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ABSTRAKT

Fosfor&nany jsou uzivany jako potravirska aditiva. Disponuji mnoha zlepSujicindink
ky na vyslednou kvalitu produkt Za dalSi funkci fosfogmani by pak mohla byt povazo-
vana antimikrobni aktivita. V této diplomové prégl sledovan inhikiini efekt sedmi fos-
forecnam na vybrané druhy gramnegativnich a grampozitiviiakterii. Pro danécely
byly pouzity soli (HEXA 68, HEXA 70, FST, TRIKRYSTIA PYRO 52, KPS, DIDI), kte-
ré se liSily délkouetézce. Inhibéni pasobeni fosforénani bylo hodnoceno pomoci zmy
optické denzity bakterialni suspenzease. Mieni probihalo $ 600 nm. inky jednotli-
vych soli naiistové chovani bakterii byly porovnany a bylo Zj&t, Zze zmiovany inhi-

bi¢ni &&inek neni dan jen stupm kondenzace, ale také hodnotami pH.

Kli¢ova slova: fosfor&nany, inhibéni (inky na fist, stupé kondenzace, grampozitivni a

gramnegativni bakterie, hodnoty pH

ABSTRACT

Phosphates are used like food additives. They despd many improving effects on resul-
ting quality of products. As another function ofosphates could be considered the anti-
microbial activity. In this thesis was monitorediahibitory effect of seven phosphates on
selected strains of Gram-negative and Gram-poshiagteria. For these purposes were
used phosphate salts (HEXA 68, HEXA 70, FST, TRIKIRAL, PYRO 52, KPS, DIDI)
which differed in chain lenght. The inhibitory effeof phosphates was evaluated by the
change of optical density of bacterial suspensidns measurement was practised by the
wavelenght 600 nm. The effects of separated saltbaxterial growth behaviour were
compared with each other and was obsereved thaianed inhibitory effect is not deter-

mined just by the condensation degree but it i3 dégpendent on pH values.

Keywords: phosphates, inhibitory effects on baategrowth, condensation degree, Gram-

positive and Gram-negative bakteria, pH values
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UvoD

Kazeni potravin je zavaznym problémem v souvislesti zaji&nim jejich udrznosti a
zdravotni nezdvadnosti. Dochézi dmu jednak psobenim nativnich enzyimkteré jsou

piirozere pritomné, a také vlivem mikrobialni kontaminace.

Védci, vyrobci i laikové poZaduji maximalni mozné aydeni veSkerého rizikaipspote-
b¢ potravin. Pro potkeni nezadoucich jévjsou do pozivatin fidavana aditiva (konzer-
vanty), ktera cilet pasobi proti nezadoucim mikroorganiam, jeZz by mohlyclovéku
zpasobit zdravotni komplikace.ifélatné latky jsou fitomny samoiejme i z jinych divo-
du, kdy funguji nap jako emulgatory, stabilizatory, sekvestranty apBdsforénanové
soli, jimiZ se zabyva tato diplomova prace, jsolikapany pro své schopnosti modifikovat
vlastnosti sloZzek potravin a zajistit tak na vystilwalitngjSi vyrobek.

s

Protoze je bezgaost potravin jednim z nejtezitéjSich zajmi spol€nosti, jsou hledany
dalSi cesty, jak ji dosdhnout. Logickym a zaiowejjednodusSim krokem bylo zj@évani

dalSich antimikrobnichdinku aditiv, ktera se jiz &n¢ pro produkci potravin pouzivaiji.

Fosfor&nany, zvlast ty s dlouhymrettzcem, prokazuji podle mnoha studii inkidi (¢in-

ky na grampozitivni bakterie a dokonagspbi na gkteré kvasinkyi plisné. Seznam mik-
roorganiznii, na které tyto soliipjistych koncentracichisobi, se stéle prodluZuje. Snaha
zjistit minimalni mnozstvi komenich soli, které by jiz dinkovalo proti nebezgaym

mikroorganiznim, vede stale k dalSim vyzkuim.

Tato diplomova prace se zabyva inkiidimi (€inky v praxi uzivanych fosfotmani
v rizném stupni kondenzace nisst vybranych potravirfaky vyznamnych bakterii fetne
gramnegativnich bakterii) a poukazuje na minimiéricentrace, které jsou schopny inhi-

bovat dané mikroorganizmy nebo jejich rozvoj aléspoateld omezit.

Je nutné podotknout, Ze inhihi efekt fosforénam mutze byt ovlivien matrici. To zna-
mena, Ze ve skuteém prostedi, narozdil od podminek vitro s c¢istymi kulturami bakte-
rii, nemusi k tak silnémucinku fosfor&nani vibec dojit. Stejé tak nelze vylotit syner-
gicka pisobeni, kterd mohou vyplynout diky ostatniffiggnnym sloZzk&m v potravinach

zakrokiim, které byly v souvislosti s produkci daného potravého vyrobku provedeny.
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1 FOSFORECNANY

Fosforénany jsou soli kyseliny trinydrogenfosfaéred, které vznikaji neutralizaci kyseliny
zasadami. V firok se vyskytuji v mnoha mineralech i zivych soustavatbiologickych
systémech se fosfafieany firozert nachazeji v iontové forén ktera vznika hydrolyzou
difosfore&nanu. NejastjSi podobou fosforan v organizmech jsou makroergické struk-
tury (adenozinfosfaty, fosfoenolpyruvat, kreatiriéd} fosfolipidy ¢i souwtasti nukleovych
kyselin. Funguji tedy jako sloZzka enzymatickychtég® zapojenych do metabolizmtiz-
nych Zzivin. (Eastni se tvorby struktur tkani. Jsou nezbytnowstii nasi stravy. Fosfare
nanové soli mohou byt z technologickyciivddi, pro své zlepSujicidinky, zangrné pri-
davany do potravin. V posledni doje pozornost sougdna na pedpokladany inhikgni
acinek vi¢i mikroorganiznim. Jedna se totiZz o zajimavou skuiest v souvislosti se za-

jisténim bezpénosti a udrznosti potravin. [1], [2]

1.1 Chemicka struktura a nazvoslovi fosforénani

Kyselina fosforéna je schopnéitdisociaci, #i ztrat H ionti. Pokud kyselina ztrati vSech-

ny ti vodikové kationty, vznikne ortofosfaiean. [3]

Fosforénanovy iont m&tyisttnou strukturu (viz Obr. 1). Okolo atomu fosforuysmz-
misgny ¢tyti totozné atomy kysliku. Naboj tohoto iontu je 3eho konjugovanou bézi je
hydrogenfosforenan (HPQ*), ktery je konjugovanou bazi dihydrogenfostoranu
(H2POy, konjugovana baze kyseliny fosforg). [4], [5]

Fosforénany mohou byt tvi@ny, z hlediska chemické struktury, jednou,P®upinou ve
form¢ ortofosforgnanového aniontu (P®), nebo mohou mit v molekule jeden, dvitfi
kysliky kovalent® vazany na jiné atomy. Tato molekula mianghraditelné vodikové ato-
my, které poskytuji velky p@t moznych kombinaci vodika kationti kova (negasgji
alkalickych zemin). Lze se tedy setkat s ortofosfoanem s jednim zasaditym iontem a
dvéma atomy vodiku, nebo s ortofosfémanem, ktery obsahuje dva alkalické kovové ionty

a jeden vodik¢i s takovym, ktery obsahujé kovové ionty. [2], [4]

PO, skupina, jak jiz bylo zmino, ma tetraedrickou strukturu formovantymi kysliko-
vymi atomy kolem centralniho atomu fosforuebaze jenit ze ¢tyi kyslikovych atonm

fosfore&nanové skupiny mohou vytigt kovalentni vazbystvrty kyslik je schopen vytwuit
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mustek mezi sousednimi atomy fosforu ve fosfaemovémiettzci. Nejjednodussi ;ady
fosfore&nani je ortofosforénan, ktery dale kondenzuje ve vysSi struktury. Tgitoace
nastava za vysokych teplot a uvain vody z dvou hydroxyl sousedicich fosfotaano-
vych jednotek. Kondenzaci dvou molekul fostor@nu vznika pyrofosfotman. Spojenim
dvou a vice fosfokmanovych skupin ziskame polyfosfonany. Krong linearnich molekul
mohou vznikat prostor@éwétvené ultrafosforégnany. DalSi moznosti je vyskyt uzamnych

cykla v fetzci. Takoveé struktury jsou nazyvany metafostoamny. [4]

PO, 3"

Obr. 1. Kyselina fosfotma a jeji disociéni stupi [6]

1.2 Vlastnosti fosfora&énanu

V¢étSina fosforénani je rozpustna ve vaédza normalni teploty a tlaku. Jedna se zpravidla o
ortofosfor&nany, hydrogen- a dihydrogenfosfomany alkalickych kot (krome fosfore-
nanu lithného). Vetedném vodném roztoku jsou fosféreany gitomny veétyrech for-
mach. V sili zasaditém progdi fevaZzuje fosforénanovy iont P@*, zatimco ve slab
zasaditém se spiSe setkavame s hydrogenféstomevym iontem HPEY. Ve slals kyse-
|ém prostedi je nejvice zastoupen dihydrogenfosfoem HPO, a v silre kyselém pro-
stredi kyselina trihydrogenfosfafea. Vodné roztoky alkalickych dihydrogenfosfarani
reaguji kysele, coz jetdledek disociace ##0Q,. Zasadié naopak reaguji vodné roztoky

hydrogenfosforénanu a ortofosfokmanu. [6], [8]

Fosfor&énany mohou podlehnout hydrolyze. Je pegatiobné, Ze pr&vtento jev stoji za
ztratou funknich schopnosti a inhimich bakterialnich dinka. Hydrolyza fosforénani

v potravinach mze byt zfisobena rozmanitymi druhy enzynmvysokymi teplotami, nebo
muze byt vysledkenginnosti mikroorganizra. Polyfosforénany jsou stabilni ve vodnych
roztocich pi 25 °C v alkalickém a neutralnim priedi. Hydrolyza je urychlovana zvyse-
nou teplotou nebo zénou hodnoty pH. Probih&a reseji od koncovych fosforégnanovych
skupin. Ve vysoce kyselém préstli se pak polyfosfoteany mohou $pit nahodg
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v celémietézci. Intenzita hydrolytickych pochdédse sniZuje s klesajici koncentraci rozto-
ka. [4]

Fosfor&nany maji silné chelatai schopnosti. Chelatace je tvorba komplexkovovymi
mono-¢i polyvalentnimi kationty (n€psgji se sodikem, draslikem, vapnikem neb&cho
kem). Steji tak dokazi navazané kationty afit. Tvorba komplek je podporovana zvy-
Senou teplotou, rostoucim pH ac¢pam molekul ortofosfoanu. Funguji prakticky na

stejném principu jako komplexotvorg#idlo ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA).
[4]

Kyselina trinydrogenfosfotma a jeji soli jsou iezité okyselujici a puftami agens pouzi-
vané v potravindtvi. Pufr&ni schopnost je schopnostkiterych fosforénani udrzet sta-
bilni pH v Uzkém rozmezi v prdasdi bez ohledu na ¥si vlivy. Pufrani kapacita poly-

fosfore&nanového aniontu klesa s rostouci délkeitzce. [4], [7]

1.3 U¢inek fosforeénani na slozky potravin

Fosforénany gidavané do potravin intereaguji se slozkami potravipozniiuji jejich
vlastnosti. O vyznamném ovligni I1ze hovéit u polysacharid a hlavrg u bilkovin. Ri-
kladem niize byt jak zndina pH a iontové sily roztoku bilkovin, pgatak jako chelatace
kovovych ionfi. Fosforénany se mohou vazat na proteiny nebo reagovatis/malskupi-
nami v polypeptidech za tvorby kompitexcoz gimo ovliviiuje vlastnosti proteiln jako je

hydratace, bobtnani, tvorba gelu a denaturace owhuri& vysokouwi nizkou teplotou. [4]

Anionaktivni povaha fosfotmani je zodpo¥dna za zvySeni @tu vazeb na proteiny v
souvislosti s klesajicim pH prastli. Ri hodnotach pod izoelektrickym bodem jsou skupi-
ny protonizovany, cely protein ma pozitivni nabopaopak. Odpuzovani stéjmabitych
skupin zpisobuje zpistupreni struktury k reakcim s okolnimi molekulami (jajeovoda).
Interakce polyanionickych fosfafeani s pozitivié nabitymi skupinami molekuly bilkovi-
ny je schopna zvysit negativni naboj aiggbit jejich vy3Si rozpustnost. Vlastnosti fosfo-
recnan spaivaji téz ve stabilizaci koloidnich suspenzi, ktdeterminuji jejich vyuziti

v mlékarenském gmyslu. [4]
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1.4 Pramyslova vyroba fosfor&nanovych soli

Soli uzivané jako stabilizatory, emuége cinidla, latky podporujici kynut€i chemicka
kypiidla potravin jsou potravikdkym podnikim dodavany vyrobci ve forénsnadno apli-
kovatelné a pro danyél uzpisobené. Obecprodukce fosforgnam probiha dema zpi-
soby: elektrotermalnim nebo mokrymtspbem. Vychozimi surovinami jsou: kyselina
trinydrogenfosforéna a nejasgji uhli¢itan sodny, hydroxid sodny, oxid vapenaty, hydro-

xid vapenaty, uhéitan vapenaty, hydroxid draselny a amoniak. [8]

1.4.1 Elektrotermalni metoda vyroby kyseliny fosfora&né

V tomto procesu je kyselina ortofosféné vyrdkkna z elementarniho fosforu ziskaného
z rudy, nap. z fluorapatitu, fi teplotach nad 1100 °C (nejlépe 1400-1600 °C)fdfge
uvoliovan hdenim v nadbytku vzduchu ve foénoxidu fosforéného. Ten je nasledo¥n
hydratovan za vzniku par kyseliny fosfongé. Mnozstvim fidané vody Ize regulovat kon-
centraci vysledného produktu. Hlavni #i%Eni vzniklé kyseliny pedstavuje arsen
(20-100 ppm). Protoze je tato kyselina pouzivametvavindstvi i ve farmacii, je nutna
purifikace. Uprava zngstné kyseliny probihd v nadbytku sulfanu s néasledfilnaci.
Sirovodik je vyhnan proudicim vzduchem. Obsah argentimto potldaen na mé#é nez
0,5 ppm. Na rozdil od vyroby mokrym igobem je ziskana kyselina podstatmére zne-

Cisteéna, proto také dnes elektrotermalnigpb vyroby v piimyslu gevazuje. [8]

1.4.2 Vyroba kyseliny fosforetné mokrym zpisobem

Mokry zpasob vyroby zahrnuje dva kroky. Prvni fazi je digesaedy obsahujici fosfor s
kyselinou sirovou (méncastji pak s kyselinou chlorovodikovou). V druhé faeaiyytvo-
fena kyselina fosfotma, kterd je naslednfiltraci odclena od vzniklé srazeniny siranu
vapenatého. Aby byla sraZzenina filtrovatelnd a itwy&e mnozstvi oxidu fosfotaeého, je
filtrat kyseliny recyklovan v reaktoru.iPteplotach 70-80 °C ziskame zhruba 30 %@4
v kapalné fazi a srazeninu CasSZH,0O. Zhruba 40 % s a filtrovatelny CaS@Q0,5 HO
poskytuji reakce i teplotach 80-90 °C. Kyselina fosféreé vyralina mokrou cestou je

spiSe uzivana pro vyrobu mineralnich hnojiv a krpriv zviata. [8]

Vznikla kyselina trinydrogenfosfoéea je nasledovnneutralizovana pomaoci jiz jmenova-

nych bazickych slatenin (uhltitan sodny, hydroxid sodny, oxid vapenaty, hydroxige-
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naty, uhlgitan vipenaty, hydroxid draselny, amoniak). Dehtadria(evaporaci) dochazi
k vysuSovani systému roztok/srazenina a ke vznikofasfor&nanovych soli, které mo-

hou byt dale kondenzovany termalni dehydrataczgurém, vyzihanim). [8]

1.5 Fosforetnany v potravinach

Fosfor&nany jsou zakonem povolen&gatné latky, které jsou pouzivany ve vygiotra-
vin kvali tomu, Ze dokazi modifikovat jisté vlastnosti ig@gnych produkt jako je napi-
klad struktura, chiy &avnatost a barva. Zaravemaji pufrovaci schopnosti, disponuji
sekvestranimi vlastnostmi, rozgiji kapacitu zadrzované vody a v jistycligadech jsou

schopny specifickych bakteriostatickyctinki. [10]

Uplatreni v procesu vyroby potravin nachazeji zejména jékdci soli, stabilizatory,
sekvestranty, kyjici latky, emulgatory, regulatory kyselosti, zafm&dla, plnidla, pro-
tispékavé a zvikujici latky. Setkavame se s nimi ridgbad @i vyrobé a Upra¢ tavenych
syni, masa, rybich produkia vyjimkou nejsou ani pekské vyrobky. Fosfokmany se totiz
také pouzivaji p vyrob¢ prasku do p@va. Svou ulohu plni i v kolovych napojich (resp.
kyselina fosforénd) a ve velkém mnoZstvi hnojiv a detergenBoli aplikované
v potravindstvi mohou byt jednoduché, pyrofosfemany, trifosforénany nebo polyfosfo-

recnany. [10]

1.5.1 Maso a masné vyrobky

Hlavni funkce fosforénanmi v mase a masnych vyrobcich 8@ ve zvySeni vaznosti vo-
dy, které zprosedkovavaji diky reakci scfpomnymi bilkovinami. Umoduji stabilitu tu-
kové i vodné slozky masové gsi. Tento efekt se nejvice uplaje @i vyrobé Sunky, sa-
lamovych @l a parki. Dochazi ke zvySovani W#nosti, snizeni hmotnostnich ztréi p
tepelném opracovani, zlepSetridgnatosti a kehkosti, dokonce ke zpomaleni oxidace lipi-
da. Trvanlivé masné vyrobky maji zvySenou udrznostisledku snizeni vodni aktivity
susenim na 0,93. Fosféraany pouzivané do vyrobkparadoxs brani dehydrataci na po-
Zadovanou hodnotu. Ve vysledku pakza dojit k ojikni povrchu a vzniku faleSné plisn

trvanlivych masnych produkt [11]

Jinymi zdroji fosforu v mase mohou byt anorganisl@geniny, které vznikaji jakoisle-

dek rozkladu firozenych sloZzek masa (adenozintrifosfatu a deokigmtidi) pri pasobeni
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enzymi nebo mikroorganiziin Zdrojem fosforu v masnych vyrobcich mohou bytedal
sloweniny z kdeni a slozky ktenicich smsi. Fosforénany jsou v masnych vyrobcich
povoleny do koncentrace 5 000 mg/kg. ¥padt suchych trvanlivych uzenin by sedim
jejich pouziti zvazit. [11], [12]

Polyfosfor&nany se v procesu zpracovani a skladovani masnyrciokéi pisobenim fi-
rozer¢ pritomné fosfatazy hydrolyzuji na neSkodny ortofosfoan. Jednoduché fosfare
nany se Bzn¢ vyskytuji v mase. Proto se mala mnozseehto gidanych soli nedaji spo-
lehlivé dneSnimi metodami zjistit a vyrobci je na obaleobku casto neuvagi. Vyssi
piidavky fosforénani Ize odhalit, pokud Rislo (pongr celkového obsahu fosfamani k

bilkoviné masa) pekrasi hodnotu 2,4 (empiricky zji&ha hodnota). [13]

1.5.2 Plody more, ryby

Fosforénanové soli zajidlji Savnatost a jemnost rybiho masa,igkych plod a z nich
vytvoirenych vyrobk. Velky vyznam maji hlawhpro udrZeni vlastnosti rybi svaloviny i po
rozmrazeni. Vyrazhovliviuji ztraty @i dalSim zpracovani. Hlavniimos speéiva v retenci
vody v proteinech. Pokud pouZzijeme fostaranovych soli fed zmrazenim rybi svalovi-
ny, snizime tim mnozstvi ji vypuzen#& ppzmrazovani. Jejich adicetre navic vyrazh
zlepsit vzhled filé. Zpsobuji znénu barvy povrchu z hidé na leskle bilodi bilou s mirg
namodralym odstinem. ZlepSovaci efekt @pé pouze v Upravvzhledu nikoli jakosti.
Rybi svalovina oS&né fosforénanovymi solemi je vhodna pro vyrobu tvarovanych vy
robki (blokd, prsti). Fosforénany davaji vzniknout zmazow# vrstw na povrchu
orezki, ktera pak nasledrulehiuje formovani polotovarbez ebyte&nych dutin, které by
mohly mit negativni vliv na tvar a hmotnost vyslgdm vyrobki. FiliS mnoho fosforéna-
novych soli pak s sebou nese zhorSujici efekt demek aroma, texte a nezajifuje ani

vyznamjSi prodlouzeni adrznosti. [10]

1.5.3 MIééné vyrobky

Jako stabilizatory mitdych disperzi nasly fosfateany hlavni uplaténi pri vyrobé tave-
nych syfi. Zde se uZivaji jako emulga cinidla, kterA umoiuji aplikaci girozenych
vlastnosti mlénych bilkovin, konkrété kaseinu tim, Ze z jeho struktury vyvazuji vapnik a

nahrazuji ho sodnymi ionty, které jsou rozpegh Kaseinoveé frakce pak umozni vyrobu
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taveniny, krému. Schopnost na sebe vazat katiengvjivnéna celouradou faktodl naf.
konkrétnim kationtem kovu, teplotou (s rostoucidegu roste schopnost vazby katidyt
poctem fosforénanovych jednotek v molekule (s rostoucingtpm, roste i afinita ke kati-
ontim). Krome zvySené intenzity vazby vody je pro uteai vysledné matrice taveného
syra dilezity i vApnik navazany v tavicich solichi Bhladnuti dochazi k uvisbvani kalcia

a k jeho znovuzapojovani do z&siané struktury taveného syra. Funkce fosioael je
tedy klicova @i utvareni finalni konzistence daného vyrobku. DalSi uglait nachazeji
vyrobé mlé&nych produkt z kondenzovaného mléka nebo nahrazek mléka do. kéiy
[7]1, [12]

