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Vliv teploty a silic na inaktivaci patogennich mikroorganismiu

V jable¢no-fepném moStu

Souhrn

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit ucinnost silic jako konzervantli ovocné-
zeleninové Stavy v kombinaci s teplotnim oSetfenim proti schopnosti pieziti patogennich
organismi (E. coli a Salmonella). Ovocné a zeleninové §t'avy jsou dilezitym zdrojem ve vodé
rozpustnych vitaminll a mineralnich latek, které maji blahodarny vliv na lidské zdravi. AvSak
velkou nevyhodou je jejich nizkd odolnost viic¢i kazeni zpisobend mikrobialni kontaminaci.
V nékterych piipadech, mizou byt moSty kontaminovany patogennimi bakteriemi, coz se uz
v minulosti né¢kolikrat prokazalo. Existuje celd fada konvencnich technik, jak mosty
konzervovat. Nekteré metody jsou zalozeny na tepelném oSetfeni, jiné spoléhaji na vyuziti
chemickych slou€enin. Spotiebitelé stale vice upfednostiiuji ptirodni a neoSetené produkty.
Pouziti silic ¢asto vede k nezddoucim senzorickym zménam produktu. Odpovéedi na takovou
poptavku muze byt most oSetfeny nizkou pasteracni teplotou v kombinaci s ptirodni silici.
Takovy produkt si zachovava vSechny nutriéné vyznamné latky, a pfitom je pro spotiebitele
bezpe¢ny. Modifikovanad chut a viné, mizou byt pii sprdvné prezentaci povazovany za
ptfidanou hodnotu produktu.

Pasterovany jable¢no-fepny most byl inokulovan dvéma kmeny potencialné
patogennich bakterii (E. coli a Salmonella enterica). Takto pfipraveny most byl osetien riiznymi
zpusoby, které zahrnovaly teploty a ¢asy (0 °C, 60 °C po dobu dvaceti minut a 90 °C po dobu
jedné minuty), pfidani dvou silic (skoficové a vonatky citronové (lemongrass)) v koncentracich
(skotice: 256, 128, 64, 32, 16 ul/l a vonatka: 256, 128, 64, 32, 16, 8 ul/l) a vSech jejich
kombinaci. V téchto variantach bylo zkoumano celkové pieziti patogennich mikroorganismui
(E. coli a Salmonella enterica). Stanoveni probihalo na dvou riznych zivnych pudach, a to na
chromogennim TBX a XLD agaru. Rozbory byly provadény vzdy 1., 4., 10. a 16. den.

Z vysledkt vyplynulo, zZe silice skofice méla lepsi inhibi¢ni uc¢inek na Salmonella, zatim
co silice vonatky vykazovaly lepsi inhibi¢ni u¢inky proti E. coli, nicméné byla identifikovana
zavislost ti€inku silic na jejich koncentraci. Prokazatelné vyznamny rozdil vykazoval 1 kontrolni
vzorek, ktery od ¢tvrtého dne mél nizsi namétené hodnoty nez, n¢které vzorky osetiené jednou
ze silic. Nejefektivngjsi se ale ukdzaly obé tepelna oSetteni, na kterych v pribéhu 16 dni nedoslo

k Zddnému narustu kolonii.

Kli¢ova slova: most, E. coli, Salmonella, silice, vonatka, skofice, konzervace



Influence of temperature and essential oils to inactivation of

pathogenic microorganisms in apple-beet juice

Summary

This work aimed to test the effectivity of essential oils combined with the thermal
treatment against the viability of pathogenic organisms (E. coli and Salmonella) of apple-beet
juice. Fruit and vegetable juices are an important source in water-soluble vitamins and minerals,
which has a beneficial impact on human health. However, their big disadvantage is low
resistance to spoilage caused by microbial contamination. In some cases, juices can be
contaminated by pathogen bacteria, which was proven in the past. There are many ways of
conventional techniques of how to preserve juices. Some of the methods are based on heat
processes, others are based on usage of chemical compounds. Consumers are preferring natural,
not processed products without chemical preservatives. The usage of essential oils usually leads
to undesirable sensory changes in the product. The solution for this inquiry can be a juice
processed by low pasteurization temperature combined with natural essential oil. This kind of
product keeps all necessary nutritionally important substances and stays safe for the customer.
Modified taste and odour can increase the value of the product when it is presented correctly.

Pasteurized apple-beet juice was inoculated by two species of potentially pathogenic
bacteria (E. coli and Salmonella enterica). A juice prepared this way was treated by
temperatures and times-limits (0 °C, 60 °C for 20 minutes and 90 °C for 1 minute), and two
essential oils (cinnamon and lemongrass) in different concentrations (cinnamon: 256, 128, 64,
32, 16 pl/l and lemongrass: 256, 128, 64, 32, 16, 8 ul/1) and all its combinations. In those
variations, the overall survival of microorganisms of pathogen microorganisms (E. coli and
Salmonella enterica), were analysed. The determination took place on two various nutrient
mediums and chromogenic TBX and XLD agar. The overall analysis was executed at 1%, 4" 10"
and 16" day.

The results showed that cinnamon essential oil had a better inhibitory effect on
Salmonella. However, the lemongrass essential oil showed better inhibitory effect within E.
coli, nevertheless in general it was identified that the strength of the effect of essential oils
depends on their amount. A significant difference was revealed within the control sample,
which at a certain point had lower values than some of the samples which were proceeded with
one of the essential oils. Although the most effective were both heat treatments which after

16 days did not show any colonies.

Keywords: juice, E. coli, Salmonella, essential oil, lemongrass, cinnamon, preservation
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1 Uvod

Ovocné a zeleninové $tavy jsou celosvétové konzumované népoje. Celosvetova
poptavka po vysoce kvalitnich Cerstvych ovocnych $tévach neustile roste; zejména proto,
ze se zvySuje povédomi o zahrnuti Cerstvych stav do lidské stravy misto nealkoholickych
a slazenych napoju . Ovocna §t'ava ma vyznamnou roli ve zdravé stravé diky obsahu vitamint,
minerdl,, antioxidantd, fytochemickych latek a jeho podilu na spotiebé tekutin.
Primysl ovocnych a zeleninovych §tav je jednim z nejrychleji rostoucich odvétvi ndpoji na
svété. Ovocné Stavy, které jsou piirozené bohaté na bioaktivni slouc¢eniny s vlastnostmi
podporujicimi zdravi a sniZujicimi onemocnéni, jsou dulezitymi piispévateli k vyzivé
lidi . Tyto ptirodni biologicky aktivni slozky podporujici zdravi poskytuji spotiebiteliim celou
fadu zdravotnich vyhod, jako je udrzovani normalniho krevniho tlaku, ochrana pokozky, kosti,
kardiovaskularniho systému a nervového systému (Macready et al., 2009).

Ptirodni ovocné $t'avy jsou vSak velmi nachylné ke kaZeni, coz ¢ini vyrobu stabilnich
cerstvych napoji naro¢nou. Ovocné Stavy mohou byt kontaminovany i patogennimi
mikroorganismy, které mohou rist a prezit za kyselych podminek, coz zplisobuje problémy
zpracovateliim a spotiebitelim (Ferrario et al., 2015). K prodlouzeni trvanlivosti ovocnych §tav
se pouzivaji rizné techniky, vcetné termickych (dlouhodobd pasterace s nizkou teplotou
a kratkodoba pasterace s vysokou teplotou) a netermickych (membranova filtrace, vysokotlaka
technologie, ultrazvuk, pulzni elektricky pole a pouziti rostlinnnych silic).

V této diplomové praci byla pouzita kratkodoba a dlouhodoba pasterace jako termalni
osetfeni. Aplikace téchto technik ma rizné nevyhody, vcetné ztraty organoleptickych
vlastnosti $tavy (Chen et al., 2013, Devlieghere et al., 2004), a proto v pribéhu let bylo
rozsahle zkoumdno pouZiti pfirodnich pfisad. Seznam pfirodnich ptfisad do dzusti sahd od
antimikrobialnich latek, jako jsou organické kyseliny, silice a jejich slozky aZ po vitaminy
(Baskaran et al., 2010). Silice se staly velmi popularni pii konzervaci ovocnych napoju, a proto
byly v této praci vyuzity. Pouzivaly se silice skofice a vonatky. Téz vybér obalového materialu
pro ovocné §t'avy je kliCovym bodem, pokud jde o trvanlivost, a v této oblasti bylo provedeno

mnoho vyzkumu (Zerdin et al., 2003).
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2 Cil prace

Cilem prace je ovéfit ucinnost silic jako konzervantli ovocné-zeleninové Stéavy.
Prace bude zamétena zejména na schopnost preziti patogennich mikroorganismu-Escherichia
coli a Salmonella. Rizné koncentrace silic se znAmymi antibakteridlnimi ucinky (skoficova

a vonatkova silice) budou kombinovany s teplotnim oSetfenim.

Hypotéza: Pomoci tepelného ofetfeni a silic, lze zajistit vy$§i bezpecnost

jable¢no-fepného mostu.



3 Literarni reSerse

3.1 Ovocné a zeleninové §tavy

Stavy maji blahodarny vliv na celkové zdravi lidského organismu a imunitni systém.
Jsou vhodné jako doplnék, snizuji nadvahu (zvlasté zeleninové), pozitivné ovliviuji zazivani
a maji Cistici, detoxikacni a regeneracni schopnosti. Diky velkému obsahu vitamina a mineral
udrzuji hormonalni rovnovahu, podporuji mozkovou i nervovou ¢innost a chrani pfed mnoha
onemocnénimi. Poskytuji télu potfebnou energii, odstraiuji inavu a pomahaji v obdobi stresu

(Batikova, 2009).
3.1.1 Legislativa ovocnych a zeleninovych §tav

Definice ovoce a zeleniny pro zpracovani: Mohou se pouzivat vSechny druhy ovoce
a zeleniny. Suroviny musi byt zdravé, pfimétené zralé, Cerstvé nebo konzervované fyzikalnimi
prostfedky nebo Upravou pouzitou v souladu s pravnimi predpisy Unie, véetné upravy po
sklizni.
Smérnice Rady 2001/112/ES ze dne 20. prosince 2001 definuje n¢kolik typli ovocnych
a zeleninovych $t'av:

¢ Ovocnou nebo zeleninovou §t’avou je zkvasitelny, ale nezkvaseny vyrobek ziskany
z jedlych ¢asti zralého a zdravého, Cerstvého, chlazeného nebo zmrazeného ovoce
nebo zeleniny, a to jednoho nebo vice druhtl, s barvou, vini a chuti, které¢ jsou
charakteristické pro $tavu pochazejici z piislusSného ovoce nebo zeleniny; aroma,
duZnina a bunky ziskané vhodnymi fyzikalnimi zpisoby ze stejného druhu ovoce nebo
zeleniny mohou byt do §tavy vraceny; raj€ata se pro ucely této vyhlasky povazuji za
ovoce.

e Prirodni ovocnou, zeleninovou nebo ovocno-zeleninovou $tavou je zkvasitelny,
ale nezkvaSeny vyrobek, oSetteny pouze Setrnou metodou, k némuz nebyly pfidany
zadné dalsi slozky

o Cerstvou nebo téZ fresh ovocnou, zeleninovou nebo ovocno-zeleninovou §t’avou je
zkvasitelny, ale nezkvaSeny vyrobek; do Cerstvé nebo téz fresh vy nelze ptidat dalsi
slozky s vyjimkou bylin a semen rostlin a vyrobek nesmi byt déle oSetieny.

e Pro ovocnou §t’avu vyrobenou pifimym lisovanim z ovoce lze pouZit oznaceni ,,mo§t*
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3.1.2 Jablka

Mezi ovocnymi plodinami zaujimaji jablka 4. misto na celém svéte s produkcei
56 miliona tun rocné (FAO, 1998). Nutri¢ni hodnota u jablek je dobfe znama, avsSak kazda
odriida pfedstavuje rtiznou variabilitu u obsahu cukru, proteind, kyseliny askorbové
a mineralnich latek. Jablka jsou soucasti vétSiny potravinovych diet a jsou ucinné u riznych
onemocnénich diky vylu¢ovani toxint a diuretickym u¢inklim. Ve svém ptirodnim stavu jablka
obsahuji 85% vody a jsou cennou pomoci pro zazivani (Walker, 2010).

