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Vyskyt sporulujicich bakterii v konzervach

Occurence of sprephorming bacteria in canned food

Souhrn

Konzervace potravin je velice dulezity proces zabranujici kazeni potravin. Tento
proces nebyl zndm odjakziva, ale postupem casu se zacal vyvijet a zdokonalovat. Lidé
po staleti vymysleli mnoho zptsobti, jak potraviny uchovat co nejdéle, ale vyznamny pokrok
nastal teprve, kdyz Nicholas Appert objevil proces tepelné konzervace, ktery byl mnohem

ucinngjsi a dokazal potraviny uchovavat na delsi dobu nez kdy predtim.

Ackoliv cilem tepelné konzervace potravin je zni¢eni vSech mikroorganismi, tyto
vyrobky stejné za urcitych podminek prodélavaji mikrobidlni kazeni. A podle zplsobu
tepelného opracovani se konzervované produkty déli do nckolika skupin. Aby bylo mozné
Iépe porozumét tepelnému zni¢eni mikroorganismti Ve Vztahu K ochrané potravin

V konzervovani, jsou v této praci popsany nékteré zakladni pojmy spojené s touto technologii.

V této préaci jsou charakterizovany mikroorganismy, které se nejcastéji vyskytuji
v konzervach. Je popsano, jak jsou bakterie velmi odolné vuéi teplu i tlaku. Jsou uvedeny
nejvice odolné mikroorganismy, a uvedeny faktory, které ovliviiuji jejich odolnost vici
vysokym teplotam. Jednim takovym faktorem je hodnota pH, podle které se konzervované

potraviny rozdé€luji na kyselé, slabé kyselé a neutralni.

Dnes je zndma spousta metod konzervovani potravin, kazdd metoda ma jiné podminky
skladovani. Nelze konzervovat jednou metodou vSechny potraviny, ale naopak, kazda

potravina vyzaduje jiny zpisob konzervace.

V zavéru bakalaiské prace je uvedena metodika a hruby nastin vyzkumu vyskytu
bakterii v konzervach. Je popsano jakym zptsobem se ma dany vzorek zpracovat, vyhotovit
fedici fada, zalit kultivatnim mediem a jakym zplisobem se bude kultivovat pfi zjiStovani
vyskytu uréitého rodu. Jsou uvedeny i ptredbézné vysledky, pfi nichz byly izolovany

sporulujici bakterie z konzerv.

Klicova slova: konzervy, Bacillus, Clostridium, Geobacillus, maso, spora



Summary

Food preservation is a very important process to prevent food spoilage. This process
hasn’t been always known, but by the time it has begun to develop and improve. For centuries
people had been inventing many ways how to preserve food as long as possible, but
significant progress occurred when Nicholas Appert discovered the process of thermal
canning. This process was much more efficient and it was able to preserve food for a longer

period of time than ever before.

Although the aim of the thermal preservation of food is the destruction of all
microorganisms, anyway these products undergo microbial spoilage at certain conditions.
According to the method of the thermal canning the canned products are divided into several
groups. Some basics concepts associated with the thermal destruction of microorganisms
in relation to food safety in canning are described in this work, in order to better understand
the technology.

There are characterized microorganisms that can be mostly presented in cans in this
work. It is described how bacteria are very resistant to heat and pressure. Most resistant
bacteria are mentioned. Also, the factors that influence their resistance to high temperatures
are described. Value of pH is one of these factors, by which the preserved food is classified as

acidic, weakly acidic and neutral.

Nowadays it is known a lot of methods of food preservation; each method has
different storage conditions. It is not possible to preserve all kinds of food by one method, but

on the contrary, each food requires a different way of preservation.

In the end of the bachelor's thesis is given a methodology and a rough outline of
aresearch of bacteria in cans. It is described how the particular sample is supposed to be
processed, prepared dilution series, embedded culture medium and how to cultivate it
in determining the occurrence of a particular genus. Finally, preliminary results of the

experiment are presented. Spore-forming bacteria were isolated from canned food.

Keywords: cans, Bacillus, Clostridium, Geobacillus, meat, spore
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1. Uvod

Obecn¢ plati, Ze sporulujici bakterie jsou vice tepelné¢ odolné nez bakterie
nesporulujici. Spory jsou vysoce odolné ,spici“ buinky slouZici bakteriim k prezivani
nepiiznivych podminek. Na povrchu jsou obklopeny pevnym, tuhym a nepropustnym
plastém, ktery je Cini odolné&jSi nez samotné bakterie. Spory mohou zlstat ve své spici
a odolné formé po nekolik let, ale pfi obnove zivin v prostfedi se miizou navratit k zivotu

béhem nékolika minut v procesu kliceni.

Proto snahou konzervace je zlikvidovat jak bakterie vegetativni, tak i jejich spory
a tim zabranit kazeni konzerv. Konzervy jsou sterilni produkty, které jsou ziskavany zahtatim
konzervovaného produktu v obalech na dobu pétinasobku minimalniho Casu potiebného
k inaktivaci (Fo-hodnoty > 5). Obaly jako jsou napfiklad pocinovany plech, hlinik, sklo,
termorezistentni plastické hmoty (napf. polypropylen a jiné¢), znemoznuji naslednou

rekontaminaci.

Neékdy je nespravné oznaCovana jako konzerva také plechovka — ddéza vyrabéna

obdobnym zpisobem, ale produkt v ni v§ak nebyva konzervovan.

2. Cil prace

Cilem préce je popsat postup pii testovani vyskytu sporulujicich bakterii v masovych
ajinych konzervach. Testovat nafouklé konzervy nakoupené v maloobchodnich sitich,
eventudlné konzervy z domacich zasob.

Hypotézou pro praktickou ¢ast prace je, Ze v konzervovanych potravinach budou

prezivat zejména bakterie rodu Bacillus a Clostridium.



3. Literarni reSerze

3.1. Historie konzervovani

JiZ mnoho let lidé objevovali mnoho dimysInych a vynalézavych zptsobi jak predejit
zkaZeni potravin a tak postupné vznikaly prvni metody konzervace. Uplné prvni metodou
konzervovani, kterou lidé objevili, bylo susSeni (Schwartz, 1996). Nejprve byly suSeny
semena, obilky, plody ovoce apod. Pozdé&ji bylo suSeni vyuzivano ke konzervaci potravin
a potravinatrskych surovin - masa, ryb, mléka (Voldfich, 2004a). Lid¢ zjistili, ze maso, které
nechali venku, slunce vysusilo, a tak vydrzelo déle nez Cerstvé, bylo leh¢i a mohli ho snaze
transportovat. Tento objev znamenal, ze uz nemuseli spotfebovat maso hned na miste, kde
zvife ulovili. SuSeni na slunci a ve vétru bylo dobré v horkych suchych klimatech ale
ve studeném, vlhkém prostiedi nebylo moc praktické. Proto se zacal vyuzivat ohen a kouf,
ktery urychlil proces suSeni. Navic uzené ryby a maso najednou ziskali i pikantnéjsi chut’.

Déle vydrzely ¢astecné i proto, ze koutovy zapach odpuzoval hmyz (Schwartz, 1996).

Stejné tak je dost pravdépodobné, Ze pracloveék obyvajici prevazné jeskyné¢ mohl
nahodou zjistit, ze kdyz ulozi maso do jeji chladné ¢asti, kam nedosahlo teplo ohné (spi$ to
ale ud¢lal z diivodu, aby se k jeho zdsobam nedostala mensi zvitata), vydrzi tam mnohem déle

nez v teplejsi ¢asti (Klescht, 2013).

Ve starovéku byly odhaleny konzerva¢ni vlastnosti soli. Zjistilo se, ze sil je silné
vysouseci ¢inidlo, které vytahne vlhkost z tkani, vysusi je a vytvoii prostiedi, které zabranuje
rustu zhoubnych bakterii. Solend masa a ryby sehraly podstatnou roli v jidelnicku sttedoveké
Evropy: obzvlasté v dob¢ valek, kdy solené ryby byly jedinym dostupnym zdrojem proteinl.
Nasolena masa a ryby predstavovaly také vhodné lodni zasoby a bravaly se zejména

na dlouhé plavby (Schwartz, 1996).

Stejné jako stl 1 cukr piisobi jako dobré konzervacni ¢inidlo — ve velké koncentraci
vytvaii prostiedi, které ztraci schopnost podporovat rist zivych organismi. Cukr ale nebyl
znam tak dlouho jako sil. Starovéci Egyptané a Hebrejci ho neznali a neni o ném zminka ani

v ranych feckych a fimskych spisech. Zakladnim sladidlem byl tehdy med (Schwartz, 1996).

Tteti zékladni konzervacni ptisadou byl ocet, ktery vytvaii kyselé prostiedi, v némz

kontaminujici bakterie nemohou piezit. Ocet dostavame organickym procesem: jestlize je



vinny, ovocny nebo obilny zdkvas vystaven vzduchu, bakterie zreaguji a preméni alkohol
na kyselinu octovou (Schwartz, 1996).

Nasi ptfedkové rovnéz zjistili, ze potraviny mohou konzervovat i zamezenim ptistupu
vzduchu. K tomuto ucelu se pouzival med a olej. Tyto suroviny se vyuzivaly naptiklad
ke konzervovani masa. Na chladngj$sim severu, kde olej neznali, se pro stejné ucely uzival
zviteci tuk (Schwartz, 1996).

Ptestoze si lidé po staleti uchovavali potraviny pomoci nasolovani, ukladani do vrstev
sn¢hu a ledu, uzeni koufem, naklddani do octa, medu a pozdéji cukrového roztoku, zadna
z téchto metod je neuchovavala na dlouhou dobu (St&pnickova, 2010).

Az v roce 1795 vyhlasil znamy francouzsky vojeviiddce a pozdé€jsi cisai Napoleon
Bonaparte odménu (12 000 frank®) pro toho, kdo objevi zpiisob delSiho uchovani potravin
pro jeho armadu (Zizkova a Caisova, 2011). Vedly ho k tomu osobni zkusenosti z pribéhu
tabofeni francouzského vojska u Toulonu v roce 1793, kdy se projevovaly zna¢né problémy
pii zasobovani (Stépni¢kova, 2010). Francouzska vlada ztracela vice vojakd kvili podvyzivé
a chorobam jako jsou kurdéje nez vojenskymi ztratami (Goldblith, 1971b).

