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ABSTRAKT

Tato bakalafskd prace pojednadva o vyskytu mikroorganismii v ovocnych S$tavach
a o technologickych operacich jak sterila¢nich tak vedoucich ke koncentraci a zahustovani
ovocnych §t4v. V teoretické casti je uveden piehled a zhodnoceni nejvyznamnéjSich
termalnich 1 netermalnich metod. Jedna kapitola je vénovana také vyskytu a piehledu
jednotlivych rodi a druhit mikroorganisma v ovocnych $t'avach. Prakticka ¢éast bakalaiské
prace je zamétena na mikrobiologickou analyzu visnové a jablecné §tavy v priab&hu procesu
jejich vyroby od lisovani ovoce, pasterace Stavy, filtrovani az po vyrobu koncentratu.
V praktické casti prace byla také provedena izolace DNA ve S$tavach piitomnych
mikroorganismi a po nasledné amplifikaci polymerazovou fetézovou reakci, byly vzorky
DNA odeslany na sekvenaci NGS. Ve visiové §t'aveé dominovaly bakteridlni rody Tatumella,
skupina rodii Escherichia-Shigella a Pseudomonas, z eukaryotickych mikroorganismi
potom kvasinky Hanseniaspora, Metschnikowia a Saccharomyces. V jablecné Stave
dominovaly bakterialni rody Bacillus, Gluconobacter, Pantoea, Tatumella a Yersinia, a rody

kvasinek Hanseniaspora, Metschnikowia a Saccharomyces.

Klicova slova: visiiova Stava, jablecna §t'ava, ovocny koncentrat, pasterace, mikrobiologicka

analyza, sekvenace DNA



ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the occurrence of microorganisms in fruit juices and the
technological operations both sterilizing and leading to concentration of fruit juices. In the
theoretical part, an overview and evaluation of the most important thermal and non-thermal
methods is given. A chapter is also devoted to the occurrence and overview of the different
genera and species of microorganisms in fruit juices. The practical part of the bachelor thesis
is focused on the microbiological analysis of cherry and apple juice during the process of
their production from fruit pressing, juice pasteurization, filtering to concentrate production.
In the practical part of the thesis, DNA isolation of microorganisms present in the juices was
also performed and after subsequent amplification by polymerase chain reaction, DNA
samples were sent for NGS sequencing. The cherry juice was dominated by the bacterial
genera Tatumella, the genera Escherichia-Shigella and Pseudomonas, and the yeast genera
Hanseniaspora, Metschnikowia and Saccharomyces. The apple juice was dominated by the
bacterial genera Bacillus, Gluconobacter, Pantoea, Tatumella and Yersinia, and the yeast

genera Hanseniaspora, Metschnikowia and Saccharomyces.

Keywords: cherry juice, apple juice, fruit concentrate, pasteurization, microbiological

analysis, DNA sequencing
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UvVOoD

Ovocné §tavy jsou oblibenym napojem, ktery tepelné neupraveny obsahuje fadu vitaminQ
a zdravi prospéSnych latek. Na druhou stranu bez tepelného oSetfeni mohou byt ovocné
Stavy zdrojem nezadoucich mikroorganismil, mnohdy i patogennich. Tepelné oSetfeni ma
také negativni vliv na organoleptické vlastnosti ovocnych $tav. Existuji i netermalni
zpusoby oSetfeni ovocnych §tav, ale tyto technologie se pouzivaji velmi malo, navic jsou
malo G¢inné pii inaktivaci enzymi, coZ ma negativni vliv na organoleptické vlastnosti
ovocnych §t'av.

V teoretické Casti této prace jsem nastinil piehled technologickych moznosti pfi oSetieni
ovocnych §tdv a pii vyrobé ovocnych koncentrath. Nastinil jsem také piehled
mikroorganismi, které se v ovocnych §tavach mohou vyskytovat. Jednu kapitolu jsem
vénoval rodu Alicyclobacillus zajimavému mikroorganismu, ktery zplsobuje kaZeni
ovocnych st'av.

