice pochéazi z linalolového tymidnu. Zemi plvodu je obvykle Francie,

Maroko, §panélsko, Recko, Alzirsko, Némecko, nebo Amerika (Farrer-Halls, 2007).

V tymianové silici miizeme nalézt mnoho polymorfnich variaci na monoterpeny.
Patfi mezi né naptiklad geraniol, a-terpineol, thuyanol-4, linalool, karvakrol, a thymol.
(Thompson et al., 2003). Thymol a karvakrol jsou dva z nejaktivnéjSich komponent
tymidnového esencialniho oleje, které¢ jsou hojné vyuzivany pro svoji Sirokou skalu

antimikrobialnich u¢inki (Soliman and Badea, 2002).

Vyuziti tymianu a jeho silic je také vyznamné z hlediska chuti. Jeho schopnost
potlacit nezadouci pachy (jako napiiklad tri-methylamin a hydroxy toluene)v jidle je
jednou ze zdsadnich charakteristik pro které je tak hojné vyuzivan. Mimo jiné poskytuje
také vynikajici antioxidacni schopnosti, v mnoha ptipadech s lepSimi vysledky nez

poskytuji syntetické antioxidanty (Preedy, 2015).
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Tymianové silice prokazaly efektivitu proti patogennim mikroorganismim jako
je naptiklad Campylobacter jejuni, S.enteritidis, E. coli, S. aureus, aa L. monocytogenes

(Smith-Palmer et al., 1998).

YV W

Rabiei et al. (2011) uspésneé demonstrovali antimikrobialni vliv tymianovych silic
na jablkach (Malus domestica) s koncentraci (100 ppb) v ramci zlepSeni poskliziiové

kvality.

Shabnum and Wagay (2011) testovali protiplisnové schopnosti tymianovych
esencialnich oleji na jahodach (Botrytis cinerea a Rhizopus stolonifer) a podafilo se jim
tak snizit Sed¢ plisn¢ a me¢knuti jahod o 75.8 % and 74.8 %. Po ¢trnacti dnech byla davka
TEO zvysena.

Karami-Osboo et al. (2010) uvadi schopnost TEO (tymianového esencidlniho
oleje) o slozeni: karvakrol; 4.78% a thymol; 49.5%, potlacit rGst Erwinia amylovora,

zpuisobujici onemocnéni na jablkach a hruskéach.

Diky své Sirokospektrosti jako antimikrobidlni Cinitel a vysoké ucinnosti i pii
srovnani se syntetickymi antimikrobianty, je TEO jedna z vysoce vyuzivanych ptirodnich
latek. Jeho pfednosti je také netoxicita vi¢i saveim a schopnost snizovat vyskyt

aflatoxint (Kumar et al., 2008).

Nguefack et al., 2004 uvadi pozitivni efekt na inhibici konidialni germinace a rist
mykotoxiny produkujicich mikroorganismii jako je Fusarium moniliforme, A. flavus,

a Aspergillus fumigates pr ikoncentracich 1000 ppm,.

O néco pozdéji stejny autor potvrzuje efektivitu téchto silic jako antimikrobialnich
Ciniteld u Aspergillus ochraceus, Penicillium expansum, a Penicillium verrucosum

(Nguefack et al. 2009).

3.9.1.3 Vonatka citronova

Lemongrassova silice je nazloutlé, nebo jantarové barvy. Je ziskdvana parni
destilaci z citronové travy druhu Cymbopogon, konkrétné Cymbopogon citratus, jenz je
puvodem z Jizni Asie. a Cymbopogon flexuosus, ktera je kultivovana ptevazné v Africe,