1.5.4 Pekarske vyrobky

ZlepSujici @inek fosforénani (hlavre pyrofosforénanu sodného, fosfaheanu draselné-
ho a vapenatého) u @iea spaiva v podpoe fermentanich proces a tim i biologického
kypiiciho efektu. Reaguji také s kyselym bikarbonateamgm za vzniku oxidu uhiitého.
Oxid uhlicity hraje, stejg jako @i kynuti &sta, hlavni roli u kyfeni a ovliviuje tak vy-
sledné vlastnosti pekskych vyrobki. Kvasinky vyZzaduji v prosedi fadu mineral,
z nichz préa fosfor vyznama ovliviiuje ristovou aktivitu &chto nizSich hub. Fosfor je

zapojen do hospodleni s energii, které je prast a mnozeni kvasinek nezbytné. [3], [14]

1.5.5 Dalsi priklady pouziti fosforeénanovych soli pro vyrobu potravin a krmiv

Limonady obsahujici kofein disponuji rasinfosfor&nany. Jedna se hlayro pridavek
kyseliny fosforéne, ktery zde ma okyselujici funkci. Na¢ghma spoteba kolovych napdj
u déti je podrobovana kritice. S jejim zvySenim sounshhezpé& odvaprni kosti a vzniku

osteoporézy. [15]

MraZené pomfrity obsahuji hydrogenfosféman disodny, ktery je zde uzivan jako sekvest-

rant. Pomaha udrzet barvu mrazenych fritovanychdika a zlepSit jejich kvalitu. [16]

Krmiva pro zvfata obsahuji rowz fosfor&nany, resp. fosfotmany vapenaté, které jsou
zde nezbytnym zdrojem dostupného anorganickéhmrasianu. Obiloviny a olejniny
nejsou v dostatmé mfe schopny suplementovat fosforemigei organizmus, protoze je
v nich tento mineral vazan na kyselinu fytovou. Wi#h fytaty, které jsou ptomny

v krmivech, nemohou byt bezigavku enzymu fytazy utilizovany a gebre vyuZzity. [17]
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1.5.6 Fosforetnany a legislativa

Pouziti fosforénani je upraveno, stefnjako u ostatnich fidatnych latek uzivanych
v potravindstvi, vyhldSkou Ministerstva zdravotnicti 130/2010 Sb., ktera jetiana od
1. 6. 2010. Tato vyhlaska byldijata 23. 4. 2010 a émi diive platnou vyhlaskd. 4/2008
Sb. [18]

Fosforénany sodné, oziavany jako E 339, fiedstavuji ortofosfokamany, dihydrogenfos-
forecnan sodny, hydrogenfosf@man disodny a fosfoéaan trisodny. Tyto soli jsou uziva-
ny v podols sypkych smisi pro vyrobu ochucenych nealkoholickych n#@pejnahrazkach
mléka do kavy, v syrech a masnych vyrobcich. Sladgik Upra¥ kyselosti, fisobi stabi-

lizaéné a zabrauji nezadoucim reakcim kdw potravinach. [18], [19], [20]

Fosfor&énany draselné jsou vedeny pod E kodem E 340. Digrfosforénan draselny,
hydrogenfosforénan didraselny a fosfatean tridraselny maji obdobnou funkci jako sodné
soli. RovreZz upravuiji kyselost, zahtaji nezadoucim reakcim kéwritomnych ve stopo-
vych mnoZstvich v potravinach, navic vazi vytékafavy pi vyrob¢ masnych vyrobk a
acinkuji jako emulgani cinidla ¢i stabilizatory. Krong syt a masnych vyrobhkse s nimi

Ize setkat fi vyrob¢ sypkych napdj a nahrazek mléka do kavy. [18], [19], [20]

Fosfor&nany vapenaté, neboli E 341, Ize uZit jako zlep8sjozky pro vyrobudst, latky
upravujici pH a jako prostdky pro zabraimi nezadoucich reakci kébw potravinach.
Funguji také jako stabilizatory, kipi a protispékavé latky. Svou ulohu plni i v ovcm

a zeleninovych konzervach, kde wytivaepravy rosol a maji zpawjici &inek. Casto se
uzivaji jako protihrudkujici latky ip vyrob¢ koreni. Vyznam maji v suchych praskovych
potravinach (¥etré cukni), v koreni, jedlé soli, v tabletovanych potravinach akmd&ych
tavenych syrech. [18], [19], [20]

Fosforénany hdecnaté (E 343) upravuji pH &iakuji jako stabilizatory. Mohousobit

jako zdroj magnézia, ktery séigavkem fosforénanové soli dostava do potravin. [19]

Amonné fosforgnany (E 342) se nesmi do potraviCeské republice fidavat. Maji ale
zlepSujici dinky na vlastnostidsta, funguji jako kyfici latky a latky, které kontroluji pH.
V USA se pouzivaji hogpii vyrobé peiiva, alkoholickych napdj, margari a kygiciho
prasku. [19]
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Jako emulgatory, stabilizatory, regulatory kyse]osekvestrantyi také jako zvlkujici
latky slouzi difosforénany uvadné pod kodem E 450. E 451, trifosfemany, 1ze rovaz
uzit jako sekvestrant a regulator kyselosti, gdeoi zahugovani. Polyfosforénany (E 452)
mohou byt pidavany proto, aby plnily totozné funkce, jako vySeedené soli (E 450 a E
451). Navic mohoutisobit jako kypici latka. [20]

1.5.7 Vliv fosfore¢nani uzivanych v potravinastvi na lidsky organizmus

Fosfor je klasifikovan jako mineralni nutrient. /85 % této latky je v lidskéntle vdzano

v kostni tkani (kosti, zuby) ve forrhydroxyapatitu, fosfokamanu vapenatého, sodného a
draselného. 10-15 % je uloZzeno ¥kkych tkanich adnich tekutinach. Organicka forma
fosforu redstavuje fosfatidy, nukleoproteiny a fosfoproteiRpdili se tedy také na tva@rb
sloZzek uéenych k hospodani s energii, ignosu genetické informac#,na tvorke enzyni

a hormori. Fosfatova slozka je rovha dilezita pro udrzeni acidobazické rovnovahy. [21]

Resorpce i exkrece fosforu je ovliwéana stavajici hladinou vapniku v krvi, stejak jeho
vyuZzitelnost. V pipadt, Ze je jeden zthto prvki podan ve zvySeném mnozZstvi, vzroste
exkrece druhého. ZvySené vywani podporuje parathormon (PTH). PTH je hormi#ig-p
titnych €lisek a slouzi k regulaci homeostaze kalcia takhdg¥i nedostatku uvdluje

z kostni tkadn do krevnihareciste. Dochézi kiistu plazmatické hladiny vapniku. Kalcemie

zpstné reguluje syntézu tohoto hormonu. [22], [23]

Jestlize budeijjem fosforu zvySeny, aniz byfippm doSlo k adekvatnimu dogimi vapni-
ku, za&ne PTH vykonavat zmémou funkci. V krajnim fipact je disledkem vznik osteo-
pordzy. Fosforénany, jako zdroj fosforu,sobi ve zvySeném mnozstvi laxatviMohou
vyvolavat, krond odvaprni kostni hmoty, kalcifikaci orgdin meékkych tkani a nefznive

ovliviovat schopnost utilizace vapniku, Zeleza¢hw a zinku. [22], [24]

Pokud jde o vs$ebavani itznych slodenin fosforu, lzefici, Ze nejlépe jsou resorbovany
soli a estery kyseliny trihydrogenfosfore. Pogkud sniZzend je resorpce soli kyseliny hyd-
rogenfosforéné a polyfosforénani. Vstrebané mnozstvi fosfateani ve vySSim konden-

zanim stupni je zavislé na enzymatické hydrolyze mafosfor&nany. [1], [22]

V¢étSina fosforénanovych soli pidavanych do potravin je nuEri¢ ekvivalentni
s fosfor€énany, které se v nichtipozere vyskytuji a tudiz negdstavuji zdravotni riziko.

Nicmeére v pirebytku Skodi a mezinarodni zdravotnickédy doportiily, aby denni spde-
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ba nepekratovala utitou Urover. FiliS vysokd mnozstviéthto latek, diky schopnosti

chelatace vicevalentnich katiGntmohou mit za nasledek odvépnkosti. [10]

Doporweny denni fjem fosforu by se # pro dosglého jedince pohybovat zhruba okolo
30 mg na 1 kgétesné hmotnosti, maximarvsak 70 mg/kg. Hodnota RDA (Recommen-
ded Dietary Allowances - dopafeny potravni Hjem) je utena mnoZzstvim od 240 do

1200 mg na deni@emz pondr vapniku a fosforu by sh byt zachovavan 1:1. [4]
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2 VLIV FOSFORE CNANOVYCH SOLi NA MIKROBIALNI
POPULACI

2.1 Antibakterialni U ¢inek fosfore¢cnanovych soli

Antimikrobni &inek fosforénam je chapan jako pozitivni vedlejSi efekt aplikagehto
soli v potravinach. V zasade jedna hlavho inhibiéni (Cinek na grampozitivni bakterie.
Uvedena skutaost souvisi se strukturou kigné sény a schopnosti, zvlaSpolyfosfo-

recnani, vyvazovat dvojmocné kationty (vapenaté &etioaté). [25]

Prvni zminky o tom, Ze dlouhé®zce fosforénani vedou k @innéjSimu potl&eni ristu
grampozitivnich bakterii, byly odprezentovany Kahl¢1971), Wagnerem (1983), Bustou
(1983) a Molinsem (1985). Jak jiz bylo nazeao, tento efekt je dan hlavporusenim
integrity burgéné stny prostednictvim chelatace vapenatych @dtoatych ionti, piicemz
také dochazi ke ztr&tosmoregulace a poruseni selektivni permeabilitynbréany, coz
v kong&ném disledku znamena snizeni metabolickych funkci vyplgieh z Gniku sub-
strati. [26]

2.1.1 Vliv fosforeénanovych soli na struktury bunéénych stn a cytoplazmatickych

membran bakterii

Bunécnd stna je struktura rozmanité stavbytamého stup& slozitosti u iznych bakterii.
Grampozitivni i gramnegativni bakterie obsahujiypwr peptidoglykan (murein), ktery je
tvofen dlouhymiretézci aminocukéi propojenymi tetrapeptidovynietizky. Vysledna si
chrani buiku pred lyzi. Grampozitivni bakterie maji podstatitusijSi vrstvu mureinu,
kterd disponuje &Sim pa@tem propojeni, ale na rozdil od gramnegativnichdyékpostra-
daji vrejSi membranu. Navic je jejich bé&tna stna prostoupena linearnirfetzci teicho-
ovych kyselin. U gramnegativnich bakterii nalezngednu nebo &olik mélo peptido-

glykanovych vrstev s absenci teichoové kyselir®i],[ [28]

Misto v grampozitivni bakterialni &té, do kterého je soustkéno pisobeni polyfosfore

nanove soli, je lokalita prostugatézca teichooveé kyseliny. [7], [29]

Glykopolymer teichoova kyselina je molekula bohag&fosforénanové skupiny. Konkrét-

n¢ se jedna o derivat polymeru glycerolfostovanu nebo ribitolfosfor@manu
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s glykosido¥ navazanymi cukry. Nachazi se u grampozitivnichtdyék patogennich i
nepatogennich. Setkavame se &naly typy teichoové kyseliny: s lipoteichoovou kyseli
(L-TA) a stnovou formou teichoové kyseliny (W-TARetszce L-TA pi¢ng prolinaji bu-
nécnou sénu. Vedou od cytoplazmatické membrany az do peglyitanové vrstvy. Druha
forma (W-TA), ktera je kovalentptipojena na peptidoglykan, nejen Ze prochazitidap
bung¢nou stnou, ale jejiretzce zasahuji i do ¥siho prostoru a udavaji negativni naboj
povrchu bitky. Toto napojeni W-TA na peptidoglykan je zpiegkovavano pomoci fos-
fodiesterové vazby na C6 hydroxyl N-acetyl muramkyseliny. Sénova forma teichoove
kyseliny tvai az 60 % celkové hmotnosti bimé stny grampozitivnich organizin Jeji
konkrétni struktura seuzni dle druhu bakterie. Nejobvykleji je vSak igpa z
N-acetylman6zy a N-acetylglukdzy, které jsou sppjéil—4 glykosidovou vazbou
sjednim nebo aZ rfémi glycerolfosforénany nasledovanymi delSimiettzcem
glycerol- nebo ribitolfosforgnanu, nap kmenyS. aureugvoii polyribitolfosfor&nanové
W-TA. [30]

W-TA tvori hustou g negativnich nabéj na povrchu grampozitivnich bakterii. #v
zmirréni vyslednych elektrostatickych odpudivych inteiak@ze teichoova kyselina
mono- a divalentni kationty kdv S’ W-TA ovlivnéna kationty zaficinuje porozitu a ri-
giditu buré¢ného obalu. Fedpoklada se, Ze hrajdldzitou roli v udrzovani homeostaze
kationth a vytv&i jejich rezervoar na povrchu bakterie. Odtud padhou byt vyuzivany
enzymy, které sedastni biochemickych reakci. Gradient ¢ schopen do jisté miry
zmimovat rozdil osmotického tlaku mezi vimtm a vijSim prostedim buiky. MnoZstvi
navazanych katioatmuaze ovlivnit i giitomny D-alaninovy zbytek, resp. jeho pozitivn
nabita aminoskupina. WTA, ktera postrada D-alalestery, mze navazat o 60 % vice

horecnatych iont nez jeji analog obsahujici danou modifikaci. [30]

2.1.2 Vyznam hof¢iku a vapniku v bakterialni buiice v souvislosti s fisobenim fos-

foreénanu

Je znamo, Zed&hteré kovy, jako nap Mo, Fe, Mg, Ca, K, Zn apod., jsou z ptesti mik-
roorganizmy koncentrovany a aktivwyvazovany organickymi chelat@imi cinidly, aby

mohly kryt poteby nejen strukturnich komponent, ale také metalaf. [31]
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Velké mnozstvi iont vapniku a hitiku je zastoupeno v baénych sénach a cytoplazma-
tickych membranach prokaryotickych mikroorganizrulezitost €chto ionti spaiva ve
strukturdlni funkci a zarowepiedstavuje potencionalni nebezpgoruSeni integrity bu-
nécné sény nejen pi pasobeni komplexotvornycéinidel (nag. EDTA, fosforé€nany), ale

i pfi nedostatku vapniku a magnézia v kultiven médiu. [29], [32]

Je dokazano, Ze vapenaté ionty navic aujvmetabolizmus fosfolipi@l (poZadavek va-

penatych iont u fosfolipazy) a tim bezprasdre i tvorbu membranovych struktur. [29]

Jejich¢ast je také navazana nagjgi povrch buky, resp. na wsi lipopolysacharidovou
vrstvu gramnegativnich bakterii. AvSak v souvisigdimto faktem nebyvaji antimikrobni
ucinky polyfosfor&énanovych soli dostupnou literaturotili$ ¢asto zmhovany a popiso-

vany. [29]

Horc¢ik se v grampozitivnich bakteriich podili na aktivbakterialniho dstu a bugcného
déleni (zvlast u ty¢inkovych bakterii). Hrajewlezitou roli pro bugicnou sénu resp. viyjsi
membranu gramnegativnich bakterii. Funguje jakaksirni slozka ribozown zc¢ehoz
vyplyva, Ze je také esencialni pro syntézu bilko¥imi rovrez funkci kofaktoti mnohych
bakterialnich enzyih Nedostatek tohoto prvku v médiuibe byt nahrazen jinymi dvoj-
mocnymi ionty (nap vapnikem, manganem). Nizk& mnoZstvi magnézigedetasi gram-
negativni bakterie. Mezi dalSi mineralni latky kentované mikroorganizmy nalezi
draselné ionty, které funguji jako regulatory osmi@tho tlaku. Zinek se zase vyskytuje
v metaloenzymech, napv alkalické fosfataze a vystupuje takeé jako ratpr aspartattran-
skarbamoylazy. [31], [33], [34], [35]

Eagon a kol. uvedli, Z&€seudomonas aeruginosgichle odumira v itomnosti EDTA.
Tato skuténost ogt souvisi s chelataci vicevalentnich kovovych katia s jejich tvrze-
nim, Ze vapenate, ranaté a zinénaté kationty jsou slozkou b&inych sén Pseudomo-
nas aeruginosaMultivalentni kationty pedstavuji neenzymovou slozku lipopolysacharidu

nebo lipoproteinové slozky batné stny. [35]

Wagner a Busta dosli k zé&w, Ze pidavek kyselého pyrofosfaieanu sodného (SAPP) do
kultivacniho média inhibuje produkci nebo aktivitu proteaomglpovdné za aktivaci toxi-
nu Clostridium botulinumFi pouZiti rybi svaloviny a SAPP byla inhibovana ikleaza,

ktera hydrolyzuje adenozinmonofosfat (AMP) na adéma ortofosforénan. Tim bylo
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dokazéano, Ze anorganické fosfarany jsou schopny regulovat enzymovou aktivitu. Byl
také zjistn inek tripolyfosforénanu sodného na hexokinazu kvasinek, coz jsapeno
chelataci htecnatych ionti, které jsou esencialni pro hexokinazovou aktivAlP tedy

SoutZi s polyfosforénany o kovové ionty. [2]

Fosfor&nanové soli mohou ro¥d znemoznit kifeni spor nebo negativrovlivnit tvar a
tvorbu septa f déleni burgk (nag. u Bacillus cereu3. Pisobeni se pak také projevuje
zmenSenim bakterialnich kolonii pgav disledku defektniho nebo zhorSenéhoddného
mnozeni. [4], [24]

2.1.3 Ovlivnéni antimikrobniho U ¢inku fosforeénana

Zmena pH, ktera je indukovanarigavkem fosforénami, mize hrat roli pi uplatreni
sekvestrani schopnosti. S rostoucim pH roste i tvorba komjpl&osfor€énany, které vy-
kazovaly alkalickou reakci v kultiévaim médiu (neutralni hodnoty pH), maji vyssi inhi-
bi¢ni kapacitu. Nizk& pH totiZz #igobuji protonizaci vazebnych migimz dochazi ke zna-

telnému poklesu Zadaného chetaiao &inku. [4], [36]

Navic pH bezprogedre ovliviiuje i hydrolyzu fosforénanovych soli. Je také prasyab-
dobné, Ze inhikini inek fosforénani muze byt znehodnocenipobenim zéatevu, ktery
vyvolava rovigz hydrolyzu. Hydrolyzu Ize Afsobit i jinak, a to pr&y piitomnymi mikro-
organizmy. Nkteré bakterie totiz disponuji enzymy, které jsechapny rozkladat fosfo-
recnanové soli. ¥tSina z nich vSak ke su@nnosti bezpodminmé vyZzaduje héecnaté,
vapenat&i manganaté ionty. Dochazi tedy ke kompetitivnirhav@ni, kdy enzymy a fos-

forecnany soutzi o gitomné paotebné ionty alkalickych kal [4]

Syrové potraviny, které nejsou tepelapravené, disponuji aktivni fosfatdzou schopnou

e

vem, dochazi k jeji inaktivaci. Proto je, pro zaghiw a maximalizaci inhibniho &inku
fosforegnanovych soli ihned po jejichtigani do potravinového vyrobku, nutny tepelny
zahev. [36]

2.2 Vybrané skupiny potravinaisky vyznamnych mikroorganizmi

V néasledujicim textu budou blize charakterizovatkteré skupiny mikroorganizim je-

jichZ vyskyt v potravingskych vyrobcich finejmensim neni vitan. Dany oddil je hlavn
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zameten na bakterie, kterych se tyka prakticiést této diplomové prace. Taxonomické
zarazeni a nazvy bakterii byly &teny v databazi LPSN (List of Procaryotic names with

Standing in Nomenclature). [37]

2.2.1 Rod Bacillus

Rod Bacillus nalezi dotelediBacillaceae Jedn& se o grampozitivni, aerobnfakultativ-

né¢ anaerobni peritrichni &nky, pro réz je typicka tvorba rezistentnich spor (endospor).
Bacily se v pirod¢ vyskytuji v pidé a ve vod. Nékteré druhy jsou schopné produkovat
polypeptidova antibiotika (napbacitracin, polymyxin, gramicidin). V mnohéipadech je
tvorba antibiotik spojovana préwe sporulaci, kdy kultura vstupuje do staciontéémée
rastu. Jiné druhy badiljsou zase schopny vyttei slizova pouzdra polysacharidové pova-
hy, ktera zjsobuji vadu (nitkovitost) @éva. Bakterie rodBacillus maji bohaty enzymo-
vy systém, coz jim dava schopnost hydrolyzovatw@inat nejiznéjSi organické sloteni-

ny. Za zminku stoji pektolytické enzymy, které rédji uplat@ni nag. pfi postupu ma-
¢eni Inu, protoze rozkladaji pektiny rostlinnychtplea tim uvohuji celulézu. V praktické
¢asti mé diplomové prace jsentitku fosfor&nanovych soli vystavila préwdva druhy
téchto bakterii. Jedna seBacillus cereusa Bacillus subtilis Bacillus cereus B. subtilis

jsou mezofilni mikroorganizmy. [38], [39], [40]

Bacillus cereusytvéi na pevné pdé kolonie voskového vzhledu. Na krevnim agari-zp
sobujip-hemolyzu. Tento druh disponuje velkymitami. Spory, které vyti@ji, bakterii
nezduuji a jsou vysoce termorezistentni. Optimalni teplkultivace je 30 °CBacillus
cereusje katalaza a lecitinaza pozitivni. V potravinatysahujicich lecitin ri#ze zmgisobit
jeho rozklad na jedovaty lysolecitin. Titcacetoin, hydrolyzuje Zelatinu, Skrob, kasein a
eskulin. Redukuje dusnany na dusitany. [38], [39], [41]