Jablka jsou bahatym =zdrojem antioxidanti, obsah kyseliny askorbové v jablku

je ptiblizné 2-30 mg na 100 g. Tato koncentrace se snizuje postupné od slupky k jadru ovoce.

Vitamin C

70 63,9
60
50

[mg.11

30 24,2 26.1
17,8 18,4
20 13,6
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Obrazek 1. Obsah vitaminu C u vybranych odrtd jablek (Gardner et al., 2000)

Ptevladajici organicka kyselina Vv jablecnych plodech je kyselina jable¢na, ktera
zpisobuje jejich nakyslou chut (Campeanu et al., 2009). Jablka obsahuji celou fadu
fenolickych sloucenin, jejich obsah je vysoce zavisly na odridé jablek (Mikulic-Petkovsek et
al., 2010). Na druhé strang, fenolika jsou také ¢astecné zodpovédna za poskozeni Cerstvé
nakrajeného jablka (Zupan et al., 2013).

Dalsi nutriéné vyznamnou slouzkou jablek jsou pektiny, které ptiznivé ovliviiuji hladinu
cholesterolu v krvi a dale také cenné mineralni latky jako naptiklad: draslik, hot¢ik, vapnik,
Zelezo, siru a mangan. V jablkach se téZ vyskytuji i enzymy, které pispivaji k podpofe traveni.
Mimo vitaminu C se zde vyskytuje provitamin skupiny A a vitaminy skupiny B. Na zaklad¢
jejich Gc¢inkl se doporucuje 1x tydné do svého jidelnicku zatadit tzv. ,,jablecny den* a snist
10-12 jablek za den (Stanzel, 2011). K jablkiim se nema nikdy pfidavat cukr, jestlize si
je potiebujete prisladit, pouzivejte med (Walker, 2010).
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3.1.2.1 Jable¢na st’ava

Nepasterizovana Cerstva jable¢na §t'ava (jable¢ny most) je tradi¢ni produkt, ktery se
vyrabi a spotiebovava zejména v obdobi sklizné (Buchanan et al., 1998). Stava je oblibena
z divodu pifijemnych organoleptickych a vynikajicich nutri¢nich vlastnosti (Shahbaz et al.
2018). V Evropé je jablecna $tava hojné konzumovanym produktem. Mezi nejvyznamnéjsi
slozky Stavy patii polyfenoly, které maji schopnost zvysit jeji antioxidacni potencidl.

Polyfenoly také ovliviiuji metabolismus tukii a vstiebavaji cholesterol (Snurkovi¢ et al., 2017).

Obsah celkovych polyfenolu

cs1 725
700 641 677
581
600
__ 500 440 440
< 401
Eb 400 344
— 300
200
100
0
Bohemia Desert Golden Idared Prima Rezista Rubinola  Sampion Topaz
delicious

Obrazek 2. Obsah celkovych polyfenold u vybranych druhii jablek (Gardner et al., 2000)

Jable¢né $tavy jsou téz bohaté na hoicik, zelezo, kiemik a maji velmi vysoky obsah
drasliku. Jable¢na stdva ma Cistici schopnost a povzbuzuje ¢innost dolnich oddila strev, ktera
se projevi predevsim pti zacpé, jestlize se pije na lacny Zaludek. V tomto piipade mohou nékteré
horecce a zanétech velice uzitecna, jelikoz rychle dodava velké mnozstvi energie a vstiebava
se do organismu bez jeho nadmérného zatéZovani.

Cerstva jabletna §tava se asto nazyva sladkym jableénym vinem (Walker, 2010).
Vyzkumnici se domnivaji, ze jable¢na $tava muze snizit vyskyt nékterych z forem rakoviny.
Vyrobnim trendem je produkce Ciré jable¢né $t'avy, ktera ale vlivem filtrace a Cifeni piichazi
o cenn¢ latky, jako naptiklad pektiny, které ve Stavé funguji jako rozpustnd vlédknina
(Markowski et al., 2009). Hodnota pH ovocnych §tav je obvykle nizka, mezi pH 2,5 a 3,7
(Bevilacqua et al., 2013)
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3.1.3 Cerveni fepa

Repa patii do &eledi Chenopodiaceae (Merlikovité) stejné jako mangold a $penat,
ale na rozdil od ostatnich z ¢eledi se u fepy jedi listy a 1 kofen. Purpurové-karminovy pigment
je hlavnim znakem bulvy fepy (Kalinova, 2007). Cervena fepa je vynikajici zdroj kyseliny
listové, vlakniny, manganu a vyuziva se jako prostiedek k posileni imunitniho systém (Murray
etal., 2005). Ve 100 g fepné bulvy je primérné 70 mg sodiku, 380 mg drasliku a 20 mg vapniku,
dale také fepa obsahuje hot¢ik a z mikroprvku rubidium a cesium (Pinchen et al., 2019). Tento
pomér sodiku a drasliku je velice pfiznivy, protoze rozpustnost vapniku zlistane zachovana
a obsah drasliku dodava vyzivu pro fyziologické funkce téla (Walker, 2010). Dilezity je téz
obsah betanind, které zvySuji odolnost cévnich stén (Pinchen et al., 2019) a zaroven obsah
zeleza, ktery sice neni piili§ vysoky, ale toto Zelezo ma takovou kvalitu, Ze je vynikajici vyzivou

pro Cervené krvinky (Walker, 2010).

3.1.3.1 St'ava z Cervené Fepy

Latky obsazené v fepné st'ave jsou velmi hodnotné k celkovému posileni organismu.
Pije-1i se ¢ista stava z Cervené fepy ve vétsim mnozstvi neZ jedna vinna sklenic¢ka, muze jeji
silné gistici Gidinek zpisobit toéeni hlavy nebo pocit nevolnosti. Stava z Servené fepy je také
prospéSna pii poruchach menstruace, jestlize se v tuto dobu pije v malych mnozstvich
(60 az 100 gramt) dvakrat az tfikrat denné€ (Ferguson et al., 2013). Walker (2010) ve své studii
tvrdi, ze fepna S$tdva béhem klimakteria dosdhnete lepSich a trvalejSich vysledkli nez
medikamenty a umé¢lé hormony, které pisobi degenerativné (Walker, 2010).

Repna $tava stejné jako jableéna obsahuje pektin, jenz ma vliv na cholesterol
a napomaha vyluCovat z téla t¢Zké kovy a hoicik, ktery je ucinny pii problémech se srdcem
a krevnim ob&éhem (Batikova, 2009). Objevujici se dikazy, které¢ naznacuji, ze NO 3, ktery se
poziva prostfednictvim $tavy z Cervené fepy, mize ovlivnit hemodynamickou , metabolickou
a kontrak¢ni funkci kosterniho svalu po jeho neenzymatické redukci na NO2~a NO in vivo
(Larsen et. al., 2007).

3.2 Vyroba moSti

Lisované ovocné a zeleninové §tavy patii mezi jedny z nejstarSich zpracovavanych
potravin. Vyroba mos$tii musi spliiovat urcitd pravidla, pficemz $t'ava by méla byt pfipravena

vhodnym postupem a méla si zachovat vyzivové a organoleptické vlastnosti.
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Vysledna stava mize byt bud’ Cird, nebo zakalend, ale musi byt zpracovana ze 100 %
¢istého ovoce. (Bates et al., 2001).
Zékladni pozadavky na bezpecnou vyrobu mostu pro spotiebu jsou:
e Pouzité ovoce musi byt pozivatelné jakosti
e Bez hniloby
e Zbavené fekalniho znecisténi
e Radné umyté
Dalsi dulezité faktory, které ovliviiuji kvalitu §tavy jsou: vybér ovoce, myti/prani,
ttidéni, drceni, lisovani, pasterace, vyceteni, chlazeni a nasledné baleni a skladovéani (Rahman,

1999).

3.2.1 Postup pri vyrobé mosti

Ovoce
Cerstvé nebo mrazené

!

Myti/Cisténi

l

Tridéni

l

Piiprava na extrakci
(drceni, zahrati, pridavek enzymi)

Extrakce st'avy

/ " (lisovani, dekantovéni)\

5. g VycCereni
Zakalena st'ava (depektinace, filtrace, odstied’ovani)

(filtrace, odstifed’ovani)

' Koncentrovani
Pasterace (odparovani, riverzm osmobza
' Pasterace (78 °C/15 minut)
Plnéni a skladovani (< 7 °C) Plnéni a skladovani (< 7 °C)

Silna st'ava Koncentrovana st'ava

Obrazek 3. Diagram vyroby $tav (McLellan and Padilla-Zakour, 2004)
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Prvni fazi vyrobniho procesu je tfidéni a myti: Cilem této operace je minimalizovat
fyzikélni, chemickou a mikrobialni kontaminaci ovoce. Vybér vhodného myti se provadi
Cisté podle druhu ovoce, doby sklizné, zralosti, agro-klimatickych podminek a dalSich.
Spravnosti myti se prodluzuje stabilita Stav. Ekonomicky a jednoduchy zplisob odstranéni
fyzikélnich a chemickych zbytkl z ovoce zahrnuje pouziti mékkych kartacti béhem prani.
V modernich zdvodech na vyrobu §tdv se pouzivaji myci dopravni pasy vybavené

nylonovymi kartaci. K myti se vyuziva €ista chlorovana voda (Anene et al., 2016).

Nasledné tridéni: Tento krok je kontrolni a zarucuje bezpecnost z hlediska cizich téles

a vadného ovoce

Drceni: Vhodn¢ omyté a vytfidéné ovoce se rozdrti nebo rozemele tak, aby se buiiky od
sebe rozd¢lily a daly lepsi prichod kapaliné, ktera je obsaZena v ovoci. Vybér vhodného
drticiho nebo brusného stroje se 1isi podle povahy ovoce. Volba doby drceni nebo mleti je
urcovana strukturou ovoce a pozadovanou kvalitou na kone¢ny produkt. Na konci drticiho
procesu se muze zafadit tzv. “horké ptfestavka“ to je operace odpocinku, ktera ptispiva

k maximalizaci vytézku §t'avy, extrakci barvy a chuti.