Jihovychodni Asii a ostrovech Indického ocednu (Farrer-Halls, 2007).
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Vyuziti samostatné lemongrassové silice v dzusech se pfili§ neosvédcila,
vzhledem ke svému vyraznému vlivu na chutové vlastnosti produktu. Na druhou stranu,
v kombinaci s jinymi konzerva¢nimi metodami se ukédzala jako pomérn¢ vhodna. Studie,
ve které bylo vyuzito nanoeksapsulac¢niho systému (slune¢nicovy olej a palmovy olej jako
as organické faze a glycerol monooleat, sojovy lecitin, tween 20 a Cleargum jako
emulgatory) potvrdila antimikrobidlni aktivity proti Saccharomyces cerevisiae, E. coli,
and Lactobacillus delbrueckii v pomeranCovych a hruskovych dzusech a zaroven

zachovani jejich ptivodnich chutovych vlastnost (Donse et al., 2011).

Mishra and Dubey (1994) dokazali vliv lemongrasovych silic, jakozto
poskliziiového fungicidu. Silice prokazala schopnost inhibovat rast 35ti, 45ti, a 47mi
druhii mikroorganismu pfi koncentraci 500, 1000, a 1500 ppm. Svoji schopnost si udrzela

po 210 dni saklodovani, poté se schopnost snizovala.

V jiném experimentu doslo k vyraznému snizeni rastu kolonii u vyznamnych po
skliznovych patogentt Colletotrichum coccodes, Botrytis cinerea, Cladosporium
herbarum, Rhizopus stolonifer, a Aspergillus niger. Produkce spor byla snizena o 70 %
pfi koncentraci 25 ppm. Pii koncetraci 500 ppm sporulace byla naprosto zastavena.
Zaroven byla inhibovana aktivita C. coccodes, B. cinerea, C. herbarum, a R. stolonifer
v ptimé uméte ke koncentraci, ovSem doslo ke zvySeni aktivity Aspergilus niger a to az

do koncentrace 100 ppm (Tzortzakis and Economakis, 2007).

Raybaudi-Massilia et al. (2006) ve svém experimentu dokézali inhibi¢ni
schopnosti lemongrassové silice u Salmonella Enteritidis, E. coli, a Listeria innocua ,

konkrétné v jable€ném, hruSkovém a melounovém dzusu.
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4 Material a metodika

4.1 Priprava sirupu

Ptiprava sirupi probihala v mikrobiologické laboratoifi Katedry kvality
zemé&délskych produktli, za béznych hygienickych podminek, které lze dosahnout
1 v béznych malovyrobnich provozech. Sirup byl ptipraven ve 150 ml erlmajerové bartice
z 60 graml cukru (sachar6zy) spole¢né s 40 ml vody a nasledn¢ za studena rozmichan
magnetickym michadlem. Pouzita byla nepfevaiena, pitnd voda z vodovodni sit¢ na
Ceské zemédélské univerzité. Jako sladidlo byla pouzitd b&zné dostupna krystalicka
sachar6za, fepny cukr. Na pfipravu bezinkového sirupu byly pouzity susené kvéty
Sambucus nigra (Byliny Mikes) Pfipraveného cukerného roztoku bylo pfidano 5 gramt

suSeného bezinkového kvétu. Po 12 hodinach bylas smés zfiltrovana.

Pomoci vysokooti¢kového mixéru — IKA ULTRA-TURRAX (Svédsko) bylo
pripraveno 10 ml mikroemulgovanych (20 tis. ot./min po dobu 10 s.) zasobnich roztokt
hiebickové, vonatkové a tymianové silice v cukerném roztoku o koncentraci 10,24 g
silice na litr sirupu. Takto pfipraveny zasobni roztok byl néasledné ptidan do zékladniho
sirupt tak aby vznikly 10 ml vzorky o finalnich koncentraci 512, 256, 128 a 64 g/I. Pokus
probihal ve sklenénych mikrobiologickych zkumavkach uzavienych vickem. Vzorky

byly ve svislé poloze skladovany pii pokojové teplote.

