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Mikrobiologie dZusovych napoji

Souhrn

Zamérem této prace byl literdrni piehled mikrobiologie dZusovych néapoji. Sirokou
vefejnosti jsou za dZusové napoje povazovany cerstvé 100% Stavy, Stdvy z koncentratu, Cerstveé
lisované stavy, napoje s riznym zastoupenim ovocného podilu a mnohé jiné napoje. Tyto
vyrobky maji rozli¢né slozeni, pfedevsim co se ty¢e ovocného podilu, obsahu cukru a dalSich
latek (konzervanty, ochucujici latky a vitaminy). Kontaminace dZusovych ndpojii miiZe byt
ovlivnéna jiz béhem péstovani, sklizeni, skladovani, zpracovani anebo také Spatnou vyrobni
praxi. V kazdé fazi zpracovatelského procesu miiZe dojit ke kontaminaci jinym zpiisobem, a
tim padem i jinymi mikroorganismy. NejzavaznéjSimi kontaminujicimi mikroorganismy jsou
sporulujici bakterie, kvasinky a plisn¢.

a plisn¢ zptsobuji kvaseni anebo plesnivéni ndpojii, ¢ehoZ se sice vyuziva pii vyrobé
alkoholickych népoju (pivo, saké), ale pti vyrobé dZusovych napoji jsou tyto déje nepiipustné.
To také definuje vyhlaska Ministerstva zeméd¢lstvi, kdy je za nealkoholicky napoj povazovan
produkt obsahujici nejvyse 0,5 % etanolu.

Nekteré druhy téchto kontaminujicich mikrobi jsou odstranény béhem konzervace, ale
druhy jako jsou termofilni acidofilni mikroorganismy (TAB) pteZivaji doby pasterace. Rod
Alicyclobacillus je jejich hlavnim zastupcem. Jedna se o nepatogenni druh, ktery ma ve své
bunécné membrané zabudovanou mastnou kyselinu, o-cyclohexanovu, kterd miZe byt pfi¢inou
jejich termoresistence. Dale jejich metabolismus produkuje guajakol
(2-methoxifenol), ktery je siln¢ zapachajici latkou, a tim alicyclobacily senzoricky poSkozuji
jakost napoji. Zastupci tohoto rodu byly objeveni v celkem nedavné dobé¢, po roce 1980, a

momentaln¢ se jedna o nejveétsi ekonomickou hrozbu v napojarském primyslu.

Klic¢ova slova: DZusové napoje; pasterace; mikroorganismy; TAB; Alicyclobacillus.



Microbiology of juice drinks

Summary

The aim of this work was a literal review of microbiology of juice drinks. Juice drinks
must include 100% juice, concentrate juices, freshly pressed juices, beverages with different
proportions of fruit and many other beverages. All these products have different amount of fruit
content, sugar content and other substances like preservatives, flavoring agents and vitamins.

Contamination of juice drinks can already be affected during cultivation, harvesting,
storage, processing or poor manufacturing practices. The most serious contaminating
microorganisms are sporulating bacteria, yeasts and fungi. Yeasts and molds cause fermentation
or molding of beverages, which is used in the production of alcoholic beverages (beer, sake),
but these processes are not permitted in the production of juice drinks. Some species of these
contaminating microbes are removed during conservation, but species such as thermophilic
acidophilic microorganisms (TABs) survive pasteurization times. The genus Alicyclobacillus
is their main representative. It is a non-pathogenic species but they can produce guaiacol

(2-methoxifenol), which is a strongly odorous substance, and thus genus Alicyclobacillus
sensorically damage the quality of beverages. Representatives of this genus have been
discovered recently, after 1980 and nowadays they are currently the biggest economic threat in

the beverage industry.

Keywords: Juice drinks; pasteurization; microorganisms; TAB; Alicyclobacillus.
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1 Uvod

Tato bakaléaiskd se zabyva mikrobiologii ovocnych dZusovych ndpoji a moZnostmi
kontaminace.

Voda s rostlinnou slozkou tvoii zéklad vyslednych napoji, které mohou byt infikovany
jiz v prubéhu péstovani, sklizn€, ptepravy, sladovani nebo az pii jejich technologickém
zpracovani. Ovoce je ze své podstaty bohaté na Ziviny, a tudiZ je vhodnym zdrojem Zivin nejen
pro nas lidi ale také pro mnoho mikroorganismii. Také je samo o sob¢ téméf vZdy nesterilni a
tim padem podléha rychleji zkaze, je proto na technologovi, jak danou surovinu pfi zpracovani
oSetii a tim prodlouZi jeji vhodnost pro dalsi zpracovani nebo konec¢nou konzumaci.

Bé&Zné jsou pouZivany rizné konzervacni prostfedky, jak mechanické, chemické nebo
fyzikalni. Mezi nejpouzivangj$i oSetfeni patii bezesporu pasterace. Takto oSetfenad potravina
(n&poj), by méla byt dle technologie a platné ceské legislativy zdravotné¢ nezavadna. Bohuzel
pokud dojde ke kontaminaci potraviny sporulujicimi organismy, tak ne vzZdy dojde k dplnému
zniceni vSech spor a mliZe se vyskytnout zkaZeny vyrobek.

Mezi takové sporotvorné organismy, které pfezivaji pravé dobu pasterace, patii
termofilni acidofilni bakterie. Tyto bakterie si libuji v kyselém prostiedi, které ovocné stavy
nabizeji, a které je pro mnoho jinych mikroorganisma inhibujici. Dile maji zarucenou
dostatecnou aktivitu vody a béhem piepravy ¢i skladovani muze dojit ke zvySeni teplot, coz

muZe vést k vykliceni spor.



2 Cil prace

Ovocné napoje jsou oblibené pro lahodnou chut, obsah vitaminli a mineralnich latek.
PfestoZe jsou tyto napoje oSetfeny ruznymi konzervacnimi zplsoby, mohou byt napadeny
nezadoucimi mikroorganismy, které zptisobi znehodnoceni néapoje. Cilem této prace bylo
zmapovani moznych rizik pfi technologické vyrob¢, kdy ke kontaminaci ovocnych napojt

dochézi a nésledné vybrané kontaminujici mikroorganismy charakterizovat.



3 Literarni prehled

3.1 Vybrana legislativa

Legislativou v oblasti nealkoholickych nipoji se zabyva vyhlaska ¢. 248/2018 Sb. o

pozadavcich na napoje, kvasny ocet a drozdi. Tato vyhlaska upravuje Potravinaisky zakon

z roku 1997 (¢. 110/1997 Sb.). Za dZusové néapoje Siroka vetejnost povazuje takzvané Stavy,

které definuje paragraf 2 vyhlasky 248/2018 (viz. dale) v bod€ d) az k). Déle bod d) uvadi, ze

vSechny $t'avy (i ty z koncentratu) at’ uz ovocné ¢i zeleninové, pokud na obalu deklaruji 100%

podil ovoce mély by ho také 100 % obsahovat, coZ odpovid4 100 g plodi na 100 g vyrobku
(dTest 2014; Ministerstvo zemédéElstvi 2018).

3.1.1

a)

b)

c)

d)

Definovani pojmii z § 2 vyhlasky ¢. 248/2018 Sb.

nealkoholickym nipojem ndpoj obsahujici nejvySe 0,5 % objemovych etanolu
meéfenych pii teploté 20 °C,

koncentratem k piipravé nealkoholickych népojii vyrobek obsahujici nejvyse 0,5 %
objemovych etanolu méfenych pii teploté 20 °C,

napojovym koncentratem zahusténd smés jednotlivych surovin pouZivanych k vyrobé
nealkoholickych népoji, uréené k ptipravé napoji fedénim,

ovocnou nebo zeleninovou Stavou zkvasitelny, ale nezkvaSeny vyrobek ziskany z
jedlych casti zralého a zdravého, Cerstvého, chlazeného nebo zmrazeného ovoce nebo
zeleniny, a to jednoho nebo vice druhti, s barvou, viini a chuti, které jsou charakteristické
pro Stavu pochazejici z piisluSného ovoce nebo zeleniny; aroma, duznina a buiky
ziskané vhodnymi fyzikalnimi zpisoby ze stejného druhu ovoce nebo zeleniny mohou
byt do Stavy vraceny; rajcata se pro ucely této vyhlasky povaZzuji za ovoce,