Lisovani: Drcené ovoce déale podléha kroku lisovani, coz je vymackéni §tavy z ovoce.
Ovoce urcené k lisovani, nesmi byt pfili§ rozdrcené, jelikoZ by se pak téZko odd€lovala
Stava. Kazdé ovoce ma jinou strukturu, proto se vyuzivaji rizné typy list
a n€kdy jsou do hodnot pfidany tzv. maceracni enzymy, které zvysuji vytéznost (Bates et
al., 2001). Uvadi se, ze macerace senzymy muze mit také vliv na chut' stav tj.
zvySeni sviravého pocitu v ustech a hotké chuti, v disledku vyznamného zvySeni

obsahu polyfenoli. (Laaksonen et al., 2013)

Filtrace: Tato technika je zalozena na membranovém filtranim mechanizmu, ktery se
Siroce pouziva k vyc€efeni a odstranéni necistot z vylisovanych §t’av. Dal§i metoda, ktera se
da pouzit jako filtrace je centrifugace. Odsttediva sila uspésné odd€luje pevné slozky od

kapaliny, a proto se pfi vyrob¢ st'av Siroce vyuziva. (Echavarria et al., 2012)
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e Zpravidla nasleduje tradi¢ni tepelné oSetieni pasterace: St'ava ziskana po filtraci nebo
pfimo z lisu se zahiiva na vyssi teplotu po kratkou dobu obvykle 30-120 s k zajisténi
inaktivace enzymu a zniceni mikroorganiSmii pro dlouhodobé skladovani $tavy. Toto
tepelné osetieni je nezbytné pro dlouhodobé skladovani, ale neptiznivé ovliviiuje nutri¢ni
a senzorické vlastnosti (Demirdéven and Baysal, 2015). Krom¢ pasterace se dnes miizeme
setkat s celou fadou dalSich zptsobi konzervace. Tyto mozné dal$i metody jsou popsané

Vv kapitole: konzervace ovocnych a zeleninovych §t'av.

e Skladovani a chlazeni: Po dokonceni vSech kroki je $t'ava horka (70 az 80 ° C), proto je
nutné pied skladovanim zatadit jesté krok chlazeni. Pfi skladovani pii vysSich teplotach
dochazi k rychlému poklesu mnozstvi organickych kyselin, cukrii a rozpusténého kysliku.
Nejednodusi zptsob, jak snizit tento pokles je uchovavat stavu pti nizSich teplotach.
Ale kazdé ovoce ma razné vlastnosti. Naptiklad ananasova §t'ava si mize zachovat svou
nutri¢ni hodnotu a smyslovy charakter po dobu 2-3 let, pokud jsou skladovany pii nizké
teploté, zatim co za stejnych podminek skladované jablecné a citrusové §tavy mohou trpét
rychlymi zménami chuti. Nékteré ziviny jsou ndchylnéjsi k oxidaci, béhem skladovani
muzou byt za téchto podminek stabilnéjsi nez jiné, naptiklad kyselina askorbova rychle
degraduje béhem skladovani nad 27 °C, zatim co karoten je pfi této teploté obvykle stabilni
(McLellan and Padilla-Zakour, 2004).

Postup pii vyrobé zeleninovych §tav je v zasad¢ podobny. Pro odStaviiovani jsou
obecné vhodné zdravé, Cisté plody bez semen, stonku nebo nepoZivatelnych casti. Pfidanim
soli, kofeni nebo kreativnim michdnim s jinymi St4vami (ovoce/zelenina) mohou mit

za nasledek nové podoby napoja (Wu et al., 2014).

3.3 Mikrobialni kontaminace mostu

Mezi biologické kontaminanty, které mohou zhorSovat kvalitativni parametry mosti se
fadi bakterie, plisn€ a jejich toxiny, kvasinky a viry. Celd fada téchto mikroorganismil je
zodpovédna za rUzné onemocnéni u lidi. NejcastéjSim onemocnénim zpisobené
mikroorganismy je gastroenteritida. Nékteré z mikrobialnich kontaminantti mohou byt skodlivé
pro vSechny zivé organismy, zatim co jiné kontaminanty nemuseji mit Zadny vliv na zdravi

(Khatoon and Pirzada, 2010).
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Problémy s kontaminaci népojl lze rozd¢lit do dvou kategorii:
1. Znehodnoceni produktu v disledku riistu mikroorganismu ve stave, které zptisobuji
jeho zhorseni a nevhodnost pro lidskou spotiebu.

2. Kontaminace produktu vznikla ristem mikroorganismi, ktera zptuisobuje otravu.

Napoje maji vysokou vodni aktivitu a €asto 1 velké mnozstvi vitamint, které predstavuji
dobré médium pro rast a preziti Skodlivych 1 neSkodlivych organismt. Vyssi mira preziti plisni
byla pozorovana u §tav s vyS$imi koncentracemi cukru, protoze zejména sladké $t'avy jsou
nachylnéjsi ke rozvoji plisni (Grumezescu and Holban, 2019).

Potravinarské patogeny jsou celosvétovym diivodem umrti, hospitalizaci a nemoci lidi
a zvitat (Scharff, 2010). V roce 2007 bylo hlaseno 32 vyskytu souvisejicich s ohnisky nemoci
zpisobenych konzumaci napoju, jako jsou nepasterizované ovocné stavy. NejizolovangjSim
druhem z ohnisek nemoci pienasenych potravinami je patogen typu EHEC Escherichia coli,
serotypu O157:H7 a rizné serovary Salmonella (Parish, 2009).

3.3.1 Escherichia coli

Escherichia coli znama také jako E. coli je gram-negativni, pohybliva a fakultativné
anaerobni bakterie bez spor patiici do celedi Enterobacteriaceae (Kiimmerer, 2009).
Je pfirozenou soucasti stfevniho mikrobiomu lidi a zvitat (Gomes et al., 2016 ). Escherichia
coli predstavuje problém v oblasti bezpeCnosti potravin a je také patogen, ktery muze
kontaminovat potraviny i vodu (Chandra et al., 2013) a touto kontaminaci mohou nékteré
kmeny zpusobit vazné onemocnéni (Clements et al., 2012). Escherichia coli je tfeba povazovat
za skute¢ny problém vetejného zdravi (Poirel et al., 2018). V Evropské unii a USA ma
Escherichia coli vyskyt 1,82 a 2,2 na 100 000 ptipadi, kdy leh¢i ptipady nemoce se miizou

projevovat priijmovym onemocnénim.

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

028ac, 029, 0124, 0136, 0143, 0144, 0152, 0164, 0167

Obrazek 4. Oznaceni typt Escherichia coli souvisejicich s onemocnénim (Cempirkova et al.,
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Kmeny Escherichia coli jsou klasifikovany podle svych virulen¢nich mechanismt
(Makvana and Krilov, 2015), klinickych symptomt a duasledkii: enteropatogenni E.
coli (EPEC), enterotoxigenni E. coli (ETEC), enteroinvazivni E. coli (EIEC),
enteroagregativni E. coli (EAEC), enterohemoragické E. coli (EHEC), E. coli produkujici
Shiga toxin (STEC), difuzni adherentni E. coli (DAEC) a enteroagregativni hemoragicka E.
coli (EAHEC) (Goémez-Aldapa et al., 2016 ).

Navic v roce 2000 navrhli Russo a Johnson termin extra-stfevni patogenni
Escherichia coli (EXPEC) jako deskriptor pro vSechny nekomenzalni izolaty E. coli schopné
zpusobovat extra-stfevni onemocnéni na rozdil od komenzalni Escherichia coli maji ExXPEC
schopnost zpisobovat onemocnéni mimo hostitelsky stievni rezervoar kvili specifickym
virulenénim faktoriim (Russo and Johnson, 2000). Mezi kontaminujicimi mikroorganismy
byla Escherichia coli O157: H7 oznacena za nejvice odolné vuci teplu a kyselinam v kyselych
stavach (Mazzotta, 2001).

Laboratorni vyzkumy prokazaly, ze Escherichia coli O157: H7 mize ptezit delsi dobu
i v chlazené jable¢né $tavé nebo mostu, a to i pies kyselé pH napoje (Leyer et al., 1995).
V dutsledku téchto vyzkumt a objevl se stanovilo pravidlo vyzadujici, aby vSichni vyrobci
mosti dodrzovali pravidlo snizeni mikroorganismi o 5 -10g10, jedna se tedy 0 99,999% redukci
mikroorganismu. Escherichia coli O157: H7 ve svych analyzach rizik a kritickych kontrolnich
bodech (HACCP). Konvenéni detekéni metody pro identifikaci Escherichia coli O157: H7 se
spoléhaji zejména na kultivaéni testy, které trvaji 5—7 dnd. Tyto detekéni testy jsou Casové
naro¢né a pracné (Shao et al., 2011). Ackoli byly vyvinuty novéjsi metody detekce, jako jsou
PCR a PCR v redlném case, Casto vyzaduji drah¢ stroje, které omezuji jejich pouziti (Chen et

al., 2018).
3.3.2 Salmonella enterica

Salmonella enterica je dilezity gastrointestinalni a fakultativni intracelularni patogen
(Kehl et al., 2020). Je velmi rozmanity gramnegativni, nesporotvorny a pohyblivy bakterialni
druh (De Jong et al., 2012) pattici do ¢eledi Enterobacteriaceae (Kiimmerer, 2009). Salmonella
se dobfe mnozi v potravinach, maji-li potraviny dostatek vlhkosti, vhodnou teplotu a pH.
Optimalni teplota rastu je 37 °C, mohou se vSak mnozit i pfi teplotdch od 10 °C do 45 °C
(Cempirkova et al., 1997). Salmonella zpisobuje salmoneldzu, coZ je onemocnéni ziskané
z kontaminovanych potravin, které se vyznacuji tyfusovymi chorobami a gastroenteritidou

u lidi (Gal-Mor et al., 2014).
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Literarni zdroje uvade¢ji, Ze na svété se kazdoroéné vyskytuje vice nez 80 miliond
ptipadi salmonel6zy z potravin (Majowicz et al., 2010). Salmonella obsahuje vice nez 2600
ruznych serovaru diferencovanych podle své antigenni prezentace (De Jong et al., 2012), které
1ze rozd¢lit na serovary Typhoidal a Non Typhoidal Salmonella (NTS). Ptes jejich genetickou
podobnost vyvolavaji tyto dvé skupiny velmi odliSné nemoci a odlisné imunitni reakce u lidi.
(Gal-Mor et al., 2014)

Z akademického hlediska mohou byt salmonely zatazeny do tii skupin.
e 1.skupina: Zahrnuje S. typhi a S. parathyfi A a C, které infikuji jen ¢lovéka a jsou Sifeny
piimym kontaktem, mén¢ Casto potravinami
e 2. skupina: Zahrnuje serovary, které jsou adaptovany na zvlastni druhy obratlovcil,
z nich nékteré jsou patogenni i pro ¢lovéka
e 3. skupina: VétSina ostatni serovart, u kterych se neprojevuje zvlastni preference

K hostiteli a jsou infekéni jak pro ¢lovéka, tak i pro zvifata (Cempirkova et al., 1997)

Zatimco mnoho netypoidalnich serovarti Salmonella (NTS), jako je typhimurium
a enteritidis, jsou obecnymi patogeny se Sirokou specificitou hostitele, nékolik serovart
Salmonella enterica véetné Typhi, Sendai a Paratyphi A, B nebo C je vysoce pfizpisobeno
lidskému hostiteli. Tyto specialni patogeny, souhrnné oznacované jako tyfusové salmonelly,
jsou ptivodci enteralni horeCky (znamé také jako tyfus nebo paratypoidni horecka). Entericka
horecka je invazivni, zivot ohrozujici, systémové onemocnéni (Buckle et al.,, 2012).
Je v rozvojovém svété endemicka v regionech, které postradaji Cistou vodu a dostatecnou
hygienu, coz usnadiuje Sifeni téchto patogenid fekalni ¢i oralni cestou (Ochiai et al., 2005;
Meltzer and Schwartz, 2010).

Na rozdil od tyfové horecky, kterd je béZzna v rozvojovém svété, NTS salmonelozy se
vyskytuji po celém svété (Majowicz et al., 2010). Serovary (NTS) zptsobuji samovolné
omezujici prijem s obcasnou sekundarni bakterémii. Primérni bakterie NTS se muze
vyskytnout u imunokompromitovaného hostitele (De Jong et al., 2012). VétSina infekei

vyvolanych Salmonellou je disledkem poziti kontaminované potravy nebo vody (Gaur, 2019).

3.4 Konzervace ovocnych a zeleninovych §av

Ucelem konzervace potravin je zachovat zdravotni nezdvadnost a v co nejvétsi mite
1 pivodni kvalitu, a sice predev§im tim, Ze se zabrani chemickym reakcim Vv potraviné
a pomnozovani mikroorganismil. Termin konzervace se obvykle pouZziva v uzsim smyslu, kdy

zahrnuje jen pouZivani chemickych konzervacnich prostfedki nebo pouZiti tepla.
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Ke konzervacnim prostfedkim lze fadit i pfirodni antimikrobidlni latky a biologicky

produkovana antibiotika (Vikram et al., 2005).