Vyznamnym pokrokem byl proces tepelné konzervace, na ktery, po patnactiletém
experimentovani, pfisel patizan Nicholas Appert, ktery se od vyrobce svicek, sladka a vinate
propracoval az k profesi kuchate a cukrafe. (Stépnickova, 2010). Vsiml si, Ze sirupy, které
pouzival pro své cukrovinky, uchovaval téméf neomezené, kdyz je zahtdl a skladoval
ve vzduchotésnych sklenénych lahvich. Proto zacal experimentovat se zachovanim ostatnich
druhti potravin (Goldblith, 1971). Céste¢né tepelné upravené (povafené) potraviny plnil
do sklenic, uzaviel korkovymi zatkami, povafil ve vodé a zapedetil (Stépnickova, 2010).
Appert neveédél sice nic o mikrobech jako piivodcich kazeni potravin — jejich tlohu osvétlil
teprve o pul stoleti pozdéji L. Pasteur, ale prakticky ovéfil, ze pokud vlozi ptislusné potraviny
do obalu, uzavie je a podrobi potfebnému zahtevu, dosdhne dlouhodobé tdrznosti naplné.
Konzervaéni uéinek vysvétloval tim, Ze zihievem rozlozi vzduch a odstrani kyslik (Curda,
2010)

Vroce 1804 si byl natolik jisty, ze sviij produkt testoval na Francouzském
namotnictvu a sklidil velky uspéch (Goldblith, 1971b). Armadé ptedlozil vzorky jidel
ve sklenicich, které byly ulozeny 130 dnii v mofi a nezkazily se (Zizkovéa a Caisova, 2011).
Po vytaZeni a otevieni je degustovala komise odbornikll. VSech 18 riznych druhti pokrmt si
zachovalo &erstvost a neprodélalo v moii zadné nezadouci zmény (Stépnickova, 2010). Jeho
vynalez byl vyhodnocen a vroce 1810 ziskal slibenych 12 000 franka, ale musel zvefejnit

ptesné udaje o svém objevu (Goldblith, 1971b). Diive nez dostal cenu, musel Francouzské
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vladeé dodat 200 kopii publikace, které tisknul na vlastni naklady, o svych metodach. Appert
popisoval proces zpracovani takto:

- Uzaviete potraviny, které maji byt zachovany, v lahvich

- Opatrn¢ lahve zakorkujte

- Vaite lahve ve vod¢ po urCitou dobu (v zavislosti na potravinach)

- Vyjméte lahve z vody a zchlad’te je

V roce 1811 vyslo druhé vydani ve francouzstin€, ale uz i anglictin€ a Svédsting,
vroce 1823 tieti a v roce 1831 ¢tvrté. To bylo také pielozeno do mnoha jazyka (Bitting,
1937). V roce 1844 vysel v Praze némecky pieklad patého francouzského vydani. To uz bylo
podstatné obsahlejsi, nez prvni vydani. Kniha o 400 stranach popisuje ovSem nejen ptivodni
konzerva¢ni metodu a navody K jeji aplikaci pro Siroké spektrum rostlinnych i zivo¢isnych
produktd, ale zabyva se i dal§imi zplGsoby uchovy potravin véetné vina. Dilo poskytuje
zajimavy pohled na potravinafstvi v prvni poloving 19. stoleti (Curda, 2010).

Mezitim vSak inspirovaly Appertovy uspéchy anglické vynalezce, predevSim Petra
Duranda (Curda, 2010). Zrodilo se dalii vyznamné vylepseni, na které udélil anglicky kral Jifi
III. Durandovi patent. Peter Durand dovézel z hrabstvi Cornwall tenky vélcovany ocelovy
plech, ktery pocinoval a pouzil misto skla na vyrobu klasické valcové nadoby — konzervy, tak
jak ji zndme dodnes. Plechové konzervy Slo 1épe vzduchotésné uzavftit, plech byl odolné;si,
snaze se s nim pracovalo pfi vyrob¢ i preprave, vrstva cinu byla ochranou pted korozi
(Stépnickova, 2010).

Prvni firmu na vyrobu potravinovych konzerv zalozili v roce 1812 Anglicané Bryan
Doklin a John Hall, kteti koupili Durandtv patent za tisic liber. Produkce konzervovanych
potravin se brzy rozsifila i do dalSich zemi. V roce 1818 byl Durandlv patent uznan v USA
(Zizkova, Caisova, 2011). Rozvoj konzervarenského primyslu v Americe umocnila zlata
hore¢ka a pozdgji ob&anska valka (Stépnic¢kova, 2010). V CR se vyroba konzerv primyslové

rozb&hla az po prvni svétové valce (Zizkova a Caisova, 2011).

3.1.1. Rozvoj potravinarské mikrobiologie

V 19. stoleti byla potravinafska mikrobiologie v plenkdch. Mnoho lidi pfispélo
Kjejimu rozvoji. Nékolik védcu vyznamné piispélo k pochopeni védy o konzervaci
(Goldblith, 1972). V roce 1897 Samuel Prescott a William Lyman Underwood publikovali

studii ,,Mikroorganismy a sterilaéni proces v konzervarenském pramyslu® (Curda, 2010).
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Spolu ud¢lali obrovské mnozstvi prace, ktera méla skvély efekt na rozvoj konzervovani. Tyto

veédecké prace ukazaly, ze:

bakterie jsou pti¢inou kazeni konzervovanych potravin

nékteré druhy potravin potfebuji byt zahtaty nad bod varu, aby zajistily sterilitu

je dulezity prostup tepla

- je dulezité po zpracovani konzervované potraviny ochladit

V roce 1920 Bigelow and J. R. Esty zjistili, Ze spory umiraji rychleji pii vysSich
teplotach. V roce 1922 Esty a K. F. Meyer prokazali maximalni odolnost spor bakterie
Clostridium botulinum pomoci vlhkého tepla. Polozili zaklady pro koncept 12-D (Stumbo,
1965). V dalsich desetiletich se prohlubovaly nejen znalosti o tepelné destrukci mikrobd, ale
i 0 uCincich zahfevu na jednotlivé slozky potravin. To spolu s poznatky o sdileni tepla a se
zlepSujici se technikou méfeni a regulace sterilaéniho procesu umoznilo posléze optimalizovat
tepelné osetieni potravin a zajistit nejen bezpeénost, ale i vysokou kvalitu vyrobku (Curda,
2010).

3.1.2. Otevirani konzerv

I kdyz od doby, kdy se konzerva otevirala bajonetem, jiz n¢jaky cas ub¢hl, piesto
otevirani bylo (a n€kdy jesté i je) dlouhodobé slabinou tohoto typu obalu. Vedle klasického
otviraku se lze u konzerv setkat s oteviranim pomoci kli¢ového otvirace (napf. u sardinkovych
plechovek). Prvni takové kli¢e jsou z roku 1866, systém tohoto otevirani vyuzil faktu mensi

pevnosti letovaného plechu (Zizkova a Caisova, 2011).

O néco pozdéji se jesté V témze stoleti objevily rizné typy pakovych oteviract. Teprve
kdyz se koncem 19. stoleti zacalo pouzivat navalcovani dna a vika plechovky pomoci
tzv. dvojitého Svu misto letovani, bylo mozno pouzit oteviracl, které vedou fezny nastroj
po obvodu hladkého uzavéru. Az v 50. letech dvacatého stoleti se objevuje moznost obejit se
pii otevirani plechovek bez dalSiho néstroje. Tzv. ,,easy open®, tedy snadno oteviratelné
uzaveéry, vychazeji ze ztenceni materidlu vika v obvodové ryze budouciho otvoru na tloustku,
Kterou je mozno odtrhnout nebo vtladit pouhou rukou. Zprvu toto feSeni umoziovala
vzhledem ke své mékkosti pouze hlinikova vicka, kterd byla pouzivdna i pro ocelové
ocelového plechu, coz je stimulovano také pozadavkem homogenniho slozeni plechovek kvili
recyklaci (Curda, 2010). Snazsi otevirani se vyskytuje u tzv. polokonzerv (Zizkova a Caisova,

2011).
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3.2. Teorie konzervace

3.2.1. Tepelné zni¢eni mikroorganismii

Aby bylo mozné Iépe porozumét tepelnému zniceni mikroorganismii ve vztahu
k ochrané potravin a konzervovani, je nutné pochopit nékteré zakladni pojmy spojené s touto

technologii. Nize jsou uvedeny nékteré z dulezitych pojmu (Jay et al., 2005).

3.21.1. D-hodnota

D-hodnota se oznacuje jako Cas, ktery je pfi dané teploté potiebny ke snizeni poctu
mikroorganisml na 10%, ¢ili ¢as potiebny k decimalni redukci (z angl. ,,Decimal reduction
time*). Usmrceni mikrobidlni populace pii sterilaci se neuskuteiiuje najednou, ale

exponencialné v tzv. logaritmické fadé (Gorner a Valik, 2004).
D-hodnota se vypocita ze vztahu:
D =t/(log a —log b)

Kde: a=pocatecni pocet mikroorganismi v objemové nebo hmotnostni jednotce
b = konec¢ny pocet mikroorganismi v objemové nebo hmotnostni jednotce

t = Cas plsobeni mikrobicidni teploty v minutdch nebo sekundach

Cim je zkoumany mikroorganismus odoln&jsi vii¢i zdhievu (termorezistentnéjsi), tim
vy$$i bude pii urCité konstantni teploté jeho D-hodnota. D-hodnota se bude snizovat pfi
pusobeni vysSich teplot na mikroorganismy. Vzhledem Kk tomu, Ze D-hodnotu ovliviiuje
teplota, je potieba ji uvést jako index. Napfiiklad, Diz; = 1 pro Clostridium sporogenes
znamena, ze pokud na testovany kmen pasobi teplota 121 °C, sniZi se pocet zivych bun¢k na
10% za 1 minutu (Gorner a Valik, 2004).

Hodnoty-D slouzi jednak k posouzeni termorezistence jednotlivych mikroorganismu
a zejména jsou vyuzivany pro hodnoceni inaktiva¢niho u¢inku pasteracniho nebo sterila¢niho
zahtevu (Voldftich, 2002b).

Vétsina vegetativnich bunék je usmrcovana uz pti teplotach 55 — 65 °C. Jejich D-
hodnota pfti teploté 65 °C (Cili Dgs) byva obyc€ejné 0,2 — 2,0 minut. Gramnegativni bakterie,
napt. Escherichia coli (Dgs = 0,1 min) jsou vyznamné termolabilnéj$i nez grampozitivni,

napt. Enterococcus (Dgs = 5-30 min). Vyznamné rezistentni vii¢i plisobeni vyssich teplot jsou

13



endospory bakterii rodi Bacillus a Clostridium, které jsou devitalizované az pii teplotach
130 °C (Gorner a Valik, 2004).

3.2.1.2. z-hodnota

Zatimco D-hodnota odrazi odolnost organismu na urcitou teplotu, z-hodnota poskytuje
informace o relativni odolnosti organismu k riznym destruktivnim teplotam (Jay et al., 2005).
Vime, Ze ¢im je zahtev urcité populace mikroorganisma vyssi, tim rychleji mikroorganismy
odumiraji. V podstat¢ z-hodnota udava o kolik stupiili celsia se musi zvysit teplota zdhfevu,
aby se D-hodnota snizila na 1/10.

z-hodnota se vypocita ze vztahu:

r,—T,
z =
logD, —log D,

Kde: D; = D-hodnota pfi teploté T,
D, = D-hodnota pii teploté T>

Vegetativni bakterie, kvasinky a plisn¢ mivaji z-hodnoty v oblasti 4,4 — 6,6 °C,
endospory rodia Clostridium a Bacillus 3 — 30 °C (Gorner a Valik, 2004).
3.2.1.3.  Qig-hodnota
Qio-hodnota udava, o co rychleji probéhne devitalizace mikroorganismi, kdyz se

devitaliza¢ni teplota prostiedi zvysi o 10 °C (Gorner a Valik, 2004).