¢erstvou nebo téz fresh ovocnou, zeleninovou nebo ovocno-zeleninovou St'avou
zkvasitelny, ale nezkvaSeny vyrobek ziskany z jedlych ¢asti zralého, zdravého a
cerstvého ovoce nebo zeleniny, a to jednoho nebo vice druhtl, s barvou, viini a chuti,
které jsou charakteristické pro §tavu pochazejici z ptislusného ovoce nebo zeleniny; do
Cerstvé nebo téz fresh Stavy nelze pridat dalsi sloZky s vyjimkou bylin a semen rostlin
a vyrobek nesmi byt dile oSetfeny,

pfirodni ovocnou, zeleninovou nebo ovocno-zeleninovou Stavou zkvasitelny, ale
nezkvaSeny vyrobek uvedeny v pismenu e), oSetfeny pouze Setrnou metodou, k némuz

nebyly pfidany zZadné dalsi slozky,
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g) ovocnou $tavou z citrusovych plodi $tava ziskand z endokarpu jejich vnitini Casti;
limetkova §t'dva vSak miiZe byt ziskdvana z celého plodu,

h) ovocnou nebo zeleninovou §tavou z koncentratu vyrobek ziskany z koncentrované
ovocné nebo zeleninové Stavy opétovnym doplnénim takového podilu pitné vody, jaky
byl odstranén pii koncentraci $§tavy; aroma, duZnina a bunky ziskané vhodnymi
fyzikalnimi prostfedky ze stejného druhu ovoce nebo zeleniny mohou byt do $tavy
vraceny,

i) koncentrovanou ovocnou nebo zeleninovou Stdvou vyrobek ziskany z ovocné nebo
zeleninové §t'avy jednoho nebo vice druhit ovoce nebo zeleniny fyzikalnim odstranénim
specifického podilu obsahu vody; je-1i vyrobek urcéen ke konecné spotiebé, nesmi byt
sniZeni objemu mensi neZ 50 %; aroma, duZnina a bunky ziskané vhodnymi fyzikalnimi
prostiedky ze stejného druhu ovoce nebo zeleniny mohou byt do koncentrované ovocné
nebo zeleninové §tavy vriceny,

j) ovocnou $tavou extrahovanou vodou vyrobek ziskany diftizi pomoci vody z celého
duznatého ovoce, z néjz nelze stavu odstranit fyzikalnimi prostfedky, nebo z celého
dehydratovaného ovoce,

k) ovocnym nebo zeleninovym napojem ochuceny nealkoholicky nipoj, vyrobeny z
ovocnych nebo zeleninovych $tav nebo jejich koncentratti (Ministerstvo zemédélstvi

2018).

3.1.2 Normy

Pokud je vyrobek konzervovany patfi mezi takzvané nerizikové potraviny.
Mikrobiologickou kvalitou se zabyvaji nasledujici normy CSN ISO 4833 (56 0083), CSN ISO
7954 (56 0087), CSN ISO 4832 (56 0085) a CSN EN ISO 7899-1 (Kolatova 2010).

3.2 Vyznam ovocnych napoji ve vyzivé lidi

Ovoce (i zelenina) je dileZitou soucasti naseho jidelnicku. Denné bychom méli pfijimat
zhruba 400 — 600 g ovoce a zeleniny, a to v poméru 1:2. OvSem jak definuje legislativa, mame
tii zdkladni skupiny nealkoholickych stav, které mizeme povazovat za dzusy. Zélezi tedy na
sloZeni daného napoje, zdali obsahuje jesté jiné latky (konzervanty, ochucujici slozky...) nez
jen piirodné vyskytujici slozky ovocné §t'avy. Na jednu stranu miiZou byt aditivy latky jako je
kyselina askorbové a cukry, které se v ovoci pfirozen¢ vyskytuji, ale na druhou stanu jde casto
o umeéla konzervacni €inidla, ochucovadla, poptipadé barviva. Na zakladé tohoto slozeni pak

muZeme povazovat piti takovych napoji za zdravi prospé$né nebo naopak za zcela nevhodné.
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Pokud budeme konzumovat kvalitni 100% ovocné ¢i zeleninové §tavy, miZeme jimi nahradit
jednu z péti dennich doporucenych porci ovoce a zeleniny a vhodné doplnit/obohatit n4s pitny
rezim. Hrn¢ifova (2012) uvadi, Ze problémovy ze zdravotniho hlediska mtiZe byt vysoky obsah
cukrt v nékterych druzich ovoce, obsah organickych kyselin a aromatickych latek (Dostalova

et al. 2012).

3.2.1 Obsah hlavnich nutrientia

Ovocné $t'avy obsahuji velké procento vody a pomérn€ malou ¢ast zakladnich nutrientt.
Na druhou stranu se v bezvodé ¢asti vyskytuje mnoho bioaktivnich latek, jako jsou vitaminy,
mineralni latky a fytochemikalie.

Ovoce obecné¢ obsahuje 75-96 % vody, okolo 10 % sacharidi, 0,2 -1,3 % bilkovin, méné
nez 0,5 % lipidi v hmot€. Zbylou ¢ast zaujimaji zejména vitaminy, mineralni latky, flavonoidy
a fenolové kyseliny, které jsou mnohdy potitebné pro spravné fungovani lidského organismu a
v ptipad¢ nedostatku mohou zplsobit zavazné zdravotni problémy (Stinco et al. 2019).

Obsah lipidl je minoritni, proto nebude dile zminiovan (Sun 2009). Obsahy latek (tabulky
1-3) jsou prevzaté z Francouzské narodni agentury pro zdravotni bezpecnost potravin a

zivotniho prosttedi (Ciqual 2017).

3.2.1.1 Bilkoviny

Bilkovinné latky se v ovoci vyskytuji piedev§im ve form& enzyml a volnych
aminokyselin. Tyto enzymy hraji vyznamnou roli pfi zpracovani, nebot’ tvoii vysledny
senzoricky dojem z potraviny. Napiiklad v pomerancovém dZusu se nejcastéji vyskytuje

aminokyselina prolin, kdeZto v jableCnym se nejcastéji vyskytuje asparagin (Sun 2009).

3.2.1.2 Sacharidy

Sacharidy jsou z hlediska vyZivy jednim z hlavnich zdroji energie. V dennim piijmu by
mély zastupovat az 55 % z veSkeré prijaté energie. V ovoci az 90 % suSiny tvoii sacharidy
véetné vldkniny a pektinu. Nejvice zastoupenymi monosacharidy jsou fruktéza a glukoza.

Pektin je dilezity v technologii pro jeho Zelirujici vlastnosti (Slukova 2016).
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Tabulka 1 - Obsah hlavnich nutrientli; (Ciqual 2017) upraveno

Jablko Pomeran¢ Ovocny dZus
SloZeni z koncent- z koncent- z koncent-
100% 100% prumeér
ratu ratu ratu primér
Voda
88,40 88,50 88,20 89,70 88,50 88,70
(g/100 g)
Bilkoviny
0,17 0,24 0,61 0,63 0,53 0,54
(g/100 g)
Sacharidy
9,79 10,10 9,58 7,83 9,19 9,40
(g/100 g)
Cukry
9,36 9,66 9,58 7,83 8,90 9,22
(g/100 g)
Tuky
0,14 0,10 0,11 0,13 0,14 0,13
(g/100 g)
Vlaknina
0,23 0,30 0,28 0,25 0,30 0,36
(g/100 g)
Popel
0,68 0,20 0,36 0,50 0,37 0,36
(g/100 g)

3.2.2 Obsah vitamina

Obsah vitamint je nejen druhové specificky, ale zéleZi i na technologii zpracovani, dobé
a zpusobu skladovéani dzusu. Dalsim faktorem je obsah ovocné slozky v népoji, aditiva nebo
fortifikace kone¢ného népoje (dTest 2016; Katsa & Proestos 2019). Jak je uvedeno v tabulce 2,
dZusy nejcCastéji obsahuji vitamin C, vitamin B9, tokoferol a betakaroten (Slukova 2016; Stinco
et al. 2019).

Vitamin C neboli kyselina L-askorbové je ve vod¢ rozpustna latka. Je diillezita pro spravné
fungovani organismu, nejenZe napoméaha vstiebavat mineralni latky, ale také napoméha hojent,

Ve 100 ml Cerstvé pomerancové §t'dvy je ptiblizné 50 mg vitaminu C, jeho denni pifjem

by m¢l byt okolo 80 mg s pifidavkem 35 mg pro lidi, kteii kouii (Szeto et al. 2002; dTest 2016).
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Winter (2009) déle uvadi, Ze ve zpracované §tave z limetek (Citrus Aurantifolia) jsou pouze
2/3 vitaminu C neZ ve $tave Cerstvé.

Karotenoidy jsou piirodni barviva vyskytujici se napfic¢ rostlinnou i Zivo¢isSnou #isi, jejich
roéni syntéza se odhaduje na 1x10® tun. Pro lidsky organismus m4 ddlleZity vyznam hlavné
skupina asi 50 takzvanych retinoidd, které jsou prekurzory vitaminu A — retinolu (VeliSek &

Hajslova 2009).

