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ABSTRAKT 
 

Práce byla zam��ena na studium skladby mikroflóry nebalené chlazené 
dr�beže z obchodní sít�. V literární rešerši je uveden p�ehled sou�asného stavu 
problematiky se zam��ením na metody snižování po�tu mikroorganizm� 
na povrchu masa a dr�beže používané u nás a ve sv�t�. V experimentální �ásti 
byly izolovány bakteriální kmeny z k�že chlazených ku�at, které byly 
charakterizovány pomocí mikrobiologických, biochemických a molekulárn� 
biologických metod. Dále byly testovány antimikrobiální ú�inky r�zných 
organických kyselin a monoacylglycerol�, z nichž byly n�které vytipovány 
pro aplikaci na k�ži chlazené dr�beže. Po aplikaci byl sledován vliv na snížení 
mikrobiální kontaminace ku�ecí k�že. Zejména kyselina mlé�ná, která je 
p�irozenou složkou masa, se jevila jako velmi ú�inná p�i potla�ení 
mikroorganizm� poškozujících dr�beží maso. Nejvyššího efektu bylo dosaženo 
použitím kombinace kyseliny mlé�né se sorbanem draselným. Aplikace této 
sm�si neovliv�uje vzhled, v�ni ani chu� dr�bežího masa. Tímto ošet�ením byla 
zvýšena bezpe�nost a prodloužena trvanlivost chlazeného dr�bežího masa 
o n�kolik dní, aniž by byly ovlivn�ny organoleptické vlastnosti.   

 

Klí�ová slova: chlazená dr�bež, mikroflóra, kyselina mlé�ná, sorban draselný 

ABSTRACT 
 

The aim of this work was to study skin microflora of retail chicken surface. 
Literature review looks into the problem of this field, especially it is focused 
on decontamination treatments of poultry in the Czech Republic and worldwide. 
Bacterial strains were isolated from the chilled chicken skin and were further 
characterized by microbiological, biochemical and molecular biology methods. 
Antimicrobial activity of several organic acids and monoacylglycerols were 
tested. Few of them were selected for application on chicken skin. Experiments 
were conducted to decontaminate chilled chicken skin with selected organic 
acids or monoacylglycerols and the antimicrobial effect on skin microflora was 
observed. Namely lactic acid, that is a natural compound of meat, was found to 
be the most effective in reduction of spoilage microorganisms in combination 
with potassium sorbate. Application of this combination did not influence 
sensory characteristic of chicken meat and skin. Food safety of chicken meat 
was increased and its shelf life was prolonged by means of this treatment. 
 

Keywords: chilled chicken, microflora, lactic acid, potassium sorbate 
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11..    SSOOUU��AASSNNÝÝ  SSTTAAVV  ��EEŠŠEENNÉÉ  PPRROOBBLLEEMMAATTIIKKYY  
 

V sou�asné dob� je dr�beží maso jedním z nejvyhledávan�jších zdroj� 
živo�išných bílkovin v lidské strav�. Dr�beží maso ve srovnání s masem 
ostatních jate�ných zví�at vykazuje nižší energetickou hodnotu a vyšší obsah 
hodnotných, lehce stravitelných bílkovin, které obsahují všechny aminokyseliny 
nepostradatelné v lidské výživ�. Nespornou výhodou je také snadná a rychlá 
kulinární úprava bez vyšších finan�ních náklad� na vstupní surovinu. 

Dr�beží maso však bývá také velmi �asto zdrojem infek�ních onemocn�ní, 
zejména gastroenteritid typu salmonelóza �i kampylobakterióza. Za rok 2007 
bylo v �eské republice hlášeno 18 204 p�ípad� salmonelóz, které však mohou 
pocházet i z jiných potravin, a 24 254 p�ípad� kampylobakterióz [1], jejichž 
zdrojem je tém�� výhradn� dr�beží maso. Zatímco infekce zp�sobené bakterií 
rodu Salmonella jsou na ústupu, byl zaznamenán nar�stající trend po�tu 
kampylobakterióz, z�ejm� i z d�vodu zdokonalení detekce a identifikace 
bakterie rodu Campylobacter. Sou�ástí povrchové mikroflóry dr�bežího masa 
mohou být také další nebezpe�né patogenní bakterie, nap�. Listeria 
monocytogenes, které mohou vyvolat závažná, až smrtelná onemocn�ní zejména 
u t�hotných žen nebo imunokompromitovaných osob.  

Technologické zpracování dr�beže na jate�n� upravená t�la zahrnuje procesy, 
které v sob� nesou riziko kontaminace patogenními bakteriemi ze st�evního 
obsahu. V �eské republice se používá k chlazení ku�at již výhradn� vzduch, což 
snižuje riziko zk�ížené kontaminace. Ovšem po zákazu používání antibiotik jako 
r�stových stimulátor�, jež sou�asn� sloužila jako prevence st�evních patogen� 
u ku�at, se zvyšuje riziko jejich výskytu na k�ži zpracovávané dr�beže.  

Ve Spojených státech, Kanad� a Austrálii se b�žn� aplikují dekontamina�ní 
techniky na povrch dr�bežího masa. Nejb�žn�ji se používají kombinace metod 
fyzikálních a chemických. P�i chemickém ošet�ení se nej�ast�ji používají 
organické kyseliny a jejich soli. V �eské republice se chemické postupy p�íliš 
nevyužívají, p�estože aktuální legislativa [2] dává právní základ pro možnost 
použití t�chto metod.  

Použití zejména kombinací fyzikálních a chemických zásah�, nap�. 
organických kyselin �i dalších p�írodních antimikrobiálních látek, vede 
ke snížení mikrobiální �etnosti na povrchu masa. To v d�sledku snižuje nejen 
množství p�ítomných patogenních mikroorganizm� a zvyšuje bezpe�nost 
dr�bežího masa, ale také zpomaluje rozvoj mikroorganizm� zp�sobujících 
kažení a tím prodlužuje trvanlivost.  
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1.1.  Dr�beží maso 
Podle vyhlášky Ministerstva zem�d�lství �. 326/2001 Sb. se dr�bežím masem 

rozumí všechny poživatelné �ásti t�l pocházejících z domácích druh� pták�, 
pat�ících do rod� kur, krocan, perli�ka, kachna a husa [3]. Pro lidskou výživu se 
využívá svalovina kosterní – p�í�n� pruhovaná, v�etn� k�že, dále droby (srdce, 
játra, svalnatý žaludek, krk). Hlavními masitými �ástmi dr�beže jsou svaly 
na hrudi a svaly stehna a lýtka. K�že je poživatelná a má vysokou schopnost 
absorbovat vodu [4]. Ku�ecím masem se rozumí maso kura domácího ve stá�í 
nejvýše t�í m�síc�. Základními složkami dr�bežího masa jsou voda (70 - 74 %), 
bílkoviny (17 - 22 %) a lipidy (2 - 11 %), dále nebílkovinné dusíkaté látky, 
sacharidy a další organické látky [4]. Složení se liší v závislosti na tom, zda se 
jedná o svalovinu prsní �i stehenní, s k�ží �i bez k�že. Z nutri�ního hlediska 
se jedná o maso velmi cenné, jelikož je zdrojem plnohodnotných bílkovin, 
vitamin� (niacin, riboflavin, thiamin), nenasycených mastných kyselin 
a minerálních látek (K, P, Na) [5]. 

1.1.1. Zpracování dr�beže v �eské republice a související legislativa 

Systém zpracování dr�beže v �R je založen na moderních technologiích 
s minimálním využitím lidské práce. Zpracovatelské podniky jsou 
modernizované tak, aby byly spln�ny vysoké požadavky na hygienu výroby 
a bezpe�nost výrobk�. Ke zvýšení bezpe�nosti potravin vydalo ES celou �adu 
právních p�edpis�. Jedná se zejména o na�ízení Evropského parlamentu a Rady 
(ES) �. 178/2002/ES [6], které mimo jiné ukládá provozovatel�m 
potraviná�ských provoz� zavést systém a postupy pro identifikaci vstupních 
surovin a dodávek výrobk�. Také nové p�edpisy o hygien� potravin 
tzv. „hygienický balí�ek“, kam pat�í na�ízení Evropského parlamentu a Rady 
(ES) �. 852/2004/ES, 853/2004/ES a k ú�ední kontrole potravin �. 854/2004/ES, 
882/2004/ES [2; 7-9], stanoví specifická pravidla organizace ú�edních kontrol, 
upravují i jejich financování, postupy a zásady odpov�dnosti provozovatel� 
potraviná�ských podnik� za bezpe�nost potravin v celém potravinovém �et�zci. 

Podrobné požadavky na hygienu provozu, tepelný režim surovin a podmínky 
zpracování dr�bežího masa upravuje na�ízení Evropského parlamentu a Rady 
(ES) �. 853/2004. Po vykuchání musí být poražená dr�bež o�išt�na a co nejd�íve 
zchlazena na teplotu 4 °C. Provozovatelé musí zajistit �ádnou prohlídku 
poražených kus� v pr�b�hu post-mortem. B�hem bourání, vykos�ování, 
vy�ezávání, krájení na plátky nebo kostky, prvního balení a balení musí být 
udržována teplota masa nejvýše 4 °C, a to pomocí okolní teploty nejvýše 12 °C 
nebo jiným systémem s rovnocenným ú�inkem. Teplota 4 °C u masa a 3 °C 
u drob� musí být dodržena b�hem zpracování, skladování i p�epravy. Evropská 
unie stanovuje mikrobiologická kritéria pro potraviny v Na�ízení Komise (ES) 
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2073/2005 v platném zn�ní Na�ízení Komise (ES) 1441/2007 [10; 11]. 
U dr�bežího masa se sleduje pouze nep�ítomnost bakterie Salmonella.  

D�ležitým faktorem bezpe�nosti výroby je chlazení - veškerá produkce �R je 
chlazena vzduchem v chladících tunelech i p�es to, že legislativa EU dosud 
povoluje i chlazení vodou. Chlazení vzduchem je daleko progresivn�jší zp�sob 
chlazení a p�edstavuje vyšší hygienický standard výroby a ve svém d�sledku 
i vyšší kvalitu dr�bežího masa a dr�bežích masných výrobk�.  

V rámci legislativy �eské republiky upravuje požadavky na zdravotní 
nezávadnost potravin zákon 110/1997 Sb., o potravinách a tabákových výrobcích 
a o zm�n� a dopln�ní n�kterých souvisejících zákon� v platném zn�ní [12]. 
Podmínky použití p�ídavných látek p�i ošet�ení potravin uvádí Vyhláška 
4/2008 Sb., kterou se stanoví druhy a podmínky použití p�ídatných látek a 
extrak�ních rozpoušt�del p�i výrob� potravin [13]. 

Jelikož byl v mnohých studiích prokázán vztah mezi používáním antibiotik 
k podpo�e r�stu hospodá�ských zví�at a zvyšováním antibiotické rezistence 
u humánních bakteriálních izolát�, platí od 1. 1. 2006 v Evropské unii zákaz 
používání antibiotik jako r�stových stimulátor� [14]. 

1.1.2. Spot�eba dr�bežího masa v �eské republice 

Sou�asná spot�eba dr�bežího masa v �R (26,1 kg/obyvatele/rok 2005) je 
nad hranicí pr�m�rné spot�eby v EU (cca 23 kg/obyvatele/rok) a nep�edpokládá 
se, že by se m�la v budoucnu výrazn� m�nit [15]. Navíc práv� v roce 2005 
dosáhla spot�eba dr�bežího masa u nás maxima, a to retrospektivn� za období 
1948 - 2006. Z grafu (Obr. 1) vyplývá, že jistý zlom nastal v roce 1997, kdy 
hodnota spot�eby dr�bežího masa p�evýšila spot�ebu hov�zího a tento trend 
pokra�uje do sou�asnosti.  
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Obr. 1. Spot�eba vep�ového, hov�zího a dr�bežího masa v �R v letech 
1948 - 2006 (kg/obyvatel/rok). Jsou vyzna�ena minima a maxima 
spot�eby masa ve sledovaném �asovém úseku [16].  
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K r�stu spot�eby dr�bežího masa p�ispívá p�edevším rozši�ující se nabídka 
d�lené dr�beže, dr�bežích polotovar� a dr�bežích masných výrobk�. Dr�beží 
maso si získává svou oblibu také pro relativn� snadnou a rychlou kuliná�skou 
úpravu a pro svou p�íznivou cenu ve srovnání s ostatními druhy mas. Velkou 
výhodou dr�bežího masa je jeho nízká energetická hodnota, a proto je dr�beží 
maso vhodnou potravinou p�i uplat�ování zásad racionální výživy. 

1.1.3. Systém HACCP 

HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Points) je v�decky založený 
organizovaný systém, který identifikuje specifická rizika a opat�ení pro jejich 
kontrolu/�ízení tak, aby se zajistila bezpe�nost/zdravotní nezávadnost potravin. 
HACCP je nástrojem k vyhodnocení rizik a stanovení kontrolních systém�, 
které se zam��ují více na prevenci než na testování kone�ného produktu. 
HACCP lze uplatnit v celém potravinovém �et�zci od primární produkce 
(prvovýroby) po kone�nou spot�ebu. Jeho implementaci lze ovliv�ovat 
v�deckým prokazováním rizik na lidské zdraví. Zvyšování bezpe�nosti potravin 
a realizace HACCP mohou rovn�ž poskytovat významné výhody. Aplikace 
HACCP m�že nap�íklad pomoci p�i revizi provád�né kontrolními orgány 
a p�i podpo�e mezinárodního obchodu zvýšením d�v�ry ve zdravotní 
nezávadnost potravin. Ú�elem HACCP je zam��it se na sledování kritických 
kontrolních bod�, m�la by se aplikovat u každé specifické operace zvláš�. 
HACCP aplikace by se m�la posuzovat a nezbytné zm�ny flexibiln� provád�t 
p�i každé zm�n� výrobku, procesu nebo ur�itého kroku [7]. Hlavními 
kontrolními body p�i chovu a zpracování dr�beže jsou: vlastní chov na farm�, 
pa�ení a škubání pe�í, kuchání [17]. V USA jsou postupn� do HACCP zavád�ny 
cílené dekontaminace syrového masa zejména organickými kyselinami 
v koncentraci 1-3 %. Evropská unie zastává názor, že dodržování hygienických 
pravidel p�i zpracování masa je dostate�né k udržení bezpe�nosti potravin, 
a není proto nutné zavád�t nové postupy [18]. 

1.2. Mikroflóra k�že dr�beže 
K�že chlazené dr�beže má ideální podmínky pro r�st širokého spektra 

mikroorganizm� psychrofilních, mezofilních i termofilních. Mikroflóra chlazené 
dr�beže se nej�ast�ji skládá ze zástupc� �eledi Enterobacteriaceae, dále rod� 
Campylobacter, Arcobacter [19], Pseudomonas, Staphylococcus, Enterococcus, 
Clostridium [20]. V literatu�e byl na dr�beži dále popsán výskyt t�chto 
bakteriálních rod� - Acinetobacter, Moraxella, Psychrobacter, Aeromonas, 
druhy Shewanella putrefaciens, Brochothrix thermosphacta, Listeria 
monocytogenes, bakterie z �eledi Micrococcaceae a bakterie mlé�ného kvašení 
rod� Carnobacterium, Lactobacillus, Leuconostoc a Weissella. Nej�ast�ji je 
zaznamenáván výskyt bakterií saprofytických - gramnegativní oxidáza-pozitivní 
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ty�inky (Pseudomonas) a grampozitivní kataláza-pozitivní koky (Micrococcus). 
Taktéž mohou být p�ítomny kvasinky (Cryptococcus, Candida, Rhodotorula, 
Torulopsis) [21]. 

Mikroflóra dr�bežího povrchu se skládá z kontaminace: 
• primární - mikroorganizmy jsou p�ítomny již na zví�eti p�ed jeho porážkou 
a p�i vhodných podmínkách se mohou následn� v potravin� pomnožit; 
• sekundární - ke kontaminaci potraviny dochází až v pr�b�hu vlastního 
výrobního procesu, a to zejména z prost�edí, z rukou pracovník�, ze stroj� 
a za�ízení [20]. 
S výjimkou fermentace tepeln� neopracovaných a trvanlivých masných 

výrobk�, kde jsou aktivity vybraných mikroorganizm� nezbytné pro �ádný 
pr�b�h zrání, jsou bakterie v mase (v�etn� povrchu masa) a masných produktech 
obecn� nežádoucí. Podle jejich schopnosti zkrátit trvanlivost masa nebo vyvolat 
u �lov�ka zdravotní poruchy, rozlišujeme dv� základní skupiny nežádoucích 
mikroorganizm�. Jedná se o mikroby vyvolávající kažení masa a mikroby 
patogenní. 

1.2.1. Mikroorganizmy vyvolávající kažení masa 

K autolýze se d�íve �i pozd�ji po poražení zví�ete p�ipojují rozkladné d�je 
katalyzované mikrobiálními enzymy kontaminující mikroflóry. Soubor reakcí 
katalyzovaných exogenními mikrobiálními enzymy ozna�ujeme jako proteolýzu 
nebo také kažení �i hnití masa. Mikrobiální kažení masa se uskute��uje 
p�evážn� od povrchu dovnit�, p�i�emž u chlazené dr�beže je navenek 
manifestováno zapa�ením, osliznutím povrchu, tvorbou barevných skvrn 
(pigmentující bakterie) a nep�íjemným zápachem. Na zápachu se podílejí hlavn� 
kone�né degrada�ní produkty bílkovin: amoniak, aminy, merkaptany, sirovodík 
a další. Povrchové osliznutí masa nastává masivním pomnožením obecné 
mikroflóry na jeho povrchu. Po�ty bakterií mohou dosahovat denzity až 107 –
108 CFU/cm2 [22]. Rychlost procesu kažení masa závisí na po�tu a druhu 
mikroorganizm� p�ítomných na mase, na jejich schopnosti r�stu, dále pak 
na podmínkách skladování masa (teplota, složení atmosféry) a na vlastnostech 
masa (hodnota pH, hodnota aw – aktivita vody) [20].  

P�vodci kažení chlazené dr�beže uložené v podmínkách normální atmosféry 
se skládají p�edevším z gramnegativních psychrotrofních bakterií rod� 
Pseudomonas, Aeromonas, Acinetobacter a Moraxella [20, 23]. Druhy rodu 
Pseudomonas (P. fluorescens, P. putida, P. fragi) jsou hlavní p�í�inou kažení 
p�i teplotách - 2 až 5 °C. Pokud skladovací teplota p�esáhne 5 °C, do kažení se 
zapojuje více rozmanitých bakteriálních druh� [20]. V p�ípad� potla�ení aerobní 
mikroflóry zp�sobující kažení masa se dominantní složkou stávají bakterie 
mlé�ného kvašení [24]. 

Sou�ástí mikroflóry jsou také kvasinky. Kvasinky rodu Saccharomyces se 
sice na dr�bežím mase vyskytují, ale nejsou podstatnou m�rou odpov�dné 
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za kažení. Permanentní sou�ástí povrchové mikroflóry dr�beže jsou 
proteolytické a lipolytické kvasinky rod� Candida [21], Yarrowia [20], 
Rhodotorula, Cryptococcus, Cystofilobasidium a Debaryomyces [25]. 

1.2.2. Patogenní mikroorganizmy 

Intenzivní pozornost je v potraviná�ství v�nována mikroorganizm�m, které 
vyvolávají alimentární onemocn�ní lidí. Závažné riziko p�edstavuje výskyt 
potenciáln� patogenních mikroorganizm� v prost�edí a schopnost p�ežívat 
v nep�íznivých podmínkách. �ada patogenních mikroorganizm� se vyskytuje 
v zažívacím traktu zví�at i lidí. Výkaly jsou pak rozši�ovány do prost�edí, vody, 
prachu a na rostliny. Je z�ejmé, že je obtížné zabránit proniknutí patogenních 
mikroorganizm� do potravin. Nej�ast�jší p�í�inou alimentárního onemocn�ní 
jsou dr�bež, vejce, maso a masné výrobky. 

Patogenními bakteriemi nej�ast�ji se vyskytujícími u dr�beže jsou Salmonella 
a Campylobacter jejuni, dále byly izolovány bakterie Listeria monocytogenes, 
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, Escherichia coli [20]. 
Salmonely bývají p�ítomny jak ve st�evech dr�beže, tak i na k�ži. Jejich po�ty, 
sérotypy i výskyt se siln� r�zní [26]. Ve Spojených státech onemocní 
každoro�n� více než 1,4 milionu osob salmonelózou [27]. V �eské republice 
bylo v roce 2008 prokázáno 11 009 p�ípad� salmonelózy, po�et nákaz však 
v posledních letech klesá [1]. V Portugalsku byla v roce 1999 zjišt�na 60% 
incidence bakterie Salmonella na vzorcích chlazené dr�beže [28].  

Escherichia coli je gramnegativní ty�inkovitá bakterie, která je taxonomicky 
�azena do �eledi Enterobacteriaceae, stejn� jako Salmonella. Rod Escherichia 
má ješt� další druhy – E. albertii, E. blattae, E. fergusonii, E. hermanii, 
E. senegalensis a E. vulneris [29]. E. coli je b�žnou sou�ástí st�evní mikroflóry 
zdravých lidí. Je komenzálem, �áste�n� saprofytem a také symbiontem, nebo� 
svým p�sobením jednak znemož�uje pr�nik patogen� (nap�. produkce 
bakteriocin�), jednak je makroorganizmu prosp�šná i p�ímo – podílí se na tvorb� 
vitamín�, zejména vitamínu K. Na druhou stranu se jedná o podmín�n� 
patogenní bakterii, která m�že zp�sobovat i závažná onemocn�ní. V zažívacím 
traktu se ur�ité kmeny E. coli uplat�ují jako patogeny pouze v p�ípad� 
p�ítomnosti specifické výbavy faktor� virulence, podle kterých se skupiny t�chto 
tzv. enteropatogenních kmen� ozna�ují jako: 

• enteropatogenní v užším slova smyslu (EPEC); 

• enterotoxigenní (ETEC); 

• enteroagregativní (EAEC); 

• enteroinvazivní (EIEC). 

Tyto kmeny vyvolávají nebezpe�né novorozenecké pr�jmy, pr�jmy 
u dosp�lých, hemoragickou kolitidu, n�kdy se závažnou komplikací – 
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hemolyticko-uremickým syndromem (HUS). Zdrojem t�chto vážných infekcí je 
nej�ast�ji nedostate�n� tepeln� opracované hov�zí maso a nepasterizované 
mléko infikované enterohemoragickým kmenem E. coli (EHEC) [30-32]. 
Verotoxigenní E. coli O157 byla v �eské republice prokázána nap�. 
v mechanicky odd�leném dr�bežím mase [33]. Mimo st�evo je E. coli tém�� 
vždy patogenní [34]. Extraintestinální infekce jsou zp�sobeny t�emi odlišnými 
patotypy – uropatogenními kmeny (UPEC), kmeny zp�sobujícími neonatální 
meningitidu (MENEC) a kmeny zp�sobujícími septikémii u lidí i zví�at [35; 36]. 
N�které E. coli kolonizující pta�í gastrointestinální trakt mohou u pták� 
zp�sobovat závažná onemocn�ní (perikarditis, perihepatitis, salpingitis, 
septikémie), která nej�ast�ji za�ínají infekcí dýchacího ústrojí po inhalaci 
infikovaného prachu [37]. Nazývají se aviární patogenní E. coli (APEC).  

Staphylococcus aureus subsp. aureus (dále jen S. aureus) je grampozitivní 
bakterie, která se vyskytuje v zevním prost�edí jen v okolí �lov�ka 
a teplokrevných zví�at. �lov�k je od narození kolonizován stafylokoky, nejvíce 
na k�ži rukou, perinei, kštice a na sliznici dýchacího a zažívacího traktu. B�žn� 
se nachází v horních cestách dýchacích u 20 – 50 % zdravých lidí, aniž 
zp�sobuje onemocn�ní [38]. Za ur�itých okolností, zvlášt� p�i poškození k�že, 
m�že vzniknout infekce. Nejnáchyln�jší jsou oslabení pacienti po operaci 
�i jinak imunokompromitované osoby. S. aureus se �adí mezi biochemicky 
nejaktivn�jší bakteriální druhy, s bohatou produkcí nejen r�zných hemolyzin�, 
enterotoxin� �i dalších extracelulárních enzym� [38]. Z potraviná�ského 
hlediska je nejvýznamn�jší produkce termostabilních enterotoxin� 
p�i pomnožení toxigenního kmene S. aureus v potravinách typu sekané, 
bramborového salátu, krémových zákusk� �i zmrzliny [34]. P�íznaky intoxikace, 
jako jsou odpor k jídlu, zvracení, pr�jem a svalové k�e�e, se dostavují již 1 - 6 
hodin po požití kontaminované potraviny. Uzdravení nastupuje i bez lé�ení 
do 24 hodin, jen vzácn� je fatální u nejmenších d�tí a velmi starých osob [38]. 