Bacillus subtilisje ntkdy ozn&ovan jako senny bacil. €inky se formuji ¥tSinou dore-
tizka. Spory jsou ovalné a bku opit nezdutuji. Potravinéské vyrobny a provozovny se
obavaji jejich vyskytu, jelikozZ jsou vysoce rezrdid. V tekutém médiu, zigodi zvySené
potreby @istupu vzduchu, rostBacillus subtilis pievazié v podolé povrchové blanky.
Optimalni teplota kultivace je stejako u vySe jmenovaného 30 °Bacillus subtilistvori
kataldzu. Na rozdil od drutBacillus cereusneprodukuje lecitinazu. Je ale schopertitvo

acetoin a hydrolyzovat ZelatiduSkrob. Redukuje du&nany na dusitany. [38], [39], [42]
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2.2.2 Rod Staphylococcus

Bakterie roduStaphylococcusalezi doceledi Staphylococcacead®unky stafylokoki vy-
tvéreji shluky hroznovitého uspédani. Mohou se ale vyskytovat jen v paru,épdgech
nebo naopak samostatriNeékdy jsou schopny dokonce tirtbietizky. Oznaéeni Staphylo-
coccusvypovidd i o kulovitém tvaru béh. Tyto fakultativié anaerobni koky netvbspory

a nejsou pohyblivé. Mohou byfipodci zartlivych hnisutvornych onemogni a alimen-
tarnich intoxikaci. Otravy z poZiti potravin, veekich se stafylokok pomnozil, mohou
korcit az smrti. Enterotoxin, ktery jeiginou, Ize charakterizovat jako latku polypeptidové
povahy produkovanouékterymi kmeny daného druhu. Obégsou stafylokoky v firod
velmi rozsfené. Osidluji povrcheta ¢lovéka a zviat. [38], [43], [44]

Staphylococcus auressibspaureusje povazovan za patogenni bakterii. Na choroboplod-
nosti se podili toxické produkty a extracelulamiymy. Za odezvu organizmu jsou zod-
powdné jednak substance vazané nakibunag. adheziny, peptidoglykan, protein A, sli-
zova vrstva, specifické antigeny) a také extraéehilfaktory (napp hemolyziny, deoxyri-
bonukleaza, hyaluronidaza, leukocidiny). Nejlépst@ona krevnim agaru, kdetgobuje
zietelnou zonu Uplné hemolyzy a vyivéypické zlatozluté az oranzove, jindy bilé nelio a
okrow hnédé kolonie. Optimalni teplota kultivace se pohyboje30 do 37 °CStaphylo-
coccus aureuslisponuje enzymy katalazou, koagulazou a fosfatéRostrada oxidazu. Je
schopen redukovat nitratygst @i 15% koncentraci NaCl v prasdi a tvait acetoin. [38],
[43], [45]

2.2.3 Rod Enterococcus

Rod Enterococcusalezi datelediEnterococcaceadenterokoky byly évefazeny do rodl
Enterobactera nasled&é i StreptococcusNalezi do skupiny tzv. igvnich bakterii, které
jsou indikatory fekalniho zr&teni a jejich gitomnost pedstavuje kontaminaci potravin a
vody. Jeho vyskyt fize s uéitou pravépodobnosti poukazovat na moznaiast patogen-
nich bakterii. Jedna se o grampozitivni, katalagativni, nesporulujici koky. Od strepto-
koka se odliSuji odolnostit¢i alkalickému pH. Rostou vifiomnosti 6,5 % NaCl,ipniz-
ké teplot 10 °C i @i teplot 45 °C. Morfologicky vytvéi tyto koky dvojice, pipadre ie-

tizky. Na krevnim agaru rostou v §gguigmentovanych koloniich. [38], [46]
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Enterococcus faecalig fakultativié anaerobni bakterie, jejiZkteré kmeny nasly uplat-
néni jako dophkova kultura v syrstvi. Nepohyblivé kok¥enterococcus faecalidisponuji
fermentativnim metabolizmem. Sacharidy, s vyjimloarabin6zy, kterou ponechavaji
nezfermentovanou, rozkladaji na L(+) izomer kysehméné. Redukuji dugnany na du-
sitany a z argininu vyt¢damoniak. Maji specifické poZzadavky na vyzivu. Mgkedi vy-
Zaduji hlave vitaminy skupiny B (kyselinu nikotinovou, pantotmu, riboflavin, pyrido-

Xin) a biotin. Optimalni teplota kultivace je 37.°¢38], [46]

2.2.4 Rod Micrococcus

DalSim grampozitivnim kokem jdlicrococcus Tenifadime daselediMicrococceaeJedna
se 0 nepohyblivou, obligatnaerobni bakterii, jejiz biky nefasgji formuji pravidelna
seskupeni, tetrady. Nikdy net¥aetizky. Na rozdil od stafylok@knerostou fi teplog
45 °C, ale mohou vegetovat ii peplo€ nizsi 10 °C. Nkteré druhy mikrokok produkuji
pigmenty nap Micorococcus luteusytvéi Zlute zabarvené kolonie. Bakterie tohoto rodu
jsou vyhrads saprofytickymi mikroorganizmy a vyskytuji sém¢ na povrchu potravirta
skych vyrobki a surovin.Microcococcus luteuge povazovan zatwodce chorob nemoc-
ni¢nich pacient s potl@enou imunitou. MZe byt zapojen v mnoha infekcichietne me-
ningitidy, zarktt popalenirci endokarditidy. Je katalaza negativni a oxidazatpmi bak-
terii. Odolava prosedi s nizS§im obsahem vody a vysSi koncentraciaely prostdi s 15
% NacCl jiz neroste. Hydrolyzuje Zelatinu, ale neednje glukozu. Optimalni teplota kulti-
vace je 35 °C. [38], [46], [48], [49], [50]

2.2.5 Rod Pseudomonas

Bakterie roduPseudomonagsou grampozitivni rovnéi mirn¢ zahnuté t§inky, které ne-
tvori spory. Jsou povazovany za strikerobni, posledni dobou je v3ak totéazani dis-
kutovano. Nkteré druhy mohou pouzivat nitrat jako anaerobektebnovy akceptor, coz
umoziuje anaerobnitist. Nalezi k tzv. nefermentujicimétpkam. Jejich pohyb je uskute

novan pomoci iku, které jsou postSinou polars umisgny. V prirodé jsou velmi rozsi-
fené. Vyskytuji se vimeé, na rostlinach, ve vodach, ve stolici lidi i exkientech zvt.

Kontaminuji potraviny. Vzhledem ke svym schopnostéstu i @i 4 °C a Sirokému enzy-
movému vybaveni, jsotiastymi givodci kaZzeni masa, ryb, mléka, tuk vajec, u nichz

zpasobuji pachu, cizi viné a zabarveni. Nejsou n&re co se e pozadavk na proste-
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di. RodPseudomonase vyznduje vysokou genetickou variabilitou, cozizpbuje zvysSe-
nou adaptabilitu na néjzn¢jSi substraty. Bkteré druhy pseudomonad dokazi hydrolyzovat
chitin. Mnoho druli tvoii riznobarevné pigmenty (naluté, zelené, modré, fluoreskuji-
ci), které uvaiuji do prostedi. Jedna se zpravidla o latky fenazinovéinmpu. Z hlediska
jejich diagnostiky lzeici, Ze mezi charakteristické rysschto bakterii zéazujeme schop-
nost syntézy katalazy a oxidazy. Jsou indol- a ghetiegativni. Netvéi acetoin. [38],
[40], [51]

Pseudomonas aeruginosgla dive ozng&ovana jakoBacillus pyocyaneusSve mvodni
jméno ziskala na zaklaghrodukce pigmentu pyocyaninuéB¥ se vyskytuje v fidé, vods

a na rostlinnych produktech. Tato fluoresténpseudomonada je ozfmwana jakocasty
puvodce nozokomialnich nakaRseudomonas aeruginoga povazovana za obligétipa-
togenniho mikroba. Je schopna vyvolat é&biva onemoctni maiovych cest, sedniho
ucha, lokélni infekce v popaleninich, dokonce imiehebezpéné sepse. Je rezistentni
vaci mnohym zn¢ uzivanym antibiotikm. MaZe kontaminovat potraviiské vyrobky,
vodu povrchovowi upravenou v plaveckych bazénech. Asi 90 % kimeytvéari toxin A,
ktery je nejjedova{Sim produktem této bakterie. Na krevnim agaru &@yteonu uplné
hemolyzy. Na Enday padé a MacConkeyiho agaru \ista v fizow fialovych koloniich

S pongrné prijemnou vini podobnou i jasminu. StarsSi kolonie ovSem zapachaji amoni-
akem.Pseudomonas aeruginogaschopnaist i gi teplotach nad 43 °C, zatimco nepato-

genni druhy z fluorescéni skupiny dokaziist jen i nizSich teplotach. [38], [51], [52]

2.2.6 Rod Proteus

Rod Proteus stejré jako nize zmi#né bakterie Escherichia Salmonella, Citrobactgr
nélezi doceledi Enterobacteriaceaelako vSechny enterobakterie je schopen uZivedt nit

jako alternativni elektronovy akceptor. [38]

Bakterie roduProteuszahrnuje gramnegativni, fakultatévanaerobni ©inky. Jsou peri-
trichni a tudiz i vysoce pohyblivé. Nevyi&pory a nemaji ani zvlastni nétri poZzadavky
na iistové prosedi. Vyskytuji se v@pdé, na rostlinach, ve zdsténé vod,

v exkrementech zidt a stevnim obsahu lidi. €astni se hydrolytickych a hnilobnych pro-
cedi, jelikoZz vykazuji silnou proteolytickou aktivitutwi bilkovinnym substancim. Na

krevnim agaru roste v plazivych koloniidProteusje schopen zjsobit zagty mocovych
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cest a sekundarni infekcé&znych porawgni a proleZenin. Zthto divoda je povaZzovan za
potencialni patogen. Z hlediska biochemického getpto bakterii typicka produkce ureazy
a sulfanu, kterymi se prokazuje néEgtusSnych selektivh diagnostickych fadach. Tvai

fenylalanindeaminazu a nezkvaSuje glukozu. [388], [40], [53]

Proteus mirabilige bakterie typick& pravplazivym fistem a schopnosti rychlého pohybu.
Na agaru tvti svym naifistanim viny. Mezi hustymi lemy jeida potazena lesklou vrstvou
mére intenzivniho biofilmu. Svou roli patogenu hrajew v infekcich m@ovych cest a
septikémii. Disponuje getnymi faktory virulence (cytotoxiny, hemolyzinyre&za). Ne-

tvoii indol. NezkvaSuje maltézu, ale syntetizuje dekayhzu ornitinu. [38], [39]

2.2.7 Rod Escherichia

Bakterie roduEscherichiajsou gramnegativni kratké dipky. VétSina z nich disponuje
peritrichdzrié umisénymi fimbriemi a béiky. Netvai spory a fermentu;ji laktozu. ddteré
kmeny tvdi alfa nebo beta hemolyzu na krevnim agaru. Zastopa Escherichiaosidluji
intestinalni trakt lidi a teplokrevnych zaf. Tato koliformni bakterie hraje roli v syntéze
nutricnich faktofi, hlavrgé vitaminu K a B. Je kompetitivniti rastu rekterych nezadou-
cich bakterii, jelikoz vyuZziva stejné Ziviny aibe také spaebovavat kyslik (je fakultativ-
né anaerobni). Kmen¥scherichianevyZzaduji Zadné zvlastni nutrietyistovém médiu.
Dokazi existovat vSude tam, kde naleznou zdrojé&uhéko jsou nap sacharidy, amino-
kyseliny, organické kyseliny apod. Optimalni teplaistu se ot pohybuje okolo 37 °C.
[38], [52], [54]

Rod Escherichiazahrnuje druhyescherichia fergusoniiEscherichia hermanniiEscheri-
chia vulnerisa nejprozkoumaijSi Escherichia coli(dale jenE.coli). Praw E. colije pova-
Zovana za podméné patogenni bakterii, kterd vyvolava onem&dnmaiovych cest a fir
jmoveé infekce u kojencci malych dti. Jedna se o jeji enteropatogenni kmeny, jeZ jsou
schopné zpsobit zdravotni komplikace diky produkci enterotaxi Vzniklé zdravotni
komplikace vyvolavaji dehydrataci utléhétského organizmu. Vysledkemue byt po-
Skozeni epitelialniho povrchuist. Z hlediska patogenity se dale rozliSuji entexibio-
genni skupiny schopné gobit stevni problémy nejen uétl, ale i u dos@ych. Enteroin-
vazivni kmeny vyvolavaji zase dysentericky syndreen stopami krve ve stolici a

v neposlednfadé enterohemoragické kmeny (dagtji sérotyp O157) jsoutpvodci hemo-
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ragické kolitidy. Posledni zména skupina je dokonce schopna vyvolat i hemolyticko
uremicky syndrom. Kmeni.coli se sérologicky &i na zaklad antigeri O, H a K. Anti-
geny O jsou spojovany se stavbou &uné stny, antigeny H s Biky u pohyblivych kmet

a K s polysacharidickou kapsuli. V Zéw strigné charakteristiky Ize vyzdvihnout, 2
coli byla a stale je vyznamnym modelovym organizmemfpzalogické, biochemické a
genetické vyzkumy. [38], [52], [55]

2.2.8 Rod Salmonedlla

Salmonellaje obligatni patogen. Gramnegativni, nesporuldjitinky z ¢eledi Enterobac-
teriaceaejsou pivodci vyznamné alimentarni nakazy salmoneléztSMou jde o peritri-
chézreé obrvené a &sSinou pohyblivé bakterie. Mohou se vyskytovattizcich, dvojicich
¢i samostaté. SalmonellazkvaSuje gluk6zu za produkce plynu, ale laktozogobava ne-
zfermentovanou. Je schopna tvorby sirovodikéchio znak se vyuziva v diagnostice.
Proto na Endaoy pidé a na McConkeyho agaru vigta v podob bezbarvych kolonii a na
pudé obsahujici deoxycholat sodny v typickych koloniigbernym stedem. Z hlediska
biochemickych vlastnosti, je kranjiz zminéné fermentace glukézy za tvorby kyselin a
plynt, schopna utilizace citratu, dekarboxylace lyzintv@aby amoniaku z mamviny. Po
biochemické identifikaci této bakterie se provagliosypizace pomocitfslusnych antisér.
Salmonellaje typicka tim, Ze vlastni povrchové antigennulstury. Podstatou patogenity
je hlavre jeji termostabilni endotoxin identicky s O-antigem Vyskytuje se ubikvitagn
Kontaminuje vody, ovzdusi a rostliny. Zdroji infekdidi je zvla& nedokonale tepetn
opracované maso, a to jakibezi, tak jinych hospodigkych zvfat. Vejce, kterd pochazi
z infikovanych nosnic a potraviny z nich vyroben®ghou byt rovz dalSim zdrojem ali-
mentarni choroby Zgsobené touto bakteribalmonella entericasp.entericasérovar Ente-
ritidis je hlavnim fivodcem salmoneléz u nas. Jedna se o rovne, poBybnky

s bitiky, jejichZz optimalni teplotaiistu dosahuje 37 °C. [38], [39], [56]

2.2.9 Rod Citrobacter

DalSim rodem, ktery je zahrnovan deledi Enterobacteriaceage Citrobacter A stejre
jako bakterie roduEscherichiajsou EZnymi obyvateli gastrointestinalniho traktu lidi a
zvifat. Jedna se o gramnegativriitky, které nejsou sporogenni. Nalezi mezi fakivitest

anaerobni organizmy. Pohybuji se pomoci peritéchmistnych btika. Utilizuji citrat



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 32

jako zdroj uhliku. ZkvaSuji gluk6zu a dalSi cukey organické kyseliny a plyn. Jsou oxida-
za negativni. Disponuji enzymem kataldzou. Nepraguikcetoin a ani nejsou schopny
dekarboxylovat lyzin. RozliSuji se na zakdaho, jestli dokéazi gmit tryptofan na indol,
fermentovat laktozu a nebo utilizovat malonat. YWosednirad je nutné zminit, Z€:it-
robacterje wtSinoufazen mezi indikatorové mikroorganizmy signalizufekalni znéis-
teni. [38], [40], [57], [58]

V praktické ¢asti mé diplomové prace jsem k prokazéani poteniti@limhibicniho &inku
fosfore&nanovych soli vyuzila druk. freundii Jedna se o bakterii, ktera se vyskytuje ve
vodach (nejen odpadnich), v potravinach aigép Zdravotni komplikace e vyvolavat
jak u lidi, tak u zviat. Napada zvlaStmocoveé ustroji. Steji tak zpisobuje péijmova
onemocgni. Je rezistentniiki ampicilinu a mnoha dalSim antibioiif, coz je zpsobeno
geny kodujicimi tuto odolnost v plazmidech. freundiije z hlediska biochemického kata-
laza pozitivni. Produkuje sirovodik, ale nefivlyzin. Neprovadi dekarboxylaci ornitinu.

Netvai ureazu a ani indol. Optimalni teplota kultivaeeoget 37 °C. [38], [57], [58]

2.3 Inhibi éni G¢inek fosforetnanta na vybrané rody bakterii

Jiz koncentrace 0,1 % polyfosféreanovych soli virstovem prosedi vyznama ovlivni

log fazi bakterii rodBacillus, v niz zgisobuje rapidni lyzi a redukci Zivotaschopnych bu-
n¢k. Ke stejnym zé&iram doslo i u spoBacillus cereuskdy 0,1% obsah polyfosfafeanu
inhiboval germinaci a vySSi koncentrace (1%) dokomeemoznily tvorbu klidové formy.

Subletalni koncentrace 0,05 %iBpbila zngnu tvaru bulk bacili protahovanim. [25]

Minimalni inhibicni koncentrace (Minimum inhibitory concentrationalel jen MIC)
Staphylococcus aureus vybranych, do potravintjglavanych fosforénani, se pohybuje
okolo 0,1 % pro ultrafosfosman a polyfosforgnan sodny “glassy”’ (glassy nebo také
Grahamovad je bézn¢ uzZivany nazev pro sfa polymerickych metafosfokeani, dale jen
SPG). AvSak pro kysely pyrofosfaman sodny, tripolyfosfosman sodny a
pyrofosfor&nan tetrasodny téhozidku dosahuje az zhrubaipodnot 0,5 %. MIC u
polyfosfor&nani s delSimiettzcem byla podstannizSi nez u kratSich. Z daného zjiit
vyplyva, Ze fosforénany s delSintetzcem maiji silgjSi antibakterialni &inky na zastupce
daného rodu bakterii. Hexametafostoran a wité druhy polyfosforenani maji MIC jiz

v hodnotach necelého jednoho procenta a disporajyy$8im antibakterialnim efektem
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mezi zkouSenymi polyfosfoteany. Hexametafosfotean zgmisobuje vytékani hHoiku

Z burtcné membrany do média a zvySuje Unik aminokyselinoneizkomolekularnich
nukleovych kyselin do neionizované vody. Tim dod¢HaporuSeni selektivni permeability
membranys. aureus [26], [59]

Suplementaceistovych médii hil¢natymi ionty dokaze zvratit inhiémi (€inek polyfos-
forecnam. Tripolyfosfor&nany v koncentraci 0,5 % négobily inhibiné na Staphylo-
coccus aureus prostedi obsahujicim tyto kovové iontgasté&ng byla inhibice elimino-
vana pidavkem vapenatych a Zeleznatychiidinetnaté a manganaté ionty totdsobeni

neprokazaly. [36]

Rody Enterococcus Micrococcusnalezi také ke grampozitivnim bakteriim, tudiz jezm
né gedpokladat, Ze stejrjako u vySe jmenovanych bacia stafylokok dojde misobenim

fosfore&nanovych soli zvlastdelSichrettzci k inhibici rastu. [60]

Gramnegativni mikroorganizmy, kra@nrodi Escherichia Salmonellaa Pseudomonas,

jsou nepiznivé ovlivnény pridavky alkalickych polyfosforamani. Grampozitivni bakterie,

kromé rodu Staphylococcus Listeria, jsou nachylné kisobeni alkalickych nebo neutral-
nich polyfosforénani. Specifické polyfoforénany (nap. SPG) jsou efektiw§)si. Inhibicni

Ucinek zpisobi koncentrace v rozsahu 0,05-3 %. [60]

Gramnegativni bakterie, jak jiz bylo zndfro, nejsou poitSinou spojovany sdinkem fos-
fore¢nanovych soli (by/by Slo o jejich polymerni formy). V zé&ku jedné studie je ale uve-
deno, Ze fosfokaan trisodny (dale jen TSP) je schopen zvySitwatt €chto bakterii Wci
lysozymu a nizinu. Vysledky ukazaly, Zze vysoké kamtcace TSP, nutné pro @Spou
dekontaminaci povrchu dbezi Kize a ostatnich potravin, mohly byt vyrazmdukovany
pifidanim lysozymu nebo nizinu. V ramci této studidatzjiStna skuténost, ze TSP dis-
ponuje jistym mikrobicidnim &inkem, ktery je zarten na gramnegativni a sporulujici
bakterie. Inhibini schopnost jmenované soli $p@ v natrzeni cytoplazmatické membra-
ny. Tudiz je mozné, Ze disrupce u gramnegativnigktdsii rozrusi vi&§Si membranu a
zpasobi lepSi fistupnost dalSich latek s antimikrobnidinkem (jako je nap nizin a lyso-
zym). Autai vyzkumu vyuzivali suspenze béknbakterii Campylobacter jejuni, Escheri-
chia coli, Pseudomonas fluorescens a Salmonellerigidis. Salmonella enteritidibyla na

danou kombinaci latek velmi citliva. Letalita dosaala az 99,9%. [62]
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TSP pouzivany na o%ehi syrového dibeziho masadinné inhibuje tist Escherichia coli
0157:H7 a jisty vliv ma dokonce i r&almonellalyphimurium. Bakterigescherichia coli
byla velmi citliva. Zcela destruktivimna ré pasobila jiz 1% koncentrace. U salmonel stejna
koncentrace vyvolala pouze redukcicpozivotaschopnych bik. Omezenitstu zmiso-
bila az 4 % soli TSP. [63]