3.4.1 Termalni technologie konzervace

Pasterace je proces ni¢eni mikroorganismut v potravinach, které by mohly zptisobovat
onemocnéni. Jako termalni (tepelné) oSetfeni je nejpouzivanéjsi metodou pro bakteridlni
inaktivaci v ovocnych a zeleninovych stéavach (Vikram et al., 2005). VéEtsina potravin se
obvykle tepelné zpracovava pfi teplotach mezi 60 °C a 100 °C po dobu n¢kolika sekund nebo
minut (Oms-Oliu et al., 2010 ). Toto konzervac¢ni zpracovani v§ak zahrnuje ptenos obrovského
mnozstvi energie do téchto potravin, coz vede k nepiedvidatelnym zménam jejich fyzikalnich,
chemickych a organoleptickych vlastnosti, jako jsou negativni Gi€¢inky na urcité slozky samotné
potraviny.

Negativni vliv ma také na smyslové rysy, diky nimz jsou mén¢ atraktivni z hlediska
barevnych a texturnich vlastnosti (Barbosa-Canovas, 1998). Jednim z hlavnich problému
s produkci jableéné $tavy z nutri¢niho hlediska je vyznamna degradace polyfenolu (50—90 %)
béhem pasterizace (Will et al., 2008 ).

V praxi se pro ovoce a zeleninu ($t'avy) aplikuji nasledujici postupy pasterace:
Dlouhodoba pasterace (LTLT-low temperature, long time): Jde o aplikaci nizké teploty
(63-65 °C) a dlouhé doby (minuty). Tato metoda, ale byva nahrazena bleskovou pasteraci.
Dlouhodobé pasterace béhem své doby vede k neZddoucim zménam kvality.

Bleskova pasterace (HTST-high temperature, short time): Jde o aplikaci vysoké teploty
(70-95 °C) po kratkou dobu (sekundy). Pti kratké dob¢ se aplikuje teplota, ktera nici nebezpecné
mikroorganismy. Vyrobek se po ohfevu chladi a bali. Umoziiyje jejich delsi skladovani bez
chlazeni (Vasantha and Yu, 2012). Jak dlouhodoba pasterace, tak i bleskova pasterace byly

pouzity v této diplomové praci behém pokusu.
3.4.2 Netermalni technologie konzervace

Netermalni technologie jsou alternativou k tepelnym technologiim, které jsou nejcasté;ji
pouzivanymi metodami pro prodlouZeni trvanlivosti potravin a zaji§téni bezpecnosti potravin.
Jinymi slovy, netermalni technologie jsou studovdny a vyvijeny za ucelem ziskani
lepsi senzorické  kvality kone¢ného  produktu, ale bez zanedbani mikrobidlni

bezpecnosti. Timto zpisobem mohou tyto alternativy k tepelnym technologiim produkovat
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potravinaiské vyrobky bez enzymi a Skodlivych mikroorganismi pii zachovani nutri¢nich
charakteristik a minimalizaci ztraty kvality, pokud jde o chut, barvu a nutricni hodnotu
(Koutchma, 2008).

Studie od Kouchma (2008, 2019), et al. (2004) dokazuji, ze technologie netermalniho
zpracovani jsou schopny prodlouzit skladovatelnost tekutych potravin (Koutchma,
2008). Vyhodou netermalnich metod zpracovani je minimalni zpracovani potravin se snizenou
ztratou zivin a mens$i zmény fyzikalnich a chemickych vlastnosti (Quintero-Ramos et al., 2004).
Béhem nékolika let bylo navrzeno nékolik netermickych pasterizacnich metod. Zda se, ze tyto
techniky maji potencidl poskytovat ,.Cerstvé“ a bezpecné ovocné §tavy s prodlouzenou

trvanlivosti (Ramaswamy et al., 2005).

3.4.2.1 Vysoky hydrostaticky tlak (HHP-high hydrostatic pressure)

Pii zpracovani s vysokym hydrostatickym tlakem se k inaktivaci skodlivych
mikroorganismul v potravinaiskych produktech pouzivaji tlaky az do 1000 MP za pouziti tepla
nebo bez tepla (Ramaswamy et al., 2005). Aplikace vysokého hydrostatického tlaku
V potravinafstvi zacala od roku 1900, kdy Hide a dalsi védci vyuzili HHP pfti konzervaci ovoce
a zeleniny, avsSak trvalo dlouho, nez se takto upravené produkty dostaly na trh
(Balasubramaniam et al., 2008).

Vysoky hydrostaticky tlak prokazateln¢ spliiuje pozadavek FDA na 5- log redukci
mikroorganisml v ovocnych S§tdvach a napojich bez obétovani senzorickych a nutricnich
vlastnosti (San Martin et al., 2002). Ve srovnani s tepelnym zpracovanim ma HHP mnoho
vyhod. Mlze poskytnout bezpec¢ny vyrobek a dokaze udrzet maximalni svézi chut’ produktu.
Jeho dalsi vyhodou je Setrnost k Zivotnimu prostiedi, jelikoz tato technologie zamezuje tinikiim
Skodlivin, zapachil a jinych latek do okoli. Diky témto vyhoddm se HHP Siroce vyuZziva
v konzervaci potravin a ndpoji v oblastech mikrobialni inaktivace a prodlouzeni trvanlivosti

(Ramaswamy et al., 2005; Toepfl et al., 2006).

3.4.2.2 Pulzni elektrické pole (PEF-pulsed electric field)

Pulzni zpracovani elektrického pole aplikuje kratké impulzy vysokonapétové elektiiny
pro mikrobidlni inaktivaci a nezpisobuje Zadny nebo minimalni U¢inek na atributy kvality
potravin. Potraviny oSetiené PEF jsou umistény mezi dvé elektrody, kam je pfivedeno vysoké
napéti, které zplisobuje mikrobialni inaktivaci. Pfivedené vysoké napéti je obvykle fadové

20-80 kV/us (Barbosa-Canovas et al., 1999). Ve srovnani s tepelnym zpracovanim ma
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zpracovani PEF mnoho vyhod. Diky velmi kratké dobé a nizkym teplotdm zpracovani mulize
zachovat ptivodni smyslové a vyzivové vlastnosti potravin.

Ve srovnani s konvencnim teplenym zpracovanim jsou také dulezité uspory energie.
Jeho dalsi vyhodou je Setrnost Kk zivotnimu prostiedi, stejné tak jako je popsano u HHP.
Vzhledem k témto vyhodam se PEF pouziva v konzervaci potravin a napoji v oblastech

mikrobialni inaktivace a prodlouzeni doby pozivatelnosti (Toepfl et al., 2006).

3.4.2.3 Ultrafialové zareni (UV-ultraviolet light)

Ultrafialového zatfeni s kratkymi vinami (UV-C) zvySuji bezpecnost potravinarskych
vyrobku a udrzuji jejich spravny obsah zivin a vzhled. Vyzaduji minimalni zpracovani potravin,
a tim 1 prodluzuji jejich trvanlivost. OSetfeni ultrafialovym zafenim mize kombinovat vyhodu
zachovani Cerstvych vlastnosti kvality potravin a ucinné inaktivace patogennich
mikroorganisma (Koutchma, 2008; Noci et al., 2008). Rozsahly vyzkum pouzivani UV svétla
pii zpracovani potravin v poslednich letech ukazal, Ze tato technologie je vhodnd pro
uchovavani ovocnych §tav a souvisejicich produktd (Keyser et al., 2008; Koutchma et al.,
2004).

Zpracovani ultrafialovym zéafenim je vSak omezené, pokud maji potraviny velké
mnozstvi barevnych slouCenin a zédkal, protoze tyto faktory ¢ini hloubku priniku UV

nedostate¢nou pro dosazeni odpovidajici Urovné mikrobidlni inaktivace (Gayan et al.,

2014; Koutchma, 2019).

3.5 Rostlinné silice

Silice jsou vonné, kapaliny ziskané z rostlinného materialu, které se tradi¢né pouzivaji
ke konzervovani nebo aromatizaci potravin (Burt, 2004). Silice obsahuji komplexni smés
t€kavych a netékavych latek produkovanych v aromatickych rostlinach diky sekundarnimu
metabolismu (Salvia-Trujillo et al., 2015). Silice jsou ziskavany z rostlinné hmoty, bud’
destilaci vodni parou, mechanickymi procesy (mackanim) z epikarpu (klry) nebo ,,suchou‘
destilaci. Silice se potom od vodné faze fyzicky oddé&li. Tato definice zahrnuje produkty ziskané
vzdy z rostlinnych surovin.

Silice jsou rozpustné v alkoholu a etheru, ale nejsou rozpustné ve vod€. Maji
charakteristickou vini, jsou obvykle pifi pokojové teplot¢ kapalné a maji nizsi hustotu,
s vyjimkou nékolika piipadi (skofice, kasty a vousatky). Silice jsou velmi komplexni ptirodni

smési, které mohou obsahovat asi 20—80 slozek ve vyrazné€ odliSnych koncentracich. Hlavni
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skupina silic se sklada z terpenti a terpenoidt a druhé skupina obsahuje aromatické a alifatické
slozky. Monoterpeny jsou nejreprezentativnéjSi molekuly tvotici 90 % silice.

Obecné jsou okysliCené monoterpeny vyznamné aktivnéj§i nez uhlovodikové
monoterpeny (Carson and Riley, 1995). Pti prevenci nékterych onemocnéni, jako je mozkova
dysfunkce (postizeni centralniho nervového systému), rakovina a srde¢ni choroby mohou hrat
silice dialezitou roli (Dhifi et al., 2016). Piestoze jsou chemické konzervacni latky pouzivany
hlavné k prevenci mikrobialniho rtstu, nedavné studie dle Friedman et al., (2002) navrhly jejich

pouziti jako inaktivacni latky (Friedman et al., 2002).
3.5.1 Vornatka citrénova

Vonatka citronova je aromaticka rostlina patfici do ¢eledi Gramineae (Akhila, 2010).
Nékdy také oznaCovana jako lemongrass, citronova trava Ci citronela. Ma uzké zelenoSedé listy
ptijemné citronové viné doristajici do vysky az 150 cm. Je kotenim 1 1é¢ivkou (Stanzel, 2011)
a pouziva se v riznych potravinaiskych a aromatickych vyrobcich (Tajidin, 2012). Obecn¢ se
vyuziva k povzbuzeni a osvézeni organismu (Stanzel, 2011).

Silice vonatky se sklada pifevazné z monoterpenovych sloucenin (Verma et al., 2015)

s citralem jako aktivni sloZkou, ktera se nachazi v kombinaci isomernich forem, jako je geranial
(a-citral) a neral (b-citral). Vonatka také obsahuje jiné slouceniny, jako je limonen, citronellal,
-myrcen, geraniol, ktery je zastoupen v nizkych koncentracich (Tajidin, 2012) a téZ obsahuje
i flavonoidy a fenolové slouceniny (Shah et al., 2011). Silice z vonatky citronové
je klasifikovana jako obecné uznavana bezpecna (GRAS) slou¢enina americkou spravou
potravin a léciv (FDA; 21CFR182.20).

Proti riznym mikroorganismtim, jako jsou houby, kvasinky a bakterie Gram (+) a Gram
(-) vykazuje silice vonatky antimikrobialni aktivitu, jen proti Pseudomonas aeruginosa neni
shledana ucinnou. Gram pozitivni organismy jsou vyhodnoceny citlivéj§i na silice
vonatky ve srovnani s gram negativnimi organismy (Naik et al., 2010). Silice vonatky jsou tedy
ucinné proti organismim rezistentni na 1é¢iva a zvySuje mikrobidlni pfipojeni k ¢asteckdm
krmiva, zejména neutralni vlakninu Cdisticiho prostiedku (NDF), z krmiv, a nasledné
zlepsuje stravitelnost in vitro (Nanon et al., 2014).