1.2.3. Problém antibiotické rezistence 

Antibiotikum je substance biologického, semisyntetického nebo syntetického 
p�vodu, která vykazuje selektivní toxicitu proti bakteriím, a je tedy potenciáln� 
použitelná k lé�b� infekcí. Rezistence na antibiotika je schopnost bakteriální 
populace p�ežít ú�inek inhibi�ní koncentrace p�íslušného antimikrobního 
preparátu. Rezistence m�že v podstat� vzniknout dv�ma zp�soby – fenotypickou 
adaptací a genetickými zm�nami [39]. Fenotypická adaptace je p�izp�sobivost 
bakterií na zm�n�né metabolické pochody. Jedná se o zm�ny �áste�né 
a p�echodné. Vznik takové rezistence je relativn� nevýznamný. Genetická 
podstata bývá vysv�tlována bu	 modifikací genu na chromozomu, nebo 
p�evzetím genetického materiálu od rezistentních bun�k. Geny rezistence 
získávají bakterie vertikáln� (p�enos z mate�ské bu�ky na dce�inou) 
nebo horizontáln� (od jiných bakteriálních bun�k v ekosystému). P�enos gen� 
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rezistence mezi bakteriálními bu�kami se uskute��uje plazmidy, bakteriofágy 
nebo bakteriálními transpozony (nereplikovatelné Tn-elementy, které se 
integrují do chromozomu nebo plazmidu). Transpozony jsou z�ejm� 
nejvýznamn�jším faktorem ší�ení rezistence k antibiotik�m  [40]. Ší�ení 
rezistence se uskute��uje zejména rezistentními p�vodci zoonóz (Salmonella 
sp., E. coli O157, S. aureus, Yersinia enterocolitica, Campylobacter spp.), 
p�ípadn� rezistentními komenzálními kmeny (E. coli, Enterococcus spp.) [41]. 

Antibiotická rezistence zvyšuje více než dvojnásobn� morbiditu, podstatn� 
prodlužuje hospitalizaci a zp�sobuje významný vzestup náklad� na zdravotní 
pé�i. Vzr�stajícím problémem je rozši�ování antibiotické rezistence u dr�bežích 
patogenních kmen�, zvláš� nebezpe�né jsou multirezistentní kmeny. Byla 
prokázána souvislost mezi používáním antibiotik a vznikem rezistence nejen 
u lidí, ale také u zví�at. Velký význam má sledování výskytu antibiotické 
rezistence nejen u humánních izolát�, ale také u patogenních a komenzálních 
izolát� zví�ecího p�vodu jako p�vodc� infekcí, zoonóz a jako indikátorových 
mikroorganizm� (nepatogenní bakterie tvo�ící sou�ást b�žné mikroflóry). 
Sledování by se m�lo zam��ovat na stafylokoky, enterokoky, kampylobaktery a 
enterobakterie. V roce 2000 bylo v rámci 27 000 klinických izolát� nalezeno 
40 % rezistentních kmen� Salmonella, z toho bylo 18 % multirezistentních [42]. 
Rezistence kampylobakter� je taktéž na vzestupu, zvláš� v��i fluorochinolon�m 
[43].  

Fluorochinolony jsou klasifikovány do �ty� generací: první generace 
(nap�. kyselina nalidixová, kyselina oxolinová, enoxacin), druhá generace (nap�. 
norfloxacin, ciprofloxacin, ofloxacin, pefloxacin), t�etí generace (nap�. 
levofloxacin, gatifloxacin, sparfloxacin), �tvrtá generace (nap�. trovafloxacin, 
moxifloxacin). Mechanizmus ú�inku fluorochinolon� je inhibice DNA gyrázy. 
Mají široké antibakteriální spektrum zahrnující grampozitivní i gramnegativní 
bakterie, avšak lékem první volby jsou pouze pro infekce vyvolané 
salmonelami, shigelami, legionelami, kampylobaktery a Bartonella henselae. 
Fluorochinolony jsou rezervní antibiotika a jejich nadm�rná a neindikovaná 
preskribce vede k rychlému rozvoji rezistence. Rezistence k chinolon�m je 
v�tšinou spojena s mutací na chromozomu v oblasti  QRDR (z angl. Quinolone 
Resistance-Determining Region). Byly popsány bodové mutace v genech gyrA, 
gyrB (DNA gyráza) �i genech parC, parE (topoizomeráza IV). Dále existují 
plazmidov� kódované geny pro Qnr proteiny, které chrání DNA gyrázu p�ed 
chinolony. V p�ípad� plazmidov� kódované rezistence vyvstává nebezpe�í 
horizontálního p�enosu qnr gen� [44].  

Jako jedna z mála enterobakterií není E. coli primárn� rezistentní 
k ampicilinu, p�esto však po�et rezistentních kmen� stoupá. Lepší je ú�innost 
chrán�ných penicilin�, fluorovaných chinolon� a ko-trimoxazolu, u mo�ových 
infekcí se dob�e uplatní i chinolony a nitrofurantoin [34]. V roce 2000 byl 
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v USA zjišt�n u 40 % ku�ecích produkt� z obchodní sít� výskyt kmen� E. coli 
rezistentních ke kyselin� nalidixové [45]. V roce 2002 byla  v �R mezi 128 
kmeny E. coli izolovanými z dr�beže nalezena následující procentuální 
antibiotická rezistence: 97 % (tetracyklin), 51 % (ampicilin), 31 % (piperacilin), 
14 % (trimetoprim/sulfametoxazol), 10 % (ciprofloxacin), 10 % (ofloxacin), 
výskyt rezistence k dalším testovaným antibiotik�m byly menší než 8 % nebo se 
nevyskytovaly v�bec [46]. 

A�koli se z Obr. 2 m�že zdát, že do roku 2003 m�l výskyt izolát� E. coli 
rezistentních k fluorochinolon�m u n�kterých stát� klesající tendenci (Belgie, 
Estonsko, Izrael, �ecko), v sou�asnosti to již pravda není, a ve všech uvedených 
státech se výskyt zvyšuje. Z údaj� EARSS (European Antimicrobial Resistance 
Surveillance System) za rok 2007 je možno dále zjistit, že u n�kterých stát� 
dosahuje výskyt rezistentních kmen� dokonce 30 % (Bulharsko, Izrael, Malta, 
N�mecko, Portugalsko, Špan�lsko) [47]. Pro �eskou republiku platí pro rok 
2007 tyto údaje: rezistence k fluorochinolon�m (24,1 %), rezistence 
k aminopenicilin�m (55,8 %), rezistence a aminoglykosid�m (7,2 %) [47]. 

 
Obr. 2. P�ehled izolát� Escherichia coli rezistentních k fluorochinolon�m 
v letech 2000-2003  [48, upraveno]. V závorce je u každého státu uveden 
pr�m�rný po�et sledovaných kmen�. 

Velkým problémem sou�asnosti je také zvýšení výskytu rezistentních kmen� 
S. aureus. A�koli penicilin byl objeven podle ú�inku na S. aureus, je dnes 
p�es 90 % kmen� k penicilinu rezistentních. V�tšina kmen� je však stále citlivá 
k semisyntetickým penicilin�m (oxacilin, meticilin, cloxacilin). Jejich molekula 
byla upravena tak, aby bránila p�ístupu stafylokokové �-laktamázy narušující 
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strukturu klasických penicilin�. Avšak záhy po zahájení terapie 
polosyntetickými peniciliny se však objevily kmeny k nim rezistentní – jsou 
ozna�ovány MRSA (z angl. Methicilin Resistant Staphylococcus aureus). 
MRSA jsou od samého po�átku rezistentní v��i všem �-laktam�m, v�etn� 
cefalosporin�, karbapenem� a monobaktam�. Obvykle se stávají dále rezistentní 
v��i makrolid�m, aminoglykosid�m, tetracyklin�m, chloramfenikolu, 
rifampicinu a fluorochinolon�m [34]. Výskyt MRSA v nozokomiálních 
invazivních infekcích je od roku 2000 sledován celoevropským systémem 
EARSS [49]. V zemích Evropy je frekvence výskytu invazivních kmen� MRSA 
velmi rozdílná. Jsou zem� s dlouhodob� nízkým výskytem, ke kterým se krom� 
všech skandinávských zemí �adí ješt� Nizozemí a Estonsko. Naopak v zemích 
jako Kypr, Malta, Portugalsko �i �ecko tvo�í kmeny MRSA zhruba polovinu 
všech klinických izolát� S. aureus. V �eské republice vzrostl výskyt izolát� 
MRSA z 4,3 % v roce 2000 na 12,9 % v roce 2007 [47]. Pro potvrzení, zda se 
jedná o kmeny MRSA se provádí konfirma�ní testy nap�. PCR na detekci genu 
mecA [50] nebo detekce PBP2a aglutinací s monoklonálními protilátkami [51]. 

N�které kmeny mohou vykazovat �áste�nou rezistenci na vankomycin, tyto 
jsou ozna�ovány jako VISA (Vankomycin Intermediate-resistant 
Staphylococcus aureus). Tento typ rezistence získaly z�ejm� od enterokok�. 
V roce 2002 byly v USA izolovány kmeny MRSA, které byly sou�asn� vysoce 
rezistentní k vankomycinu [52]. Jsou ozna�ovány jako VRSA (Vankomycin 
Resistant Staphylococcus aureus) – tyto polyrezistentní kmeny jsou 
v sou�asnosti nejv�tší hrozbou, v p�ípad� jejich rozší�ení dosud neexistuje 
ú�inná antibiotická terapie [34]. Podle EARSS byl výskyt VRSA v letech 2000 - 
2008 v zemích Evropy zaznamenán výjime�n� (Izrael 2005, Litva 2006, 
N�mecko 2004, Rakousko 2006 a 2008, Turecko 2004) [47]. Jednalo se pouze 
o ojedin�lé p�ípady. Ú�inná prevence vzniku a ší�ení MRSA vyžaduje omezení 
indikací antibiotické lé�by na nezbytné situace a eliminaci nadužívání antibiotik 
v lé�b� i profylaxi.  

1.2.4. Bakteriociny  

Bakteriociny jsou látky s antibakteriálním ú�inkem proteinové povahy. 
Koliciny jsou toxické exoproteiny produkované bakteriemi Escherichia coli �i 
p�íbuznými rody s ú�inkem v��i blízce p�íbuzným kmen�m [53]. V rámci rodu 
Escherichia byla krom� E. coli produkce kolicin� prokázána pouze u druhu 
E. fergusonii, a to v mnohem nižší incidenci [54]. Ú�inek je zprost�edkován 
specifickými receptory vn�jší membrány bun��né st�ny, které primárn� slouží 
n�jakému fyziologickému ú�elu – nej�ast�ji transportu nezbytných látek, nap�. 
vitamínu B12. Spolu s mikrociny, což jsou bakteriociny s velikostí do 10 kDa, je 
známo více než 30 r�zných typ� kolicin�. Kolicinogenní kmeny tvo�í 
nezanedbatelnou sou�ást p�írodních izolát� E. coli. Mezi více než 1000 
humánními izoláty byla nalezena 41,4% incidence kolicinogenie [55]. 
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Geny pro koliciny jsou v�tšinou kódovány na tzv. Col-plazmidech, avšak 
existují i výjimky – nap�. chromozomáln� kódovaný bakteriocin 28b [56], který 
je však produkován bakterií Serratia marcescens. Kolicinový operon se skládá 
obvykle ze t�í gen�: gen pro kolicin, gen pro imunitní protein, gen pro lytický 
protein. Kolicinový operon je �ízen promotorem, který je SOS-inducibilní, nap�. 
UV-zá�ením �i mitomycinem C. Podle typu letálního ú�inku kolicinové 
molekuly rozlišujeme skupinu kolicin� depolarizujících plazmatickou 
membránu (koliciny A, B, E1, Ia, Ib, K, N, S4, U, Y, 5, 10), koliciny s DNA 
endonukleázovou aktivitou (E2, E7, E8, E9), koliciny blokující proteosyntézu 
(koliciny D, E3, E4, E5, E6) a koliciny inhibující �i degradující st�nový 
peptidoglykan (kolicin M) [57]. 

Mikrociny jsou antibakteriální peptidy, jejichž geny jsou neseny 
na plazmidech [58] nebo chromozomáln� [59]. Jejich produkce je indukována 
za stresových podmínek, zejména p�i nedostatku živin (uhlík, dusík, železo, 
fosfát). Rozd�lují se v závislosti na velikosti a na posttransla�ních modifikacích 
mikrocinového peptidu na dv� skupiny – nemodifikované (MccE492, MccL, 
MccV, MccH47, Mcc24) a modifikované (MccB17, MccC7, MccJ25, MccD93) 
mikrociny [60].  

Dlouhá léta se již hledá nejvhodn�jší využití pro fenomén kolicinogenie. 
V r�zné mí�e jsou studovány a aplikovány postupy p�i studiu bun��né biologie 
nap�. protein-proteinových interakcí [61], využití v biotechnologii pro expresi 
heterologních protein� [62], využití kolicinogenních kmen� jako probiotik [63] 
�i dokonce využití v boji proti rakovinným bu�kám [64]. V nedávné dob� se 
objevila práce [65], která dává nad�ji pro využití kolicin� p�i ochran� potravin 
v��i patogen�m. Patton v ní dokazuje signifikantní ú�inek kolicinu E1 v��i 
patogenní bakterii Listeria monocytogenes v potravinách ur�ených k p�ímé 
spot�eb�. Velmi �ídké jsou literární zdroje týkající se sledování výskytu 
kolicinogenie u izolát� z potravin. Tém�� žádná literatura se nezabývá typizací 
kolicin� a mikrocin� u produk�ních kmen�. Z tohoto hlediska by jist� bylo 
zajímavé zjistit, jak �astý je výskyt produkce a jakých typ� kolicin� 
�i mikrocin� u kmen� E. coli izolovaných z chlazené dr�beže. V�tšina dostupné 
literatury se zaobírá humánními izoláty bu	 zdravých osob, nebo osob trpících 
gastrointestinálními poruchami. Gordon et al. [66] uvádí 38% výskyt izolát� 
produkujících aspo� jeden kolicin �i mikrocin mezi 266 kmeny izolovanými 
od osob žijících v Austrálii. Nej�ast�ji nalezenými typy dle procentuálního 
výskytu byly: mikrocin H47, mikrocin M, kolicin Ia, kolicin E1, mikrocin V, 
kolicin M a kolicin E7. Další sledované bakteriociny se vyskytovaly již 
v množství menším než 2 % [66].  
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1.3. Identifikace bakterií 
Taxonomii prokaryot lze obecn� definovat jako v�decké studium 

mikroorganizm� s kone�ným cílem charakterizovat tyto mikroorganizmy a 
za�adit je do taxon�. Hlavní funkcí taxonomie je identifikovat a popisovat 
základní taxonomické jednotky (druhy). Identifikace je proces prokazující 
p�íslušnost nového izolátu do jednoho z již ustanovených a pojmenovaných 
taxon�. Bakteriální identifikace a veškeré typiza�ní postupy (biochemické, 
fyziologické, sérologické atd.) jsou ve skute�nosti taxonomickými klasifikacemi 
na úrovni druhu �i poddruhu. Klasifika�ní hlediska taxonomie slouží k umíst�ní 
mikroorganizmu do hierarchicky uspo�ádaných skupin tak, že nový izolát m�že 
být mnohem snadn�ji charakterizován porovnáním se známými organizmy. 
Sekven�ní analýza 16S rDNA je klí�ová pro stanovení fylogenetického 
postavení jakýchkoli prokaryot. Hodnota podobnosti 97 % a vyšší p�i sekven�ní 
analýze je udávána jako hrani�ní pro zástupce stejného druhu. Stanovení pouze 
�áste�né sekvence je použitelné pro identifikaci mikroorganizm� nebo pro jejich 
za�azení do dob�e ustanovených fylogenetických skupin [29]. Tato analýza byla 
s úsp�chem aplikována na identifikaci kmen� Escherichia coli ve vod� [67] 
nebo pro p�esnou a rychlou identifikaci patogena Enterobacter sakazakii [68]. 

Rozvoj molekulárn� biologických technik umožnil vznik metod molekulární 
typizace, které jsou založeny na vlastnostech molekul produkovaných 
bakteriemi a jsou proto univerzáln� aplikovatelné. Typiza�ní techniky mohou 
být na základ� typu cílové makromolekuly rozd�leny do t�í skupin: 

• metody založené na studiu lipopolysacharid� a mastných kyselin; 
• metoda založená na analýze složení protein� bun��né st�ny a vn�jší 

membrány pomocí SDS-PAGE, která je užite�ná pro subtypizaci bakterií, 
v�tšinou gramnegativních; 

• metody založené na studiu nukleových kyselin (DNA sekvencování, 
restrik�ní analýza chromozomální DNA nebo plazmid�, ribotypizace, 
pulzní gelová elektroforéza, polymerázová �et�zová reakce – PCR) [29]. 

1.4. Zp�soby snižování kontaminace potravin 
Údržnost potravin a jejich bezpe�nost se dá zajistit r�znými zp�soby. Bu	 se 

zcela zamezí p�ístupu mikroorganizm�, nebo jsou mikroorganizmy z potraviny 
cílen� odstra�ovány �i usmrcovány. K t�mto cíl�m lze využít �adu klasických �i 
moderních metod. Zamezení p�ístupu mikroorganizm� k potravin� je možno 
krom� dodržování základní hygieny ve výrobním procesu zabezpe�it zejména 
obalovou technikou, která se v posledních letech neustále zdokonaluje. Navíc 
p�i balení lze využít modifikovanou atmosféru s upraveným obsahem plynu 
(CO2) k zabezpe�ení podmínek nevhodných pro r�st mikroorganizm�. Jiný 
princip využívají postupy ošet�ení potravin založené na fyzikálních, chemických 
�i biologických metodách. Nej�ast�ji se však využívá kombinací t�chto metod 
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v r�zném sledu b�hem zpracování potraviná�ských surovin a výroby potravin 
[69]. 

Celý proces pr�chodu masa od p�íjmu až po vstup na trh lze charakterizovat 
jako snahu zamezit p�ístupu mikroorganizm� do potraviny, zpomalit jejich 
množení, omezit jejich metabolizmus �i je vhodným zákrokem likvidovat. 
Nikdy se nedosáhne sterilní potraviny, ale jen potraviny, která je více �i mén� 
kontaminovaná. D�ležité je p�edevším dosáhnout takového stavu, aby se 
p�i dané mikrobiální �etnosti, složení mikroflóry, podmínkách a p�edpokládané 
dob� skladování masa nemohla p�ítomná mikroflóra pomnožit takovým 
zp�sobem, aby došlo ke zkáze potraviny, zhoršení jejich organoleptických 
vlastností �i porušení zdravotní nezávadnosti. Potraviny nesm�jí obsahovat 
mikroorganizmy nebo jejich toxiny �i metabolity v množstvích, která 
p�edstavují nep�ijatelné riziko pro lidské zdraví, a potravina nesmí být uvedena 
na trh, není-li bezpe�ná [10]. 

A�koli platná legislativa Evropské unie dosud povoluje k ošet�ení masa pouze 
pitnou vodu, soustavný nár�st po�tu alimentárních chorob nejen v �eské 
republice, ale i celosv�tov� spolu s obchodními požadavky na bezpe�nost, 
vysokou kvalitu a zejména prodloužení údržnosti masa obrací v sou�asné dob� 
pozornost k dekontamina�ním systém�m. Naproti tomu ve Spojených státech a 
Austrálii je používání nap�. roztok� organických kyselin p�i ošet�ení masa 
povoleno již �adu let. Navíc zákaz používání antibiotik jako r�stových 
stimulátor� od ledna 2006 v �eské republice [14] snížil prevenci proti st�evním 
patogen�m u brojler� a zvýšil tak riziko kontaminace ku�ecího povrchu 
nebezpe�nými bakteriemi. 

Pro omezení po�tu mikroorganizm� na povrchu jate�ných kus� se používají 
fyzikální a chemické metody nebo jejich kombinace. P�i dekontaminaci pomocí 
fyzikálních metod se využívá nap�íklad páry, a to u hov�zího dobytka [70], 
skotu a prasat [71], a také u dr�beže [72], dále ionizující zá�ení [73], mikrovlnné 
a UV zá�ení, vysoký tlak [74], ultrazvuk nebo vysoceintenzivní pulzní elektrické 
pole (Pulsed Electric Field - PEF) [75]. PEF znamená technologii využívající 
elektrické pole o síle 10 - 50 kV/cm aplikované v pulsech trvajících 1 - 30 ms, 
mezi elektrodami obvykle vzdálenými 3-5 mm. Celková doba ošet�ení je kratší 
než 1 s [76].  

K chemické dekontaminaci se doposud používají zejména organické kyseliny 
[18, 71], fosfore�nan sodný (TSP), slou�eniny chloru (ClO2, NaClO2) nebo 
proteiny biologického p�vodu s antimikrobiálními ú�inky (nizin, lysozym, 
subtilin) [77]. 

Nejrozší�en�jším konzerva�ním zákrokem je snížení pH povrchových vrstev 
masa post�ikem organickými kyselinami: mlé�nou [70; 71; 78], citronovou [79, 
80], octovou [81], jantarovou a vinnou. Antimikrobiální ú�inky byly také 
prokázány u vyšších mastných kyselin – nap�. kyseliny olejové [82] �i kaprylové 
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[83]. Ú�inek organických kyselin s krátkým �et�zcem je ovlivn�n mnoha faktory 
- délkou uhlíkového �et�zce, mírou disociace kyseliny a r�znou citlivostí 
odlišných mikroorganizm�. Avšak nejd�ležit�jší faktor je pH prost�edí. 
Kyselina, která sníží pH potraviny, prodlouží lag fázi citlivých bakterií 
a nakonec zp�sobí jejich odum�ení [17]. Optimální inhibi�ní efekt mají 
organické kyseliny p�i nízkých hodnotách pH, které podporují nedisociovaný 
stav molekuly. V tomto p�ípad� molekula voln� proniká p�es plazmatickou 
membránu a je schopna vstupu do bu�ky. Následn� v d�sledku styku s vyšší 
hodnotou pH uvnit� bu�ky molekula disociuje. Uvoln�né ionty H+ bakterie 
vytla�uje protonovou pumpou z cytosolu ven za spot�eby energie, tím se její 
energetické rezervy vy�erpávají a hyne. Inhibice bakteriálního r�stu zp�sobená 
ú�inkem organických kyselin je tudíž zp�sobena potla�ením základních 
metabolických reakcí, zát�ží na intracelulární homeostázu pH a akumulací 
toxických aniont� [84]. 

Na základ� �ady experiment� se ukazuje, že je vhodné ošet�it povrch masa 
krátce poté, kdy byl kontaminován a p�íslušná mikroflóra je dosud soust�ed�na 
na povrchu [85]. Výhodou kyselých dekontamina�ních roztok� je prodloužený 
antimikrobiální ú�inek, který zaru�uje prodloužení údržnosti masa [75]. 
Používané koncentrace organických kyselin (1 - 3 %) jsou obecn� velmi ú�inné 
v��i patogenním bakteriím jako Campylobacter jejuni �i Yersinia enterocolitica 
a mírn� ú�inné proti salmonelám. Listeria monocytogenes a patogenní kmeny 
Escherichia coli jsou v��i kyselému ošet�ení relativn� odolné [17]. Tyto 
používané koncentrace organických kyselin nemají zásadní vliv na senzorické 
vlastnosti masa [18]. Ihned po aplikaci mohou zp�sobit mírné zesv�tlání barvy 
masa, které se ovšem po n�jakém �ase vrací do normálu [17]. 