Kombinace pyrofosfokganu s modifikovanou atmosférou (80 % £ @0 % N) v baleni
chlazeného rybiho masa, skladovanélodp°C, se projevila jako velmi d&innd moznost
prodlouZeni trvanlivosti. Mimo jiné zvlaSinhibi¢cné pasobila i proti jiz zmigné patogen-
ni Escherichia coli Redukovala piy zivotaschopnych bwk ¢i v nékterych gipadech

zcela inaktivovala. [64]

Jina studie uvedla, Zze TSP dokaze giitleozvoj bakterii rodusalmonellana chlazenych
kuratech, které byly porfeny do 10% roztoku této soli. Vysoké pidhem aplikace TSP
Z test, pri kterych byly sledovany bakterialni #ky ovlivnéné TSP fi normalnim a alka-
lickém pH (konkréts pH 10-11). B vySSich hodnotach pH i koncentrace TSRKyuztra-

cely Zivotaschopnost. [65]

Destruktivni fisobeni zakevu na salmonelu posilujgigavek polyforénanu, zvlast tri-
polyfosfor&nanu sodného. ZvySeni citlivosti zavisi sabegmé na sloZzeni zafvaného

média a vybraném kmenu. [66]

Polyfosfor&nany spoléné¢ s kuchyiskou soli pravépodobré zpisobuji antibakterialni
aktivitu kometnich marinad uzivanych pro Upravu zviadribeziho masaSalmonella

Typhimurium byla gsobenim daného slozZeni inhibovana. [67]

SPG je spojovan s inhilmim &inkem na pseudomonady aZz od koncentrace 10 %. Anti-
mikrobni pisobeni fosforénani u tohoto rodu obeénvyvolava znéna pH a podporuje ho
chelatace iorit majici strukturalni funkci ve slozeni higné stny. Bylo zjiS&no, Ze 1%
Cisty fosfor&nan nebo sis tripolyfosforénanu a pyrofosformanu tetrasodného
ve slozeni 75 % a 25 % dokaze inhibovat nefluorgs¢é&kmeny rodlPseudomonad-luo-
rescentni pseudomonady naopaikoenavaji gsobeni fosforégnani tim, Ze produkuji pyo-

verdin, ktery je typicky firozenou schopnosti navazovat se na kovové ioatjedy prav-
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dépodobné, Ze uvedeny pigment sty chelataci s fosfod@anovymi solemi a tim pa-

dem tlumi inhibéni projevy jmenovanych soli. [4]

U rodi Proteusa Citrobacter nebude fedpokladany inhildni (¢inek fosforénani az tak
jisty. Doposud seétnito bakteriemi, z hlediska antimikrobnihdigobeni fosforénani,
mnoho vyzkuni nezabyvalo. Lze ale uvazovat, Z& pySSich koncentracich dojde

k ovlivnéni nistovych schopnosti jmenovanych gramnegativnichelikt

2.4 Puasobeni fosforénana na kvasinky a plisré

Fosforénany mohou inhibovat i kvasinky a plésriNa rozdil od antibakterialnihaiku
inhibice istu plisni neniiiliS objaskna. Je zdefedpoklad, Ze zasahuji docitych meta-
bolickych proces. Ve sénach &chto mikroskopickych hub jsou totiz téZz anionakiipo-
lymerni struktury jako nap chitin, chitosan a glykoproteiny, které jsou sump vazat

dvojmocné kationty. [4], [36]

Na WwtSinu kvasinek izolovanych z ovocnych dizuge syt a z povrch venkovnich rostlin
pusobila inhibéng jiz koncentrace do 1,5 % polyfosférenovych soli (slozenych z 20-ti
az 15-ti ortofosforénanovych jednotek) v prasdi. Kvasinky, na jejichZist byl sledovan
acinek soli i 0 nizSim kondenzaim stupni (tripolyfosforénan sodny, tripolyfosfotman -
vysoce rozpustny, neutralni pyrofosfeman, kysely pyrofosforman sodny), byly inhibo-
vany az pi koncentracich vysSich nez 1,5 %. Druhy kvasinekterych byl zkouman vliv
danych soli, byly:Candida humicolaGeotrichum penicillatumCryptococcus laurentii
Candida famataGeotrichumsp., Cryptococcus heveanens(@ryptococcus albidysBret-
tanomyces custersiBrettanomyces intermediws velmi na fosfor&anovou 8l citliva
kvasinkaTrichosporon cutaneunjiz 0,3% koncentrace polyfosfaneani a pidavky do
1% koncentrace ostatnich fosfémani o nizS§im kondenzaim stupni Usgsns inhibovaly
jeji rast). [68]

V jedné ze studii lowské univerzity byl pozorovastrplisr¢ Aspergillus flavusia médiich
obsahujicichtzné druhy fosforgani. Vyzkum byl doplgn o sledovani vlivu fidavki
kovi (hor¢ik, mangan, zinek, vapnik) na inhibi &inek fosfor&nani. Aspergillus byl
kompletrg inhibovan na médiu obsahujicim 1 %zmych alkalickych polyfosforman.
Pridavek haciku stimuloval fist A. flavusi v piitomnosti pyrofosforénanu tetrasodného

(TSPP). Stejitak manganaté ionty zase dovolifist této plisni v fitomnosti hexameta-
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fosfore&nanu sodného. Ortofosfa@rgany, které maji maly chel&t@ potencial, naAsper-

gillus flavusnently zadny vliv. [36]

Bylo zjiSténo, Ze pontenicerstvych teSni do 10% roztoku hexametafostor@nu sodné-
ho, tripolyfosforénanu sodného, pyrofosfa@manu tetrasodného nebo tetrapolyfosfnee
nu sodného vyraznomezici zpomali kazeni pligimi jako jePenicillium expansupRhi-

zopus nigricansieboBotrytis ssp [69]

TSPP, polyfosforgnan sodny a SPG (samostatin ve snesi) pisobi zcela inhiliiné na
rast plist rodu Aspegillus konkrétg A. flavusa A. parasiticus pri 2 % TSPP, 1 a 2 %
SPG a 2 % komeniho fosforénanu v kultivénim médiu. Niz8i koncentrace fosfonani
dovolila pouze limitovany a atypicky micelarrdist. Sporulace byla inhibovana ram2%
koncentraci vySe jmenovanych soli. TSPP nebo SPGxijil % v prostedi redukuje

mnozstvi aflatoxinu z miliontiny na biliontinu. 96

V souvislosti s neutralnim a alkalickym pH jsouspdi rodu Aspergillus (Aspergillus
ochraceus Aspergillus flavus a Fusarium (Fusarium poliferatun rezistentni uci jejich
pusobeni. Fosfokmanoveé soli jsou haopak velmiiané na plisé Byssochlamya Penicil-
lium. Dulezity poznatek, co se &g &inkua fosfor&gnani na plisg, spa&iva hlavre

v podstatném snizeni produkce mykotdxiri4], [36]
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3 ZJISTOVANI RUSTOVYCH K RIVEK BAKTERIi OPTICKOU
METODOU

3.1 Rustové Kivky bakterialni populace

Rastova Kivka je grafickym vyjagenim 6stu bakterii v podminkach statické kultivace.
Predstavuje funéni zavislost logaritmu stoupajici koncentrace dkuresp. pétu Zivych
burgk nacase. Kivky ziskané protzné bakterie zaiznych okolnosti maiji jisté spdieé a
obecr platné znaky. Jsou charakteristick&itymi Gseky, které Ize nazyvatistovymi
fazemi. Analyzu obecnych vlastnosti mnozeni ba&beripopulace je mozné proveést za
jistych podminek, a to sice: jedna-li segistou bakterialni kulturu geneticky totoZnych
burgk, rostou-li v tekutém Zivném roztoku éha pripraveném, zpravidla zcela nebo&si
¢asti chemicky definovaném a je-li cely systém uteay \ici okoli co do koncentrace
svych slozek. BR¢emz jsou fyzikalni parametry kultitaiho zdizeni udrzovany konstant-
ni. ZvySeni pétu burek je ovlivnéno disponibilnimi zdroji Zivin a kumulaci produkme-

tabolizmu v daném prastdi. [27]
Obecr jsou rozeznavanityii faze:

Prvni faze, lag-faze, je faztipravnou charakterizovanou tim, Ze bakterii zatapribyva,

ba réekdy dokonce ubyva.iiRina daného jevu sgiva jednak ve specifické adaptaciiky

na nove prosgedi, v aktivaci enzymatického systému a také vegoté dob pro nahroma-
déni dostateného mnoZzstvi intermediarnich metahlia to zejména v mineralnim médiu
a @i malém inokulu. Fipravna faze riize chylst, jestlize je velké inokulum exponencidln
rostouci kultury peneseno do bohatého média stejného sloZeni. Doéai tiag faze je
jese prodlouzena vifjpact potreby gestavby klidové biiky (spory) v bitku exponencial-
né rostouci. Za tentdéasovy interval je ve &Sing literarnich zdraj zatazovana dalsi faze
zrychlenéhostu, kdy jsou jiz biikky prizpasobené, maji velkou intenzitu metabolizmu a
rychlost d&leni. [27], [70]

Druha faze, exponencialni nebo téz logaritmickah@pana jako doba, kdy probiha inten-
zivni mnoZeni bakterii a populace dosahuje expaaleiico ristu, jehoz zakonem je geo-

metrickafada s kvocientem 2.8t bakterialni populace je mnohonasobné mnozenébak
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rialni bunky metodou binarnihoé&tkni za vzniku dvou novych jediickteré se opakuije.

Z jedné bakterie vznikaji dy ze dvou paktyii a zectyi osm bakterii atd. [27], [68]

Praimérn& generéni doba je zde konstantou a nezavisi nétpburek. Buiky se chovaji
navzajem nezavisle. Zaravelze konstatovat, Ze vtéto fazi prakticky nedochaz
k odumirani. Rychlostistu bakterialni populace je zavisla na druhu bakiijeji vnitni
genetické determinaci, na chemickém sloZzeni médiama koncentraci nepostradatelné
Ziviny a fyzikélnich faktorech prasdi (teplota, pH, iontova sila, osmoticky tlak apod
Faze zpomalenéhdstu, ktera je typicka snizenim intenzity metabolizanmnozeni buik

v disledku vyerpani Zivin a hromathi metabolit,, je ot jistou mezifazi, ktera vyusti
v treti fazi stacionarni. Pokud jégehod exponencialni faze do faze stacionarfsaipen
vyéerpanim jedné limitujici ziviny jeipchod nahly. V kazdém Zivném médiu je jedna
z zivin v relativié nejnizSi koncentraci, i kdyZdéba nevime, ktera to je. Fyziologie kkn
nachézejicich se ve stacionarni fazi dikg¢erpani limitujici Ziviny je charakterizovana
nejprve nevyvazenymistem, pak festavbou enzymoveho vybaveni a posléze relativnim
metabolickym klidem. Maximalni délka této faze jénd citlivosti busk k hladowni.
Druhy divod prechodu do stacionarni faze je pozvolny, nejsou @iciny komplexrgjsi.
Dochazi ke zvySovani koncentrace zplodin metabaljzkteré mohou byt pro bakterie
v jistych koncentracich az toxické. Hatem zvySeny obsah neuploxidovanych uhlika-
tych slowenin, nefastji riaiznych alkohal a organickych kyselin, které mohowmit ne-
Zadoucim zfisobem Zivotni podminky bakterii. U organickych kysse jedna o z&mu
pH. DalSimi limitujicimi faktory jsou redoxni poteidl, mnoZstvi dostupného kysliku a
oxidu uhlgitého. [27], [70]

Po jisté dobB dochazi k fazi postupného odumirani, kterou |zaradkterizovat rychlosti
hynuti bakterii. Za mrtvou bakterii je povazovarladowjici nerostouci bakterie, ktera
neni déale schopn&leni. Ricinou je destruéni pisobeni fyzikalnich a chemickych fakior
na biomolekuly, které neni dost&we kompenzovano procesy reparacenlBuse snazi i
nadéle zachovavat Zivotaschopnost a@itemzymy, které dovoluji vyuZit alternativnich

Zivin a odbouravaji zasobni latky. Tento stawmtrvat tydny i msice. [27], [70]
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Obr. 2 Ristova kivka bakterii [71]

3.2 Opticka metoda stanoveni tistové Kivky bakterii

Pro stanovenitstovych Kivek byla z hlediska analytického zvolena metodaitimetrie,
ktera je jednoduchou, pame piesnou a nedestruktivni moznosti. Turbidimetriegkz
Zena na réreni prochazejiciho stla, které bylo zeslabeno rozptylend&st&ne i jeho roz-
ptylu nac¢ésticich. V naSemifpact jsou ¢astice nahrazeny hkami bakterii suspendova-
nymi v tekutém kultivénim médiu. Ty jsou schopny absorpcéers o utité vinové délce

v opticky neaktivnim progedi. Dany efekt zisobuji chromoforické skupiny obsazené

nez dopadajici, které udav&winy zdroj. [72], [73]

Bakterialni suspenze sé& plnovych délkach viditelného stla jevi jako mlén¢ zakalena.
Lze uvést, Ze s néstem bucné hmoty, dojde ke 2t8eni zékalu, tudiz i k postupné &m
n¢ intenzity proSlého zéni. Pomoci této metodytdeme vysledovatistové chovani bak-
terii, protoze se fibéh optické hustoty &hem kultivace v mikrotitrénich destikach
scasem mini. [73], [74], [75]

B&Zné praxe v bakteriologii je prodieni turbidity pouzit kazdy dostupny kolorimetr nebo
spektrofotometr. Idealni je takovyigtroj, ktery n&ii primarni paprsek stla prochazejici
vzorkem bez vychyleni do fotocely. Fotometr protgtely musi byt konstruovan s Gzkym
paprskem sitla, tak aby rozptyl sifoval gimo do fotocely. Hstroj musi mit vyvazenou

optiku. [48]
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Pokud s¥tlo prochazi suspenzi gtgim mnoZzstvim bakterialni hmoty, bude mit na wstu
pu niZsi intenzitu. # malém zakalu se jedna o jednoduchy geometrickgh/aViira roz-
ptyleného z#eni se snizi exponencidla natistem bakterii. Geometricky vztah mezi tur-
biditou a p@tem bakterii mMize byt vyvozen z Gvah, Ze suspenze bakterii reduktgnzitu
proSlého z#eni na desetinuipodni intenzity zdroje. To Ize matematicky vyiigako

— —W /W,
| =1,10™o,

kde | je intenzita nerozptyleného éfa, | intenzitou dopadajiciho #Eni nasobena
10" kde W je koncentrace bakterii, kterd je dana desetimgsotpoklesem intenzity

swtla. Kdyz pouZzijeme logaritmus na ®Btrany rovnice, vzorec je mozno vyfadakto:
[48]

-log I/1g= log lo/lI= W/Why.
Podobny zakon, Lambert-Béer plati pro absorbanci gnicirymi barevnymi vzorky:
A=¢.c.L=log (100M)= log I/,

kde ¢ je molarni absokmi koeficient latky, c je koncentrace latky a Idélkou optické
drahy. T je transmitance, kterd udava poaaivého toku propughého vzorkem ku zé&
vému toku, jez do vzorku vstupuje. Zakon je lim#éav Pro dokonale nepropustny vzorek
plati T=0 %, coZ znamena As= Naopak pro dokonale propustny vzorek T=100% |j®.A=
Hlavre tedy v oblastech s vySSi koncentraci analytu gnpist tohoto zakona omezovana
odchylkami a zavislost absorbance na koncentrdcingai linearni. Mieni je nasledovn

zcela nepesné ba dokonce nemozné. [76]

Lambert-Beelv zakon niize byt tedy odvozen stejnou cestou, jako vySe uvwedeatema-
ticky vztah pro turbidimetrii. Proto mnohdigtoji disponuje stupnici, na které Iz&mo
od&ist log b/l, tedy absorbanci. &Sinou se ale setkavame s optickou denzitou (Oteyak
je mnohem obegj8im terminem a je vhodna jak pro zakalené suspeak@ro absorbuji-
ci. V této metod meieni se kombinuje rozptyl s absorbanci. Optickadtage absorbance
daného optického elementié pané vinové délcg na jednotku vzdalenosti. Pro optickou

hustotu plati:

OD, =A,/L=-1/L.logT =1/L.log(l, /1),
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kde OD je opticka hustotaripdané vinové délce, A je absorbance, L je délka optické
drahy, b je intenzita dopadajiciho &la a | intenzita proSlého #ni. [48], [77], [78]

V souvislosti s turbidimetrii 1ze uvést, Ze je @it hustota rovna :
OD;= log(lo/l)=z.L.W,

kde b je opst intenzita dopadajiciho &tfa, | intenzitou proslého #éni,t je turbiditni koe-
ficient, L je s¥telna draha kyvetou a W koncentrace durDba vztahy jsou si podobné a
jelikoz metreni probiha $ vinové délce 600 nm, kterd spada do viditelnéasiblspektra,
tak se gktefi autai uchyluji k ozngovani této ,mikrobiologické” metody jako spektrofo-

tometrické stanoveni zaloZené na turbidimetrick&temi. [72], [74], [75]

OD secasto vyuziva, protoZze v mikrobiologiigrstavuje jednoduchou metodu Kemi
koncentrace pau buretk ve Zediné suspenzi. V jistém rozsahu platibpzné linearni
vztah mezi koncentraci béika OD. [77], [78]

Pro pochopeni praktickychadledki této metody plati fiblizné pravidlo, Ze hmotnostni

koncentrace suSiny bakterii jeiqmo Urérna absorbanci. [48]
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1l PRAKTICKA CAST
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4 CILE PRACE

Cile predlozené prace byly vymezeny nasledovn

stanovit inhibéni (&inky komegn¢ vyuZivanych fosforgnan liSicich se délkoute-
tézce a koncentraci na vybrané grampozitivni a grgamnei bakterie.

porovnat a zhodnotit inhitmni rastovy &inek danych fosfor@anovych soli.
vysledky statisticky vyhodnotit a na zakatoretickéasti formulovat zagry o pi-

sobeni fosforégnani na testované bakterie.
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5 PRISTROJE, ZARIZENi A POM UCKY

Analytické vahy KERN 440-47 N, &necko

Autoklav Varioklav H+P, Nmecko

Automatické mikropipety Hirschmann ékhecko
Automatické mikropipety Nichipet EX, Japonsko
Biohazard box EUROFLOW (Clean Air), Holandsko
Biologicky termostat BT 12@;eska republika
Fotometr TECAN Sunrise TW/TC, Rakousko
Chladntka Electrolux

Laboratorni plasty (Spky pro automatické mikropipety, mikrotithai desttky,
ockovaci klicky)

pH-metr GRYF 208L{eské republika

Vortex Heidolph, Reax top, &hecko

Laboratorni sklo

Ostatni 8Zné laboratorni pofitky a vybaveni
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6 MATERIALA METODY

6.1 Material

6.1.1 Pouzité mikroorganizmy
Pro dosazeni diltéto prace byly vyuzity nasledujici kmeny grampigmich a gramnega-
tivnich bakterii, které byly ziskanyCeské sbirky mikroorganizin(CCM):

Bacillus cereusCCM 2010

Bacillus subtilissubspsubtilisCCM 2216

Citrobacter freundilCCM 7187

Enterococcus faecalGCM 4224

Escherichia colCCM 3954

Micrococcus luteu€CM 732

Proteus mirabilisCCM 7188

Pseudomonas aerugino€LCM 3955

Salmonella entericaubspentericaser. Enteritidis CCM 4420
Staphylococcus aurewssibspaureusCCM 3953

VSechny pouZzivané bakterialni kmeny byly uchovavéaayPetriho miskachipteplot

4 + 2 °C a byly peatkovavany po 3 — 4 tydnech.

6.1.2 Kaultiva ¢ni pady

Pro uchovavani kultur bakterii byl pouzit masopepiy agar (MPA), ktery bylifpravo-

van nasledowh

Beef extract (HIMedia) ...........ccceeeeeeeivieeeeee e 3,09
Pepton (HIMedia) ........ccoooviiiiiiiiiiiiiit e 50¢9
AT 15049
NaCI (LACH-NEI) ..ccceeiiiiiiiiiiiiiiiee e 50¢9
destilovana voda ...........ccccoeoviiiiiiiiceecen e 1000 ml

Konetné pH (pi 25 °C) 6,8 £ 0,2



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 46

Pro gipravu inokula ufeného k vlastnimu stanoveni inkibich (Einkd danych fosforé

nanovych soli bylo pouZzito masopeptonového bujdBE), jehoZ sloZeni bylo nasleduji-

ci:

Beef extract (HIMedia) ............ccoeeeeeeiiiveeeee e, 3,09
Pepton (HIMedia) ........ccoovviiiiiiiiiiiiiit e e 50¢9
NP2 (O I =Tl o =T ) 50¢g
destilovana voda ...........ccccoooviiiiiiiiieeee e 1000 ml

Konetné pH (i 25 °C) 7+ 0,2

Ok¢ Zivné pidy byly sterilizovany v autoklavuipl21 °C po dobu 20 minut.