4.2  Mikrobiologicky rozbor sirupu

U kazdého vzorku byl v intervalech 7 a 14 dni proveden mikrobiologicky rozbor

pro stanoveni celkového po¢tu mikroorganismi ve vzorku.

Pted kazdym rozborem byl vzorek homogenizovan na vortexu. Byly pouzité
sterilni néstroje a pomucky. Pipetou bylo odebrano 100 ul vzorku a v TSB (Tryptone
Soya Broth, Oxoid) bujénu bylo provedeno desitkové fedéni. Prvni fedéni do mikro
zkumavky typu ependorf a nasledné v mikrotitraéni desti¢ce. Prvni fedéni bylo v objemu
Iml, smichanim 900 mikrolitrti bujénu TSB a 100 mikrolitrt sirupu. Dalsi fedéni az do
6. byly pfipraveny ve dvou opakovanich do mikrotitracnich destic¢ek, ve kterych bylo

piipraveno 180 mikrolitri bujonu.
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Pro vlastni stanoveni byla pouzita modifikovana kapkova metoda (Chen et al.,
2003), ktera je velice efektivni a umoznuje za nizké spotfeby materialu a ¢asu uskute¢nit
tfi nezavisla opakovani. Z ptisluSného fedéni na mikrotitracni desti¢ce bylo piepipetovani
9,7 (~10 ul) vzorku na pfedem pfipravené a ve sterilnich podminkach osusen¢ kultiva¢ni
pudy. Pro vétsi presnost byly pouzity vzdy dvé kapky ptislusného fedéni, ze kterych byl
nasledné¢ vypocitan primér hodnot KTJ. Veskera prace probihala v lamindrnim

mikrobiologickém boxu.

Pro stanoveni celkového poc¢tu mikroorganismii bylo pouzito dvou zZivnych pud,
Plate count agar (Oxoid), ktery je urcen pro stanoveni celkového poctu mikroorganismil
a Sabouraud Dextrose Agar (Oxoid), na kterém byvaji stanovovany houby. A vsak
pozd¢jsi vysledky ukazaly, Ze mezi pouzitymi médii nebyl vyznamny rozdil.

Vzorky byly kultivovany pti pokojové teploté + 23 °C po dobu 24-72 hodin a byly
pravidelné kontrolovany. Vzhledem k pfirozené mikrofléie vzork nebylo mozné urcit
pfesny Cas kultivace, bakterialni kultury rostou pomaleji nez houby. Vzorky proto byly

vyhodnocovany dle aktudlniho stavu nartstu. V kazdém pocitatelném ftedéni byly

spocitany vzrostlé kolonie bakterii / hub. A vysledky byly vyjadieny jako KTJ/ml vzorku.
Sledované znaky:

Mnozstvi kolonie tvoficich jednotek/ml v sirupech s pfidanou silici v porovnani

s kontrolou, kter4 byla ponechéna bez silice.

4.3. Vyhodnoceni dat

Ziskana data byla vyhodnocena ve statistickém programu R na hlading
vyznamnosti 0,05 a pro tplnost je u signifikantnich vysledki uvedena velikost vzorkt (n)

a p-hodnota (p). Grafy byly zpracovany v programu MS Excel.

Pro stanoveni zavislosti byla pouzita jednoducha regrese a pro stanoveni rozdili mezi

kontrolnimi vzorky a koncentracemi silic byla pouzita ANOVA.
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5 Vysledky

Vysledky jsou fazeny podle jednotlivych silic, takze ke kazdé z nich jsou pfifazeny
4 graficky vyjadiené vysledky. Vzdy Po 7 dnech, po 14 dnech, na Plate count agaru

a Sabouraud Dextrose Agaru.

5.1 Vonatka citronova

Vonatka citronova, 7. den, PCA
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Grafé¢. 1
Z grafu €. 1 vyplyva, ze silice vyznamné¢ inhibuje nartist mikroorganismi, nejvice

v koncentraci 512 g/I.
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Vonatka citronova, 7.den, SAB
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Graf ¢. 2

Z grafu €. 2 vyplyva, ze silice vyznamn¢ inhibuje nartst mikroorganismi, nejvice

v koncentraci 512 g/I.

