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Mikrobiologicka kvalita balené vody v zavislosti na
podminkach skladovani

Souhrn

Bakalafska prace se zabyva mikrobiologickou kvalitou balené vody v zéavislosti na
podminkach skladovéni. Jako dvé hlavni podminky skladovani, které maji vliv na
mikrobiologickou kvalitu balené¢ vody, byly stanoveny teplota a svétlo.

V praci jsou popsany balené vody a jejich legislativni pozadavky. Sledovaly se
mikrobiologické ukazatele pro zjisténi kvality a nezavadnosti balené vody. Déle jsou v praci
uvedeny druhy dezinfekce pouzivané pro usmrceni ¢i odstranéni mikroorganismu z balenych
vod. Pro porozuméni vyskytu mikroorganismii v urcitych skladovacich podminkach jsou
V praci popsany faktory, které mohou mikroorganismy ovlivnit.

Pro zjisténi poctu a druhu mikroorganismti v balenych vodach byla vyuzita nepfima
metoda stanoveni, metoda kultiva¢ni. Byly pouzity tfi druhy znacek balenych vod. Magnesia
neperliva, Bonaqua neperliva a Dobrd voda neperlivd. Hodnoceny byly mikrobiologické
ukazatele podle vyhlaSky ¢. 275/2004 Sb. pro balenou a pitnou vodu. Mezi tyto mikrobiologické
ukazatele patii Escherichia coli, koliformni bakterie, enterokoky, Pseudomonas aeruginosa,
mesofilni a psychrofilni bakterie. Vzorky vody byly pfefiltrovany pfes membranové filtry a
nasledn¢ se kultivovaly na selektivnich médiich. Kultivace se u zkoumanych mikroorganismu
lisila kultivacni dobou a teplotou. Po kultivaci byly spocitany narostlé kolonie. Prvni rozbor byl
proveden ihned po koupi balenych vod a nésledujici rozbory s mési¢nim intervalem. V pribéhu
skladovani pocty mikroorganismii exponencialné rostly. Nejvyssi pocty byly pozorovany u
vzorkl uloZenych ve tmé pfi teploté 36 °C. Vzorky skladované na svétle pii pokojové teploté
obsahovaly nejméné mikroorganismil. V rozborech byly stanoveny vSechny mikrobiologické
ukazatele dle poZzadavkil vySe zminéné vyhlasky. Nejvétsi zastoupeni mél ukazatel koliformni
bakterie, mesofilni a psychrofilni bakterie. Bonaqua méla po celou dobu rozboru nejvétsi
mnozstvi kolonii. Naopak Magnesie m¢la nejlepsi vysledky ze vSech tii balenych vod.

Bylo zjisténo, ze mikrobiologickou kvalitu balené vody mtize ovlivnit mnoho faktori.
Pokus ukazal, ze balena voda neni prosta mikroorganismi a ze se jejich pocet zvysSuje v prubéhu
skladovani v zavislosti na skladovacich podminkach.

Kli¢ova slova: Selektivni média, koliformni bakterie, Escherichia coli, mesofilni a psychrofilni
bakterie.



Microbiological quality of bottled water depending on
storage temperature

Summary

Bachelor thesis is dealing with microbiological quality of bottled water depending on
storage temperature. Temperature and light which have influence on microbiological quality of
bottled water are stated as two main storage temperature.

Bottled waters and their legislations are described in the thesis. Microbiological indexes
of bottled water quality and safety were monitored. Furthermore, the thesis describes the types
of disinfection used to Kill or remove microorganisms from bottled water. For understanding
the occurrence of microorganisms in certain storage conditions are described factors, which can
influence microorganisms.

To find out a quantity and species of microorganisms in bottled water was used the
indirect method of determination, cultivation method. It was used three brands of bottled water.
Still water Magnesia, still water Bonaqua and still water Dobra voda. Microbiological indexes
were evaluated according to the Decree No. 275/2004 Sb. for bottled and drinking water. To
these microbiological indexes belongs Escherichia coli, coliform bacteria, intestinal
enterococci, Pseudomonas aeruginosa, mesophilic and psychrophilic bacteria. Samples of
water were filtered through membrane filters and then cultivated on selective media. The
cultivation of researched microorganisms was different in cultivation time and cultivation
temperature. New colonies were counted after the cultivation. First analysis was done
immediately after bottled waters were purchased and following analysis were done with
monthly interval. Quantity of colonies was increasing exponentially over storage time. The
highest quantity of colonies was monitored stored in the dark and 36 © C. Samples with the least
quantity of colonies were stored in the light and room temperature. All microbiological indexes
were stated in analysis according to requirements of the above-mentioned decree. The most
often microbiological indexes were coliform bacteria, mesophilic and psychrophilic bacteria.
Bonaqua had the most quantity of colonies during the analysis. On the other hand, Magnesia
had the best results of all three bottled waters.

It was found that the quality of the bottled water can be influenced by many factors. The
experiment showed that the bottled water contains microorganisms and their quantity which is
depending on storage temperature has been growing over storage time.

Keywords: Selective mediums, coliform bacteria, Escherichia coli, mesophilic and
psychrophilic bacteria.
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1 Uvod

Voda je dilezitd a potfebnd k Zivotu pro vSechny organismy na Zemi. Télo vSech
organismu je z velké ¢asti tvofeno vodou. Pro ¢loveéka je dulezitd a nezbytnd kazdy den. Jeji
konzumace se postupem ¢asu zménila. S vyvojem spole¢nosti, riznych technologii a védy je

V soucasnosti se ¢astéji konzumuje voda balena nez voda z vodovodniho tadu. Pro tuto
skute¢nost existuji dva hlavni divody. Jednim z nich je jakost a nezavadnost vody z hlediska
mikrobiologického. Lid¢ v ni maji vétsi davéru. Je to pfirozené, protoze je balenad voda ptisné
kontrolovana dle legislativy v akreditovanych laboratofich k tomu urcenych. Je zde jistota, ze
probé¢hla presné stanovend a ptisnd kontrola a nemohou lidem hrozit Zddna onemocnéni. Dal§im
divodem jsou organoleptické vlastnosti vody, jako je chut’, pach a vzhled. Organoleptické
vlastnosti jsou také upravovany dle legislativy, ovSem spotiebitel je mize posoudit i sdm. Dale
je dulezitym faktorem slozeni vody. Nékteré balené vody obsahuji vice mineralnich latek nez
voda z vodovodniho fadu. Obecné dava spotiebitel pfednost vodé, kterda mu chutna a vyhovuje
mu vzhledové, je ¢ird a Cista.

Kontrola, zptisob Upravy a definice druhli balenych vod je upravovana ve vyhlasce ¢.
275/2004 Sb., kde jsou vypsany piesné stanovené limity mikrobiologické, fyzikalné-chemické
a organoleptické. Pfi jejich pfekroceni musi byt sjedndna naprava.

Do jaké miry ovliviiuji podminky skladovani mikrobilogickou kvalitu balenych vod?
Tato prace se zabyva mikroorganismy v balenych vodach, jejichz rist a mnozeni je ovliviiovan
riznymi podminkami skladovani. Kazdy mikroorganismus totiz ma své optimalni podminky
pro rlst a je ovliviilovan vngj$imi fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi prostiedi. Je zkouman
rozsah Uc¢inku té€chto prostiedi na jakost a nezavadnost vody a sleduje se pocet mikroorganismi
a jejich riist. Konkrétné jsou v této praci podminkami prostiedi teplota a svétlo. Sleduje se zde
rozsah a mozna pfi¢ina kontaminace balené vody. K posouzeni kontaminace nam poslouzi
néktefi zastupci indikator obecného znecisténi, fekalniho znecisténi a ptitomnost jednoho
hygienicky vyznamného mikroorganismu. Vysledky vSech rozborti jsou srovnavany mezi
sebou a s povolenymi limity podle vyhlasky ¢. 275/2004 Sb.
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2 Cil prace

Cilem této prace bylo zjisténi poctu a druhu mikroorganismu, které se vyskytuji
Vv balenych vodach v zavislosti na podminkach jejich skladovani. Cilem bylo také zjistit za
jakych podminek se dané mikroorganismy vyskytuji ve vétsim a za jakych podminek v mensim
mnozstvi. Obecné se tedy sledovala mikrobiologicka kvalita balené vody skladované za
urcitych podminek. Jako dva hlavni faktory, které maji vliv na mikrobiologickou kvalitu balené
vody, byly stanoveny teplota a svétlo. Vysledky byly poté srovnany s vyhlaskou ¢. 275/2004
Sb. apravujici pozadavky na kvalitu pitné a balené vody.
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3 Literarni reSerse

3.1 Balena voda

Voda balena se napousti do plastovych lahvi z polyethylentereftalatu (PET). Pro pitnou
vodu to neni nejvhodnéjsi obalovy material. Plastové lahve jsou vice propustné pro okolni
prostiedi. Zarovén se mohou do vody dostat latky z plastu, jako je napiiklad formaldehyd nebo
acetaldehyd. Lepsim balenim pro pitnou vodu je sklo, které je oproti plastu mnohem méné
propustné (Bach et al. 2012).

Spotieba balenych vod se neustale zvysuje, lidé ji davaji piednost pied vodou z vodovodu
(Mary et al. 2000).

3.2 Balena prirodni mineralni voda

Pfirodni mineralni voda je podzemni voda, kterd si zachovava své pivodni sloZeni a
vlastnosti a ma diky pfirozenému obsahu mineralnich latek fyziologické ucinky na vyzivu.
Vyuzivéa se jako balend pfirodni minerdlni voda a jako minerdlni voda pro lécebné ucely.
K 1écebnym téelim muize naptiklad slouzit v podobé koupeli v 1aznich, dale ve formé riznych
krystalickych solnych koncentrat, pastilek (Vincentka), nebo se zpracovava do zakladt masti
(Potuzék 2011).

Zdroje piirodnich mineralnich vod jsou pfirozenym prostiedim pro bakterialni
mikrobiotu. Ptirozené¢ se zde vyskytuji gramnegativni aerobni bakterie, jako je rod
Pseudomonas, grampozitivni ty¢inky a koky. Podle legislativy se voda neupravuje dezinfekci,
pouze odstranénim nékterych latek (Mary et al. 2000).

Je distribuovana v podobé balenych vod napiiklad spolecnosti Karlovarské mineralni
vody. Tato spole¢nost patii mezi nejvétsi vyrobce balenych vod ve stiedni Evropé. Vyrabi
mnoho znamych znaéek, jako je Magnesia, Dobra voda, Podébradka, Mattoni a dalsi. Cerpa
z prament u Karlovych Vart a Marianskych lazni (Karlovarské mineralni vody 2019).

Ptirodni minerdlni voda dodavana v ldhvich je voda ze zdroje, ktery ma osvédceni,
ptipadné certifikat podle lazeniského zédkona €. 164/2001 Sb. o pfirodnich 1é€ivych zdrojich,
zdrojich pfirodnich mineralich vod, pfirodnich 1é€ebnych laznich a lazeniskych mistech a o
zméné nékterych souvisejicich zdkond. Také mulZe jit o zdroj uznany v jiném ¢lenském statu
Evropské unie, Evropského sdruzeni volného obchodu. Jakost a zdravotni nezavadnost téchto
vod je upravena ve vyhlasce €. 275/2004, vydané Ministerstvem zdravotnictvi. VyhlaSka
stanovuje mikrobiologické, fyzikalni a chemické ukazatele vztahujici se k balenym pfirodnim
mineralnim vodadm. Dale se v ni upravuji obecné ukazatele pro jakost a zdravotni nezavadnost.
Mezi ukazatle obecné patii barva a pritomnost sedimentu. Pro tento druh balenych vod je, na
rozdil od ostatnich balenych vod, povolena slabé nazloutld barva a slaby zakal ¢i sediment. Jako
ostatni balené vody nesmi obsahovat plivodce onemocnéni, nesmi mit oraganoleptické zavady
a z4dné cizi organické latky ve zjistitelném mnozstvi. V Ceské republice patfi mezi dostupné
pfirodni minerdlni vody napiiklad Evian, Dobra voda, Hanacka kyselka, Korunni, Magnesia,
Mattoni, OndraSovka, Podébradka (Petrova & Stavkova 2015).
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3.2.1 Oznacovani piirodnich mineralnich vod

Etiketa musi obsahovat informace o tom, Ze se jedné o balenou vodu ze zdroje ptirodni
mineralni vody. Déle musi obsahovat nazev ptirodniho mineralniho zdroje, nasycenost, zptisob
upravy a misto jimani. Diilezita je informace o akreditované laboratofi, kterd provadéla rozbor
mineralni vody a zptisob skladovéani (Petrova & Stavkova 2015).

3.2.2 Rozdéléni dle obsahu oxidu uhli¢itého

V ¢lanku Balené ptirodni mineralni vody z ¢asopisu Vyziva a potraviny jSOU popsany
druhy balenych vod podle jejich obsahu oxidu uhli¢itého. DEli se podle jejich nasycenosti na
pet druhti. Jsou to vody pfirozené sycené, obohacené, sycené, dekarbonované a nesycené.

Pfirozené sycené jsou vody, které se svym obsahem oxidu uhli¢itého blizi obsahu u
zdroje. Maji minimaln¢ 250 mg/I oxidu uhli¢itého, ze stejné¢ho zdroje.

Obohacené vody maji vys$si obsah oxidu uhli¢itého, nez je tomu tak u zdroje. Jsou
dosycovany ze stejného zdroje

Sycené vody obsahuji shodné nebo vys§i mnozstvi oxidu uhli¢itého neZz u zdroje.
Dosyceni se provadi oxidem uhli¢itym jiného ptivodu.

Dekarbonované vody maji naopak niz§i obsah oxidu uhli¢itého nez u zdroje.

Nesycené vody obsahuji maximalné 250 mg/l oxidu uhli¢itého (Petrova & Stavkova
2015).

3.3 Balena kojenecka voda

Jedna se o vyrobek z kvalitni vody chranéného podzemniho zdroje. Voda je vhodna pro
ptipravu kojenecké stravy a k trvalému pfiménu poZivani vSemi skupinami obyvatel. U balené
kojenecké vody je zakdzana jakakoli Uprava, kterd by ménila jeji sloZzeni. MlZe obsahovat
maximalné¢ 500 mg/l minerdlnich latek a je u ni zaru€eno pivodni ptirodni sloZeni (Kozisek
2005).

Pod oznadenim balena kojenecka voda se v Ceské republice prodavaji Aqua Anna,
Bonny, Fromin a také Horsky pramen (KozZiSek et al. 2016).

3.4 Balena pramenita voda

Jde o vyrobek z kvalitni vody chranéného podzemniho zdroje. Je vhodna pro trvalé
uzivani dospélymi i détmi. Voda mlze byt na rozdil od kojenecké vody upravovéna, ovSem jen
nékterymi danymi fyzikalnimi metodami. Stejné jako do kojenecké vody, je zde zakazano
pfidavani jinych latek, kromé oxidu uhli¢itého. Maximalni povolené mnoZzstvi mineralnich
latek je 1000 mg/l (KozZiSek 2005).

Mezi pramenité vody patii Crystalis, Sumavsky pramen, Toma Natura a dalsi (Kozisek
et al. 2016).

3.5 Balena pitna voda

Pii vyrobé balené pitné vody nemusi byt pouzita podzemni voda, ale i jakykoli
vodarensky zdroj. Je mozné ji upravovat jako kohoutkovou vodu. Pozadavky na jakost a
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nezéavadnost jsou stejné jako pozadavky u vodovodni vody. Balend pitnd voda miize byt podle
vyhlasky obohacena jinymi minerdlnimi latkami, a to hoicikem, sodikem a draslikem. Tyto
zmény slozeni balené pitné vody ale musi byt uvedeny na etiketé. Déle je nutné na baleni piipsat
oznaceni balené pitné vody jako ,,mineralizovana pitna voda“. I zde se mize upravovat obsah
oxidu uhli¢itého (Kozisek 2005).