Silice z vonatky se v tradi¢ni mediciné pouzivaji jako prostfedky k 1é¢bé rtuznych
nemoci (Boukhatem et al., 2014), neutralizuje zalude¢ni kyseliny a prokazuje také
ze lemongrass nebo citral mohou hrét roli pfi snizovani oxida¢niho stresu a detoxikacnich

reakci (Baer-Dubowska and Szaefer, 2013).
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3.5.2 Skoricova silice

Rod Cinnamomum patii do celedi Lauraceae obecné znamy jako skoficovnik,
je zdrojem popularniho kofeni skofice, kterd je znama po celém svété pro své senzorické
vlastnosti (Moreira et al., 2007). Skofice se ziskava z vnitini kiiry stromi. Cely rod obsahuje
asi 250 druht stromt rostoucich v tropickych a subtropickych pasmech (Nayar et al., 2015). Je
to tropicka stalezelena rostlina, kterda ma dvé hlavni odridy; Cinnamomum zeylanicum a
Cinnamon cassia (také znamé pod nazvem Cinnamomum aromatum /¢inska skofice)
(Ranasinghe et al., 2013). Téméi kazda ¢ast skofice véetné kury, listl, kofenti a kvéti ma néjaké
1é¢ivé nebo kulinatské pouziti.

Silice ziskané z kury, listh a kofenové kury se vyrazné 1isi v chemickém slozeni, coz
naznacuje, ze by se mohly li$it také ve svych t¢incich (Shen et al., 2002). RUzné ¢asti rostliny
maji stejny soubor uhlovodiki v rGznych pomeérech, s primarnimi slozkami
jako; cinnamaldehyd (kdra), eugenol (list) a kafr (kofen) (Gruenwald et al., 2010). Skofice tak
nabizi fadu rtiznych silic s riiznymi vlastnostmi, z nichz kazda urcuje svou ,,hodnotu pro rtizna
primyslova odvétvi®, naptiklad koten, ktery mé jako hlavni silici kafr, m4 minimalni komer¢ni
hodnotu na rozdil od silic z lista a kury (Paranagama et al., 2001). Silice skofice
se v potravinaiském pramyslu bézné pouziva diky své zvlastni vani. (Chang et al., 2001).
Tti hlavni slozky silice ziskané z kiry Cinnamomum zeylanicum jsou trans-cinnamaldehyde,
eugenol a linalool, které predstavuji 82,5 % celkového sloZeni (Chericoni et al., 2005).

Cinnamomum se pouziva také jako 1é¢ivo (Ranasinghe et al., 2013). Studie prokazaly,
ze silice z Cinnamomum zeylanicum snizila celkovy cholesterol, LDL cholesterol a triglyceridy
a soucasn¢ zvysilo HDL-cholesterol (Javed et al., 2012). Jednim dalezitym rozdilem mezi
Cinnamon cassia a Cinnamomum zeylanicum je jejich obsah kumarinu (1,2- benzopyronu),
kdy hladina kumarinu v Cinnamon cassia je velmi vysoka a pii pravidelném pozivani ve vétsim
mnozstvi predstavuji zdravotni rizika (Chericoni et al., 2005).

Chemické slouceniny z rostliny také vykazuji silné protirakovinné a antimikrobialni
aktivity, tim maji potencial pro moderni klinické oSetfeni (Bua et al., 2018). Kromé toho listové
slozky silice cinnamaldehyd a cinnmaldehyd-cinnamyl acetat typu Cinnamomum
osmophloeum maji vynikajici inhibi¢ni u€inky proti houbam bilé hniloby, Rhizoctonia solani
a byly oznameny i dal$i antimykotické vlastnosti (Cheng et al, 2006 ). Silice ziskané z kiry
Cinnamomum zeylanicum prokazaly velmi silnou aktivitu, snizovaly tvorbu 3-nitrotyrosinu
a inhibovaly peroxidaci lipidi indukovanou peroxynitritem Vv testech in vitro (Chericoni et al.,
2005).
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3.5.3 Konzervace pomoci silic

Silice se pouzivaji jako netermalni zptisob konzervace. Poptavka spotiebiteld prokazala
preferenci ptirodné¢ se vyskytujicich latek, jako jsou rostlinné silice nebo jejich slozky.
U vétsiny silic nebo jejich slozek, miize byt pouziti omezeno, protoze k zajiSténi cili v oblasti
bezpecnosti potravin a stability jsou vyzadovany vysoké koncentrace. Tyto vysoké koncentrace
jsou obvykle spojeny s nezaddoucimi chutovymia smyslovymi zménami. Studie in vitro
prokazaly antibakterialni aktivitu silic proti Listeria monocytogenes, Salmonella enterica
a E. coli O157: H7, v koncentracich mezi 0,2 a 10 pl ml .

Studie dle Friedman et. al., (2002) ukazuje, ze thymol, eugenol a karvakrol maji
antimikrobialni U¢inek proti Sirokému spektru bakterii jako naptiklad: Escherichia coli,
Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica a Clostridium jejuni, z vyse
uvedenych sloucenin byl nejaktivnéjsi karvakrol. Karvakrol je béZzna slozka silic, kterd existuje
ve vyznamné koncentraci (> 10 %) v mnoha aromatickych rostlinach, jako jsou Origanum
vulgare, Thymus algeriensis nebo Mentha pulegium. Je znamo, Ze je netoxicky a pouziva
se jako konzervacni Cinidlo a ochucovadlo v népojich, sladkostech a dalSich produktech

(Friedman et al., 2002).

3.6 Obalové materialy

Obal je velmi dilezitym prvkem pro zvySeni trvanlivosti potravin (Youssef et al.,
2019). Je vSeobecné znamo, ze zakladni tlohou obali je izolovat vyrobky od vné&jsiho prostiedi
a zajistit ochranu potravin proti degradaci zpiisobené ptisobenim mechanickych sil, pachd,
prachu, plynti, vlhkosti, mikroorganismu, zafeni a hmyzu. Kontakt t€chto destruktivnich latek
snizuje skladovatelnost produktil. Uginné baleni by proto mélo hrat roli prekazky snizujici cestu
kontaminantim v okoli potravin. Obal by mé¢l byt nepropustny, netoxicky a inertni vici
mikroorganismim a skladované potraviné (Sung et al., 2013).

Kromé udrzovani kvality potravinatskych vyrobkl a prodluZzovani trvanlivosti vyrobk
je dalsi funkci obalu také reklama a poskytovani uzitecnych informaci zdkaznikim (Sung et al.,
2013). Material pouzivany pii baleni potravinaiskych vyrobka je dilezitym faktorem (Moustafa
etal., 2019).

Obalové systémy pouZzivané pro dzusy maji primarni cile udrzet hermetické prostredi
takové, ze rekontaminace je nepravdépodobna a minimalizuje dal$i zhorSeni kvality v dasledku

pronikéni kysliku do produktu (Manikantan and Varadharaju, 2011).
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(CIPAP/ ALU, 84)

dobré bariérové
vlastnosti velka
informacni/

reklamni plocha

recyklovatelnost

pfipadné vady
S naplni,

sloZena

obalova vrstva je

N 24

na vyrobu
a recyklaci

Identifikaéni Bezpecnostni
Typ obalu | oznaCeni materialu | Vyhody Nevyhody aspekty
Tradi¢ni obalovy
material, zcela
inertni, chutoveé
neutrdlni dokonalé
bariérové vlastnosti
odolnost viici Ktehkost, Pfi rozbiti
Bilé sklo chemickym obalu
(GL, 70) a teplotnim pomeérné predstavuji
Sklenéné zmeénam, velka hmotnost, | stiepy fyzické
lahve Zelené sklo snadné cisténi, nebezpeci
(GL, 71) moznost energeticka
opakovaného naroc¢nost vyroby
pouziti (,,vratné
obaly“) moznost
opakovaného
uzavirani,
recyklovatelnost
Nizsi tepelna Migrace
stabilita, slozek z obalu
Relativni pevnost, | urcita ve zjisténych
nizka hmotnost, propustnost pro | koncentracich
Polyethylen- dobré bariérové plyny (kyslik, nepiedstavuje
Plastové tereftalat vlastnosti, moznost | oxid uhlicity), zdravotni
lahve (PET, 1) opakovaného riziko nebyla
uzavirani, nizké pravdépodobnost | potvrzena
vyrobni naklady oboustranné pfitomnost
interakce antimonu
recyklovatelnost S naplni V napojich.
Nelze pouzit pro
Skladné a na rozbiti | sycené ndpoje,
Kompozitni mén¢ nachylna obal je
materialy, napf. alternativa ke sklu | neprihledny, Migrace
Kombinace slozek z obalu
Napojoveé | papirlepenka/plast/ | ochrana pied takze neni mozné | neni
kartony hlinik ucinkem svétla pohledem zjistit | vyloucena, ale

ve zjisténych
koncentracich
nepredstavuje
zdravotni rizik

Obrazek 5. Typy obalovych materiali a jejich aspekty (Cizkova, 2016)
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3.6.1 Sklenéné lahve

Sklo ma v napojovém odvétvi pokracujici a silné vyuziti. Hlavni pfednosti skla je jeho
chemickd inertnost, Cirost a tepelna odolnost. V potravinafském prumyslu je jeho
transparentnost povazovana za vyznamnou marketingovou vyhodu, ktera zprostredkuje image
kvalitniho produktu. Jeho tepelnd odolnost zajiStuje, ze se nadoby b&hem plnéni za horka
nedeformuji. Sklenéné nddoby se mohou rozbit, pokud jsou vystaveny tepelny Sokiim. Nejveétsi
nevyhodou sklenénych obalt je jeho vysoka hmotnost (Ashurst, 2013). Pro dobré zachovani
nutricnich vlastnosti béhem skladovani se obvykle pouzivaji sklenéné lahve (Barlinet et al.,
2008). V diivejsich dobach byly ovocné $tavy baleny do sklenénych nadob, ale nyni kvili
hmotnosti a ki‘chkosti zacali vyrobci zkoumat dalsi obaly. Sklenéné nadoby, 1 kdyZ jsou kiehké

a relativné tézké, maji vizualni ptitazlivost a moznosti op&tovného pouziti (Ashurst, 2013).
3.6.2 Plastové lahve

PET (polyethylen tereftalat) se stale vice pouziva pro baleni potravin diky svym
vynikajicim mechanickym vlastnostem, své ¢irosti, odolnosti vi¢i UV zafeni a dobrym
bariérovym vlastnostem (Zygoura et al., 2004). Maximalni teplota plnéni do PET lahvi je 93°C.
V zavislosti na metodach zpracovani §tavy, mizou PET nddoby poskytnout 6 az 9 mésicii
trvanlivost za normalnich skladovacich podminek. M4 se za to, Ze flexibilni obaly jsou mnohem
usporngjsi nez sklenéné nebo kovové obaly, ale maji mnohem mensi bariéru proti kysliku.

Baleni mosti v PET lahvich je dostatené, pokud je most skladovan a udrZzovan
pfi nizkych teplotach (Ghoshal, 2017). Pouziti lahvi na bazi PET se vSak zvySuje riziko oxidace
slozek Stavy z diivodu nulové propustnosti tohoto materidlu. Diky tomuto faktu je pouziti PET
lahvi pro skladovani mosti mén€¢ vhodné, bylo to prokdzano porovnanim vyvoje kyseliny
askorbové ve sklenénych lahvich ve srovnani s PET lahvemi (Barlinet et al., 2008;

Ros-Chumilla et al., 2007).
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3.6.3 Napojové kartony

3.6.3.1 Tetra Pak

Jsou aseptické obaly, které jsou vyvojovym trendem v baleni napojl a pouZzivaji se pro
skladovani napoja. Skladaji se ze tfi surovin: z papiru (75 %), polyethylenu (20 %) a hliniku
(5 %) (Ma, 2018). Baleni Tetra Pak ma Sest vrstev, z nichz kazda ma specifickou funkci. Vnéjsi
vrstva (prvni vrstva) je vyrobena z polyethylenu, ktery chrani produkt pted vné&jsi vlhkosti,
druhd vrstva je vyrobend z lepenky (celuldzy), poskytuje rozmérovou stabilitu a pevnost, tieti
vrstva je nutna laminace obou polyethylenovych vrstev, ¢tvrta vrstva je vyrobena z hlinikovych
folii, poskytuje bariéru proti kysliku, mikroorganismiim a svétlu vrstva patd je vyrobena
z polyethylenu, je nezbytna pro procesy laminovania posledni vnitini vrstva vyrobena

z polyethylenu, utésiiuje kapalinu (Korkmaz et al., 2009).