Vonatka citronova, 14. den, PCA
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Graf ¢. 3

Z grafu ¢. 3 vyplyva, ze silice vyznamn¢ inhibuje nartist mikroorganismi, nejvice

v koncentraci 512 g/l.
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Vonatka citronova, 14. den, SAB
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Graf¢. 4
Z grafu €. 4 vyplyva, ze silice vonatky nejvyraznéji inhibovala rst mikroorganismu
v koncentraci 256 g/l.
Mezi kontrolnim vzorkem a vzorky oSetfenymi silici vonatky byl prokazan
statisticky vyznamny rozdil na hladiné p = 0,0007, (n=50) a byla prokdzana zavislost

poctl KTJ na koncentraci silice u voniatky na hladiné p = 0,0297 (n=40). U silice vonatky

nebyl prokazan mezi PCA a SAB statisticky vyznamny rozdil.
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5.2 Hrebickova silice

Hrebicek, 7.den, PCA
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Graf ¢. 5

V mikrobiologickém rozboru po 7 dnech od zalozeni nebyl na agaru PCA
viditelny inhibi¢ni ucinek hiebickové silice. Hodnoty log KTJ z oSetfenych vzorkl se

jevily srovnatelné s kontrolou.
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Graf ¢. 6
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V mikrobiologickém rozboru po 7 dnech od zaloZeni nebyl na agaru SAB
viditelny inhibi¢ni ucinek hiebickové silice. Hodnoty log KTJ z oSetfenych vzorkl se

jevily srovnatelné s kontrolou.

Hrebicek, 14.den, PCA
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Graf¢. 7

Oproti vysledkiim ze 7. dne jsou vysledky po 14 vyznamné odlisné a je zde patrny
vyznamny vliv hiebickové silice na riist mikroorganismi v sirupu. Naméfené hodnoty

log KTJ v osetfenych vzorcich byly vyrazné€ nizsi nez v kontrolnim vzorku.
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Hiebicek, 14.den, SAB
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Graf ¢. 8

Oproti vysledkiim ze 7. dne jsou vysledky po 14 vyznamné odliSné a je zde patrny
vyznamny vliv hiebi¢kové silice na rast mikroorganismil v sirupu. Namétené hodnoty

log KTJ v osetfenych vzorcich byly vyrazné€ nizsi nez v kontrolnim vzorku.

U silice hiebicku nebyl prokézan statisticky vyznamny rozdil mezi agary PCA

a SAB.

Mezi kontrolnim vzorkem a vzorky oSetfenymi silici hfebicku byl prokazan
statisticky vyznamny rozdil na hladin€¢ p = 0,0117, (n=60) a byla prokdzéana zavislost

poctit KTJ na koncentraci silice u hiebicku na hladiné p = 0,0050 (n=48).
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5.3 Tymianova silice

Tymian, 7.den, PCA
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Graf¢. 9

Z grafu €. 9 vyplyva, ze silice vyznamné inhibuje narast mikroorganismi, nejvice

v koncentraci 512 g/1.
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Graf ¢. 10

Z grafu ¢. 10 vyplyva, Ze silice vyznamné inhibuje nariist mikroorganismii, nejvice

v koncentraci 512 g/l.
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Tymian, 14.den, PCA
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QGraf ¢. 11

Z grafu ¢. 11 vyplyva, Ze silice vyznamné inhibuje narGst mikroorganisma

s podobnymi vysledky ve vSech koncentracich.
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QGraf ¢. 12

Z grafu ¢. 11 vyplyva, Ze silice vyznamné inhibuje néarGst mikroorganismi s

podobnymi vysledky ve vSech koncentracich.
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U silice tymianu nebyl prokazan mezi PCA a SAB statisticky vyznamny rozdil.