1.4.1. Kyselina mlé�ná 

Povrchové ošet�ení kyselinou mlé�nou má oproti jiným kyselinám tu výhodu, 
že tato kyselina je p�irozenou složkou masa. Kyselina mlé�ná (samostatn�, 
�i ve sm�si s jinými organickými kyselinami nebo dalšími složkami) snižuje pH 
a p�sobí baktericidn�. V kombinaci se sorbanem draselným p�sobí inhibi�n� 
na r�zné skupiny bakterií na povrchu dr�bežího masa [86]. 

Kyselinu mlé�nou je možné aplikovat na r�zných místech porážecí linky. 
Nanášení kyseliny na povrch je možné n�kolika zp�soby: 

• post�ikem roztoku kyseliny mlé�né o teplot� blízké nebo vyšší než je 
teplota povrchu jate�n� opracovaných kus� (u dr�beže nap�. 40 až 50 °C); 

• p�ídavkem kyseliny mlé�né do poslední oplachovací vody; 
• namá�ením jate�ných t�l dr�beže do roztoku kyseliny mlé�né po dobu 

15 – 60 s [87]. 
Aplikace kyseliny mlé�né na povrch masa vede ke snížení po�áte�ního 

množství mikroorganizm� a tím oddálí nástup logaritmické fáze r�stu. Bylo 
prokázáno, že 3% kyselina mlé�ná o teplot� 55 °C má vyšší baktericidní ú�inek 
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v��i bakteriím zp�sobujícím kažení (Pseudomonas fragi, Brochothrix 
thermosphacta) na tu�ném vep�ovém mase než na libovém [88]. 

1.4.2. Kyselina sorbová a sorban draselný 

Kyselina sorbová (2,4-hexadienová)  a její soli jsou chemické konzerva�ní 
prost�edky (antimikrobiální látky), které jsou schopny zpomalit nebo zabránit 
r�stu mikroorganizm� jako jsou kvasinky, bakterie, plísn� nebo houby [89]. 
Kyselina sorbová se �adí k nenasyceným mastným kyselinám, je fyziologicky 
inertní a rozkládá se v lidském t�le. Nemá žádný vliv na pach �i chu� výrobk�, 
k jejichž konzervaci slouží.  

Použití kyseliny sorbové je omezeno z d�vodu její nízké rozpustnosti 
ve vod�. Sorban draselný se používá v p�ípadech, kdy je požadovaná vysoká 
rozpustnost ve vod�. Proto je sorban draselný hlavní formou používanou 
ve v�tšin� výrobk� s vysokým obsahem vody. Ú�inkuje p�i pH prost�edí 
do hodnoty 6,5. S kyselejším prost�edím (< 6,5) jeho ú�innost stoupá a jeho 
pot�ebné množství klesá. Sorban draselný se považuje za netoxický. Byl 
prokázán jeho antibakteriální ú�inek v��i mezofilním a psychrotrofním 
bakteriím, bakteriím z �eledi Enterobacteriaceae, fakultativn� anaerobním 
bakteriím a laktobacil�m [90]. 

1.4.3. Kyselina citronová 

Kyselina citronová je snadno rozpustnou trikarboxylovou hydroxykyselinou 
[91]. Poprvé byla izolována roku 1784 ze š�ávy citronu, odtud její název. Je 
jedním z klí�ových bun��ných metabolit� v Krebsov� cyklu. Hojn� se vyskytuje 
v ovoci, v malém množství i v bramborách, obilí, ve stopách i v mléce a v mase. 
Pr�myslov� se vyrábí ve velkých množstvích nepravou fermentací sacharid�, 
nej�ast�ji pomocí plísn� Aspergillus niger. Používá se jí b�žn� jako p�ísady 
do r�zných konzervárenských výrobk�, nealkoholických nápoj� a jiných 
potravin [91, 92]. 

Río et al. [93] testovali mezi jinými vliv 2% kyseliny citronové 
na povrchovou mikroflóru chlazené dr�beže, pro p�ípad legalizace použití 
dekontamina�ních roztok� v Evrop�. V další studii sice prokázali ú�inek 
kyseliny citronové (0,27%) na grampozitivní patogenní bakterie (Listeria, 
Brochothrix), avšak zvlášt� v kombinaci s 0,58% fosfore�nanem sodným se 
m�že vytvo�it prost�edí, kde se gramnegativní patogeny (nap�. Salmonella) 
pomnožují rychleji [94]. 

1.4.4. Mastné kyseliny a monoacylglyceroly 

Mastné kyseliny se rozd�lují na nasycené (kyselina máselná, kapronová, 
kaprylová, kaprinová, laurová, myristová atd.) a nenasycené (kyselina olejová, 
linolová, linolenová, arachidonová atd.) mastné kyseliny. Kyselina kaprylová je 
osmiuhlíkatá mastná kyselina, která se p�irozen� vyskytuje v kozím, kravském 
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a mate�ském mléce a dále v kokosovém �i palmovém oleji. Spolu s kyselinou 
kaprinovou se nachází ve vysokém množství v tuku mléka králík� (až 50 % 
všech mastných kyselin) [95]. Kyselina undekanová (C11:0) je obsažena 
v n�kterých rostlinách (Thymus, Rheum) [96] a kyselina undecenová (C11:1) se 
v p�írod� vyskytuje velmi z�ídka (nap�. Ricinus communis) [97].  

Monoacylglyceroly (MAG) jsou parciální estery trojsytného alkoholu 
glycerolu s vyššími mastnými kyselinami. Jejich molekula má amfifilní povahu 
a proto se MAG velmi �asto používají jako neionogenní surfaktanty 
a emulgátory nejen v potraviná�ství. Mastné kyseliny a jejich deriváty jsou 
dob�e ú�inné v��i grampozitivním bakteriím, kvasinkám a plísním, ale mén� 
v��i gramnegativním bakteriím [98]. Kyselina undecenová má zejména 
antifungální ú�inky, používá se nap�. jako antimykotikum Mykoseptin proti 
plís�ovým onemocn�ním k�že [99]. Je zajímavé, že mastné kyseliny jsou ú�inné 
i proti vir�m, které bun��nou membránu nemají, a zp�sob ú�inku tak není zcela 
jasný [100]. 

Vztah mezi strukturou a funkcí pro nasycené a nenasycené estery je v souladu 
s ú�inností odpovídajících mastných kyselin. To znamená, že kyselina laurová 
tvo�í nejú�inn�jší nasycené a kyselina palmitolejová nenasycené deriváty. To 
platí pouze v p�ípad�, pokud nejsou neutralizovány r�znými polymery, nap�. 
škrobem �i proteiny [98]. Výsledky publikované R�ži�kou [101] potvrzují, že 
monoacylglyceroly kyseliny kaprinové a laurové jsou ú�inn�jší proti 
grampozitivním bakteriím než v��i gramnegativním. Monokaprinoyl glycerol 
(MAG C10:0) vykazoval minimální inhibi�ní koncentraci (MIC) nižší než 
250 mg/l v��i Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus a Enterococcus faecalis. 
MIC u monolauroyl glycerolu (MAG C12:0) byla u stejných kultur ješt� nižší. 
Testované vláknité plísn� a kvasinky lépe inhiboval MAG C10:0 p�i MIC 
cca 200 mg/l. Inhibi�ní ú�inky kyseliny kaprylové byly také pozorovány 
u patogenních kmen� Streptococcus sp. �i Staphylococcus aureus subsp. aureus 
v mléce [102]. P�i studiu antibakteriálního ú�inku kyselin se sudým po�tem 
uhlík� (C8-C18) v��i meticilin-rezistentním kmen�m S. aureus (MRSA) byly 
zjišt�ny nejnižší hodnoty MIC u kyseliny laurové a kaprinové [103]. Tyto dv� 
kyseliny prokazovaly taktéž nejlepší antimikrobiální ú�inky v��i kvasince 
Candida albicans [104] i dalším kvasinkovým rod�m [105]. Naproti tomu 
ú�inek v��i gramnegativním patogen�m (Salmonella, Escherichia coli) nebyl 
prokázán, jistý vliv byl pozorován na p�vodce žalude�ních v�ed� Helicobacter 
pylori [106] nebo v��i sbírkovým kmen�m E. coli [107]. Petschow [108] 
zkoumal ú�inky MAG kyselin kaprinové a laurové v��i bakterii Helicobacter 
pylori a zjistil, že antibakteriální aktivita MAG kyseliny dodecenové byla 
n�kolikanásobn� nižší, než p�i aplikaci nasycené formy MAG kyseliny laurové. 
Je tedy z�ejmé, že výskyt nenasycené vazby v uhlíkatém �et�zci zbytku mastné 
kyseliny hraje p�i antimikrobiální aktivit� svou roli.  
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P�esný mechanizmus p�sobení amfifilních látek na mikroorganizmy není 
znám. Plazmatické membrány jsou považovány za primární cíl ataku 
antimikrobiálních látek. Bylo navrženo n�kolik hypotéz [83], z nichž jedna 
popisuje monoacylglyceroly jako neionogenní povrchov� aktivní látky, které 
pronikají a v�le�ují se do bakteriální plazmatické membrány, �ímž narušují její 
permeabilitu a tedy transport živin. Již mikromolární koncentrace mohou 
ovlivnit aktivitu d�ležitých enzym� v bun��né membrán� [102]. Jiná hypotéza 
�íká, že mastné kyseliny s krátkým a st�edním �et�zcem difundují ve svém 
nedisociovaném stavu do bakteriálních bun�k, uvnit� disociují a zp�sobí tak 
zvýšení kyselosti. Snížené pH inaktivuje intracelulární enzymy a inhibuje 
transport aminokyselin, nehled� na nutnost vytla�ovat vodíkové ionty 
z cytosolu. 

1.4.5. Kombinace chemických aditiv 

Je velmi vhodné výše jmenované metody ošet�ení masa kombinovat 
a sledovat jejich synergický efekt. Nej�ast�jším ú�inným zákrokem je ošet�ení 
masa párou �i horkou vodou ve vzájemné posloupné kombinaci [109] 
�i v kombinaci s kyselinou mlé�nou na dr�beží k�ži [110] nebo na vep�ovém 
mase [71]. Ú�inky r�zných kombinací chemických konzervant� v�etn� 
organických kyselin s enterocinem AS-48 na bakterii Listeria monocytogenes 
byly velmi pozitivní [111]. Velmi ú�inné bylo ošet�ení mechanicky odd�leného 
dr�bežího masa kombinací vysokého tlaku a bakteriocinu nizinu, avšak 
p�i kombinaci s lysozymem nebyl prokázán synergistický efekt [112]. Již d�íve 
byl experimentáln� ov��en zvýšený ú�inek lysozymu a nizinu v kombinaci 
s TSP ošet�ením ku�ecí k�že na um�le zao�kované patogenní bakterie [113]. 

Corry et al. [75] doporu�uje v�novat pozornost kombinaci kyselých nebo TSP 
oplach� sprej� s ošet�ením dr�bežího masa ultrazvukem. Okyselený chlorid 
sodný (ASC) kyselinou citronovou byl spolu s ošet�ením horkou vodou 
vyhodnocen jako nejlepší a nejekonomi�t�jší zákrok pro dekontaminaci 
dr�bežího povrchu [114]. Synergický efekt antibakteriálního ú�inku v��i 
Salmonella Typhimurium nebyl prokázán p�i kombinaci r�zných organických 
kyselin s aromatickými slou�eninami [115]. Kombinace 2% kyseliny mlé�né 
s 0,2% sorbanem draselným zp�sobila statisticky významný úbytek všech 
aerobních mikroorganizm� a kvasinky Yarrowia lipolytica um�le inokulované 
na povrchu dr�beže [116]. V sou�asné dob� jsou atraktivní nové tzv. non-
thermal konzerva�ní technologie, zejména jejich kombinace se známými, 
prakticky ov��enými zákroky [74].  
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22..  CCÍÍLL  PPRRÁÁCCEE  
 

Základním cílem práce bylo studium mikroflóry ku�ecí k�že a dále testování 
možností snížení kontaminace dr�bežího povrchu. Pro dosažení tohoto 
základního cíle byly stanoveny následující úkoly: 
� popsat mikroflóru k�že �erstvých chlazených ku�at, zam��it se na r�zné 

skupiny mikroorganizm�, sledovat rozdíly v pr�b�hu roku; 
� vytvo�it sbírku bakteriálních kmen� izolovaných z k�že chlazené dr�beže; 
� izolované kmeny identifikovat a typizovat dostupnými metodami 

mikroskopickými, biochemickými a molekulárn� biologickými; 
� sledovat stav mikrobiální kontaminace chlazených ku�at v pr�b�hu 

zpracování na výrobní lince; 
� otestovat ú�inek dostupných a potraviná�sky vhodných chemických 

konzerva�ních látek na vybrané mikroorganizmy a vybrané látky aplikovat 
na mikroflóru ku�ecí k�že: 

� kyselina kaprylová, 

� kyselina olejová, 

� kyselina citronová, 

� kyselina mlé�ná, 

� kyselina octová, 

� kyselina sorbová a sorban draselný, 

� kombinace – sorban draselný a kyselina mlé�ná, 

� kombinace – sorban draselný a kyselina mlé�ná a lysozym, 

� monoacylglyceroly kyseliny undekanové a undecenové; 

� provést senzorickou analýzu vybraných ošet�ených vzork� a vyhodnotit 
vhodnost a možnost použití; 

� navrhnout možnost aplikace dekontamina�ního roztoku p�i technologickém 
postupu výroby chlazené dr�beže. 
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33..  MMAATTEERRIIÁÁLL  AA  MMEETTOODDYY    
 

3.1. Mikrobiologická analýza 
3.1.1. P�íprava vzorku 

Celá chlazená ku�ata byla zakoupena v podnikové prodejn� (Raciola Jehli�ka, 
s r.o., Uherský Brod, �eská republika) v období leden 2006 – duben 2008. 
V prodejn� se prodávají ku�ata chlazená nebalená, zpravidla do 12 hodin 
od porážky. P�i p�eprav� je zabezpe�eno dodržování chladicího �et�zce do 4 °C. 
Vzorkování ku�ecí k�že bylo provád�no metodou výplachu. Asepticky bylo 
naváženo 10 g k�že do 100 ml sterilního fyziologického roztoku, který byl 
následn� 15 minut prot�epáván na t�epa�ce. Získaná suspenze byla podrobena 
mikrobiálnímu rozboru.  

3.1.2. Mikrobiální rozbor 

Suspenze získaná výplachem ku�ecí k�že byla v desítkovém �ed�ní vysévána 
na r�zné typy živných p�d (vyjma jinak ozna�ených vše Himedia, Indie), jejichž 
názvy jsou uvedeny zkratkami, které jsou rozepsány v Seznamu zkratek. 
Sledované parametry byly: celkové po�ty mezofilních mikroorganizm� (MPA, 
37 °C/24 h), psychrotrofních mikroorganizm� (10 °C/7 dní), koliformních 
bakterií (Endo agar, VRBA, 37 °C/24 h), Salmonella sp. (XLD, 37 °C/24 h), 
stafylokok� (MSA, 37 °C/24 h), bakterií mlé�ného kvašení (MRS, 30 °C/48 h; 
M17 (Oxoid, Velká Británie), 37 °C/48 h), kvasinek a plísní (YGA, 
20 °C/5 dní).  

Bakterie E. coli byly u vybraných vzork� cílen� selektovány na Endo agaru. 
Izolovány byly laktóza pozitivní kolonie, v�tšinou s kovovým leskem. 
Mikroskopicky byly potvrzeny gramnegativní nesporulující ty�inky. Celkem 
bylo tímto zp�sobem izolováno dalších 44 kmen�. Všechny byly gramnegativní 
fermentující kataláza-pozitivní (KAT+) oxidáza-negativní (OXI-) ty�inky. 

U dvou vzork� chlazených ku�at bylo provedeno kvalitativní a kvantitativní 
stanovení výskytu bakterie Listeria monocytogenes:  

• 225 ml 1/2 Fraser bujónu (BioRad Laboratories, Kalifornie, USA) + 
25 ml výplachu z k�že - kultivace 30 °C/24 h; 

• poté 0,1 ml p�eneseno do 10 ml Fraser bujónu (BioRad Laboratories, 
Kalifornie, USA) – kultivace 37 °C/24 - 48 h; 

• vyseto 0,1 ml na agarovou p�du ALOA nebo OXFORD – kultivace 
37 °C/24 - 48 h; 

a Salmonella sp.: 
• 450 ml peptonové vody + 50 ml výplachu – kultivace 37 °C/24 h; 
• poté 0,1 ml p�eneseno do 10 ml tekutého média Rappaport-Vassiliadis 

– kultivace 42 °C/24 h; 
• po kultivaci vyseto 0,1 ml suspenze na agarovou p�du XLD. 
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Vzorky byly analyzovány podle �eských technických norem �SN EN ISO 4833, 
�SN EN ISO 11290, �SN EN ISO 17410, �SN ISO 7954 [117-122]. Po�ty 
mikroorganizm� byly vyjád�eny jako log CFU/g k�že.  

3.1.3. Izolace, identifikace a uchovávání mikrobiálních kmen� 

Vybrané bakteriální kolonie byly izolovány v �isté kultu�e. Celkem bylo 
izolováno 235 kmen�. Tyto kmeny byly dále podrobeny sérii test� vedoucích 
k taxonomickému za�azení. K tomuto ú�elu byly využity techniky 
mikroskopického barvení, biochemické diagnostiky a sekvencování genu 
pro 16S rRNA [123].  
Všechny bakteriální izoláty byly rozd�leny dle barvení Grama, tvaru bun�k, 
fermentace glukózy a dalších biochemických test� (produkce katalázy, produkce 
oxidoreduktázy) do šesti skupin:  

• gramnegativní fermentující kataláza-pozitivní (KAT+) oxidáza-negativní 
(OXI-) ty�inky; 

• gramnegativní fermentující KAT+ OXI+ ty�inky;  
• gramnegativní nefermentující KAT+ OXI+ ty�inky;  
• gramnegativní nefermentující KAT+ OXI- ty�inky; 
• grampozitivní koky; 
• grampozitivní ty�inky. 

Z t�chto 235 bakteriálních kmen� bylo 103 podstoupeno k taxonomické 
identifikaci (ve spolupráci s pracovišt�m �eské sbírky mikroorganism� v Brn�) 
pomocí sad biochemických �i r�stových test� pro: 

• gramnegativní fermentující ty�inky (nap�. hydrolýza Tweenu80, želatiny, 
DNA, produkce H2S, dekarboxylace ornitinu, lyzinu, argininu); 

• gramnegativní nefermentují ty�inky (nap�. redukce nitrát�, nitrit�, 
utilizace citrátu, hydrolýza škrobu, lecitinu, kaseinu, pigment na KingA); 

• grampozitivní koky, KAT+ (rezistence k bacitracinu, furantoinu, 
novobiocinu, volná koaguláza, detekce pyrrolidonylarylamidázy); 

• grampozitivní koky, KAT- (r�st p�i 45 °C, hemolýza, hydrolýza hippurátu 
sodného, fosfatáza, leucin aminopeptidáza, �-glukuronidáza, hydrolýza 
eskulinu). 

Výsledky test� byly vyhodnoceny programem TNW Lite 6.5 (Pliva-Lachema 
Diagnostika). 

Bakteriální kmeny 24 h narostlé v tekutém médiu jsou uchovávány ve 20% 
glycerolu p�i -80 °C. 

3.1.4. Testování antibiotické rezistence 

Celkem 20 kmen� Escherichia coli bylo testováno ve spolupráci s Ústavem 
fyziológie hospodárskych zvierat SAV v Košicích na antibiotickou rezistenci. 
U t�chto kmen� byla zjiš�ována minimální inhibi�ní koncentrace metodou 
Stanovení minimální inhibi�ní koncentrace antimikrobiálních látek dle normy 
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NCCLS M31-A2 [124]. K testování minimální inhibi�ní koncentrace (MIC) byl 
použit Midivet kit (Bel-Miditech, Bratislava). MIC se hodnotí v jamkách 
mikrotitra�ní desti�ky, které obsahují zvolené koncentrace antibiotik ve 100 
l 
bujónu. Jamky se zao�kují standardizovaným bakteriálním inokulem 
o zákalovém stupni McFarlanda 0,5 a po aerobní kultivaci (16 - 20 h) se ode�ítá 
MIC jako nejnižší množství antibiotika, které inhibuje viditelný r�st. Obvykle se 
p�ipravuje 8 koncentrací antibiotika v dvojnásobné geometrické �ad�. Hodnoty 
MIC se vyjad�ují v mg/l. Výsledky se zapisují ve form�: C - citlivý, R -
rezistentní. V Tab. 1 jsou uvedeny hrani�ní koncentrace E. coli dle NCCLS 
a rozmezí �ed�ní. 

Tab. 1. Hrani�ní koncentrace antibiotik pro stanovení MIC u E. coli 
dle NCCLS [124]. 

ATB citlivé (mg/l)  rezistentní (mg/l) 
ampicilin (AMP) �16 �64 
ampicilin + sulbaktam (A+IB) �16+8 �32+16 
ceftriaxon (CTR) �32 �64 
ceftiofur (CFF) �2 �8 
gentamicin (GEN) �8 �16 
streptomycin (STM) �32 �64 
apramycin (APR) �16 �32 
neomycin (NEO) �16 �32 
kyselina nalidixová (NAL) �16 �32 
ciprofloxacin (CIP) �2 �4 
enrofloxacin (ENR) �8 �16 
tetracyklin (TTC) �8 �16 
chloramfenikol (CMP) �16 �32 
florfenikol (FLO) �16 �32 
trimetoprim + sulfonamid (COT) �2+38 �4+76 

Dále byla provedena pravd�podobnostní analýza mechanizm� rezistence na: 
�-laktamázy typu TEM (TEM-1,2/SHV-1), širokospektré �-laktamázy (ESBL-
TEM, ESBL CTX-M), chromozomální chinolonovou rezistenci (gyrA, parC) 
dle sou�asného výskytu rezistencí na r�zná antibiotika u jednotlivých kmen�. 

3.1.5. Stanovení biologické aktivity kolicin� kvalitativn� 
Testované kmeny Escherichia coli byly o�kovány vpichem na MPA plotny 

a poté byly kultivovány 24 - 48 h p�i 37 °C. Bakterie na miskách 
s makrokoloniemi byly nejd�ív usmrceny parami chloroformu po dobu 30 min 
a poté byly p�elity 3 ml 1,05% MPA agaru s 0,1 ml p�es noc narostlé kultury 
indikátorového kmene. Jako indikátorové kmeny byly použity 4 kmeny E. coli 
(Row, B1, , P400) a 1 kmen Shigella sonnei 17. Po následné 20 h kultivaci 
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p�i 37 °C byla zjiš�ována p�ítomnost a hodnocena velikost kruhových 
inhibi�ních zón. 

3.1.6. Izolace genomové DNA 
Pro izolaci genomové DNA u kmen� E. coli byl použit komer�ní kit DNAzol 

(Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, OH, USA). Postup se skládá z p�ti 
krok�:  

• lyze bun�k (1 ml DNAzol + 0,1 ml tekuté kultury, ponechat 10 min 
p�i pokojové teplot�),  

• centrifugace (10 000 g po dobu 10 min),  
• srážení DNA (supernatant + 0,5 ml 96% etanolu),  
• promývání DNA (dvakrát p�idat 1 ml 75% etanolu, lehce promíchat),  
• rozpoušt�ní DNA ve vod�.  

Izolovaná DNA byla následn� použita pro PCR reakce (bakteriocinotypizace) 
nebo byla uchovávána p�i -20 °C. 