Tabulka 2 - Obsah vybranych vitamint (Ciqual 2017) — upraveno

Jablko Pomeran¢ Ovocny dZus
zZ
SloZeni ‘ ‘ koncent-
100% | koncent- | 100% | koncent- | primér
ratu
ratu ratu
primér
Beta-caroten (ug/100 g) 7 4,23 26,2 10,6 58,9 142
Vitamin E (mg/100 g) 0,01 0,01 0,2 0,15 0,24 0,25
Vitamin C (mg/100 g) 14,5 13,2 37 44,2 32,9 30,8
Vitamin B1 (mg/100 g) | 0,013 0,021 0,08 0,08 0,072 0,08
Vitamin B2 (mg/100 g) 0,01 0,017 0,023 0,034 0,041 0,045
Vitamin B3 (mg/100 g) | 0,043 0,16 0,3 0,3 0,36 0,47
Vitamin B5 (mg/100 g) | 0,045 0,063 0,24 0,24 0,21 0,23
Vitamin B6 (mg/100 g) | 0,042 0,03 0,1 0,1 0,095 0,11
Vitamin B9 (ug/100 g) 6,75 4,95 30 30 24,1 23,6

3.2.3 Mineralni latky

Mineralni latky, které ovoce obsahuje, jsou hlavné draslik, hoi¢ik, Zelezo, mangan, méd’,
ale i zinek a jod. Jak uvadi tabulka 3, dZusy obsahuji nejvét§i mnozstvi sodiku. Obsahy
jednotlivych mineralnich latek jsou ptimo zavislé na daném druhu ovoce ale také na hnojeni a
sloZeni ptudy. Dal$Sim podstatnym faktorem, ktery ovliviiuje mnoZstvi minerdlnich latek v
plodu, je jeho zralost a technologické zpracovani. Nejpodstatnéjsi operaci je loupéni, nebot’ se

nejvice téchto latek vyskytuje pravé ve slupkach (Hrnéitova et al. 2012; Slukova 2016).
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Tabulka 3- Obsah minerdlnich latek; (Ciqual 2017) — upraveno

Jablko Pomeran¢ Ovocny dZus
Slozent zZ z z koncent-

100% | koncent- | 100% | koncent- | primér ratu

ratu ratu primér
Sul (g/100 g) 0,02 0,01 0,41 0,01 0,01 0,01
Vapnik (mg/100 g) 4,32 6,45 0,02 7,25 5,28 8,77
Med (mg/100 g) <0,1 0,01 0,07 0,02 0,03 0,03
Zelezo (mg/100 g) 0,30 0,09 0,70 0,08 0,12 0,10
Jod (ug/100 g) 1,00 0,70 0,07 0,40 2,09 3,58
Hot¢ik (mg/100 g) 4,56 7,07 10,00 10,90 9,23 9,75
Mangan (mg/100 g) | <0,1 0,03 0,02 0,02 0,08 0,13
Fosfor (mg/100 g) 6,59 6,35 16,50 16,90 14,40 13,90

Draslik (mg/100 g) | 113,00 | 128,00 165,00 154,00 153,00 147,00
Sodik (mg/100 g) 13,30 3,98 4,81 3,44 5,66 5,08
Zinek (mg/100 g) <0,1 0,01 0,05 0,02 0,04 0,03

3.2.4 Organické kyseliny a ostatni slozky

Organické kyseliny jako jsou kyselina vinna, jable¢na, citronova, kavova a felurova, jsou
ptirozenou soucasti ovocnych §tav. Bézne koncentrace téchto kyselin pohybuje az okolo 0,5-
1,2 g/100 g, to je mnoZstvi, které pH napoje posune pod hodnotou 4. AZ na vyjimky, jako je
Alicyclobacillus anebo bakterie mlééného kvaseni, v tak kyselych podminkach nemuze preZzit
vétSina bakterii (VeliSek & HajSlova 2009; Golid§ 2014). Tohoto jevu se vyuZzivd pfi
konzervaci, kde se prave proto se kyselina citronova pouZziva jako piirodni konzervacni €inidlo.
Pro zajimavost se kyselina citrénova pifidiva kromé ndpoju jako vychytiva¢ pachuti u
smazenych hranolek a mimo jiné vychytava i stopy téZkych kovt (Winter 2009).

Dalsi bioaktivni latky, které se prirozené¢ ve Stavach vyskytuji, jsou antioxidanty a
polyfenolové slouceniny, jako jsou flavonoidy a fenolové slouceniny. Je zndmo vice nez 8000
komplexnich fenolovych sloucenin, které se vyskytuji napf#i¢ rostlinnou fiS§i a miZeme je
roziadit aZ do 10 skupin. Piikladem mutzZe byt tipln€ jednoducha sloucenina fenolové kyseliny
a na druhé strané sloZitd molekula tiislovin (Rodrick & Schmidt 2003; Velisek & HajSlova

2009).
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Béhem zpracovani lisovanim Casto dochdzi k oxidaci fenolii na tmavé chinony (Kadlec
etal. 2012). Flavonoidy jsou sekunddrnimi metabolity rostlin a n€kdy se jim fik4 také vitamin P.

Ve stavach miZeme najit hesperidin, ktery je spojovan s nizZ§im vyskytem demence v populaci

(Panche et al. 2016).

3.2.5 Kontaminanty

Kontaminanty potravin mohou byt rezidua pesticidli, halogenované organické latky,
tézké kovy, toxiny a v neposledni fad¢ i samotné mikroorganizmy. Napiiklad nafizeni ¢.
1881/2006/EC Evropské komise, redukuje mnoZstvi toxinu patulinu, v jable¢nych §t'dvach na

50 mg/kg $tavy pro dospélé (Demnerova et al. 2008; dTest 2014; Matthews et al. 2017).

3.2.6 Vyzivova doporuceni

Spotieba celkovych sacharidi by méla byt sice 55 % z celého denniho piijmu energie, ale
jejich primarni zdroj by mél byt z ptirozené se vyskytujicich sacharidl, coz 100% ovocné §tavy
spliuji. Dal$im zajimavym faktem je, Ze i kazda evropska zem¢ v ramci WHO ma jina vyzivova
doporudeni. N&které zemé jako jsou Estonsko, Irsko nebo Spanélsko doporuéuji ovocné §tavy,
jako jednu porci z moZného denniho pfijmu ovoce.

Kone¢nym faktem je, Ze se odbornici vesmés shoduji, Ze denni pifijem ovoce a zeleniny

by mél ¢init 3-5 porci (WHO 2003; Winter 2009; Slukova 2016).

3.3 Mikrobialni kontaminace v pribéhu zpracovani

Tim, Ze jsou mikroorganismy vSudypfitomné, ohroZuji nejen plod, ale i jednotlivé
technologické kroky zpracovani produktu. Ve vysledku to znamend, Ze ovlivni mikrobidlni,
hygienickou, senzorickou, ale i nutri¢ni kvalitu kone¢ného produktu.

Déle cetnost a rtiznorodost mikrobi na povrchu anebo v duziné¢ ovoce ma vliv na
vyslednou uc¢innost konzervace. Proto je velmi dileZité dbat na kvalitu v prib¢hu péstovani,
sklizn€, skladovéini a zpracovani, a to nejen u biopotravin. Je totiZ ziejmé, Ze pokud bude
nekvalitni vstupni surovina, i sebelepsi technologické zpracovani lepsi produkt nezaruci.

Dalsim podstatnym cCinitelem je vzduch a prach, mnoho mikroorganismu se vyskytuje
voné ve vzduchu, a proto je potifeba zarucit minimélni praSnost a dobrou filtraci vzduchu.
V neposledni fadé¢, kdy dochazi ke kontaminaci, je lidsky faktor, a to nedtslednosti pti vyrobé

a nedodrzovani planu HACCP (Kadlec et al. 2012; Golias 2014).
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Obrazek 1 ukazuje obecné schéma technologie vyroby ovocného vyrobku s operacemi,
kde jsou pravé zahrnuty antimikrobidlni opatieni. Jsou zde zndzorn€ny opatieni, jako je
odstranéni shnitych ¢asti, ¢isténi a myti s piidavkem oxidacnich ¢inidel. Ddle schéma ukazuje
mozné zpusoby konzervace, at’ uz fyzikalni nebo chemické piidavkem antimikrobidlnich latek
jako jsou organické kyseliny, benzoat sodny, lysozym a dalsi. V posledni ¢asti upozoriiuje na

antimikrobialnost baleni a vhodné skladovani (Huang et al. 2015).

3.3.1 Péstovani a sklizen

JiZ pti péstovani a sklizni je potfeba dbat na spravnou kvalitu. Na povrhu ovoce mohou
byt ptitomné rizné druhy i rizné pocty mikroorganismu. Jejich pfitomnost zaleZi na mnoha
faktorech, tfeba jako na druhu péstovaného ovoce (jahody, jablka) a environmentéalnich
podminkéach. Rostliny, které jsou malého vzristu a plodi blizko u zem¢, mohou byt Castéji
kontaminovéany pudnimi sporotvornymi mikroorganismy, jako je Alicyclobacillus, anebo jsou
plisn€. To se tyk4 hlavn¢ jahod, bortvek, ale i manga.

Také zalezi na zpiisobu péstovani jako je pouziti postiiku, péstovani ve skleniku ¢i pouZiti
geotextilie (Parish et al. 2015; Adams et al. 2016).