Mezi kontrolnim vzorkem a vzorky osetfenymi silici tymianu byl prokazan statisticky
vyznamny rozdil na hladiné p = 0,0087, (n=44) a nebyla prokazana zavislost pocti KTJ

na koncentraci.
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6 Diskuse

V tvodu prace bylo zminéno, ze cilem prace bylo potvrdit antimikrobidlni G¢inky
silic v bezinkovém sirupu v podminkach podobnym malovyrobnimu procesu. Je tfeba si
uvédomit, ze bezpecnost potravin je vzdy na prvnim mist¢ a tak je tfeba antimikrobidlni
ucinky danych latek vztahovat pfedné¢ k mikroorganismim potencialné zptsobujicich
alimentarni onemocnéni. Teprve v druhé tad¢€ je na misté zabyvat se plivodem latek
a Setrnosti zachazeni s materidlem, jako je napiiklad Setrnd pasterace, nebo pridavek

dal$ich konzervantu.

Burt (2004) tvrdi, Ze in vitro studie prokazaly antibakterialni efekt silic na plisné,
kvasinky a bakterie naptiklad proti Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium,
Escherichia coli O157:H7, Shigella dysenteria, Bacillus cereus a Staphylococcusaureus
v koncentracich mezi 0,2-10 g/l. Mnozstvi silicnych slozek bylo identifikovano jako
efektivni proti mikrobialnimu ristu. Jsou jimi napiiklad thymol, karvakrol, eugenol,

s minimalni inhibi¢ni schopnosti okolo 0,05-5 g/ in vitro.

O néco vyssich koncentraci je tieba dosahovat pii konzervaci potravin in vivo.
Studie na Cerstvém mase (Pittman et al., 2011), rybach (Ilhak a Guran, 2014), mléce
(Chen et al. 2015), zeleningé (de Oliviera et al., 2015) a ovocnych produktech, vcetné
dzust a cideru (Kisko a Roller, 2005), (Knight a McKellar, 2007) prokazaly signifikantni
antibakterialni efekt v koncentracich mezi 0,5-20 g/l a mezi 0,1-10 g/l v roztocich na
omyvani ovoce a zeleniny, z ¢ehoZ vypliva 1 vztah naSich koncentraci a jejich vlivu na
rist mikroorganismi a tim padem relevance naSich vysledki, kterd byla v rozmezi

0,512-0,064 g/1.

Podobné koncentrace potvrzuje 1 studie hodnotici in vitro antimikrobialni aktivitu
eugenolu, limonenu a citrusovych extrakti na bakteriich, kvasinkych a mikrofléte
specifické pro dzusy proti ttem bakteriim Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis,
Bacillus coagulans, a tii kvasinky Saccharomyces bayanus, Pichia membranifaciens,
a Rhodotorula bacarum, coz jsou mikroorganismy reprezentujici mikrofloru v dzusech

(Bevilacqua et. al., 2010).

Ve vsech studiich vySe zminénych, §lo pfedevsim o prevenci vyskytu patogennich
mikroorganismu, v n€kterych o prodlouzeni skladovatelnosti produktli. V naSem ptipadé

jsme se snazili o prodlouzeni skladovatelnosti skrze snizeni celkového poctu vSech
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mikroorganismul najednou. V nasich vysledcich se nasel rozdil fddové o 2-3 log KTJ, coz

koresponduje s vysledky jinych autorti.

Silice obsahuji vysoky pocet riznych latek, coz muze zplsobit jejich schopnost
zasahovat vice mikroorganismu najednou (Burt, 2004). Toto tvrzeni piimo potvrzuje nasi
hypotézu, ze silice mohou hubit vétsi pocet druhli mikroorganisml najednou a je tedy
mozné zkoumat vliv antimikrobidlni aktivity silic pro vSechny plisné, kvasinky i bakterie

najednou.