3.6 Legislativa

Kvalita pitné vody se zacala kontrolovat uz v 19. stoleti, kdy se zacal fesit problém
s fekalni kontaminaci ve méstech. Zaroven vzniklo moderni vodéarenstvi a hygiena. Byly
zjisteny nové poznatky o dopadu neoSetfené¢ kontaminované vody na obyvatelstvo. Byly
shromazdény data z rozbori kontaminovanych vod a ve 20. stoleti byly také sepsany do
legislativy. Nyni je kvalita a jakost pitné vody upravovana nasledujici legislativou. Zakon ¢.
110/1997 Sb., o potravinach a tabakovych vyrobcich, vyhlaskou ¢. 275/2004 Sb., o pozadavcich
na jakost a zdravotni nezdvadnost balenych vod a o zptlisobu jejich Gpravy. Déle vyhlaskou ¢.
83/2014 Sb., kterou se méni vyhlaska ¢. 252/2004 Sb., kterou se stanovi hygienické pozadavky
na pitnou a teplou vodu a ¢etnost a rozsah kontroly pitné vody, ve znéni pozd¢&jsich predpist.
Zde jsou uvedeny mikrobiologické, fyzikalni, chemické a organoleptické ukazatele, jimiz se
musi kazdy dodavatel pitné vody fidit. Voda musi byt testovana v akreditovanych laboratofich
k tomu urcenych, aby mohla byt prodana spotiebitelim. Musi spliiovat limity vSech ukazateld,
a pokud tomu tak neni, musi byt oSetfena piesné¢ stanovenymi metodami. Mikrobiologickou
metodou je membranova filtrace a kultivace na ristovém médiu. U koliformnich bakterii a
Escherichia coli je navic povolena metoda MPN (most probable number). Metody pro
stanoveni fyzikalné-chemickych ukazateli jsou analytické, vhodné analytické metody jsou
popsany v tabulce. Organoleptické ukazatele se stanovuji senzorickou zkouskou, experty na
senzorické analyzy. Postup pro testovani vzork je také legislativné sepsan. Nejdiive se vzorek
odebere, poté se preveze do laboratote, kde probiha jeho analyza. U nékterych ukazatelt je
nutné tuto analyzu provést ihned po odebrani vzorku, a to je stanoveni obsahu chloru a ozonu
(Kozisek 2011).

3.6.1 Druhy balenych vod

Podle vyhlasky ¢. 275/2004 Sb., vyhlasky o pozadavcich na jakost a zdravotni
nezavadnost balenych vod a o zptisobu jejich upravy, jsou balené vody rozliseny do ¢ty druhd.
Je to balena pfirodni minerdlni voda, balend pramenita voda, balena kojenecka voda a balena
pitné voda.

Balena ptirodni mineralni voda je ze zdroje pfirodni mineralni vody. Zdroj musi mit
osv&dceni nebo certifikdt podle zvlaStniho pravniho pifedpisu. Nebo z ptirodniho 1é€ivého
zdroje, ktery ma taktéz osvédceni.

Balena pramenita voda, je voda z chranéného podzemniho zdroje. Lze ji upravovat podle
paragrafu 4. Mohou ji pit dospé¢li 1 déti.

Balena kojenecka voda je také z chranéného podzemniho zdroje. Nelze ji nijak upravovat.
Jediny povoleny zplisob upravy je pomoci UV zafeni, a to podle paragrafu 4 odstavce 4. Je
vhodna pti pfipravé kojenecké stravy, také je vhodna pro vSechny skupiny obyvatel.
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Balena pitnd voda a jeji kritéria jsou uvedeny ve zvlaStnim pravnim ptedpisu
(Ministerstvo zdravotnictvi 2004a).

3.6.2 Obecné pozadavky na balené vody

Obecné pozadavky podle vyhlasky ¢. 275/2004 Sb. jsou nasledujici. Balené vody musi
byt Ciré a bezbarvé s vyjimkou balené pfirodni minerdlni vody, ktera mize byt nejvyse slabé
nazloutld nebo se slabym zakalem ¢i sedimentem. Balené vody nesmé¢ji obsahovat piivodce
onemocnéni nebo organismy indikujici jejich moznou pfitomnost a nesméji vykazovat
organoleptické zévady.

Balené vody, kromé balené pitné vody, nesmi obsahovat cizorodé latky ve zjistitelném
mnozstvi.

Balena pramenita a balené kojeneckd voda muze byt vyrobena pouze chranéného zdroje
podzemni vody. Vydatnost, slozZeni, teplota a dal$i zdkladni vlastnosti musi byt ustalené
V mezich piirozené¢ho kolisani.

Vody urcené k vyrobé balenych vod, kromé balené pitné vody, je mozné piepravovat
k baleni a dal$im zpracovanim pouze potrubim, které je chrani pifed poskozenim jejich
zdravotni nezdvadnosti (Ministerstvo zdravotnictvi 2004a).

3.6.3 Mikrobiologické pozadavky na balené vody

Pozadavky na balenou pfirodni mineralni vodu, balenou pramenitou vodu a balenou
kojeneckou vodu jsou stejné. Nize je tabulka ukazateli jakosti téchto vod a pocet kolonii, které
jsou podle vyhlasky ¢. 275/2004 Sb. povolené (viz Tabulka ¢. 1).

Tabulka €. 1: Ukazatelé jakosti vod

Ukazatel Jednotka Limit Typ limitu
Escherichia coli KTJ/250 ml 0 NMH
koliformni bakterie KTJ/250 ml 0 NMH
Enterokoky KTJ/250 ml 0 NMH
Pseudomonas aeruginosa KTJ/250 ml 0 NMH

- slifriﬂéi;zllge::ukujici sttevni sporulujici KT1/50 ml 0 NMH
pocet kolonii pfi 22 °C KTJ/ml 100 MH
pocet kolonii pti 36 °C KTJ/ml 20 MH
mikroskopicky obraz-zivé organismy jedinci/ml 0 NMH

Jednotka KTJ znamena pocet kolonii tvoticich jednotek na ur€ité mnoZstvi vody, podle
vyhléasky je to 250 ml vzorku vody. Vyjimku tvoii ukazatelé pocet kolonii pii 22 °C a pocet
kolonii pti 36 °C, kde je testovan 1 ml vzorku vody (Ministerstvo zdravotnictvi 2004a).

Typy limitu jsou zde dva. Mezni hodnota (MH) znamena, ze konzumace vody nemusi byt
vyloucena, je ale nutné provést opatieni k naprave. Nejvyssi mezni hodnota (NMH) znamena,
ze je vylouceno pouziti této vody jako pitné (Ministerstvo zdravotnictvi 2004b).
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Pozadavky pro balenou pitnou vodu jsou stanoveny ve zvlastnim piedpisu zakona ¢.
258/2000 Sb., o ochran¢ vetejného zdravi a o zméné nekterych souvisejicich zdkoni, ve znéni
zakona ¢. 274/2003 Sb. Déle ve vyhlasce ¢. 37/2001 Sb., o hygienickych pozadavcich na
vyrobky prichazejicich do pifimého styku s vodou a na ipravu vody (Ministerstvo zdravotnictvi
200443).

Dle této vyhlasky nesmi balena voda, kromé balené pitné vody, obsahovat zddné kolonie
tvoricich jednotek. Vyjimku tvoii pocet kolonii pfi 22 °C, kde je mezni hodnota 100 KTJ/ml a
pocet kolonii pti 36 °C s mezni hodotou 20 KTJ/ml (Ministerstvo zdravotnictvi 2004a).

3.6.4 Uprava balené vody

Osetfeni balené vody se 1isi u kazdého druhu vody. Provadi se vzdy podle vyhlasky ¢.
275/2004 Sh., vyhlaska o pozadavcich na jakost a zdravotni nezavadnost balenych vod a o
zpusobu jejich Upravy. Zde je ptesné stanoveno, kterymi metodami se upravuji balené ptirodni
minerdlni vody, balené pramenité vody, balené kojenecké vody a balené pitné vody. Pro balené
vody jsou povoleny jen urcité zptisoby filtrace. Pfirodni mineralni vody se nesmi upravovat tak,
aby byl zménén obsah zédkladnich slozek. Pfirodni mineralni vody a pramenité vody se upravuji
pouze za ucelem odstranéni sloucenin Zeleza, siry, arsenu a manganu. Mikroorganismy se
neodstranuji, ov§em voda musi spliiovat stanoveny pocet kolonii tvoticich jednotek pro balenou
vodu, podle vyhlasky €. 275/2004 Sb, a to je zadna kolonie tvofici jednotku. Vyjimkou jsou
ukazatelé poctu kolonii pti 22 °C, kde je limit 20 KTJ/ml a pocet kolonii pfi 36 °C, kde je limit
5 KTJ/ml. Slou€eniny lze odstranit upravou balené vody pomoci vzduchu obohaceného
ozonem. Balend kojenecké voda se miiZze upravovat pouze jednou metodou, a to ozafenim UV
paprsky. Do kojenecké balené vody se také nemohou ptidavat jiné latky, vyjimkou je oxid
uhlicity. V ptipad¢ ptidani oxidu uhli¢ité pro nasyceni vody, musi byt hodnota pH minimalné
5, nikoli nizsi. Pfidavani oxidu uhli¢ité do balenych vod je fizeno dal$im zvlaStnim pravnim
predpisem. Uprava balené pitné vody je fizena zvla$tnim pravnim piedpisem. Zde je povoleno
ptfidavat mineralni latky, jako jsou vapnik, hoi¢ik, draslik a sodik, jen v urcitych povolenych
normach podle pravniho ptedpisu (Ministerstvo zdravotnictvi 2004a).

3.6.5 Kontrola a hodnoceni balenych vod

Ve vzorku odebraném z balenych vod, kromé& balené pitné vody, nesmi byt piekroceny
stanovené limity. Pokud je zjisténo, Ze v odebraném vzorku jsou nejvyse dvé kolonie tvotci
jednotky na 250 ml koliformnich bakterii, enterokokd, bakterii druhu Pseudomonas aeruginosa
nebo nejvyse dvé kolonie tvofici jednotky na 50 ml stfevnich sporulujicich anaerobnich bakterii
redukujicich sifi¢itany, je znovu provedena zkouska dalSich ctyt vzorkl ze stejné vyrobni Sarze.
U téchto vzorkli musi byt splnény pozadavky na mikrobiologickou nezavadnost. Kontrola
jakosti a zdravotni nezavadnosti balenych piirodnich mineralnich vod je zajistovana vyrobcem.
U mikrobiologickych ukazatell, fyzikalnich a chemickych ukazatell a cizorodych latek se
kontrola provadi jednou ro¢né. Denni kontrola se provadi u ukazateli organoleptickych, jako
je pach, chut’ a zakal, ukazatel zakladnich, jako je pH a konduktivita, ukazateld doplikovych,
naptiklad dusitany a dusi¢nany, a ukazateli mikrobiologickych. Kontrola jakosti a zdravotni
nezéavadnosti balenych pramenitych a balenych kojeneckych vod je zajiStovéna vyrobcem.
Mikrobiologické, fyzikalni a chemické pozadavky se kontroluji minimalné tfikrat do roka.
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Kontrola cizorodych latek probiha minimalné dvakrat do roka. Denni kontrola je zaméfena na
organoleptické vlastnosti, zakladni pozadavky, jako je pH a konduktivita, doplikové
pozadavky, dusitany a dusi¢nany, a mikrobiologické pozadavky. Kontrola jakosti a zdravotni
nezavadnosti balené pitné vody je zajiStovana vyrobcem a provadi se podle Vyhlasky ¢.
252/2004 Sb., kterou se stanovi hygienické pozadavky na pitnou a teplou vodu a Cetnost a
rozsah kontroly pitné vody. Pokud je pii kontrole balenych vod zjisténo prekroceni stanovenych
limitd, je potfeba vysetiit pfi¢inu tohoto piekrofeni a konat opatfeni k napravé (Ministerstvo
zdravotnictvi 2004a).

3.7 Dezinfekce vody

Jedna se o piisobeni chemickych nebo fyzikélnich latek, které usmrcuji nebo inhibuji
patogeny a parazity. Je dulezitou casti upravy vody, pfedchazi pomnoZzeni patogennich
mikroorganismd, které zpusobuji riznda onemocnéni. Mezi hlavni faktory pusobici na
dezinfekéni u€innost patii typ dezinfekéniho Cinidla, typ parazitii, koncentrace dezinfekéniho
¢inidla a doba kontaktu, pH, teplota, zékal a jiné (Bitton 2014).

3.7.1 Chlorace

Tento zplisob dezinfekce vody je v Ceské republice, ale i ve svété, vyuzivan nejvice. Ve
vodé je ve form¢é smési nedisociované kyseliny chlorné a chlornanového aniontu. Chlor neni
pro ¢lovéka v rozumnych koncentracich toxicky. Chlor ve vod¢ oxiduje anorganické latky a
organické latky. Organické latky navic podléhaji i chloraci (Janda & Svecova 2000).

3.7.2  CIlO2 (Oxid chloFi¢ity)

Od chlorace se 1isi tim, Ze na organické latky plisobi pouze oxidac¢né, ne chlora¢né. Tato
chemicka latka se pfipravuje pouze piimo v tpravnach vody, jelikoz je to vybusna latka. Byl
zjistén toxikologicky ucinek, ale pouze nékterych forem, jako napfiklad nezreagovany
chloritan. Existuje proto dana smérnicova hodnota, podle které by méla pitna voda obsahovat
200 pg.1? této latky (Janda & Svecova 2000).

3.7.3 Ozonizace

Ozonizace je ze vSech zpisobu dezinfekce vody povaZovéana za nejsilnéjsi. Pro pitnou
hodnotu zde plati maximalni hodnota 0,05 mg-I?. Deinfekce ozonem neni pro pitnou vodu
dostacujici, musi se nasledovné dochlorovat. Tato kombinace ale nese vétsi riziko vzniku
vetsiho podilu nezddoucich vedlejSich produktt chlorace. Navic zde vznikd vedlejsi produkt
karcinogenni formaldehyd (Janda & Svecové 2000).

3.7.4 UV zareni

Ultrafialové svétlo je Cast elektromagnetického spektra, je soucasi slune¢niho zéfeni.
Vyhody oSetfeni timto zplsobem jsou, ze se pii ném nevyrabé&ji toxické, mutagenni ¢i
karcinogenni vedlejsi produkty, neméni se chut’ ani pach vody. Pro desinfekci UV zafenim se
vyuzivaji UV lampy uzaviené kiemennymi trubkami. Faktory ovliviiujici pisobeni této
dezinfekce vody jsou napiiklad obsah organickych a anorganickych latek ve vodé. Dale bylo
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také zjisténo, ze Koliformni bakterie jsou proti UV zafeni odolnéjsi nez ostatni mikroorganismy.
Dalsim faktorem je shlukovani mikroorganismi do ¢astic. Tento proces dezinfekci zpomaluje.
Obecné je UV zafeni ucinné zejména proti viram (Bitton 2014).