Razné metody sklizn€¢ maji také vliv na mikrobidlni kvalitu (ru¢ni sbér nebo sklizeni
technologii). DalSim dulezitym faktorem je zralost. Plodiny je potfeba sklizet vzdy v
technologické zralosti tak, aby dana kvalita plodu (obsahy cukrti, pH, pevnost povrchovych
vrstev, loupatelnost ...) byla pro vyslednou pouZitou zpracovatelskou technologii co nejlepsi a
nejvhodnéjsi. Pokud neni surovina ihned zpracovana a bude jesté néjakou dobu skladovana, je
dilezité se vyvarovat mechanickému poskozeni a nésledné jiz pfi sklizni vyfadit plody, které
jsou jakkoliv mechanicky poSkozené. Takova potlucend mista rychleji transpiruji a byvaji
nejcastéji mikrobidlné napadena (Kadlec et al. 2012).

Nejen tropické dovazené ovoce se sklizi pfed fyziologickou zralosti a je dovaZzeno na
dlouhé vzdalenosti. V prubéhu dopravy plody v fizené atmosfére neptirozené dozravaji.

Po sklizni néasleduje doprava do skladu. Plodiny miZou byt dopravovany vSemi

dostupnymi prostiedky, jako je automobilova, Zelezni¢ni, lodni nebo letecka doprava.

3.3.2 Skladovani

Plody po sklizni pfirozené metabolizuji. Prodychavaji sacharidy, odpatuji vodu, a tim
meéni své technologické i senzorické vlastnosti. Tim, Ze metabolizuji, vznikaji jednodussi
chemické slouceniny, které jsou sndze dostupné mikroorganismiim a stavaji se jejich zivnymi

substraty. Podle Goli4Se (2014), prvotné dochazi ke kontaminaci aerobnimi organismy, které
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1ze snadno vyloucit nedostatkem kysliku. V zavislosti na pfitomném sloZeni atmosféry skladu,
vzdusné vlhkosti a okolni teploté je mozné prodlouZit trvanlivost takovych plodii — zpomalit
jejich metabolické procesy anebo docilit jejich dozrani. Vzdusna vlhkost je obzvlasté dulezita.
Bude-li ji ve skladu mélo, plody budou vysychat, bude-li tam vlhkosti hodné, dojde k vysrazeni
vody na povrchu potraviny a tim vznikne vhodné prostiedi pro mikroorganismy. Mezi ptivodce

sklddkovych chorob jablek patii na piiklad Fusarium sp., Penicillium sp. (Kadlec et al. 2012).

3.3.3 Poskliziiové tpravy

Mezi nejzékladnéjsi poskliziiové upravy bezesporu patii prani a CiSténi, a to proto, Ze se
mechanicky odstrafiuje povrchové mikrobioty a prachové CasteCky. Jak uvadi Matthews (2017),
omyti plodu snizi mikrofl6ru na ovoci az na 3 log KTJ/g. Existuje nékolik druhti strojii na myti,
které se pouzivaji dle zaspinéni a velikosti plodu. Piikladem mohou byt sprchové, vzduchové
anebo vibra¢ni pracky. Posledni dobou je kladen ¢im dal vétsi diraz na ekologii, ekonomiku a
celkovou udrZzitelnost vyrobnich procesii. Proto je v nékterych zavodech béhem vyrobniho
procesu voda recyklovana. Piedev§im se jedna o kondenzovanou vodu, kterd byla odpafena
v prubéhu vyroby ovocného koncentratu. Tato voda je diive nebo pozdéji zneciSténa
Zivotaschopnymi mikroorganismy, a je proto dileZité ji nalezit¢ oSetfit. Takto recyklovani

voda miiZe byt kolonizovéana pravé rodem Alicyclobacillus (Golia$ 2014; Parish et al. 2015).

3.3.4 Zpracovani suroviny

K dalsi kontaminaci suroviny dochdzi pfi jejim zpracovani, jelikoZ se na povrchu plodi
vyskytuji nejriznéjsi mikroby, které ani mytim a pranim nejsou odstranény. Nejvétsi hrozba
nastava pfi kontaktu sterilni vnitini casti ovoce s vnéjsim nesterilnim povrchem. To se d¢je
konkrétné pfi loupani a krajeni. Ke kontaminaci také dochazi pti dotyku se Spinavym povrchem
zafizeni. Nej€astéj$Simi kontaminanty jsou laktobacily (Rodrick & Schmidt 2003; Lima Tribst

et al. 2009).

3.3.5 Vyroba koncentratu

Koncentrat je ,,sirup® vznikly zahusSténim surové ovocné §tavy. Voda se odstrani
odpafenim na odparkich za zvySené teploty. Koncentrat by mél byt husté konzistence, €iry s
barvou a vini po pouZitém ovoci. Jeho barva se v prubéhu transportu a skladovani mize ménit
v disledku neenzymatického hnédnuti. Obsah kyselin by mél byt 2-6 %, obsah rozpustné suSiny

65-70 % (Kadlec et al. 2012; dTest 2014, 2016).
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Jak uZ bylo zminéno, koncentrit se vyrabi za zvySenych teplot, které sice nesteriluji, ale
mohou odstranit velkou ¢ast vegetativnich forem mikroorganismtl. Tyto teploty dosahuji az
100 °C. Ta ¢ast mikroorganismil, kterd se stihne vysporulovat po vysuseni, tedy zahusténi
ovocné $tavy, nema vhodné podminky pro opétovny rist. Vysledny koncentrat miva hodnoty
okolo 70 °Bx. Pfi tak vysoké koncentraci je aktivita nizk4, navic ma vysledny koncentrat nizkou
hodnotu pH, a proto je mikrobiologicky stabilni. Vyjimecné béhem piepravy muze dojit
k zvySeni okolnich teplot, ke kondenzaci zbylé vody, a tim je aktivita vody nad koncentratem
zvySena. Proto jsou obcas v komer¢nich pomerancovych koncentratech izolovany kvasinky
(Candida, Saccharomyces, Rhodotorula). Dale mohou byt izolovany nékteré acidofilni
bakterie, osmotolerantni plisné. Kazdopadné tato mikrofléra by neméla piekrocit limit
5,0 log10. Bé&Zna doba trvanlivosti koncentratu je 10 mésict (Kadlec et al. 2012; Golias 2014;
Parish et al. 2015; Rajauria & Tiwari 2018).

Takto vznikly koncentrat je posléze transportovan ze zemé puvodu do celého svéta.
Vyhodou tohoto transportu je ekologi¢nost a skladnost, nebot” dopad dopravy celych

pomerancu je vyssi neZ vyroba koncentratu a jeho néasledna preprava (Kadlec et al. 2012).

3.3.6 Mikrobiologie vody

Tim, Ze se drtiva vétSina dZust v dnesni dobé vyrabi z koncentratu rekonstituci, je diilezité
dbét i na kontaminaci napoje z nedostate¢n¢ osSetiené vody. V potravinaiskych provozech se z
fyzikélnich prostfedkii vyuziva bakteriocidnich ucinka ultrafialového zéfeni, z chemickych

metod se vyuziva oxida¢ni plisobeni ¢inidel na mikroorganismy (Kadlec et al. 2012).

3.3.7 Plnéni a baleni

PInéni probiha do napojovych kartont, plastovych nebo sklenénych lahvi, ale také do
bag-in-boxli (dTest 2016). Vratné sklenéné lahve je potfeba jesté pfed znovunaplnénim vymyt
horkym louhem v mycce. Papirovy napojovy obal Tetrapak je pied plnénim dezinfikovan
roztokem peroxidu vodiku. Peroxid vodiku je silné oxidacni ¢inidlo a plisobi na bilkoviny
mikrobt tim, Ze reaguje s atomem siry v molekule bilkoviny. To vede ke zméné neslucitelné se
Zivotem a tim dezinfikuje obal. Stejny mikrobicidni i¢inek ma i kyselina peroctova.

Pokud je napoj pasterovan v prubéhu piipravy sirupu za tepla a je stdcen ve sterilnim
prostiedi aseptické linky, tak jiZ neni potieba vysledny produkt znovu pasterovat (Silhankova

2002; Kadlec et al. 2012).
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3.4 Konzervace

Konzervaci v opravdu Sirokém slova smyslu miZeme rozumét jakékoliv zpracovani
puvodniho ovoce na vyrobek nebo produkt, ktery si zachova alespon cast svych ptvodnich
vlastnosti. V minulosti byly vyrdbény hlavné moSty pro ptfimou spottebu, poptipadé byly se
siteny. Dnes se pfimo lisované ovocné $tavy jeste dale zpracovavaji, viz vyse. (Kadlec et al.
2012).

V mikrobiologickém slova smyslu se konzervaci rozumi umyslné souhrnné operace
vedouci ke zpomaleni ristu nebo inaktivaci Zivych mikroorganismi ¢i jejich zarodk, a tim k
prodlouZeni ptivodnich vlastnosti potraviny. Konzerva¢ni metody se klasifikuji dle i¢inku na
mikroorganismy. Bud’ jde o vylu¢ovani mikroorganismii z prostfedi nebo o abiosu ¢i anabiosu

(Silhankové 2002).