Podle této definice je mezi z-hodnotou a D-hodnotou ptimy vztah:

3.2.1.4. F-hodnota

F-hodnota udava pocet minut, které jsou potiebné pii teploté 121 °C k dosazeni
urcitého letalniho efektu (Gorner a Valik, 2004). Integrovana smrtici hodnota tepla pfijata
vSsemi body v nadobé¢ pfi zpracovani je oznaCovana jako Fy. Fy pfedstavuje miru schopnosti
tepelného procesu, ke snizeni poétu spor nebo vegetativnich bunék daného organismu

v nadob¢ (Jay et al., 2005). Napiiklad hodnota Fy = 5 znamena, Ze k dosazeni urcitého
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letalniho efektu sterilizovaného obsahu je potieba 5 minut pfi teploté 121 °C (Gorner a Valik,
2004).

Fo-hodnota se vypocita ze vztahu:
Fo=D (log a-log b)

Kde: D = teplotni rezistence hlavniho mikroorganismu
a = pocate¢ni pocet mikroorganismuti v objemu

b = pozadovany pocet mikroorganismt v objemu po sterilizaci

3.2.1.5. Koncept 12-D

Koncept 12-D se vztahuje k procesu smrticiho pozadavku v konzervarenském
primyslu a naznacuje, ze minimalni tepelny proces by mél redukovat pravdépodobnost preziti
nejodolngjsich Clostridium botulinum spor k 10™2. Vzhledem k tomu, Ze spory Cl. botulinum
nekli¢i a neprodukuji toxin pii pH niz§im nez 4,6, je tento koncept pouzivany pouze
u potravin s hodnotou pH nad 4,6 (Jay et al., 2005).

K dosazeni dostate¢né zdravotni bezpecnosti se pozaduje, aby se pocet spor v jednom
obale s potravinou snizil o 12 logaritmickych fada (kocept 12-D) (Gorner a Valik, 2004).

Ptiklad ze ,,Stumba® ilustruje tento koncept z hlediska konzervarenské technologie.
Pokud se predpoklada, ze kazda konzerva potraviny obsahuje pouze jednu sporu

Cl.botulinum, Fyp mize byt vypocitano pouzitim obecné rovnice:

Fo=D (log a - log b)

Fo=0,21 (log 1 — log 10™?)

Fo=0,21x12=2,52 min
nebo

Fo=0,21 (log 10*? — log 1)

Fo=0,21x 12 =2, 52 min

To znamena, Ze zpracovanim po dobu 2,52 minuty pfi 121 °C, by se m¢l snizit pocet

spor Cl. botulinum na jednu sporu v 1 z bilionu (10*%) konzerv (Jay et al., 2005).
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3.3. Typy konzerv

Konzervaci se rozumi kazdy umyslny zékrok, poptipadé uprava potravin, prodluzujici
skladovatelnost suroviny po dobu delsi nez je jejich pfirozend udrznost (Babicka et al., 2007).
Konzervované produkty lze podle zpiisobu tepelného opracovani rozdélit do 5 zékladnich
skupin (viz. tabulka 1), kterymi jsou — polokonzervy, tfictvrtékonzervy, normalni konzervy,

konzervy do tropi a shelf-stable-products (SSP).

Tabulka 1
Mikrobiologické tfidéni masovych konzerv (podle Leistner et al., 1970)
Oznaceni a Tepelné Zahtevem jsou devitalizované
maximalni skladovatelnost opracovani
I. Polokozervy 65-75°C vétSina vegetativnich mikroorganismt

6 mesica, <5 °C

II. TFric¢tvrté konzervy Fo=0,65-0,80 | vSechny vegetativni mikroorganismy a
6-12 mésict, <15 °C spory mezofilnich druht Bacillus
I11. Normalni konzervy Fo>5,0 jako u II. a spory mezofilnich klostridii

4 roky, <25°C

IV. Konzervy do tropt Fo>15-20 jako u III. a spory termofilnich druhi

1 rok, > 40 °C Bacillus a Clostridium

V. Shelf-stable-products 75-80°C vegetativni mikroorganismy a

ay — SSP aw < 0,95 ptezivajici mikroorganismy jsou v jejich
1 rok pii 20 °C rozvoji brzdéné

3.3.1. Konzervy (normalni konzervy)

Za normalni konzervy jsou oznafovany produkty konzerva¢nich zakrokd, jejichz
trvanlivost je téméf neomezend, pokud jde o pisobeni mikroorganismi (Babicka et al., 2007).

Konzervy jsou sterilni produkty, které jsou ziskdvany zahiatim konzervovaného
produktu v obalech na Fy-hodnoty > 5. Obaly jako jsou naptiklad pocinovany plech, hlinik,
sklo, termorezistentni plastické hmoty (napt. polypropylen a jiné), znemoziuji naslednou
rekontaminaci. Mezi konzervy jsou fazeny i kyselé pasterizované produkty, jejichz hodnota
pH je nizsi jak 4,5 (napf. ovocné stavy), nebot’ pfi tak nizkém pH nemohou spory, které
piezily pasteraci, vyklicit (Gorner a Valik, 2004).

Neékdy je nespravné oznaCovana jako konzerva také plechovka — ddéza vyrabéna

obdobnym zptisobem, ale produkt v ni viak nebyva konzervovan (Zizkova a Caisova, 2011).
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3.3.2. Konzervy do tropt

V konzervach urCenych do tropickych regionti musi byt devitalizované 1 spory
termofilnich bakterii (napt. rody Bacillus a Clostridium), proto musi byt zahtev uskuteénény
na Fo-hodnoty az do 20 (Gorner a Valik, 2004).

3.3.3. Polokonzervy

Za polokonzervy povazujeme zbozi, jehoZ trvanlivost je zvySena pouze na omezenou
dobu, nejvyse 6 meésicl, za predpokladu dodrzeni ptedepsanych skladovacich podminek
(Babicka et al., 2007).

Polokonzervy se na devitalizaci vegetativnich mikroorganismti podrobuji pouze
pasterizaci nebo vafenim (napft. vaiené¢ marinady, potraviny v aspiku). Rastu mikroorganismu
zabrani 1 konzervované kyselé roztoky (kyselina octova) anebo se k nim ptidavaji povolené
konzervacni latky (napf. kyselé rybi produkty a marinady). Polokonzervy nejsou trvanlivym
produktem a i v chlazenych skladech maji jen omezenou trvanlivost. Mezi polokonzervy se
fadi 1 termolabilni masové konzervy, které byli v jadie zahtaté jen na 65 az 75 °C. Pii téchto
zpusobech konzervace nejsou devitalizované bakteridlni spory a miizou v nich ptezivat
| termorezistentni nesporotvorné bakterie, napiiklad rod Enterococcus. Proto se polokonzervy
musi skladovat v chlazenych skladech (Gorner a Valik, 2004).

3.3.4. Trictvrté konzervy

K tfictvrté konzervam se tadi konzervarenské produkty v obalech zabranujicich jejich
rekontaminaci, jako jsou naptiklad vafené uzeniny, jaterni vyrobky a jiné, které se zahtivaji
na Fo-hodnoty 0,6 az 0,8 (Gorner a Valik, 2004).

3.3.5. SSP produkty

Tzv. SSP produkty (shelf-stable products) jsou potraviny v obalech zabranujici jejich
rekontaminaci. Pfi pokojové teplot¢ maji trvanlivost az jeden rok (datum minimalni
trvanlivosti). Jejich trvanlivosit se dosahuje zdhfevem na teploty < 100 °C a pomoci
doplnujicich faktorti vnitiniho prostfedi, napfiklad sniZzenim jejich a,-hodnoty na méné

nez 0,95 (Gorner a Valik, 2004).

17



3.4. Odolnost mikroorganismii

3.4.1. Tepelna odolnost

Obecn¢ plati, ze tepelnd odolnost mikroorganismu se tykd jejich optimalni ristové
teploty. Psychrofilni mikroorganismy jsou velmi citlivé na teplo, nasleduji mikroorganismy
mezofilni a termofilni. Sporulujici bakterie jsou obecné vice tepelné¢ odolné nez bakterie
nesporulujici. Z toho termofilni sporulujici jsou jesté vice tepelné¢ odolné nez mezofilni
sporulujici. S ohledem na Gramovu reakci, maji tendenci Gram-pozitivni bakterie byt vice
tepeln€ odolné nez bakterie Gram-negativni. Koky jsou odolné&j$i nez nesporulujici ty€inky.

Kvasinky a plisn¢€, maji tendenci byt pomérné citlivé na teplo (Jay et al., 2005).

Pro urceni relativni odolnosti spor nebo vegetativnich bunék proti teplu mohou byt
pouzity D-hodnoty. Zatimco spory nejvice tepelné odolnych kment Cl.botulinum typti A a B
maji D-hodnotu 0,21, tepelné odolné teplomilné spory Geobacillus stearothermophilus maji
D-hodnoty kolem 4,0 -5,0 (Jay et al., 2005).

Odolnost vic¢i vysokym teplotdm také ovliviji faktory prostfedi, jako jsou pH,
ay (vodni aktivita, z angl. water activity) a pfitomnost ochrannych latek.
Nejtermorezistentnéjsi byvaji mikroorganismy pii takovych hodnotich pH, pii kterych je
jejich rast optimalni. S klesajici hodnotou pH prosttedi klesd 1 termorezistence
mikroorganismt. Kyselé prostfedi tedy zvySuje mikrobicidni ucinky sterilace, ¢ehoz se
Vyuziva v konzervarenském primyslu. Pfi devitalizaci mikroorganismu pfenasi letalni energii
na mikroorganismy voda. Proto s klesajicimi hodnotami a, termorezistence vyrazné stoupa.
Ochranné latky: tuky, bilkoviny a sacharidy jako slozky potravin zvySuji termorezistenci
buné¢k tim, ze je obklopuji jako ochranny koloid, ktery ma nizsi tepelnou vodivost jako voda

samotnd (GoOrner a Valik, 2004).

3.4.2. Tlakova odolnost

Mikroorganismy nejsou odolné pouze vuci teplu ale i vici tlaku. A stejné jako u tepla jsou
Gram-pozitivni bakterie odoInéjsi nez Gram-negativni. Z hlediska ristu populace jsou buiky

rostouci exponencialné vice citlivé na tlak, nez buiiky ve stacionarni fazi (Smelt, 1998).