6.1.3 Zasobni roztoky fosfor&nanovych soli

Za (elem zjiSéni inhibicnich &inka sedmi komemich fosforgnanovych soli byly f-
praveny jejich 10% roztoky rozpé&im pisluSné navazky v destilované wodlasledova
byly vysterilizovany v autoklavu a uchovavany v vizmych nadobachippokojové teplo-

t¢. Jednalo se o soli:

HEXA 68 ................... polyfosfot@an, jehoz vzorec nenfgsré znam
HEXA 70 oo, polyfosfot@an, jehoZ vzorec nenfgsré znam
TRIKRYSTAL......... zasadity ortofosfotean sodny (N&O,. 11H,0)
DIDI ....dihydrat hydrogenfosfot@manu (di)sodného (NEPQ,. 2H,0)
KPS . kysely pywsfor&nan sodny (Na1,P.0,)
FST e ripolyfosforeinan sodny (NgP;010)

PYRO 52...cccoviiiiiiiiiieeeenn, zasadity pysstwetnan sodny (N#&,0y)



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 47

6.2 Metody

6.2.1 Priprava bakterialni suspenze

Bakteridlni suspenze bylyipraveny zadkovanim a naslednou kultivacfiglusnych pti
grampozitivnich a i gramnegativnich bakterii v 3 ml MPB ve zkumaukamokulum
pochézelo z bakterialnich kultur uchovavanych néilie miskach. Kultivace bakterii

v tekutém médiu probihala v termostatu3d °C po dobu 24 hodin.

6.2.2 Sledovani &inku fosforeénanovych soli na vybrané potravin&sky vyznamné

bakterie

Byl sledovan vliv fosfor&nam na iist vybranych bakterii. Pro tyto¢ély bylo pouzito
sedmi druli soli v izném kondenzaim stupni (HEXA 68, HEXA 70, TRIKRYSTAL,
DIDI, KPS, FST, PYRO 52). Pro zjiti senzitivity jednotlivych bakterialnich kmiiylo
vyuzito deviti koncentraci kazdé soli (0,1%; 0,298%; 0,4%; 0,5%; 0,6%; 0,75%; 1,0;
2,0% wi/v). Roztoky fosformanovych soli byly vfislusném mnozstviipmo davkovany
do zkumavek s odpovidajicim mnozstvim sterilnihcopaptonového bujonu do celkove-
ho objemu 3 ml. Taktoffpravend kultivéni média sttznou koncentraci fosfoteani byla
rozpipetovana v mnozstvi 2Q0 do jamek mikrotitréni destéky a zagkovana 5ul sus-
penze bakterii. Deska byla gichystana tak, aby bylo mozné hodnotygiinduplicitné
tzn., Ze byly vedle sebe uniisy dw stejné koncentrace pro jednu bakterialni suspenzi.
Stejre tak byla uskuténéna i pozitivni a negativni kontrola. Jako pozitikdntrola po-
slouzilo ¢isté kultivatni médium, kde nebyly obsazeny roztoky fostaeet, tudiz ani ne-
rola byla tvgena pouze ifpravenym MPB s fosformany bez bakterialni suspenze. Zde
nebyl Zadny ndist mikroorganizmh ocekavan. Testované bakterie byly kultivovany p

teplot 2511 °C za okasného pragepavani po dobu 24 hodin.

Bakterialni naist, resp. zrna optické denzity, byla &ena na fistroji TECAN Sunrise
TWITC (TECAN, Rakousko) ip vinové délce 600 nm v 30-ti minutovych intervdiec
Pred mefenim byly vzorky pratepavany po dobu 10-ti sekund&iti pristroj disponuje
softwarem pro komplexni redukci dat Megalnpomoci #hoZ byl TECAN¥izen.
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Pro sestrojenitikvek byly vypaitany ptiméry hodnot optické denzity v jednotlivych jam-
kach. Ty byly porovnany s pmérnymi hodnotami nagtenymi u negativni kontroly. Se-

strojené Kivky byly vyuzity ke zji¥ovani fistovych konstant.
Byly vypocteny logaritmy OD Wase t oproti hodnotam ODdase O:[y =In(OD, / ODO)]

Rastové Kivky byly znazorgny jako zavislost vySe uvedeného logaritmwase kultiva-
ce. Pro vypoet ristovych parametr(um, A) z hodnot lezicich v logaritmické faZistovych
kiivek podle Gompertzova modelu byla pouzita nelineéegresni analyza s Marquardto-
vym algoritmem (konkréth metoda Marquardt-Levenburgrova za podmipgkO a pro

2>0). Gompertitv model fistové Kivky [79]:

y= Aexp{— ex{’%‘e i -t)+ 1} ,

kde:um......... maximalni fistova rychlost [H]

) W lag faze [h]

A......... asymptota, maximalni dosazena hodr@taln(N/No), kde N...pd&et or-
ganizmu)

DalSi tistové parametry, které Ize vyptat z hodnot optické hustoty v logaritmické fazi

rastove Kivky [80]:

Primérndé rychlost dleni: R= 1/log2 . (logx-logy/t-ty [h™]

Praimérn& generéni doba: G=1/R [h]

Specificka @istova rychlost: p=0,693/G th

kde: %....... pocateEni mnoZstvi biomasy vase §, X......... kon€ny paiet burgk v ¢ase t,
| ST doba fistu

6.2.3 Stanoveni pH kultivaéniho prostiredi

Byly zméteny hodnoty pH irstoveho prosedi bakterii, které bylo tweno roztoky soli s
MPB. Zjistovano bylo pH pro kazdoutkv koncentraci 0,4 % a 1 %. &ni bylo

provadno pi laboratorni teplat pomoci pH-metru, ktery bylipd métenimiadreé nakali-

brovan pufry (pH 4,01; pH 7,01).
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7 VYSLEDKY

7.1 Vliv jednotlivych soli na rist a ristové parametry vybranych bak-

terii

Byl sledovan vliv sedmi fosfosmanovych soli v odliSném stupni kondenzacetsa vy-
branych grampozitivnich a gramnegativnich bakteBijly zkoumany inhibini &inky
raznych koncentraci fosfoteami (0,1 %, 0,2 %, 0,3 %, 0,4 %, 0,5 %, 0,75 %, 1,0 %,
2,0 %) midanych do kultivaniho prostedi. Vyhodnoceni ysobeni soli na mikroor-
ganizmy probihalo sledovanimi€hu ristovych Kivek a znén ristovych parameir(deé-

lka lag faze, maximalni hodnota datu burk, délka genegmi doby, fistova rychlost). V
grafech i tabulkach upravenych Gompertzovou modyta uvadny vysledné hodnoty
pouze pro koncentrace soli, u nichz byl zaznameddist sledovanych bakterii. Danou

metodou vypdstené fistové parametry jsou umdsly v tabulkach v filoze této prace.

Bylo zmeteno pH kultiv&niho prostedi v gitomnosti fosforénanovych soli v koncentraci

0,4 a 1 %. V néasleduijici tabulce jsou uvederiyrgrné hodnoty pH.

Tab. 1. Hodnoty pH kultivaiho prostedi

pH
Sil 0,40% 1%
HEXA 68 5,85+0,01 5,61+0,01
HEXA 70 5,63+0,02  5,36+0,02
FST 7,67+0,01  7,81+0,01
PYRO 52 8,51+0,01  8,80+0,01
TRIKRYSTAL 11,18+0,01 11,27+0,01
KPS 5,58+0,01  5,34+0,02
DIDI 7,78+0,01  7,83+0,01

7.1.1 Vliv fosforeéanovych soli na fist Bacillus cereus CCM 2010

Z pribéhu Kivek a z dstovych paramelrje patrné, Ze se zvysujici se koncentraci fosfo-
recnanové soli HEXA 68 v kultivenim prostedi dochazelo k postupné inhibidistu.
ProdluZzovala se doba lagu a gekafaloba, naopak rychlosistu se snizila. Koncentrace,
pii které jiz nebylBacillus schopenistu byla stanovena na 0,4 % (Obr. 3, 4). Obdobného

Gcinku bylo dosazeno i u dalSi polyfosfonanové soli HEXA 70, kdy ovSem byly bakterie
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zcela inhibovany koncentracemi vyssimi nez 0,3 %fdienanovych soli virstovém bu-
jonu. Inhibiné také misobily soli o niz§im kondenzaim stupni. Jednalo se hlavo fos-
forecnany PYRO 52 a TRIKRYSTAL. Zasadity pyrofosfénan sniZzoval &nn¢ narist
této bakterie od koncentrace 0,5 %. NizSi koncentrdéto soli, stefh jako u
TRIKRYSTAL (Obr. 4), prodluzovaly dobu lagu (Obr), &le ve vysledkuiistové Kivky
dosahly obdobnych maximalnich hodnottstn jako u kontroly. Od 0,5 % fosf@ranu
TRIKRYSTAL v MPB pak doSlo ke sniZzeni maximalni inody ristu a také vzrostla doba
lagu (vyjma 1% koncentrace)iiBavek FST do kultiveniho prostedi ve ¥tSing pripadi
zpasobil prodlouzeni lag faze dané bakterie, ale a%\wkoncentraci josobil zcela inhiki-
n¢. U soli KPS a DIDI nelze hovib o silném inhibénim &inku ani u nejvyssi koncentrace
2 %, ktera ndrst Bacillus cereugpouze mirg snizila (Obr. 4), aipniz doslo k prodlouze-
ni doby lagu (Obr. 3). U soli DIDI je mozné tenav jsledovat jiz od koncentrace 0,75 %.
U KPS zase od této hodnoty dochazi ke sniZzeniagthtistu (giloha PII).

Obr. 3. Vliv fosfor€énani na délku lag fazBacillus cereusCCM 2010

13,0
12,0 |
11,0 | I
10,0 | @ HEXA 68
9,0 4 m HEXA 70
= 80+ OKPS
§ 0 OFST
S 60 |
i.? 50 | m DIDI
40 | @ PYRO 52
30 B TRIKRYSTAL
2,0 |
1,0 |
0,0 |

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,75 1,0 2,0
koncentrace soli [%)]
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Obr. 4. Vliv fosforénanovych soli naist Bacillus cereus<CM 2010
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7.1.2 Vliv fosforeéanovych soli na fist Bacillus subtilis subsp.subtilisCCM 2216

Z prubehu ristovych Kivek Ize vyvodit, Ze se inhibini efekt nadist této bakterie projevuje
v zavislosti na zvySujici se koncentraci soli HEB& (Obr. 5). Bylo zjevné, Ze s rostoucim
mnoZzstvim fosforénanu dochazi jednak k poklesu maximalni hodnasyu;, ke znatelné-
mu prodlouZeni doby lagu (Obr. &)k prodlouZeni genetai doby (giloha PII), a to jiz
od koncentrace 0,4 %tiFhodnot 2 % v prostedi nebylBacillus subtilisschopen Zzadného
vyznamného mnozeniaBHEXA 70 pisobila odlisg&. Koncentrace 0,3 az 0,5 % péme
vyrazré snizily mnozeni a prodlouzily dobu lagu dané ba&bei populace. 0,75% a 1%
obsah soli HEXA 70 v kultivenim médiu, ale ofi jisty nafist zaznamenal. Celkdwale

Ize jiz od koncentrace 0,1 % vysledovat prodluzdvag faze (Obr. 6).

Zasadité soli TRIKRYSTAL a PYRO 52 pamm¢ vyrazrée omezovaly st jiz pii koncent-
raci 0,2 % (Obr. 5), kdy doslo k vyznamnému prodeni lag faze (Obr. 6) a snizeni ma-
ximalni hodnoty istu (giloha Pl). U fosforénanu PYRO 52 byloisobeni nésledujicich
koncentraci natistové chovani obdobné az do 0,5 % v MPB. U soliKR{STAL lze
tento princip pozorovat jen do 0,4% koncentracé. BWSSim obsahu fosfotaan

v rastovém prosedi byl sice zaznamenan jisty aistr bez vyrazé prodlouzené doby lagu,
ale maximalni hodnotaistu byla oproti kontrole Uspré sniZzena. Dvouprocentni koncent-
race PYRO 52 a TRIKRYSTAL, podobnako u soli HEXA 68 a HEXA 70, zcela zne-
moznila jakykoliv naiist. Sil FST v ipac této bakterie fsobila podobé# jako soli

s vysSim pH. Efekt pottgni iistu byl Zetelny jiz od koncentrace 0,3 % (Obr. 5). V inter-
valu 0,3-0,5 % doSlo k vyznamnému prodlouzeni & di generg&ni doby a snizeni ma-
xima ristu. Naopak u vysSich koncentraci (0,75-2 %) byw¥mé zaznamenat ridt, u
néhoz k prodlouzeni doby lagu nedoslo, aleitopyla kon€na hodnota v porovnani
s kontrolou sniZzena. Fosféreany KPS a DIDI, stefhjako uBacillus cereusCCM 2010,
nezmsobily vyrazné omezeniastu Bacillus subtilissubsp.subtilis CCM 2216. Jen 1% a
2% koncentrace soli DIDI zaiginila mirné prodlouzeni lag faze (Obr. 5). Yitpmnosti
soli KPS (0,4-2 %) nebyla patrna doba nutna giimppsobeni dané bakterie -itky presly
ihned do faze exponencialni (Obr. 6). Ze sloupcov&buhrnného grafu vlivu fosfanea-
novych soli na délku lagu je &kterych soli (PYRO 52) patrny trendippominajici Gaus-

sovu Kivku.
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Obr. 5. Vliv fosforénanovych soli naist Bacillus subtilissubspsubtilisCCM 2216
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Obr. 6. Vliv fosforénanovych soli na délku lag faBacillus subtilissubsp subtilis CCM
2216
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7.1.3 Vliv fosfore¢anovych soli na fist Micrococcus luteus CCM 732

Nejvyssi inhibéni (€inek na tuto bakterii vykazovaly polyfosféreanové soli (HEXA 68,
HEXA 70) a zasadity fosfosman PYRO 52. Koncentrace, které v kultimam médiu
znemo#ovaly nafist, se pohybovaly okolo 0,3 % (HEXA 68 dokonce %R Soli HEXA
70 a PYRO 52 v uvedeném mnozstvi 0,3 % (u soli HEBAspiSe 0,4 %) zigobily
vyrazny poklesistové aktivity dané bakterie oproti kontrole (OBy. Maximalni hodnota
byla viditelrg nizSi a doba lagu vySSif{fmha PI). U soli PYRO 52 od 0,4% koncentrace
doSlo k vyraznému sniZenfistové rychlosti sledované bakteriefifpha PII). Pondrné
acinné se projevovala i dalsi zasaditl IRIKRYSTAL, kdy 0,3% obsah této soli #po-

bil vyrazné prodlouzeni lag faze (Obr. 8). Od koricace 0,5% nebyl patrny Zadnyst.
Fosfor&énan FST zfisoboval v intervalu 0,3-0,75 % Uplnou inhibiéstu, ale ve vysSich
koncentracich, které by podleéakavani mily ucinkovat snad jestsilngji, doSlo k nafstu
(Obr. 7). O antimikrobnim dinku soli DIDI a KPS v tomtoifjpad nelze hovét. Pouze
2% obsah &chto fosforénani zpasobil vyrazijSi prodlouzeni doby lag faze (Obr. 8) a
snizeni maximalni dosazené hodnolgtu (giloha I). Ostatni koncentrace vyznagjin

nepotl&ovaly mnoZzenMicrococcus luteu€CM 732 (Obr. 7)
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Obr. 7. Vliv fosforénanovych soli naist Micrococcus luteu€CM 732
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Obr. 8. Vliv fosforénanovych soli na délku lag faddicrococcus luteus
CCM 732
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7.1.4 VIliv fosfore¢anovych soli na fist Staphylococcus aureus subsp.aureus CCM
3953

Nej&inngji potlacovaly rist Staphylococcus aureumibsp.aureusCCM 3953 tyto fosfo-
recnany: HEXA 68, PYRO 52 a TRIKRYSTAL. Uz 0,5% kontexte fisobila zcela inhi-
bicné a bakterie nebyly schopnéstu (Obr. 9). B 0,4 % HEXA 68 v kultivgnim médiu
byla vyrazi prodlouZzena doba lagu testované bakterie (Obr.KLPpbdobnému jevu doSlo
u soli TRIKRYSTAL jiz pri koncentraci 0,3 % (Obr. 10)fipemz s pidavkem této zasadi-
té soli doSlo ke zpomalenfistové rychlosti (filoha Pll). Druhy polyfosforgnan, HEXA
70, tak silny inhibini inek nevykazoval. Od 0,3% koncentrace ale dochdzelgetel-
nému prodluZzovani lag faze (Obr. 10) a vyraznénigesh maximalni hodnotyastu (fi-
loha PI). Ri 2 % HEXA 70 v prostdi se nebyStaphylococcus aureusubsp.aureus
CCM 3953 schopen rozmnozovat (Obr. 9). Fosfoaa FST evidenthl¢inkoval jiz od
koncentrace 0,3 % (Obr. 9), kdy do 0,5% obsahu dimgpisoboval prodluzovani lagu
(Obr. 10) a v porovnani s kontrolou vyznahpotlatoval rist (@iloha PI). VysSi koncent-
race FST pak zcela danou bakterii inhibovaly. 8815 a DIDI ogt nel&inkovaly tak, jak
bylo otekavano, ale alespadoSlo k mirnému sniZzeniistové rychlosti a u fosfoéeanu
DIDI také k prodlouzeni genemai doby (giloha PII). AvSak ani 2% obsakichto soli



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

57

v kultivatnim médiu nevytviil dostaténé negiznivé prostedi pro rozvojStaphylococcus
aureussubspaureusCCM 3953 (Obr. 9).

Obr. 9. Vliv fosforénanovych soli naist Staphylococcus auressibspaureusCCM 3953
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Obr. 10. Vliv fosforénanovych soli na délku lag fa&aphylococcus aureus subsp. aureus
CCM 3953
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7.1.5 VIliv fosfore¢anovych soli na fist Enterococcus faecalis CCM 4224

Enterococcus faecali€CM 4224 se viftomnosti fosforénanovych soli choval pékud
nevyzpytateld. Lzeftici, Ze az 1% koncentrace fosfoénanu HEXA 68 vyrazgji potlacila
rast této bakterie (Obr. 12), prodlouZzila dobu la@bi(. 11) a snizila maximalni hodnotu
rastu (@iloha PI), picemz od hodnoty 0,1 % doSlo k pozvolnému sniZzovastoré rych-
losti a prodluzovani genemai doby (giloha PIl) v zavislosti se stoupajicinfiganym
mnozstvim tohoto polyfosfotaanu do kultivéniho média. B 2 % HEXA 68 v prosedi
Enterococcus faecall€CM 4224 nebyl schopefistu. Sil HEXA 70 takovy trend chovani
nevykazovala. | i nejvySSich koncentracich dochazelo k mnoZzeni liaméikroorgani-
zmu (Obr. 12). Nastalo algetelné prodluZzovani lag faze (Obr. 11) a rychléastu byla
oproti kontrole sniZzena {joha PII). K nej¢tSimu prodlouzeni doby lagu doslé p,4%
koncentraci soli HEXA 70 wvistovém bujonu. Obsah 2 % tgwbil delSi dobu lagu a
v porovnani s kontrolou i podst&tmiZzSi maximalni dosazenou hodnofistu. PYRO 52

jiz v 0,2% obsahu Zjsoboval prodluZzovani lag fazeigemsz byl tento jev nejvyrazjsi u
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1% koncentrace (Obr. 11). Zasadity pyrofostoen [ vySSim obsahu Zsobil postupné
mirné prodluZzovani genema doby (giloha PII). PYRO 52 v 2% koncentraci v priesti

vytvorilo pro enterokoka zcela nevhodrigstové podminky (Obr. 12).

Podobr tomu bylo i u soli TRIKRYSTAL, kdy ke stejné sittiadochazelo jiz od koncent-
race 0,75 % (Obr. 11). 1 a 2% obsah fosfoamu TRIKRYSTAL znemoZnil jakykoliviist
(Obr. 12). FST v koncentracich 0,75 a 1 % ovliwi$tové chovani tak, Ze doslo &p
k prodluZzovéani doby lagu (Obr. 11), ale také k pom zietelnému sniZeni aktivity daného

mikroorganizmu (Obr. 12). Koncentrace 2 % zde vgka@antimikrobni dinek.

Jako u jediné ze sledovanych bakterii doslo k ndh$u @&inku soli KPS a DIDI, kdy KPS
pii 0,3 % v prosedi zpisobila znatelné prodlouzeni lag faze (Obr. 11)®76% a 1%
koncentracich navic doSlo ke sniZzeni maximalni btydristu (@iloha PI), gicemz 2 %
kyselého pyrofosfokmanu v prosedi pisobila zcela inhidin¢ (Obr. 12). DalSi istove
parametry dané bakterie zaznamenaly gvomenu. Ristova rychlost se od 0,3% obsahu
KPS v prostedi pozvolna snizovalai(joha PII). \&tSina koncentraci zé&jginila prodlou-
Zeni generani doby (giloha PII). Pro &l DIDI nebyl tento trend zjevny. Jen 2% koncent-
race vyznamgji omezila fist Enterococcus faecal@CM 4224 (Obr. 11, 12).

Obr. 11. Vliv fosforénanovych soli na délku lag faEmterococcus faecalis
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Obr. 12. Vliv fosforénanovych soli naist Enterococcus faecal@CM 4224
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7.1.6 Vliv fosforeéanovych soli na fist Escherichia coli CCM 3954

Jak je patné z graf polyfosfor&nanové soli prodluzovaly dobu lagi pysSich koncent-
racich : 0,5 a 0,75 % u HEXA 70; 1 % u obou solHEXA 68 i 2 % (Obr. 13). HEXA
68 od 0,2% obsahu v prostli sniZzovalairstovou rychlost a stejrtak mirreé prodluzovala
gener&ni dobu (piloha PII). HEXA 70 zafic¢inila jiz od 0,1% koncentrace prodluzovani
této doby oproti kontrole (Obr. 13) a 2% obsah HEX® znemoznil jakykoliv ndist
Escherichia coliCCM 3954 (Obr. 14). S rostouci koncentraci fosfoamu PYRO 52 do-
chazelo k postupnému prodluzovani lag faze a woakoncentrace 0,5 % (Obr. 13). Vyssi
obsah (0,75 % a 1%) potiavyrazreji rast v porovnani s kontrolou ijfoha PII, Obr. 14),
ale @ilis neprodlouzil dobu p#ebnou na fizpiusobeni bakterie (Obr. 13)fiBavek vyse
jmenovanych polyfosforman a zasaditého pyrofosfameanu ¥tSinou sniZoval rychlost

rastu a mird prodluzoval genetai dobu (piloha PII).