3.4.1 Podminky ovliviiujici riist mikroorganismii

Pro rist mikroorganismi jsou dtlezité nasledujici podminky:
* dostupnost zdkladnich nutrientli
* teplota
e aktivita vody
* pH prostredi
e dostupnost molekularniho kysliku.

Konkrétni hodnoty danych podminek jsou velice rozmanité a zalezi na druhu
mikroorganismu, které konkrétni hodnoty jsou pro néj optimalni.

Dostupnost zdkladnich nutrienti zavisi nejen na druhu potraviny, ale také na konkrétni
kultufe mikroorganismil. Pokud pijde o smiSenou kulturu, miZe se jednat o symbioticky,
synergeticky anebo antagonicky zpiisob Zivota.

Na zéklad¢ optimdlni teploty ristu se mikroorganismy déli na psychrotrofni (0-5 °C),
psychrofilni (5-20 °C), mezofilni (10-45 °C) a termofilni (45-70 °C). Tim, jak danou potravinu
skladujeme, miiZeme ovlivnit rist vegetativnich forem mikroorganismt (Kadlec et al. 2012).

Aktivita vody se rovna poméru vodnich par nad potravinou ku poméru vodnich par nad
destilovanou vodou za stejnych podminek. Vodni aktivita tedy udava, kolik je vody v potraviné
k dispozici pro mikroorganismy. Jak vyplyva z definice, mizZeme aktivitu vody ovlivnit
pomérem rozpusténych latek. Toho se vyuziva v pfipravé koncentratl, kdy je voda odpatena.

Do népojti se Casto pfidava cukr, kterym Ize aktivitu vody také ovlivnit. Aktivita vody je
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diilezita k proudéni iontfl, a tim padem k volnému pohybu nutrient a Zivin (Silhankova 2002;
Golias 2014).

Hodnota pH je definovana jako zaporny dekadicky logaritmus vodikovych iontl. A pravé
tyto vodikové ionty jsou dulezité pro rizné biochemické procesy mikroorganismt. Optimalni
pH je pro vétSinu bakterii a kvasinek okolo 6, takze lehce kyselé prostfedi. Pokud hodnota
klesne pod pfijatelnou mez, ustava metabolické aktivita bunék (Silhankova 2002; Golias 2014).

Podle vztahu mikrobti k molekularnimu kysliku se organismy d¢li na obligatné aerobni
nebo obligatné¢ anaerobni, fakultativné anaerobni, aerotolerantni a mikroaerofilni. Jednou
z nepiimych konzervac¢nich metod v nidpojarském primyslu miiZe byt syceni napoje oxidem
uhli¢itym. Tim totiZ v napoji poklesne oxidoreduk¢ni potencidl. I ptesto byvaji takové napoje
kontaminovény, a to hlavné kvasinkami jak jsou Candida a Saccharomyces cerevisiae (Bibek

2003; Rosypal 2003).

Tabulka 4 - Hodnoty aktivity vody v potraviné ke vztahu k ristu mikroorganismii (Golias 2014)

upraveno
Aktivita vody Druh mikroorganismu Druh potraviny
1,0-0,95 kvasinky, spory cerstvé potraviny
0,95-0,91 laktobacily potraviny s 50 % cukru
0,91-0,86 kvasinky dZemy, marmelady
0,86-0,80 plisné potraviny s 15-20 % vody
0,75-0,65 xerofilni plisné ofechy
0,65-0,60 osmofilni kvasinky susSené ovoce
<0,60 rust mikrobt je zastaveny susené potraviny

3.4.2 Bariérovy efekt

Bariérovy efekt je kombinaci vice konzerva¢nich metod, které maji synergicky tc¢inek na
deaktivaci mikroorganismu. Bariérovy efekt se d€li dle druhu dcinku na fyzikélni, chemicko-
fyzikélni a na mikrobialni metody plisobeni na organismus. Vyhodou takové kombinace metod
je Ze kazda samostatnd metoda, operace, je pouzita v mensi mife, nez by musela byt pouzita
jako jedna samostatnd, nebot’ se jejich tcinek s¢ita (Shah et al. 2019). Dalsi velkou vyhodou je

mensi zména organoleptickych vlastnosti. Kotzekidou (2016) — ve své knize uvadi, i nékolik
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studii ve kterych byla tato konzerva¢ni metoda pouZita. U dZusii se hlavn¢ jedna o kombinaci

kyselého prostiedi a vysoké teploty.

3.4.3 Pasterace a sterilace — konzervace vysokou teplotou

Technologie tepelného oSetfeni dZusii byva velmi rozmanitd. MiZeme rozliSovat mezi
sterilaci a pasteraci, kdy pfi sterilaci dojde k inaktivaci spor, kdeZto u pasterace nikoli.
Kvantitativné smrtici ucinky vysokych teplot miiZzeme vyjadfit tzv. letalni teplotou. To je
teplota, pii které je za urCity ¢as mikrob usmrcen. Efekt této teploty je zavisly na dalSich
Zivotnich podminkich mikroorganismu, a i Zivotnim stadiu. Faktory ovliviujici letilni teplotu
jsou: pH, aw, ¢as, mnozstvi jedincii, druh obalu, ... (Golia§ 2014) Obecné tedy miiZeme fici, Ze
pasterace ovocnych Stav je tepelné oSetteni, které znici cilené mikroorganismy nebo inaktivuje
jejich enzymy (Rajauria & Tiwari 2018). Teplota takového oSetteni je mezi 60 - 100 °C, s tim,

Ze dana teplota musi byt dosaZena ve sttedu konzervy, aby se mohl vyrobek povaZzovat za

spavné mikrobiologicky oSetfeny (Matthews et al. 2017).

3.4.4 Osmoanabioza

Osmoanabioza je proces konzervace, kdy dochazi k zahustovani potraviny a zvySeni
osmotického tlaku na buniky mikrobti. Volna voda miiZe byt odstranéna nasledujicimi zpiisoby:
suSenim, zahustovanim v odparkach, odstraiovanim vody ve formé& krystalli ledu anebo
pfidanim osmoticky ucinnych latek, jako je tieba cukr. Osmoanabioza se pfi vyrobé dzusu
vyuziva hlavné pii odparovani vody z koncentratu. V takto vysuSenych, zahuSténych
koncentratech, jak jiZ bylo zminéno v kapitole 3.3.5, je mala aktivita vody, aby zde mohlo dojit

ke kazeni (Velisek & Hajslova 2009; Golias 2014; Parish et al. 2015).

3.4.5 Zména pH

Zasadni rozdil v konzervaci ovocnych a zeleninovych vyrobkl je v pfirozené kyselosti
zpracovavané suroviny mezni hodnota pH je okolo 4. Zatimco ovoce pfirozen¢ obsahuje
dostacujici mnozstvi kyselin, které ovlivni hodnotu pH tak, Ze zde nemuze rist vétSina béZné
se vyskytujicich bakterii, tak potraviny které, nejsou piirozené kyselé se technologicky
okyseluji. Dal§i vyhodou kyselé konzervace je sniZovani odolnosti mikroorganismi (i

bakteridlnich spor) k dal§im konzerva¢nim faktorim (Kadlec et al. 2012; Golias 2014).
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3.5 Prehled a charakteristika vybranych kontaminujicich
mikroorganismi

Hlavnimi kontaminanty ovoce a vyrobkt z nich jsou mikroskopické houby, kvasinky a
plisné. Bakterie obecné Spatné snaseji kyselé prostiedi, ale existuje nékolik acido- tolerantnich
vyjimek, jako jsou tieba bakterie mlééného kvaSeni (Kotzekidou 2016).

Mikrobidlni kaZeni produktu z4visi jednak na jeho stavajicich chemickych a fyzikalnich
vlastnostech jako je vysokd vodni aktivita, nizké pH, teplota potraviny ale také zavisi na
technologii zpracovani, ktera do té doby prob&hla (Francis 2000; Lima Tribst et al. 2009; Parish
et al. 2015).

3.5.1 Kbvasinky a plisné

Kvasinky a plisn¢ jsou eukaryotické, mikroskopické organismy, které bézné¢ mohou
existovat za extrémnich podminek, za kterych bakterialni mikroorganismy jiZ umiraji. Proto
jsou zasadnimi kontaminanty v mikrobiologii dZusii. Mnohé druhy kvasinek i plisni jsou
vyuzivany v potravinaistvi jako uSlechtilé mikroorganismy. Na pftiklad kvasinky zkvaSuji v
mostech cukry a produkuji oxid uhli¢ity a alkohol, toho se vyuZiva pfi vyrob¢ vina, cidrii a
piva. Plisné se pouZivaji pti fermentaci masnych vyrobkl anebo syrti (Kockova-Kratochvilova

1990; Bibek 2003; Lima Tribst et al. 2009; Calderone 2015).