Zatimco vétSinu vegetativnich forem bakterii, kvasinky a plisn¢ 1ze deaktivovat pti tlaku
v rozmezi 300 a 600 MPa, bakterialni spory mohou ptezivat tlaky pies 1000 MPa. Jsou tedy

piimo zabity az tlakem vys$§im nez 1000 MPa. Spory jsou vSak citlivé i na tlak mezi
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50 a 300 MPa, pfi kterém je stimulovano jejich kliceni. Spory vykli¢i, a ndsledné mtzou byt
zabity relativné mirnym tepelnym zpracovanim nebo mirnym tlakovym oSetfenim. Avsak,
ve vétSiné piipadii mize maly zlomek spor tento zplisob oSetieni piezit. V atmosférickych
podminkach je casto nutnd "aktivace" spor pred kli¢enim. Aktivace mize byt dosazeno

nizkym pH nebo teplem (Smelt, 1998).

Bylo zjisténo, Ze maximalni odolnost proti tlaku se pohybuje kolem neutralniho az
mirné zasadité pH. Skodlivy uéinek nizké a vysoké hodnoty pH se neutralizuje roztokem
chloridu sodného a glukosy (Timson et Short, 1965).

I kdyz zatim neni znamo, zda tlak miize skute¢né zvysit odolnost viici fyzickému
osetfeni, buiikky vystaveny dalSimu stresu jinému neZz tlak (napf. subletalni teplo) se stavaji
odolngjsi vuci tlaku. Napiiklad Lactobacillus plantarum v exponencialni fazi je vice odolny

proti tlaku, kdyz bunky jsou péstovany pii suboptimalni teploté (Smelt, 1998).

3.4.3. Srovnani tepelné a tlakové odolnosti

Bakterialni spory jsou velmi odolné proti teplu a tlaku, ale zda se, Zze mezi odolnosti
vici tlaku a teplu v ramci spor u sporulujicich bakterii neni zadny vztah. Byly zkoumany
tlakové odolnosti spor sesti kment Bacillus spp. pii teplotach 5 az 10 °C, a byly srovnany
s jejich tepelnymi odolnostmi. Tlakovym osetfenim (pii 981 MPa po dobu 40 minut a pii 588
MPa podobu 120 min) nebyly inaktivovany spory G. stearothermophilus, B. subtilis
a B. licheniformis. Nicméné, tyto spory mély velké rozdily v tepelné odolnosti. Napiiklad
spory B. megaterium byly 9,3 krat vice odolné proti tlaku, ale 246 krat méné tepelné odolné
nez B. stearothermophilus. Spory B. coagulans byly aktivovany tlakovym oSetfenim.
(Nakayma et al., 1996).
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3.5. Spory a jejich tepelna odolnost

Extrémni tepelnd odolnost bakteridlnich spor zptisobuje velké znepokojeni v tepelném
uchovani potravin. Pies intenzivni studium v pribéhu nékolika desetileti, piesny diivod, proc¢

jsou bakterialni spory tak tepelné odolné, neni stale zcela jasny (Jay et al., 2005).

Z dtvodl vystavovani bakterii stresim jako je naptiklad hladovéni, vytvofili rizné
druhy bacili a klostridii tzv. ,,spici® typ bunék, nazyvany spory (Driks, 1999). Spory se
vyskytuji vSude na zemi a byly nalezeny i ve velmi starych geologickych utvarech. Jsou
urceny k zachovani rodu a v jejich podob¢ bakterie pteckavaji nepiiznivé obdobi (Lat a Hokl,
1954). Vydrzi tedy celou fadu utoku, které by vegetativni bunky neptezily. To uz pozoroval
Robert Koch pied 100 lety, ze Bacillus anthracis pomoci vytrust ptezil var, a tim podnitil
zacatek studia spor s cilem zji§téni, jak tento zvlastni ,,spici® typ bunck mize vydrZet teplo a

dals$i namahani (Driks, 1999).

Spory rodu Bacillus jsou vysoce odolné ,,spici* bunky vykazujici vysokou odolnost
vac¢i namahani v oblasti zivotniho prostiedi. Spora je obklopena strukturdln¢ komplexnim
proteinovym plastém, ktery se sklada z n€kolika soustiednych vrstev obalujicich dehydrovany
geneticky material ve sttedu. Jeden z téchto obalil, volné zesiténd vrstva peptidoglykanu
(mureinu), nazyvana kura, obklopuje jadro (Sahin, 2012). Tato vrstva je velmi dulezita pro
tepelnou a radiaéni odolnost spor (Turnbull, 1996). Plast chrani geneticky material a
umoznuje difuzi vody a malych molekul do interiéru spor. Piestoze plast musi byt chemicky
odolny a pevny, m4 vyznamnou mechanickou pruznost. Zrald spora neni statickd. Po
ukonceni sporulace se jeji objem zvétSuje nebo zmenSuje v zavislosti na relativni vlhkosti
prostiedi, bez vyznamného odporu plasté. Jakmile jsou k dispozici ziviny, spora je schopna
zase pokracovat v metabolické aktivité a vratit se do vegetativniho ristu, proto vyzaduje

rychlé shozeni plasté (Sahin, 2012).

Spora je nejzahustén€jsi formou bilkoviny bez vSech balastnich latek, jsou v ni
soustiedény jen podstatné slozky bakterialniho téla. Na povrchu je obklopena pevnym, tuhym
a nepropustnym plastém (membranou), ktery ji ¢ini odoln&jsi nez bakterie (Lat a Hokl, 1954).
Zjistilo se, ze dehydratovany stav vnitiku spor zajist'uje, ze spory piezivaji ohfev (Driks,
1999). Vysoka odolnost spor ke skodlivym vliviim, naptiklad teploté€, se projevuje jednak tim,

ze voda vnich je vazand na plasmu a jednak nepatrnou propustnosti plasté (membrany).
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Obsah vody ve sporach je sice o néco nizsi nez u vegetativnich bunék, ale tento rozdil neni

tak znacny, aby jim byla vysvétlena velka termostabilita spor (Lat a Hokl, 1954).

Teplota potfebna k usmrceni spor je obecné asi o 50 °C vyss§i nez teplota pottebna
k usmrceni vegetativnich bunék. Odolnost mikrobii vii¢i teploté zavisi na optimalni teploté
jejich ristu a mnozeni. I bacily, které vyzaduji k riistu a mnozeni vyssi teploty, jsou odolngjsi
vici teplu. K jejich zniCeni je tfeba vysSich teplot, poptipadé delsi doby nez u bacill, které se

mnozi a rostou optimalné pii nizkych teplotach (Lat a Hokl, 1954).

Z jedné bakterie vznikne zpravidla jen jedna spora a to tak, ze se protoplasma
bakterialniho téla zahusti v nékterém misté. Tak vznikne zaklad spory, do né¢hoz jsou pojmuty
vSechny dilezité latky. V bacilu se za¢ne tvofit zrnéCkovity shluk, ktery mize byt umistén
bud uprostied tyCinky (ekvatorialn¢) nebo v blizkosti nékterého konce tyCinky
(subterminalng), popfipadé zcela na konci (terminaln¢). V nebarveném preparatu zrnécko
lame svétlo (sviti), pfi orientacnim zbarveni zstava nezbarveno, nebot’ velmi obtizné pfijima
barviva. Tento zadklad spory se zvétSuje a vytvaii kolem sebe zonu, kterd se vyvine v pevny
obal, doroste tloustky tyCinky, pfipadné ji i pferoste. Matetska bunka se zpravidla postupné
rozlozi, a tak vznikne volna spora. Spora se nemnoZi a nevyzaduje Zivné prostiedi. Zivotni
ukony témét ustavaji, bakterie vSak zistdva na zivu prakticky nekone¢né dlouho

a v pfiznivych podminkach opét vykli¢i ve vegetativni, ¢innou ty¢inku (Lat a Hokl, 1954).

Spory rodu Bacillus mohou ziistat ve své ,,spici“ a odolné formé po nékolik let, ale
pii obnové zivin v prostiedi se mtizou navratit k zivotu béhem nékolika minut v procesu
kli¢eni. Tento proces vyzaduje urcity pocet specifickych proteinil, z nichz vétsina je ve vnitini
membrané spor nebo alespon k ni pfipojena. Tyto proteiny zahrnuji kli¢ici receptory, Které

reaguji na ziviny (Setlow, 2014).

Pfi kliceni se sténa spory vydouva, prodluzuje, ztenCuje a nakonec praskd. Doba
kli¢eni spor ve vegetativni buiilky znacné kolisd a zavisi na teploté a vlhkosti. Nejrychleji
spory kli¢i pii teploté optimalni pro mnoZzeni ptislusnych bacili. Pfevazna cast bakterii klici
V rozmezi teplot od 8 do 53 °C, pfitom optimalni hranice kolisa od 28 do 37 °C. K vykli¢eni
spor je déale nezbytna vlhkost (volna voda). V suchych vyrobcich nebo ve vyrobcich, v nichz

je voda pevné vazana, spory nevykli¢i (Lat a Hokl, 1954).

Problematika tvorby spor neni jednozna¢né objasnéna. Tvorba spor nesouvisi

S nepfiznivymi podminkami ani se stafim kultury. Tvorba spor zacina ke konci aktivniho

21



vzrustu kultury. Také bylo zjiSténo, Ze sporotvorné zarodky tvoii spory i za optimalnich
podminek v prostfedi bohatém na ziviny. Zda se tedy, Ze tvorba spor je normalni casti

vyvojového cyklu nekterych mikroorganismu (Lat a Hokl, 1954).

Udalosti zapojené do sporulace vegetativnich bun¢k a kli¢eni spor jsou komplexni a
jsou ovlivnény faktory jako je teplota, pH a dostupnosti nékterych dvojmocnych kationti
(Ca2+, Mg2+, Mn2+), uhliku a sloucenin obsahujicich dusik. Spory vzniklé za rGznych
podminek, maji riznou stabilitu a stupné odolnosti proti teplu, zafeni, chemickym latkam,

vysuseni a dal$im neptiznivym podminkam (Turnbull, 1996).

Zjistilo se, ze jednomocné soli, napiiklad chlorid sodny, chlorid amonny, chlorid
draselny apod. plsobi stimula¢n€ na tvorbu spor aerobnich mikroorganismii. Naproti tomu
soli dvojmocné a vicemocné vznik spor nepodporuji. A také, ze dusicnan sodny v1 %
koncentraci zabranuje sporulaci Cl. botulinum, kdeZto soli amonné tvorbu spor Cl. botulinum
podporuji. Sporulaci klostridii a bacili také podporuje vapnik a fosfor. Vapnik je téz

ve vysokém procentu obsazen ve sporach (Lat a Hokl, 1954).