V praktické ¢asti jsem provedl mikrobiologickou analyzu visiiové a jablecné $tavy vyrobené
ve firm& LINEA Nivnice a.s. Zavéry mikrobiologické analyzy jsem konfrontoval s vysledky
sekvenace DNA ve S§téavach pfitomnych mikroorganismi. Pfitomné mikroorganismy

se povedlo urcit az na urovein jednotlivych rodu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

11

I. TEORETICKA CAST
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1 OVOCNE STAVY
Ovocna $t'ava je definovana jako zkvasitelny, ale nezkvaseny produkt ziskany z jedlych ¢asti
ovoce, které je zdravé a zralé, Cerstvé nebo chlazené ¢i zmrazené, z jednoho nebo z vice

smiSenych druht, s charakteristickou barvou, viini a chuti, které jsou typické pro stavu

pochézejici z prislusného ovoce. [1]

Aroma, duZnina a buniky ziskané vhodnymi fyzikalnimi prostfedky ze stejného druhu ovoce

mohou byt do §tavy vraceny. [1]

Ovocné $tavy lze podle slozeni rozdélit na ovocnou §tdvu, ovocnou $tavu z koncentratu,
koncentrovanou ovocnou S$téavu, ovocnou Stavu extrahovanou vodou, dehydrovanou
ovocnou Sstavu a ovocny nektar. Podle slozeni disperzniho systému se déli na d&iré,
opalizujici, zakalené¢ a §tavy obohacené duzinou. Podle zpisobu konzervace se déli

na Cerstvé vylisované, chlazené, zmrazené, pasterizované a zahusténé. [2]

1.1 Vyroba ovocnych §tav

Vyroba ovocnych §tav je proces, ktery zacind sbérem ovoce, bud’ pfimo ze stromu,
nebo sbérem padaného ovoce ze zemé&. Nasledn€ je ovoce piepravovano ke zpracovani
do lisovny. Pied tim mtze byt néjakou dobu skladovano, aby se pteprava efektivné vytizila.
Na podzim se ovoce, pfedevsim jablka, skladuje pii venkovni teploté v kontejnerech piimo
ve vykupnach do té doby, nez dojde k naplnéni kontejneru. Pevna slupka chrani plod
a venkovni teploty jsou pro skladovani celkem ptiznivé, takze ke kvalitativni degradaci
ovoce téméf nedochdzi nebo jen mirn€. V letnich mésicich je dobré zejména ovoce,

které se rychleji kazi, jako jsou visné, jahody atd., skladovat v chladicich mistnostech. [2]

V lisovné je ovoce Cisténo pranim v kartaéovych, bubnovych nebo jinych prackach. Ovoce
n¢kdy byva ptepravovano ze skladky k lisu plavenim, ¢imz dochézi zaroven k prani ovoce.
Pred vstupem do lisu se vytfiduji poskozené nebo nahnilé kusy, vétSinou manualné
na pasovém dopravniku a nasledné¢ dochéazi k nadrceni ovoce v drti¢i. Podle sdéleni
generalniho feditele LINEA NIVNICE a.s. byva dobré pted vlastnim lisovanim eliminovat
enzymaticky pektin z divodu sniZzeni viskozity. Niz8i viskozita ma pozitivni vliv
na vylisnost a umoziuje také rychlejsi a efektivnéjsi vycetovani vylisované §tavy. Ve firmé

LINEA NIVNICE a.s. se nej¢asté€ji pouziva enzym nebo smés enzymi znacky ROHAPECT.
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1.2 Stabilizace a konzervace ovocné St’avy

Vylisovanou ovocnou Stavu je potieba oSetfit jednak z divodu mozného mikrobidlniho
kazeni, ale také z divodu enzymatického kazeni. Pro inaktivaci mikroorganismu a inaktivaci

enzymu se pouzivaji stejné metody.