3.5.1.1 Kvasinky

Kvasinky jsou mikroorganismy zhruba o velikosti 15-30 um, které maji nizkou tepelnou
odolnost, jiz pti teploté nad 40 °C umiraji i jejich spory. Rostou pii vysokém osmotickém tlaku
a jejich optimalni oblast rtstu je 2,0-8,5 pH. Jsou to jednobunécéné mikroorganismy, které tvoti
kolonie. Kolonie se skladaji z kulovitych bunék a smérem od stfedu tvofi mycelium, které je
slozeno z hyf. Pokud jde o pravé mycelium, buiiky hyf jsou ptrehradkované, s pory a
vicebunécné. Pokud jde o mycelium nepravé, jednd se o pseudomycelium s jednotlivymi
bunikami, které mezi sebou nemaji péry. Kvasinky se rozmnozuji bud’ pohlavné tvorbou spor,
anebo nepohlavné, pucenim ¢i délenim. V porovnani s bakteriemi se kvasinky rozmnoZuji
pomaleji, takZe pokud je soucasny vyskyt obou kultur, dojde k pfemnoZeni bakterii na dkor
kvasinek. Na druhou stranu kvasinky mohou rist za podminek, kdy bakterie jiZ umiraji
(Kockova-Kratochvilova 1990; Silhdnkova 2002).

Kvasinky se pro jejich sacharolytické schopnosti, nejcastéji vyskytuji na ovoci nebo
produktech s vysokym obsahem cukru. NejcastéjSimi kontaminanty, jsou rody Candida,

Saccharomyces a Zygosaccharomyces (Silhankova 2002; Kotzekidou 2016).
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3.5.1.1.1 Candida

Rod Candida je fazen mezi primitini kvasinky, ma jednobunécné kulaté buniky, které tvoii
pseudomycelium. RozmnoZuje se pucenim. Candida valida napadi ovocné dZzusy a mnohé
druhy z tohoto rodu jsou patogeny pro piiklad C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis, a C. krusei (Calderone 2015).

3.5.1.1.2 Saccharomyces

vvvvvv

svého rodu. Jednd se o kulaté aZ ovalné aerobni builkky. RozmnoZovani probihd spijenim a
vznikem odolnych askospor. Zkvasuji gluk6zu a dalsi rostlinné cukry na alkohol a oxid uhlicity.
Jednd se o hojné vyuzivany druh napiiklad pfi vyrobé chleba, pekatského drozdi, vina,
potravinaiského alkoholu a dalSich odvétvich.

V pivovarnictvi se Saccharomyces cerevisiae d¢li na variety kvasinek horniho kvaseni a
kvasinek spodniho kvaSeni. Rozdé€leni vychazi z faktu, Ze po prokvaSeni dila spodni kvasinky

tvoii sedlinu, kdeZto kvasinky horniho kvaSeni pluji pfi hladiné. Mimo jiné maji ob& variety

rozdilnou optimélni teplotu rlstu a tim padem i rychlost produkce oxidu uhli¢itého (Bibek

2003; Adams et al. 2016).

Obrazek 2: Vlevo Saccharomyces vpravo Candida albicans

https://quest-eb-com.ezproxy.techlib.cz/images/139/139 1892/139 1892521-W.ipg

https://microbeonline.com/germ-tube-test-candida-principle-procedure-results-interpretation/
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3.5.1.1.3 Zygosaccharomyces

Jedna se o osmofilni acidotolerantni rod zkvaSujici ovocné napoje. Zygosaccharomyces
bailii je druh odolny k béZn¢ pouzivanym chemickym prostfedkiim jako je tfeba oxid sificity
¢i kyselina benzoova. Svym metabolismem zpiisobuje bombaZe koncentratl ale i dZusi

(Adams et al. 2016).

3.5.1.2 Plisné

Plisn€ jsou vétSinou aerobni a pieZivaji v prostiedi s nizko hodnotou pH (1,9-9,0),
s nizkou vodni aktivitu a v prostfedi s vysokym osmotickym tlakem. Mohou to byt jedno i
vicebunécné organismy, jejichz stélka je tvofena vlakny neboli hyfy. Mnohobunééné druhy
maji septovanou stélku, kde je v kazdé bunce uloZeno jedno nebo vice jader. Buiikky dale
obsahuji endoplazmatické retikulum, mitochondrie, vakuoly. Hyfy se vétSinou vétvi v pravém
uhlu a vytvareji tzv. mycelium, které je mozné vidét pouhym okem. Navic n¢které druhy mohou
produkovat plyn, takZe pokud je mycelium dostatecné rozrostlé, tak napadeny produkt zna¢né
zapacha. RozmnoZovani plisni je mnohem Castéji nepohlavni pomoci konidiofort nez pohlavni
s tvorbou spor. Plisn¢ jako kontaminanty dZusti, miZeme rozdélit na tepelné citlivé (labilni) a
tepeln¢ odolné formy. Pozor si musime dat u tepelné rezistentnich askospor. V ekosystémech
jsou plisn¢ dualezitymi rozkladaci, diky jejich enzymatickému vybaveni. Mezi rody casto
kontaminujici ovoce patii naptiklad Aspergillus a Penicillium (Lima Tribst et al. 2009;

Kotzekidou 2016).

3.5.1.2.1 Aspergillus

Vv

Rod Aspergillus je hojné rozsiten Castéji v subtropickych oblastech, ¢asto kontaminuje
ovoce, pici, krmivo a hotové potraviny. Kolonie jsou sametové hladké s konidiemi sefazenymi
v kruzich, jejichz barva je druhové specifickd. RozmnoZuje se nepohlavné tvorbou spor, které
jsou u nékterych druht tepelné odolné (Lima Tribst et al. 2009).

Jde o bohat¢ enzymaticky vybavené druhy, nékteré druhy produkuji antibiotika a toxiny.
Toxicita téchto antibiotik je tak vysoka Ze nenaSly v 1ékaistvi uplatnéni. Aflatoxin je mykotoxin
produkujici druh Aspergillus flavus (viz obr 3) se Zlutozelenymi konidiemi. Druh A. niger, s

¢ernymi konidiemi, je prumyslové vyuzivan k vyrobé kyseliny citronové. (viz obr 3).
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Obrazek 3 Vlevo Aspergillus flavus (Kubatova et al. n.d.), vpravo A. niger
https://quest-eb-com.ezproxy.techlib.cz/search/aspergillus-niger/1/139 1995568/Aspergillus-

niger

3.5.1.2.2 Penicillium

Opct se jedna o velmi druhové bohaty rod, rozSifeny napti¢ svétem, ktery snasi nizkou
aktivitu vody. Penicillium vytvaii rychle rostouci sametové kolonie. Barva mycelia je od bilé
pres Zlutozelenou a7 po tmavé zelenou s ohledem na dany druh (Kubatova et al. n.d.; Silhankova
2002).

Rod obsahuje jak lidstvu prospésné druhy, tak toxické. Ptikladem muze byt Penicillium
roqueforti, ktery se sice vyuzivd pro vyrobu syru Roquefort, ale zaroven produkuje toxin
roquefortin (Bibek 2003). V mikrobiologii dZusu je dilezitym kontaminantem Penicillium
expansum, ktery napada jablka a zaroven produkuje mykotoxin patulin. Patulin se teplem
nerozklada, a proto ho miZeme béZn¢ nachizet v komer¢nich dZusech. Dal§im zajimavym
zastupcem je P. digitatum, u kterého se v nékterych zemédé€lskych oblastech vyvinula resistence

na fungicid benomyl (Kubatova et al. n.d.; Silhankova 2002; Lima Tribst et al. 2009).

3.5.1.2.3 Mucoraceae

Celed zahrnuje pfes 100 druh@ plisni, vyskytujicich se v pidach a nejriizngj$ich
potravinach a dalSich vlhkych stanovistich. Jednd se o rychle rostouci Sedobilou plisen
s 2-20 mm vysokymi sporangii, rostouci a sporulujici pti 5-20 °C, pfti teploté do 30 °C
sporuluje. Nékteré druhy (Mucor javanicus, M. rouxii) se vyuZzivaji v Asii v tradi¢ni kvasné

technologii alkoholickych napojii ze s6ji (Kubatova et al. n.d.; Silhdnkova 2002).
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3.5.1.2.4 Obrdzek 4 Vlevo Penicillium, vpravo Mucoraceae

https://quest-eb-com.ezproxy.techlib.cz/search/penicillium-sp./1/139 1881354/Penicillium-
sp.-Conidia-LM

https://quest-eb-com.ezproxy.techlib.cz/search/mucor/1/126_505307/Mold-of-the-genus-

Mucor-Phycomycetes-seen-under-microscope

3.5.2 Bakterie

Bakterie jsou soucasti jedné ze dvou domén prokaryotickych organismi. Doména
Bacteria se dile uméle dé€li na tfi podskupiny, a to podle pfitomnosti a sloZeni vnéjsi bunééné
stény, tedy na: grampozitivni, gramnegativni a na bakterie bez buné€né stény. Bunécni sténa
bakterii je rigidni struktura tvofend peptidoglykany. Grampozitivni bakterie ve své bunécné
stén¢ obsahuji kovalentné¢ vazanou kyselinu teichoovou anebo neutrdlni polysacharidy
(Silhdnkova 2002; Sedlagek 2007).