Termoplast
Termoplast °

Hlinik

Termoplast

Celul6za
Termoplast

Obrézek 6. Struktura baleni Tetra Pak (Korkmaz et al., 2009)

Vrstvy polyethylenu ¢ini obal nepropustny a zabrainuje kontaktu potravin s hlinikem.
Dobré aseptické vlastnosti a nizka hmotnost vedla k tomu, Ze v roce 2014 bylo na celém svété

prodano vice nez 179 miliond obalti (Ma, 2018).
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3.6.3.2 Bag in box

Bag-in-box je forma komer¢niho baleni potravin a tekutin, ktery se sestavuje ze tii
hlavnich slozek. Prvni slozkou je pruzny, skladaci, pln¢ utésnény pytel vyrobeny z jedné nebo
vice vrstev syntetickych folii. Druha slozka je uzavér s trubkovym vytokem, skrz ktery se plni
a vytéka obsah a posledni slozkou je pevnd vné&jsi krabice drzici pytel (Yam, 2009).
Vak o obvykle vrstveny ze dvou raznych folii, z nichz jedna slouzi jako vnitini vrstva, ktera je
v kontaktu s obsahem a druhd, ktera je obvykle vyzadovana, poskytuje bariéru pro plyny
(Ghoshal, 2017).

Vak na tekutiny

Trubkovy
uzaver

Pevny
obalovy
material

Obrazek 7. Model Bag in boxu (Yam, 2009)
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4 Material a metody

4.1 Most

Pro experimentalni ¢ast byl pouzit jable¢no-fepny most, poskytnuty od péstitele pana
Véaclava Vétrovee ze sadi Truskovice. Tento most byl vyroben smichdnim jablek odridy
Spencer (80 %) a Cervenou fepou (20 %) v poméru 1:4 a naslednym lisovanim obou surovin.
Sklizen probé¢hla v roce 2016. Most byl skladovani pii teploté -80 °C a pfed samotnym pokusem
byl zahtaty na 90 °C.

4.2 Pouzita média

Pro pfipravu inokula bylo pfipraveno tekut¢ médium Tryptone soya broth (Oxoid,
CMO0129) v poméru 0,8 g glukozy s 3 g agaru na 100 ml. Pfipraven médium bylo naplnéno po
9 ml do 1ékovek a sterilovano v autokldvu. Pro kvantifikaci byla pouzita dvé agarova média.
Na stanoveni Escherichia coli byl pouzit TBX agar (Oxoid, CM0945) a Salmonella enterica
byla stanovena na XL D agaru. Ob¢ tyto média byly po sterilizaci nadavkovana po 10 ml pomoci

Eppendorf multipipette® M4 do 90 mm Petriho misek.
4.3 Priprava vzorki

Pasterovany most byl inokulovan ptes noc kulturou Escherichia coli a Salmonella
enterica. Druhy den byly k inokulu ptidany jesté 3 ml mostu. Pro vSechny varianty experimentu
bylo pouzito 8 580 ml jable¢no-fepného mostu. Pasterizovany a zchlazeny most byl po 330 ml
rozdélen do cistych Erlenmeyerovych banck. Nasledné byl do kazdé banky pfidan 1 ml
bakteridlni suspenze Escherichia coli a Salmonella enterica o ptiblizné koncentraci 1,5 x 108
KTJ/ml. Nésledné bylo do kazdé baiiky s moStem pipetou piidano odpovidajici mnoZzstvi silice,
tak aby bylo dosazeno finalnich koncentraci v prvnim piipadé skoficova (S) silice
(Cinnamomum zeylanicum, MKBHS5748V) v koncentracich 16; 32; 64; 128; 256 ul/l
a v druhém piipadé silice vonatky (L) (Cymbopogon citratus) v koncentracich 8; 16; 32; 64;
128; 256 pl/l.

Takto pfipraveny most byl nasledné homogenizovan mixérem (T18 digital Ultra-
Turrax, IKA), po dobu nékolika vtefin pii 20 000 ot./min. Zhomogenizovany most byl ptelit za
pomoci trychtyie do sklenénych lahvi o objemu 330 ml a okamzité byl zavi¢kovan korunkovym

uzavérem za pomoci korunkové zatkovacky.
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Naésledné bylo ve vodni lazni 14zni provedeno tepelné oSetieni (60 °C na 20 minut, 90
°C na 1 minutu), béhem pokusu byla métena teplota uvnitf mostu vpichovym teplomérem.
Po dosazeni pozadované teploty byl sledovan ¢as a po uplynuti tohoto ¢asu byly vzorky
ochlazeny na pokojovou teplotu a ulozeny do termnostatu (25 °C) lednice. Zahfevu nebylo
podrobeno 12 lahvi, ty byly pouze s piidavkem inokul a silic o riznych koncentracich. Jedna
ze vSech lahvi, byla bez ptidavku silice a bez jakéhokoliv zdhfevu, slouzila pouze jako

kontrolni. Tti lahve (3x 330ml) byly pfipraveny jako kontrola pro tepelné oSetteni.

Tabulka 1. Piehled vzorki bez tepelného zdhfevu

Oznaceni Silice Koncentrace  Tepelné oSetieni
vzorku [nl/] [°C]
K-0-0° - - -
S-16-0° Skoftice 16 -
S-32-0° Skoftice 32 -
S-64-0° Skoftice 64 -
S-128-0° Skoftice 128 -
S-256-0° Skoftice 256 -
L-8-0° Lemongrass 8 -
L-16-0° Lemongrass 16 -
L-32-0° Lemongrass 32 -
L-64-0° Lemongrass 64 -
L-128-0° Lemongrass 128 -
L-256-0° Lemongrass 256 -

Poznamka: K-0-0°: je kontrolni vzorek bez piidané jakékoliv silice a bez tepelného oSetieni,
vzorky oznaéené S-16-0°; S-32-0°; S-64-0°; S-128-0°; S-256-0° jsou vzorky oSetiené skofFicovou silici
v koncentracich 16pul/l; 32ul/1; 64ul/l; 128ul/l a 256ul/l bez tepelného zahtevu, vzorky oznacené
L-8-0°; L-16-0°, L-32-0°;, L-64-0°; L-128-0°, L-256-0° jsou vzorky oSetiené silici vonatky
(lemongrass) v koncentracich 8ul/l; 16ul/1; 32ul/1; 64ul/1; 128ul/l a 256ul/1 bez tepelného zahievu.
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Poté probéhlo tepelné oSetfeni ve vodni 1azni, kdy teplota béhem 28 minut doséhla na
pozadovanych 90 °C, pro kontrolu teploty uvnitt lahve byl pouzit digitalni teplomér Heidolph

EKT Hei-Con. Ve

vodni lazni byly lahve ponechdny poté jest€¢ minutu.

Po uplynuti této doby byly lahve vyjmuty a nésledné chlazeny v nadobé¢ se studenou a stale

ptitékajici vodou. Lahve byly schlazeny béhem ¢tyf minut zpét na teplotu 20 °C (Graf 1.).

Tabulka 2. Pichled vzorkt pro prvni tepelny ohfev

Oznaceni Silice Koncentrace Tepelné oSetieni
vzorku [ul/1] [°C]

K-0-90° S — 90

S-64-90° Skoftice 64 90

S-128-90° Skoftice 128 90

S-256-90° Skofice 256 90

L-64-90° Lemongrass 64 90

L-128-90° Lemongrass 128 90

L-256-90° Lemongrass 256 90

Poznamka: K-0-90°: je kontrolni vzorek bez pfidané jakékoliv silice s tepelnym oSetfenim na 90 °C,
vzorky oznacené S-64-90°; S-128-90°; S-256-90° jsou vzorky oSetiené skoficovou silici
v koncentracich 64ul/l; 128ul/l a 256pl/1 s oSetfenim na teplotu 90 °C, vzorky oznacené L-64-90°;
L-128-90°; L-256-90° jsou vzorky osetfené silici voniatky (lemongrass) v koncentracich 64ul/l; 128ul/1
a 256pl/1 s oSetfenim na teplotu 90 °C.

Pastera¢ni kiivka pro 90°C
100

80
60

40

Teplota [°C]

20

0 5 10 15 20 25 28 30 32 40

Cas (min.)

Graf 1. Pastera¢ni kiivka tepelného oSetieni na 90 °C
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Pro dalsi pouziti jsme vodni 14zen lehce ochladily. Dalsi zahtev, ktery jsme pozadovali,

byl zahtev na 60 °C, ktery byl dosazen béhem 12 minut. Po dosazeni této teploty byly lahve ve

vodni lazni pii 60 °C ponechany nasledujicich 20 minut. Nasledn¢ byly lahve zchlazeny

stejnym zplisobem jako v prvnim piipad¢ (Graf 2.).

Tabulka 3. Piehled vzorku pro druhy tepelny ohfev

Oznaceni Silice Koncentrace Tepelné  oSetieni
vzorku [pnl/] [°C]

K-0-60° - S 60

S-64-60° Skoftice 64 60

S-128-60° Skofice 128 60

S-256-60° Skofice 256 60

L-64-60° Lemongrass 64 60

L-128-60° Lemongrass 128 60

L-256-60° Lemongrass 256 60

Poznamka: K-0-60°: je kontrolni vzorek bez pfidané jakékoliv silice s tepelnym oSetfenim na 60 °C,
vzorky oznacené S-64-60°; S-128-60°;
v koncentracich 64pul/l; 128ul/l1 a 256ul/1 s oSetfenim na teplotu 60 °C, vzorky oznafené L-64-60°;

S-256-60° jsou vzorky oSetiené¢ skofFicovou silici

L-128-60°; L-256-60° jsou vzorky osetfené silici voniatky (lemongrass) v koncentracich 64pl/l; 128ul/l

a 256ul/1 s oSetfenim na teplotu 60 °C.

70
60
50
40
30

Teplota [°C]

20
10

Pasterac¢ni kiivka 60°C

10

20
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Graf 2. Pastera¢ni k¥ivka tepelného oSetieni na 60 °C

33

30 40



4.4 Mikrobiologicky rozbor

Vzorky k mikrobiologickému rozboru byly z lahve odebrany za aseptickych podminek
pomoci injekéni stiikacky s jehlou do mikrozkumavek Ependorf. Do kazdé mikrozkumavky
bylo pfevedeno 0,5 ml vzorku mostu. Takto pfipravené vzorky byly pfevedeny na vychladlé
zivné pidy pomoci spirdlového ockovace (Spiral plater, easySpiral® Pro).

Po prevedeni vzorku na zivné pudy, byly petriho misky pfendany do termostatu, kde se
nechaly kultivovat. Kultivace probihala v temnu v termostatu pti 37 °C, do druhého dne. Druhy
den byly narostlé kolonie spocitany a vysledek byl piepocten na KTJ/ml. Cely tento postup byl

pro kontrolu opakovan 1., 4., 10. a 16. den od oSetieni vzorku silicemi a inokulem.
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5 Vysledky

Po wuplynuti 24 hodin, byly narostlé kolonie na Petriho miskdch spocitany
a vysledek vyjadfen jako log KTJ/ml. Data byla zpracovdna pomoci MS Excel
a programu Statistica 12. Byl vypocten aritmeticky pramér, smérodatnd odchylka a byla
provedena analyza rozptylu (ANOVA) a Scheffeho test pro hodnoceni homogennich skupin.