Zéasadity TRIKRYSTAL fisobil (jako jedind z pouzitych fosfamanovych soli) zcela
inhibi¢né jiz od 0,3% koncentrace (Obr. 14). FST, konktédr3 a 0,4% obsah, @pobil
znatelné prodlouzeni doby lagu (Obr. 13) a stdpk, jako u nejvysSich koncentraci
(1 a 2 %), snizil maximalni hodnotudstu (giloha PI). Interval koncentraci 0,1-0,75 %
ovlivnil gener&ni dobu bakterie tak, Ze doslo k jejimu prodlouZgiloha PII). U soli
KPS Ize o potleujicim efektu nairst hovdit jen u nejvySSi koncentrace (Obr. 14). Jeji
piidavek doiistového prosedi vSak vyvolal sniZzentistové rychlosti a prodlouzeni gene-
racni doby (giloha PII). Sil DIDI Zadnym zgisobem vyznamiji neovlivnila ristové cho-
vaniEscherichia coliCCM 3954 (Obr. 14).

Obr. 13. Vliv fosforénanovych soli na délku lag fakescherichia coli
CCM 3954
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Obr.14. Vliv fosforénanovych soli naist Escherichia coliCCM 3954
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7.1.7 Vliv fosforeéanovych soli na fist Citrobacter freundii CCM 7187

Citrobacter freundiiCCM 7187 byl rezistentnitei jakémukoliv pisobeni ¥tSiny sledo-
vanych fosforénanovych soli, a to ifpnejvySSich testovanych koncentracich (Obr. 16).
Vyjimku tvorila sil TRIKRYSTAL, kterd zcela znemoznila rigat této bakterie jiZ i
0,75% obsahu v kultivmim médiu (Obr. 16). iemZ od 0,3% koncentrace bylo mozné
sledovat prodluZzovani doby lagu (Obr. 15) a snihdvaaximalni hodnoty (loha PI)¢i
rychlosti tastu (iloha PlI).

U 2% obsahu soli PYRO 52, pak doSlo také k jistéragativnimu fisobeni na rozvapit-
robacter freundiiCCM 7187, kdy byl oproti kontrole migrpotlaten natist (iloha PII,
Obr. 16). Ristové parametry dané bakterie se vyégdm zpisobem nernily.

Rastova rychlost i pouziti soli HEXA 68 zaznamenala snizenfach nejvysSich testova-
nych koncentracich (0,75-2 %)i{loha PII). Fosforenan PYRO 52 pak Zgobil rovrez
jisty pokles fistové rychlosti, ale také prodlouZahsovy Usek poebny pro zdvojeni busk
(priloha PII).

Obr. 15. Vliv fosforénanovych soli na délku lag fagatrobacter freundiiCCM 7187
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Obr. 16. Vliv fosforénanovych soli naist Citrobacter freundiiCCM 7187
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7.1.8 Vliv fosforeéanovych soli na fist Proteus mirabilis CCM 7188

Proteus mirabilisCCM 7188 byl jiz citliwjSi vici pasobeni fosforénani nez vyse zmik
ny Citrobacter freundiiCCM 7187. Polyfosforanové soli raly vliv na rist dané bakte-
rie v intervalu koncentraci 0,75-2 % (Obr. 18). lmminoty 0,75% prakticky nebyla zjsa
doba lagu (Obr. 17). Dvouprocentni koncentracersegyila nejen prodlouZzenim lag faze
(Obr. 17), ale také snizenim maximalni dosaZzenédtgdistu (giloha Pl). Ristovy pa-
rametr rychlost irstu, zaznamenal s rostoucim mnozstvim HEXA 70 (docktrace
0,75 %) v prosedi postupné zpomalenii{loha PII). Pro HEXA 68 k vyznangsimu
ovlivnéni rastové rychlosti dochézelo az od 0,75% koncentréd®.(17). Ani nejvyssi 2%

koncentrace nefsobila zcela inhilginé (Obr. 18).

s syt

na fist Proteus mirabilisCCM 7188 pisobila silié zasadita @ TRIKRYSTAL, kdy od
0,4% koncentrace nebyla patrna Zadna mikrobidltiviek (Obr. 18). JiZ niZSi obsah této
soli (0,2 a 0,3%) zjsobil podstatné zpomalenistové rychlosti a prodlouzeni genara
dobyProteus mirabiliSCCM 7188 (piloha PII).

Obr. 17. Vliv fosforénanovych soli na délku lag faPeoteus mirabilisSCCM 7188
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Obr. 18. Vliv fosforénanovych soli naist Proteus mirabilisSCCM 7188
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7.1.9 Vliv fosfore¢anovych soli na fist Salmonella enterica subsp.enterica ser. En-
teritidis CCM 4420

Rast Salmonella entericaubsp.entericaser. Enteritidis CCM 4420 vyragmepotl&ila
ani nejvyssi zkouSena koncentrace (2 %) polyfosfaeovych soli HEXA 68 a HEXA 70
(Obr. 20). U pidavki HEXA 68 do fistového prosedi nebyla sledovana doba fedtna na
prizptisobeni (Obr. 19). Fosfanean HEXA 70 pak zagxinil pii 0,75% obsahu v MPB
prodlouzeni lag faze (Obr. 19) a snizeni maximaigiové hodnoty (filoha Pl). Rsobe-
nim této soli doslo udtSiny koncentraci ke sniZeristové rychlosti a k mirnému prodlou-
Zeni generai doby (filoha PII). U druhého polyfosfotaanu mohl byt sledovan podobny

trend ovlivreni rastovych parameiir(od koncentrace 0,3 %)iffoha PI, PII).

Zasadity pyrofosforan (PYRO 52) jiz od 0,2% koncentrace prodluZzoaglfézi salmo-
nely (Obr. 19) a snizoval nejvysSi dosazenou hadmistu (@iloha PI). Koncentrace
0,75 % pak zfisobila nejznatekjSi pokles @istové rychlosti a prodlouZzeni gen&@radoby
(ptiloha PII). V porovnani s kontrolowigavek PYRO 52 z&ginil, i v dalSich gidanych
mnoZstvich, delSi dobu gebnou na zdvojeni lilky (priloha Pll). Ri 2 % zasaditého py-

rofosfor&nanu v prosedi dosSlo k Uplné inhibici dané bakterie.

Soli FST a DIDI nevykazovalyietelrgjsi vliv na istové chovanSalmonella entericaub-
sp.entericaser. Enteritidis CCM 4420 (Obr. 2Gilpha PI, PII). Sl KPS zpisobila v 2%
koncentraci prodlouzeni lag faze (Obr. 19), aléesp byla dosazena podobna maximalni
rastova hodnota, jako u kontrolyi{joha PI). | nizSi gidavky této soli sniZzovalytistovou
rychlost a prodluzovaly geneira dobu (piloha PlI).

Obr. 19. Vliv fosforénanovych soli na délku lag fagalmonella
entericasubspentericaser. Enteritidis CCM 4420
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Obr. 20. Vliv fosforénanovych soli naist Salmonella entericaubsp entericaser.

Enteritidis CCM 4420
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7.1.10 Vliv fosforeéanovych soli na fist Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

U soli HEXA 68, HEXA 70, KPS A PYRO 52 (bez ohleda stup& kondenzace) bylo na
Pseudomonas aerugino§€2CM 3955 mozné pozorovat podobny trerthki jako u vyse
testovanych bakterii (Obr. 22). Pouze 2% konceatgisobila ZetelrgjSi prodlouzeni
doby lagu (Obr. 21). NizSi obsakthto fosforénani nijak vyznamsg nafist Pseudomonas

aeruginosaCCM 3955 neovlivnil.

U soli PYRO 52 a DIDI o pasobeni na délku lag faze spiSe charakter Gaussorkyk
kdy stedni hodnoty fidavka zagicinily nejvyrazrejsSi zmenu (Obr. 21).

Maly vliv soli HEXA 68 Ize spdbvat v tom, Ze s rostouci koncentraci (od 0,2% lolpsa
byla mistova rychlost oproti kontrole sniZzovana a ge@wraloba prodluzovana ijoha
PII).

Nejiinngji opét pasobil fosforénan TRIKRYSTAL, ktery pi koncentracich 0,3 a 0,4 %
acinné ovlivioval lag fazi (Obr. 21) aipkoncentracich vysSich znemoZnikt Pseudomo-
nas aeruginos&CM 3955 (Obr. 22).

Obr. 21. Vliv fosforénanovych soli na délku lag faPseudomonas aeruginosa
CCM 3955
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Obr. 22. Vliv fosforénanovych soli natist Pseudomonas aerugino€€C M 3955
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8 DISKUZE

Z dostupnych literarnich zdrojpylo zejmé, Ze je problematice inh#imiho efektu fosfo-
recnanovych soli ¥novana zvysSena pozornosteBnEtem zajmu jsou hlavhpolyfosfo-
recnany, které efektivh inhibuji nist wtSiny grampozitivnich bakterii (u sporulujicich i
germinaci spor) aip vyssich koncentracich mohou negativovlivnit rist a mnozeni i
odolrgjSich gramnegativnich bakterii. Fosfemany s nizSim konden&aim stupgm byly
celkow zhodnoceny autory studii jako podstatérg Uginné v boji proti nezadoucim mi-
kroorganiznim. Sowasré byly sledovany i vlivy synergickych faktibr které efektivitu
ptidanych soli zvySovaly (n&pzmeny pH, regulované atmosféraiigavky NacCl, lysozy-

mu a nizinu).

Pokud porovname ¢inky jednotlivych fosforénamni na Bacillus cereusCCM 2010, je
ziejme, Ze nejvyssi inhiémi efekt ntly soli HEXA 68 a HEXA 70. Dvodem je, s neptsi
pravdpodobnosti, vysoky stupekondenzace. U polyfosfafieani je inné potl&eni
rastu grampozitivnich bakterii vicem&ncekavano. Jak jiz bylo uvado v teoretick&as-
ti, delSitetézec fosforénanovych soli disponuje zesilenou schopnosti vyxetzdivalentni
kationty kowvi a narusit tak integritu bédnych stn ¢i membran, nebo zasahnout do meta-

bolizmu bakterie. [4]

Druhy z vySe zmitného roduBacillus, Bacillus subtilissubsp.subtilis CCM 2216, byl
acinné potlatovan gidavkem 0,3 % polyfosfot@ani. Vyznamr projevily swvij inhibi¢ni
efekt i zasadité soli (PYRO 52, TRIKRYSTAL), kdykencentraci 0,2 % sniZovaly maxi-
malni dosazené hodnotystu. Rekvapiv pak pisobily vyssi obsahythto soli (0,75%,
1%), kdy byl ogt zaznamenan nast. Zda se tedy, ZdiprysSich koncentracich uvedenych
fosforenani dochazi k fizptisobeni bakterie danym podminkam. Obdobny trefileme

sledovat i pi piidavku FST. 2% koncentrace ale dokonale znemopakijkoliv narst.

Micrococcus luteu€CM 732 se projevil jako velmi citlivy naffpomnost polyfosforéna-
na HEXA 68 a HEXA 70, kdy jiz od 0,3% koncentraci Ilsgolehliv¥ znemozgn jakykoliv
narist. Stejného &inku bylo dosazeno i u soli PYRO 52 (od 0,4 %). KRYSTAL opst
zpuasobil celkovou inhibicMicrococcus luteu€CM 732 jiz i 0,5% koncentraci. fékva-
pivé UCinkovala il FST, kdy v intervalu 0,3-0,75 % tripolyfosfé@reanu v kultiv&nim

médiu znemoznilaist, ale vysSi koncentrace ho povolovaly.
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HEXA 68 od 0,5% obsahu vytiita extrémri nevhodné podminky pro rozv8jtaphylo-
coccus aureusubsp.aureusCCM 3953. Proto mikhznepokojujici byly vysledky soli
HEXA 70. Byl predpokladan mnohenetsi inhibiéni efekt, a to na zakladrysokého kon-
denz&niho stupl. Presné sloZeni polyfosfafeani HEXA 68 a HEXA 70 neni znamo
(ktery z nich disponuje delSitettzcem, nebo zda jsodipmny gimési jinych soli). Proto
neni mozné avodnit odliSnost trend inhibi¢nich (&inka téchto pravépodobré podob-
nych soli. Lze se z&Siny dat pouze domnivat, Ze HEXA 68 ma vysSi stdmndenzace
nez HEXA 70. | pesto se zji$hé vysledky prdStaphylococcus aureus sil HEXA 70
odklargji od teorie, kdy byl zjig&n silny inhibeéni inek polyfosforgnani (MIC do 1%).
[26] V naSem nireni pisobila inhibéné az 2% koncentrace této soli v MPB. Naopak zasa-
dité fosforénany PYRO 52 a TRIKRYSTAL Zysobily potl&eni ristu Staphylococcus
aureussubsp.aureusCCM 3953 ve vysledku stejrefektivre jako polyfosforénan HEXA
68 a dokonce jedtinngji nez HEXA 70. FST znemoZnilétkeni bakterie fi koncentra-
cich 0,75 % a vysSich. Vysledky pyrofosf@manu se shoduji s jednim ze zdrdgdy se
MIC Staphylococcus aureymhybuje okolo 0,5 %. [26]

V minulosti byly stafylokoky povazovany za blizcghuzné zastugen roduMicrococcus

a byly fazeny doceledi MicrococcaceaeKvili podobné morfologii a katalazové aktwit
byly ¢asto zamnovany. [81] Pray ziejm¢ podobnost butné stavby zaiiinila podobny
trend inhibénich &inka zkouSenych soliMicrococcusbyl ale podstath citlivéjsi, nez
StaphylococcusStaily o mnoho niZzSi koncentrace pro vyteoi zcela nevhodného pro-
stredi pro jeho kultivaci. Jednalo se o soli HEXA B&,RO 52 a TRIKRYSTAL. Stejnych
vysledki bylo dosazeno i u KPS, kdy nedoslo k Zadnému vyrdanu fisobeni natrst
téchto rodi. OdliSny trend bylo mozné sledovat u soli HEXA K@y Staphylococcusebyl
schopenistu az pi nejvyssi zkouSené koncentra®licrococcusnavic reagoval negatign

na gitomnost soli DIDI, kdy @ pilprocentni koncentraci nebyl schopen rozmnozovani.

TotoZzného tinku u stafylokoka bylo dosazendgobenim 0,75% koncentraci soli FST.

Enterococcus faecali@€CM 4224 pail mezi ,problémové" grampozitivni bakterie, jejich
rast nebyl v pitomnosti fosforénami predvidatelny. Polyfosfotmanové soli ani v 1%
koncentraci nezisobily vyznamgjsi inhibici. HEXA 68 v koncentraci 2 % pak vyvadal
uplné omezeni dané bakterie a nebyl tak sledovdnyzaafist. Stejny efekt vyvolaly i
ostatni 2% fidavky soli PYRO 52, TRIKRYSTAL, FST, KPS a DIDL.
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Z vysledki je patrné, Ze ve&tSing piipadi dosahla &l TRIKRYSTAL vysokého inhibini-
ho &inku. Jeji pidavky znatel& zvySuji pH kultiv&niho prostedi. Divodem je pray
siln¢ alkalické pH, kteréiejmé zpasobuje zvySeni citlivosti i gramnegativnich baktea
fosfore&nanové anionty. Vliv ziény pH v souvislosti sisobenim alkalického fosfatea-
nu byl jiz zkouman u bakteri®almonella entericagerovar Enteritidis, kdy byl zaznamenén
vysoky (Einek dané soli od 1,5% obsahu v kultimém prostedi (konkrétd TSP, ekviva-
lentni soli TRIKRYSTAL). [65] Rozdilnost koncentia které @sobily inhibiné (v na-
Sem nmgreni MIC=0,3 %) niZe byt dan zf;sobem inkubace dané bakterie, kdy ji vystavili
acinkam TSP v destilované védRozdilnosti mohou byt #igobeny dale zvolenou meto-

dou sledovani, kdy Sampathkumar a kol. pouzil metdektronové mikroskopie. [65]

Rozpustné soli zgisobuji znény kyselosti kultivéniho média, do oz jsou vybrané
bakterie ékovany. Tyto zminy pak mohou fispét k inhibicnimu efektu danych soli. Proto
v souvislosti s timto faktem bylo nami provedenéieni pH kultiv&niho prostedi po
piidavku fosforénan. Cilem bylo sledovat jednak samotnou hodnotu pika to, jestli
se se stoupajicim mnoZstvim fostarenové soli gjak vyrazré zmeni pH (0,4% a 1%

koncentrace) viz Tab. 1.

Soli DIDI a KPS u podstatné&itsiny testovanych grampozitivnich i gramnegativnibelk-
terii nezjsobily zadny vyznamijSi pokles dstu. Vyjimkou byl Enterococcus faecalis
CCM 4224, kdy 2% koncentrace KPSustovém prosedi zabranila jakémukoliv projevu
mikrobialni aktivity této bakterie. U ostatnich dbeanych grampozitivnich bakterii doSlo
pii této nejvySSi koncentraci k prodlouzeni doby fage a sniZzeni maximalni hodnoty
rastu. Ridavek dihydratu hydrogenfosf@reanu (di)sodného (DIDI) do kulti¢aiho pro-
stredi vyvolal pouze mirné zvy3eni pH, které se pakypovalo v rozsahu neutralnich
hodnot. Navic nizky stugickondenzace d¥e byt, spolén¢ s nizkym obsahem snadno od-
Stepitelnych sodnych iofit jednou z pic¢in nizkého inhibiniho &inku. Kysely pyrofosfo-
re¢nan (NaH,P,O;), na rozdil od zasadité{dla,P,07), rovreZz nezpisobil Zadnou vyraz-
zkouman. Dvodem je #ejmé¢ opdt zminované pH, kdy alkalické hodnoty kultiéaho

prostedi vyznam zvySuji komplexotvornou schopnost fosftmani [4], [36].

Tripolyfosfore&inan sodny (FST) gsobil vyraznou inhibici wstu pouze u stafylokoka. U

ostatnich bakterii jsme se setkali s troji situ&diy se bd’ niZSi koncentrace projevila
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omezenimistu vice, nez kdyZ bylo do kultitaiho prostedi gidano ¥tSi mnozstvi FST
(1 a 2%) nap u Bacillus Micrococcus EnterococcusEscherichia Citrobacter. Nebo
nedoSlo k zadnému vyznamnémuinku (Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enteridaci pouze 2% koncentrace byla schopna eliminovatdyahi nafist

(Enterococcus faecalis, Bacillus cereus).

Polyfosforénany HEXA 68 a HEXA 70 velméasto efektivid potlaovaly nist u vybra-
nych grampozitivnich bakteriifipkoncentracich od 1%. &6ina sledovanych gramnegativ-
nich bakterii vyznaniji reagovala naiftomnost &chto soli az i nejvysSich zkoumanych
koncentracich (1%, 2%) jednalo se o bakterie rBdaherichia Proteus Pseudomonas
(HEXA 68, HEXA 70) aSalmonella(pouze pro HEXA 70). V ostatnich koncentracich se
na tastu mikrobidlni populace Zadnym vyr&@im zpisobem neprojevily. Jak jiz bylo
zmirgno, silre zasadity ortofosfokman TRIKRYSTAL se projevoval striktni inhibici
gramnegativnich bakterii. Jako jediny z fostorani pasobil naCitrobacter freundiiCCM
7187, kdy zcela znemoznitist @i 0,75 % této soli v progtdi. Velmi silié pasobil pak
proti Salmonella enterica Escherichia coli kdy stejny strikta inhibi¢ni vliv méla jiz
0,3% koncentrace. NBroteus mirabilisi¢inkovala tato alkalickai od 0,4% obsahu

v MPB, @i némZ nebyl sledovan Zadny 1i&t. Posledni sledovana gramnegativni bakterie
Pseudomonas aeruginosavrez reagovala citli¢ na gitomnost soli TRIKRYSTAL (od
0,5 % Zadny ndist).

V nésledujici tabulce jsou uvedeny minimalni intmbikoncentrace, ip kterych jiz nebyl
zaznamendn zadny iidt. Nejcitlieji z grampozitivnich bakterii reagovalicrococcus
luteusCCM 732. Podle Kklesajicicinnosti soli naist grampozitivnich bakterii Ize jako
nejefektivrEjSi ozn&it sal HEXA 68, dale soli PYRO 52 a TRIKRYSTAL. Méni¢inna je
HEXA 70 a FST. Nejmensi efekt byl pozorovéin giidavka fosfore&nani KPS a DIDI. Z
gramnegativnich bakterii bylaidavkem fosforénani nejvice ovliviena Escherichia coli
CCM 3954 aSalmonella entericaubsp.entericaser. Enteritidis CCM 4420. Na vSechny
gramnegativni bakterieipobila $il TRIKRYSTAL, kterd svou fitomnosti posouvala pH
kultivacniho prostedi do silg alkalické oblasti. Ze vSech fosf@rean pisobila nejvice a

to na 9 z 10 testovanych bakterii.
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Tab. 2. Minimalni inhibini koncentrace zkouSenych fosféman

MIC pro danou siil [%]
sledovana bakterie HEXA 68 | HEXA 70 | PYRO 52 | TRIKRYSTAL | FST KPS DIDI

Micrococcus luteus 0,20% 0,40% 0,40% 0,50% 0,30 %* >2,00p6 >2,00%
Staphylococcus aureus 0,50% 2,0% 0,50% 0,50% 0,75%  >2,00p6 >2,00%
Enterococcus faecalis 2,00% >2,00% 2,00% 1,00% 2,00% 2,00% >2,00%
Bacillus cereus 0,40% | 0,30%**| 2,00% >2,00% 2,00% >2,00% >2,00%
Bacillus subtilis 2,00% 2,00% 2,00% 2,00% >2,0000 >2,0006 >2,00%
Escherichia coli >2,00% 2,00% 2,00% 0,30% >2,0006 >2,00060 >2,00%
Salmonella enterica >2,00% | >2,00% 2,00% 0,30% >2,0000 >2,0000 >2,00%
Proteus mirabilis >2,00% | >2,00%| >2,00% 0,40% >2,00p6 >2,00% >2,00%
Citrobacter freundii >2,00% | >2,00%| >2,00% 0,75% >2,0000 >2,00% >2,00%
Pseudomonas aeruginosa >2,00% | >2,00%| >2,00% 0,50% >2,00p6 >2,00% >2,00%
kde: >2,00%...............ani nejvyssi zkouSena koncentregsobila striktni inhibici

o proMicrococcus luteudyl dale zaznamenan 1t v koncentracich 1 a 2 %

**__...proBacillus subtilisbyl dale zaznamenan ri&t v koncentracich 0,75 a 1 %

Striktni inhibici ani pi nejvysSim mnozstvi neapobila sil DIDI, jejiz ptidavek do kulti-

vatniho prostedi mirre zvysil pH, které se pak pohybovalo v rozsahu réwith hodnot.