Bakterie jsou jednobunécné prokaryotické organismy nejcastéji 1-10 pm velké, tvarem
téla je miZzeme rozd¢lit na koky, tycky, bakterie se zakiivenym télem a bakterie s vétvici se
stélkou. Tyto skupiny se jesté déile déli. Koky miZeme rozdélit dle zptisobu usporadani
v prostoru, zakiivené bakterie se d€li dle zptisobu zakiiveni na spirily, spirochéty a vibria.

Nékteré tycky se v neptiznivych podminkach zasporuluji, a vytvoii odolnou strukturu. Dal§im
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rozd¢lujicim kritériem je pravé tvorba spor, odolnych ,,spicich® dtvari, ze kterych ve vhodném
prostfedi miiZze znovu vyklicit vegetativni buiika (Silhankova 2002; Sedlacek 2007; Kotzekidou
2016).

3.5.2.1 Acetobacteraceae — rod Acetobacter

Bakterie tohoto rodu jsou peritrichdlni nebo atrichni ty€inky, které cCasto tvoii
nepravidelné tvary. Mikroorganismy jsou striktné aerobni, senzitivni na vySsi teploty a jsou
schopny kvasit alkoholy na kyselinu octovou, to vede k tomu, Ze v ovocnych napojich zplisobuji
octovou prichut’. Tyto bakterie se béZné vyskytuji na povrchu ovoce a mohou zptsobovat jeho
kaZeni, ptikladem muze byt druh Acetobacter aceti (Kubatova et al. n.d.; Silhankova 2002;

Lima Tribst et al. 2009).

Obrazek 5 Acetobacter

https://www.gettyimages.com/detail/photo/acetobacter-aceti-acteria-are-a-widespread-high-
res-stock-photography/128554982

https://www.gettyimages.co.uk/detail/photo/acetobacter-aceti-bacteria-gram-negative-high-
res-stock-photography/vis25060

3.5.2.2 Koliformni bakterie — tad Enterobacteriales

Koliformni bakterie jsou jednotlivé druhy pattici mezi ¢eled¢ Enterobacteriaceae s rody
Escherichia, Enterobacter, Salmonella, Shigella, a ¢eled Aeromonadaceae.

Celed’ Enterobacteriaceae jsou gramnegativni, fakultativné anaerobni, nesporotvorné,
peritrichdlni tycky. Jsou povazovéany za indikatory fekalniho znecisténi a v hygiené potravin

jim je vénovéna velkd pozornost. Mnohé druhy z téchto celedi jsou lidskymi i zvifecimi
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patogeny. Nicmén¢, v posledni dobé se ukazuje, Ze jejich oznaceni jako indikatory fekalniho
znecisténi neni zcela presné, nebot” jsou hlavné enviromentilniho ptivodu (Leclerc et al. 2001;
Martin et al. 2016).

Napiiklad, jak uvadi Bibek (2003), byly v kyselych potravinach, jako jsou pravé dzusy,
nalezeny patogeny Ecsherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes a Salmonella, které
zpusobuji alimentarni onemocnéni. Zpétné testovani téchto patogent ukazalo, Ze se u nich
vyskytla odolnost viic¢i kyselému prosttedi (bézn€ jsou citlivé uz na hodnoty 4,5 pH).

Escherichia coli se nejen v potravinaiské praxi stanovuje jako indikator hygienické
kvality vody. Je jednim z modelovych organismi, nékteré kultivary jsou patogenni (Silhankova

2002; Bibek 2003; Sedlacek 2007).
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Obrazek 6 VlevoSalmonella enterica, vlevo, Escherichia coli vpravo.

Oboji (Kubatova et al. n.d.)

sN 2

3.5.2.3 Bakterie mlé¢ného kvaseni — tad Lactobacillales

Za bakterie mlééného kvaSeni se povazuji ty druhy bakterii, které produkuji svym
metabolismem laktat. Casto se v potravinafstvi pouZivaji jako pifrodni konzervanty, nebot
produkuji kyselinu mlé¢nou (a dalsi latky) a tou ptirozené okyseluji okolni prostfedi a tim z néj
vylucuji ostatni bakterie. V mikrobiologii kyselych ovocnych napojl, predstavuji bakterie
mlécného kvaseni nejveétsi hrozbu béhem sanitaci potravinatskych provozi (Lima Tribst et al.

2009; Kotzekidou 2016).

3.5.2.3.1 Rod Lactobacillus

Fakultativné anaerobni, nesporulujici, peritrichdlni tyCky s grampozitivni bunécnou

sténou. Organismy rodu Lactobacillus jsou chemoorganotrofniho metabolismu, kterym
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vyhovuje prostedi ovocnych §tav diky velkému mnozZstvi Zivin. Podminky optimalniho ristu
jsou: 30-40°C a 5,5-6,2 pH. Hojné¢ se vyskytuji napti¢ svétem, a jelikoZ nejsou
termorezistentni, napadaji hlavné tepelné neosetiené produkty. Pokud dojde k napadeni (tfeba
pomerancového dZzusu) zpuisobuji octovaténi tim, zZe zkvasuji pfitomné sacharidy na diacetyl.
Takovy ndpoj ma pak “méslovou” a octovou pfichut. Bakterie byvaji patogenni zcela
vyjimecné. Zastupci kontaminujici dZusy jsou Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis

(Bibek 2003; Lima Tribst et al. 2009; Steyn et al. 2011; Matthews et al. 2017).

3.5.2.3.2 Rod Leuconostoc

Grampozitivni nesporulujici bakterie ty¢kového tvaru s kulatymi konci, nékdy tvorici
fetizky. Optimélni teplota ristu je 20-30 °C. Homefermentativhim metabolismem produkuje

slouceniny jako je laktat, oxid uhli¢ity nebo diacetyl, ktery je spojovan s méaslovou pftichuti.

Mezi zastupce patii Leuconostoc mesenteroides a Leuconostoc dextranicum (Lima Tribst et al.

2009; Adams et al. 2016).

Obrazek 7 vlevo Lactobacillus, vpravo Leuconostoc

https://quest-eb-com.ezproxy.techlib.cz/search/lactobacillus/1/132 1330835/Coloured-SEM-

of-Lactobacillus-bacteria

https://quest-eb-com.ezproxy.techlib.cz/search/leuconostoc/1/139 1935064/Leuconostoc-

mesenteroides

3.5.2.4 Sporotvorné bakterie

Spory, at’ uz bakteridlni ¢i kvasinek a plisni, jsou zachovnou strukturou, kterd odolava
mnohym stresovym faktorim a miiZe z ni vykli¢it nova plné¢ funkéni vegetativni bunka. U

bakterii plati, Ze pokud koncentrace Zivin klesne pod urcitou hodnotu, tak dojde nejprve k
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zastaveni rozmnoZovani a nésledné ke sporulaci. Obecné tento proces nastava pii jakkoliv
nepiiznivych podminkéch.

Sporulace neboli tvoieni spor je zachovny proces, kdy se vegetativni buniky pfeméni do
klidového stadia odolnych spor. Zvysi se jejich odolnost vici teplu, chladu i hodnoté pH a
dalsim fyzikaln€ — chemickym jevim, takze bakteridlni spory jsou schopné piezit v extrémné
nepfiznivych podminkach. Pokud maji byt takové spory zniCeny, je potfeba piekonat jejich
rezistenci. Na druhou stranu — jestliZe maji spory vykli¢it a znovu se z nich stat vegetativni
Zivotaschopné buiiky, musi se v prostfedi vytvoftit opet vhodné podminky pro rtist dané kolonie.
Tato situace kupiikladu nastava pii nedbalé pasteraci, kdyz se produkt nedostatecné zahfteje,
tak je sice Cast vegetativnich bun€k zni¢ena, nicméné Cast bunck vytvoii spory. Nasledné po
obnoveni optimalnich podminek pro rast daného mikroba za¢nou spory kli¢it a propukne kazeni
potraviny.

Mezi sporotvorné bakterie, jak uvadi Matthews (2017), se fadi tyto rody: Alicyclobacillus,
Bacillus, Clostridium, Desulfotomaculum, Sporolactobacillus (Silhankovéa 2002; Bibek 2003;
Rosypal 2003).