Pti testovani byla pouzita hladina vyznamnosti 0=0,05.

5.1 Vysledky celkového poctu mikroorganismi

Mikrobiologické rozbory na dvou riznych médii (TBX a XLD) byly provadény 1. den,
4. den, 10. den a 16 den od oSetfeni. Vzorky jsou oznaceny kodem, kde S znaci oSetieni
skotficovou silici a L je oSetfeni silici vonatky (lemongrass), dale je vyjadfena pouzita

koncentrace v ul/l a teplota osetieni vyjadiena ve stupnich celsia).

Obrazek 8. Pocitani narostlych kolonii Salmonella na XLD agaru
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5.1.1 Stanoveni Escherichia coli po dnech na TBX agaru

Tabulka 4. Narust Escherichia coli prvni den po inokulaci (Scheffeho test homogennich skupin
(0=0,05)). Kultivacni médium TBX agar

Osetieni vzorku log KTJ/ml (pramér) = SD Indexy homogennich skupin
S-64-60° 0,000 + 0,000 a
S-64-90° 0,000 + 0,000 a
S-128-60° 0,000 £+ 0,000 a
S-128-90° 0,000 + 0,000 a
S-256-60° 0,000 £+ 0,000 a
S-256-90° 0,000 + 0,000 a
L-64-60° 0,000 + 0,000 a
L-64-90° 0,000 + 0,000 a
L-128-60° 0,000 + 0,000 a
L-128-90° 0,000 + 0,000 a
L-256-0° 0,000 + 0,000 a
L-256-60° 0,000 £+ 0,000 a
L-256-90° 0,000 £+ 0,000 a
K-0-60° 0,000 £+ 0,000 a
K-0-90° 0,000 £+ 0,000 a
L-128-0° 3,781 £ 0,008 b
L-64-0° 4,920 £ 0,038 c
S-256-0° 4,958 £ 0,035 c
S-128-0° 5,186 £0,017 d
S-64-0° 5,312+0,013 e
L-32-0° 5,457 £0,015 f
S-32-0° 5,478 £ 0,012 f
L-16-0° 5,499 £ 0,015 fg
S-16-0° 5,512+0,010 fg
L-8-0° 5,550+ 0,013 g
K-0-0° 5,669 £ 0,010 h

Poznamka: Kodové oznaceni vzorki je stejné jako u predeslych tabulek.

V tabulce c¢islo 4. jsou uvedeny primérné hodnoty narustu Escherichia coli na
selektivnim médiu TBX. VSechny vzorky oSettené na 60 °C a 90 °C prokazuji tiplnou inhibici
rastu Escherichia coli, a proto jiz v tabulkdch nebudou nadale zminovany. Vzorky bez
tepelného oSetfeni s riznymi koncentracemi vykazovaly hodnoty narustu v rozmezi 3,781 az

5,669 log KTJ/ml.
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Tabulka 5. Narust Escherichia coli 4. den po inokulaci (Scheffeho test homogennich skupin

(0=0,05)). Kultivacni médium TBX agar

Osetfeni vzorku

log KTJ/ml (pramér) £ SD

Indexy homogennich skupin

L-128-0°

L-256-0°

L-64-0°

S-256-0°

S-128-0°

S-64-0°

L-32-0°

S-32-0°

L-16-0°

L-8-0°

S-16-0°

K-0-0°

0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
2,944 = 0,000
3,352 0,018
5,086 + 0,020
5,133 £0,018
5,151 + 0,009
5,189+ 0,014
5,374 + 0,007
5,425 + 0,023
5,436+ 0,012

5,445 + 0,009

V tabulce Cislo 5. je vidét prokazatelné vyznamny rozdil mezi L-128-0° a L-64-0°, kde

L-128-0° nevykazuje zadny narust, zatim co na L-64-0° je narust 2,944 log KTJ/ml.

Dalsi prokazatelné¢ vyznamny rozdil je viditelny mezi S-256-0° a S-128-0°, kdy S-256-0°
vykazuje hodnoty 3,352 log KTJ/ml a S-128-0° vykazuje hodnoty vyssi a to 5,086 log KTJ/ml.

ey e

Miuzeme si zde povSimnout, Ze silice lemongrass ma lepsi inhibi¢ni U¢inky oproti

skoticové silici.
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Tabulka 6. Narust Escherichia coli 10. den po inokulaci (Scheffeho test homogennich skupin
(0=0,05)). Kultiva¢ni médium TBX agar

Osetieni vzorku log KTJ/ml (pramér) = SD Indexy homogennich skupin
L-128-0° 0,000 + 0,000 a
L-256-0° 0,000 + 0,000 a
S-256-0° 0,000 + 0,000 a
S-128-0° 0,602 + 0,000 b
L-64-0° 2,857 £ 0,000 C
S-64-0° 4,489 +0,010 d
L-32-0° 4,833 £ 0,029 e
S-32-0° 5,046 + 0,030 f
K-0-0° 5,064 + 0,034 f
L-16-0° 5,066 + 0,020 f
S-16-0° 5,093 £ 0,033 fg
L-8-0° 5,184 £ 0,102 9

V tabulce ¢islo 6. je prokazateln¢ vyznamny rozdilu mezi S-128-0° a L-64-0°, kdy
S-128-0° vykazuje narust 0,602 log KTJ/ml oproti L-64-0°, kde je narust 2,857 log KTJ/ml.
Dalsi prokazatlené vyznamny rozdil je mezi L-64-0° a S-64-0°, kdy oba vzorky maji stejnou
koncentraci silice, ale z tabulky je vidét, Ze lepsi inhibi¢ni t¢inky ma silice vonatky. V tabulce

je 1 dobfe viditelné, ze kontrolni vzorek (K-0-0°) ma lepsi sledované hodnoty nez nékteré

wrwe
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Tabulka 7. Escherichia coli 16. den po inokulaci (Scheffeho test homogennich skupin
(0=0,05)). Kultiva¢ni médium TBX agar

Osetieni vzorku log KTJ/ml (primér) + SD Indexy homogennich skupin
S-64-0° 0,000 + 0,000 a
S-128-0° 0,000 + 0,000 a
S-256-0° 0,000 + 0,000 a
L-64-0° 0,000 + 0,000 a
L-128-0° 0,000 + 0,000 a
L-256-0° 0,000 + 0,000 a
L-32-0° 2,716 + 0,000 b
K-0-0° 3,064 £ 0,000 C
S-32-0° 3,326+ 0,115 d
S-16-0° 3,532 £ 0,048 e
L-16-0° 4,023 + 0,068 f
L-8-0° 4,804 + 0,066 g

U posledniho méteni je nulovy narust u obou silic s koncentracemi 64 ul/l az 256 pl/l.
Prokazateln¢ vyznamny rozdil je viditelny u vzorku L-32-0°, ktery prokazuje narust 2,716 log

KTJ/ml. Mezi dal§imi vzorky jiZ neni tak prokazatelné vyznmany rozdil.

wrwe

povrchu most a zacinajici prokvaseni.
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5.1.2 Narusty Salmonella po dnech na XLD agaru

Tabulka 8. Narust Salmonella prvni den po inokulaci (Scheffeho test homogennich skupin
(0=0,05)). Kultivacni médium XLD agar

Osetieni vzorku log KTJ/ml (pramér) = SD Indexy homogennich skupin
S-64-60° 0,000 + 0,000 a
S-64-90° 0,000 + 0,000 a
S-128-60° 0,000 + 0,000 a
S-128-90° 0,000 £+ 0,000 a
S-256-60° 0,000 £+ 0,000 a
S-256-90° 0,000 £+ 0,000 a
L-64-60° 0,000 £+ 0,000 a
L-64-90° 0,000 + 0,000 a
L-128-60° 0,000 + 0,000 a
L-128-90° 0,000 + 0,000 a
L-256-0° 0,000 + 0,000 a
L-256-60° 0,000 £+ 0,000 a
L-256-90° 0,000 £+ 0,000 a
K-0-60° 0,000 £+ 0,000 a
K-0-90° 0,000 £+ 0,000 a
L-128-0° 0,301 + 0,000 b
S-256-0° 2,942 £ 0,022 c
S-128-0° 3,253+ 0,015 d
L-64-0° 5,246 £0,019 e
S-64-0° 5,272 +£ 0,005 ef
L-32-0° 5,279 £ 0,011 ef
S-32-0° 5,306 £0,016 f
L-16-0° 5,349+ 0,013 g
S-16-0° 5,372+ 0,012 g
L-8-0° 5,425+ 0,016 h
K-0-0° 5,517 £0,011 i

Poznamka: Kodové oznaceni vzorki je stejné jako u predeslych tabulek.

V tabulce ¢islo 8. jsou uvedeny prumérné hodnoty narustu Salmonella na selektivnim
médiu XLD agar. VSechny vzorky oSetfené na 60 °C a 90 °C prokazuji Gplnou inhibici ristu
Salmonella, a proto jiz v tabulkach nebudou nadale zminovany. Vzorky bez tepelného osetieni

s riznymi koncentracemi vykazovaly hodnoty narustu v rozmezi 0,301 az 5,517 log KTJ/ml.
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Tabulka 9. Narust Salmonella 4. den po inokulaci (Scheffeho test homogennich skupin
(0=0,05)). Kultiva¢ni médium XLD agar

Osetieni vzorku log KTJ/ml (primér) + SD Indexy homogennich skupin
L-128-0° 0,000 + 0,000 a
L-256-0° 0,000 + 0,000 a
S-256-0° 0,000 + 0,000 a
S-32-0° 2,079 + 0,000 b
S-128-0° 2,505 + 0,000 bc
L-32-0° 2,505 + 0,000 bc
L-16-0° 2,556 + 0,000 C
K-0-0° 2,748 + 0,000 C
L-64-0° 3,279 £+ 0,000 d
S-64-0° 3,868 £ 0,023 e
S-16-0° 4,780 £ 0,515 f
L-8-0° 4,806 + 0,000 f

V tabulce ¢islo 9. je vidét prokazatelné vyznamny rozdil mezi S-256-0° a S-32-0°,

kde S-256-0° vykazuje Gplnou inaktivitu, zatim co na S-32-0° je prokazatelné vyznamny narust,

oy e

wrwe

prokvaseni mostu.
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Tabulka 10. Narust Salmonella 10. den po inokulaci (Scheffeho test homogennich skupin
(0=0,05)). Kultivacni médium XLD agar

OSetfeni vzorku log KTJ/ml (primér) = SD Indexy homogennich skupin
S-64-0° 0,000 + 0,000 a
S-128-0° 0,000 + 0,000 a
S-256-0° 0,000 + 0,000 a
L-128-0° 0,000 + 0,000 a
L-256-0° 0,000 + 0,000 a
K-0-0° 0,000 + 0,000 a
L-64-0° 0,903 + 0,000 b
L-16-0° 2,079 + 0,000 c
S-32-0° 3,390 £ 0,041 d
L-32-0° 4,784 + 0,039 e
S-16-0° 4,917 + 0,020 f
L-8-0° 4,979 + 0,035 g

V této tabulce je prokazatelné vyznamny rozdilu mezi L[-64-0° a L[-16-0°, kdy
L-64-0° vykazuje narust pouze 0,903 log KTJ/ml oproti L-16-0°, kde je nérust 2,079 log
KTJ/ml. Dalsi vyznamny rozdil je hned u naslednujiciho vzorku, kde vzorek S-32-0° vykazuje
narust 3,390 log KTJ/ml, coz je prokazatelné vyssi nez u vzorku L-16-0°.