3.7.5 Alternativa Vv rozvojovych zemich

V Keni byl proveden pokus s UV zafenim. Test probéhl u vzorku vody, obsahujici
bakterii Escherichia coli. Prihledné plastové lahve byly vystaveny slune¢nimu zafeni. Toto
zateni vodu zcela dezinfikovalo. Timto bylo prokazano, Ze silny slune¢ni svit je efektivni a
levny zptisob dezinfekce vody. Tento zplsob mulze byt vyuzit naptiklad v rozvojovych
zemich, kde je ziskani pitné vody velmi obtizné. OvSem je nutné dosdhnout velmi vysokych
teplot. Zde byla voda zahiivana na slunci, kde méla maximalni teplotu 55 °C. Po ukonc¢eni
experimentu, ktery trval sedm hodin, byla voda zcela dezinfikovana (Joyce et al. 1996).

3.8 Faktory ovliviiujici prostifedi mikroorganismii

Prostfedi mikroorganismu je ovliviiovano riznymi faktory. Jsou to faktory fyzikalni,
chemické a biologické. Urcuji vSechny jejich zivotni projevy. Jsou schopné se témto
podminkam pfizplsobovat, ale maji své optimalni hodnoty. Pfekroceni limitnich hodnot
zpusobuje pro dany mikroorganismus nepiiznivé podminky pro rlst, rozmnoZovani a
fyziologickou aktivitu (Kunc & Ottova 1997).

Tyto faktory se déli na biotické a abiotické. Spolu tvofi takzvany ekosystém. Abioticka
slozka tvofi nezivé prostiedi a bioticka slozka tvoii zivé prostredi. Biotickymi faktory jsou tedy
mySleny samotné mikroorganismy a jejich charakteristika. Abiotické faktory, jsou faktory,
které tvoti vnéjsi prostiedi a podminky, ve kterych mikroorganismus Zije a roste. Obecné tedy
abiotické a biotické faktory spolu uzce souvisi (Ambrozova 2004).

Lidé mohou tyto faktory vyuzit v situacich, kdy je potieba ¢innost organismu podpofit ¢1
omezit (Kunc & Ottova 1997).

3.8.1 Biotické faktory

Biotické faktory a jejich charakteristika jsou popsany v knize Mikrobiologie
Vv technologii vod od Jany AmbroZzové. Biotickymi faktory jsou mysleny ty faktory, které
ovliviiuji mikroorganismus uvnitt. Zde je dualezité znat pojmy. Jako jsou naptiklad taxon,
populace, kultura a dalsi. Nize budou vysvétleny dulezité pojmy, které souvisi s ovliviiovanim
mikroorganismi pravé biotickymi faktory. Jsou to pojmy ekologické a taxonomické
(Ambrozova 2004).

Jedna se o vzdjemné vztahy mikroorganismli mezi ¢lovékem a bakteridlni mikrobiotou,
nebo mezi samotnymi mikroorganismy (Turek et al. 2010).

Mezi pojmy taxonomické fadime taxon, to je zdkladni jednotka taxonomie. Je to
naptiklad druh, rod, celed’ a dal$i. Taxon je néjakad skupina organismu, které maji spole¢né
znaky, charakteristické pro danou skupinu (Ambrozova 2004).

Dal8im pojmem je populace, coz je skupina organismu ur¢itého druhu. Také ji miiZzeme
nazvat kulturou, napfiklad bakterialni. Populace se vyskytuji v ur€itém prostoru a Case. Plati,
ze v populaci je mnohem pravdébodobnéjsi kiizeni ¢lenii populace nez kiizeni dvou riznych
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populaci. Existuji riizné druhy populace. Miize byt populace Cistd, to je takova, ktera obsahuje
buiikky pouze z jednoho kmene. Dale mtze byt populace smiSend. Tato populace je tvoiena
dvéma a vice kmeny (Ambrozova 2004).

Spojenim dvou a vice populaci, vznika takzvané spolecenstvo. Spolecenstvo se nachazi
na jednom biotopu. Tyto spoleCenstva se mohou vzajemné ovliviiovat. Vznikaji tak mezi nimi
urcité vztahy. Vztahy mezi spolecenstvy mohou byt bud’ negativni, negativni anebo se vzajmné
nijak neovliviiuji. Mezi tyto vzajemné vztahy fadime adaptaci, neitralismus, komenzalismus,
protokooperaci, mutualismus, kompetici, antagonismus, predaci, parazitismus (Ambrozova
2004).

Adaptace je vztah, kdy se populace pfizptisobi podminkam prostfedi. Jinym slovem
pfizplsobeni. Je pro organismus vyhodna, miize mu zajistit rst a ochranu pied okolim. Dale je
tu Neutralismus. To je vztah, pti kterém se populace navzajem nijak neovliviiuji. Tento vztah
se vyskytuje méalokdy (Ambrozova 2004).

Dal§im vztahem populaci je komenzalismus. Tento vztah je zalozen na uspéchu pouze
jedné populace, a to prvého druhu. OvSem pii tomto vztahu neni druhd populace nijak
ovlivnéna. Dv¢ fivé entity sdileji jeden prostor, ale vzdjemné se nijak negativné neovliviiuji
(Macela et al. 2006).

Vztah protokooperace je charakteristicky svou spolupraci mezi populacemi. Je pfizniva
pro obé¢ populace, konkrétn¢ jde naptiklad o synergismus (Ambrozova 2004).

Mutualismus je vztah symbidzy mezi populacemi. Jde o symbiézu dvou populaci.
Navzijem se pozitivné ovliviiuji a potiebuji se. Tato spoluprace je nutna k jejich pieziti a to
znamena, ze je prospésna pro obé ¢i vice populaci. Tento typ vztahu mizeme naptiklad sledovat
u kofend vikvovitych rostlin a bakterii rodu Rhizobium (Ambrozova 2004).

Kompetice je dalSim vztahem biotickym. Jedna se o vztah, pii némz mezi sebou dané
populace soupefti. Soupeii o potravu ¢i o energii. Tyto populace maji stejné naroky na pieziti,
a tak se sebou soutézi, vyhrat mize jen jeden (Ambrozova 2004).

Mezi dalsi bioticky vztah populaci patii antagonismus, kde je jedna populace ¢i druh
vyloucen. Také tento vztah mizeme nazvat alolepatie ¢i antibiéza. Tento vztah je mezi
populacemi, kde jedna produkuje latky omezujici nebo také znemozZiujici existenci populace
jiné. Jejimi prednostmi je napiiklad velmi znama produkce antibiotik. Tyto organismy jsou
vysoce toxické vuci jiné populaci, druhu organismu. Zde je napiiklad znamy druh Penicillium
sp. Jedna se o antibiotika produkovand houbami. Mezi organismy produkujici tyto latky patii
zejména aerobni sporulujici bacily. Proti Pseudomonas aeruginosa, bakterii casto se
vyskytujici v balené vodé, jsou vyuzivany polymyxiny. Polymyxiny jsou produkované
naptiklad mikroorganismy jako je Bacillus circulans. Pseudomonas aeruginosa produkuje
antibiotika, jako jsou pyocyanazy, pyocianin a hemipyocianin. Mezi dal§i vztah populaci patii
predace (Ambrozova 2004).

Predace je vztah populaci, kdy se jeden druh populace zivi jinym druhem. V tomto vztahu
jsou populace rozdéleny na predatora a kofist. Predator je druh pfiZivujici se na jiné populaci,
druhu. Kofist je ovladana predatorem a slouzi jako potrava (Ambrozova 2004).

Jednim z dalSich vztahti je parazitismus. Je to vztah, kde je parazit v hostiteli a parazituje
na ném. Je pro svého hostitele Skodlivy. Existuji dva druhy parazitl, ektoparazité a
endoparazité. Ektoparazité Ziji na hostiteli a endoparazité ziji v hostiteli. V tomto pfipadé se
nejcastéji jedna o viry. Parazitismem jsou typiéti patogenni mikroorganismy. Casto zpiisobuji
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rizna onemocnéni, u ¢lovéka ale i u jinych organismu a rostlin. Naptiklad u ovoce zpiisobuji
znamé padlim kadefavost a dalsi onemocnéni (Ambrozova 2004).

3.8.2 Abiotické faktory

Mikroorganismy obecné potiebuji urcité vnéjsi prostfedi pro rist a rozmnozovani,
potiebuji ziskat energii pro zivot. Toto vnéjsi prostiedi se nazyva abiotické, to znamena nezivé,
a je tvoreno fyzikalnimi a chemickymi podminkami. Téchto fyzikalnich a chemickych faktori
je vice, ale balené vody, které byly vybrany pro tento vyzkum, byly vystaveny jen dvéma z nich,
a to teplu a zafeni (Ambrozova 2004).

3.8.2.1 Teplota

Teplota je velmi vyznamnym faktorem pro mikroorganismy. Kazdy mikroorganismus ma
tedy své rozmezi teplot, ve kterém dokaze prezit. Pfi vyssich ¢i nizSich teplotach dojde u
mikroorganisml ke zrychleni jejich metabolismu, tedy k jeho riistu, mnozeni, ¢i usmrceni a
k dal$im procestim (Ambrozova 2004).

Teplotni rozmezi se tidi zakladnimi teplotnimi body, a to maximalni teplotou, minimalni
teplotou a optimalni teplotou. Teploty, které dosahnou az za hranice teplotniho maxima, jsou
pro organismus letdlni. To znamend, ze dojde k usmrceni mikroorganismu. Letalni G¢inek
teploty zavisi na teplotnim optimu mikroorganismu, na jeho termoresistenci a termotorelanci a
na dal$ich faktorech. Mezi dalsi faktory patii naptiklad pH, tlak a dalsi. OvSem nékteré bakterie
jsou schopny tvofit spory, klidové utvary, které jsou mnohem odolngjsi. K usmrceni
odolngjSich utvarl bakterii je =zapotiebi Uc€innéjSich teplot, vice drastickych. Pro
mikroorganismy jsou vyssi teploty méné ptiznivé nez teploty nizsi. Dokézi ptezit nizké teploty
a pfi jejim zvySeni opét obnovit své funkce, rlst, rozmnozovani a fyziologickou aktivitu. Pti
zmrazovani potravin je potravina po rozmrazeni ohrozena plsobenim mikroorganismi,
kaZenim. Vliv na vétsi pocty mikroorganismi ma také rychlost zmraZeni. Pfi rychlém zmrazeni
piezije vétsi pocet mikroorganismi. Tato metoda rychlého zmrazeni a sublimace vody je
vyuzivana pii ptiprave tzv. lyofilizovanych kultur mikroorganismi. Tyto mikroorganismy je
mozné uchovat nékolik let (Kunc & Ottova 1997).

Podle optimalni teploty se mikroorganismy rozlisuji do tfi skupin. Jedna se o teploty, pii
kterych rostou, rozmnoZuji se a jsou fyziologicky aktivni. Jsou to mikroorganismy psychrofilni,
mesofilni a termofilni. Psychrofilni neboli chladnomilné, kryofilni, jsou podle ndzvu aktivné;si
pfi niz8ich teplotach. Teplota intenzivniho ristu je 0 °C. Optimalni teploty generacni doby jsou
mezi 20-30 °C. Jsou to velmi odolné organismy, dokazi ptezit i velmi nizké teploty i vyssi
teploty, okolo 40 °C. Pfi téchto extrémech jsou jejich biologické a chemické procesy
zpomaleny, nikoliv zastaveny. Jsou vyznamné v potravinaiském primyslu. Zptisobuji kazeni
potravin v chladirnach. Vyskytuji se ale i v pidé, vod¢, vzduchu. V pudé jsou vyznamnou
soucasti cyklu biogennich prvkia. Dalsi skupinu tvoii mesofilni mikroorganismy. Ze vSech tfi
skupin je nejrozséhlejsi. Jejich optimalni teploty se pohybuji v rozmezi 18 az 45 °C. Nejsou tak
odolné vici pusobeni nizkych teplot, jako psychrofilni bakterie. Minimalni teplota je 5 °C.
Naproti tomu snesou vyssi teploty, okolo 50 °C. Jako posledni jsou Termofilni
mikroorganismy, teplomilné. Optimélni podminky pro rist a rozmnoZovani jsou okolo 40 °C a
vys$i. Existuji rizné druhy, nékteré mohou mit své teplotni optimum az mezi 60-70 °C. Casto
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se vyskytuji v piidé€, termalnich vodéach. Jsou vyznamné pii kompostovani, zvysuji teplotu
kompostu. Jsou odolné proti pasteraci, ziistavaji v mléce po jeho tepelné upraveé pasteraci (Kunc
& Ottova 1997).

3.8.2.2 Zareni

Dal8im faktorem ovliviiujicim mikroorganismy je zafeni. Existuje mnoho druh@ zafeni o
ruznych vinovych délkach. Zatfeni miize mit také dezinfek¢ni ucinky, jedné se konkrétné o UV
zateni. Toto zareni se pouziva pii dezinfekci vody, diky své schopnosti usmrcovat
mikroorganismy. Jedna se o zafeni vinové délky 200-300 nm. K usmrceni dochazi konkrétné
v oblasti 260-265 nm (Ambrozova 2004).

Mikroorganismy tedy reaguji na zafeni riznym zpusobem, v zavislosti na vinové délce
zateni. Mezi tyto zafeni patii infracervené (700 nm — 3 mm), viditelné (380 nm — 760 nm),
ultrafialové (50 nm — 380 nm), Roentgenové (0,06 — 50 A) a radioaktivni. Infradervené zareni
mikroorganismus piimo neohrozuje, jen skrze zvySovani teploty. Viditelné¢ zafeni ma pro
mikroorganismy mikrobicidni ucinek. Bakterie maji vSeobecné vice radi tmu, obzvlasté
patogenni druhy. Je to zdlvodu pfitomnosti ultrafialové slozky ve viditelném zafeni.
Ultrafialové zatfeni zavisi na vzdalenosti, dob¢ a absorbovaného mnozstvi. Nejvétsi baktericidni
ucinek na bakterie ma ultrafialové zéafeni. Roentgenovo zafeni je také intenzivni a mé velmi
silny Uc¢inek. Radioaktivni zafeni mé4 kromé silného mikrobicidniho Uc¢inku jesté ucinek
mutagenni. Mezi druhy radiokativniho zafeni patii nejsilnéj$i gama zateni, dale beta a alfa
(Kunc & Ottova 1997).

3.8.2.3 Ultrazvuk

Pfi ultrazvuku, vinéni o vlnové délce vyssi, nez je Clovék schopen slySet, dochazi
k mechanickému poskozeni bun€k organismd, K jejich rozdéleni (Ambrozova 2004).

Pti pitekroceni frekvence 20 kHz dochézi k poskozeni bunék. Tato frekvence ma pro
mikroorganismy mikrobicidni ucinek. Poskozeni, rozdéleni bun¢k je zplsobeno kmitanim.
Blany pulzuji a tvofi se v nich plynové bubliny. Pfi opétovném stlaceni je na buiiku vyvijen
vysoky tlak a je poruSena jeji struktura. VIdknité mikroorganismy jsou na ultrazvuk citlivéjsi
neZ tyCinky a ty¢inky jsou citlivéj$i nez koky. Ultrazvuk se vyuZiva v laboratofi pro piipravu
bezbunéénych preparati (Kunc & Ottova 1997).

3.8.2.4 Mechanické vlivy

Bakterie jsou proti mechanickym vliviim velmi odolné. Je to diky jejich velmi malym
rozmérim. Tyto vlivy se béZn¢ vyuZzivaji. Existuji rizné zplsoby, jak 1ze mechanicky rozrusit
buiiky. Naptiklad zmrazovanim a rozmrazovanim (Kunc & Ottova 1997).