Védecka prace z roku 2002 (Friedman et al., 2002) se zabyvala vlivem silic na
Campylobacter jejuni, E. coli O157:H7, L. monocytogenes a Salmonella enterica.
Zkoumano bylo 96 riznych silic a 23 silicnych slozek, z ¢ehoz 27 silic prokazalo
antimikrobidlni u¢inky proti v§em Ctyfem bakterialnim druhtim. Silice s nejvétsim vlivem
byly mimojiné také praveé tymian, hiebicek a vonatka citronova. Jako G€inné latky byly

identifikovany karvakrol, benzaldehyd, citral, thymol a eugenol.

Stejné tak potrvdil Moreira et al. (2005), ze hiebickova silice méla inhibi¢ni vliv
na rust £. coli O157:H7, jakozto znamého patogenu. Zajimavosti je, ze v této studii byly
také pozorovany antimikrobidlni G¢inky u jinych silic, konkrétné u eukalyptu (Eucalyptus
globules), rozmarynu (Rosmarinus officinalis), maty (Mentha piperita), rize mosSusové
(Rosa moschata), citronu (Citrus limonum), oregéna (Origanum vulgare), borovice
(Pinus silvestrys) a sladké bazalky (Ocimum basilicum). Hiebiek (Syzygium

aromaticum) ze vsech z nich prokéazal nejlepsi inhibi¢ni vlastnost proti tomuto patogenu.

Vlivem silic na prodlouZeni skladovatelnosti se zabyvala studie Friedmanan et al.
(2004), kterda prokazala antimikrobidlni aktivitu proti Salmonella Hadar
a E. coli O157:H7 v jable¢ném mostu. Nejaktivnéj$imi slozkami silic byly mezi dal§imi
¢tyfmi predné karvakrol, geraniol, eugenol, silice z hiebicku a silice z vonatky citronové.
To se shoduje s nasimi vysledky v rdmci snizeni antimikrobidlni aktivity na vybraném
produktu. Velice zajimavym poznatkem z této studie je mimo jiné i to, Ze tyto latky
prokazovaly vyssi antimikrobidlni schopnost v ndvaznosti na del§i dobu skladovaciho
casu. To by mohlo potvrzovat nés rozdilny vysledek mezi jednotlivymi tydny, napiiklad
u hiebicku, kde jsme zaznamenali vyraznou zménu v inhibici mikroorganismli mezi
jednotlivymi tydny. Zaroven jsme na zacatku naSeho testovani inokulovali orienta¢né
1 par vzorka jablecného mostu a pozorovali jsme podobnosti chovani, z ¢ehoz jsme
usoudili, ze je mozné srovnavat vysledky naseho métfeni na sirupech s vysledky na

mostech.

51



Eugenol a thymol byly také Gispésné testovany jako ochranny film na rajcatech,
pro zabranéni jejich poskliziiovému rozkladu. Lu et al. (2014) vyvinuli omyvaci roztok,
jehoz aplikaci dosahli snizeni log KTJ o 7,5 u druhu rodu Salmonella enteritica
v porovnani s kontrolou. Toto oSetfeni také prokazalo snizeni o 1,3 log KTJ ve vSech
aerobnich bakteriich a také redukci rodt Salmonella o 5 log KTJ v pouzité vodé. Tyto
informace jsou fadové odpovidajici naSemu méfeni a poukazuji na antimikrobidlni vliv

silic 1 v kontextu SirSiho spektra mikroorganismu.