1.2.1 Tepelna pasterizace

Nejcastéjsi a nejpouzivangjsi zplisob stabilizace a konzervace ovocné §tavy je tepelnym
zahfevem. Praxe je vétSinou takova, ze se ovocné $tavy, které se oSetfuji v obalu, nejdiive
zahfivaji na teplotu 60 °C az 75 °C po dobu 30 minut, potom jsou pfii této teploté plnény,
a pasterizovany pii teploté 84 °C az 88 °C po dobu 1545 minut podle velikosti baleni. Poté
jsou produkty ochlazeny na pokojovou teplotu. Pro ovocné §tavy pasterizované mimo obal
se pouziva Setrnéjsi vysokoteplotni kratkodoba pasterizace, ktera probiha pfi teplotach
vysSich nez 90 °C po kratsi dobu, napft. jable¢ny dzus se obvykle pasterizuje pii 95 °C az 98
°C po dobu 15-30 sekund. [3]

Mosqueda-Melgar et al. [4] uvadéji, ze pti teploté 90 °C az 95 °C po dobu 4 az 10 sekund

dojde ke snizeni obsahu patogenil v ovocné $tave az o 5 log.

Ve firm¢ LINEA NIVNICE a.s. se ovocné dzusy a napoje pred plnénim do obalu Tetrapac
pasterizuji pfi teploté 98 °C po dobu 8 sekund.

Tato pasterizacni teplota je dostate¢nd k eliminaci témét vSech mikroorganismii. Problém
muize byt s termorezistentnimi bakteriemi, plisnémi a sporami bakterii. Vysoka teplota

zahtevu ovocné §tavy ma negativni vliv na organoleptickou a nutri¢ni kvalitu.

V posledni dobé¢ je ve veliké oblibé minimalné zpracovana ovocnd St'ava, kterd vypada
a chutna cCerstve, a zaroven obsahuje mnozstvi zivin a zdravi prospésnych latek. Chut’,
textura, vzhled a nutri¢ni obsah jsou diilezité ukazatele kvality potravin obecné a jsou zavislé

na zpusobu jejich zpracovani. [5]

Existuje fada netermalnich zplsobi stabilizace ovocné $tavy. V praxi jsou ale pouzivany
ojedinéle. Navic tyto netermalni technologie neinaktivuji dostatecné enzymy.

1.2.2 Paskalizace (HPP - High Pressure Processing)

Technologie paskalizace je oSetfeni potraviny pomoci velmi vysokého tlaku cca 6000 bart
po dobu 2-15 minut v zévislosti na druhu potraviny. Tento tlak by byl na moiském dné¢

v hloubce 60 kilometra (nejhlubsi misto Mariansky ptikop mé hloubku 11 km). Potravina je
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zabalena do pruzného obalu a umisténa do tlakové komory vysokotlakého lisu. Vse je

ponoteno do tlakovaci kapaliny, vétSinou pitné vody. [6]

Autofi v [7] uvadéji, Ze pro ovocné stavy tlak 400 MPa po dobu nékolika minut je dostatecny

k eliminaci mikroorganismd.

Paskalizaci u nés pouzivaji dvé firmy [6]. KOFOLA a.s. takto oSetiuje Cerstvé vylisovanou
ovocno-zeleninovou stavu UGO. Beskyd FryCovice a.s. oSetfuje pomoci této technologie

Cerstvé stavy REFIT.

1.2.3 Pulzni elektrické pole (PEF - Pulsed Electric Field)

Technologie pulzniho elektrického pole spociva v aplikaci vysokonapét'ovych pulzi v délce
mikrosekund az milisekund, které jsou generovany pulznim generatorem. V disledku toho
dochazi k elektroporaci bunécnych membran mikroorganismii a tvorbé pora v téchto
membranach, coZ mé za nasledek zvySeni permeability membran, v ptipadé¢ ireversibilni

permeability s naslednou buné¢nou smrti — apoptdzou. [5], [8]

Vhodnou kombinaci velikosti napéti a délky pulsi lze sniZit pocet mikroorganismil

v jable¢né §t'ave az o 6 log. [9]