3.8.2.5 Voda

Voda je pro mikroorganismy a jejich bunky velice dulezita. Bunky jsou tvotfeny z 90 %
vodou. Vodu vyuzivaji ke svym Zivotnim procesim, k rozmnozovani, k transportu zivin a
metabolitli, k pribchu biochemickych reakci a dalSim. Potfeba vody se u riznych
mikroorganismi lisi. Nékteré druhy mohou pteZit a zachovat Zivotnost i po delsi dobu. Jsou to
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napiiklad mikromycety, které rostou i v mensim mnozstvi vody. Dal§im ptikladem jsou spory
bakterii. Vydrzi sussi obdobi i n¢kolik desitek let a pfi zvyseni obsahu vody, mohou kli¢it. Na
druhou stranu existuji druhy mikroorganismu, které jsou na suché obdobi citlivé. Patii mezi né
naptiklad bakterie octového kvaseni, nitrifikacni bakterie a také nckteré mikroorganismy
patogenni, mezi jejich zastupce patii Stafylokok, tuberkulozni a tyfové bakterie. S vodou je
dale spojen abioticky faktor relativni vzdusna vlhkost. Tento ukazatel je dilezity pfi sladovani
kultur a susenych potravin (Kunc & Ottova 1997).

3.8.2.6 Sucho

Suché prosttedi neni pro mikroorganismy pftili$ pfiznivé, zejména pro bakterie, které jsou
na sucho nejvice citlivé. Jejich spory jsou vici suchu odolné (Ambrozova 2004).

3.8.2.7 Hydrostaticky tlak

Tento abioticky faktor ma vyrazny vliv na rist bakterii. UrCuje jejich tvar. Tvofeni
ty¢inek je zpisobeno niz§im hydrostatickym tlakem. Naopak vysoky hydrostaticky tlak zptisobi
tvorbu vlaken (Ambrozova 2004).

3.8.2.8 Osmoticky tlak

Mikroorganismy jsou proti zménam osmotického tlaku pfizptisobené. Zvysenim
osmotického tlaku v prostredi, se zvysi i tlak vnitini. Naopak pii jeho snizeni, se vnitini tlak
také snizi. Jeho zvySovani probiha anatonosou a snizovani probiha katatonosou. V zavislosti na
tlaku uvnitf buiky, jsou bakterie odolné vici urcitym koncentracim soli a cukrd (Kunc &
Ottova 1997).

Urc¢ité druhy organismi snéaseji urcité koncentrace chloridu sodného v prostiedi. Nékteré
bakterie jsou schopné zit v prostiedi i s 30 % roztoku chloridu sodné¢ho. Naopak plisn¢ a
kvasinky mohou zit pfi koncentracich 70-80 % roztoku cukru (Ambrozova 2004).

3.8.2.9 Selektivni permeabilita

Selektivni permeabilita je propustnost plazmatickych membran. Bakterialni buiika je
semipermeabilni, to znamena, Ze je propustna jen Castecné, propousti jen vodu (Ambrozova
2004).

3.8.2.10 pH a oxidoreduk¢ni potencial

Vv kyselejSim prostiedi. Bakterie tedy Iépe rostou pii hodnotach pH 4-10. Daéle se
mikroorganismy rozdéluji do urcitych skupin podle kysliku. Nékteré jsou aerobni, k rlstu a
zivotu potiebuji kyslik a nékteré anaerobni, kyslik nesnaSeji (Ambrozova 2004).

Nejdiive se zaméfime na koncentraci vodikovych iontl, tedy pH. Pro bunku je pH
dilezité z mnoha divodi. Ma vliv na elektricky naboj bunééného povrchu, ¢imz dochéazi ke
zméné permeability bunééné membrany. Dale ovliviluje odolnost proti jinym vnéjSim
faktoriim, aktivitu enzymi a metabolické procesy. Spory jsou vici zménam pH odolnéjsi nez
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vegetativni formy. Jak bylo vySe uvedeno, bakterie potiebuji ke své Zivotni aktivité zasaditéjsi
prostiedi a houby kyselejsi prostiedi. Pfevazna ¢éast kvasinek se rozmnozuje pii pH 3-6 a u
bakterii optimalni pH pro rozmnozovani nabyvéa hodnot od 6,5 do 8. Mezi bakteriemi jsou i
druhy odolné&;jsi, které svym plisobenim tvoii kyseliny. Patfi mezi n¢ bakterie mlééného kvaSeni,
bakterie octového kvaseni a také sirné bakterie (Kunc & Ottova 1997).

Dalsim faktorem je redoxni potencial neboli oxidacné-redukéni potencial. Podle nazvu
zde dochazi k reakcim oxidacnim ¢i redukénim, a to za pfitomnosti oxidacnich a reduk¢nich
latek. Ovlivituje biochemické reakce a rlist mikroorganismi (Kunc & Ottova 1997).

3.8.2.11 Kyslik

V Mikrobiologii pro posluchace studijniho oboru technologie vody je uvedeno rozdéleni
mikroorganismi podle jejich potteby kysliku k zZivotu. Jeho pfitomnost ¢i nepfitomnost je
dialezitd pro metabolické a energetické procesy mikroorganismii. Podle potfeby kysliku se
rozdé€luji do Ctyi skupin.

a) Aerobni
Kyslik k zivotu potiebuji, je pro né nezbytny.
b) Anaerobni
Potiebuji prostiedi bez kysliku, plisobi na né toxicky.
¢) Mikroaerofilni
Kyslik nevyzaduji, ale jeho malé koncentrace ptisobi pozitivné na mnozeni téchto
mikroorganisma.
d) Fakultativné anaerobni
Tyto mikroorganismy jsou schopny mnozit se v prostiedi aerobnim i anaerobnim.
Ovsem za pfitomnosti kysliku je jejich riist vétsi (Kunc & Ottova 1997).

3.9 Mikroorganismy ve vodé

Voda je diillezitou souc¢asti zivota mikroorganismu. Je potfebna pro aktivitu bakterii. Bez
ni mohou bakterie prezit pouze ve formé klidovych utvart, takzvanych spor. Podle druhu a
poctu kolonii mikroorganismil v tomto i jiném prostiedi, mizeme urcit kvalitu daného prostiedi
neboli biotopu (Kunc & Ottova 1997).

3.9.1 Mikrobiologické ukazatele pro balenou vodu

Ve vod¢ se vyskytuje mnoho mikroorganismi, v laboratofich jsou ale zkoumany pouze
nekteré druhy, které mohou zplsobit zavaznd onemocnéni nebo jiné problémy. Jsou to
koliformni bakterie, interstinalni enterokoky, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a
organotrofni bakterie. Jednd se o mikroorganismy, které¢ jsou pfedmétem vyzkumu této
bakalafské prace. Jsou zkoumany z divodu zjiSténi jakosti a nezévadnosti balenych vod
(Ministerstvo zdravotnictvi 2004a).

V balené vodé se vzdy vyskytuje alespon mala ¢ast mikroorganismti. Voda, ktera se plni
do plastovych lahvi je nadchylnéjsi na mnozeni bakterii nez voda ve sklenénych lahvich. Je to
z diivodu lepsi propustnosti plastt pro vnéjsi kyslik a jiné cizi plyny. Po naplnéni vody do obalu
a uzavieni, narista v lahvich po¢et mikroorganismu. Jsou zde pfitomny hlavné bakterie rodu
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Pseudomonas. VVoda je sice podrobena dezinfekci, ale ta po nékolika tydnech a mésicich neni
tak ucinnd jako Cerstvé dezinfikovana balend voda. Na poc¢tu a druhu mikroorganismu zavisi
druh zdroje vody a slozeni dané vody. NéartGst poctu mikroorganismii je mnohem nizsi
v chladnéjsich teplotach, a naopak pii vysSich teplotach, to je napiiklad pfi pokojové teploté,
pocet mikroorganismu stoupa. Mezi dalsi faktory se fadi uvoliiovani zivin z plastu nebo obsah
oxidu uhli¢itého ve vodé. Vody s vy$sim obsahem oxidu uhli¢itého, to jsou sycené vody,
zabranuji rastu bakterii. Je to z dvodu snizeni pH po jejich karbonaci. Toto pH je pro bakterie
nepiiznivé (Rosenberg 2003).

Voda ma od poc¢atku svou pfirozenou bakterialni mikrobiotu, ktera je pomoci dezinfekce
usmrcena. Rizné druhy vod se ve sloZeni bakteridlni mikrobioty mohou lisit. Pramenita voda
ma svou velkou bakterialni diversitu a mtize obsahovat naptiklad i bakterie rodu Pseudomonas.
Pfi Gpravé vody a pied jejim balenim se musi tyto mikroorganismy ve vodé usmrtit. Pfi
nedostate¢né dezinfekci vody miize ve vod¢ zistat urcity pocet téchto bakterii, ktery se po
zabaleni zacne mnozit. Pfi nedostatecné dezinfekci, se pfi nasledném skladovani pii teploté 37
°C, mohou mikroorganismy ve vodé pomnozit aZ na pocet 103-10* KTJ, a to za jeden aZ tfi
tydny (Nsanze et al. 1999).

3.9.2 Indikatory obecného znecisténi

Uréuji celkové znegisténi vody. Do této skupiny patii dvé podskupiny, Zivotaschopné
mikroorganismy a organotrofni bakterie (Ambrozova 2004).

3.9.2.1 Zivotaschopné mikroorganismy

Jsou to aerobni bakterie, kvasinky a mikromycety. RozliSuji se jest€¢ do dvou dalSich
skupin podle teploty riistu. Jeden druh roste pfi teplotach 22 °C a druhy pfi teplotach 37 °C.
Mikroorganismy s teplotnim optimem ristu 22 °C snasi vysoké teploty a kultivuji se pfi
pokojové teploté. Mikroorganismy rostouci pii teplotach 37 °C se kultivuji v termostatu. Ve
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3.9.2.2 Organotrofni bakterie

Organotrofni bakterie jsou mikroorganismy, které k Zivotu potiebuji organické latky.
Jsou to indikatory celkového zneciSténi vody. Vody jsou jimi kontaminovany piimo z okoli,
nebo maji sami o sob¢ vyssi obsah organickych latek. Jejich pocet a mira znecisténi se zjistuje
pomoci kultivaéni metody. Radime zde bakterie psychrofilni a mesofilni. Jejich kultivace je
provadéna v zavislosti na pozadavcich optimalni teploty rastu téchto bakterii (Kunc & Ottova
1997).

Z organickych latek ziskavaji energii, uhlik a dusik. Vyskytuji se ve vodach, které byly
Spatné technologicky oSetfeny, nebo Spatné skladovany (Ambrozova 2004).

Bakterie mesofilni jsou bakterie s optimalni teplotou ristu a mnozeni 37 °C + 0,5 °C.
Jejich kultivace trva po dobu 48 hodin. Jejich pfitomnost ve vod¢ informuje o zvySeném obsahu
organickych latek a o ucinnosti dezinfekce. ZvySeny pocet mesofilnich bakterii signalizuje
zvysené hygienické riziko (Kunc & Ottova 1997).
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Bakterie psychrofilni maji optimalni teploty ristu a mnozeni 20 °C. Kultivace probiha po
dobu 72 hodin. Pocet narostlych kolonii je oproti poctu mesofilnich kolonii vyssi. Je to
z diivodu piisobeni skladovaci teploty. Voda je nejcastéji uchovavana pti pokojovych a nizsich
teplotach, které jsou idedlni praveé pro psychrofilni bakterie (Kunc & Ottova 1997).

3.9.3 Indikatory fekalniho zneciSténi vody

Jedna se o patogenni ¢i podminéné patogenni mikroorganismy. U vody, vyuZzivané jako
pitné, je dulezité tyto mikroorganismy sledovat. Patogenni mikroorganismy mohou zptsobit
zavazna onemocnéni. Pro hodnoceni kvality vod se vyuziva nejcastéji stanoveni enterokoki a
koliformnich bakterii (Kunc & Ottova 1997).

Mezi bakterie zpusobujici zdvazna onemocnéni patii Salmonella, Shigella, Escheria coli,
Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni, Campylobacter coli
(Ambrozova 2004).

3.9.3.1 Koliformni bakterie

Jsou jedni z nejvyznamnéjSich ukazateld fekalniho znecisténi. Jejich stanoveni
Vv laboratofi se fadi mezi jednodu$s$i metody. Patfi mezi aerobni nebo fakultativné aerobni
bakterie. Jsou to gram-negativni tyCinky, netvofici spory. Nazev ,koliformni“ pochazi ze
zjisténi rastu téchto bakterii na stejném médiu jako Escherichia coli. Prvni zjisténou bakterii
byla Aerobacter aerogenes. Tyto kmeny, se pozdé&ji zaCaly oznaCovat jako kmeny patiici do
skupiny coli-aerogenes. Kdyz se zjistilo, ze podobné kolonie vytvari nékolik dalSich
organismil, vznikl soucasny nazev coliform (koliformni). V piekladu coliform znamena ,,druhy
majici podobné ristové vlastnosti jako E. coli®. Do této skupiny patii pouze laktéza pozitivni
kmeny (H&usler 1995).

Koliformni bakterie se vyskytuji u teplokrevnych savcl vcetné clov€ka. Jsou to
mikroorganismy pfirozené se vyskytujici ve stfevech. Naopak ve vodé se pfirozené nevyskytuji,
jsou zde zaneseny prostiednictvim fekalii, pres plidu a jiné. Zaneseni koliformnich bakterii do
vody muze probihat kdykoliv béhem manipulace s vodou, naptiklad pfi jejim odebirani a baleni
(Rompre¢ et al. 2002).

Voda neni idedlnim prosttedim pro jejich rozmnoZovani. Svymi chemickymi a
fyzikalnimi vlastnostmi je pro né idealnim prostiedim travici trakt (McFeters 1990).

Podle toho patii do skupiny indikatorG fekéalniho zneciSténi. Svou pfitomnosti a
rozmnozovanim kontaminuji vodu, ktera je pak nepitna. Spole¢né s Escherichia coli se
vyuZivaji jako hlavni indikatory pro kontrolu vody. Jejich pfitomnost ve vodé indikuje jeji malo
ucinné oSetteni ¢i ztratu dezinfekéniho prosttedku (Rompré et al. 2002).

Mezi vyznamné rody koliformnich bakterii patii Escherichia, Enterobacter, Citrobacter,
Klebsiella (Kunc & Ottova 1997).

Jsou schopné fermantace laktoézy pii teploté 35 °C nebo 37 °C, ptiCemz produkuji
kyseliny, plyny a aldehydy. Tento proces trva 24—48 hodin. Stanoveni koliformnich bakterii je
vyuzivano ke sledovani ucinnosti upravy vody anebo k zjisténi jeji dodatecné kontaminace.
Radi se zde i gramnegativni ty¢inky termotolerantnich koliformnich bakterii. Tato skupina
spory nevytvafi. Termotoleratni koliformni bakterie jsou schopny fermentace laktozy pti 44-45
°C. V tomto procesu také tvoii kyseliny, aldehydy a plyny. Diive byly oznacovény jako fekalni
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koliformni bakterie, v soucasnosti jsou oznaCovany jako termotolerantni. Maji vétsi hygienicky
vyznam (Ambrozova 2004).

3.9.3.2 Presumptivni Escherichia coli

Podle WHO je od roku 1993 jedinym spravnym indikatorem fekalniho znecisténi vody.
Radi se k termotolerantnim koliformnim bakteriim. Roste pii vyssich teplotach, pii teploté 44
+ 0,5 °C, za ptitomnosti kysliku (Ambrozova 2004).

Jeji pfitomnost ve vodé naznacuje kontaminaci dané vody bakteriemi, které jsou piitomné
ve vykalech teplokrevnych savct. Je spole¢né s Koliformnimi bakteriemi hlavnim indikatorem
nezavadnosti vody (Rompré et al. 2002).