3.2. Molekulárn�-biologické metody 
3.2.1. Polymerázová �et�zová reakce  

Metoda polymerázové �et�zové reakce (PCR) byla využita pro ur�ení typu 
kolicinu u nalezených produk�ních kmen�. Byl vypracován systém PCR 
typizace pro 24 kolicin� (ColA, ColB, ColD, ColE1-ColE9, ColIa, ColIb, ColJs, 
ColK, ColL=28b, ColM, ColN, ColS4, ColU, ColY, Col5, Col10) a 7 mikrocin� 
(MccB17, MccC7, MccH47, MccJ25, MccL, MccM, MccV). PCR byla 
provedena se sadou 24 pár� primer� pro koliciny a se 7 páry primer� 
pro mikrociny (Tab. 2). PCR reakce byla provedena na termocykleru 
GeneAmp® PCR System 9700 (Perkin-Elmer, USA) s následujícím 
programem: 94 °C/2 min; 30 cykl� – 94 °C/30 sec, 60 °C/30 sec, 72 °C/60 sec; 
72 °C/7 min; 4 °C/�. PCR produkty byly detekovány elektroforézou na 1% 
agarózovém gelu s použitím etidium bromidu (0,5 µl/ml gelu) k vizualizaci 
DNA. Správnost výsledk� byla ov��ena sekvenací PCR produkt� (Genomac, 
Praha, �eská republika). 

 Tab. 2. Seznam použitých primer� pro PCR typizaci (vše poskytnuto 
Biologickým ústavem LF MU v Brn�) a velikosti PCR produkt�. 

Název primeru Sekvence (5´- 3´) 

Velikost 
PCR 

produktu 
(bp) 

ColA-F           CGTGGGGAAAAGTCATCATC 
ColA-R           GCTTTGCTCTTTCCTGATGC 475 

colicin B-F            AAGAAAATGACGAGAAGACG 
colicin B-R           GAAAGACCAAAGGCTATAAGG 461 
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Pokra�ování Tab. 2   

ColD-F           CTGGACTGCTGCTGGTGATA 420 
ColD-R           GAAGGTGCGCCTACTACTGC  
colicin E1-F            TGTGGCATCGGGCGAGAATA 
colicin E1-R            CTGCTTCCTGAAAAGCCTTTT 700 

ColE2-F          TGATGCTGCTGCAAAAGAG 
ColE2-R          TTCAAAGCGTTCCCTACCAC 409 

ColE3589-F       TAAGCAGGCTGCATTTGATG  
ColE3-R          TCGGATCTGGACCTTTCAAC 413 
ColE4-F          GAAGGCTGCATTTGATGCT 
ColE4-R          CGGATCCGGACCTTTAATTT 409 

ColE5-R          TTGAATTCTCGAATCGTCCA 430 
ColE6-F          ACCGAACGTCCAGGTGTT 
ColE6-R          TTTAGCCTGTCGCTCCTGAT 399 

ColE7-F          GCATTCTGCCATCTGAAAT 
ColE7-R          CTTCTGCCCACTTTCTTTCG 431 

ColE8-R          GACTGATTGGCTTGTCGTGA 449 
ColE9-R          GACTTTTCTCCCTCCGACCT 418 
ColIa-F                 GCATGCAAATGACGCTCTTA 
ColIa-R                 GAGGACGCCAGTTCTCTGTC 473 

ColIb-F                 AACGAGTGGGTCGATGATTC 
ColIb-R                 CCTTTTCTGCGCTCGTATTC 464 

ColJs-F                 TCAAAATGTTTGGGCTCCTC 
ColJs-R                 TAATCTGCCCTGTCCCACTG 254 

ColK-F           CAGAGGTCGCTGAACATGAA 
ColK-R           TCCGCTAAATCCTGAGCAAT 469 

Col28b-F               TGCATATTGAAAGCGTCAGC 
Col28b-R              CAGGTTATCCCCTCTCACCA 449 

ColM-F           GCTTACCACTTCGCAAAACC 
ColM-R           GAGCGACTCTCCGATAATGC 429 

ColN-F           AGCTTGGCGAGTATCTTGGA 
ColN-R           CAACACAGCCCCGAATAAAC 401 

ColS4-F          TATATGGCCCAACTGCTGGT 
ColS4-R          CGTAAGGACGGACACCTGTT 490 

ColU-F           TGATTGCTGCGAGAAAAATG 
ColU-R           TCTGACAGCCTCTCCCTGTT 485 

ColY-F           GCAGGCAGAAAAGAACAAGG 
ColY-R           CGGACGTTATTTGCCTTCAT 477 

Col5-F           CATTGGCAAAAGCGAAATCT 
Col5-R           TGCAACTCTGGAAACAATCG 443 

Col10-F                 GGTTACCGGATTTCCTGGAT 
Col10-R                 TTCTAGATGCTTGGCCCACT 448 
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Pokra�ování Tab. 2  

microcin B17-F   
TCACGCCAGTCTCCATTAGGTGTTGGCA
TT 135 

microcin B17-R   
TTCCGCCGCTGCCACCGTTTCCACCACT
AC  

microcin C7-F    
GATTAGTTGGTGGAGGCGGAAAGGAGC
AAT 

microcin C7-R    
TAACGCAATATTTATTAACCCAGTTAAT
CA 

200 

microcin H47-F   CACTTTCATCCCTTCGGATTG 
microcin H47-R   AGCTGAAGTCGCTGGCGCACCTCC 227 

microcin J25-F   
TCAGCCATAGAAAGATATAGGTGTACC
AAT 

microcin J25-R   
TGATTAAGCATTTTCATTTTAATAAAGT
GT 

175 

microcin L-F            
GGTAAATGATATATGAGAGAAATAACG
TTA 

microcin L-R            
TTTCGCTGAGTTGGAATTTCCTGCTGCA
TC 

233 

microcin M-F            CGTTTATTATTTTATGAATA 
microcin M-R            AAACGGAAGAATGGATGATCTCGCAAA 456 

microcin V-F            CACACACAAAACGGGAGCTGTT 
microcin V-R            CTTCCCGCAGCATAGTTCCAT 

680 

 
3.2.2. Sekvencování 

Pro identifikaci kmen�, které nemohly být identifikovány standardními 
biochemickými identifika�ními testy, byla provedena analýza genu 
pro 16S rRNA. PCR amplifikace genu pro 16S rRNA byla provedena za použití 
primer� 27F (5� AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3�) a 1492R-Y 
(5´ GGTTACCTTGTTACGACTT 3´) [125]. PCR s 30 cykly (94 °C/45 s, 
54 °C/45 s, 72 °C/90 s) byla provedena na p�ístroji DNA Engine® Peltier 
Thermal Cycler PTC-200 (BioRad, USA). Amplifikovaný produkt o velikosti 
1,5 kb byl purifikován kitem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, 
N�mecko) a komer�n� sekvenován dideoxy-termina�ní metodou dle Sangera 
[126]. Sekven�ní homologie byly hledány v NCBI databázi programem BLAST 
[127]. 

3.2.3. SDS-PAGE 

Polyakrylamidová gelová elektroforéza s dodecylsulfátem sodným (SDS-
PAGE) je metoda využívaná pro separaci bílkovin. SDS ud�luje všem 
bílkovinným molekulám záporný náboj a umož�uje tak jejich pohyb 
v elektrickém poli stejným sm�rem [123]. Základním principem je pohyb 
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nabitých molekul v polyakrylamidovém gelu elektrickým polem. Mobilita 
komplexu SDS-bílkovina je p�ímo úm�rná logaritmu molekulové hmotnosti 
p�íslušné bílkoviny. Jako porézní matrice slouží polyakrylamidový gel, který se 
p�ipravuje kopolymerací akrylamidu a N,N´-methylen-bisakrylamidu.  

P�i izolaci celkového bun��ného proteinu byla použita metoda podle Pot 
a kol. [128]. P�es noc narostlé bu�ky (1 ml) byly smíchány s 20% SDS 
a vzorkovým pufrem a vše bylo inkubováno p�i 100 °C po dobu 10 min. 
Po centrifugaci byly vzorky p�ipraveny pro nanášení na 5% koncentra�ní gel 
[128]. Sou�asn� byl nanesen molekulový hmotnostní standard (Serva unstained 
SDS PAGE protein marker 6,5-200 kDa, Liquid Mix; Serva Electrophoresis). 
Elektroforéza dále probíhala na 12% separa�ním gelu za konstantního proudu 
40 mA. Gely s fixovanými proteiny byly barveny dusi�nanem st�íbrným se 
zkráceným fixa�ním �asem dle Kirkeby a kol. [129].  

SDS-PAGE byla v této práci použita pro stanovení podobností �i rozdílností 
celobun��ných proteinových profil� u 11 vybraných bakteriálních izolát�, které 
m�ly stejné biochemické, makroskopické i mikroskopické morfologické znaky. 

3.3. Stanovení antimikrobiálních ú�ink� 
Antibakteriální ú�inky kyseliny mlé�né (kyselina DL-2-hydroxypropanová), 

kaprylové (kyselina oktanová) a olejové (kyselina cis-9-oktadecenová) byly 
sledovány na vybraných potraviná�sky významných mikroorganizmech: 
Escherichia coli CCM 3954, Serratia marcescens CCM 303, Staphylococcus 
aureus CCM 3953, Micrococcus luteus CCM 732, Bacillus subtilis CCM 2216 
a Bacillus cereus CCM 2010, které byly poskytnuty z �eské sbírky 
mikroorganism� a Pseudomonas fluorescens a Salmonella Typhimurium, které 
byly poskytnuty ze sbírky Ústavu potraviná�ského inženýrství FT UTB ve Zlín�. 
Stanovení MIC bylo provedeno standardní dilu�ní metodou v bujónu. Použité 
koncentrace kyseliny mlé�né (Penta, Praha, �eská republika) a kaprylové 
(Fluka, Buchs, Švýcarsko) byly od 0,1 do 1 % (v/v), u B. subtilis a B. cereus 
do 3 % (v/v). Kyselina olejová (Penta, Praha, �eská republika) byla použita 
v rozmezí koncentrací 1 - 2,5 % (v/v). Kultivace probíhala dle r�stových 
požadavk� testovaných bakterií: 30 °C/24 h pro Pseudomonas fluorescens, 
Micrococcus luteus,  Bacillus cereus, Bacillus subtilis; 37 °C/24 h pro ostatní). 
Po kultivaci  byla vytvo�ena �ada desítkového �ed�ní ve fyziologickém roztoku 
a p�íslušná �ed�ní byla vysévána na pevnou agarovou p�du (MPA). Po další 
kultivaci byly po�ítány kolonie a po�ty bakterií byly p�evedeny na CFU/ml. 
Výsledky byly vyjád�eny jako log CFU/ml. 

Antibakteriální ú�inky vybraných organických kyselin - kyselina citronová 
(Lach-Ner, Neratovice, �eská republika), octová (Lachema, Brno, �eská 
republika), sorbová (VIA – REK, Rájec – Jest�ebí, �eská republika) a jejich soli 
- sorban draselný (AROMA, Praha, �eská republika) byly testovány v bujónu 
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dilu�ní metodou v mikrotitra�ní desti�ce. Pro testování byly vybrány 
identifikované izoláty z ku�ecí k�že z t�chto bakteriálních skupin: 
gramnegativní fermentující ty�inky (kmen Escherichia coli 66), gramnegativní 
nefermentující ty�inky (kmen Pseudomonas fragi 19), grampozitivní koky 
(kmen Staphylococcus aureus subsp. aureus 7). Biochemická charakterizace je 
uvedena v Tab. 3. Každá testovací jamka v mikrotitra�ní desti�ce obsahovala 
masopeptonový bujón (MPB), testovanou látku (rozmezí 0,025 - 10 %) 
a bakteriální inokulum v kone�né hodnot� absorbance 0,1 (550 nm). Nár�st 
bakterií byl sledován v jamkách jako optická denzita, m��ena byla absorbance 
p�i vlnové délce 550 nm každých 30 min po prot�epání po dobu 24 hodin 
spektrofotometrem (Tecan SUNRISE, Rakousko). Výsledky byly vyhodnoceny 
softwarem Magellan, verze 3.11. Hodnota MIC byla stanovena jako nejnižší 
koncentrace, která již zastavila množení bakterií, tzn., že hodnota absorbance 
z�stala po 24 h kultivaci stejná jako p�ed kultivací (hodnota inokula A550 = 0,1). 

Tab. 3. Charakteristika vybraných izolát� z ku�ecí k�že. 

 E. coli 66 P. fragi 19 S. aureus 7 
pigment ne ne ano, žlutý 
*KAT + + + 
OXI - + - 
IND + NT NT 
H2S - NT NT 
LYS + - NT 
ARG - - + 
MAN + + + 
SOR + NT NT 
KAS NT - NT 
URE - - + 
DNA - - + 
FRU NT + NT 
ORN - - - 
NIT NT + + 

* zkratky test� jsou vysv�tleny v Seznamu symbol� a zkratek 

Monoacylglyceroly (MAG) kyseliny undekanové a undecenové byly 
p�ipraveny na Ústavu chemie FT UTB ve Zlín� reakcí p�íslušné mastné kyseliny 
a glycidolu za p�ítomnosti Cr(III) komplexu jako katalyzátoru [130]. HPLC 
prokázala �istotu 99 %, rezidua Cr(III) iont� byla stanovena pomocí AAS menší 
než 50 mg/kg. Použité bakteriální, kvasinkové a plís�ové kmeny pro testování 
ú�ink� monoacylglycerol� jsou uvedeny v Tab. 4. Zástupci byli vybráni tak, aby 
reprezentovali široké spektrum mikroorganizm� s r�zným výskytem a 
významem. Oba monoacylglyceroly byly jednotliv� p�idány k p�íslušné živné 
p�d� v t�chto kone�ných koncentracích - 50, 100, 250, 500, 750 a 1000 mg/l. 
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U bakteriálních a kvasinkových kmen� byly v bujónu stanovovány hodnoty 
minimální inhibi�ní koncentrace (MIC) obou monoacylglycerol�. Byla 
p�ipravena �ada r�zných koncentrací obou monoacylglycerol� v rozmezí 30-
2400 mg/l v bujónu, který byl poté zao�kován bakteriálními �i kvasinkovými 
kmeny. Jako MIC byla stanovena nejnižší koncentrace, která již zcela 
zastavovala viditelný r�st mikroorganizm�. Minimální baktericidní koncentrace 
(MBC) byla stanovena jako nejnižší koncentrace zp�sobující totální inhibici 
sledovaných mikroorganizm� po jejich vysetí na pevnou živnou p�du. Plísn� 
byly o�kovány vpichem na agarovou p�du (Czapek-Dox agar, Himedia, Indie), 
kultivovány p�i laboratorní teplot� a po 7 a 14 dnech byly m��eny pr�m�ry 
kolonií. 

Tab. 4. Seznam mikrobiálních kmen� použitých pro testování antimikrobiálních 
ú�ink� monoacylglycerol�. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

3.4. Aplikace dekontamina�ních roztok� 
Pro testování antimikrobiálních ú�ink� vybraných látek na povrchovou 

mikroflóru byla v den nákupu ku�ata rozd�lena na dv� poloviny. Jedna sloužila 
jako kontrola (aplikace sterilní destilované vody) a druhá jako testovaný vzorek 
(aplikace kyseliny citronové, kaprylové, mlé�né, sorbanu draselného, 
monoacylglycerolu kyseliny undekanové a undecenové a kombinací s a 

Kmen P�vod nebo ozna�ení Typ mikroorganizmu 

Escherichia coli CCM 3954, ATCC 25922 gramnegativní bakterie 

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, ATCC 27853 gramnegativní bakterie 

Staphylococcus aureus 
subsp. aureus 

CCM 3953, ATCC 25923 grampozitivní bakterie 

Bacillus cereus CCM 2010, ATCC 14579 grampozitivní bakterie 
Candida albicans CCM 8261, ATCC 90028 kvasinka 
Saccharomyces cerevisiae  CCM 8191, ATCC 9763 kvasinka 
Mucor racemosus CCM 8190, ATCC 42647 plíse�, kmen Zygomycota 
Alternaria sp. wild strain plíse�, kmen Ascomycota 
Aspergillus niger CCM 8189, ATCC 9642 plíse�, kmen Ascomycota 
Cladosporium sp. wild strain plíse�, kmen Ascomycota 
Phoma sp. wild strain plíse�, kmen Ascomycota 
Scopulariopsis sp. wild strain plíse�, kmen Ascomycota 
Trichoderma sp. wild strain plíse�, kmen Ascomycota 
Trichothecium sp. wild strain plíse�, kmen Ascomycota 
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bez lysozymu). Lysozym (EC 3.2.1.17, 112 500 U/mg) pocházející z vaje�ného 
bílku (Serva, Heidelberg, N�mecko) byl použit v koncentraci 100 mg/l [131].  

Aplikace roztok� byla provád�na pot�rem (15 ± 2 ml roztoku), ponorem (500 
ml roztoku; 1 minuta) �i post�ikem (5 ± 1 ml roztoku). Ku�ata pak byla 
skladována p�i 4 ± 2 °C a následn� byly další vzorky odebírány po 24, 48 a 72 
hodinách (doba použitelnosti). Byly stanoveny celkové po�ty aerobních 
mezofilních a koliformních bakterií, kvasinek a plísní na p�íslušných p�dách 
(PCA, Endo agar, YGA). Zm�ny po�tu mikroorganizm� byly ode�ítány oproti 
kontrolnímu vzorku bez aplikace organických kyselin v hodin� 0 a následn� 
byly vyjád�eny jako log CFU/g k�že.  

Kyselina citronová byla aplikována na povrch ku�at v koncentracích 2, 4, 6, 8 
a 10 % metodou pot�ru. Kyselina kaprylová byla nanášena v koncentracích 0,5, 
1, 2, 3 a 4 % metodou pot�ru. Kyselina mlé�ná byla aplikována v koncentracích 
1 a 2 % metodou pot�ru a ponoru. Sorban draselný byl nanášen na ku�ecí k�ži 
metodou pot�ru a ponoru. Monoacylglyceroly byly aplikovány metodou ponoru 
v koncentraci 500 mg/l. Všechny dekontamina�ní roztoky byly p�ipraveny 
�erstv� p�ed použitím a sterilizovány autoklávováním (121 °C/20 min). Pouze 
lysozym byl do roztoku p�idán až po sterilizaci. Sm�si byly míseny t�sn� 
p�ed aplikací. 

3.5. M��ení pH ku�ecí k�že 
Hodnoty pH byly m��eny vpichovým pH metrem GRYF 209S (GryfHB, 

Havlí�k�v Brod, �eská republika) na p�ti r�zných místech povrchu k�že 
chlazené dr�beže. U vzork� ur�ených pro aplikaci dekontaminant� bylo pH 
m��eno poprvé ihned po aplikaci roztoku a poté každých 24 hodin 
p�ed odebráním vzork� k�že pro mikrobiologickou analýzu. Hodnoty byly 
vyjád�eny jako pr�m�r � sm�rodatná odchylka. 

3.6. Senzorická analýza 
Celkem 168 ku�ecích stehýnek zakoupených v jeden den v podnikové 

prodejn� (Raciola Jehli�ka, s r.o., Uherský Brod, �eská republika) bylo 
rozd�leno na 6 �ástí po 28 kusech. První skupina byla ošet�ena 10% kyselinou 
citronovou, druhá 2% kyselinou kaprylovou, t�etí sm�sí 2% kyseliny mlé�né 
s 0,2% sorbanem draselným, �tvrtá monoacylglycerolem kyseliny undekanové 
(500 mg/l), pátá monoacylglycerolem kyseliny undecenové (500 mg/l). Poslední 
�ást byla ošet�ena sterilní destilovanou vodou a sloužila jako kontrolní vzorek. 
Každá skupina byla rozd�lena na dv� podskupiny. První podskupina byla ihned 
senzoricky hodnocena. Poté byly tyto vzorky upe�eny (2 h/220 °C, p�ídavek 
0,25 � 0,5 g soli na vzorek, bez p�ídavku ko�ení, podléváno vodou podle 
pot�eby). Druhá podskupina byla uskladn�na p�i 6 ± 2 °C a po 72 hodinách bylo 
provedeno senzorické hodnocení pouze za syrova.  
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Senzorická analýza byla provád�na panelem 12 vybraných posuzovatel� 
(zam�stnanci Ústavu potraviná�ského inženýrství, Fakulta technologická, 
Univerzita Tomáše Bati ve Zlín�) školených podle �SN ISO 8586-1 [132]. 
Senzorické hodnocení bylo provád�no v senzorické laborato�i vybavené 
senzorickými kójemi v souladu s normou ISO 8589 [133]. Vzorky syrových a 
pe�ených ku�at byly hodnoceny p�i teplot� 22 ± 2 °C. Pomocí p�tibodových �i 
sedmibodových ordinálních hédonických stupnic byly hodnoceny následující 
znaky: vzhled a barva, v�n�, ne�isté pachy, chu�, ne�isté pachuti. Dále byly 
stanoveny preference po�adovou zkouškou dle ISO 8587 [134].  

3.7. Statistická analýza 
Pomocí program� Unistat Version 5.5 (Unistat Ltd., Londýn, Velká Británie), 

SAS for Windows 9.1.3. a StatSoft, Inc. (2001) STATISTICA Cz (Softwarový 
systém na analýzu dat), verze 6, Www.StatSoft.Cz byly statisticky vyhodnoceny 
antimikrobiální ú�inky sledovaných látek na vybrané mikrobiální kmeny 
a na povrchovou mikroflóru chlazené dr�beže (GLM analýza, Kruskall-
Wallis�v test, Wilcoxon�v test, analýza rozptylu ANOVA, Duncan test, t-test, 
Friedman test). Byla provedena Pearsonova korela�ní analýza vztahu úbytku 
mikroorganizm� na ku�ecí k�ži a pH. Senzorická analýza byla vyhodnocena 
Kruskall-Wallisovým a Wilcoxonovým testem. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   34

44..    VVÝÝSSLLEEDDKKYY  AA  DDIISSKKUUZZEE      
4.1. Mikrobiologická analýza 
V rámci mikrobiologické analýzy byly sledovány bakterie, kvasinky i plísn�. 

Identifikaci a charakterizaci bakteriálních izolát� se v�nují následující 
podkapitoly. Po�áte�ní po�ty (vzorky k�že odebrány ihned po zakoupení 
v obchodní síti) aerobních mezofilních bakterií se pohybovaly okolo 5 - 6 log 
CFU/g k�že, psychrotrofních bakterií bylo výrazn� více, dosahovaly po�t� 8 log 
CFU/g k�že. Kvasinky tvo�í taktéž nezanedbatelnou sou�ást mikroflóry ku�ecí 
k�že. Po�et kvasinek se pohyboval v rozmezí 4 - 5 log CFU/g k�že. Mnoho 
z nich produkuje barevné pigmenty (Obr. 3). �erven� pigmentující kvasinkou 
b�žn� izolovanou z potravin je nap�. rod Rhodotorula [20]. Byl sledován také 
výskyt plísní na ku�ecí k�ži. V pr�b�hu všech pokus� nebyly z povrchu ku�at 
izolovány žádné plísn�.  

  

  

Obr. 3. P�da pro r�st kvasinek (YGA) po aplikaci výplachu z ku�ecí 
k�že a následné kultivaci p�i 20 °C (a). Izolované kmeny kvasinek 
produkující r�znobarevné pigmenty (b).  

4.1.1. Mikrobiální identifikace 

Byla provedena charakterizace p�irozené aerobní mikroflóry ku�ecího 
povrchu na základ� 235 bakteriálních kmen� izolovaných z t�chto agarových 
živných médií: PCA (45,9 % izolát�), VRBA (20,9 %), Endo (15,3 %), XLD 
(11,1 %), Slanetz-Bartley (2,2 %), MSA (2,2 %), MRS (0,8 %), M17 (0,8 %), 
ALOA (0,8 %). Kmeny byly izolovány z k�že chlazené dr�beže v období únor 
2006 až b�ezen 2008. 

Procentické zastoupení bakteriálních izolát� v šesti základních identifika�ních 
skupinách je znázorn�no na Obr. 4. Nejbohatší skupinou byly gramnegativní 
fermentující kataláza-pozitivní (KAT+) oxidáza-negativní (OXI-) ty�inky 
(42,1 %). Tato skupina je tvo�ena zástupci �eledi Enterobacteriaceae. Další t�i 

a             b 
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nej�ast�ji zastoupené skupiny jsou: grampozitivní koky (17,9 %), gramnegativní 
fermentující KAT+ OXI+ ty�inky (17,5 %) a gramnegativní nefermentující 
KAT+ OXI+ ty�inky (15,3 %). Gramnegativní nefermentující KAT+ OXI- 
a grampozitivní ty�inky byly zastoupeny v nejmenší mí�e.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Obr. 4. Graf procentuálního zastoupení sledovaných 
skupin mezi 235 bakteriálními izoláty.  