Tepelna odolnost spor je spojena s dehydrataci protoplastt, mineralizaci a tepelnou
adaptaci. U kyseliny dipikolinové (pyridin - 2, 6 - dikarboxylové kyseliny nebo PDC a DPA),
ktera je charakteristicka pro bakterialni spory, se vétilo, ze je zodpovédna za tepelnou
odolnost, zejména jako dipikolinat vapenaty. Avsak bylo zjisténo, ze tepelna odolnost neni na
komplexu zavisla, a pravé jakou roli hraje v tepelné odolnosti, neni zcela jasné (Jay et al.,
2005). DPA u rodu Bacillus obsahuje pfiblizné 10 % suché hmotnosti spor. A i kdyz se velmi
pravdépodobné podili na odolnosti spor proti vlhkému teplu a stabilité spor, konecny dikaz o
uloze této molekuly stale chybi. Naptiklad kmen FB122 Bacillus subtilis produkoval velmi
stabilni spory, které postradaly DPA, a sporulace tohoto kmene s DPA pfinesla spory s témét
normalni trovni DPA. (Setlow et al.,2006). Malé proteiny rozpustné v kyselin¢ (SASP) typu
alfa / beta se nachazeji ve sporach, a tim také ptispivaji k tepelné odolnosti. Tepelna odolnost
se zda byt spojena i s kontraktilni kiirou, ktera bud’ snizuje obsah vody protoplastti, nebo ji
udrzuje ve stavu dehydratace. Je opodstatnéné, ze dehydratace a zmenseni protoplastl je

hlavnim faktorem tepelné odolnosti spor, ale ostatni faktory maji aditivni uCinek (Jay et al.,

2005).

Spory urcitého druhu péstované pii maximalni teploté jsou vice tepelné odolné nez ty

péstované pii nizkych teplotach. Zda se, ze obsah vody protoplastil je snizen touto tepelnou
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adaptaci, coz mé za nasledek tepeln¢ odolné&jsi spory. Tepelna odolnost je zevné ovlivnéna

zménami obsahu mineralnich latek. Ackoli vSechny tfi faktory uvedené piispivaji k tepelné

vvvvvv

3.5.2. Ochranny obal spor

PIast’ tvoii az 50 % objemu spor, a chrani je pfed chemikdliemi, enzymy, apod.
(Turnbull, 1996). Plast’ tvofi vicevrstevnou strukturu obklopujici spory a sklada se z vice nez
25 polypeptidovych druhti, organizovanych do nékolika morfologicky odlisnych vrstev. PIast’
udéluje rezistenci spor napiiklad k Setfeni chloroformem nebo napadeni lysozomem. PI4St
vsak neposkytuje jen ochranu spor, ale také sporam umoznuje reagovat na obnovenou
pifitomnost Zivin v prostiedi, tim, Ze je pievede na rostouci buiiku prostiednictvim procesu

nazyvaného klic¢eni (Driks, 1999).

Mechanismy, které fidi tvorbu plasté, byly do zna¢né miry neznamé az do nedavné
doby. Nyni vime, Ze spravné formovani plasté zavisi jak na genetickém programu, ktery fidi
syntézu komponent spor pii vyvoji, tak i na morfogenetickych proteinech uréenych k montézi

plasté (Driks, 1999).
3.5.2.1. Morfologie spor

Strukura a pocet vrstev plasté spor se U riznych druhti 1isi. Od jednoduchého plasté
B. cereus (slozeného z velké casti z jednoho druhu proteinu), po relativné slozity plast
B. sphaericus. Je mozné, ze tyto druhové specifické rozdily ve struktuie odrazi funkcni
rozdily v plasti, které pomahaji sporulujicim bakteriim ptezivat na stanovistich, ve kterych se
pohybuji. Strukturalni rozdily mezi vrstvami spor rtiznych druhtit musi byt jesté v korelaci
s rozdily s funkci plasté (Driks, 1999).

3.5.2.2. Biochemicka analyza plasté

Pii studiich provadénych v pribéhu roktt 1960 a 1970, byly stanoveny zikladni
biochemické vlastnosti plasté. Tyto biochemické pokusy ukazaly, Ze plast’ se sklada prevazné
z proteini s menSim mnozstvim sacharidi a lipidl, a ze obalové proteiny jsou obzvlaste

bohaté na aminokyseliny tyrosin a cystein (Driks, 1999).

Plasté¢ spor riiznych bakterii obsahuji rizné mnozstvi polypeptidovych druhi,

od jednoho vyznamného proteinu v B. cereus po vice nez 25 v B. subtilis. Tyto studie také
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zjistily, ze nékteré obalové proteiny jsou vysoce zesitované, coz ma za nasledek velké

mnozstvi nerozpustného materialu v extraktech plasté (Driks, 1999).
3.5.2.3.  Funkce plasté

Hlavni znama a jiz zminovana funkce plasté je ochrana spor. Plast’ se sklada ze dvou
vrstev a je ziejmé, ze jak vnitini (tzv. lammellar), tak i husta vnéjsi vrstva (tzv. elektron) hraje
klicovou roli v ochrang. Pfispévky z vnitini a vnéjsi vrstvy této funkce muize byt méfena
na zakladé analyzy ,mutantnich spor, kterym chybi bud’ vnitfni, nebo wvné&jsi vrstva.
Schopnost plasté byt jako bariéra byla zkoumana meéfenim schopnosti chranit kiru od
lysozymu. Studie cotE spor ukazuje, ze vnéjsi vrstva je dilezita pro odolnost proti lysozymu
(Zheng, 1988). Spory z gerE mutantniho kmene, kterym chybi vnitini plast’ a zlstava pouze
zbytek vnéjsiho plasté, jsou silné citlivé na lysozym - vice, nez cotE spory (Moir, 1981).
Spory z gerE jsou zhruba stejné citlivé jako spory, kterym chybi, v diasledku kombinace gerE
a CotE mutace, jak vnitini, tak i vné&jsi vrstva (Driks, 1999).
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3.6. Kazeni konzerv

KaZeni je zpusobeno pfirozenym rozkladem organickych latek nasledkem cinnosti
enzymu a rustu kvasinek, plisni a bakterii. Tyto procesy potiebuji jisté podminky, jako jsou
teplo, vlhko, vyvazené pH faktory a ptisun kysliku. Omezenim jednoho nebo vice z téchto
faktora se rozklad vyrazné zpomali nebo ustane (Schwartz, 1996).

Kazeni konzerv mize mit chemické a mikrobiologické priciny (Gorner a Valik, 2004).
Ackoliv cilem tepelné konzervace potravin je zniceni vSech mikroorganismi, tyto vyrobky
stejné za urcitych podminek prodélavaji mikrobialni kazeni. Hlavnimi divody pro to jsou
procesy, jako nedostatecnd sterilace (napf. nizkd teplota), nedostatecné chlazeni
a kontaminace konzervy ptes $vy (Jay et al., 2005). Mikrobiologické znehodnoceni mize mit
pivod 1 v nedotatecném zpracovani surovin, které jsou nadmérné¢ mikrobiologicky
kontaminované nebo zkazené¢ (Gorner a Valik, 2004). Protoze né¢které konzervované
potraviny jsou jen nizko-tepelné zpracované, je tieba ocekavat, Ze pomérné velky pocet

riznych typ mikroorganismu se bude v téchto potravinach nachazet (Jay et al., 2005).

3.6.1. Nedostateéna sterilace

Na nedostate¢nou sterilizaci poukazuje dikaz sporotvornych bakterii jako jediného
puvodce mikrobiologického kazeni. Nejcastéji prezivaji spory termofilnich bakterii, které jsou
obycejné velmi termorezistentni. Jejich minimalni riistova teplota je vysoka (= 40 °C), proto
se jimi zpisobené kaZeni konzerv zpravidla vyskytuje V tropech. Sporotvorné bakterie,
zejména klostridie, tvoti pifi fermentaci plyny (Hz, CO,, H,S a NHs), coz zpiisobuje bombaz
obalt, nepfijemny zdpach (hnilobny, nakysly), zménu textury a barvy obsahu nebo silné ¢i

slabé kysnuti. (Gorner a Valik, 2004).

3.6.2. Nedostate¢né chlazeni

Je-li chlazeni pfiliS pomalé, nedostatecné nebo jsou plechovky ulozeny pii velmi
vysokych teplotach naptiklad v tropickych zemich, mohou riist a mnozit se vysoce odolné
spory naptiklad G. stearothermophilus. Optimalni teplota pro rdst tohoto organismu se
pohybuje mezi 59 a 65 °C. Pii teploté 28 °C, nebo pii hodnoté pH mensi nez 5 rist nebude.
Spolu s B. oagulans jsou hlavni pfi¢inou "flat-sour" kaZzeni v konzervovanych potravinach.
Vétsina kment B. coagulans roste pii teplotach 50-55 °C. Rust budou také i ve vice kyselych
podminkach (Collinns et al., 1995).
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3.6.3. Kontaminace pres Svy

Netésnost se miize projevovat ve formé tenkych vlasovych trhlin obalii nebo
nedostatecn¢ tésnych spoji - spoj plasté a dna, boc¢ni Sev (Jay et al., 2005). Po autoklavovani
a béhem chlazeni vznikne v plechovce zaporny tlak a chladici voda, obsahujici baterie mtze
byt vpravena dovnitf. Konzervované potraviny tak mohou byt kontaminovany patogeny. Jen
velmi malo organismt, patogenl je tieba vpravit do plechovky, protoze se rychle mnozi.
Z divodu kontaminace se musi pouzivat voda pitna (Collins et al., 1995). Kazeni netésnych
konzerv pii chlazeni je charakteristické pro nesporulujici organismy, které by tepelné
zpracovani neptezily. Tento zpiisob kazeni konzervarenskych potravin se nékdy oznacuje jako
tzv. "anikovy - typ" kazeni. Organismy vstoupi do konzervy na zacatku chlazeni pomoci
vadnych $vi, které obvykle vznikaji poSkozenim konzervy a lze je nalézt bud’ na konzerve,
nebo v chladici vodé (Jay et al, 2005). Do uvahy pfichazi naptiklad celed
Enterobacteriaceae nebo bakterie mlécného kvaseni ale i kvasinky. Mikroskopické vlaknité
houby (plisné) se pro jejich naro€nost na kyslik vyskytuji jen pfi vétSich netésnostech. Nejsou
tu vyloucené ani plvodci alimentdrnich intoxikaci a toxikoinfekci, jako napiiklad
Cl. perfringens, Cl. botulinum, salmonely a jiné (Gorner a Valik, 2004). Tento zpusob kazeni
je minimalizovan, pokud konzervarna chladi vodou obsahujici men$i mnoZzstvi jak

100 bakterii / ml (Jay et al., 2005).

3.6.4. Nedostatecné zpracovani potravin

Tato situace mize nastat, kdyz se s materidlem, ktery bude konzervovan, nespravné
manipuluje. Napiiklad pfedvarené maso s velkym poctem piezivajicich spor uchované piilis
dlouho ve vysokych teplotach mize mit za nasledek vykli¢eni spor a produkci plynu. V takto
pozdné konzervovanych produktech budou mikroorganismy inaktivovany, ale jiz vytvofeny

plyn zptsobi nafouknuti (Collinns et al., 1995).