Jako indikator zdravotni nezdvadnosti vody slouzi jiz od 20. stoleti. Pozdéji byly, kvali
nedostatkiim, pfidany celkové testy na koliformni bakterie. Ve vod¢é muze prezit 4—12 tydna
(Edberg et al. 2000).

3.9.3.3 Intestinalni enterokoky

Enterokoky, diive oznacovany jako fekalni streptokoky, jsou gram-pozitivni bakterie ve
tvaru kokl. Netvofi spory a nékdy se vyskytuji ve form¢ diplokoku. Patii mezi indikatory
Cerstvého fekalniho znecisténi. Do vody se dostavaji prostiednictvim stolice ¢lovéka nebo
vykalech teplokrevnych zivoc¢icht, kde se ptirozené vyskytuji. Jsou, na rozdil od koliformnich
bakterii, odoIné&jsi a pteziji i urcité koncentrace chloru. Mnoho jinych mikroorganismi, patti
mezi né€ i koliformni bakterie, zabiji i malé mnozstvi chloru. Také jsou odolné vuéi solim a
vysokému pH (Kunc & Ottova 1997).

Za indikatory fekalniho znecisténi jsou povaZovany ty enterokoky, které jsou nositeli
antigenové skupiny D. Zpiisobuji zanéty modovych a Zludovych cest, sepse a meningitity. Ziji
a mnoZzi se nejlépe pii teplotach 10-45 °C (Hausler 1995).

Toto teplotni rozmezi je v trdvicim traktu clovéka a vSech teplokrevnych
savcu. Enterokoky jsou konkrétné v tlustém stievé vSech savcl. NejCastéji zastoupeni jSOu
zastupci Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium. Ve srovnani s E. coli je jeho mnozstvi
ve fekaliich mensi (Edberg et al. 2000).

Nazev intestinalni je odvozen od jejich pfirozeného prostiedi, tedy intestinalniho traktu.
Jejich nalez ve vod¢ indikuje Spatné a nedostatecné oSetieni. Ackoli jsou velmi odolni viici
pusobeni soli a vysokému pH, jsou na druhou stranu velmi citlivi na vnéj$i podminky prostiedi
a prezivaji jen kratky cas. V tomhle ohledu jsou koliformni bakterie mnohem odolné&jsi
(Ambrozova 2004).

3.9.4 Anaerobni sporulujici bakterie

Clostridia jsou vyznamné svou tvorbou toxint, napiiklad Clostridium botulinum nebo
Clostridium tetani. Ve vodnim prostiedi mohou jejich spory vydrzet velmi dlouho. Kromé
stolice, kde se bézn¢€ vyskytuji, jsou pfitomny 1 v ptd¢, a proto se nalez ve vzorku vody nemuze
oznacit jednoznacné¢ za indikator fekalniho znecisténi. Slouzi jako kontrola spravosti provedené
dezinfekce vody, jelikoz jsou rezistentni vii¢i pomérné vysokym koncentracim chléru. Jedna se
hlavné o Clostridium perfringens, anaerobni sporulujici ty¢inku. Je to gram-pozitivni ty¢inka,
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nepohybliva. V minulosti, nékdy i soucasné, se pouziva jako dopliujici stanoveni pti kontrole
fekalniho znecisténi. Bé€zné se ale kontrola pfitomnosti téchto mikroorganismi neprovadi
(Kunc & Ottova 1997).

Clostridium perfringens je patogenni mikroorganismus, je vyznamnym producentem
toxind. Jak uz bylo vySe zminéno, vyskytujen se v pud¢, v sedimentech a v gastrointestinalnim
traktu lidského organismu a poté se z téchto prostiedi dostava do vody. Muize zptisobovat rizna
onemocnéni Cloveka i1 zvitat. Naptiklad otravy jidlem, plynové gangrény, nekrotické enteritidy
a infekce (Myers et al. 2006).

3.9.5 Hygienicky vyznamné mikroorganismy

Jejich stanoveni se neprovadi rutinné, avSak jejich pfitomnost ve vodé je ze
zdravotniho hlediska zavazny ukazatel (Ambrozova 2004).

3.9.5.1 Pseudomonas aeruginosa

Jsou to ty€inky o velikosti 0,5 pum — 1,0 um x 1,5 um — 6,0 um. Patii mezi bakterie
netvofici spory. Jsou schopny pohybu pomoci poldrnich biciki a jsou chemoorganostrofni.
Nepotiebuje specialni podminky pro rust. Tvofi rizné tvary kolonii, napfiklad velké a hladké,
malé a drsné, nebo mukdzni kolonie. Také se vyskytuje ve stolici a vykalech zvirat, ale v mensi
mife nez koliformni bakterie. Patogenni u¢inky mé spiSe pro oslabeny organismus, jako jsou
starSi lidé, déti a kojenci. Zpisobuje infekce mocovych cest, stfev, stfedniho ucha, kize a
sliznic. Vyskytuje se také po poranéni kuize popalenim, nebo pii bércovych viedech. Je
pfitomen v hnisu, ktery je diky této bakterii zbarven do modrozelena. Jeji pfitomnosti v pitné
vod¢ miiZzou byt potlaceny koliformni bakterie, to zplisobi zkresleni vysledkli rozboru vody.
Hlavné se vyskytuje ve vodnim potrubi vyrobeného z plastl, nebo v plaveckych bazénech,
které byly kontaminovany poranénymi plavci anebo z vymésku jejich sliznic (Héusler 1995).

Optimalni teplota ristu je 37 °C v celkovém teplotnim rozpéti 5—42 °C, jen za ptitomnosti
kysliku. Vyssi teploty, to je nad 55 °C, jsou pro né smrtelné a nizsi teploty, to je pod 4 °C,
zpusobi zastaveni rastu. Tento mikroorganismus je pifitomen v hnisu, kde vytvafi typickou
modrozelenou barvu. VétSinou se také nachdzi v plaveckych bazénech, nebo na vnitfnich
sténach potrubi (Ambrozova 2004).

3.9.5.2 Stafylokoky

Jde o grampozitivni shluky nebo hroznovité utvary netvortici spory. Jejich kolonie jsou
velmi pigmentované, mazlavé a lalo¢naté na okrajich. Produkuji enerotoxiny. Kultivace
probihé pfi teplotach 20-22 °C po do dobu 48 hodin. Jejich pfitomnost ve vodé je nebezpecna
a voda je hygienicky zavadna (Ambrozova 2004).

3.9.5.3 Streptokoky

Pii stanoveni Streptokokt na zivné pude¢, tvofri jejich kolonie zelené okraje. Znamymi
druhy jsou napiiklad Streptococcus salivarius, ktery je pfitomen v Gstni duting. Jejich
pfitomnost ve vodé znadi zavazné hygienické znegisténi. Casto se vyskytuji v plaveckych
bazénech, které obsahuji chlor. Jsou vii¢i nému odolné (Ambrozova 2004).
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3.9.5.4 Anaskogenni kvasinky rodu Candida

Jedna se o patogenni houby. Zplsobuji infekce povrchové, ale mohou zptsobit i
onemocnéni uvnitt systému organismua (Douglas 2003).

Tyto kvasinky tvoii blastospory. Vétsina druht je pro ¢lovéka fakultativné patogenni.
Zpisobuji tzv. kandidézy, to je onemocnéni dychacich cest a sliznic, onemocnéni zazivaciho
nebo urogenitdlniho systému a kozni onemocnéni. Vyskytuji se Casto na koupalistich a
V bazénech (Ambrozova 2004).

3.9.5.5 Legionely

Jsou to gram-negativni bakterie. Jsou pivodcem pneumonii. Hlavni zastupce této skupiny
je Legionella pneumophila. Casto se vyskytuji ve vodovodni vodg, povrchové vodg, na filtrech,
v chladicich okruzich, v klimatizaci a na dalSich mistech (Ambrozova 2004).

3.9.5.6 Salmonely

Salmonely jsou fakultativné anaerobni gram-negativni bakterie, které¢ se vyskytuji ve
tvaru ty¢inky. Je to patogenni bakterie, kterd miize zpiisobit riiznd onemocnéni. Castym
problémem Salmonel je jejich vyskyt v potravinach, prostiednictvim kterych se clovék nakazi
(D’Aoust & Maurer 2007).

Jednim ze zastupct je napiiklad Salmonella typhi. Stanoveni Salmonely je obtizné a je
potieba provést selektivni a neselektivni pomnozeni (Ambrozova 2004).

3.10 Stanoveni mikrobiologickych ukazateli

Tyto ukazatele jakosti vody se stanovuji kultivaénimi metodami, podle pravidel CSN.
Tato norma je v soucasné dobé dopliiovana mezinarodnimi a evropskymi normami, kterymi
jsou I1SO a EN. Kontrola ukazatell se provadi rozborem. Existuje mnoho druhti metod rozboru
kvality vody (Héusler 1995).

3.10.1 Mikrobiologické ukazatele

V nésledujici Tabulce ¢. 2 a Tabulce €. 3 jsou stanovené mezni hodnoty pro
mikrobiologické ukazatele podle vyhlasky (Ministerstvo zdravotnictvi 2004b).
Tabulka ¢. 2: Mikrobiologické ukazatele balené vody

ukazatel NMH (KTJ/250 ml)
1 intestindlni enterokoky 0
2 Escherichia coli 0
3 koliformni bakterie 0
4 Pseudomonas aeruginosa 0
Tabulka ¢. 3: Mikrobiologické ukazatele balené vody
ukazatel NMH (KTJ/ml) DH (KTJ/ml)
1 pocty kolonii pti 22 °C 100 200
2 pocty kolonii pti 36 °C 20 40
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NMH — nejvyssi mezni hodnota

DH — doporu¢ena hodnota (§ 3 odst. 1 zakona ¢. 258/2000 Sb., o ochran¢ vetejného
zdravi a 0 zméné nekterych souvisejicich zakont, ve znéni pozdé€jsich predpisit)

KTJ — kolonie tvofici jednotky

(Ministerstvo zdravotnictvi 2004Db).

3.10.2 Stanoveni mikroorganismu

Stanoveni mikroorganism, jak uz bylo zminéno v kapitole Stanoveni mikrobiologickych
ukazateld, se provadi riznymi metodami. Kazda znich se zaméfuje na urcitou skupinu
mikroorganismu. Jsou to metody, podle kterych se stanovuji indikatory obecného znecisténi,
indikatory fekalniho znecisténi, hygienicky vyznamné mikroorganismy, patogenni bakterie,
indikatory ekologického znecisténi a posledni metodou je identifikace biochemickymi testy
(Hausler 1995).

3.10.2.1 Indikatory obecného znecisténi

Zde se jedna o skupinu organotrofnich bakterii. Toto stanoveni je velmi obtizné a je nutné
striktné dodrzovat pracovni postup. Pokud se pracovni postup nedodrzi, mize dojit ke zvySeni
poctu kolonii. Jedna se o ekologické stanoveni. Zjisténi jejich pfitomnosti ve vod¢ ukazuje na
celkové mikrobidlni znecisténi, a to buitkami mikroorganismti anebo organickymi latkami
(Hausler 1995).

Stanoveni téchto ukazateli se provadi pfimym vysevem zitedéného, nebo neziedéného 1
ml vzorku do kultivaéniho média, zchlazené¢ho na 45 °C. Pro stanoveni se pouZziva zivné
kultivaéni médium s tryptonem a kvasnicnym extraktem (BaudiSova 2017).

3.10.2.1.1 Mikroorganismy s teplotnim optimem rastu pii teploté 22 °C

Mnozstvi vzorku je od 0,1 ml do 5 ml. Pro kazdy vzorek je doporuceno udélat dvé
paralelni stanoveni. Po vychladnuti, tedy ztuhnuti média, se Petriho misky kultivuji dnem
vzhiiru pii teploté 22 °C £1 °C, 72 hodin + 4 hodiny. Po uplynuti této doby se spocitaji narostlé
kolonie (Ambrozova 2004).

3.10.2.1.2 Mikroorganismy s teplotnim optimem rastu pfi teploté 37 °C

Jejich stanoveni je stejné jako u ptedchozi metody, stanoveni mikroorganismu s optimem
rustu pii teploté 22°C. Rozdilna je kultivace, ktera probiha pfti teploté 37 °C a trva 24 hodin +
1 hodina (Ambrozova 2004).

3.10.2.1.3 Stanoveni mesofilnich bakterii

Na toto stanoveni se vztahuje CSN 83 0521, CAST 4. a CSN 83 0531, CAST 4. Narostlé
kolonie jsou vidét pouhym okem. Pocet kolonii je pouze ukazatelem obecného znecisténi,
ovSem pii vysokych hodnotach se miZe jednat o indikator hygienickych zavad. Pro stanoveni
mesofilnich bakterii se pouziva Masopeptonovy agar (MPA). Na Zivném mediu by mélo vyrtst
mezi 30 az 300 kolonii (Hausler 1995).

Vzorky se o€kuji sterilni pipetou po 1 ml vzorku vody do Petriho misky. Nasledné je
vzorek zalit zchlazenym na 45 °C, vysterylovanym v kochové parnim hrnci. Poté se obsah
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Petriho misky opatrné krouzivymi pohyby promichd. Po vychladnuti a ztuhnuti agaru se vlozi
misky do termostatu, kde se kultivuji pii teploté 37 °C £ 0,5 °C, 48 hodin = 2 hodiny. Pro rozbor
se provadi 2 paralelni stanoveni (Ambrozova 2004).

3.10.2.1.4 Stanoveni psychrofilnich bakterii

Stanoveni probiha stejné¢ jako u mesofilnich bakterii. Rozdilna je teplota kultivace, ktera
¢ini 20 °C £+ 1 °C a délka trvani kultivace, ktera ¢ini 72 hodin + 3 hodiny (Ambrozova 2004).

Stanoveni probiha podle CSN 83 0521, &ast 5. a CSN 83 0531, ¢ast 5. Tyto podminky
médium, kterym zalijeme vzorky. Jedna se o Masopeptonovy agar (MPA). Psychrofilni
bakterie se mohou dale stanovovat na jinych kultiva¢nich mediich. Naptiklad na kiemicitém
kultivaénim mediu, které je urceno pro terénni rozbory a je rychlejsi. Dale mizeme stanoveni
provést na zelatinovém kultivaénim médiu, pro posouzeni jakosti vod z hlediska spise
ekologického (Héusler 1995).

3.10.2.2 Indikatory fekalniho znecisténi

To jsou takové mikroorganismy, které mohou zptisobit zavazna onemocnéni. Do skupiny
patii takzvané patogenni mikroorganismy. Kvili zdvaZznosti plisobeni téchto mikroorganismd,
jsou fazeni mezi hygienické stanoveni jakosti vod. Pokud se ve vodé vyskytuji nékteré z téchto
mikroorganismd, jako jsou bakterie z rodu Salmonella, Shigella, Escherichia coli a dalsi,
povaZzuje se tato voda za nepitnou a nebezpecnou pro ¢lovéka (Héusler 1995).