Bakteriální kmeny byly pomocí sad biochemických test� ur�eny do rodu �i 
druhu (Tab. 5) nebo nebyly identifikovány (13,6 % kmen�) nap�. z d�vodu 
atypických reakcí.  

Z gramnegativních fermentujících bakterií, které tvo�ily více než 60 % 
aerobní mikroflóry ku�ecí k�že, byli nej�ast�ji izolováni zástupci Aeromonas 
sp., Escherichia coli, Serratia sp. �i Proteus vulgaris. Žádný izolát, který 
produkoval H2S, nebyl dalšími testy potvrzen jako rod Salmonella. 
Z potenciáln� patogenních bakterií byly izolovány po jednom kmeni Yersinia 
enterocolitica a Aeromonas hydrophila. A. hydrophila je hojn� rozší�ená 
ve vod�, vodním prost�edí, mezi zví�aty a v potravinách. M�že zp�sobovat 
onemocn�ní studenokrevných i teplokrevných živo�ich�, zejména zoonózy, 
choroby p�enosné ze zví�at na �lov�ka. Jako patogen izolovaný z potravin m�že 
zp�sobovat zejména gastroenteritidy [135].  

Z gramnegativních nefermentujících ty�inek, které tvo�ily ku�ecí aerobní 
mikroflóru z více než 20 %, byl nej�ast�ji izolován rod Pseudomonas. Zjišt�ní, 
že p�evládající složkou dr�beží mikroflóry jsou bakterie zp�sobující kažení 
(enterobakterie, Aeromonas, Pseudomonas) je v souladu s dostupnou literaturou 
[20, 23].   
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Tab. 5. Identifikace 103 bakteriálních izolát� z k�že chlazené dr�beže. 

Identifikovaný taxon Po�et 
kmen� % zastoupení 

G- fermentující OXI- ty�inky   
Escherichia coli 12 11,7 
Pantoea* 11 10,7 
Proteus vulgaris 4 3,9 
Serratia marcescens 4 3,9 
Enteric Group 69 3 2,9 
Klebsiella sp. 3 2,9 
Serratia liquefaciens 2 1,9 
Klebsiella oxytoca 1 1,0 
Leclercia adecarboxylata 1 1,0 
Yersinia enterocolitica 1 1,0 
neidentifikováno 5 4,9 
G- fermentující OXI+ ty�inky   
Aeromonas sp. 10 9,7 
Aeromonas caviae 7 6,8 
Aeromonas sobria 2 1,9 
Aeromonas hydrophila 1 1,0 
neidentifikováno 1 1,0 
G- nefermentující OXI+ ty�inky   
Pseudomonas fragi 8 7,8 
Pseudomonas putida 4 3,9 
Pseudomonas sp. 4 3,9 
Delftia acidovorans 1 1,0 
Moraxella* 1 1,0 
neidentifikováno 3 2,9 
G- nefermentující OXI- ty�inky   
Acinetobacter sp. 2 1,9 
G+ KAT+ koky   
Staphylococcus aureus subsp. aureus  2 1,9 
Staphylococcus sp. 3 2,9 
Micrococcus luteus 1 1,0 
neidentifikováno 3 2,9 
G+ KAT- koky   
Enterococcus faecium 1 1,0 
Streptococcus* 1 1,0 
G+ nefermentující ty�inky   
neidentifikováno 1 1,0 

Pozn. * - tyto taxony byly identifikovány s nízkou pravd�podobností 
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P�estože byl jeden kmen ur�en jako rod Moraxella jen s malou 
pravd�podobností, výskyt této bakterie na povrchu ku�ecího masa byl popsán 
[136], takže m�žeme spekulovat o správnosti navrženého taxonu.  

Zbylých 20 % izolát� tvo�ily grampozitivní bakterie, zejména koky rodu 
Staphylococcus. Dva izoláty byly identifikované jako S. aureus subsp. aureus. 
Bylo izolováno i n�kolik grampozitivních ty�inek, z nichž žádná nebyla ur�ena 
jako patogen Listeria monocytogenes a žádná nebyla sporulující. 

Jedenáct bakteriálních izolát�, které nebyly biochemickými a dalšími testy 
identifikovány, m�lo shodné biochemické, makroskopické i mikroskopické 
znaky. Jednalo se o gramnegativní fermentující, KAT+, OXI-, žlut� 
pigmentující ty�inky. Standardními metodami byly tyto kmeny s nízkou 
pravd�podobností za�azeny do rodu Pantoea. Jako vhodná metoda 
pro porovnání t�chto 11 izolát� byla vybrána SDS-PAGE celobun��ných 
protein�. Bylo zjišt�no, že všechny kmeny mají shodný proteinový profil 
(Obr. 5), takže se z�ejm� jednalo o stejný kmen, který byl izolován vícekrát. 
Mohlo se jednat o kontaminant porážecí �i výrobní linky, který se dostával 
na r�zná jate�n� opracovaná t�la. Jednalo se o izoláty z p�d PCA nebo Endo, 
které byly získány v období únor až �ervenec 2006. Dva z t�chto izolát� byly 
vybrány a podrobeny sekven�ní analýze pro 16S rDNA. Srovnáním získaných 
DNA sekvencí s NCBI databází programem BLAST [127] byly oba kmeny 
shodn� identifikovány jako Pantoea agglomerans s 98% sekven�ní homologií 
s kmenem Pantoea agglomerans HY 5080. 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Obr. 5. SDS-PAGE profil celobun��ných protein� 11 kmen� 
se shodnými makroskopickými, mikroskopickými a biochemickými 
znaky. 
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P. agglomerans z �eledi Enterobacteriaceae, se b�žn� vyskytuje na rostlinách 
a ve výkalech lidí a zví�at. Tato bakterie byla identifikována jako p�evládající 
ve st�evní mikrofló�e u voln� žijícího ptáka - vlhovce žlutohlavého 
(Xanthocephalus xanthocephalus) [137]. P�estože je obecn� považována 
za nepatogenní, v literatu�e jsou popsány p�ípady vzniku septické artritidy 
po poran�ní k�že [138].    

Další dva kmeny (�. 35 a 63), které nebyly standardními testy identifikovány 
do rodu, byly podrobeny �áste�né analýze genu pro 16S rRNA. Jejich 
biochemická identifikace je shrnuta v Tab. 6. Oba kmeny pat�í do skupiny 
gramnegativních fermentujících ty�inek. Získaná sekvence nukleotid� byla 
srovnána s databází BLAST [127]. U kmene �. 35 se sekvence na 99 % 
shodovala s �áste�nou sekvencí bakterie Enterobacter amnigenus JCM 24165. 
E. amnigenus je �asto izolován z povrchových �i pitných vod, dále z p�dy 
a výjime�n� z ran, respira�ního traktu nebo stolice, avšak jeho význam jako 
etiologické agens infekcí nebyl prokázán [139]. Získaná sekvence u kmene �. 63 
se z 97 % zcela shodovala s bakterií Escherichia coli BE27. 

Tab. 6. Biochemická charakteristika kmen� �. 35 a 63. 

Test Kmen �. 
35 

Kmen �. 
63 Test Kmen �. 

35 
Kmen �. 

63 
KAT + + PHE - - 
OXI - - ONP + + 
TWE - - INO - - 
GEL - - ADO - - 
DNA - - CEL + + 
IND - + SUC - - 
H2S - - TRE + + 
LYS - - MAN + + 
ORN - + VPT - - 
URE - - ESL + - 
ARG - - SOR + + 
SCI + - RHA + + 
MAL + - DUL - - 

4.1.2. Rezistence na antibiotika u izolát� E. coli 
Krom� 12 kmen� E. coli, které byly identifikovány v rámci 103 izolát�, bylo 

dilu�ní metodou testováno na rezistenci k antibiotik�m dalších 8 kmen� 
selektovaných na Endo agaru. P�ehled získaných výsledk� pro všech 20 kmen� 
je shrnut v Tab. 7. Oproti celorepublikovému pr�m�rnému výskytu rezistence 
k aminopenicilin�m, který se již od roku 2006 drží p�es 55 % [47], byl 
zaznamenán u ku�ecích izolát� nízký výskyt rezistence k  ampicilinu (20 %) 
a tetracyklinu (20 %). To m�že být zp�sobeno nereprezentativním výb�rem 
izolát� z dr�beže pouze od jednoho výrobce, avšak zejména je to dáno nízkým 
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po�tem kmen� v souboru. Kolá� a kol. [46] uvádí 97% výskyt rezistence 
k tetracyklinu a 51% výskyt rezistence k ampicilinu u 128 kmen� E. coli 
izolovaných z dr�beže.  

Tém�� všechny testované kmeny byly rezistentní ke kyselin� nalidixové 
(95 %). Kyselina nalidixová pat�í k 1. generaci chinolon�, do skupiny 
fluorovaných chinolon�. Dále do této skupiny pat�í z testovaných antibiotik ješt� 
ciprofloxacin a enrofloxacin. Mezi testovanými kmeny bylo nalezeno 20 % 
izolát� rezistentních k ciprofloxacinu a až 30 % kmen� bylo rezistentních 
k enrofloxacinu, který se využívá ve veterinární medicín�. Výskyt 
fluorochinolon-rezistentních kmen� E. coli v populaci dr�beže by m�la být 
pr�b�žn� sledována, protože tato rezistence hraje klí�ovou roli p�i p�enosu 
rezistence na jejich klinické prot�jšky, které poté komplikují lé�bu E. coli 
infekcí u lidí [140]. Naproti zjišt�ným výsledk�m byla v roce 2005 mezi 239 
izoláty E. coli ze zdravých slepic rezistence k ciprofloxacinu a ofloxacinu 
nalezena pouze u 3 % kmen� [141]. Výsledky tedy nazna�ují, že rezistence 
k fluorochinolon�m je velmi aktuálním problémem. Navíc, kmeny rezistentní 
k fluorochinolon�m jsou velmi �asto také rezistentní k jiným antibiotik�m 
(cefalosporiny 3. generace, aminoglykosidy) a projevují se tedy jako 
multirezistentní. Podle EARSS se v roce 2005 po�et t�chto multirezistentních E. 
coli v �eské republice rapidn� zvýšil [142].  

Tab. 7. Výsledky testování rezistence kmen� E. coli 
k antibiotik�m a hodnoty MIC50 a MIC90 (mg/l).  
ATB citlivé rezistentní MIC50 MIC90 

AMP 16 4 2,00 64,00 
A+IB 20 0 2,00 4,00 
CTR 20 0 0,50 0,50 
CFF 20 0 0,13 0,50 
GEN 20 0 0,25 1,00 
STM 12 8 8,00 256,00 
APR 20 0 2,00 4,00 
NEO 18 2 2,00 4,00 
NAL 1 19 256,00 256,00 
CIP 16 4 0,50 4,00 
ENR 14 6 2,00 32,00 
TTC 16 4 1,00 32,00 
CMP 20 0 2,00 4,00 
FLO 20 0 2,00 2,00 
COT 19 1 2,00 8,00 
Pozn. Hodnoty MIC50 a MIC90 vyjad�ují koncentraci 
daného antibiotika, která je hodnotou MIC pro 50, resp. 90 % 
sledovaných kmen�. 
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Analýza mechanizm� rezistence aminopenicilin� odhalila u všech 
testovaných kmen� výskyt �-laktamáz typu TEM-1/SHV-1/low. Žádný z kmen� 
nebyl ozna�en jako ESBL (extended spectrum of �-lactamases, širokospektré �-
laktamázy). P�i analýze mechanizm� rezistence na chinolony byly nalezeny 
pouze jednoduché mutace (25 %) QRDR oblasti na chromozomu E. coli. 
Pro potvrzení konkrétních mutací byla zavedena PCR metoda [140].  

4.1.3. Produkce a typizace bakteriocin� u kmen� E. coli 

Na produkci kolicin� bylo testováno celkem 56 kmen� ur�ených standardními 
identifika�ními metodami jako E. coli. Bylo nalezeno 21 kolicinogenních 
producent�, což p�edstavuje 37,5% incidenci kolicinogenie u kmen� 
Escherichia coli izolovaných z povrchu chlazené dr�beže. Bylo zjišt�no, že 
studované izoláty produkují 10 typ� kolicin� a 4 typy mikrocin�. Jedenáct 
z nich produkuje pouze jeden typ kolicinu nebo mikrocinu, ostatní produkují dva 
a více typ� bakteriocin� (Tab. 8). 35 % z produk�ních kmen� vykazuje 
vícenásobnou produkci bakteriocin�, tzn. 3 a více typ� kolicin� �i mikrocin�. 
Vícenásobná produkce kolicin� a mikrocin� byla sledována mezi 
102 produk�ními humánními izoláty E. coli a byl nalezen pouze jeden kmen 
produkující �ty�i typy bakteriocin� sou�asn� [66]. P�estože zde studovaný 
soubor kolicinogenních izolát� E. coli z ku�ecí k�že byl p�tkrát menší, bylo zde 
nalezeno 7 kmen� produkujících sou�asn� 3 a více bakteriocin�. Dá se tedy 
p�edpokládat, že vícenásobná produkce kolicin� a mikrocin� je u dr�bežích 
izolát� rozší�eným jevem. 

Tab. 8. Kombinace typ� bakteriocin� 
u produk�ních kmen� a jejich po�et. 
Typ produkovaného 
bakteriocinu 

Po�et 
kmen� 

Ia 4 
Y 3 
mV 3 
E1,E2,E6,E7, mV,mM 2 
mC7 1 
Ia, mL 1 
Ia, Y 1 
E5, mC7 1 
E5, E9, Y 1 
Ia, mC7, mV 1 
B, E1, M  1 
B, E1, E7, M 1 
B, M, E5, E9, Y 1 
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Nej�ast�ji byly zastoupeny koliciny Ia, Y a E1 (Tab. 9). V menší mí�e se 
vyskytovaly kmeny produkující další koliciny typu E (E5, E7, E2, E6, E9), B a 
M. U sledovaných kmen� platí, že všechny kmeny produkující kolicin B 
produkují i kolicin M. Sou�asný výskyt kolicinu B a M byl již d�íve v literatu�e 
popsán u humánních izolát� [66]. Ostatní typy kolicin� nebyly detekovány. 
Z mikrocin� byl zjišt�n nej�ast�jší výskyt mikrocinu V (6 kmen�), dále 
mikrocinu C7 (3 kmeny), mikrocinu M (2 kmeny) a u jednoho izolátu byla 
zaznamenána produkce mikrocinu L.  

Tab. 9. Frekvence výskytu jednotlivých 
typ� bakteriocin�.  

Typ bakteriocinu Frekvence výskytu 
(%) (n = 56) 

Kolicin  
Ia 10,7 
Y 10,7 
E1 7,1 
B 5,4 
E5 5,4 
E7 5,4 
M 5,4 
E2 3,6 
E6 3,6 
E9 3,6 

A, D, E3, E4, E8, 
Ib, Js, K, L, N, S4, 

U, 5, 10 
0 

Mikrocin  
mV 10,7 
mC7 5,4 
mM 3,6 
mL 1,8 

mB17, mH47, 
mJ25 0 

4.1.4. Mikroflóra ku�ecí k�že 

Byly sledovány celkové po�ty mikroorganizm� (mezofilní bakterie, 
psychrotrofní bakterie, koliformní bakterie, kvasinky) na ku�ecí k�ži chlazené 
dr�beže v pr�b�hu výroby (p�ed chlazením; po chlazení) a po distribuci 
do obchodní sít� (Tab. 10, Obr. 6). Navíc byly hledány množstevní rozdíly 
v závislosti na délce chladového skladování (0, 24, 48, 72 hodin) a na ro�ním 
období (únor, duben, �erven, zá�í 2006) (Obr. 7, 8).  
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Tab. 10. Po�ty mikroorganizm� (log CFU/g k�že) na ku�ecí k�ži 
chlazené dr�beže na výrobní lince p�ed chlazením, po chlazení a 
z obchodní sít� (pr�m�r ± sm�rodatná odchylka). 

mikroorganizmy 
p�ed 

chlazením 
po 

chlazení 
z obchodní 

sít� 
CPM 7,38 ± 0,35 6,23 ± 0,16 6,09 ± 0,23 
psychrotrofní bakterie 5,03 ± 0,12 4,16 ± 0,89 4,92 ± 0,17 
koliformní bakterie 5,99 ± 0,18 4,66 ± 0,25 5,27 ± 0,19 
kvasinky 5,22 ± 0,11 4,46 ± 0,67 5,05 ± 0,21 
pozn. CPM – celkový po�et mezofilních bakterií 

Na Obr. 6 jsou znázorn�ny po�ty r�zných skupin mikroorganizm� mikroflóry 
ku�ecí k�že v pr�b�hu zpracování a následné distribuce do obchodní sít�. 
Z grafu je patrné, že chlazení p�i výrob� je ú�inné a zp�sobuje redukci po�áte�ní 
mikroflóry pr�m�rn� asi desetkrát. Nejmén� jsou ovlivn�ny kvasinky a 
psychrotrofní bakterie. Metabolizmus zejména mezofilní mikroflóry je 
zpomalen a dochází tedy ke zpožd�ní rozvoje potenciáln� patogenních bakterií 
nap�. z �eledi Enterobacteriaceae. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 6. Celkové po�ty aerobních mezofilních mikroorganizm�, 
psychrotrofních bakterií, koliformních bakterií a kvasinek na povrchu 
ku�ecí k�že p�ed a po chlazení ve výrob� a po zakoupení z obchodní sít�. 

     Stanovení celkového po�tu mikroorganizm� na k�ži chlazené dr�beže 
ukazuje, že nejv�tší po�et mikroorganizm� byl na povrchu dr�beže zakoupené 
v zá�í (Obr. 7), zatímco nejmén� mikroorganizm� se vyskytovalo na dr�beži 
zakoupené v dubnu. Ve studii z roku 2006 jsou shrnuty výsledky n�kolika 
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autor�, které uvád�jí podobné po�áte�ní hodnoty celkových aerobních bakterií 
na povrchu dr�beží k�že v rozmezí 4,73 – 5,73 log CFU/g k�že [143]. Z našich 
výsledk� rovn�ž vyplývá, že po 24 hodinách skladování dr�beže p�i 
chladírenské teplot� došlo k nár�stu po�tu mikroorganizm� zhruba o 1 �ád. 
P�i skladování dr�beže (4 ± 2 °C) b�hem 3 dn�, což byla doba použitelnosti 
chlazené dr�beže uvedená prodejcem, se po�et mikroorganizm� zvýšil zhruba 
tisíckrát (Obr. 7). Nižší nár�st po�tu bakterií a kvasinek b�hem skladování byl 
zaznamenán v zá�í a �ervnu, což lze vysv�tlit tím, že prodejce pravd�podobn� 
využíval maximálního chlazení dr�beže v prodejn� oproti mén� teplým 
m�síc�m. Tím mohlo dojít (v teplejších m�sících) ke zpomalení r�stu n�kterých 
skupin mikroorganizm� a následn� k prodloužení jejich fáze adaptace na nové 
prost�edí. Tyto výsledky potvrzují i studie jiných autor�, podle kterých je 
v�tšina mikroorganizm� izolovaných z povrchu dr�beže schopna p�ežití nebo 
r�stu p�i chladírenských teplotách [20].  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Obr. 7. Celkové po�ty aerobních mezofilních mikroorganizm� 
izolovaných z povrchu dr�beže b�hem roku 2006 a vliv doby 
skladování na mikroflóru povrchu dr�beže uskladn�né 
p�i chladírenské teplot�. 

Na povrchu dr�beže se rovn�ž vyskytovalo zna�né množství koliformních 
bakterií, jejichž po�et se v dob� zakoupení dr�beže pohyboval zhruba mezi 104 

až 105 CFU/g k�že, což koresponduje s podobnými studiemi [143]. Výjimkou 
byla ku�ata zakoupená v dubnu, na kterých byl zjišt�n nižší po�et koliformních 
bakterií (Obr. 8). V tomto m�síci, podobn� jako v únoru, však došlo 
k nejv�tšímu nár�stu po�tu koliformních bakterií izolovaných z povrchu dr�beže 
skladované p�i chladírenské teplot�. Oproti tomu v teplejších m�sících došlo 
k nár�stu po�tu koliformních bakterií b�hem t�ídenního skladování dr�beže 
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pouze o necelé dva �ády (Obr. 8), což lze op�t vysv�tlit pomalejší adaptací 
t�chto bakterií na nové prost�edí.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Obr. 8. Celkové po�ty koliformních bakterií izolovaných 
z povrchu dr�beže b�hem roku 2006 a vliv doby skladování 
na mikroflóru povrchu dr�beže uskladn�né p�i chladírenské 
teplot�.  

U všech sledovaných mikrobiálních skupin došlo v pr�b�hu 72 hodin 
chladového skladování ke zna�nému zmnožení. Po�ty p�esahující 107 CFU/g 
k�že již znateln� zp�sobovaly rozklad lipid� a protein� a výrazn� tak byly 
ovlivn�ny organoleptické vlastnosti ku�ecího masa (nep�íjemný zápach). 

4.1.5. M��ení pH ku�ecí k�že 

Hodnota pH je považována za významný indikátor pr�b�hu postmortálních 
zm�n masa a je tedy i ukazatelem aktuálního biochemického stavu ku�ecího 
masa se vztahem k jeho hygienickým, senzorickým a technologickým 
vlastnostem. Hodnoty pH byly m��eny po celou dobu chladírenského skladování 
vždy s 24 hodinovým odstupem.  

Celkem byla analýza pH provedena na 33 kusech chlazených nebalených 
ku�at, které byly zakoupeny postupn� v období leden 2006 – duben 2008 
v podnikové prodejn� od jednoho výrobce (Raciola Jehli�ka, s r.o., Uherský 
Brod, �eská republika). Pr�m�rná hodnota pH k�že �erstvé chlazené dr�beže 
byla 6,42 � 0,07. Po 24 hodinách skladování p�i 4 � 2 °C se pH mírn� zvýšilo 
na 6,50 � 0,21. Trend zvyšování byl pozorován i po 48 (6,64 � 0,28) a 72 
(6,82 � 0,43) hodinách skladování. Podobné hodnoty (od 6,52 do 6,61) a trend 
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mírného zvyšování hodnot pH b�hem 5 dn� skladování p�i 3 � 1 °C byly 
zaznamenány p�i m��ení 66 ku�ecích stehen zkoupených ve Špan�lsku [93]. 

4.2. Antimikrobiální ú�inky vybraných látek 
4.2.1. Organické kyseliny a jejich soli 

Z celkového pohledu na antibakteriální ú�inky organických kyselin nelze �íci, 
že by existoval rozdíl mezi skupinou gramnegativních a grampozitivních 
bakterií. Antibakteriální ú�inek organických kyselin je dán nejen snížením pH, 
ale také inhibicí metabolických proces� nedisociovanými molekulami [77].  

Kyselina mlé�ná 

Antimikrobiální ú�inky kyseliny mlé�né v rozmezí koncentrací 0,1 - 1 % 
(v/v) byly sledovány na vybrané bakterie. Na základ� výsledk� bylo zjišt�no, že 
k úplné inhibici E. coli dochází p�i 0,5% koncentraci kyseliny mlé�né. P�i stejné 
koncentraci této kyseliny došlo k absolutní inhibici také u P. fluorescens a S. 
aureus. Na S. Typhimurium a M. luteus má kyselina mlé�ná inhibi�ní ú�inek 
p�i koncentraci 0,25 %, a r�st S. marcescens byl zastaven již p�i aplikaci 0,125% 
kyseliny. V p�ípad� bacil� nebyla stanovena koncentrace, p�i které dochází 
k totální inhibici. Byl stanoven pouze statisticky významný úbytek v po�tu 
bakterií po aplikaci 2 a 3% kyseliny mlé�né. 