3.6.5. Diagnostika kaZeni

Pti diagnostice pfi¢iny kazeni konzervovanych potravin jsou nékdy dilezité minimalni
rustové teploty kazeni termofilnich. Bylo zjisténo napiiklad, Ze B. coagulans
(B. thermoacidurans) roste pomalu pfi teploté 25 °C, ale dobfe roste pii teplotach 30 — 55 °C.
G. stearothermophilus neroste pii teplot¢ 37 °C, jeji optimalni teplota je okolo 65 °C.

T. thermosaccharolyticum nerostou pti 30 °C, ale byl hlasen rust pfi 37 °C (Jay et al., 2005).
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Vyznamné v diagnostice pfi¢iny kazeni konzervovanych potravin je také vzhled
neoteviené konzervy. Konce konzerv jsou obvykle ploché nebo mirné¢ konkavni. Ale pii ristu
mikroorganismi jsou produkovany plyny a tim miiZze dojit k fadé zmén, které jsou viditelné
z vnéjsku. Konzerva oznacovana jako ,,flipper®, ma jeden konec vypoukly (konkavni) iderem
nebo ohtivanim konzervy (Jay et al.,, 2005). Konzerva oznacovana jako ,Springer je
zpusobena dalsi tvorbou plynu. Stisknutim jednoho konec plechovky zpiisobi, Ze druhy konec
vyskoCi v bouli. V dalsi fazi je tzv. "swell ", kdy jsou vyboulené oba konce plechovky
(Collinns et al., 1995). ,,Soft swell*“ odkazuje na konzervy s obéma konci vyboulenymi, které
mohou byt promacknuté pouze stisknutim prsty. ,,Hard swell*“ ma oba konce vyboulené tak,
Ze ani jeden konec nemize byt promacknut ruéné. ,,Flippers® a ,,springers* mohou byt
inkubovany pod poklickou pfti teploté odpovidajici pH a typu potravin, aby nebyl mozny dalsi
rust jinych organismi, které by mohly byt pfitomny. Tyto efekty v konzervach ne vzdy
ptedstavuji pouze mikrobialni kazeni (Jay et al., 2005).

VSeobecné lze shrnout pfiiny bombaze, at' jiz pravé nebo nepravé, asi
takto: pieplnéni konzerv, pfili§ nizka teplota obsahu pii uzavirani (teplem se jeho objem
zveétsi), nedostatecné odvzduSnéni, dlouhé Casové rozmezi od naplnéni do sterilace (znacné se
pomnozi mikroorganismy), konzervovani kaziciho se masa (tedy masa s vysokym obsahem
mikroorganismi, c¢asto sporotvorné), poruSeni souvislosti obalu (prorezavéni), netésné
uzavery, vykyvy ve vlhkosti a teploté skladisté, neSetrné zachazeni s konzervami, chemické
reakce mezi pfimési a masem, chemické reakce mezi obalem a obsahem (Lat a Hokl, 1954).

,,o0ft swell“ ¢asto predstavuje mikrobialni kazeni, stejné jako ,,hard swell“. Ve vysoce
kyselych potravinach jsou vsak ,hard swell“ cCasto ,hydrogen swell“, které vyplyvaji
Z uvolnovani plynného vodiku plisobenim potravinaiskych kyselin na Zelezo plechovky. Dalsi
dva nejbeznéjsi plyny v konzervach znehodnocenych potravin jsou CO; a H;S, z nichz oba
jsou dusledkem metabolické aktivity mikroorganismi. Zatimco sirovodik se muze poznat
jeho charakteristickou viuni, CO; a vodik mohou byt stanoveny pouze zkouskou (Jay et al.,
2005).

Kazeni nemusi mit za nasledek vzdy tvorbu plynu. Dalsi znehodnoceni bude ziejmé,
az kdyz se plechovka otevie. Tento druh kazeni se n€kdy oznacuje jako tzv. " flat-sour "
kazeni (Collinns et al., 1995). ,,Flat sour” zptsobuje napiiklad Bacillus coagulans. (Gorner
a Valik, 2004). Nekteré potraviny kontaminovany patogeny, naptiklad Salmonella typhi, se

muze pii otevieni projevit zvukem. (Collins et al., 1995).
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3.7. Rozdéleni konzerv podle pH
Klasifikace konzervovanych potravin na bazi kyselin:

3.7.1. Mirné kyselé potraviny (pH > 4,6)

Do této kategorie patii maso, moiské produkty, mléko, nckteré druhy zeleniny
(napt. kukufice, fazole), masové a zeleninové smési, ryby (obvykle o pH 5,0) a tak dale (Jay
etal., 2005). V téchto potravinach dochazi k rustu termofilnich sporotvornych bakterii
napiiklad B. stearothermophilus (s minimalni rustovou teplotou Tpin = 45 az 30 °C) ktery
V nich zpusobuje slabé kysnuti bez tvorby plynu, tzv. ,,flat-sour” kazeni. Cl. nigrificans cili
Desulfotomaculum nigrificans (Tmin = 27 °C) tvoii sirovodik, ktery reakci se zelezem dava
cerny sulfid zeleznaty — FeS (Gorner a Valik, 2004). CI. nigrificans zptsobuje tzv. "sulphur
stinkers" (Collins et al., 1995). Clostridium thermosaccharolyticum (Tmin = 43 az 35 °C)
zpusobuje bombaze konzerv, kysnuti a slabé nakysly zdpach nejvice v zeleninovych a jinych
konzervach obsahujicich sacharidy (Gorner a Valik, 2004). Tento jev se nékdy také nazyva
jako "hard swell" (Collins et al., 1995).

Jelikoz se konzervy skladuji pfi sttednich teplotach, miZe se na jejich kaZeni zucastnit
i fada mezofilnich sporulujicich bakterii, jako napiiklad Cl. sporogenes a toxin tvofici

Cl. botulinum typu A a B, ktery tvofi plyn a hnilobny zapach (Gorner a Valik, 2004).
3.7.2. Kyselé potraviny (pH 4,6 az 3,7)

Pokud je hodnota pH 3,7 - 4,6, stejné jako ve vétsiné konzervovaného ovoce, aerobni
a anaerobni nositelé spor mizou zpiisobit kaZeni, ale neni to bézné. Tyto potraviny nejsou
obvykle pod tlakem. Jsou pfili§ kyselé¢ pro rist vétSiny bakterii a zkaZeni je neobvyklé
(Collins et al., 1995). Nicmén¢ kaZzeni mizou zpusobit napiiklad termofilni B. coagulans,
ktery zplsobuje mirné kysnuti bez tvorby plynu (Gorner a Valik, 2004). Mezi mezofilni
sporulujici bakterie se fadi naptiklad B. polymyxa (B. macerans), Cl.pasteurianum,
Cl. butyricum, Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum, laktobacily, a dalsi (Jay
etal., 2005). CI. pasteurianum tvoii v konzervach plyn (bombaz) a kyselinu maslovou.
V nedostate¢né zahratych kyselych potravinach se jako skudci vyskytuji i kvasinky a bakterie

mlééného kvaseni (Gorner a Valik, 2004).
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3.7.3. Velmi kyselé potraviny (pH < 3,7)

Tato kategorie zahrnuje ovoce, ovocné a zeleninové vyrobky - naptiklad nakladanou
zeleninu, citrusové plody, ovocné stavy, zeli, okurky, a tak dale (Jay et al., 2005). Siln¢
kyselé potraviny se obycejné jen pasterizuji (Gorner a Valik, 2004). Tyto potraviny jsou
obecné kazeny nesporulujicimi mezofilnimi kvasinkami, plisnémi, Alicyclobacillus spp.,
a bakteriemi mlé¢ného kvaseni. Alicyclobacillus spp. muzZe rist a zpusobit zkazeni jable¢né,
rajCatove a bilé hroznové §tavy (Jay et al., 2005). Tyto potraviny obvykle nejsou pod tlakem
béhem ohievu (Collins et al., 1995).

Tabulka 2
D-hodnoty vybranych mikroorganismii, které se castéji ucastni kazeni konzerv (upraveno

podle Kramer, 1987)

Mikroorganismy a jejich prostiedi Teplota upravy (°C) D-hodnota (min)

Mirné kyselé (pH > 4,6)

Termofilni bakterie

Cl. thermosaccharolyticum 120 3az4
G. stearothermophilus 120 4az5
Cl. nigrificans 120 2az3

Mezofilni mikroorganismy

Cl. botulinum typu A a B 120 0,1-0,2

Kyselé (pH 4,6 — 4, 0)

Termofilni bakterie

B. coagulans 120 0,1 (0,01 az 0,07)
Mezofilni bakterie

B. polymyxa (B. macerans) 100 0,1 az 0,5

Cl. pasterianum 100 0,1az0,5
Velmi kyselé (pH < 4,0)

Mezofilni mikroorganismy

Bakterie mléného kvaSeni, kvasinky a plisné 65 0,5az 1
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3.8. Mikroorganismy

3.8.1. Rod Clostridium

Clostridium, je rod tyCinkovitych, obvykle gram-pozitivnich sporulujicich
pohyblivych ¢1 nepohyblivych bakterii. Nachdzeji se v pidé€, vodé, a stievnim traktu lidi a
jinych zivoc€ichli. VétSina druhit méd ovalné nebo kulovité spory, které obvykle roztahuji
buiiku. Spory jsou vysoce odolné vici teplu, vysuSeni, toxickym chemikéliim a detergentiim
(Jay et al., 2005). Vétsina druhi je obligatn¢ anaerobni, avSak tolerance ke kysliku se velmi
1isi. Nékteré druhy mizou rust i v pfitomnosti vzduchu pii atmosférickém tlaku, ale nemizou
zde vsak tvofit spory. Pro vétSinu druht je rist nejrychlejsi pii teploté mezi 30 a 37 °C a pfi
pH 6,5 — 7. V soucasné dob¢ je znamo asi 168 druhti tohoto rodu (Vos, 2009). Druhy jsou
variabilni ve velikosti. Napfiklad typicky druh C. butyricum se pohybuje v rozmezi od 0,6
mikrometrti v priméru a od 3 do 7 mikrometrti v délce. Ve své aktivni formé vylucuji tyto
bakterie silné toxiny, které jsou zodpovédné za takové onemocnéni, jako tetanus, botulismus.
Toxiny jsou relativné tepelné stabilni, ale mitZou byt znieny vafenim. Cty¥i Klinicky
nejvyznamngéj$i druhy jsou Clostridium botulinum, Clostridium tetani, Clostridium difficile a

Clostridium perfringens (AvianBiotech, 2009).

Clostridium botulinum je organismus, ktery zptisobuje botulismus. Obecné je pfitomen
v pude€. Poziti organismu neni Skodlivé. Nebezpec¢i hrozi, az tehdy, kdyz jsou piiznivé
podminky pro rust a nasledné i pro tvorbu toxinu. Toxin produkovany bakterii C. botulinum,
je povazovan za jeden z nejsilnéjsich ptirodnich jedii. Organismu se nejlépe dafi ve vlhkém
vzduchu a relativné vysoké teploté, v prostiedi obsahujicim rozpadajici se organické
materidly (rostlina nebo zvife). Rozkladajici se zdechliny jsou cCastym zdrojem toxinu.
Vzhledem k tomu, Ze toxin je rozpustny ve vodé, mize dojit ke kontaminaci vodniho zdroje a

poskytnuti tak zasobniku pro nemoc (AvianBiotech, 2009).