Dalsimi patogennimi mikroorganismy casto nalezenych v potravinach jsou
naptiklad Pseudomonas aeruginosa and Proteus mirabilis. Autoti Sokovic et al (2010)
testovali celkem 10 bézné¢ uzivanych a konzumovanych druhd koteni: Citrus
aurantium, C.  limon, Lavandula  angustifolia, Matricaria  chamomilla, Mentha
piperita, M. spicata, Ocimum basilicum, Origanum vulgare, Thymus vulgaris a Salvia
officinalis, které obsahovali tyto sledované silicné komponenty: kafr, karvakrol,
1,8-cineol, linalol, linalyl acetat, limonen, mentol, a-pinen, b-pinen, a tymol. Mezi nimi
nejvice vynikal karvakol, ktery velice dobie plisobil na tyto patogenni bakterie: Bacillus
subtilis, Enterobacter cloacae, Escherichia coli O157:H7, Micrococcus flavus, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis, S. epidermidis, S.
typhimurium, a Staphylococcus aureus. Silicna slozka karvakrol izolovana z oregana, ale
jinak také nalezend v tymidnu prokéazala nejlep$i antimikrobidlni aktivitu a je tedy
povazovana za klicovou. Lep$i antimikrobidlni u¢inky mély vSechny sledované silice na

Gram-pozitivni bakterie, nez na Gram-negativni bakterie.

Autor Frieedly et al. (2009) pozorovali signifikantni synergie mezi pouZitim silic
v kombinaci s riznymi organickymi kyselinami. Patfili mezi né kyselina citronova,
kyselina jablecnd, askorbova a vinna. Kyseliny zvySovaly schopnost nékterych silic
pusobit antimikrobidln€. Konkrétné byl vliv prokazovan proti L. monocytogenes. Autoii
uvadgji, ze je timto zpisobem mozné snizit nutnou koncentraci silice az desetkrat. To by
naptiklad v naSem experimentu znamenalo vyznamnou zménu a zaroven by se prokdzala

1 v&tsi ekonomickd atraktivita vzhledem k cenam slabych organickych kyselin.

Mnohé silice prokazuji vyznamné synergie, v piipadé Ze jsou vzijemné
kombinovany. Napftiklad smés 62,5 mg/kg thymolu a 75 mg/kg karvakrolu, nebo 56,26
mg/kg thymolu a 125 mg/kg eugenolu kompletné zamezili riistu L.innocua, stejné tak,
jako se podaftilo u kombinace karvakrol, thymol, eugenol (75/31;25;56,25 mg/kg) Z toho

vyplyva, Ze spravnd kombinace silic by mohla snizit mnozstvi pouzitého materidlu,
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vzhledem k tomu, Ze v nizSich koncentracich, ale za to v kombinaci s ostatnimi plisobi
jesté ucinngji. Obzvlasté zajimavé jsou pak kombinace ucinnych silic, se Spatnym
senzorickym profilem s témi, které by tento negativni senzoricky profil mohly vyrusit

(Garcia-Garcia et al., 2011).

Navrhem na dalsi zkouméni je tedy jednoznacné hlubsi zkoumani silic a jejich
vzajemnych kombinaci, nejen mezi sebou, ale také v kombinaci se slabymi kyselinami,
pfipadné s Setrnym zahievem.

V nasem piipad¢ jsme také pouzivali nepievaienou vodu, coz by v piipade pouziti vody

sterilni, také mohlo znaéné ovlivnit vysledky vyzkumu.
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7 Zavér

Z vysledkti vyplyva, Ze biologicky aktivni latky, v naSem pftipad¢ silice, maji
vyznamny inhibi¢ni vliv na rist mikroorganismu, zptsobujicich kazeni sirupu a jejich
pouzitim je tedy mozné prodlouzit trvanlivost bylinnych sirupii, konkrétné¢ bezinkového

sirupu. Hypotéza byla timto potvrzena.
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9 Prilohy

Pfiloha ¢. 1

Vpravo kontrolni vzorek, uprostied koncentrace vonatkove silice 512 g/l,

vlevo 256 g/l.

Z leva doprava jsou fazena fedéni, na obrazku je ukazka drop plate

techniky, konkrétné u tymidnové koncentrace 128 g/l.