Kyselina citronová, octová, sorbová a sorban draselný 

Antimikrobiální ú�inky kyseliny citronové, octové, sorbové a sorbanu 
draselného byly testovány dilu�ní metodou na vybrané t�i bakteriální kmeny, 
které byly izolovány z ku�ecí k�že. Jedná se o zástupce gramnegativních 
fermentujících ty�inek z �eledi Enterobacteriaceae (Escherichia coli 66), 
gramnegativních nefermentujících ty�inek (Pseudomonas fragi 19) a 
grampozitivních kok� (Staphylococcus aureus subsp. aureus 7). Úbytek bakterií 
byl stanoven spektrofotometricky m��ením zákalu. Jelikož je za ur�itých 
podmínek absorbance p�ímo úm�rná koncentraci bakteriálních bun�k, je možné 
považovat úbytek absorbance za úbytek bun�k tzn., že bylo zpomaleno resp. 
zastaveno bun��né množení. V grafech (Obr. 9, 10, 11) je znázorn�n pokles 
absorbance v závislosti na koncentraci testované látky po 24 hodinové kultivaci. 
Pokud byla nalezena taková koncentrace, která zcela zastavuje bakteriální 
d�lení, byla ozna�ena za minimální inhibi�ní koncentraci (MIC). Všechny 
zjišt�né hodnoty MIC jsou shrnuty v Tab. 11. 

Nejcitliv�jší bakterií k testovaným organickým kyselinám byla P. fragi. Je 
to psychrotrofní bakterie, která se velkou m�rou podílí na kažení masa a 
dr�beže. V rozsáhlé studii bylo z 5920 kmen� izolovaných z jate�n� 
opracovaných t�l ku�at více než 30 % identifikováno jako Pseudomonas sp. 
[144]. Jiný literární zdroj uvádí, že P. fragi tvo�ila podstatnou �ást (13,7 %) 
po�áte�ní mikroflóry chlazených ku�at odebíraných po chlazení p�ímo 
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z výrobní linky. Po osmi dnech chladového skladování tvo�ila již tém�� 
30 % ze sledované povrchové mikroflóry, která byla zam��ena 
na pseudomonády [145].   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Obr. 9. Hodnoty absorbance (OD550) po 24 hodinové kultivaci 
Escherichia coli 66 s r�znými koncentracemi kyseliny citronové, 
octové, sorbové a sorbanu draselného. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Obr. 10. Hodnoty absorbance (OD550) po 24 hodinové kultivaci 
Pseudomonas fragi 19 s r�znými koncentracemi kyseliny citronové, 
octové, sorbové a sorbanu draselného. 
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Tab. 11. P�ehled stanovených minimálních inhibi�ních koncentrací. 

 E.coli 66 P. fragi 19 S. aureus 7 
kyselina citronová 0,50 % 0,10 % 0,10 % 
kyselina octová 0,02 % 0,02 % 0,03 % 
kyselina sorbová 0,10 % 0,05 % 0,10 % 
sorban draselný 6,00 % 4,00 % N 

pozn. N – MIC nestanovena, jelikož látka ani v nejvyšší testované koncentraci zcela 
nezastavovala r�st 

Z výsledk� získaných v této práci je tedy možno p�edpokládat, že 
v p�ípad� aplikace organických kyselin na povrch dr�beže nastane nejv�tší 
zpomalení rozvoje té �ásti mikroflóry, skládající se p�evážn� 
z psychrotrofních Pseudomonas. Jelikož jsou p�evážn� tyto bakterie 
odpov�dné za proteolytický a lipolytický rozklad dr�bežího masa, zpomalí 
se tímto zp�sobem významn� proces kažení. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Obr. 11. Hodnoty absorbance (OD550) po 24 hodinové kultivaci 
Staphylococcus aureus subsp. aureus 7 s r�znými koncentracemi 
kyseliny citronové, octové, sorbové a sorbanu draselného. 

 Z testovaných látek m�la jednozna�n� nejv�tší ú�inek na všechny t�i vybrané 
zástupce r�zných bakteriálních skupin kyselina octová. Již velmi nízká 
koncentrace od 0,02 % zastavovala bakteriální r�st. Mikroorganizmy se však ve 
své citlivosti ke kyselin� octové zna�n� liší. Pro inhibici Bacillus cereus, 
Salmonella Aertrycke �i S. aureus je pot�eba nižší koncentrace než pro redukci 
Saccharomyces cerevisiae �i Aspergillus niger. Dále bylo zjišt�no, že 
antibakteriální ú�inek v��i grampozitivním i gramnegativním bakteriím se 
zvyšuje použitím pufrovacích systém� [146].  
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Kyselina octová p�es své velmi dobré ú�inky není senzoricky vhodná 
pro aplikaci na dr�beží maso. Nevýhodou aplikace kyseliny sorbové je její nízká 
rozpustnost ve vod�. Pro praktické aplikace se využívá jejích solí, zejména 
sorban draselný a sorban sodný. 

4.2.2. Mastné kyseliny a jejich monoacylglyceroly 

Kyselina kaprylová  

Antibakteriální ú�inky kyseliny kaprylové byly sledovány v rozmezí 
koncentrací 0,1 - 1% (v/v). Nejcitliv�jší v��i kyselin� kaprylové byly 
grampozitivní koky (S. aureus, M. luteus). Celková inhibice r�stu byla 
u S. aureus zjišt�na po aplikaci 0,25% kyseliny kaprylové, stejn� jako 
u S. Typhimurium a M. luteus. U P. fluorescens byla tato hodnota rovna 0,5 %, 
u E. coli 0,75 % a u S. marcescens 2 %. U rodu Bacillus nebyla stanovena 
koncentrace, p�i které dochází k totální inhibici. Byl stanoven pouze statisticky 
významný úbytek v po�tu bakterií po aplikaci 2 a 3%  kyseliny kaprylové. 

Kyselina olejová  

Antibakteriální ú�inek kyseliny olejové (1 - 2,5 % v/v) byl sledován u bakterií 
P. fluorescens, E. coli, S. Typhimurium a S. aureus (Obr. 12). Statisticky 
významný úbytek (Kruskal-Wallis�v test, P ≤ 0.05) byl zaznamenán pouze 
p�i použití 2% a 2,5% koncentrace na bakterie E. coli, S. Typhimurium a S. 
aureus. P. fluorescens byla ke všem testovaným koncentracím odolná. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 12. Po�et bakterií (log CFU/ml) po 24 hodinové kultivaci 
s r�znými koncentracemi kyseliny olejové. 
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Monoacylglyceroly kyseliny undekanové a undecenové 
Gramnegativní bakterie byly mnohem odoln�jší v��i inhibi�nímu p�sobení 

monoacylglycerol� kyseliny undekanové (MAG C11:0) a kyseliny undecenové 
(MAG C11:1) než bakterie grampozitivní. MAG C11:0 od koncentrace 1000 mg/l 
snižuje po�ty Escherichia coli o jeden �ád, zatímco na Pseudomonas aeruginosa 
tohoto ú�inku nedosahuje ani p�i nejvyšší použité koncentraci 2400 mg/l. 
Ve srovnání s MAGy C10:0 a C12:0, které nem�ly žádné inhibi�ní ú�inky na stejné 
kmeny E. coli a P. aeruginosa [101], MAG C11:0 alespo� zpomaloval r�st E. 
coli. Thormar a Hilmarsson [147] ve svém p�ehledu uvedli, že dva nejú�inn�jší 
monoacylglyceroly v koncentraci 5 - 10 mmol/dm3 v��i spektru patogenních 
bakterií a vir� byly MAG C10:0 a MAG C12:0, ovšem nikoli na Escherichia coli. 
MAG C11:1 m�l bakteriostatický ú�inek na E. coli od koncentrace 1000 mg/l 
(Tab. 12), kdežto na P. aeruginosa by mohl mít stejný ú�inek z�ejm� 
až od koncentrace vyšší než 2400 mg/l. Vyšší koncentrace však již z d�vodu 
špatné rozpustnosti MAG� nebyly testovány. Zvýšení ú�inku lipid� proti 
gramnegativním bakteriím je možné dosáhnout kombinací s vyšší teplotou (50 
°C) �i okyselením, nap�. kyselinou citronovou [147]. Tato zjišt�ní poukazují 
na to, že gramnegativní bakterie jsou chrán�ny vn�jší membránou bun��né 
st�ny, která je tvo�ena lipopolysacharidy. Nízké pH a zvýšená teplota z�ejm� 
narušují tuto ochranou bariéru a dovolí tak penetraci mastných kyselin 
až k bakteriální plazmatické membrán� [106].   

Mnohem výrazn�jší bakteriostatický ú�inek byl pozorován u grampozitivních 
bakterií. MAG C11:0 již v koncentraci 70 mg/l p�sobil na Staphylococcus aureus 
bakteriostaticky (Tab. 12), v koncentraci 100 mg/l již baktericidn�. Hodnota 
MIC pro MAG C11:0 (70 mg/l) u S. aureus leží mezi hodnotami MIC pro MAG 
C10:0 (150 mg/l) a MAG C12:0 (35 mg/l) u stejného kmene S. aureus [101]. 
Bacillus cereus, jakožto sporotvorný mikroorganizmus, byl odoln�jší než S. 
aureus. MAG C11:0 p�sobil bakteriostaticky na B. cereus až v koncentraci 
750 mg/l, baktericidní koncentrace nebyla stanovena. Nicmén� koncentrace 
1000 mg/l zp�sobila snížení v po�tu bun�k o 7 log �ád�. MAG C11:1 
v koncentraci 140 mg/l p�sobil na S. aureus bakteriostaticky, v koncentraci 
240 mg/l baktericidn�. MAG C11:1 v koncentraci 380 mg/l p�sobil na bakterie B. 
cereus bakteriostaticky a zp�sobil snížení o více než dva log �ády. Baktericidní 
koncetrace MAG C11:1 pro B. cereus nebyla stanovena. 

Na testované kvasinky (Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans) p�sobil 
MAG C11:0 pouze mikrobistaticky až do koncentrace 1000 mg/l, kdežto MAG 
C11:1 p�sobil i mikrobicidn� – na S. cerevisiae v koncentraci 360 mg/l a na C. 
albicans v koncentraci 400 mg/l (Tab. 12). Nedávná studie [104] popisuje, že t�i 
kmeny C. albicans (ATCC 28516, dva klinické izoláty) byly nejvíce inhibovány 
kyselinou kaprinovou a laurovou. V 10 mmol/dm3 koncentraci zp�sobily snížení 
o více než 5 log �ád� kvasinkových bun�k. V této práci bylo pozorováno, 
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že monoacylglyceroly kyseliny undekanové i undecenové v koncentraci 
250 mg/l zp�sobily snížení o více než 2 log �ády u bun�k C. albicans i S. 
cerevisiae. 

Tab. 12. P�ehled minimálních inhibi�ních koncentrací (MIC) a 
minimálních baktericidních koncentrací (MBC) u testovaných bakterií a 
kvasinek. 

MAG C11:0 (mg/l) MAG C11:1 (mg/l)  

MIC MBC MIC MBC 
Staphylococcus aureus subsp. 
aureus 70 100 140 240 
Bacillus cereus 750 >1000 380 N 
Saccharomyces cerevisiae 250 N 250 360 
Candida albicans 250 N 250 400 
Escherichia coli N N 1000 N 
Pseudomonas aeruginosa N N >2400 N 

N – MIC nestanovena 

 

Obr. 13. Srovnání makrokolonií rodu Phoma 
na Czapek Dox agaru bez p�ídavku MAG (a) a 
s p�ídavkem 250 mg/l MAG C11:1 (b) po 14 
denní kultivaci p�i pokojové teplot�. 

Vláknité houby jsou b�žnými organizmy zp�sobujícími kažení potravin, nap�. 
kysané mlé�né výrobky, sýry, chléb. Nedostatek literárních údaj� 
o antifungálních ú�incích monoacylglycerol� je zmírn�n sou�asnou studií 
sledující inhibi�ní vliv kyseliny laurové, myristové a palmitové a jejich 
monoacylglycerol� na Aspergillus spp. a Penicillium spp. [148].  

Redukce mycelia p�i r�stu na pevném médiu s MAGy byla hodnocena 
m��ením velikosti kolonií v centimetrech (pr�m�r). MAGy v agarové p�d� 
ovliv�ovaly nejen velikost a morfologii kolonií, ale také produkci a distribuci 
exopigment� (Obr. 13).  

a b cc
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Výsledky p�sobení MAG C11:0 na plís�ové kmeny jsou zaznamenány 
v Tab. 13. MAG C11:0 do koncentrace 1000 mg/l neinhibuje zcela ani jednu 
ze sledovaných plísní. Na druh Mucor racemosus nep�sobil v�bec. 
Na Aspergillus niger a Scopulariopsis m�la tato látka signifikantní vliv 
po 7 dnech kultivace, ale po 14 dnech kultivace již žádný ú�inek nebyl 
zaznamenán. Rod Cladosporium byl statisticky významn� inhibován ješt� po 14 
dnech kultivace až vysokou koncentrací 1000 mg/l, obdobn� tomu bylo u rodu 
Trichothecium, na inhibici však dosta�ovala již koncentrace 500 mg/l. 
Nejcitliv�jšími plísn�mi byly rody Alternaria, Phoma a Trichoderma, na jejichž 
statisticky významnou redukci r�stu sta�ila koncetrace 250 mg/l. Je možné, že 
stejné ú�inky by m�la i nižší koncentrace, což bude p�edm�tem dalšího 
zkoumání.  

Výsledky p�sobení MAG C11:1 na plís�ové kmeny jsou zaznamenány 
v Tab. 14. MAG C11:1 inhibuje Aspergillus niger a rod Phoma v koncentraci 500 
mg/l (P ≤ 0,001) �i vyšší po 7 dnech kultivace. Nicmén� po 14 dnech kultivace 
již tento výsledek nebyl statisticky pr�kazný ani u nejvyšší použité koncentrace, 
p�estože by hodnoty velikostí kolonií (3,70 ± 0,17 cm; 1,35 ± 0,45 cm, resp.) 
mohly napovídat o opaku. Na vin� statistické nepr�kaznosti je velký 
rozptyl nam��ených hodnot. P�esto, že MAG C11:0 na Mucor racemosus v�bec 
nep�sobil, jedna dvojná vazba v molekule MAG C11:1 navíc zp�sobila 
antifungální ú�inek p�i koncentraci 500 mg/l po 7 dnech a 750 mg/l po 14 dnech 
kultivace. Rod Scopulariopsis byl významn� redukován nejnižší koncentrací 
po 7 dnech kultivace, avšak po 14 dnech kultivace byla ú�inná pouze 
koncentrace 1000 mg/l. Koncentrace 250 mg/l MAG C11:1 zp�sobila významnou 
inhibici Trichoderma, avšak žádná použitá koncentrace nezp�sobila úplnou 
redukci r�stu. MAG C11:1 zcela inhibuje r�st Alternaria p�i koncentraci 1000 
mg/l, zatímco Cladosporium a Trichothecium je redukováno již koncentrací 500 
mg/l a to i po 14 dnech kultivace. Všechny t�i poslední jmenované plísn� byly 
inhibovány již p�i použití 250 mg/l MAG C11:1 (P ≤ 0,001). 

P�i srovnání antifungálních ú�ink� MAG C11:0 a MAG C11:1 bylo 
vyhodnoceno, že p�ítomná nenasycená vazba výrazn� ovliv�uje a zvyšuje 
ú�innost sledované látky nejen proti plísním (Tab. 15), ale také proti 
sledovaným kvasinkám a gramnegativním bakteriím. Ne zcela pr�kazný je vliv 
této vazby na grampozitivní koky S. aureus a sporotvorné ty�inky B. cereus. 
Kabara [149] naproti tomu prokázal zvýšení antimikrobiálního ú�inku 
p�ítomností nenasycené vazby na spektru grampozitivních bakterií, avšak také 
kvasinek.  
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Tab. 13. R�st plísní na pevné p�d� (Czapek-Dox agar) s p�ídavkem MAG C11:0 vyjád�en jako velikost kolonií 
v centimetrech (LSM �  SE). 

Koncentrace MAG C11:0 (mg/l) 
Mikroorganizmus 

Doba 
kultivace 

(dny) 0 250 500 750 1000 

7 5,50 ± 0,24 A 2,78 ± 0,24 B 2,07 ± 0,24 B 1,75 ± 0,24 B 1,72 ± 0,24 B Alternaria sp. 

14 5,50 ± 0,16 A 4,16 ± 0,16 B 4,16 ± 0,16 B 3,68 ± 0,16 B 3,77 ± 0,16 B 
7 3,56 ± 0,11 A 3,63 ± 0,11 A 2,73 ± 0,11 B 2,32 ± 0,11 B 2,12 ± 0,11 B Aspergillus niger 

14 4,43 ± 0,12 4,66 ± 0,12 4,53 ± 0,12 4,47 ± 0,12 4,33 ± 0,12 
7 2,03 ± 0,15 A 1,15 ± 0,15 1,31 ± 0,15 1,27 ± 0,15 0,93 ± 0,15 B Cladosporium sp. 

14 3,63 ± 0,11 A 3,45 ± 0,11 3,43 ± 0,11 A 3,12 ± 0,11 2,66 ± 0,11 B 
7 5,50 ± 0,10 5,50 ± 0,10 5,50 ± 0,10 5,50 ± 0,10 5,50 ± 0,10 Mucor racemosus 

14 5,50 ± 0,10 5,50 ± 0,10 5,50 ± 0,10 5,50 ± 0,10 5,50 ± 0,10 
7 3,85 ± 0,11 A 2,98 ± 0,11 AB 2,57 ± 0,11 B 2,47 ± 0,11 B 1,97 ± 0,11 B Phoma sp. 

14 4,18 ± 0,10 A 3,15 ± 0,10 B 2,75 ± 0,10 B 2,60 ± 0,10 B 2,75 ± 0,10 B 
7 3,87 ± 0,13 A 2,63 ± 0,13 AB 1,50 ± 0,13 B 1,40 ± 0,13 B 1,43 ± 0,13 B Scopulariopsis sp. 

14 4,12 ± 0,18 3,88 ± 0,18 3,56 ± 0,18 3,28 ± 0,18 3,12 ± 0,18 
7 4,32 ± 0,13 A 2,77 ± 0,13 B 2,32 ± 0,13 B 1,66 ± 0,13 B 1,52 ± 0,13 B Trichoderma sp. 

14 5,50 ± 0,13 A 2,91 ± 0,13 B 2,51 ± 0,13 B 2,25 ± 0,13 B 2,37 ± 0,13 B 
7 3,12 ± 0,15 A 2,27 ± 0,15 A 0,50 ± 0,15 B 0,83 ± 0,15 B 0,65 ± 0,15 B Trichothecium sp. 

 14 3,83 ± 0,29 A 2,18 ± 0,29 1,21 ± 0,29 B 1,63 ± 0,29 B 1,91 ± 0,29 B 
Pozn. A, B Hodnoty s rozdílným písmenem v rámci �ádku se od sebe signifikantn� liší (P ≤ 0,001). 
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Tab. 14. R�st plísní na pevné p�d� (Czapek-Dox agar) s p�ídavkem MAG C11:1 vyjád�en jako velikost kolonií 
v centimetrech (LSM � SE). 

Koncentrace MAG C11:1 (mg/l) 
Mikroorganizmus 

Doba 
kultivace 

(dny) 0 250 500 750 1000 

7 5,50 ± 0,23 A 2,47 ± 0,23 B 2,05 ± 0,23 B 1,47 ± 0,23 B 0,10 ± 0,23 B Alternaria sp. 

14 5,50 ± 0,21 A 2,61 ± 0,21 B 3,58 ± 0,21 B 3,66 ± 0,21 B 0,10 ± 0,21 B 
7 4,37 ± 0,17 A 2,23 ± 0,17 A 1,06 ± 0,17 B 1,10 ± 0,17 B 1,06 ± 0,17 B Aspergillus niger 

 14 4,42 ± 0,17  4,06 ± 0,17  4,16 ± 0,17  3,56 ± 0,17  3,70 ± 0,17  
7 1,92 ± 0,04 A 1,37 ± 0,04 AB 0,12 ± 0,04 B 0,10 ± 0,04 B 0,10 ± 0,04 B Cladosporium sp. 

14 3,40 ± 0,15 A 2,77 ± 0,15 A 0,68 ± 0,15 B 0,10 ± 0,15 B 0,10 ± 0,15 B 
7 5,50 ± 0,12 A 5,50 ± 0,12 A 3,55 ± 0,12 B 2,97 ± 0,12 B 1,78 ± 0,12 B Mucor racemosus 

14 5,50 ± 0,10 A 5,50 ± 0,10 A 5,50 ± 0,10 A 3,91 ± 0,10 B 3,37 ± 0,10 B 
7 2,16 ± 0,17 A 2,11 ± 0,17 A 2,03 ± 0,17 A 0,51 ± 0,17 B 0,52 ± 0,17 B Phoma sp. 

 14 3,70 ± 0,45  2,96 ± 0,45  2,93 ± 0,45  1,68 ± 0,45  1,35 ± 0,45  
7 3,70 ± 0,11 A 2,77 ± 0,11 AB 1,51 ± 0,11 AB 0,32 ± 0,11 B 0,33 ± 0,11 B Scopulariopsis sp. 

 14 3,86 ± 0,35 A 3,50 ± 0,35 A 4,06 ± 0,35 A 2,61 ± 0,35  1,65 ± 0,35 B 
7 4,26 ± 0,14 A 3,17 ± 0,14 AB 1,90 ± 0,14 B 1,57 ± 0,14 B 1,10 ± 0,14 B Trichoderma sp. 

 14 5,50 ± 0,11 A 3,13 ± 0,11 AB 2,02 ± 0,11 B 2,21 ± 0,11 B 1,65 ± 0,11 B 
7 2,17 ± 0,06 A 1,05 ± 0,06 AB 0,43 ± 0,06 B 0,10 ± 0,06 B 0,10 ± 0,06 B Trichothecium sp. 

 14 3,12 ± 0,09 A 1,70 ± 0,09 AB 0,73 ± 0,09 AB 0,10 ± 0,09 B 0,10 ± 0,09 B 
Pozn. A, B Hodnoty s rozdílným písmenem v rámci �ádku se od sebe signifikantn� liší (P ≤ 0,001). 
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Tab. 15.  Pr�m�rné velikosti kolonií plísní 
(cm) vztažené k r�zné dob� kultivace a 
použitým monoacylglycerol�m (LSM � SE). 

Doba 
kultivace 

(dny)  
MAG C11:0 MAG C11:1 

7 1,90 ± 0,03 A 1,17 ± 0,03 B 
14 3,16 ± 0,05 A 2,19 ± 0,05 B 

Pozn. A, B Hodnoty s rozdílným písmenem v rámci 
�ádku se od sebe signifikantn� liší (P ≤ 0,001). 
Mucor racemosus nebyl zahrnut do této celkové 
analýzy. 

4.3. Snižování kontaminace ku�ecí k�že 
Vybrané chemické látky byly na povrch chlazené dr�beže aplikovány 

n�kolika zp�soby – metodou pot�ru, ponoru a post�iku. Nejvyšší ú�innost 
aplikace byla v laboratorních podmínkách pozorována p�i namá�ení poloviny 
chlazeného ku�ete do 500 ml sterilního dekontamina�ního roztoku po dobu 
1 minuty. P�i této metod� dochází z�ejm� k nejdokonalejšímu proniknutí 
testované látky do všech záhyb� k�že. Ob� další metody nedosahovaly 
p�i použití stejných koncentrací shodných výsledk�. Navíc metodu pot�ru je 
možno využít pouze v laboratorních podmínkách. Nejlépe využitelnou metodou 
pro praxi je aplikace sledované látky za pomoci rozprašova�e. Tento krok je 
snadné za�adit do výrobní linky a to ve fázi vzduchového chlazení.    

4.3.1. Aplikace kyseliny citronové 

Kyselina citronová byla na povrch chlazené dr�beže aplikována 
v koncentracích 2, 4, 6, 8 a 10 %. S rostoucí koncentrací kyseliny citronové se 
snižoval po�et aerobních mezofilních bakterií a po�et skupiny koliformních 
bakterií klesal do 48 hodin od aplikace kyseliny citronové ješt� rapidn�ji. 
V literatu�e se uvádí, že s výjimkou laktobacil� jsou psychrotrofní bakterie 
zp�sobující kažení (Pseudomonas sp., Brochothrix thermosphacta) a patogenní 
bakterie (Listeria, Yersinia, Aeromonas) obecn� citliv�jší k organickým 
kyselinám než mezofilní enterobakterie [18].  