3.8.2. Rod Bacillus

Bacillus je rovna ty¢inkovita, Gram-pozitivni bakterie, ktera tvoii spory a v pfirod¢ je
vSudypfitomnd. Na jednu buiiku je formovana vzdy jen jedna spora, vic ne. Tento rod je
aerobni nebo fakultativné anaerobni, ale nékteré druhy mtizou byt dokonce striktn€¢ anaerobni.
Rod Bacillus je Gram-pozitivni. Nékteré druhy se s vékem muzou stat i Gram-negativni a

né¢které jsou dokonce rovnou Gram-negativni (\Vos, 2009).
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Mnoho druhli rodu vykazuji Sirokou Skéalu fyziologickych schopnosti, které jim
umozni zit v kazdém piirozeném prostiedi. Nejen, Ze jsou spory rodu Bacillus odolné vici
teplu, chladu, zafeni, vysychdni, a dezinfekénich prosttedkii, ale také rGzné druhy maji
neobvyklé fyziologické vlastnosti, které jim umoziuji pfezit a prosperovat v narocnych

prostfedich, od poustniho pisku, horkych prament az po arktické pudy (Turnbull, 1996).

Nékteré druhy jsou pouzivany v mnoha lékatskych, farmaceutickych, zemédé€lskych a
primyslovych procesech, které vyuzivaji jejich Sirokou skalu fyziologickych charakteristik a
jejich schopnost produkovat fadu enzymd, antibiotik a jinych metaboliti. Bacitracin a

polymyxin jsou dva znamé antibiotika ziskané z rodu Bacillus. (Turnbull, 1996).

3.8.3. Rod Geobacillus

Geobacillus je rod grampozitivnich sporulujicich aerobnich ty¢inek. Nejznaméjsim
druhem je G. stearothermophilus, ktery je vSak fakultativné anaerobni a muze vyvolavat
kazeni konzerv. Je rezistentni viici NaNO,. Onemocnéni z potravin nevyvolava. (Jay et al.,
2005). Jeho tyc¢inky jsou elipsoidni, n€kdy valcovité a jsou 2 — 3,5 pm dlouhé a 0,6 — 1,0 pm
v pruméru (Vos, 2009). Vyskytuji se bud’ samostatné, nebo v kratkych fetézcich a diky
Peritrichalnim bi¢ikiim jsou pohyblivé. Kolonie jsou rtizného tvaru a velikosti. Ristova
teplota se pohybuje v rozmezi 37 az 75 °C, s optimem pii 55 az 65 °C a pH rust se vyskytuje
vrozmezi pH 6,0 az 8,5 (Zeigler, 2001). Spory jsou extrémé termorezistentni a jsou

lokalizovany subterminalné, nékdy terminalné (\VVos, 2009).

3.8.4. Rod Byssochlamys

Jsou mikroskopické houby — plisn¢, taxonomicky fazené mezi askomycety. Tvorii
odolné spory, které se svou termorezistenci blizi bakterialnim sporam. Vydrzi teplotu az 90 °C
po dobu az 12 minut. Vyvoldvaji kazeni pasterovanych ovocnych kompotl. Na rozdil od

vétSiny ostatnich plisni toleruji nizky oxida¢né-redukéni potencial (Jay et al., 2005).
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3.9. Metody konzervovani potravin

3.9.1. Odstranénim mikroorganismii

Ultrafiltrace — zpisob konzervace Cirych ovocnych §t'av a podobnych vyrobku, pii kterém je

material filtrovan pfes membranu nepropustnou pro mikroorganismy (Voldfich, 2002a).

Baktofugace — metoda odstranéni bakterialnich spor v mléce odstfedénim, ktera je pouzivana

spolu s dalsimi zakroky zejména pasteraci (Voldfich, 2002a).

3.9.2. Tepelnym zikrokem

Zahiev na teploty, pii kterych dochazi k inaktivaci mikroorganismd, je soucéasti vétSiny
procest pouzivanych pfi zpracovani potravin nebo pfipravé pokrmi. Riizné mikroorganismy
a jejich formy jsou rizné odolné vici zahfevu. Obecné vegetativni formy vétsiny bakterii
(vyjma termofilnich) jsou inaktivovany zahfevem 10 minut pfi 65 °C. VétsSina termofilnich
bakteridlnich bun¢k je inaktivovana zahtevy od 5 do 10 minut pfi teplotach 75 az 80 °C. Ale
bakterialni spory jsou odolnéjSi. Na inaktivaci vSech druhi spor obvykle stac¢i 15 minut

zahtevu pti 121,1 °C (Voldtich, 2002b).

Pasterace — zahiev na teploty do 100 °C, ktery inaktivuje vegetativni formy mikroorganismu
a pouziva se ke konzervaci kyselych potravin, tedy potravin, jejichz pH je mensi nebo rovno
4,0 (Voldtich, 2002a). V kyselych potravinach totiz nemohou rist sporulujici bakterie, tak
neni nutné zahfevem inaktivovat i spory (Voldfich, 2002b). V piipad¢ pasterace nekyselych
(hotovych pokrmt apod.) je pasterace doplnéna dal§im zdkrokem napi. konzervaci snizenou

teplotou (Voldfich, 2002a).

Sterilace — zahfev na teploty vyssi nez 100 °C (obvykle 121,1 °C), ktera inaktivuje
vegetativni formy mikroorganismi vcetné bakterialnich spor a pouziva se ke konzervaci

nekyselych potravin, tedy potravin, jejichz pH je vyssi nez 4,0 (Voldfich, 2002a).

Frakcionovana sterilizace (tyndalace) — opakovany zahiev na tepoty do 100 °C provedeny
v pribéhu jednoho az nékolika dnti, ktery se pouziva ke konzervaci nekyselych potravin,
prficemz opakovany zdhfev umozni inaktivaci pfitomnych bakteridlnich spor po jejich

vykli¢eni (Voldfich, 2002a).
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Blansirovani — tepelna uprava (ovoce a zeleniny), ktera vede k inaktivaci enzymd, k Gpravé

konzistence, odstranéni vzduchu. Zakrok ptedchazi dalsi zpiisob konzervace (Voldiich,

2002a).

Pii zahfivani musi dojit k dosazeni dané teploty ve vSech castech potraviny,
tj. 1 v nejhife prohfivaném misté produktu. U tuhych produkti, jako jsou napiiklad masové
konzervy, se teplo sdili vedenim. U kapalin (ndpoje, homogenni polévky) se teplo sdili
proudénim. Oba tyto zpusoby se muzou kombinovat (vedeni a proudéni) pokud zahtivame
kousky v kapalin¢. Procesy mohou probihat ve stacionarnich nebo rotacnich zatizenich
(autoklavy), sdileni tepla je zavislé na velikosti a tvaru obalii zahfivanych potravin a mife
homogenity teplotniho pole v zafizeni. V kazdém piipadé je nezbytné ucinky zihfevu

posuzovat v nejhiife ohiivaném misté vyrobku (Voldfich, 2002b).

3.9.3. Zarenim

Ultrafialové zafeni — zafeni ma malou energii, malou pronikavost, usmrcuje mikroorganismy
jen na povrchu, podporuje oxidacni procesy. Prakticky se vyuziva k oSetieni povrchti, oSetfeni

vody apod. (Voldiich, 2003a).

Beta zafeni je pronikavéjsi v porovnani s UV zafenim, ale vzhledem k charakteru zareni
(proud elektronl) ma také omezenou pronikavost a pouziva se k povrchovému oSetfeni

potravin (Voldtich, 2003a).

Gama zareni — jediné ucinné zafeni, kterym je mozné usmrtit mikroorganismy na povrchu

I Uvnitt potravin (Voldfich, 2003a).

Obecné plati, ¢im je organismus mensi a jednodus$si, tim je odoln&jsi K zafeni a je
nezbytné pouziti vyssich davek. Sporulujici mikroorganismy, naptiiklad Clostridium
botulinum a Bacillus cereus, jsou vice odolné k zafeni nez nesporolujici bakterie (Voldfich,
2003a).

Zateni je schopné pronikat obalem do zabaleného materialu, tim je vyznamné snizeno
riziko sekundéarni kontaminace oSetienych produkti. Avsak zareni vyvolava zmény obalovych

materialli a miiZe tak zptisobovat neZzddouci senzorické zmény (Voldiich, 2003b).
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3.9.4. DalSimi fyzikalnimi zakroky

Konzervace ultrazvukem - vystaveni potraviny pusobenim ultrazvuku, ktery vede

K usmrceni pfitomnych mikroorganismut (Voldfich, 2002a).

Konzervace vysokym hydrostatickym tlakem — metoda oSetfeni spocivajici ve vystaveni
potraviny u¢inku vysokého tlaku (az 10 000 atm) po dobu nékolika minut, pii kterém dojde

k usmrceni mikroorganismu (Voldfich, 2002a).

3.9.5. SniZenou teplotou

Primyslova technologie mraZeni zarucuje vyss$i kvalitu neZ mraZzeni domaci. Domaéci
mraznicky totiZ neprochladi cely objem potraviny dostatecné rychle. A tak do doby celkového
prochlazeni potraviny se v ni dale mohou mnozit choroboplodné zarodky. Trvanlivost doma
mrazenych potravin je vyrazné€ krat$i. Rozmrazené potraviny se nesmi znovu zmrazovat

(Pelcova, 2007).

3.9.6. Osmoanabiozou (sniZenim vodni aktivity)

Vv

samotného obsahu vody zalezi také na slozeni potraviny. Zkazitelnost potraviny nezavisi
na celkovém obsahu vody, ale na obsahu tzv. volné vody, kterou mohou mikroorganismy

vyuzivat (Voldtich, 2004a).

SuSeni — zakrok, pfi kterém je z materidlu odstranéno takové mnozstvi vody, aby vodni
aktivita produktu branila rozvoji kazicich mikroorganismii. SuSeni zahrnuji 1 dalsi

technologické operace (peceni, uzeni atd.) (Voldfich, 2002a).

Koncentrovani - zakrok, pfi kterém je z materidlu odstranéno takové mnozstvi vody, aby
vodni aktivita produktu branila rozvoji kazicich mikroorganismi (Voldfich, 2002a).

Nejcastéjsim zpisobem koncentrovani je odpaieni vody (Voldiich, 2004b).

Soleni, proslazovani — snizeni aktivity vody pfidavkem latek, které na sebe vodu vazi a tim

snizi podil volné vyuzitelné vody pro rast mikroorganismu (Voldfich, 2004b).
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3.9.7. Chemicky

Chemosterilace — stabilizace pridavkem chemickych latek, které zptsobi usmrceni
ptitomnych mikroorganismi. Mezi postupy chemosterilace patii naptiklad ozonizace, ktera

slouzi k tpraveé vody (Voldrich, 2003c).