3.5.2.4.1 Rod Bacillus

Rod Bacillus je velmi obsahly a v ptirod¢ hojné rozsiteny. V potravinarském primyslu,
mohou druhy tohoto rodu zpusobovat kiiZovou kontaminaci naptiklad pti Spatné osobni
hygiené. Rod ma grampozitivni, fakultativn€, aerobni, peritrichidlni tyCky. Pfi pasteraci
konzerv je na termofilni druhy tohoto rodu bran velky zietel, nebot’ tvofi termorezistentni spory.
Spory téchto termorezistentnich druht v nekyselych konzervich (jako mohou byt Cisté
zeleninové Stavy) prezivaji tepelné osetieni, a to pak mize vést ke zkaze vyrobku. Bacily maji
velkou enzymatickou vybavu, takZe jsou hojnymi rozkladaci. N&které druhy produkuji
antibiotika polypeptidové povahy, jiné druhy tvofi slizova pouzdra, které jsou pti¢inou kazeni
peciva. Pouze dva druhy, B. cereus a B.anthracis produkuji toxiny a jsou piivodci alimentarnich
otrav lidi i zvitat (Rosypal 2003; Kotzekidou 2016; Matthews et al. 2017).

Mezi hlavni kontaminanty ovocnych §tav, pti pH do 4,5, patii Bacillus coagulans a

Bacillus megaterium. B. coagulans zpiisobuje plynu prosté kazeni a mtze klicit a mnoZit se za

nizké hodnoty pH (Silhankova 2002; Steyn et al. 2011).
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3.5.2.4.2 Rod Clostridium

Clostridium je rod tyCkovitych bakterii vyskytujici se napfi¢ prostfedim a v potravinarstvi
je velmi daleZitym rodem organismd.

Tyto bakterie jsou obligatné anaerobni, takZe n€které duhy jsou schopny za piistupu
kysliku ptezivat, kdezto jiné do 10 minut hynou. VétSina druht je alesponn v mladi
grampozitivni. Spory jsou klostridialniho tvaru, to znamena, Ze jsou uloZené uprostied a Ze jsou
Sir§i, nez je vegetativni builkka. Spory jsou zni¢eny po 15 minutich pti 120 °C pii vlhké
pasteraci. Pokud jde o kyselou potravinu, jako jsou ovocné §t'avy, staci krat$i doba i niz$i teplota
pasterace. Clostridia jsou totiZ citliva na kyselé prostiedi (pH <4,0). N&které druhy produkuji
svym metabolismem plyn, ¢ehoZ se vyuziva hlavné pfi vyrobé syru typu Emental. Jiné druhy
produkuji kyselinu maselnou, kterd negativné ovliviiuje senzorickou jakost potraviny. Mezi
dalsi produkty metabolismu nékterych druhtl, jako naptiklad C. fetani a C. perfringens, patii
toxiny, které zpusobuji vazné otravy. Druh C. botulinum produkuje nejtoxictéjsi jed,
botulotoxin. Tento jed zpiisobuje otravy zvané botulismus, kdy 1 mg je letadlni davkou pro
16 000 lidi. JelikoZ je botulotoxin bilkovinné povahy, miZe byt inaktivovan ohfevem na teplotu
121 °C po dobu 3 minut. KaZeni ovocnych dZust zptsobuji naptiklad druhy: Clostridium
pasteurianum, C. sporogenes, C. butyricum (Silhankova 2002; Rosypal 2003; Kotzekidou
2016; Matthews et al. 2017).

3.5.2.4.3 Rod Alicyclobacillus

K utvoteni tohoto rodu vedly tfi na sobé nezavislé objevy mikroorganismi, v druhé
poloviné minulého stoleti. VSechny tyto tfi organismy byly ptivodné tfazeny pod rod Bacillus a
jmenovaly se Bacillus acidocaldarius, B. acidoterrestris a B. cycloheptanicus. Po pozd¢jsim
dikladném prozkoumani byla utvofena nova taxonomicka skupina Alicyclobacillus sp. a druhy
se ptejmenovaly na Alicyclobacillus acidocaldarius, A. acidoterrestris a A. cycloheptanicus.
Postupem Casu byly objeveny a popsany dalsi druhy (viz obrazek 8), takze rod v roce 2010 ¢ital

20 druhti (Chang & Kang 2004; Steyn et al. 2011; Pornpukdeewattana et al. 2019).
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9 A. fastidiosus S-TABT (AB264021)
‘-’{ EA acidoterrestris ATCC 490257 (AB042057)
A. acidiphilus TA-67T (AB076660)
_[ A. hesperidum FR-11T (AJ133633)
A. sacchari RB718T (AB264020)
A. vulcanalis CsHg2" (AY425985)
T A. sendaiensis NTAP-1T (AB084128)
60 96|~ A. acidocaldarius subsp. rittmannii DSM 112977 (AB089859)
77 A. acidocaldarius subsp. acidocaldarius ATCC 27009T (AB042056)
84 A cycloheptamcus DSM 4006T (AB042059)
08 A. disulfidooxidans SD-11T (U34974)

72| = A. tolerans 1(11_T (AF137502)
55 A. pomorum 3A" (AB089840)
- _:A contaminans 3-A1917 (AB264026)
— A macrosporangiidus 5-A239- 20AT (AB264025)
—— A. herbarius CP-1T (AB042055)
100 A kakegawensis 5-A83JT (AB264022)
A. shizuokensis 4-A336"7 (AB264024)

L|§!n

Obrazek 8: Druhy patfici do rodu Alicyclobacillus, obrazek z roku 2009 (Pornpukdeewattana
et al. 2019)

Alicyklobacily jsou fakultativné aerobni nebo aerobni, termorezistentni, nepatogenni
tyCinkové bakterie, které tvoii spory. Dale jsou acidofilnimi mikroorganismy a rostou pii pH
2,0 — 6,0. Dale je rozmezi ristu od 20-70 °C, optimum rastu je od 42-60 °C a spory zacinaji
klicit pti teploté vyssi jak 20 °C. (Chang & Kang 2004; Pornpukdeewattana et al. 2019).

Bunécna sténa je grampozitivni se zabudovanou mastnou kyselinou w-cyclohexanovu a
hopanoidy. Tato mastné kyselina je pro tento rod charakteristické a byl to také jeden z divoda
vyjmuti z rodu Bacillus (Shah et al. 2019). Déle Chang & Kang (2004) spekuluji, Ze prave tato
mastna kyselina je moZnou pfi¢inou jejich odolnosti vii¢i metoddm konzervace.

V laboratotich se ke kultivaci pouzivd BAT (Bacillus AcidoTerrestris) agar, ktery ma
hodnotu pH 2,0-4,0 (Witthuhn et al. 2011). Na plotndch se tvofi smetanové bilé,
nepigmentované, ploché kolonie (Chang & Kang 2004). Nésledné¢ se k detekci alicyklobacilti
pouziva hned né€kolik metod, pro piiklad PCR, ELISA, HPCL, PECA anebo také senzoricka
analyza. Zajimava a rychld metoda je PECA (peroxidase enzyme colorimetric assay) neboli
kolorimetricky test s peroxiddizovym enzymem, jehoZ principem je oxidace guajakolu a vznik

hnédé srazeniny (Huang et al. 2015).
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Produkce guajakolu pfi kaZeni dZust je dalSim rozliSovacim znakem tohoto druhu.
Guajakol neboli 2 - methoxifenol vznika z neoxidacni dekarboxylaci kyseliny vanilinové, a
prave ten je popisovén jako medicinélni, dezinfek¢ni ¢i koutfovy zdpach. K produkci senzoricky
detekovatelného zipachu, stai pouze 10°-10° bun&k/ml pomeranového nebo jable¢ného
dZusového napoje. To odpovida koncentraci okolo 0,013 ppm vodného roztoku guajakolu.
Takze pfi kazeni potraviny, kdy jesté nejsou zieteln€ vidét kolonie ani sediment, je citit guajakol

(Witthuhn et al. 2012; Matthews et al. 2017; Pornpukdeewattana et al. 2019).

OH

CHs

Obrazek 9 vlevo Alicyclobacillus, vpravo molekula guajakolu

https://render.fineartamerica.com/images/rendered/square-product/small/images-medium-
large-5/1-alicyclobacillus-sp-rod-prokaryote-dennis-kunkel-microscopyscience-photo-

library.jpg
https://de.wikipedia.org/wiki/Methoxyphenole#/media/File:2-Methoxyphenol.svg

Nejcastéjsimi kontaminanty jsou rody A. acidoterrestris, A. pomorum, A. herbarius, a A.
acidiphillus to potvrzuje i Durak (2010) nejcastéjSimi kontaminanty jsou Alicyclobacillus
acidoterrestris (45 %), A. acidocaldarius subsp. acidocaldarius (30 %), a A. acidocaldarius
(11 %). Dale uvadi, Ze nejCastéji byl napadeny jable¢ny dZzus druhem Alicyclobacillus

acidoterrestris (Agcam et al. 2018).
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Ke kontaminaci dZusovych napojti, mtiize dojit v prubéhu celého zpracovani.
NejcastéjSimi kontaminanty jsou sporulujici organismy, a to piedevsim ty, které
prezivajii v kyselém anebo v nasyceném prostiedi dZusovych napoju.
Kontaminujici organismy rozkladaji organické slozky, které maji neblahy vliv na
senzorickou jakost kone¢ného produktu.

Do budoucna by bylo zajimavé zaméfit se na krizové body kontaminace

alicyklobacily.
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