Nasledujici vzorek, ktery obsahuje stejnou koncentraci silice, ma ale od ptedchoziho
statisticky vyznmany rozdil. Z toho vyplyva, ze proti Salmonella ma lepsi inhibi¢ni ucinky
silice skofice. Kontrolni vzorek (K-0-0°) prokazuje 10. den Gplnou inaktivaci Salmonell, a to

nejspiSe z divodu prokvaseni mostu.
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Tabulka 11. Narust Salmonella 16. den po inokulaci (Scheffeho test homogennich skupin
(0=0,05)). Kultivacni médium XLD agar

Osetieni vzorku log KTJ/ml (pramér) = SD Indexy homogennich skupin
S-16-0° 0,000 + 0,000 a
S-32-0° 0,000 + 0,000 a
S-64-0° 0,000 + 0,000 a
S-128-0° 0,000 + 0,000 a
S-256-0° 0,000 + 0,000 a
L-64-0° 0,000 + 0,000 a
L-128-0° 0,000 £ 0,000 a
L-256-0° 0,000 + 0,000 a
K-0-0° 0,000 + 0,000 a
L-32-0° 2,447 + 0,000 b
L-16-0° 2,748 £ 0,000 C
L-8-0° 3,315+0,123 d

Posledni méteni na XLD prokazalo statisticky vyznamny rozdil od vzorku L-32-0°, kdy
byl prokazatelny narust 2,447 log KTJ/ml a vzorky ptedtim nevykazovaly zddny narust.
Od vzorku L-32-0° po vzorek L-8-0° jiz neni tak prokazatelné vyznamny rozdil. Timto
méfenim se prokazalo, Ze pro inhibici Salmonella je vhodnéjsi skoficova silice, ktera posledni

den u vSech vzorkl vykazovala nulové narusty
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5.2 Hodnoceni barvy

Dale jsme do naseho experimentu zatadili i hodnoceni barvy, kde jsme zkoumali, jak
se zméni barva jable¢no-fepného mostu v zavislosti na koncentraci silic a teploté. Vyhodnoceni

barvy bylo provadéno po uplynutych 16 dnech.

Silice vonatky:

Obrazek 10. Senzoricka analyza u vzorki se silici vonatky po 16 dnech, nizké koncentrace

Obrazek 9. Senzoricka analyza u vzorku se silici vonatky po 16 dnech

Skofticova silice:

Obrazek 11. Senzoricka analyza u vzorku se skoficovou silici po 16 dnech, nizké koncentrace

Obrazek 12. Senzorické analyza u vzorkt se skoficovou silici po 16 dnech
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6 Diskuze

Zeleninové a ovocné $tavy jsou pravdépodobné nejrozsifenéjSimi napoji na svété
(Oussalah et al., 2007). Tradi¢ni pfesvédceni, ze jablecna §t'ava je pred patogeny bezpecna diky
relativn€ nizkému pH (3,1-4,4), se zménila v dusledku nékolika ohnisek a vyzkumnych Setfeni
prokazujicich pfeziti patogent ve stavé. V posledni dobé bylo hodnoceno mnoho novych
postuptl pro inaktivaci patogentl v jable¢né $tave, veetné gama zateni, ultrafialového zareni,
pulznich elektrickych poli, hydrostatického vysokého tlaku a ptirodnich antimikrobialnich latek
véetné silic (Yuste and Fung, 2004).

Cilem prace bylo ové&fit ucinnost silic jako konzervantli ovocné-zeleninové $tavy
v kombinaci s teplotnim oSetfenim proti schopnosi pfeziti patogennich organismu
(E. coli a Salmonella). Existuje mnoho studii, které se zabyvaji konzervaci ovocnych §tav
pomoci silic, ale pouze nékteré studie testuji antibakteridlni ucinky za soucasného pouZiti
dalsiho oSetfeni jako je tepelny zdhtev. V této praci bylo spojeno pouziti silic s tepelnym
zahtevem, kdy z vysledktl vyplyva, Ze teplota hraje dtlezitou roli v inaktivaci patogennich
mikroorganismu, jelikoZz vSechny tepelné oSetiené vzorky od prvni dne vykazovaly uplnou
inhibici Salmonella a Escherichia coli (Tabulka ¢islo 4 a 8).

Podobného vysledku jako v mém pokusu docilili i Sung et al., (2014), ktefi kombinovali
tepelné zpracovani s pouzitim ozonu Vv jablecném mostu. Vyuzivali teploty 25, 45, 50 a 55 °C.
Samotné tepelné zpracovani vedlo ke snizeni 0,20, 0,37, 2,16 a 2,54 log KTJ/ml E. coli O157:
mnozstvi bunék o 1,50 a 1,60 log KTJ/ml, v tomto potadi, pii 25 a 45 °C, a pod detekéni limit
(1 log KTJ/ml) pii 50 a 55 °C. Zavérem prace je, ze existuje synergicky ucinek v inaktivaci
patogent v jablecné $tave oSetiené ozonem a zahtaté na teplotu 50 °C.

Gabriel and Nakano, 2009 uvadéji, ze pozorovany trend D hodnot ve stacionarni fazi
pro Escherichia coli O157: H7, Salmonella a L. monocytogenes v jable¢né staveé (pH 3,9) byly
4,1 + 0,70, 1,21 + 0,42 a 1,59 + 0,15 min, coz je v souladu s publikaci dle Makem et al.,
(2001) a Mazzotta, (2001), kteti oba dospéli k zavéru, ze Escherichia coli O157: H7 je vice
termorezistentni nez L. monocytogenes a Salmonella, a tedy vhodny cilovy organismus pro
hodnoceni letality tepelnych procesti u jable¢nych stav. Toto tvrzeni se v mé praci neprokazalo,
oproti tomu v tomto experimentu byla teplota 60 °C jako dostacujici faktor pro inaktivaci obou

sledovanych mikroorganismi.
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Espina et al., (2012) uvad¢ji, ze synergicky ucinek teploty se silici, byl pozorovan pii
pridani 200 pl/1 silice vonatky do jable¢né §tavy ve srovnani s tepelnym zpracovanim pii 54 °
C. V naSich experimentech se synergicky ucinek projevil jiz pfi piidavku 64 pl/l jak skotficové
silice, tak 1 silice vonatky do jable¢no-fepného mostu pii 60 °C.

V predchozich studii dle Sung et al., (2014), Gabriel and Nakano, (2009) a Espina et al.,
(2012), ve kterych byla testovana kombinace ptidavku silice a tepelného oSetfeni, bylo testovani
inhibice rustu mikroorganismi provadéno v deseti za sebou jdoucich dnech. Nas experiment
otestoval oSetfeni silic a tepelného zéhifevu v délce 16 dni. Po 16 dnech bylo pouze
u testovanych tepeln¢ upravenych vzorkd dosazeno Uplné inaktivace mikroorganismi.
Z vysledki tedy vyplyvd, Ze teplota hrala dualezitou roli v inaktivaci patogennich
mikroorganismu jak u vy$e zminénych studii, tak i v naSem experimentu, jelikoz vSechny
tepelné osettené vzorky od prvni dne vykazovaly uplnou inhibici Salmonella i Escherichia coli.

V soucasné dobé¢ pritahuji pfirodni antibakterialni latky, jako jsou rostlinné silice,
zvySenou pozornost z divodu jejich bezpecnosti, vysoké ucinnosti a nejedovatych
ucinkl. Pravdépodobné nejzajimavéjsi oblasti aplikace silice je inhibice rlstu a sniZeni poctu
zavaznéjsich potravinatskych patogent, jako je Salmonella spp. a Escherichia coli O157: H7
(Leite et al., 2016). CPM je jednim z hlavnich parametri hodnoceni hygieny potravin.
Dle vyhlasky ¢. 132/2004 Sb.je pro Cerstvé ovocné a zeleninové §tavy piipustnad hodnota CPM
106 KTJ/ml.

Friedmann et al. (2002) zjistili, ze silice, které vychazeli ve studii nejlépe proti
Escherichia coli bez pouziti teploty s hodnotami v rozmezi 0,046 az 0,14 log KTJ, byly silice
oregana, tymianu, vonatky, skofice, hiebi¢ku a bobkového listu. V mém pokusu se jevila silice
vonatky jako lepsi inhibitor Escherichia coli nez skoficova silice, jelikoz silice vonatky
prokazovala vétsi inhibici po dobu vSech dni.

Friedmann et al. (2002) uvadi, ze na Salmonella enterica pisobily, vice silice z nového
kofeni, vonatky a majoranky. V nasem pokusu fungovala 1épe silice skotice na Salmonella
oproti silici vonatky. Silice skofice po dobu 16 dni dokazal uplné inhibovat Salmonella
I v nizkych koncentracich. Prvni den byl narust Salmonella zaznamenan u vzorku s nejvyssi
koncentraci a to 256 ul/l. Nasledujici ¢tvrty den se narust objevil u vzorku S-128-°0 s hodnotou
0 0,437 log KTJ/ml niZs§i nez den prvni, nasledujici den byl zaznamenan vyskyt u vzorku
s koncentraci pouze 32 ul/l a obsahoval 3,390 log KTJ/ml. Posledni den méfeni se Salmonella
s pouzitim skoficové silice jiZ nevyskytovala a nalez byl patrny pouze u vzorkl s nizkou

koncentraci vonatky.
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[ Zavér

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit ucinnost silic jako konzervantli ovocné-
zeleninové $tavy v kombinaci steplotnim oSetfenim proti schopnosti pieziti patogennich
organismi (Escherichia coli a Salmonella).

Byly pouzity silice skotice v koncentracich 16; 32; 64; 128 a 256 ul/l a vonatky
citronové (lemongrass) v koncentracich 8; 16; 32; 64; 128 a 256 ul/l pti tepelném oSetieni:
0 °C, 60 °C, 90 °C. Vybrané druhy silic byly pouzity proti Escherichia coli a Salmonella
enterica.

Studii bylo prokazano Ze:

e Tepelné oseteni pii 60 °C a 90 °C bylo dostacujici a uplné inaktivovalo patogenni
mikroorganismy.

e Kombinace tepelného oSetieni spolu se silicemi dosahly Gplné inaktivace patogennich
mikroorganismu.

e Pouzité koncentrace silic vyrazn¢ inhibovaly testované mikroorganismy, ale nebyly tak
efektivni jako tepelné oSetfeni.

e Pocty aktivnich bunék patogent v pribéhu pokusu piirozené klesaly

e Sestnicty den na XLD agaru u skoficové silice, nebyly detekovany Zadné kolonie

1 u kontrolniho (neoSetfené¢ho) vzorku.

Testovana tepelna oSetieni jsou dostate¢na pro inaktivaci testovanych patogennich
mikroorganismu. S nejvétsi pravdépodobnosti by stacily i nizsi tepelné zahtevy pro zajisténi
bezpecnosti jable¢no-fepnych mostd, ale toto tvrzeni je nutné ovéfit v dalsich pokusech.

Tepelné osetieni spolu s pouzitim silice miize potencialné zvysit ochranu mostu pred
patogennimi organismy. Silice ale ve vé&tsi koncentraci mohou zna¢né ovliviiovat
organoleptické vlastnosti mostu a téz teplota mize zna¢né ovliviit vlastnosti mostu, a to
predev§im barvu a chut. Z pokusu hodnoceni barvy bylo ziejmé, Ze tepelné oSetieni
v kombinaci se silici ma negativni vliv na barvu mostu. V dalsim vyzkumu by se méla vénovat

pozornost i nejvyssimu mnozstvi pouzité silice, ktera by neméla vliv na senzorické hodnoceni.

Zvolenou hypotézu: ,,Pomoci tepelného oSetfeni a silic, 1ze zajistit vyS§i bezpecnost

jable¢no-fepného mostu*, na zakladé statistickych vysledkd experimentu byla hypotéza pfijata.
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10 Samostatné prilohy
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10.3 Narust Salmonell na XLLD agaru po dnech se silici vonatky
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10.4 Narust Salmonelly na XLD agaru po dnech se silici skoFice
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