Kyselina citronová m�la významné inhibi�ní ú�inky na sledované skupiny 
bakterií až p�i aplikaci 4% a vyšší (Tab. 16). Kyselina citronová v 2% 
koncentraci byla popsána jako nejú�inn�jší mezi r�znými chemickými látkami 
ve snížení po�t� koliformních bakterií a kvasinek [93], což v této práci 
pozorováno nebylo (Tab. 16).  Lze však spekulovat o tom, že vyšší koncentrace 
kyseliny citronové budou výrazn�ji ovliv�ovat senzorické vlastnosti dr�beže. 
Na druhou stranu autor Río et al. [93] pozoroval p�i použití 2% kyseliny 
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citronové celkové senzorické zlepšení oproti kontrole ješt� po p�ti dnech 
skladování. Antifungální ú�inek kyseliny citronové byl v této práci 
pozorovatelný pouze v rozmezí jednoho �ádu, a to zejména do 48 hodin 
od aplikace 4% kyseliny citronové a vyšších koncentrací.  

Bylo pozorováno, že bezprost�edn� po ošet�ení povrchu kyselinou citronovou 
došlo ke snížení pH (Tab. 17). B�hem chladírenského skladování se však tento 
rozdíl pozvolna snižoval. Snížení pH závisí p�ímo úm�rn� na koncentraci 
aplikovaného roztoku. Nejvýrazn�jší rozdíl mezi hodnotou pH ošet�ených 
vzork� a kontrolou byl bezprost�edn� po aplikaci roztoku kyseliny. Tehdy 
pr�m�rná hodnota pH neošet�ených vzork� dosáhla hodnoty 6,42 � 0,24. 
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Tab. 16. P�ír�stek mikroorganizm� vztažený ke kontrolnímu vzorku v 0 h (log CFU/g k�že) po aplikaci kyseliny citronové 
(pr�m�r ��sm�rodatná odchylka). 

Doba skladování (hod) 
 Ošet�ení kyselinou 

citronovou (w/v) 0 24 48 72 
0% (4,49�0,17)* 0�0,00aA 1,04�0,25aB 2,53�0,41aC 3,19�0,41aD 
2%  -0,17�0,24a,bA 0,82�0,16a,bB 2,10�0,51a,bC 2,62�0,09a,bC 
4%  -0,39�0,67a,bA 0,33�0,49b,cB 1,49�0,32b,cC 2,26�0,20bD 
6%  -1,06�0,91bA -0,43�0,31cA 1,43�0,42b,cB 2,45�0,03a,bB 
8%  -0,53�1,04a,bA -0,63�1,30dA 1,38�0,82b,cB 2,39�0,72bB 

Mezofilní bakterie 

10%  -1,05�0,68bA -0,85�0,55dA 0,85�0,34cB 1,85�0,63bB 
0% (3,95�0,32)* 0�0,00aA 1,53�0,34aB 3,04�0,44aC 3,74�0,54aD 
2%  -0,40�0,56a,bA 1,37�0,38aB 2,51�0,51a,bB,C 3,02�0,22a,bC 
4%  -0,60�1,45a,bA 0,57�0,61bA 2,08�0,51bB 2,87�0,25bB 
6%  -1,68�1,14b,cA -0,25�0,41cA 1,85�0,70b,cB 3,01�0,10a,bB 
8%  -0,91�1,53a,bA -0,83�0,46cA 1,74�0,84b,cB 2,91�0,63bB 

Koliformní 
bakterie 

10%  -2,42�1,13cA -0,56�0,15cB 1,16�0,43cC 2,44�0,96bC 
0% (3,85�0,53)* 0�0,00aA 1,39�0,57aB 2,98�0,59aC 3,50�0,85aD 
2%  -0,53�0,75a,bA 0,96�0,88aA,B 2,48�0,89a,bB,C 3,39�0,39aC 
4%  -0,18�0,91a,bA 0,94�0,67aB 2,11�0,58bC 3,19�0,68aC 
6%  -0,60�0,56a,bA 0,39�0,60aA,B 2,30�0,86a,bB,C 3,51�1,34aC 
8%  -0,44�0,86a,bA 0,76�0,65aB 2,40�0,66a,bC 3,34�0,49aC 

Kvasinky 

10%  -0,80�0,14bA 0,66�0,10aB 1,85�0,26bC 3,14�0,28aD 
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Pozn. k Tab. 16: Statistická analýza hodnot (n = 4) byla zpracována analýzou rozptylu (jednocestná ANOVA) a Duncanovým testem (pro více�etná 
srovnání). Hodnoty v rámci sloupce (vliv ošet�ení) se stejným horním indexem se od sebe signifikantn� neliší (P � 0,05); každá mikrobiální skupina 
byla hodnocena zvláš�. Hodnoty v rámci �ádku (vliv doby skladování) se stejným velkým písmenem se signifikantn� neliší (P � 0,05).  

* Po�áte�ní množství mikroorganizm� na kontrolních vzorcích ošet�ených vodou byly brány jako referen�ní hodnoty (voda 0 h skladování). 
Negativní hodnoty vyjad�ují úbytek mikroorganizm�. 

Tab. 17. Hodnoty pH ku�ecí k�že b�hem 72 hodin skladování p�i 4��2 °C (pr�m�r ���sm�rodatná 
odchylka) po aplikaci kyseliny citronové. 

  Doba skladování (hodiny) 
Ošet�ení  0 24 48 72 

voda  6,42�0,24aA 6,71�0,34aB 7,01�0,28aC 7,32�0,16aD 
2%  5,23�0,87a,bA 5,63�0,16bA 6,12�0,22a,bA 6,58�0,44a,bA 
4%  4,61�1,10bA 5,23�0,37bA,B 5,90�0,36bA,B 6,30�0,58bB 
6%  3,81�0,79bA 4,90�0,45bA 5,49�0,14bA 5,82�0,11bA 
8%  4,28�1,18bA 4,91�0,43bA 5,43�0,59bA 5,87�0,67bA 

kyselina citronová (w/v) 

10%  3,33�0,63 bA 4,52�0,31bA,B 5,03�0,34bB 5,60�0,53bB 
Statistická analýza hodnot pH (n = 10) byla zpracována analýzou rozptylu (jednocestná ANOVA) a Duncanovým testem 
(pro více�etná srovnání). Hodnoty v rámci sloupce (vliv ošet�ení) se stejným horním indexem se od sebe signifikantn� 
neliší (P � 0,05); každá mikrobiální skupina byla hodnocena zvláš�. Hodnoty v rámci �ádku (vliv doby skladování) se 
stejným velkým písmenem se signifikantn� neliší (P � 0,05). 
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4.3.2. Aplikace kyseliny mlé�né 

Inhibi�ní ú�inek kyseliny mlé�né byl již d�íve pozorován na r�zné 
gramnegativní [79; 150] a grampozitivní bakterie [88] na vep�ovém a hov�zím 
mase. Z výsledk� této práce je patrné, že kyselina mlé�ná na ku�ecí k�ži 
zp�sobila výrazné zpožd�ní logaritmického r�stu zejména mezofilních bakterií 
v�etn� koliformních (Tab. 18). Nejv�tší pokles po�tu bakterií byl zaznamenán 
24 hodin po aplikaci. Nicmén� 48 hodin od aplikace za�aly mikroorganizmy r�st 
exponenciáln�.  

Ošet�ení ku�ecího masa kyselinou mlé�nou v kombinaci se sorbanem 
draselným statisticky pr�kazn� prodlužuje jeho údržnost (Tab. 18, Tab. 19). 
Samotný sorban draselný je znám svým ú�inkem p�edevším v��i kvasinkám 
a plísním, avšak také v��i celé �ad� bakterií, v�etn� pseudomonád [151] 
a koliformních bakterií. Nedávno bylo publikováno, že 5% sorban draselný byl 
ú�inný p�i redukci psychrotrofní bakterie Listeria monocytogenes na �erstvé 
dr�beži po dobu 7 dní od aplikace [152]. Z výsledk� vyplývá, že inhibi�ní efekt 
kyseliny mlé�né je vhodn� podpo�en p�ídavkem sorbanu draselného, zvlášt� 
ve snížení po�tu mezofilních a koliformních bakterií, které mohou zahrnovat 
nejen bakterie zp�sobující kažení, ale i bakterie patogenní, �ímž se výrazn� 
zvyšuje bezpe�nost dr�bežího masa a prodlužuje se jeho trvanlivost.  
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Tab. 18. P�ír�stek mikroorganizm� vztažený ke kontrolnímu vzorku v 0 h (log CFU/g k�že) po aplikaci kyseliny 
mlé�né a sorbanu draselného (pr�m�r ��sm�rodatná odchylka). 

Doba skladování (hod) 

 Ošet�ení  0 24 48 72 

voda (5,13�0,56)* 0�0,00aA 0,39�0,60aB 0,66�0,54aB 1,63�0,64aC 
1% kyselina mlé�ná
  

-1,13�0,25bA 0,44�0,47aB 0,69�0,17a,bB,C 1,00�0,24bC 

2% kyselina mlé�ná -1,84�0,37cA -0,61�0,76bB 0,14�0,94a,b,cB,C 0,93�0,74bC 
0,2% sorban 
draselný 

-0,26�0,56aA 0,45�0,62aA,B -0,09�0,27b,cA 1,07�0,11a,bB 

Mezofilní 
bakterie 

kombinace 
2%LA+0,2%PS** 

-1,03�0,13bA -0,25�0,09a,bB -0,61�0,75cA,B -0,51�0,54cA,B 

voda (4,92�0,37)* 0�0,00 aA 0,18�0,32aA 0,54�0,50aB 1,42�0,63aC 

1% kyselina mlé�ná -1,14�0,63bA -0,24�0,41a,bA,B 0,17�0,50a,bB 0,86�1,34a,bB 
2% kyselina mlé�ná -3,36�1,48cA -0,83�0,10bB -0,46�0,27cB,C 0,29�0,92b,cC 
0,2% sorban 
draselný 

-0,57�0,58a,bA -0,23�0,98a,bA -0,33�0,25b,cA 0,32�0,38b,cA 
Koliformní 

bakterie 

kombinace 
2%LA+0,2%PS 

-1,61�0,61bA -0,68�0,64bB -0,68�0,26cB -0,34�0,06cB 
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Pokra�ování Tab. 18     

voda (4,34�0,64)* 0�0,00aA 0,47�0,36aB 0,53�0,36aB 0,60�0,48aB 
1% kyselina mlé�ná -0,74 �0,42bA -0,17�0,50bB 0,11�0,35bB 0,22�0,32a,bB 
2% kyselina mlé�ná -0,46�0,29b,cA -0,18�0,36bA 0,33�0,37a,bB 0,48�0,47a,bB 
0,2% sorban 
draselný 

-0,26�0,65a,cA 0,04�0,66bA -0,02�0,21bA 0,03�0,11bA Kvasinky 

kombinace 
2%LA+0,2%PS 

-0,64�0,16b,cA -0,67�0,17bA 0,12�0,35bB 0,54�0,21a,bC 

voda (6,02�0,73)* 0�0,00aA 0,59�0,32aB 1,26�0,69aC 2,13�0,89aD 
1% kyselina mlé�ná -1,06�0,38bA -0,39�0,16bB 0,21�0,58bC 1,55�0,68a,bD 
2% kyselina mlé�ná -1,78�0,63cA -0,85�0,10cB -0,16�0,30bB 0,72�0,85b,cC 
0,2% sorban 
draselný 

-0,32�0,50aA 0,62�0,16aB 0,40�0,26bB 1,18�0,19b,cC 
Psychrotrofní 

bakterie 

kombinace 
2%LA+0,2%PS 

-1,51�0,04b,cA -1,07�0,69cA,B -0,43�0,51bB,C 0,09�0,24cC 

* Po�áte�ní množství mikroorganizm� na kontrolních vzorcích ošet�ených vodou byly brány jako referen�ní hodnoty (voda 0 h 
skladování). Negativní hodnoty vyjad�ují úbytek mikroorganizm�.  
** LA – kyselina mlé�ná, PS – sorban draselný 
Statistická analýza hodnot (n = 4) byla zpracována analýzou rozptylu (jednocestná ANOVA) a Duncanovým testem 
(pro více�etná srovnání). Hodnoty v rámci sloupce (vliv ošet�ení) se stejným horním indexem se od sebe signifikantn� neliší (P � 
0,05); každá mikrobiální skupina byla hodnocena zvláš�. Hodnoty v rámci �ádku (vliv doby skladování) se stejným velkým 
písmenem se signifikantn� neliší (P � 0,05).  
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Tab. 19. P�ír�stek mikroorganizm� vztažený ke kontrolnímu vzorku v 0 h (log CFU/g k�že) po aplikaci kyseliny 
mlé�né a sorbanu draselného (pr�m�r ���sm�rodatná odchylka) – porovnání dvou metod – ponor, post�ik. 

   Doba skladování (hodiny) 
 Ošet�ení 0  24 48  72  

voda †   
(5,15 ± 0,31) 0,00 ± 0,00 a A 1,08 ± 0,55 a B 1,77 ± 0,51 a C 3,24 ± 0,47 a D 

0,2% pr* -0,91 ± 0,71 b A 0,42 ± 0,28 b B 1,22 ± 0,27 ab C 2,79 ± 0,42 ab D 
0,5% pr* -0,43 ± 0,38 c A 0,11 ± 0,12 b B -0,08 ± 0,18 b AB 2,40 ± 0,14 b C 

mezofilní bakterie 

0,5% pk* -0,31 ± 0,19 ac A 0,34 ± 0,13 b AB 0,57 ± 0,47 b B 2,23 ± 0,88 bc C 
voda †   

(4,35 ± 0,11) 0,00 ± 0,00 a A 0,68 ± 0,41 a B 1,86 ± 0,28 a C 2,92 ± 1,09 a D 
0,2% pr -1,12 ± 0,01 bc A -0,08 ± 0,65 b AB 0,72 ± 0,67 b BC 1,44 ± 0,67 b C 
0,5% pr -1,61 ± 1,38 c A -0,03 ± 0,04 b B 0,19 ± 0,19 c B 0,78 ± 0,19 b B 

koliformní bakterie 
(Endo agar) 

0,5% pk -0,24 ± 0,06 ab A 1,06 ± 0,02 a B 1,13 ± 0,13 d B 3,07 ± 0,11 c C 
voda †   

(3,62 ± 0,49) 0,00 ± 0,00 a A 1,09 ± 0,49 a B 2,03 ± 0,66 a C 2,72 ± 0,77 a D 
0,2% pr -0,28 ± 0,32 ab A 0,74 ± 0,29 a B 1,11 ± 0,28 b B 1,95 ± 0,31 ab C 
0,5% pr -1,23 ± 1,51 bc A -0,19 ± 0,73 b AB 0,13 ± 0,11 c B 1,08 ± 0,15 b B 

koliformní bakterie a 
salmonely 

(XLD agar) 
0,5% pk -1,75 ± 1,02 c A -0,05 ± 0,31 b B 0,97 ± 0,28 b C -0,38 ± 0,66 c B 
voda †   

(7,37 ± 0,03) 0,00 ± 0,00 a A 1,34 ± 0,40 a B 2,14 ± 0,58 a C  3,19 ± 0,58 a D 
0,2% pr -0,49 ± 0,03 b A 0,91 ± 0,16 b B 1,94 ± 0,11 ac C 2,56 ± 0,12 b D 
0,5% pr -0,96 ± 0,16 c A 0,06 ± 0,06 c B 0,87 ± 0,64 b C 2,28 ± 0,09 b D 

psychrotrofní 
bakterie 

0,5% pk -0,73 ± 0,61 bc A 0,82 ± 0,19 b B 1,20 ± 0,27 cb B 2,20 ± 0,36 b C 
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Pokra�ování Tab. 19 
    

voda †   
(3,86 ± 0,07) 0,00 ± 0,00 a A 0,60  ± 0,41 a B 1,09  ± 0,61 a C 1,44  ± 0,57 a C 

0,2% pr -0,41 ± 0,22 a A 0,19 ± 0,25 b AB 0,49 ± 0,53 ab BC 1,01 ± 0,52 ab C 
0,5% pr -1,37 ± 1,66 b A -0,26 ± 0,21 b AB -0,09 ± 0,31 b AB 0,41 ± 0,40 b B 

stafylokoky 

0,5% pk -0,25 ± 0,13 a A -0,05 ± 0,04 b A 0,29 ± 0,20 b B 0,84 ± 0,19 ab C 
voda †   

(5,05 ± 0,34) 0,00 ± 0,00 a A 1,50 ± 0,93 a B 2,28 ± 0,80 a C 3,74 ± 1,29 a D 
0,2% pr -0,78 ± 0,14 b A 1,10 ± 0,21 a B 1,95 ± 0,21 a C 0,14 ± 0,34 b D 
0,5% pr -0,81 ± 0,36 b A -0,13 ± 0,22 b AB 0,31 ± 0,23 b B 2,51 ± 1,03 a C 

kvasinky 

0,5% pk -0,43 ± 0,55 b A 1,08 ± 0,85 a B 2,26 ± 0,92 a C 4,08 ± 0,31 a D 
† Po�áte�ní množství mikroorganizm� na kontrolních vzorcích ošet�ených vodou byly brány jako referen�ní hodnoty (voda 0 h 
skladování). Negativní hodnoty v celé tabulce vyjad�ují úbytek mikroorganizm� oproti neošet�enému vzorku. 
* 0,2% pr – 2% kyselina mlé�ná ve sm�si s 0,2% sorbanem draselným aplikovaná ponorem; 0,5% pr – 2% kyselina mlé�ná ve sm�si s 
0,5% sorbanem draselným aplikovaná ponorem; 0,5% pk – 2 % kyselina mlé�ná ve sm�si s 0,5% sorbanem draselným aplikovaná 
post�ikem. 
Statistická analýza hodnot (n = 4) byla zpracována analýzou rozptylu (jednocestná ANOVA) a Duncanovým testem (pro více�etná 
srovnání). Hodnoty v rámci sloupce (vliv ošet�ení) se stejným horním indexem se od sebe signifikantn� neliší (P � 0,05); každá 
mikrobiální skupina byla hodnocena zvláš�. Hodnoty v rámci �ádku (vliv doby skladování) se stejným velkým písmenem se 
signifikantn� neliší (P � 0,05).  
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Vývoj pH u kontrolních vzork� byl stabilní, pohyboval se okolo hodnoty 6,5 
(Tab. 20). Po aplikaci roztoku dekontamina�ní sm�si došlo ke snížení hodnoty 
pH. Tento jev zp�sobila kyselina mlé�ná, sorban draselný nemá vliv na hodnoty 
pH na povrchu dr�beže [86; 152]. V pr�b�hu chladírenského skladování 
docházelo k postupnému zvyšování pH k hodnotám blízkým kontrolním vzork�. 
Op�tovný r�st pH byl zp�soben difúzí kyseliny mlé�né do hlubších vrstev masa 
a také jejím rozkladem [87]. 

U vzork�, které byly ošet�eny ponorem do dekontamina�ní sm�si, se pH 
v hodin� 0 snížilo na pr�m�rnou hodnotu 4,79 � 0,12. Oproti kontrole nastal 
pokles o 1,69 jednotky. Vzorek ošet�ený post�ikem m�l pr�m�rné pH vyšší (5,75 
� 0,22) a rozdíl oproti kontrole byl výrazn� menší. Metoda ponoru m�la tedy 
v�tší vliv na snížení hodnoty pH než metoda post�iku, což mohlo být zp�sobeno 
rovnom�rn�jší aplikací p�i pono�ení celé poloviny ku�ete. B�hem skladování 
došlo k vyrovnání pH u obou metod a nebyl statisticky významný rozdíl oproti 
kontrole.   

Z Tab. 17, 20 vyplývá, že hodnoty pH k�že chlazené dr�beže jsou siln� 
ovlivn�ny p�ítomností organických kyselin, zejména ihned po aplikaci. Hodnoty 
pH klesají výrazn�, v�tšinou o více než t�i jednotky. Antimikrobiální ú�inek 
organických kyselin je taktéž p�ipisován ú�inku sníženého pH. Proto byla 
provedena korela�ní analýza mezi po�tem mikroorganizm� (mezofilní, 
koliformní, psychrotrofní bakterie a kvasinky) na ku�ecí k�ži a aktuální 
hodnotou pH za použití Pearsonova korela�ního koeficientu. Pro korela�ní 
analýzu byla použita nam��ená data u kyseliny citronové, kyseliny mlé�né 
a jako dopln�k byly použity hodnoty pro sorban draselný, u n�hož se 
neo�ekával pokles pH. Výsledek korela�ní analýzy je uveden v Tab. 21. 
Významná korelace (P � 0.001) byla prokázána mezi po�tem bakterií 
a kvasinek a hodnotou pH p�i aplikaci kyseliny citronové a mlé�né. Jedním 
z princip� mechanizmu ú�inku organických kyselin je práv� snižování pH [77]. 
Jelikož sorban draselný nesnižuje pH nemohl být prokázán ani vztah mezi 
úbytkem mikroorganizm� a hodnotou pH.  
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Tab. 20. Hodnoty pH ku�ecí k�že b�hem 72 hodin skladování p�i 4��2 °C (pr�m�r ���sm�rodatná odchylka) po aplikaci 
kyseliny mlé�né, sorbanu draselného a jejich kombinací. 

 Doba skladování (hodiny) 

Ošet�ení 0 24 48 72 

voda 6,48�0,19aA 6,40�0,21aA 6,43�0,31aA 6,54�0,37aA 
1% kyselina mlé�ná 3,70�0,20bA 5,55�0,38bB 5,99�0,28b,dC 6,17�0,23b,cC 
2% kyselina mlé�ná 3,53�0,22bA 5,26�0,34bB 5,65�0,27cC 5,98�0,20c,dD 
0,2% sorban draselný 6,34�0,20aA 6,26�0,25aA 6,26�0,24a,bA 6,37�0,28a,bA 
2% kyselina mlé�ná +0,2% sorban draselný 3,73�0,12bA 5,31�0,33bB 5,74�0,45c,dB,C 5,99�0,40b,dC 
2% kyselina mlé�ná +0,5% sorban draselný ponor 4,79�0,12a,bA 5,53�0,21bB 6,09�0,23 bC 6,74�0,33 aD 
2% kyselina mlé�ná +0,5% sorban draselný post�ik 5,75�0,22aA 6,24�0,13aB 6,32�0,14a,bB 6,66�0,23 aC 
Statistická analýza hodnot pH (n = 10) byla zpracována analýzou rozptylu (jednocestná ANOVA) a Duncanovým testem (pro více�etná 
srovnání). Hodnoty v rámci sloupce (vliv ošet�ení) se stejným horním indexem se od sebe signifikantn� neliší (P � 0,05); každá mikrobiální 
skupina byla hodnocena zvláš�. Hodnoty v rámci �ádku (vliv doby skladování) se stejným velkým písmenem se signifikantn� neliší (P � 0,05). 

Tab. 21. Pearson�v korela�ní koeficient – vztah mezi množstvím mikroorganizm� na ku�ecí 
k�ži a hodnotou pH ovlivn�nou organickými kyselinami. 