3.10.2.2.1 Stanoveni koliformnich bakterii

Existuji dva zplisoby jejich stanoveni, a to membranovou filtraci anebo metodou
pomnozeni v tekutém kultivaénim médiu. Zptisob stanoveni se rizni od druhil vod. Pro nékteré
je lepsi metoda membranovych filtrii a pro nékteré v tekutém kultiva¢nim médiu. Nevyhodou
membranové filtrace je ucpavani pord u filtrd vlivem nerozpusténych latek, jako jsou naptiklad
1 jiné zivé mikroorganismy, které nejsou predmétem stanoveni. Tekuta kultivaéni média na
druhou stranu nejsou vhodné pro vody s vy$§im obsahem rozpusténych latek. Vysoky pocet
Koliformnich bakterii indikuje $patnou tipravu vody, ¢i kvalitu vody uz ve zdroji vody. Existuje
mnoho zplsob jejich stanoveni, je dilezité uvédomit si jaky je cil rozboru a také faktory, za
kterych je metoda uskutecnitelnd. Metody jako je napiiklad Kabelikova metoda, metoda
pfimého vysevu na povrch kultivacniho media. Hodi se pro stanoveni zneciSténi odpadnich vod
¢1 vod povrchovych. Tuto metodu provadime na Endo-agaru. Dal§i metodou je metoda
membranovych filtri podle normy CSN ISO 9308-1 (75 7841). PouZivé se k rozboru pitné vody
a je také stanovovana na Endo-agaru. Metoda membranovych filtri se da stanovit né¢kolika
zpusoby. Dale kvasna zkouska, Savageova metoda, metoda P-A testu, Muchova metoda a
spousta dalsich metod (Hausler 1995).

Podrobné&ji je popsana metoda membranové filtrace podle CSN EN ISO 9308-1 a CSN
83 0531 v knize J. Ambrozové, Mikrobiologie v technologii vod I. Kultivace probiha na
endoagaru. Filtra¢ni papir, pies ktery je prefiltrovano 250 ml vzorku vody, je sterilni pinzetou
poloZen na pfipraveny agar v Petriho misce. Po vychladnuti se Petriho misky obrati dnem
vzhiiru a kultivuji v termostatu pii teploté 37 °C £ 0,5 °C po dobu 24 hodin. Pfi negativnim
nalezu se prodluzuje kultivace na 48 hodin = 1 hodina. U termotolerantnich koliformnich
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bakterii je teplota kultivace 44 °C + 0,5 °C a doba kultivace ¢ini 18 az 24 hodin (AmbrozZova
2004).

3.10.2.2.2 Stanoveni presumptivni Escherichia coli

Metod stanoveni E. coli je nékolik. Napiiklad stanoveni metodou podle CSN EN ISO
9308-1 na CCA médiu, stanoveni metodou Colilert Quanti-Tray podle CSN EN ISO 9308-2 a
dal$i metody. Jednou z nich je stanoveni mezi termotoleratnimi (fekalnimi) koliformnimi
bakteriemi na m-FC agaru (BaudiSova 2017).

Rist a mnoZeni je idedlni pii teplotach okolo 44 °C, v aerobnim prostiedi. Jeji stanoveni
1ze uskute¢nit také nékolika metodami. Uz zminéna, metoda membranovych filtr je jednou
znich. Slouzi k posouzeni hygienické stranky pitné vody na m-FC agaru. Dalsi metody
stanoveni probihaji také membranovou filtraci (Hausler 1995).

Po kultivaci koliformnich bakterii se filtraéni papirek s narostlymi koloniemi pfesune na
navlh¢eny prostiedek m-Coli-test v prazdné Petriho misce. Kultivuji se 2 az 4 hodiny, pfi
teploté 37 °C + 1 °C. Poté¢ se sleduje modra fluorescence viditelnd pod UV lampou (Ambrozova
2004).

3.10.2.2.3 Stanoveni enterokokti
Stanoveni probiha na kultiva¢nich médiich obsahujicich azid sodny, ktery zamezuje
nariistu jinych mikroorganismi. Zde jsou metody pifimého vysevu na tekuté kultivaéni medium,
metodou membranové filtrace, metodou pomnozeni v kultivacnim mediu (Hausler 1995).
Kultivuji se na m-enterokovém agaru, to je Slanetz-Bartley agar. Po membranové filtraci
se kultivuji v termostatu pfi teploté 37 °C + 1 °C, po dobu 44 hodin + 4 hodiny. Po kultivaci se
spocitaji Cervenohnédé kolonie (Ambrozova 2004).

3.10.2.2.4 Stanoveni klostridii

Stanovuji se spory sulfit redukujicich klostridii na kultiva¢nim médiu zeleznato-sulfitém
agaru. Po filtraci filtr vloZi na povrch kultivaéniho média a zalije dalsi vrstvou média. Agar je
ochlazen na teplotu 50 °C. Kultivace probiha za neptitomnosti kysliku pfi teploté 37 °C + 1 °C
20 hodin = 4 hodiny. Stanoveni Clostridium perfringens probiha jinak. Po filtraci se vzorek
kultivuje v anaerobnim prostiedi na m-CP agaru, pfi teploté 44 °C + 1 °C, 21 hodin = 3 hodiny.
Sleduje se zbarveni narostlych kolonii po pifidani param amoniaku na 20 az 30 sekund
(Ambrozova 2004).

3.10.2.3 Hygienicky vyznamné mikroorganismy

Uz podle nazvu je ziejmé, Ze se jednd o hygienické stanoveni jakosti vod. Jejich stanoveni
neni tak Casté jako u ostatnich mikroorganismt, avSak tyto bakterie jsou velmi nebezpecné, az
epidemiologického charakteru. Zde stanovujeme Pseudomonas aeruginosa (Hausler 1995).

3.10.2.3.1 Stanoveni Pseudomonas aeruginosa

Tato bakterie se stanovuje dvéma metodami. Metodou membranovych filtru na Drakeoveé
kultiva¢énim médiu 19 a metodou pomnozeni v tekutém kultivaénim médiu na Drakeoveé
kultivacnim médiu 10, s ethanolem. Prvni metodu, metodu membranovych filtrt, 1ze pouZit na
jakékoli druhy vod, které neobsahuji velké mnozstvi nerozpusténych latek. Tato metoda se
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provadi pfi urCeni jakosti pitné vody. Metoda pomnozeni taktéz urcena pro vsechny druhy vod,
se provadi ke zjisténi poctu této bakterie (Hausler 1995).

Metoda pomoci membranovych filtri je podrobnéji popsana v knize J. Ambrozové,
Mikrobiologie v technologii vod I. Prefiltrovany filtr se vlozi na podlozku nasycenou
Drakeovym médiem a kultivuje pii teploté 37 °C += 1 °C, 48 hodin. Po uplynuti této doby se
pocitaji kolonie s modrozelenou barvou nebo zelenohnédou barvou. Kolonie rodu
Pseudomonas aeruginosa fluoreskuji pod UV svétlem, je tedy mozné je spocitat timto
zptisobem (Ambrozova 2004).

3.10.2.3.2 Stanoveni stafylokokt

Pro stanoveni stafylokokt se filtruje se 100 ml vzorku a nasledné se filtr pokladd na
povrch predsusené¢ho Baird-Parkerova agaru. Kultivace trva 48 hodin pfi teploté 35 °C £ 0,5
°C. Sleduji se kolonie sedé az ¢erné, hladké a bridlicovité. Po spocitani kolonii je potieba jeste
provést ovérovaci katalazovy test a koaguldzovy test. K provedeni katalazového testu je potieba
kolonii vlozit do jednoho mililitru 10% roztoku peroxidu vodiku. Zkumavka se protiepe, a
pokud se Vv ni tvofi bublinky, test je pozitivni. K provedeni koagulazového testu se kolonie
pfesunou do zkumavky s bujonem, kde jsou inkubovany v 37 °C po dobu 20 aZ 24 hodin.
Nakonec se odebere z tohoto vzorku 0,1 ml a vlozi se do zkumavky s 0,3 ml krali¢i plazmy.
Zkumavky se nadale inkubuji 4 az 6 hodin pfi teplot¢ 37 °C. Kdyz se vytvoii srazenina,
takzvany koagulat, znamena to, ze test je pozitivni (Ambrozova 2004).

3.10.2.3.3 Stanoveni streptokokt

Pro kultivaci se pouzije kultivacni médium Haasovo. Filtruje se 100 ml vody. Filtr je poté
polozen na povrch agaru. Asi po 10 az 15 minutach se filtr z agaru odejme a znic¢i. Tyto misky
se pak kultivuji ve 37 °C £ 0,5 °C 24 hodin + 1 hodina. Po potvrzeni se provede katalazovy test,
ktery by mél byt negativni (Ambrozova 2004).

3.10.2.3.4 Stanoveni anaskogennich kvasinek rodu Candida

Filtruje se 100 ml, ptipadné 10 ml vody. Filtr se polozi na povrch agaru dle Sabourauda.
Kultivace probih4 po dobu 5 az 7 dni, teplota je 22 °C az 25 °C. Poté se pocitaji kolonie, které
jsou vypouklé, lesklé nebo matné, maji porceldnové bilou barvu nebo jsou nazloutlé ¢i krémoveé.
Kolonie se pak zkoumaji pomoci mikroskopu. Pfi¢emz se pied pozorovanim obarvi

Lofflerovou modfi. Maji ovalny nebo vejCity tvar. Pro potvrzeni se miize provést kvasna
zkouzka (Ambrozova 2004).

3.10.2.3.5 Stanoveni legionel
Filtruje se 200 ml vody. Filtr se poklada na povrch GVPC agaru s antibiotiky. Inkubuje
se po dobu 10 dnt pfi teploté 36 °C £ 1 °C (Ambrozova 2004).

3.10.2.3.6 Stanoveni salmonel
Jejich stanoventi je slozité, je upravovano normou TNV 75 7855. Voda se prefiltruje pres

filtr. Provede se neselektivni mnozeni mikrobioty v pufrované peptonové vodé po dobu 24
hodin pti 37 °C (Ambrozové 2004).
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4 Metodika

4.1 Material

Vybrala jsem si tii druhy balenych neperlivych vod, které jsou v této praci porovnavany
Z hlediska kvality, po¢ti a druht mikroorganismi. A to jsou Magnesia, Bonaqua a Dobra voda.

4.1.1 Magnesia neperliva

Je ptirodni mineralni voda s vysokym obsahem ptirodniho hor¢iku a nizkym obsahem
sodiku. Zvlastni slozeni Magnesie je zptusobeno diky pozistatkliim po sopecné Cinnosti. JSou
zde totiz pozustatky magnetického oxidu uhlicitého, ktery napomahd lepSimu rozpousténi
minerdlll ve vode€. Vyrabi ji spolecnost Karlovarské minerdlni vody. Balené voda je z pramene
100 metrti pod zemi, ktery se nachazi u Marianskych lazni, ve Slavkovském lese (Karlovarské
minerdlni vody 2019).

4.1.2 Bonaqua neperliva

Je pfirodni mineralni voda, mé charakteristickou ¢istou jemnou chut. Ma také nizky
obsah sodiku a velké mnozstvi mineralt. Bonagqaua spada pod The Coca-Cola company. Jejich
voda pochazi z chranénych zdroji nachazejicich se v Rakousku a Mad’arsku. Bonaqua je
konkrétné ze zdroje v Mad’arsku. Ma ¢istou a jemnou chut’ a nizky obsah sodiku (The Coca-
Cola Company 2019).

4.1.3 Dobra voda neperliva

Je pfirodni minerdlni voda. Patii do spole¢nosti Pod¢bradka, a.s. a pod Karlovarské
mineralni vody. Pochazi z hlubinného jezera 260 metrii pod zemi, v Novohradskych horach.
Neobsahuje pfili§ téZké minerdly, a proto je vhodna i pro piipravu kojenecké stravy
(Podébradka 2019).

4.2 Metody

Vody jsem skladovala ve ¢tyfech raznych prostiedich. Vlastnosti prostfedi ovliviuji
rychlost rstu mikroorganismil. Balené vody byly ulozeny do tmy pfi teplotach 22 °C, 36 °C a
pfi pokojové teploté. Zbyvajici ¢ast balenych vod byla uloZena na svétlo pfi pokojové teploté.

4.2.1 Priprava selektivnich médii

Selektivni médium je uméle ¢i pfirozené vytvorené prostiedi pro mikroorganismy, pro
jejich kultivaci. Selektivni médium je také oznaCovano jako rastové médium, kultvacni médium
nebo zivné médium.

Nejdiive bylo dle pokynl vyrobce piipraveno zivné médium. Na tento rozbor bylo
pouzito pét selektivnich médii od vyrobce Oxoid pro Sest skupin bakterii. Nutrient agar byl
pouzit pro stanoveni psychrofilnich a mesofilnich bakterii. Pro stanoveni Pseudomonas
aeruginosa byl piipraven Pseudomonas agar. Pro stanoveni intestindlnich enterokoki byl
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pouzit agar Slanetz Bartley. Ke stanoveni Escherichia coli byl pouzit TBX agar. MacConkey
agar byl pouzit pro stanoveni koliformnich bakterii.

Selektivni média byla sterilovana v autokldvu, sterilace probihala po natlakovani 20
minut. Jediny Slanetz Bartley agar byl pouze rozvaren v hrnci po dobu 20 minut. Pfipravena
zivna média byla vlozena do vodni 14zn€ o teploté 49 °C a s dostatkem destilované vody uvnitf.
Vodni lazén byly potfebna pro udrzeni selektivnich médii v tekutém stavu.

Piiprava Nutrient agaru

Slozeni: 200 ml destilované vody
5 g bujéonu Nutrient broth
3 g technického agaru

Nutrient agaru bylo pfipraveno vétsi mnozstvi, jelikoz byl v rozboru vyuzit ve dvou kopiich.
Do erlenmeyerovy baiiky s 200 ml destilované vody byly vlozeny vSechny ingredience a smés
byla promichdna. Technicky agar mé zde funkci tuhnouct slozky.

Priprava Pseudomonas agaru
Slozeni: 100 ml destilované vody
4,84 g Pseudomonas agaru
1 ml glycerolu
0,4 ml C-F-C suplementu

Ptiprava C-F-C suplementu: 1 ml destilované vody
1 ml 100 % ethanolu
1 ml antibiotik (Pseudomonas C-F-C Supplement)

Do erlenmeyerovy baiiky se 100 ml destilované vody byly vloZeny vSechny ingredience a smés
byla promichana. Poté se Zivné médium steriluje. Po sterilaci a vytemperovani Pseudomonas
agaru na 49 °C byl ptidan C-F-C suplement, ktery byl zvlast’ ptfipraven. Pfi ptipravé C-F-C
suplementu bylo dulezité udrZeni sterilniho prostfedi a lahvicky. Byla oZehnuta lahvicka a
pouzita sterilni injek¢ni jehla.

Piiprava Slanetz Bartley agaru
SloZeni: 100 ml destilované vody
4,2 g Slanetz Bartley

Do erlenmeyerovy baiiky se 100 ml destilované vody byly vloZeny vSechny ingredience a smés
byla promichana. Poté se Zivné médium steriluje.

Priprava TBX agaru

Slozeni: 100 ml destilované vody
3,66 g TBX agaru
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Do erlenmeyerovy banky se 100 ml destilované vody byly vlozeny v§echny ingredience a smés
byla promichana. Poté se zivné médium steriluje.

Priprava MacConkey agaru
Slozeni: 100 ml destilované vody
5,2 g MacConkey agaru

Do erlenmeyerovy baiiky se 100 ml destilované vody byly vlozeny vSechny ingredience a smés
byla promichana. Poté se zivné médium steriluje.

4.2.2 Odbér vzorka

Pted otevienim testované lahve musela byt ldhev protfepana, aby bylo prostiedi v ni
homogenizovano. Po jejim otevieni bylo nutné pracovat rychle. Vzorek byl odebran pomoci
sterilni injek¢ni stiikacky a aplikovan podle potieby na filtra¢ni aparaturu. V tomto rozboru
bylo potieba filtrovat 250 ml u kazdého vzorku dle pozadavkl vyhlasky. Na kazdy vzorek byla
pouzita nova injekéni sttikacka, aby nedoslo ke kontaminaci vzorkd.