Stejre jako u soli TRIKRYSTAL se jedna o ortofosféren. Logicky se Ize tedy domni-

vat, Ze neutralnéi mirné zasadité pH (7,5) nepodfdolik komplexotvornou schopnost
fosforenani jako silre alkalické a tim padem i inhini efekt daného fosfotaanu. Ob-
dobné pH vytveela v kultivaanim médiu i 8l FST, Slo ale o tripolyfosfotman s delSim
fettzcem, ktery mohl u &tSiny grampozitivnich bakterii Zgobit podstat& vysSi inhibici
rastu nez u fosformanu tvdeného jednou monomerni jednotkou. Stepk kysely pyro-
fosfore&inan KPS nefsobil striktni inhibici ani na podstatnogt$inu grampozitivnich bak-
terii na rozdil od kyselych polymernich soli HEX8 & 70. Zajimavé je rozdilné&gobeni
kyselych fosforenami HEXA, nelze ho ale zcela zhodnotit, jelikoZ jejipfesny vzorec

neni znam.

Je nutné podotknout, Ze vyvozené&sg\plati pro modelové podminkg vitro. Zvlasg pH
potraviny miZe vyznama# ovlivnit antimikrobni gisobeni fosforénani. V praxi jsou navic
vétSinou aplikovany sisi fosfor&nanovych soli o definovanych vlastnostech, jako

nag. pH, které jsou weny pro dany &el.

je
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ZAV ER

PredloZzena diplomova prace byla z#gana na sledovani inhibiich &inka sedmi fosfo-

recnanovych soli vizném kondenzaim stupni na vybrané grampozitivni a gramnegativ-

ni bakterie. Fosfotmany, které byly pro gfeni praktick&asti vybrany a uzity (HEXA 68,
HEXA 70, FST, KPS, DIDI, PYRO 52, TRIKRYSTAL), jsopramyslovymi solemi,

s kterymi je mozné se konkrétrsetkat v technologii vyroby tavenych &yfz hlediska

chemické struktury je mozné aplikovat i na jiné @ky potravin). Na zakladziskanych

vysledki Ize konstatovat nasledujici fakta:

Bylo prokdzano negativnitgobeni sledovanych fosf@reani v izném konden-
zanim stupni nairst vybranych bakterii v podminkashvitro. Vyjimkou byly soli

KPS a DIDI, které se projevily jako nejmééiinné.

Vyrazre citlivéjSi k pritomnosti fosforénanovych soli byly grampozitivni bakterie,
piicemz nejcitligji se projevovalMicrococcus luteusCCM 732. U gramnegativ-
nich bakterii nebyl vigvazné ¥tSiné pozorovan striktni inhikni efekt. Vyjimku

tvoril piidavek zasaditého fosfamanu TRIKRYSTAL.

Na Micrococcus luteus Bacillus cereumejlépe jsobila il HEXA 68. Nejnizsi
MIC u bakterii Staphylococcus aureus Enterococcus faecalisél fosforeinan
TRIKRYSTAL. Stejre tak se u vSech zkouSenych gramnegativnich bakiejévil

zé&sadity ortofosforman sodny jako inhibn¢ nejefektr;si.

Celkow nej&inngjsi byly soli HEXA 68, PYRO 52 a TRIKRYSTAL. Lze dg
tvrdit, Ze inhib&ni pasobeni fosforgnanovych soli rozhodnnespdiva jen v délce

fetzce, ale také velmi zavisi na pH.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina
E 339 ortofosforénany sodné

E 340 ortofosforénany draselné

E 341 ortofosforénany vapenaté

E342 ortofosforénany amonné

E 343 ortofosforénany hdecnaté

E 450 difosforénany

E 451 trifosforénany

E 452 polyfosforénany

PTH parathormon, parathyroidni hormon
RDA Recommended dietary allownces
SAPP kysely pyrofosfotman sodny

MIC minimalni inhibeni koncentrace
TSP fosforénan trisodny

TSPP pyrofosfor@an tetrasodny

SPG polyfosforénan sodny ,glassy*
W-TA sttnova forma teichoové kyseliny
L-TA lipoteichoova kyselina

oD opticka denzita (hustota)
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PRILOHA PI: VLIV FOSFORE CNANOVYCH SOLi NA DELKU LAG FAZE A
MAXIMALNI HODNOTU R USTU VYBRANYCH BAKTERIi

Ptiloha PI A: Vliv fosforénanovych soli na délku lag faBe cereusCCM 2010

Lag faze [h]

Koncentrace soli 0.0% 0.1% 02% 0.3% 0.4% 05% .15 1.0% 2.0%
HEXA 68 0,187 | 0,689 0,978 2,082 X X X X X
HEXA 70 0,233 | 0,418 0,370 X X X 2,268 1,623 X
KPS 0,358| 0,354/ 0,001 0,001 0,641 2,242 0,872  0,p01,669
FST 0,111| 0,001 0,158 0,417 0,29 0,228 1,295 0,p01x
DIDI 0,725 | 0,456 | 0,424| 0,144 0,127 0,316 1,065 2,472,679
PYRO 52 0,287| 0,490 2,749 5,117 4,488 11,508 0,85@,001 X
TRIKRYSTAL 0,355 | 0,040| 7,206 9,002 11,821 4,49y 733 0,755| 4,855

Priloha PI B: Vliv fosforénanovych soli na délku lag faBe subtilissubspsubtilisCCM 2216

Lag faze [h]
Koncentrace soli 0.0 0.1% 0.29 0.3% 0.4% 0.5 .76 1.0% 2.0%
HEXA 68 0,001| 0,001 0,001 0,001 11,915 11,200 14,4814,846 X
HEXA 70 0,092| 0,577, 0,386 2,031 1,288 3,094 1,830 ,042 X
KPS 0,433| 0,339 0,573 0,001 0,001 0,001 0,001 0,000,001
FST 0,001| 0,001 1,055 10,120 13,268 17,774 0,137 2881, 0,621
DIDI 0,437 | 0,462 0,514 0,001 0,001 0,751 0,336 8,782,271
PYRO 52 0,564 0,598 11,030 11,181 12,957 10,249 010,0 0,223 X
TRIKRYSTAL 1,489 | 1,754, 10,258 13,015 15,024 1,278 511 1,506 X
Priloha PI C: Vliv fosforénanovych soli na délku lag faEmt. faecalisSCCM 4224

Lag faze [h]
Koncentrace sol 0.0% 0.1% 0.2% 0.3% 0.4 0.5% ®.7p 1.0% 2.0%
HEXA 68 0,492 2,364 0,548 1,340 0,706 1,300 1,444 414 X
HEXA 70 0,994 | 1,858 0,697 1563 6,578 3,902 4,960 ,75@ | 5,060
KPS 0,420 | 0,827| 0,741 2,144 0,200 0,768 1,980 0,001 x
FST 0,454| 0,852] 0,774 0,884 0,001 0,353 3,337 5,607 x
DIDI 0,459 0,552 1,652 1,133 1,109 0,123 0,696 8,44 0,617
PYRO 52 4,850 0,454 1,661 1,540 1,717 1,504 2,525 ,2864 X
TRIKRYSTAL 0,001 | 0,001| 0,001] 0,389 0,448 0,629 882 «x X

Ptiloha PI D: Vliv fosforénanovych soli na délku lag fa%e aureus subsp.

aureG€M 3953

Lag faze [h]
Koncentrace soli  0.0%  0.19 0.2% 0.3% 0.4% 08% ®W7p 1.0% | 2.0%
HEXA 68 0,001 | 0,001 0,000 0,348 6,843 X X X X
HEXA 70 0,001 | 0,018/ 0,320 2,566 2,561 2,292 2,089 ,068 X
KPS 0,001| 0,001 0,001 0,000 0,001 0,001 6,181 0,000,268
FST 0,001| 0,001 0,001 1,766 2,611 3,118 X )
DIDI 0,001 | 0,001| 0,001] 0,001 0,001 0,001 0,001 0,000,661
PYRO 52 0,001| 0,001 0,001 0,001 0,001 X X X X
TRIKRYSTAL 0,001 | 0,001| 1,141 6,457 11,106 X X X X

0,001....nebyla patrna Zadna lag faze, bakteeehgzely rovnou do faze exponencialni

) CPT Zzadny n

atist
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Ptiloha PI E: Vliv fosforénanovych soli na délku lag faké luteusCCM 732

Lag faze [h]
Koncentrace sol 0.0% 0.19 0.2% 0.39 0.4 0.8% ®.7p 1.0% 2.0%
HEXA 68 0,001 0,001 0,001 X X X X X X
HEXA 70 2,016 3,183| 4,433 3,187 5,037 X X X X
KPS 0,862 0,644 1,150 2,552 2,227 2,907 1,540 2,436,814
FST 1,908 0,001 1,301 X X X X 0,946 1,113
DIDI 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,118 0,00 2,320
PYRO 52 0,001 0,001 0,001 1,523 0,001 0,001 0,976 X X
TRIKRYSTAL 5,502 3,952| 4,730 10,070Q 4,959 X X X X
Priloha PI F: Vliv fosforénanovych soli na délku lag faEe coli CCM 3954

Lag faze [h]
Koncentrace sol 0.0% 0.19 0.2% 0.3% 0.4 0.5% ®.7p 1.0% 2.0%
HEXA 68 0,001 | 0,273 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 ,052 | 7,978
HEXA 70 0,001 | 0,001 0,196 0,704 0,233 1,114 6,489 417 X
KPS 0,001| 0,337 0,286 0,331 0,308 0,3b4 0,2p2 0,p99,559
FST 0,241 | 0,001 0,001 4,434 0,674 0,844 1,5[6 2,490,074
DIDI 0,271 | 0,363 0,275 0,239 0,236 0,440 0,321 0,000,711
PYRO 52 0,166 0,457 1,024 2,770 5440 9,504 1,232,7371 X
TRIKRYSTAL 2,702 | 3,151 12,733 X X X X X X

Priloha PI G: Vliv fosforénanovych soli na délku lag fa%e entericasubspentericaser. Enteriti-

dis CCM 4420

Lag faze [h]
Koncentrace sol 0.0% 0.1% 0.2% 0.3% 0.4% 0.5% W75 1.0% 2.0%
HEXA 68 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 ,000 | 0,001
HEXA 70 0,001 0,228 0,280 0,147 0,286 0,415 3,493 ,193 | 0,426
KPS 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,00@,823
FST 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,000,001
DIDI 0,001 0,794 0,020 1,026 1,162 2,093 3,525 @,78 2,942
PYRO 52 0,001 0,001 0,001 1,740 2,140 3,835 5,647 ,1618 X
TRIKRYSTAL 0,001 0,001 0,910 X X X X X X
Ptiloha PI H: Vliv fosforénanovych soli na délku lag faPs. aeruginos&€CM 3955

Lag faze [h]
Koncentrace sol 0.0% 0.19 0.2% 0.3% 0.4% 0.5% ®.7p 1.0% 2.0%
HEXA 68 0,001 | 3,917 0,001 1,081 0,043 1,477 0,6p7 ,42D | 13,881
HEXA 70 0,001| 0,001 0,047 0,316 0,45¢ 0,503 0,314 ,00D 0,875
KPS 0,001| 0,001 0,001 0,001 0,329 0,549 0,001 0,005,399
FST 0,001| 0,001 0,001 0,001 0,001 0,1P00 0,001 0,383,001
DIDI 0,001 | 0,794| 0,001 2,837 2,901 3,757 4,406 3,55 3,451
PYRO 52 0,619 0,474 0,340 0,066 1,733 2,993 0,847,3991 X
TRIKRYSTAL 2,319 | 4,034| 1,039 7,322 13,118 X X X X

0,001....nebyla patrna Zadna lag faze, bakta®elgzely rovnou do faze exponencialni

Xeveuinn Zadny naist
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Ptiloha PI I: Vliv fosfor&nanovych soli na délku lag faPe mirabilisCCM 7188
Lag faze [h]

Koncentrace sol 0.0% 0.1% 0.2% 0.3% 0.4%% 0.5% W75 1.0% 2.0%
HEXA 68 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 ,000| 1,033
HEXA 70 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,321 ,078 | 1,141
KPS 0,001 0,001 0,716 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001,389
FST 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,000,001
DIDI 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,82 0,001
PYRO 52 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 ,0010 X
TRIKRYSTAL 0,001 0,001 0,001 6,762 X X X X X

Ptiloha PI J: Vliv fosforénanovych soli na délku lag fae freundiiCCM 7187

Lag faze [h]

Koncentrace sol 0.0% 0.19 0.2% 0.3% 0.4% 0.5% .75 1.0% 2.0%
HEXA 68 0,001 | 0,144 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001,000 | 0,001
HEXA 70 0,001 | 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001,000 | 0,001
KPS 0,001| 0,001 0,001 0,001L 0,001 0,001 0,0p1 0,001,001
FST 0,001| 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,0p1 0,001,001
DIDI 0,001 | 0,001| 0,001 0,001 0,001 0,001 0,634 5,090,001
PYRO 52 0,001| 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001,0010| 0,126
TRIKRYSTAL 0,001 | 0,001]| 0,194 3,378 12,950 10,235 X X X

0,001....nebyla patrna Zadna lag faze, bakteeehgzely rovnou do faze exponencialni
) ST Zadny naist

Priloha PI K: Vliv fosfor&nanovych soli na maximalni hodnofistuB. cereusCCM 2010

Maximalni hodnota
Koncentrace sol 0.0% 0.1% 0.2% 0.3% 0.4P6 0.5% %.75 1.0% 2.0%
HEXA 68 6,058 5,995 5,185 4,671 X X X X X
HEXA 70 5,648 | 6,090 6,032 X X X 3,893 4,823 X
KPS 6,047 | 5,882 6,072 6,211 5,987 5,982 6,066 6,053,848
FST 4,960 5,643 5,195 5,170 5,261 5,165 4,324 5,220 x
DIDI 5,987 5,945 6,062 6,055 6,158 6,117 5,947 8,26 5,573
PYRO 52 5,800| 5,984 5,877 5,563 5412 4,799 3,533 ,85(4 X
TRIKRYSTAL 5,617 6,056 5,797 5,337 5,139 2,663 3,78 4,558 3,545
Priloha PI L: Vliv fosfor&nanovych soli na maximalni hodnofistuB. subtilisCCM 2216
Maximalni hodnota
Koncentrace sol 0.0% 0.1% 0.2% 0.3% 0.4P6 0.5% %.75 1.0% 2.0%
HEXA 68 6,531 6,543 6,639 5,872 6,044 5,924 6,123 ,18% X
HEXA 70 6,095 6,244 6,172 3,599 4,237 3,500 4,717 782 X
KPS 6,018 6,159 6,050 6,082 5,997 5,982 5,851 5,664,690
FST 6,013 5,964 5,707 5,131 5,250 4,761 4,215 4,749,752
DIDI 5,798 5,758 5,629 5,925 5,709 5,732 5,635 5,40 5,502
PYRO 52 6,156 5,756 5,181 5,024 5,131 5,317 3,988 ,76&4 X
TRIKRYSTAL 5,802 5,889 4,957 4,986 4,794 3,959 840 4,563 X

X....zadny néist
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Ptiloha PI M: Vliv fosfor&nanovych soli na maximalni hodnofistu Ent. faecalisSCCM 4224

Maximalni hodnota
Koncentrace sol 0.0% 0.1% 0.2% 0.3% 0.4P% 0.9% W75 1.0% 2.0%
HEXA 68 4,758 3,474 4,731 4684 4630 4,460 4,141 278 X
HEXA 70 4975 | 4,831 4,772 4,920 4,308 4,904 4,250 553 | 3,752
KPS 5,148 4,564 5,141 4,739 4,725 4,892 4,487 4,484 x
FST 5,033 4,769 5,031 5,031 5,045 5,062 4,515 4,811 x
DIDI 5,908 5,157 5,313 5,259 5,270 5,814 3,836 B,12 3,925
PYRO 52 4,938| 4,912 5,186 5,193 5,136 5,172 5,2R4 ,0075 X
TRIKRYSTAL 5,354 5,143 5,155 5,234 5,13f 5,000 9,74 X X

Ptiloha Pl N: Vliv fosforénanovych soli na maximalni hodnotistu S. aureussubsp.aureus

CCM 3953

Maximalni hodnota
Koncentrace sol 0.0% 0.1% 0.2% 0.3% 0.4%% 0.5% .75 1.0% 2.0%
HEXA 68 6,106 5,696 5,076 4,253 4,471 X X X X
HEXA 70 6,056 5,970 5,742 4,284 4,745 4,358 3,889 ,244 X
KPS 5,989 5,882 5,860 5,766 5,879 5,905 5,554 5,883,838
FST 5,938 5,886 5,896 4,408 4,033 3,957 X X X
DIDI 6,056 6,305 6,152 6,196 6,115 6,137 6,152 5,12 5,823
PYRO 52 6,034 6,055 5,64( 5,16(1 3,940 4,52 X
TRIKRYSTAL 6,051 5,954 5,946 5,599 5,186 X X X X
Priloha Pl O: Vliv fosforénanovych soli na maximalni hodnofistuM. luteusCCM 732

Maximalni hodnota
Koncentrace sol 0.0% 0.1% 0.2% 0.3% 04% 0.5% %B.151.0% | 2.0%
HEXA 68 6,195 5,539 3,614 X X X X X X
HEXA 70 5,986 5,762 5,440 4,128 2,568 X X X X
KPS 6,069 5,896 5,794 5685 5,796 5,789 5,696 5)7951447
FST 4,998 4,038 3,764 X X X X 4,710 3,797
DIDI 5,742 5,885 5,848 6,028 5,895 5,995 6,008 8,986,593
PYRO 52 6,145 6,166 5772 4,250 0,714 1,316 0,850 X X
TRIKRYSTAL 5,527 5,745 5,638 5,154 5,189 X X | X X
Ptiloha PI P: Vliv fosforénanovych soli na maximalni hodnofistuE. coli CCM 3954

Maximalni hodnota
Koncentrace sol 0.0% 0.1% 0.2% 0.3% 0.4%%6 0.5% .75 1.0% 2.0%
HEXA 68 6,369 5,284 6,164 6,375 6,385 6,313 6,608 ,58B 5,169
HEXA 70 6,097 6,050 6,048 5,85% 6,053 5,917 5702 ,178% X
KPS 5,918 5,708 5,978 6,028 6,033 6,022 6,165 6,085,539
FST 6,230 6,454 6,068 5,662 4,736 5,628 5,761 5,863,882
DIDI 6,085 5,882 5,953 5,975 6,002 5,417 5,644 4,19 5,840
PYRO 52 4,993 5,237 5,186 5,193 5,136 5,172 5,2p4 ,007 X
TRIKRYSTAL 5,992 5,706 4,517 X X X X X X

X....2adny naist
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Ptiloha Pl Q: Vliv fosforénanovych soli na maximélni hodnotistu S. entericasubsp.enterica
ser. Enteritidis CCM 4420

Maximalni hodnota
Koncentrace sol 0.0% 0.1% 0.2% 0.3% 0.4M% 0.89% .75 1.0% 2.0%
HEXA 68 6,397 5,785 6,240 6,442 6,496 6,358 6,404 52% | 5,896
HEXA 70 6,002 6,026 6,009 5,786 6,086 5,897 5,689 ,626 | 6,050
KPS 6,191 5,890 6,027 6,061 6,004 5,943 5,899 5,948,866
FST 6,334 6,246 6,098 6,043 6,165 6,076 6,097 6,053,915
DIDI 6,000 5,781 5,943 5,874 5,655 5,106 4,935 9,99 5,792
PYRO 52 5,935 5,960 5,784 5,606 5,666 5,370 5,886 ,4274 X
TRIKRYSTAL 6,200 6,074 5,723 4,495 4,500 5,054 578 4,412 X

Priloha PI R: Vliv fosforénanovych soli na maximalni hodnofistuPs. aeruginos€CM 3955

Maximalni hodnota
Koncentrace sol 0.0% 0.1% 0.2% 0.3% 0.4 0.9% W75 1.0% 2.0%
HEXA 68 6,218 5,996 6,472 6,549 6,617 6,578 6,718 ,6046 | 5,958
HEXA 70 6,714 6,431 6,730 6,79% 6,900 6,898 6,959 ,25% | 2,193
KPS 6,716 6,153 6,743 6,81b 6,864 6,900 6,899 6,728,664
FST 6,691 6,707 6,511 6,464 6,513 6,488 5,651 5,827 x
DIDI 6,031 6,115 6,242 6,250 6,221 5,500 5,579 6,08 6,210
PYRO 52 6,691 6,707 6,511 6,464 6,513 6,438 5,661,327 X
TRIKRYSTAL 6,857 6,530 6,558 6,535 4,86[L X X 4,926 X