Pearson�v korela�ní koeficient kyselina citronová kyselina mlé�ná sorban draselný 
mezofilní bakterie 0,8396* 0,8524* 0,5417 
koliformní bakterie 0,8625* 0,8781* 0.4863 
kvasinky 0,7518* 0,8535* -0,0564 
psychrotrofní bakterie NT 0,8461* 0,1839 
pozn. NT – netestováno; * statisticky významná korelace na hladin� významnosti P � 0,001   
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Sou�ástí práce bylo dále zjistit, zda enzym lysozym v kombinaci s kyselinou 
mlé�nou má vliv na mikroflóru chlazené dr�beže. Lysozym má baktericidní 
ú�inky a je schopen št�pit glykosidické vazby v bun��né st�n� grampozitivních 
bakterií. Po statistickém vyhodnocení pomocí regresních k�ivek bylo na 5% 
hladin� významnosti zjišt�no, že aplikované množství nemá žádný vliv 
na sledované skupiny mikroorganizm� nacházejících se na k�ži chlazené 
dr�beže. Jeho neú�innost mohla být zp�sobena nízkou aplika�ní dávkou, která 
byla zvolena dle literatury [131] a také tím, že grampozitivní bakterie se 
na dr�beži vyskytují v menším zastoupení oproti gramnegativním (Obr. 4) 
a tudíž nedošlo k ovlivn�ní mikroflóry k�že chlazené dr�beže. Na obrázku (Obr. 
14) je znázorn�na dynamika r�stu stafylokok� po aplikaci sm�si 2% kyseliny 
mlé�né a 0,2% sorbanu draselného s lysozymem nebo bez v závislosti na dob� 
skladování. Z grafu je z�ejmé, že p�ítomnost lysozymu významn� neovliv�uje 
množení stafylokok�. Dá se tedy usoudit, že jeho aplikace v dávce 100 mg/l 
na ku�ecí k�ži nemá žádný inhibi�ní ú�inek na p�ítomnou grampozitivní 
mikroflóru.  
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Obr. 14. Množství stafylokok� na dr�beží k�ži v pr�b�hu 
chladírenského skladování po aplikaci sm�si kyseliny mlé�né 
a  sorbanu draselného s lysozymem nebo bez lysozymu. 
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4.3.3. Aplikace kyseliny kaprylové 

Kyselina kaprylová byla na povrch chlazených ku�at aplikována v rozmezí 
0,5 - 4 % (Tab. 22). Významné snížení po�tu aerobních mezofilních a 
koliformních bakterií bylo pozorováno p�i použití 3 a 4% kyseliny kaprylové 
p�esto, že nedošlo k výraznému snížení pH (Tab. 23). Pro kyselinu kaprylovou, 
na rozdíl od kyseliny citronové, platilo, že úbytek kvasinek byl pozorovatelný až 
po 48 h skladování, a po 72 h byl nejnižší po�et kvasinek zaznamenán 
na povrchu ku�at ošet�ených 1%, 2% a 3% kyselinou kaprylovou. Jelikož 
kyselina kaprylová výrazn� ovliv�ovala organoleptické vlastnosti, zejména 
chu�, což bylo potvrzeno i následnou senzorickou analýzou, nebyly pokusy 
s aplikací na ku�ecí k�ži více opakovány. Ze stejného d�vodu nejsou data 
vyhodnocena statisticky.  

Tab. 22. Celkové po�ty mezofilních bakterií, koliformních 
bakterií a kvasinek b�hem 72 hodin skladování p�i 4 ��2 °C 
po aplikaci kyseliny kaprylové. 
 Kyselina kaprylová (v/v) 
 

Doba 
skladování 
(hodiny) 0 % 0,5 % 1 % 2 % 3 % 4 % 

0 4,71 4,03 3,56 3,23 2,92 2,87 
24 5,40 4,76 4,40 3,77 3,20 3,97 
48 6,27 5,46 6,37 4,14 3,88 4,90 

mezofilní 
bakterie 

72 7,02 6,08 7,01 4,61 4,73 5,16 
0 4,25 3,00 2,49 0,00 1,68 2,63 
24 5,03 4,60 4,43 1,40 1,78 3,95 
48 5,84 4,92 4,70 3,05 3,19 4,64 

koliformní 
bakterie 

72 6,60 5,58 5,55 3,06 3,31 5,36 
0 4,14 4,67 4,52 3,04 2,26 4,01 
24 4,96 4,89 5,02 4,16 4,39 4,64 
48 5,88 7,38 6,21 4,96 5,21 6,25 

kvasinky 

72 6,11 8,35 6,29 5,88 5,51 7,35 

Tab. 23. Hodnoty pH ku�ecí k�že b�hem 72 hodin skladování p�i 4 ��2 °C 
(pr�m�r ���sm�rodatná odchylka) po aplikaci kyseliny kaprylové. 

 Doba skladování (hodiny) 
 Ošet�ení 0 24 48 72 

voda  6,34± 0,16 6,36± 0,16 6,44± 0,24 6,61± 0,13 
0,5 % 6,35 ± 0,16 6,22 ± 0,29 6,30 ± 0,25 6,53 ± 0,37 
1,0 % 6,20 ± 0,08 6,25 ± 0,10 6,26 ± 0,03 6,48 ± 0,23 
2 % 6,03 ± 0,19 6,16 ± 0,16 6,28 ± 0,15 6,29 ± 0,11 
3 % 6,32 ± 0,21 6,26 ± 0,23 6,29 ± 0,28 6,49 ± 0,43 

kyselina 
kaprylová 

(v/v) 
4 % 5,74 ± 0,36 5,98 ± 0,18 6,13 ± 0,25 6,20 ± 0,33 
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4.3.4. Aplikace monoacylglycerol�  kyseliny undekanové 
a undecenové 

Na povrch chlazené dr�beže byly aplikovány MAG C11:0 a MAG C11:1 
pono�ením do roztoku o koncentraci 500 mg/l. Byly sledovány celkové po�ty 
mezofilních mikroorganizm�, koliformních bakterií, psychrotrofních bakterií, 
b�hem 72 hodin skladování p�i 4 ± 2 °C (Tab. 24). Analýza pH ošet�ené ku�ecí 
k�že neodhalila statisticky významné zm�ny oproti kontrole (Tab. 25). Po�ty 
mikroorganizm� zjišt�né na povrchu ošet�ených ku�at byly srovnávány párovým 
t-testem s kontrolními, vodou ošet�enými vzorky. Nejvýrazn�jší inhibi�ní efekt 
m�ly oba monoacylglyceroly na psychrotrofní bakterie. Po�ty však nebyly nikdy 
sníženy o více než 0,5 log CFU/g k�že. R�st ostatních skupin bakterií a 
kvasinek nebyl zásadn�jším zp�sobem ovlivn�n ani jedním 
z monoacylglycerol�. Za zmínku stojí zpomalení vývoje anaerobní mikroflóry 
v pr�b�hu 3 dn� skladování. Slabý ú�inek m�že být zp�soben použitou nízkou 
koncentrací, která však byla v in vitro testech ú�inná na v�tšinu testovaných 
mikroorganizm�. Na druhou stranu je nutno podotknout, že koncentrace 
nad 2000 mg/l se již nerozpouští ve vod�. Pro aplikace je z�ejm� pot�eba použití 
vyšších koncentrací, což m�že být p�edm�t dalších experiment�.  

Tab. 24. Po�ty mikroorganizm� (log CFU/g k�že) po aplikaci MAG C11:0 a 
MAG C11:1 (pr�m�r ���sm�rodatná odchylka) v pr�b�hu 72 hodin 
skladování p�i 4��2 °C. 

 �as kontrola MAG C11:0 kontrola MAG C11:1 
0 6,66±0,01 6,29±0,01* 5,65±0,14 5,71±0,19 
24 7,98±0,49 8,43±0,57 8,23±0,15 8,13±0,03 
48 8,91±0,17 8,36±0,07 8,51±0,53 8,71±0,36 

Mezofilní 
bakterie 

72 9,81±0,14 9,61±0,18 9,50±0,14 9,46±0,24 
0 6,69±0,09 6,27±0,10* 5,67±0,08 5,67±0,08 
24 8,15±0,10 7,96±0,04 7,96±0,12 8,04±0,07 
48 8,20±0,15 8,00±0,38 7,80±0,56 8,37±0,07 

Koliformní 
bakterie 

72 9,48±0,18 9,46±0,06 9,02±0,01 9,19±0,13 
0 3,74±0,12 4,27±0,59 4,02±0,11 3,35±0,15* 
24 3,40±0,29 3,90±0,13 3,10±0,55 3,69±0,91 
48 3,31±0,01 3,42±0,04 2,69±0,12 3,39±0,10 

Stafylokoky 

72 3,80±0,09 3,77±0,13 3,30±0,22 3,27±0,44 
0 5,40±0,22 5,67±0,08 5,41±0,08 4,75±0,09* 
24 7,42±0,05 7,48±0,24 6,74±0,14 7,01±0,10 
48 7,09±0,46 7,17±0,24 7,06±0,30 7,17±0,24 

Kvasinky 

72 7,96±0,22 8,00±0,28 8,44±0,59 7,86±0,12 
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Pokra�ování Tab. 24    

0 NT NT NT NT 
24 8,37±0,25 8,22±0,18 8,18±0,17 8,25±0,11 
48 8,81±0,10 8,69±0,16 8,78±0,09 8,74±0,24 

Anaerobní 
bakterie 

72 9,29±0,07 8,88±0,23* 8,60±0,31 8,48±0,15 
0 8,07±0,10 8,17±0,18 7,53±0,23 6,77±0,18* 
24 9,67±0,05 9,40±0,05* 9,35±0,06 9,14±0,11* 
48 10,19±0,07 9,94±0,18* 9,86±0,06 10,00±0,22 

Psychrotrofní 
bakterie 

72 10,11±0,08 9,68±0,35* 9,81±0,11 9,44±0,25* 
Získané hodnoty (n = 4) byly zpracovány statisticky Studentovým t-testem. 
* - statisticky nižší hodnota oproti kontrole na hladin� významnosti P � 0,05;  NT – 
netestováno. 

Tab. 25. Hodnoty pH ku�ecí k�že b�hem 72 
hodin skladování p�i 4 � �2 °C (pr�m�r 
���sm�rodatná odchylka) po aplikaci MAG C11:0 

a MAG C11:1. 

Doba 
skladování 

(hod) 

kontrola 
(voda) 

MAG 
C11:0 

MAG 
C11:1 

0 6,38±0,13 6,41±0,18 6,34±0,04 
24 6,54±0,21 6,53±0,57 6,62±0,61 
48 6,93±0,44 7,11±0,85 6,82±0,72 
72 6,91±0,49 7,13±0,46 7,35±0,37 

4.4. Senzorická analýza 
Senzorická analýza byla provedena na ku�ecích stehnech po aplikaci 10% 

kyseliny citronové, 2% kyseliny kaprylové, 500 mg/l MAG C11:0, 500 mg/l 
MAG C11:1, sm�si 2% kyseliny mlé�né a 0,2% sorbanu draselného a vody jako 
kontroly. Hodnocení bylo provedeno v syrovém (0 a 72 hodin) a tepeln� 
opracovaném stavu (pouze 0 hodin). Po 72 hodinách skladování již v�tšina 
vzork� nep�íjemn� zapáchala a proto bylo hodnocení tepeln� opracovaného 
masa zrušeno. Výsledky jsou shrnuty v Tab. 26 jako hodnoty mediánu. 
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Tab. 26. Senzorická analýza ku�ecích stehen ošet�ených kyselinou citronovou, kyselinou kaprylovou a sm�sí LA - PS. 

Ošet�ení 
Znak 

Doba 
sklado-

vání (hod) 
Úprava K�že/

maso voda CA* KA* LA – PS sm�s* MAG C11:0 MAG C11:1 

0 syrové k�že 2aA 3aB 2aB 2aA 2aA 2aA 
0 pe�ené k�že 2aA 2 bA 2 a A 2 a A 2aA 2aA 

B
ar

va
 

a 
vz

hl
ed

 

72 syrové k�že 3aA,B 3aA,B 2aA,B 2aB 2aB 3aA 
0 syrové k�že 3aA,B 3aA 4aB 3 a A 3aA 3aA 
0 pe�ené k�že 2 a A 4 b B,C 5aB 3aA,C 2aA 2aA 

V
�n
� 

72 syrové k�že 4bA 4bA,B 4aA 3aB,C 5bC 4bA,C 
0 pe�ené k�že 2aA 5aB 4aB,C 2aA,C 2aA 2aA 

C
hu
� 

**
 

0 pe�ené 
maso 
pod 

k�ží † 
2aA,B 3bC 3aA,C 2aA,B,C 1aB 2aA,B 

0 syrové k�že 4aA,B 2aA 5aB 3aA,B 3aA 3aA 
0 pe�ené k�že 2bA 6bB 6aC 3aA,B 1bA 3aA,B 

0 pe�ené 
maso 
pod 

k�ží † 
2bA,B 3 cA 4bA 2aA,B 1bB 1bB 

N
e�

is
té

 p
ac

hy
 

a 
pa

ch
ut
� 

72 syrové k�že 6cA 5dA,B 5aA 4aB 7cB 6cA,B 
Senzorické hodnocení (n = 12) bylo zpracováno 7-bodovou hédonickou stupnicí (1 – výborný, 4 – dobrý, 7 – velmi špatný, nep�ijatelný) a 
je vyjád�eno jako medián. a, b Hodnoty v témže sloupci (ú�inek �asu a/nebo ošet�ení) se stejným písmenem se od sebe signifikantn� neliší 
(P � 0.05); každý sledovaný znak byl vyhodnocen zvláš�. A, B Hodnoty v rámci �ádku (ú�inek testovaných látek) se stejným písmenem se 
od sebe signifikantn� neliší (P � 0.05).   
* LA - PS – sm�s 2% kyseliny mlé�né a 0,2% sorbanu draselného; CA – 10% kyselina citronová; KA – 2% kyselina kaprylová 
** Chu� u syrového masa nebyla hodnocena.  

† Tepeln� opracované ku�ecí maso bylo zvláš� hodnoceno jako k�že a maso pro chu� a ne�isté pachy/pachut�.  
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Vzhled syrového masa ošet�eného kyselinou citronovou byl sv�tlejší než 
kontrola, zatímco po 72 hodinách skladování rozdíl od kontroly nebyl významný 
(kontrola se zhoršila). U syrového masa byla v�n� ovlivn�na pouze u vzork� 
ošet�ených kyselinou kaprylovou. U ostatních se ne�isté pachy objevily až 
po upe�ení, krom� vzorku ošet�eného sm�sí kyseliny mlé�né a sorbanu 
draselného, u n�hož došlo ke statisticky významnému zlepšení v�n� 
oproti kontrole. Chu�ov� nejlépe, avšak ne statisticky významn� oproti kontrole, 
byly hodnoceny vzorky ošet�ené MAG C11:0. Na stejné úrovni jako kontrola byly 
hodnoceny vzorky ošet�ené kyselinou mlé�nou a MAG C11:1. Za nejhorší 
a statisticky významn� odlišné byly ozna�eny vzorky ošet�ené kyselinou 
citronovou a kyselinou kaprylovou. Nejzajímav�jším a nejvýznamn�jším 
(P � 0.05) výsledkem je lepší hodnocení ve srovnání s kontrolou u vzorku 
ošet�eného kyselinou mlé�nou pro znaky v�n� a ne�isté pachy po 72 hodinách 
skladování. V žádném z ostatních hodnocení nebyly vzorky s kyselinou mlé�nou 
hodnoceny statisticky pr�kazn� h�� než kontrola.  

V po�adovém testu byly jako nejhorší vyhodnoceny vzorky s kyselinou 
citronovou a kyselinou kaprylovou. Nejlépe byl hodnocen vzorek ošet�ený 
MAG C11:0, dále následovala kontrola, vzorek ošet�ený MAG C11:1 a vzorek 
ošet�ený kyselinou mlé�nou. Nicmén�, vzorek ošet�ený kyselinou mlé�nou 
nebyl statisticky významn� odlišný ani od kontroly, ale ani od kyseliny 
citronové �i kaprylové. P�edchozí výsledky ovšem nazna�ují, že použití 1 – 2% 
kyseliny mlé�né významn� snižuje mikrobiální po�ty na povrchu dr�beže bez 
ovlivn�ní organoleptických vlastností jako jsou barva, chu� a v�n�, což již bylo 
pozorováno d�íve [153].  
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PP��ÍÍNNOOSS  PPRRÁÁCCEE  PPRROO  VV��DDUU  AA  PPRRAAXXII  
V posledních letech dr�beží maso neustále stoupá u konzument� v oblib�. 

Dokonce je již n�kolik let jeho spot�eba vyšší, než spot�eba hov�zího masa. 
Dr�beží maso je však na druhou stranu také zdrojem rozmanitých infekcí, 
zejména gastrointestinálních. Proto je kladen velký d�raz na bezpe�nost masa 
a masných výrobk�. Producenty zase zajímá možnost prodloužení trvanlivosti. 
Cílem této práce bylo zmapovat složení mikroflóry k�že chlazených ku�at 
z obchodní sít� a otestovat ú�inek aplikace dekontamina�ních látek vedoucí 
ke zvýšení bezpe�nosti a prodloužení údržnosti. 

 

 

P�ínos pro v�du: 

� komplexní pohled na mikroflóru chlazených nebalených ku�at 
z obchodní sít�; 

� vytvo�ení a podrobná mikrobiologická charakteristika rozsáhlé sbírky 
bakteriálních kmen� z ku�ecí k�že; 

� zjišt�ní výskytu kolicinogenie a typu kolicinu u produk�ních kmen� 
Escherichia coli izolovaných z ku�ecí k�že; 

� studium vlivu vybraných chemických látek na mikroflóru k�že 
chlazené dr�beže.  

 

P�ínos pro praxi: 
� zjišt�ní �etnosti patogenních bakterií u chlazené dr�beže vyrobené 

po zákazu plošného užívání antibiotik u dr�beže; 
� sledování výskytu rezistentních kmen� Escherichia coli u chlazené 

dr�beže; 
� sledování stavu mikrobiální kontaminace chlazených ku�at v pr�b�hu 

zpracování na výrobní lince; 
� navržení možnosti aplikace konkrétního dekontamina�ního roztoku 

p�i technologickém postupu výroby chlazené dr�beže. 
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ZZÁÁVV��RR  
Byla podrobn� prozkoumána mikroflóra k�že chlazených ku�at a vytvo�ena 

sbírka bakteriálních izolát�, která je uchovávána na Ústavu technologie 
a mikrobiologie potravin FT UTB ve Zlín�. Sbírka bakteriálních izolát� 
je využívána k dalším výzkumným ú�el�m. 

Ukázalo se, že nejpo�etn�jší skupinou bakterií vyskytující se na k�ži chlazené 
dr�beže byly gramnegativní fermentující KAT+ OXI- ty�inky (43,3 %) 
s nej�ast�jšími zástupci Escherichia coli, Pantoea sp. Ani v jednom p�ípad� 
nebyla potvrzena p�ítomnost bakterie Salmonella sp. na ku�ecí k�ži. Další 
skupiny (gramnegativní fermentující KAT+ OXI+ ty�inky; grampozitivní koky) 
se vyskytovaly s �etností 18,4 % a 14,9 % z celkového po�tu izolát�. 
U gramnegativních nefermentujících KAT+ OXI+ ty�inek byl nej�ast�ji 
identifikován rod Pseudomonas. Gramnegativní nefermentující KAT+ OXI- 
a grampozitivní ty�inky byly zastoupeny v nejmenší mí�e. Žádný kmen nebyl 
identifikován jako Listeria monocytogenes. 

V práci byly dále sledovány antimikrobiální ú�inky vybraných látek, které by 
mohly být použity pro zám�r snížení kontaminace k�že chlazených ku�at. 
Na zástupce gramnegativních fermentujících a nefermentujících ty�inek 
a grampozitivních kok� byla z organických kyselin nejú�inn�jší kyselina octová, 
která však pro další testování byla zavržena z d�vodu silného ovlivn�ní 
organoleptických vlastností ku�ecího masa. Další v po�adí byla kyselina 
sorbová, která je ve vodném prost�edí špatn� rozpustná, proto pro aplikaci 
na dr�beží k�ži byla vybrána její draselná s�l, která je v potraviná�ství b�žn� 
používána. Pokud byla kyselina citronová použita v koncentraci 0,1 % m�la též 
výrazný inhibi�ní efekt na použité �isté bakteriální kultury.  

U kyseliny olejové nebyly prokázány výrazné reduk�ní ú�inky na bakterie 
v daném systému, proto byla pro další aplikace vybrána lépe ú�inkující kyselina 
kaprylová. Sou�ástí této práce bylo dále otestovat antimikrobiální ú�inky 
netradi�ních monoacylglycerol� (MAG C11:0, MAG C11:1) na spektrum 
mikroorganizm�. Byla prokázána statisticky vysoce významná inhibice zejména 
n�kterých plísní, což rozši�uje možnosti aplikace t�chto netradi�ních 
monoacylglycerol�. Ú�inn�jší se jevil monoacylglycerol kyseliny undecenové, 
což by mohlo být zp�sobeno p�ítomností dvojné vazby v jeho molekule. 

P�i aplikaci dekontamina�ních roztok� na povrch chlazené dr�beže byly 
testovány t�i metody. Metoda pot�ru není vhodná z d�vodu nerovnom�rnosti 
aplikace roztoku. Obdobné zkušenosti byly pozorovány u metody post�iku, 
avšak tato metoda se bude ješt� zdokonalovat. Nejjednodušší a nejrychlejší 
metodou aplikace v laboratorních podmínkách byla metoda ponoru ku�at 
do roztoku po dobu jedné minuty. Jelikož jsou ku�ata v �eské republice 
chlazena výhradn� vzduchem, není možné použít aplikaci ponorem v praxi. 
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Vhodným dopln�ním práce by bylo vyzkoušet aplikaci dekontamina�ního 
roztoku post�ikem p�ímo ve výrob�.  

Aplikace kyseliny citronové a kaprylové sice siln� snižovala kontaminaci 
ku�ecí k�že, avšak p�i senzorické analýze byly vyhodnoceny jako nepoužitelné. 
Kvalita dr�bežího masa se dá zlepšit aplikací kyseliny mlé�né v kombinaci se 
sorbanem draselným. Aplikace této sm�si neovliv�uje vzhled, v�ni ani chu� 
dr�bežího masa, naopak zvyšuje bezpe�nost a prodlužuje údržnost. Neošet�ené 
vzorky po 72 hodinách p�esahovaly hranice p�ijatelnosti nejen ze senzorického 
hlediska, ale také z hlediska vysokého po�tu mikroorganizm�. 
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SSEEZZNNAAMM  PPOOUUŽŽIITTÝÝCCHH  SSYYMMBBOOLL��  AA  ZZKKRRAATTEEKK  
ADO  tvorba kyseliny z adonitolu 
ARG  d�kaz arginin dihydrolázy 
BLAST  Basic Local Alignment Search Tool (nástroj pro vyhledávání a 

srovnávání DNA a proteinových sekvencí) 
CA  kyselina citronová 
CEL  tvorba kyseliny z cellobiózy 
CPM  celkové po�ty aerobních a fakultativn� anaerobních mezofilních 

mikroorganizm� 
DNA  hydrolýza DNA 
DUL  tvorba kyseliny z dulcitolu 
ESL  hydrolýza eskulinu 
GEL  hydrolýza želatiny 
H2S  tvorba H2S 
IND  tvorba indolu 
INO  tvorba kyseliny z inositolu 
KAT  produkce enzymu kataláza (EC 1.11.1.6) 
LA  kyselina mlé�ná 
LYS  dekarboxylace lyzinu 
M17  agarová p�da pro kultivaci bakterií mlé�ného kvašení  
MAG  monoacylglycerol  
MAL  utilizace malonátu 
MAN  tvorba kyseliny z mannitolu 
MIC   minimální inhibi�ní koncentrace  
MPA  masopeptonový agar 
MPB  masopeptonový bujón 
MRS  Lactobacillus deMan Rogosa Sharpe agar 
MRSA  meticilin rezistentní Staphylococcus aureus 
MSA  Mannitol Salt Agar 
NCBI  National Center for Biotechnology Information (Národní 

centrum pro biotechnologické informace) 
ONP  pr�kaz �-galaktozidázy 
ORN  dekarboxylace ornitinu 
OXI  produkce enzymu cytochromoxidáza (EC 1.9.3.1) 
PCR  polymerázová �et�zová reakce  
PHE  deaminace fenylalaninu 
PS  sorban draselný 
RHA  tvorba kyseliny z ramnózy 
SCI  Simmons-citrát test na utilizaci citrátu 
SDS-PAGE  polyakrylamidová gelová elektroforéza s dodecylsulfátem 

sodným 
SOR  tvorba kyseliny ze sorbitolu 
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SUC  tvorba kyseliny ze sacharózy 
TRE  tvorba kyseliny z trehalózy 
TSP  fosfore�nan sodný (trisodium phosphate) 
TWE  hydrolýza Tweenu80 
URE  tvorba ureázy 
VPT  Voges-Proskauer�v test, test na tvorbu acetoinu 
VRBA  Violet Red Bile Agar (viole� �erve� žlu�ový agar s laktózou) 
XLD  Xylose Lysine Deoxycholate agar (xylóza lyzin deoxycholátový 

agar) 
YGA  Chloramphenicol Yeast Glucose Agar (kvasni�ný agar 

s glukózou a chloramfenikolem) 
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