4.2.3 Filtrace

V dobé ptipravy selektivnich médii byly vyvafeny membranové filtry (velikost pora —
0,3 um) urcené pro membranovou filtraci. Membranova filtrace je bézné vyuzivdna pro
vySetfeni velkého objemu vzorku s nizkym poétem mikroorganismi. Stanoveni psychrofilnich
a mesofilnich bakterii bylo provedeno bez pouziti filtrti, protoze se stanovuji v 1 ml vzorku.
Ocekavame tedy vyssi poCty v malém objemu. Pro ostatni mikrobiologické ukazatele bylo
vyvareno 12 filtrii na jedno prostiedi (dle poétu analyzovanych vzorki). Stejny postup byl
opakovan 1 u ostatnich, zbylych tii prostfedi. Odmérna banika byla naplnéna destilovanou
vodou, tak aby byly filtry celé ponofené. Nad kahanem na stojanu byly pak vateny dvakrat po
dobu péti minut, pficemZ po prvnich péti minutach byla voda vyménéna.

Pied zahdjenim membranové filtrace bylo nutné, aby bylo prostfedi uréené pro filtracni
aparaturu sterilovano. Pro cely rozbor bylo nutné udrZet prostiedi Cisté a sterilni. I zde byly
pracovni deska a rukavice olihovany pomoci ethanolu. Tento proces byl opakovan stejné i u
ostatnich prostfedi. Nasledn¢ bylo ptipraveno 24 Petriho misek na jedno ze Ctyt prosttedi. To
znamena, ze na vSechny prostiedi, tedy jeden cely rozbor balené vody, bylo potieba 96 Petriho
misek. Misky byly oznaceny lihovym fixem tak, aby bylo vidét, kterd zkoumana bakterie
v danych miskach byla kultivovana. Nakonec byla pfipravena filtracni aparatura. Zarovei byla
na kazdou vodu pouzita sterilni injekéni stiikacku. 48 misek (4 skupiny mikroorganismil pro
12 vzorktl balenych vod) byly zality selektivnimi médii: TBX agar, Pseudomonas agar, Slanetz
Bartley medium, MacConkey agar. Na zatuhlé agarové plotny (4 druhy médii po cca 10 ml na
jednu velkou Petriho misku) byly, po prefiltrovani 250 ml vzorku balené vody membranovou
filtraci, pokladdny membranové filtry. Bylo filtrovano 250ml vzorku balené vody pies jeden
filtr (dle vyhlasky byly vyse uvedené skupiny bakterii stanoveny ve 250 ml vzorku vody). Pocty
mesofilnich a psychrofilnich bakterie byly stanoveny na selektivnim Nutrient agaru ptelivem.
Na Petriho misku byl nao¢kovan 1 ml vzorku vody a ptelit Nutrient agarem. Selektivnim
faktorem byla po zatuhnuti agaru teplota (psychrofilni 22 °C, mesofilni 36 °C).
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4.2.4 Zpisob ockovani

Na polotekutd zivna média byly pokladany filtracni papiry, ptres které byl prefiltrovan
vzorek vody o objemu 250 ml. Pro vzorky testované na psychrofilni a mesofilni bakterie byl
odebran 1 ml vzorku balené vody a nasledn¢ o¢kovan piimo do petriho misky. Na tento 1 ml
vzorku bylo nalito seletivni médium.

4.25 Kultivace

Po zatuhnuti selektivniho média byly misky kultivovany dnem vzhiru v termostatu pii
teploté 37 °C. Vyjimkou bylo stanoveni psychrofilnich bakterii, které byly kultivovany pii
pokojové teploté. Psychrofilni a mesofilni bakterie byly kultivovany ve dvou kopiich, ostatni
mikrobiologické ukazatele jen vjedné kopii. Kultivace probihala dle rychlosti ristu
jednotlivych skupin mikroorganisma (E. coli a Enterococcus 37 °C/24 h; Pseudomonas
aeruginosa a koliformni bakterie 37 °C/48 h; MB 37 °C/48 h, PB 22 °C/72 h.)

4.2.6 Vyhodnoceni

Po kultivaci, kterda méla rtiznou délku trvani a podminky pro kazdy mikroorganismus, byl
vyhodnocen pocte kolonii. Narostlé kolonie byly spocitany a vysledky zapsany v log KTJ/ml.
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5 Vysledky

Pro rozbor byly pouzity tfi druhy balenych vod. VSechny druhy byly nesycené a ze stejné
Sarze. Hodnoceny byly mikrobiologické ukazatele podle vyhlasky €. 275/2004 Sb: indikatory
fekalniho znecisténi, indikatory obecného znecisténi a Pseudomonas aeruginosa. Do skupiny
indikatoru fekalniho znecisténi jsou fazeny: Koliformni bakterie, Escherichia coli a enterokoky.
Indikatory obecného znecisténi jsou psychrofilni a mesofilni bakterie. Hodnoceni téchto
ukazatelli bylo provedeno po dobé piisobeni podminek skladovani: svétlo a pokojova teplota,
tma a pokojova teplota, tma a 22 °C a tma a 36 °C.

Prvni rozbor byl proveden ihned po koupi balenych vod. Vysledky tohoto rozboru byly
nasledujici. U Magnesie a Bonaquy byl zjistén nalez mikroorganismti. Na kultivanim médiu u
Magnesie narostly 3 KTJ ve 250 ml Pseudomonas aeruginosa. VVzorek Bonaquy obsahoval
malé mnozstvi kolonii bakterii mesofilnich a psychrofilnich. Oba tyto nalezy se tykaly prvni
kopie vzorku. Hodnota psychrofilnich bakterii, ktera ¢inila 36 KTJ/1 ml, je podle této vyhlasky
v norm¢. Hodnota pro mesofilni bakterie, se stejnym poctem kolonii, vSak piekracuje danou
mezni hodnotu. Jen Dobra voda neobsahavala zadné narostl¢ kolonie.

Dalsi rozbory byly provedeny s mési¢nim odstupem, tedy kazdy mésic jeden rozbor, aby
se zjistil vliv pisobeni skladovacich podminek. Pocet mikroorganismil v balenych vodach
kazdym mésicem exponencialné rostl.

Jednim z hlavnich indikatorti fekalniho znecisténi byla Escherichia coli. Nalez tohoto
indikatoru byl pouze u balené vody Bonaquy, ktera byla skladovana ve tmé¢, pii 36 °C.

Koliformni bakterie byly dal§imi hlavnimi indikatory fekalniho znecisténi. Jejich velky
vyskyt byl zaznamenan u vod skladovanych v prostiedi ve tmé, pii 22 °C a 36 °C. Vyskytly se
u vSech tfi balenych vod, ale nejvice u Bonaquy.

Dalsim fekalnim indikatorem byly intestinalni enterokoky. Jejich mnozstvi bylo mnohem
mensi nez mnozstvi koliformnich bakterii. Nartst enterokokt byl sledovan pouze u jednoho
vzorku, u balené vody Bonaquy. Nélez byl u vody skladované ve tmé pii 22 °C.

Pseudomonas aeruginosa je hygienicky vyznamny mikroorganismus. Objevil se u vSech
tfi balenych vod, nejvice u vod skladovanych ve tmé, pii teploté 22 °C a 36 °C.

Organotrofni bakterie narostly u vSech tii vod, a to ve velmi velkém poctu. Velké
mnozstvi se objevilo u vody Bonaquy. Pocet kolonii pii 22 °C, psychrofilnich bakterii, Se
vyskytl prevazné u vod skladovanych v prostiedi tma a 22 °C. Pocet kolonii pii 36 °C,
mesofilnich bakterii, se vyskytl hlavné u vod skladovanych v prostfedi tma a 36 °C.

Po shrnuti vSech vysledkl vyjdou tyto zavéry. Balena voda Bonauqa obsahovala vétsi
mnozstvi mikroorganismi nez ostatni vody. V jednom vzorku Bonaquy se vyskytla i
Escherichia coli. Pfitomnosti tohoto fekalniho indikatoru se voda stava nepitnou. Nejvétsich
poctl kolonii dosahovaly organotrofni bakterie, které byly nalezeny u vSech balenych vod.
Vysledky vod skladovanych ve tmé a na svétle se také vyrazné liSily. Balené vody, které byly
ve tmé, mély postatné vyssi poCty mikroorganismi nez balené vody uchovavané na svétle.
Teplota méla také znac¢ny vliv na pocet mikroorganismi i na druh mikroorganismu. Nejvice
mikroorganismu narostlo u vod, které byly skladovany pfi teploté 36 °C a ve tm&. MenSi poCty
byly u vod, které byly skladovany pfti pokojovych teplotach a na svétle.
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6 Diskuze

V nultém rozboru, ktery byl proveden ihned po koupi balenych vod, byly nilezy
mikroorganismii minimalni. Dobra voda byla ¢istda a neobsahovala zadnou kolonii, byla
zdravotné nezavadnd. Hute dopadly vody Magnesia a Bonaqua, které nemély ptiznivé vysledky
uz na zacatku vyzkumu. Nalez jedné kolonie koliformni bakterie u Magnesie a vétsi pocet
kolonii organotrofnich bakterii u Bonaquy, nez je povolen pro nejvyssi mezni hodnotu, nam
signalizuje, ze zkoumané vzorky by neprosly testem o zdravotni nezavadnosti a jakosti vody
podle vyhlasky ¢. 275/2004. V dalSich rozborech, které probihaly s urCitym cCasovym
intervalem a byly podrobeny uréenym prostfedim, byly vysledky mnohem horsi. S postupem
casu se pocet kolonii indikatort fekalniho, obecného znecisténi a hygienicky vyznamnych
mikroorganismu exponencialné zvysSoval.

Tento vyzkum je zaméfen na Ctyii prostfedi. Nejvetsi pocet kolonii a velky pocet
mikrobilogickych ukazatelti se vyskytl u prostiedi ve tmé pti teploté 36 °C. Tento vysledek neni
pfekvapenim, vzhledem k tomu, ze vétSina z danych mikrobiologickych ukazateli ma své
teplotni riistové optimum nejblize pravé 36 °C. Bakterie fazené k fekdlnim indikatorim se
bézné vyskytuji v travicim traktu teplokrevnych Zivocichii-savetl a lidi, kde jsou pfirozené
teploty okolo 35 °C a vice. Mesofilni bakterie a Pseudomonas aeruginosa rostou také pii teploté
okolo 36 °C. Vyjimkou jsou psychrofilni bakterie, pro které je optimalni riistova teplota 20 °C.
Optimalni teploty ristu a mnozeni danych mikroorganismt zptsobuji jejich vyssi vyskyt
v urcitych prostfedich. Naptiklad psychrofilnim bakteriim se daii 1épe v podminkach, kde je
okolo 20 °C. Maji tedy vétsi zastoupeni v prostiedi, kde byla tma a 22 °C (Ambrozova 2004).

Ve vodach se objevily vSechny mikrobiologické ukazatele, které jsem testovala.
Z indikatort fekalniho zneciSténi maji nejveétsi zastoupeni koliformni bakterie, v menSim
mnozstvi enterokoky a vyjimeéné Escherichia coli.

Escherichia coli se vyskytla pouze u vzorku balené vody Bonaquy, ve tmé pii 36 °C. E.
coli se pfirozené vyskytuje ve vykalech savct a ve stolici ¢lovéka, kde se teploty pohybuji pravé
okolo 36°C. (Edberg et al. 2000).

Pitna voda by neméla obsahovat zadnou kolonii E. coli (Ministerstvo zdravotnictvi
20043).

Do vody se tedy mohla dostat uz pted jeji Upravou a dezinfekce byla pravdébopodné
neucinna.

Enterokoky se vyskytly také jen u vzorku vody Bonaquy, v prostfedi ve tmé pii 22 °C.
Opét Slo o indikator fekalnich znecisténi, pro jeho rist je optimalni teplota okolo 36 °C.
Vyskytuji se v travicim traktu teplokrevnych Zivocichti a €loveka, kde jsou teploty okolo 35°C.
Ve vode¢ se nevyskytuji ptirozené. Voda byla kontaminovana z prostiedi (Edberg et al. 2000).

Koliformnich bakterii bylo po¢etné mnohem vice. Ze vSech rozbort byly pfitomny u
vSech tii balenych vod. Nejvice u Bonaquy. Nejvétsi pocet kolonii koliformnich bakterii jsem
zaznamenala u vod z prostiedi ve tmé pii 22 °C. Pfitomnost koliformnich bakterii mize byt
ovlinéna ptusobenim nékolika faktori. Mezi faktory ovliviwjici jejich pfitomnost ve vod¢ patii
dezinfekce, teplota a filtrace vody.

Vyzkumem koliformnich bakterii a faktory jejich vyskytu se zabyval Mark W.
LeChevallier. Uvadi, ze vliv na ptitomnost téchto mikroorganismi ma napftiklad typ a stupen
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provedené dezinfekce. Také uvadi, Ze se bakterie vyskytly ve vodach, které mély teplotu nad
15 °C (LeChevallier et al. 1996).

Pseudomonas aeruginosa, bakterie pattici k hygienicky vyznamnym indikatorim vod,
méla velké pocty kolonii u vod z prosttedi ve tmé pii 22 °C a 36 °C. Vyskytla se u vSech tii
balenych vod ze vSech Ctyt prostiedi. Roste pii teplotach od 5 do 42 °C, optimum je 37 °C.
Pfitomnosti mikroorganismu Pseudomonas aeruginosa mohou byt vysledky rozboru zkreslené,
jelikoz potlacuje koliformni bakterie Je to velmi odolna bakterie, dokaze riist na mnoha mistech
(Mena & Gerba 2009).

Pseudomonas aeruginosa se vyskytuje v potravinach a v nizsich poétech ve vode¢. Je to
bakterie zpiisobujici infekce, jeji pfitomnost ve vode je pro ¢lovéka nebezpecnd. Mé velkou
schopnost ptizpisobit se vnéjsim podminkam prostiedi, je velmi odolna. Zpisobuje zavazné
infekce, a proto by méla byt zvody odstranéna. Jeji pfitomnost v balenych vodach je
regulovana legislativou. Tato regulace se ale nevztahuje na pitnou vodu a vodu z vodovodu
(Hardalo & Edberg 1997).

Poslednimi ukazately jsou bakterie mesofilni a psychrofilni. Kolonie mesofilnich bakterii
byly nejvice zastoupeny u vod, které se uchovavaly ve tmé pti 36 °C. Psychrofilnich bakterii
bylo naopak vice u prostiedi ve tmée pii 22 °C a pii pokojové teploté.

Psychrofilni a mesofilni bakterie se vyskytuji ve vodé ptirozen€. Psychrofilni se vyskytuji
ve vetsim poctu, protoze mesofilni bakterie mai optimalni teploty ristu 36 °C. Voda ma
vétsinou teplotou blizkou pokojové teploté. To je idealni pro psychrofilni bakterie (Allen et al.
2004).

K ziskdvani energie a Zivin Potiebuji organické latky. Vyskytuji se tedy ve vétSim
mnozstvi ve vodach obsahujicich vice organickych latek. Mize se jednat o kontaminaci
z prostiedi, jako jsou cizi plyny a jiné organické latky (Bach et al. 2012).

Kdyz si shrneme vSechna prostiedi a to, ¢im jsou charakteristické, tak zjistime, ze nejlépe
dopadlo prostfedi na svétle a pii pokojové teploté a nejhiife prostiedi ve tmé pii 36 °C.