Ptiloha PI T: Vliv fosforénanovych soli na maximalni hodnofistu P. mirabilisCCM 7188

Maximalni hodnota
Koncentrace sol 0.0% 0.1% 0.2% 0.3% 0.4%% 0.5% .75 1.0% 2.0%
HEXA 68 6,619 6,135 6,272 6,302 6,374 6,245 5,869 ,976 4,478
HEXA 70 6,628 6,350 6,377 6,102 6,320 5,941 5,211 513 4,681
KPS 6,191 5,889 6,098 6,062 6,007 5,940 5,912 5,95%,832
FST 6,844 6,670 6,451 6,300 6,340 6,253 6,291 6,008,971
DIDI 6,647 6,546 6,607 6,584 6,689 6,441 6,409 5,43 6,345
PYRO 52 6,565 6,494 6,351 6,209 6,139 6,014 6,009 ,52& X
TRIKRYSTAL 6,536 6,450 6,245 5,875 X X X X X
Priloha Pl U: Vliv fosforénanovych soli na maximalni hodnofistuC. freundiiCCM 7187

Maximalni hodnota
Koncentrace sol 0.0% 0.1% 0.2% 0.3% 0.4%%6 0.5% .75 1.0% 2.0%
HEXA 68 6,430 5,781 6,054 6,236 6,156 6,410 6,359 ,44G 5,813
HEXA 70 5,743 6,021 5,966 5,721 6,058 5,924 5,892 ,72B 5,870
KPS 5,870 5,697 5,917 5,854 5,917 5,903 5,970 6,033,488
FST 5,966 6,055 5,608 5,500 5,763 5,882 5,521 6,036,247
DIDI 6,044 6,161 6,211 6,222 6,270 5,582 5,719 4,19 5,630
PYRO 52 6,010 5,905 5,957 5,860 5,790 5,438 5777 97| 5,277
TRIKRYSTAL 5,882 5,675 5,611 5,616 4,937 4,199 X X X

X....zadny néist
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PRILOHA PIl: VLIV R UZNYCH KONCENTRACiI FOSFORE CNANU NA
RUSTOVOU RYCHLOST A GENERA CNi DOBU VYBRANYCH BAKTERIi

Ptiloha PII A: Vliv raiznych koncentraci soli HEXA 68 nastovou rychlost vybranych bakterii

Riistova rychlost [H]
Koncentrace soli 0.09 01% 02% 03 04% 05% ®W151.0% | 2.0%
Micrococcus luteus 1,798 | 1,570| 1,184 X X X X X X
Staphylococcus aureus 1,666| 1,608 1,937 3,392 1,773 X X X X
Enterococcus faecalis 2,387 | 2,975 2,097 1,340 1,192 2,4p1 1,485 1,873
Bacillus cereus 1,707 | 1,640 1,589 2,658 X X X X X
Bacillus subtilis 1,135| 1,019 1,037 1,058 1,312 1,30 1,109 0,813
Escherichia coli 1,831| 2,039 1,48% 1,140 1,203 1,115 0,784 1,173411
Salmonella enterica 1,904 | 2,027 1,908 1,487 1,426 1507 1,000 1,053 281
Proteus mirabilis 2,677 3,194 2578 1,948 2,168 2,386 1,578 1,691 707
Citrobacter freundii 2,241 | 2,612 2,657 2,288 2,630 2,285 2,106 1,034 261
Pseudomonas aeruginosg 1,190 1,257 0,844 0,968 0,818 0,979 0,744 0,851 160
Priloha PII B: Vliv riznych koncentraci soli HEXA 70 nastovou rychlost vybranych bakterii

Ristové rychlost [H]
Koncentrace soli 0.09 01% 02% 03 04% 05% %B.7151.0%| 2.0%
Micrococcus luteus 1,233 1,453 1,202 1,308 3,109 X X X X
Staphylococcus aureus 1,978 | 1,783| 1,822 4582 4,734 5,980 7,206 3,012
Enterococcus faecalis 3,968 | 2,902 2,002 1,65 1,486 2,7p4 2,955 1,801 644
Bacillus cereus 1,585| 1,581 1,334 X X X 1,097 1,684 X
Bacillus subtilis 1,137| 1,072| 1,147 3,408 2,289 4546 1,946 2,32
Escherichia coli 1,668| 1,295 1,298 1,264 1,191 0,954 0,686 1,018
Salmonella enterica 1,945| 1,582 1,546 1,318 1,321 1,1p1 1,434 1,106841
Proteus mirabilis 2,025| 1,479 1,40 1,148 1,297 0,860 0,967 1,p97171
Citrobacter freundii 2,741| 1,853] 1,381 1,96p 1,832 1,562 1,6/8 2,828 451
Pseudomonas aeruginosg 1,618 | 1,564 1,268 1,208 1,146 1,101 0,957 1,876 151
Ptiloha PII C: Vliv iznych koncentraci soli PYRO 52 nestovou rychlost vybranych bakterii

Riistova rychlost [H]
Koncentrace soli 0.09 01% 02% 03% 04% 05% ®W151.0%| 2.0%
Micrococcus luteus 1,182| 1,460 1,146 1,492 0,069 0,108 0,173 X X
Staphylococcus aureus 1,871 1,974 2,017 1,310 1,712 X X X X
Enterococcus faecalis 0,175| 0,239| 0,346 0,41p 0,466 0,262 0,235 0,385 660
Bacillus cereus 1,712| 1,505 1,113 1,00/ 0,815 1,36 0,707 2,841
Bacillus subtilis 1,406| 1,283| 2,240 1,16 1,697 0,774 1923 4,26
Escherichia coli 1,668| 1,458/ 0,942 0,846 0,987 1,460 0,995 0,647
Salmonella enterica 1,814| 1,689 1,272 1,286 0,930 1,080 0,569 1,033
Proteus mirabilis 1,829 | 1,940{ 2,054 1,898 2,569 1,001 1,709 1,/50
Citrobacter freundii 2,372| 2,683] 2,174 226l 2,345 2,34 2,043 1,600 350
Pseudomonas aeruginosg 1,509 | 1,303| 1,139 0,95p 1,064 0,976 1,309 1,010
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Priloha PII D: Vliv miznych koncentraci soli TRIKRYSTAL nastovou rychlost vybranych bakte-
rii

Riistova rychlost [H]
Koncentrace soli 0.09 0.1% 02% 03% 04% 05% %B.751.0%| 2.0%
Micrococcus luteus 0,868| 0,859| 0,794 1,036 0,975 X X X| X
Staphylococcus aureus | 2,089| 2,444 | 1,687 2,377 0,840 X X X| X
Enterococcus faecalis 1,788| 1,805| 1,528 1,379 1,450 1,2B2 1,825 X X
Bacillus cereus 2,096| 1,280| 1,096 0,978 0,795 1,348 1,320 2,0570119
Bacillus subtilis 2,193| 1,700| 3,200 2,050 2,090 1,668 6,141 6,276 X
Escherichia coli 1,315| 1,276| 2,711 X X X X X X
Salmonella enterica 1582 1,537| 0,858 1,224 0,652 1,14 2,263 1,624 X
Proteus mirabilis 2,369 2,626| 1,779 0,956 X X X X X
Citrobacter freundii 2,260 1,962| 1,607 1,028 1,950 3,073
Pseudomonas aeruginosgd 2,330| 11,438 1,069 1,411 1,310 X X 4,301 X

Priloha PII E: Vliv iznych koncentraci soli FST naéstovou rychlost vybranych bakterii

Riistové rychlost [H]
Koncentrace soli 0.09 01% 02% 03 04% 05% ®W7151.0%| 2.0%
Micrococcus luteus 0,757 | 0,565| 1,224 X X X X 2,021 1,702
Staphylococcus aureus 1,861| 2,132 1,706 1,554 1,928 1,947 X
Enterococcus faecalis 2,337| 2,043] 1,776 2,258 2,644 1,941 3,568 2,624 X
Bacillus cereus 2,187| 1,966/ 0,891 1,89 1,727 1,41 2,201 1,601 X
Bacillus subtilis 1,796 | 1,345/ 1,565 1,020 1,033 1,414 1,313 2,079 086
Escherichia coli 1,809| 1,391 1,334 0,732 1,171 0,986 0,969 2,813 09|9
Salmonella enterica 2,339| 2,010 2,104 1,958 2,011 2,119 1,760 1,839 391|3
Proteus mirabilis 2,298 | 1,917| 2,278 2,03 2,165 2,3p7 2,982 2,253211|9
Citrobacter freundii 2,874 2,472| 3,046 3,141 2,493 1,745 1,644 2,297 7R|4
Pseudomonas aeruginosg 1,687 | 1,392 1,438 1,328 1,236 1,1/6 1,2p7 1,p73651|5
Ptiloha PII F: Vliv tiznych koncentraci soli KPS&istovou rychlost vybranych bakterii

Riistova rychlost [H]
Koncentrace soli 0.09 01% 02% 03% 04% 05% ®W151.0% | 2.0%
Micrococcus luteus 1,100| 0,981 0,970 1,179 1,002 1,062 0,820 1,100521(4
Staphylococcus aureus 1,744 1,998 1,826 1,608 1,540 1,2p8 1,302 1,170970,8
Enterococcus faecalis 2,137 2,094 1,739 1,386 1,701 1,963 1,928 1,14 X
Bacillus cereus 1,898 | 1,826 1,799 1,428 1,621 26016 1,519 1,/20830|9
Bacillus subtilis 1,468 | 1,343 1,270 1,087 1,014 0,887 1,169 2,120 340|8
Escherichia coli 1,746| 1,770 1,544 1,412 1,356 1,383 1,289 1,235 230|6
Salmonella enterica 2584 | 2,344 2,451 2,46p 3,299 2,2p1 1,948 1,804 090|9
Proteus mirabilis 2593| 2,364 1,562 2464 3,232 2311 1,857 1,/243710
Citrobacter freundii 2,765| 2,318/ 2,051 2,10p 2,119 1917 1,743 1,86553l|5
Pseudomonas aeruginosg 1,448 | 1,406 1,233 1,208 1,160 1,15 1,107 1,456 800|9

X....2adny naist
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Ptiloha PII G: Vliv iznych koncentraci soli DIDI na@stovou rychlost vybranych bakterii
Riistova rychlost [H]
Koncentrace soli 0.09 01% 02% 03% 04% 0p% ®W.151.0%| 2.0%
Micrococcus luteus 2,078| 2,635 3,018| 2,633 2,771 2,885 2477 2,181 2,644
Staphylococcus aureus | 2,326| 2,171 2,154| 2,011 2,144 2,107 2,072 1,551 1,753
Enterococcus faecalis | 2,079| 2,253 2,382| 2,327 2,22¢ 1,377 2,638 2,142 X
Bacillus cereus 1,297| 1,694 1,491| 1,475 1,41% 1,485 1,772 2,078 1,475
Bacillus subtilis 1521 1,652 1,626| 1,398 1,519 1,331 1,259 1,351 1,893
Escherichia coli 1,559| 1,710 1,559| 1,456 1,423 1,714 1,460 1,337 1,%32
Salmonella enterica 1,587 1,741 1,496| 1,457, 1,488 1,613 1,472 1,280 1,536
Proteus mirabilis 1,584| 1,849 1,685| 1,870 1,80$ 1,885 1,913 2,154 1,860
Citrobacter freundii 0,629| 0,638 0,645| 0,742 0,691 0,683 0,867 0,906 X
Pseudomonas aeruginosa0,635| 0,709 0,629| 0,795 0,809 0,976 2,169 1,700 1,129

Ptiloha PII H: Vliv iiznych koncentraci soli HEXA 68 na genaradobu vybranych bakterii

Generéni doba [h]

Koncentrace soli 0.0% 0.1% 02% 03% 04% 05% %.751.0%| 2.0%
Micrococcus luteus 0,385| 0,441| 0,583| x X X X X X
Staphylococcus aureus | 0,332| 0,284| 0,411 0,292| 0,825| x X X X
Enterococcus faecalis 0,290| 0,023 0,330| 0,517| 0,581| 0,278| 0,467 | 0,505 X
Bacillus cereus 0,406 0,423| 0,436| 0,261| x X X X X
Bacillus subtilis 0,611 0,680| 0,668| 0,655| 0,528| 0,506| 0,625 | 0,853 X
Escherichia coli 0,378| 0,340/ 0,467| 0,608| 0,576| 0,621| 0,884 | 0,591 0,665
Salmonella enterica 0,364| 0,342 0,363| 0,466 0,486| 0,460| 0,636 | 0,658 0,522
Proteus mirabilis 0,259| 0,217 0,269]| 0,357| 0,320/ 0,290| 0,439 | 0,436 0,088
Citrobacter freundii 0,309| 0,265]| 0,261| 0,303| 0,262| 0,310| 0,316 | 0,358 0,380
Pseudomonas aeruginosg 0,582| 0,551| 0,821 0,719| 0,847| 0,708| 0,932 | 0,815 0,850

Ptiloha PII I: Vliv miznych koncentraci soli HEXA 70 na genaradobu vybranych bakterii

Generéni doba [h]

Koncentrace soli 0.0% 0.1% 020 03% 04% 05% %.751.0%| 2.0%
Micrococcus luteus 0,562| 0,477| 0,576| 0,532 0,223| x X X X
Staphylococcus aureus | 0,350 0,389| 0,380| 0,151 0,146| 0,117| 0,095 | 0,177] X
Enterococcus faecalis 0,290| 0,273| 0,371| 0,310 0,371| 0,326| 0,367 | 0,440 X
Bacillus cereus 0,437| 0,438| 0,520| «x X X 0,632| 0,411 x
Bacillus subtilis 0,610| 0,646| 0,604| 0,203 0,307| 0,152| 0,356 | 0,254 X
Escherichia coli 0,415| 0,535| 0,534| 0,548 0,582| 0,726| 1,010 | 0,681 x
Salmonella enterica 0,356 0,438 0,448| 0,528| 0,525| 0,629| 0,483 | 0,627 0,467
Proteus mirabilis 0,342 0,469| 0,493| 0,604 | 0,534| 0,815| 0,717 | 0,534 0,429
Citrobacter freundii 0,253| 0,374| 0,502| 0,353| 0,374| 0,444| 0,413 | 0,298 0,421
Pseudomonas aeruginosg 0,428| 0,443| 0,546| 0,576 0,605| 0,630| 0,724 | 0,504 0,457

X....2Zadny néist
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Ptiloha PII J: Vliv fiznych koncentraci soli PYRO 52 na gereialobu vybranych bakterii

Generéni doba [h]
Koncentrace soli 00% 0.1% 020 03% 04% 05% ®W.T5..0%| 2.0%
Micrococcus luteus 0,586 0,475| 0,605| 0,465| 10,076| 6,399 3,998 X X
Staphylococcus aureus | 0,370| 0,351| 0,344| 0,529| 0,391 X X X X
Enterococcus faecalis 0,290]| 0,273| 0,371| 0,310| 0,371 | 0,326 0,367 | 0,440 x
Bacillus cereus 0,405| 0,460| 0,623)| 0,688| 0,851 | 0,523 0,981 | 0,244 X
Bacillus subtilis 0,493| 0,540| 0,309| 0,594| 0,408 | 0,895 0,360 | 0,147 X
Escherichia coli 0,416| 0,475| 0,735/ 0,820| 0,702 | 0,478 0,696 | 1,072 X
Salmonella enterica 0,382| 0,410| 0,545| 0,539| 0,745 | 0,673 1,219 | 0,671 X
Proteus mirabilis 0,379| 0,357| 0,337| 0,365| 0,270 | 0,635 0,406 | 0,396 X
Citrobacter freundii 0,292| 0,258 0,319| 0,307| 0,296 | 0,298 0,339 | 0,433 X
Pseudomonas aeruginosg 0,459 0,532| 0,608| 0,728| 0,651 | 0,710 0,530 | 0,363 X

Ptiloha PIl K: Vliv raiznych koncentraci soli TRIKRYSTAL na gen&nadobu vybranych bakterii

Generéni doba [h]
Koncentrace soli 0.0% 0.1% 02 03% 04% 05% %W751.0%| 2.0%
Micrococcus luteus 0,799| 0,807| 0,873| 0,669 0,711| x X X X
Staphylococcus aureus | 0,332| 0,284| 0,411 0,292| x X X X X
Enterococcus faecalis 0,388 0,384| 0,453| 0,503| 0,478| 0,541| 0,380 X X
Bacillus cereus 0,331 0,542| 0,632| 0,709| 0,872| 0,514| 0,525 | 0,337 0,365
Bacillus subtilis 0,316| 0,408| 0,217 0,338| 0,332| 0,415| 0,113 | 0,110 X
Escherichia coli 0,527| 0,543| 0,256| x X X X X X
Salmonella enterica 0,438| 0,451| 0,808| 0,566 | 1,063| 0,616| 0,306 | 0,427 X
Proteus mirabilis 0,293 0,264| 0,390| 0,726| x X X X X
Citrobacter freundii 0,307| 0,353| 0,431| 0,677 0,355]| 0,226 X X X
Pseudomonas aeruginosg 0,297| 0,061| 0,648| 0,491| 0,529| x X 0,161 x

Ptiloha PII L: Vliv riznych koncentraci soli FST na gengriadobu vybranych bakterii

Generéni doba [h]
Koncentrace soli 00% 01% 020 03% 04% 0p5% B.7{51.0%| 2.0%
Micrococcus luteus 0,916| 1,227| 0,565| x X X X 0,343| 0,407
Staphylococcus aureus | 0,372| 0,325| 0,406| 0,446| 0,359| 0,356 X X X
Enterococcus faecalis 0,297| 0,339| 0,390 0,307| 0,259| 0,357| 0,195 | 0,275 x
Bacillus cereus 0,317|0,352| 0,778| 0,366| 0,401| 0,471| 0,315 | 0,433 x
Bacillus subtilis 0,386| 0,515 0,443| 0,673] 0,671| 0,490| 0,528 | 0,333 0,266
Escherichia coli 0,383]| 0,498 0,519] 0,946 0,592| 0,740| 0,715| 0,300 0,177
Salmonella enterica 0,296 0,345| 0,329 0,354 0,345| 0,327| 0,394 | 0,377 0,518
Proteus mirabilis 0,302 0,361 0,304| 0,341| 0,320| 0,289| 0,236 | 0,308 0,361
Citrobacter freundii 0,241 0,280| 0,228 0,221 0,278] 0,397| 0,421 | 0,302 0,280
Pseudomonas aeruginosg 0,411| 0,498 0,482 0,524| 0,561| 0,589| 0,565 | 0,544} 0,443

X....zadny néist
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Ptiloha PIl M: Vliv miznych koncentraci soli KPS na gengriadobu vybranych bakterii

Generéni doba [h]

Koncentrace soli 0.0% 0.1% 020 03% 04% 0p5% B.751.0%| 2.0%
Micrococcus luteus 0,630| 0,707]| 0,714| 0,588 0,691| 0,659| 0,846 | 0,630 0,477
Staphylococcus aureus | 0,397| 0,347| 0,380| 0,432| 0,450| 0,564| 0,532 | 0,592 0,773
Enterococcus faecalis 0,324| 0,331 0,399] 0,500]| 0,407| 0,353| 0,359 | 0,571 0,693
Bacillus cereus 0,365| 0,380 0,385| 0,487 0,427| 0,265| 0,456 | 0,403 0,705
Bacillus subtilis 0,472| 0,516 0,546| 0,637| 0,683| 0,782| 0,593 | 0,327/ 0,831
Escherichia coli 0,397/ 0,391 0,449| 0,491| 0,511| 0,520| 0,559 | 0,561 1,112
Salmonella enterica 0,268 0,296 0,283] 0,281 0,210| 0,302| 0,356 | 0,384 0,763
Proteus mirabilis 0,267 0,293| 0,444 0,281 0,214| 0,300| 0,373 | 0,402 0,668
Citrobacter freundii 0,251 0,299| 0,338 0,330| 0,327| 0,361| 0,397 | 0,372 0,446
Pseudomonas aeruginosg 0,478| 0,493]| 0,562| 0,573| 0,597| 0,616| 0,626 | 0,476/ 0,707

Ptiloha PII N: Vliv riznych koncentraci soli DIDI na genénd dobu vybranych bakterii

Generéni doba [h]

Koncentrace soli 0.0% 0.1% 020 03% 04% 0p% B.7{51.0%| 2.0%
Micrococcus luteus 0,418| 0,301 0,272 0,423 0,274| 0,335| 0,453 | 0,481 0,396
Staphylococcus aureus | 0,298| 0,319 0,322 0,345| 0,323| 0,329| 0,335 | 0,447 0,395
Enterococcus faecalis 0,333]| 0,308 0,291 0,298] 0,311| 0,503| 0,263 | 0,324 0,146
Bacillus cereus 0,534| 0,409| 0,465| 0,470| 0,490 0,467| 0,391 | 0,334 0,470
Bacillus subtilis 0,456| 0,419 0,426| 0,496 0,456| 0,521| 0,551 | 0,513 0,366
Escherichia coli 0,445| 0,405 0,445| 0,476| 0,487| 0,404| 0,475 | 0,518 0,452
Salmonella enterica 0,437] 0,398 0,463| 0,476| 0,466| 0,430 0,471 | 0,541 0,451
Proteus mirabilis 0,437| 0,375| 0,411 0,371 0,383] 0,368| 0,362 | 0,322 0,372
Citrobacter freundii 1,102| 1,086| 1,075| 0,934| 1,003| 1,014| 0,799 | 0,765 0,276
Pseudomonas aeruginosg 1,091| 0,977| 1,101 0,871| 0,856| 0,710| 0,319 | 0,408 0,614
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