Chemoanabioza — stabilizace pridavkem chemickych latek, které nemusi zptsobit usmrceni
pritomnych mikroorganismt, ale zpomali jejich Zivotni pochody. Zabrani jejich pomnoZeni,
vykli¢eni spor, omezi jejich metabolismu, mikroorganismy mohou postupné hynout

(Voldtich, 2004c).

3.9.8. Cenoanabi6zou (biologickymi metodami konzervace)

Biologick¢é metody konzervace spocivaji v podpoie rozvoje uzké skupiny

mikroorganismil, ktera vytvaii prekazky konkurencni mikrofléte. Konzervacni u¢inek spociva
v produkci metabolitli, které maji inhibi¢ni €inky na jiné nezddouci mikroorganismy, které
neusmrcuji, ale potlacuji jejich rist. Cenoanabidza zahrnuje konzervaci ethanolovym

kvaSenim, mléénym kvaSenim a fermentacni procesy zaloZené na proteolyze (Voldfich,

2005).

Tabulka 3

Piehled vlastnosti hlavnich patogennich organismi (upraveno podle Voldtich, 2002a)

Clostridium perfringens

Clostridium botulinum

Zdroje kontaminace

Zazivaci trakt ¢lovéka a zvirat,

Prosttedi (ptidni bakterie)

Zazivaci trakt ¢lovéka a zvirat,

Prosttedi (ptidni bakterie)

Potraviny, ve kterych

se mohou vyskytovat

Masové konzervy

Sunka, masové a zeleninové

konzervy, ryby (typ E)

Zavaznost

Casty vyskyt, termorezistentni

spory

Ridce se vyskytujici ale velmi
nebezpecny. Celkova paralyza

se smrtelnymi nasledky.

Infekéni davka

Vysoka (10 mg toxinu)

Velmi nizka (0,2 pg toxinu)

Inkubaéni doba

8 — 24 hodin

12 — 36 hodin

Symptomy Prtijem, nuceni ke zvracent, Zavrat’, poruchy vidéni,
neni doprovazeno horeckou ochrnuti, smrt
Vlastnosti G+, sporulujici, anaerobni G-, sporulujici, anaerobni
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4. Metodika

Sporulujici bakterie jsou obecné vice tepelné odolné nez bakterie nesporulujici.
A sohledem na Gramowvu reakci, maji tendenci Gram-pozitivni bakterie byt vice tepelné
odolné nez bakterie Gram-negativni (Jay et al., 2005). Diky sporam vydrzi bakterie celou fadu

utoku, které by vegetativni bunky neptezily (Driks, 1999).

Spory tvofi predevsim tyCinkové bacily, zvlasté rody Clostridium a Bacillus. Oba tyto
druhy jsou Gram-pozitivni. Ale zatimco rod Clostridium je anaerobni, rod Bacillus je aerobni,
Aerobni mikroorganismy tvoii spory jen v prostiedi s kyslikem (i kdyZ jednotlivi ptisluSnici
této skupiny maji rizné naroky na kyslik), anaerobni jenom V prostiedi bez kysliku (Lat

a Hokl, 1954).

Postup:

Nafouklou konzervu nejprve propichneme a nechame vyfouknout plyn. Vytvofime
desitkovou fedici fadu a to tak, ze vzdy odebereme po ml vzorku a ddme do nésledujici
zkumavky. V piipadé ovocnych kompoti za¢neme jednoduSe odebirat 1 ml rovnou
z konzervy a dale pokracujeme do zkumavek. Ale v pfipadé masovych konzerv, kde nelze
prvni vzorek odebrat do injekéni stiikacky, musime nejprve skalpelem setiznout kousek masa
(z riznych mist). Snazime se sefiznout 1 g masa, abychom pak dale mohli ptidavat po 1 ml
v fedici fadé do dalSich zkumavek. Jelikoz se nikdy nepovede odebrat presné 1g vzorku,
musime dopocitat, kolik ml piesn¢ budeme davat do dalSich zkumavek (1/mnozstvi vzorku,
které je odebrano). Aby bylo fedéni pfesné¢, musime pouzit pii kazdém odebirdni novou

(Cistou) injekent stiikacku.

Kdyz je tedici tfada ptipravend, tak po 2 ml vzorku zkazdé¢ zkumavky dame
do Petriho misek (o priméru 60 mm), poté zalijeme agarem a rychle pfiklopime (tim
zabranime kontaminaci) potadné promichame tak, Ze Petriho misku zato¢ime Sestkrat doprava
a Sestkrat doleva a nechdme zaschnout. Vzorky nechdme inkubovat po dobu 24 - 48 hodin pfi
teploté¢ 35 °C +0,5°C. JelikoZz zkoumame vyskyt mikroorganismi rodu Bacillus, ktery je
aerobni a rodu Clostridium, ktery naopak vyZaduje anaerobni podminky, je nutné tyto
podminky vytvofit i pfi vyzkumu. To znamend, Ze Petriho misky, ve kterych ocekédvame

vyskyt aerobnich mikroorganismt (hl. rod Bacillus) inkubujeme voln¢, tak jak jsou. Ale
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Petriho misky, ve kterych ocekdvame vyskyt anaerobnich mikroorganismt (hl. rod

Clostridium) musime inkubovat v anaerostatech (Oxoid).

Po inkubaci spocitame, kolik a jaké kolonie se vytvofily v jednotlivych Petriho
miskach a mikroskopujeme. Pocet bakterii vyjadiujeme jako pocet kolonii tvoficich jednotek

na jeden gram (KTJ/g), ktery vypocteme podle vzorce:

P = [(P, +P2)/11] X F

Kde P; a P; jsou poCty kolonii na dvou po sob& jdoucich pocitatelnych fedéni a F je

prevracena hodnota vyssiho fedéni.

Pouzity material:

Kultiva¢ni médium — Wilkins-Chalgren agar (Oxoid)
Redici Fady

Zkoumané konzervy — masova, ananasova a broskvova

Popis konzerv:

Masova konzerva — Dablik-¢ertovska pomazanka

Dablik byla bombazni konzerva s dobou trvanlivosti 15. 8. 2016 (viz. ptilohy).

Ananasova konzerva

Tato konzerva byla pomérn¢ dost bombazni, ale n€kolik let prosla (viz. ptilohy).

Broskvova konzerva

Tato konzerva s dobou trvanlivosti do 31. 12. 2011 byla natolik bombazni, ze praskla

a vytekla (viz. pfilohy).

37



5. Vysledky a diskuze

V bakalaiské praci je uvedena metodika a hruby nastin vyzkumu vyskytu bakterii
v konzervach. Cilem bylo objevit v bombaznich konzervach sporulujici bakterie. Podrobnéjsi

vyzkum vSak bude proveden az v dalSich letech vyzkumu (v diplomové praci).

Je popsano jakym zplisobem se méa dany vzorek zpracovat, vyhotovit fedici fada, kde
se jednotlivé fedéni zalije kultivaénim mediem a jakym zpisobem se bude kultivovat

pii zjistovani vyskytu urcitého rodu.

Zkoumané konzervy:

Masova konzerva — Dablik-¢ertovska pomazanka

Ve svém slozeni obsahovala E 252, proto se dalo ocekavat, ze se v ni nebude
vyskytovat Clostridium botulinum. Po inkubaci pii aerobnim prostiedi byly pozorované
Kulovité zlutooranzové koolonie a pii mikroskopovani byly objeveny pohyblivé tyCinky
(viz. pfiloha). Po inkubaci pii anaerobnim prostiedi byly pozorovany velké, skoro prihledné
kolonie s nepravidelnymi tvary. Mikroskopovanim byly pozorovany pohyblivé tyCinky
(viz. ptilohy).

Prostiedi kultivace Pocet bakterii
Aerobni 1,909 x 10*KTJ/g
Anaerobni 0, 909 x 10° KTJ/g.
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Ananasova konzerva

Tato konzerva byla bombazni, ale né€kolik let prosla. Jeji pH hodnota byla 4, 4.

Po inkubaci pii anaerobnim prosttedi byly pozorovany tyc¢inky.

Prostredi kultivace

Pocet bakterii

Aerobni

0,182 x 10°KTJ/g

Anaerobni

0, 182 x 10*KTJ/g.

Broskvova konzerva

Tato konzerva byla natolik bombézni, ze praskla a vytekla. Po inkubaci pii aerobnim

prostiedi byly pozorovany koky, diplokok a sarciny. Pfi anaerobnim prostfedi byly

pozorovany diplokoky.

Prostiredi kultivace Pocet bakterii
Aerobni 0,091 x 10*KTJ/g
Anaerobni 0, 273 x 10*KTJ/g.

Vyzkum znacné€ ovliviiuje fada faktorti. Jednim ztéchto faktorti je kontaminace
kultivacniho média spadem z prostfedi. Tato kontaminace, ktera miize vzniknout naptiklad
pii Uplném otevieni Petriho misek, nebo nasledné pomalym uzavienim. VSechen spad
z prostfedi nebo neomyta pracovni deska a ruce lihem zptsobuji, ze vyzkum neni pftili§
presny. DalSim faktorem, ktery ovlivni vysledek sledovani je stafi konzervy. Pokud je
bombazni konzerva dlouhou dobu prosla, miizou organismy, které v ni kdysi zili vymfit, tudiz
vyzkum nemize byt piesny. A v neposledni fadé pokud je konzerva natolik bombazni, ze se
vytvoti Stérbina/dirka, tak je konzerva kontaminovana ze vzduchu, uvniti se vytvoii aerobni

prostfedi, vyzkum tedy nemuze byt presny.
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6. Zavér

Sporulace bakterii je schopnost tvofit spory, které slouzi k zachovani rodu b&éhem
neptiznivych podminek. Proto cilem konzervace je snaha zlikvidovat vSechny bakterie véetné

spor, aby se tak zabranilo kazeni konzerv.

Cilem této prace bylo testovat nafouklé konzervy nakoupené v maloobchodnich sitich,
eventualné konzervy z doméacich zasob. Z vyzkumu bylo pozorovano, ze bombazni konzervy
obsahovaly od 0,091 x 10 do 1,909 x 10? KTJ/g bakterii a vyskytovaly se hlavn& pohyblivé,

sporulujici ty¢inky.
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8. Seznam pouzitych zkratek

ay - vodni aktivita (angl. water aktivity)

B. — Bacillus

Cl. — Clostridium

DPA - kyselina dipikolinova (pyridin - 2, 6 - dikarboxylové kyseliny)
G. — Geobacillus

KTJ — kolonie tvofici jednotka

T. — Thermoanaerobacterium
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9. Prilohy

Masova konzerva: Dablik — Certovskd pomazéanka

Ananasova konzerva Broskvova konzerva
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Bekterie v masové konzervé (Dablik — Certovskd pomazanka)

Pti inkubaci v aerobnim prosttedi

Pti inkubaci v anaerobnim prostfedi