Balen¢ vody uloZen¢ na svétle a pii pokojovych teplotach mély ze vSech Ctyt prostiedi
relativné nejlepsi vysledky. Mikrobiologickd analyza ukazala, Ze v tomto prostfedi narostlo
nejmensi mnoZstvi kolonii z celkového rozboru.

Podle ¢lanku ¢asopisu Water research je UV zéteni pro vSechny vodni patogeny smrtici.
Toto zéafeni je soucasti zatreni Slunce a vyuziva se pro dezinfekci pitné vody (Hijnen et al. 2006).

Je mozné, Ze byly vody vystaveny tomuto zafeni a ve vodé se mikroorganismy
nepomnozili v tak velkém méfitku, jako tomu bylo u ostatnich prostfedi. Anebo byl rlst
bakterialni mikrobioty téchto vzorkli zastaven. Zaroven zde plisobila pokojova teplota, ktera
neni optimalni pro rist vétSiny téchto mikrobiologickych ukazatelti. Naopak v podminkach
prosttedi, kde byla tma, se mikroorganismim dafilo 1épe. Nejvice kolonii narostlo v teplotach
36 °C, coz je optimalni teplota rtistu vétSiny mikrobiologickych ukazatelt podle vyhlasky ¢.
275/2004 Sb.

39



Z.avér

e Analyzou tfi druhti balenych vod byla zjisténa mira pusobeni urcitych prostfedi na
mikroorganismy. Ctyfi uréena prostiedi ptsobila na jakost a kvalitu vody jinak.
Diilezitym faktorem byla teplota a svétlo. Podle vyhlasky ¢. 275/2004 nemazeme fici,
ze zkoumané balené vody byly zdravotné nezdvadné. U vSech vzorki byly piekro¢eny
limitni hodnoty.

o Co se tyce tfi zkoumanych balenych vod, nejvice mikroorganismi a také s nejvetSim
poctem kolonii méla balena voda Bonaqua. Naopak Magnesie na tom byla od pocatku,
z hlediska mikrobiologické kvality, nejlépe. Dobra voda a Magnesia jsou od stejné
spole¢nosti, a tou je spole¢nost Karlovarské minerdlni vody. Zaroven je Bonaqua
jedina, kterd nemd svij zdroj na Ceském uzemi. Je ze zdroje nachézejiciho se
Vv Mad’arsku. Divodem vétsiho poctu mikroorganismi mohou byt pravé tyto rozdily.
Dalsim dilezitym faktorem je vys$$i obsah minerélnich latek v Magnesii, ktery takto
mohl ovlivnit mensi ndrst mikroorganismu oproti ostatnim balenym vodam.

e Dezinfekce pouzivana pro usmrceni mikroorganismt V balenych vodach je jen
dogasna. Resi soudasny problém kontaminace vody, ale postupem ¢asu se voda mize
opétovné kontaminovat az pii jejim skladovani. Dal§i mozZnosti je netucinnost
dezinfekce. Ve vodé se pomnozi kolonie mikroorganismd, které v ni zistaly i po jeji
upravé. To jsou zejména indikdtory fekalniho zneciSténi a hygienicky vyznamné
mikroorganismy. Organotrofni bakterie se do vody mohou dostat po zvySeni
organickych latek v ni. Plastovy obal, ve kterém je voda uchovavana, neni tak odolny
jako sklo. Miize propoustét cizi plyny, organické latky z okoli. Pokud je v balené vodé
organicky material, je to pro organotrofni bakterie idealni prosttedi.

e Balené vody byly vystaveny riznym teplotnim podminkam a zaroven byly uloZeny
bud’ ve tm¢, nebo na svétle. Co se tyCe teploty, kazdy mikroorganismus ma své
optimalni teplotni podminky pro rist a rozmnozovani. Nékteré mikroorganismy jsou
odolnéjsi na vykyvy teplot a nékteré zase snesou pouze malé rozmezi a vétsi vykyv je
zabiji. Mikrobiologické ukazatele, které byly predmétem zkoumani v balenych
vodach, maji idedlni podminky pro riist a mnoZeni okolo telpot 37 °C. Tato teplota
byla jejich kultivaéni teplota. Pouze psychrofilni bakterie se kultivovaly pti pokojové
teploté. Prevaha mikrobiologickych ukazateld s optimalnimi podminkami pro rist pii
teploté 36 °C vysvétloval celkové vétsi zastoupeni mikroorganismil praveé v prostiredi
pii 36 °C. DalSim dilezitym faktorem prostiedi bylo svétlo. Piisobenim svétla byl
snizen nardst a mnozeni mikroorganismu. V prostiedi, kde byla tma a teplota 36 °C,
se vyskytl vyraznéji vétsi pocet nez v prostredi pti pokojové teploté a na svétle.

e Balend voda je do urcité doby zdravotné nezdvadna a prostd mikroorganismu. Je ale
potieba ji spotfebovat co nejdiive. Zptusob skladovani je u balenych vod diilezity. Pfi
delsim skladovani pocet mikroorganismu roste. Také zalezi, v jakém prostfedi se voda
skladuje. Aby se piedchazelo kontaminaci, nebo se zpomalil proces rlstu
mikroorganismi, méla by byt voda skladovédna v chladnéjSich podminkéach nebo na
svétle. Z vysledk vyplyva to, ze se kvalita a jakost balenych vod se v pribéhu
skladovani zhorSovala a dochdzelo k exponencidlnimu ndrtGstu mikroorganismu.
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V zavéru miizeme tedy fict, Zze balena voda by méla byt spotiebovana co nejdiive po
jeji koupi. Postupem casu se V ni pomnozi mikroorganismy a ztraci svou jakost a
kvalitu. Oddaleni kontaminace a pomnozeni mikroorganisml je mozné, pokud se
neoteviena voda ulozi do chladnéjSich podminek anebo je vystavena slunecnimu
zateni, které obsahuje UV zateni. Doba uloZeni v chladnéjSich podminkach je ale také
omezena.
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9 Samostatné prilohy

Ptiloha 1: Tabulky vyhodnoceni rozborti
Ptiloha 2: Fotografie balenych vod



Ptiloha 1:

Tabulka ¢. 4: Vyhodnoceni — nulty rozbor

1. Magnesia

Ukazatel Nalez (KTJ/250 ml)
Escherichia coli 0

koliformni bakterie 0

enterokoky 0

Pseudomonas aeruginosa 3

Ukazatel Nalez (KTJ/ml)
1. pocet kolonii pti 22 °C 0

2. pocet kolonii pii 22 °C 0

1. pocet kolonii pti 36 °C 0

2. pocet kolonii pti 36 °C 0

2. Bonaqua

Ukazatel Nalez (KTJ/250 ml)
Escherichia coli 0

koliformni bakterie 0

enterokoky 0

Pseudomonas aeruginosa 0

Ukazatel Nalez (KTJ/ml)
1. pocet kolonii pii 22 °C 36

2. pocet kolonii pii 22 °C 0

1. pocet kolonii pii 36 °C 36

2. pocet kolonii pti 36 °C 0

3. Dobra voda

Ukazatel

Nalez (KTJ/250 ml)

Escherichia coli 0
koliformni bakterie 0
enterokoky 0
Pseudomonas aeruginosa 0
Ukazatel Nalez (KTJ/ml)
1. pocet kolonii pii 22 °C 0
2. pocet kolonii pii 22 °C 0
1. pocet kolonii pii 36 °C 0
2. pocet kolonii pii 36 °C 0




Tabulka €. 5: Vyhodnoceni — prvni rozbor

Pokojova | Pokojova
1. Magnesia teplota teplota |22 °C (tma) |36 °C (tma)
(svétlo) (tma)
Nalez Nalez Nalez Nalez
Ukazatel (KTJ/250 [ (KTJ/250 |(KTJ/250  |(KTJ/250
mim) ml) ml) ml)
Escherichia coli 0 0 0 0
koliformni bakterie 1 6 30 14
enterokoky 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa 0 0 23 21
Ukazatel Nalez Nalez Nalez Nalez
(KTJI/ml) [(KTJ/ml) [(KTJ/ml) (KTJ/ml)
1. pocet kolonii pii 22 °C 0 0 1 6
2. pocet kolonii pti 22 °C 0 0 2 2
1. pocet kolonii pti 36 °C 1 0 2 7
2. pocet kolonii pti 36 °C 0 0 3 9
Tabulka €. 6: Vyhodnoceni — prvni rozbor
Pokojova | Pokojova
2. Bonaqua teplota teplota |22 °C (tma) |36 °C (tma)
(svétlo) (tma)
Nalez Nalez Nalez Nalez
Ukazatel (KTJ/250 |(KTJ/250|(KTJ/250 |(KTJ/250
ml) ml) ml) ml)
Escherichia coli 0 0 0 0
koliformni bakterie 1 0 41 38
enterokoky 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa 38 0 45 26
Nalez Nalez Nalez Nalez
Ukazatel (KTI/ml) [ (KTIml) | (KTI/ml) | (KTJ/ml)
1. pocet kolonii pii 22 °C 278 1 85 10
2. pocet kolonii pti 22 °C 376 426 35 29
1. pocet kolonii pii 36 °C 373 48 123 358
2. pocet kolonii pii 36 °C 199 347 150 226




Tabulka €. 7: Vyhodnoceni — prvni rozbor

Pokojova Pokojova
3. Dobra voda teplota teplota 22 °C (tma) |36 °C (tma)
(svétlo) (tma)
Nalez Nalez Nalez Nalez
Ukazatel (KTJ/250 (KTJ/250 (KTJ/250 (KTJ/250
ml) ml) ml) ml)
Escherichia coli 0 0 0 0
koliformni bakterie 24 7 9 32
enterokoky 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa |0 1 23 19
Ukazatel Nalez Nalez Nalez Nalez
(KTJ/ml) (KTJ/ml) (KTJ/ml) (KTJ/ml)
1. pocet kolonii pti 22 °C |7 18 12 48
2. pocet kolonii pti 22 °C |0 1 9 32
1. pocet kolonii pti 36 °C |6 0 6 87
2. pocet kolonii ptfi 36 °C |0 0 10 64




Tabulka €. 8: Vyhodnoceni — druhy rozbor

Pokojova Pokojova
1. Magnesia teplota teplota 22 °C (tma) |36 °C (tma)
(svétlo) (tma)
Nalez Nalez Nalez Nalez
Ukazatel (KTJ/250 (KTJ/250 (KTJ/250 (KTJ/250
mim) ml) ml) ml)
Escherichia coli 0 0 0 0
koliformni bakterie 4 0 8 19
enterokoky 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa 0 0 9 35
Ukazatel Nalez Nalez Nalez Nalez
(KTJ/ml) (KTJ/ml) (KTJ/ml) (KTJ/ml)
1. pocet kolonii pii 22 °C 2 20 3 7
2. pocet kolonii pti 22 °C 0 13 8 2
1. pocet kolonii pti 36 °C 0 16 7 13
2. pocet kolonii pti 36 °C 0 16 4 26
Tabulka €. 9: Vyhodnoceni — druhy rozbor
Pokojova Pokojova
2. Bonaqua teplota teplota 22 °C (tma) |36 °C (tma)
(svétlo) (tma)
Nalez Nalez Nalez Nalez
Ukazatel (KTJ/250 (KTJ/250 (KTJ/250 (KTJ/250
mim) ml) ml) ml)
Escherichia coli 0 0 0 0
koliformni bakterie 0 6 103 27
enterokoky 0 0 13 0
Pseudomonas aeruginosa 2 0 89 123
Nalez Nalez Nalez Nalez
Ukazatel (KTIml)  |[(KTIml)  [(KTIml) | (KTI/ml)
1. pocet kolonii pii 22 °C 0 55 138 38
2. pocet kolonii pfi 22 °C 1 265 179 89
1. pocet kolonii pii 36 °C 0 221 158 328
2. pocet kolonii pii 36 °C 0 11 203 369




Tabulka €. 10: Vyhodnoceni — druhy rozbor

Pokojova | Pokojova
3. Dobra voda teplota | teplota 22 °C (tma) |36 °C (tma)
(svétlo) |(tma)
Nalez Nalez Nalez Nalez
Ukazatel (KTJ/250 | (KTJ/250 |(KTJ/250 (KTJ/250
ml) ml) ml) ml)
Escherichia coli 0 0 0 0
koliformni bakterie 0 6 19 0
enterokoky 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa 6 4 0 1
Ukazatel Nalez Nalez Nalez Nalez
(KTJI/ml) [(KTJ/ml) [(KTJ/ml) (KTJ/ml)
1. pocet kolonii pii 22 °C 0 106 122 31
2. pocet kolonii pti 22 °C 0 68 161 22
1. pocet kolonii pti 36 °C 0 40 4 34
2. pocet kolonii pti 36 °C 0 93 4 52

Vi




Tabulka €. 11: Vyhodnoceni — tfeti rozbor

Pokoj Pokojova
1. Magnesia teplota teplota 22 °C (tma) |36 °C (tma)
(svétlo) (tma)
Nalez Nalez Nalez Nalez
Ukazatel (KTJ/250 (KTJ/250 (KTJ/250 (KTJ/250
ml) ml) ml) ml)
Escherichia coli 0 0 0 0
koliformni bakterie 9 2 13 16
enterokoky 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa 0 0 7 23
Ukazatel Nalez Nalez Nalez Nalez
(KTJ/ml) (KTJ/ml) (KTJ/ml) (KTJ/ml)
1. pocet kolonii pii 22 °C 5 31 24 14
2. pocet kolonii pti 22 °C 3 18 32 3
1. pocet kolonii pti 36 °C 0 21 18 28
2. pocet kolonii pti 36 °C 0 16 15 56
Tabulka ¢. 12: Vyhodnoceni — tieti rozbor
Pokojova Pokojova
2. Bonaqua teplota teplota 22 °C (tma) |36 °C (tma)
(svétlo) (tma)
Nalez Nalez Nalez Nalez
Ukazatel (KTJ/250 (KTJ/250 (KTJ/250 (KTJ/250
ml) ml) ml) ml)
Escherichia coli 0 0 0 6
koliformni bakterie 0 14 40 38
enterokoky 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa 7 1 38 68
Ukazatel Nalez Nalez Nalez Nalez
(KTJ/ml) (KTJ/ml) (KTJ/ml) (KTJ/ml)
1. pocet kolonii pti 22 °C 2 113 252 43
2. pocet kolonii pti 22 °C 10 235 136 29
1. pocet kolonii pii 36 °C 0 48 108 130
2. pocet kolonii pii 36 °C 2 27 72 291

VI




Tabulka ¢. 13: Vyhodnoceni — tieti rozbor

Pokojova Pokojova
3. Dobra voda teplota teplota 22 °C (tma) |36 °C (tma)
(svétlo) (tma)
Nalez Nalez Nalez Nalez
Ukazatel (KTJ/250 (KTJ/250 (KTJ/250 (KTJ/250
ml) ml) ml) ml)
Escherichia coli 0 0 0 0
koliformni bakterie 0 9 2 0
enterokoky 0 0 0 0
Pseudomonas aerugina 5 3 11 15
Ukazatel Nalez Nalez Nalez Nalez
(KTJ/ml) (KTJ/ml) (KTJ/ml) (KTJ/ml)
1. pocet kolonii pii 22 °C 0 86 103 48
2. pocet kolonii pti 22 °C 1 75 268 72
1. pocet kolonii pti 36 °C 0 35 35 114
2. pocet kolonii pti 36 °C 0 62 11 65

VI




Priloha 2:
Obr. 1: Magnesia Obr. 2: Bonaqua

WWW.magnesia.cz www.coca-cola.cz/bonaqua/cs/produkty/

Obr. 3: Dobra voda

www.dobra-voda.cz/produkty