1.2.4 Ozafovani pulznim svétlem

U této technologie dochazi k inaktivaci mikroorganismli ptisobenim kratkych intenzivnich
pulzt Sirokého spektra svétla v oblasti od UV zateni az po infracervené zafeni, tj. v rozmezi
vlnovych délek 200 az 1100 nm. Na inaktivaci mikroorganismt maji vliv fotochemické,

fototermickeé a fotofyzikalni ucinky. [10]

1.2.5 Vysokotlaka homogenizace (HPH — High Pressure Homogenization)

Technologie vysokotlaké homogenizace funguje na principu cerpani kapaliny
pies homogenizacni ventil pii vysokém tlaku 100 MPa. Vznika vysoka turbulence a smyk
spolu se stlatenim, vzriistem a poklesem tlaku, coz vede k rozpadu ¢astic a rozptyleni

v celém objemu. [11]

Dtive byla vysokotlakd homogenizace zamySlena pouze pro oSetieni mléka a mlécnych

vyrobki. V posledni dobé byva navrhovéna také pro oSetfeni ovocnych §téav. [12]

Vysokotlakd homogenizace poSkozuje strukturdlni integritu mikroorganismi. Inaktivaci

mikroorganismti pomaha také nahlé zvyseni teploty, které pii tomto procesu vznika. [7]
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1.2.6 UV zareni

UV zéfeni se v potravinaistvi pouziva hlavné k dezinfekci vody a ptipadné obalti. Pomoci
UV zéfeni Ize oSetfovat i ovocné Stavy. Autofi ve [13] dokonce uvadéji, ze UV zareni
o vlnové délce 254 nm se Siroce pouziva v primyslu vyroby dzust a napoji. Existuje fada
studii, které se problematikou inaktivace mikroorganismi v jednotlivych ovocnych stavach
pomoci UV zafeni zabyvaji, napt. [14], [15]. V Ceské republice se tato technologie

pii oSetfovani ovocnych §tav nepouziva.
1.3 Uchovavani a koncentrace ovocnych §tav

Z davodi dalsiho uchovani, prodlouzeni udrznosti, zmenseni objemu pro snadnéjsi
skladovéani nebo piepravu, se ovocné $tavy koncentruji. Nejpouzivangjs$i zpisob vyroby
koncentratu je vakuové odpafovani na odparce. Podrobnéji se technologii a vyrobnimu
postupu vyroby koncentratu vakuovym odpafovanim vénuji v nasledujici kapitole,
kde popisuji vyrobu ovocnych §tav a koncentratu z nich ve firm¢ LINEA NIVNICE a.s.
Proces vyroby koncentratu z Cerstvé vylisované §tavy zahrnuje i dal$i operace predchazejici
samotnému vakuovému odpatrovani, a to predevsim vycetovani ovocné $tavy sedimentaci
s naslednou filtraci vétSinou ptes kifemelinovy filtr. Podle sdéleni generdlniho teditele
LINEA NIVNICE a.s. je vycefovani ¢asové narocny proces, a je potieba nejdiive Cerstve

vylisovanou stavu tepeln¢ osetfit z divodu inaktivace mikroorganismi a enzymti.

Tepelné¢ odpatovani zplsobuje ztratu zivin, degradaci barvy a ma nezadouci ucinky
na organoleptické vlastnosti ovocnych stav. Organoleptické vlastnosti ovocnych §t'av jsou
hodn¢ zéavislé na obsahu a slozeni tékavych latek, které se pii zahfivani z ovocné Stavy
odparuji. Jsou sice vétSinou jimany a pak do koncentratu zpet vraceny, nicméné i tak nelze

dosahnout ptivodni organoleptické kvalitativni tirovné. [16], [17]

Existuji i netermalni metody vyroby koncentratu z Cerstvé ovocné §t’avy. Jedna se predevsim
o tlakem fizené membranové procesy jako mikrofiltrace, ultrafiltrace, nanofiltrace a reverzni
osmoza. Déle pak existuji netermalni metody fizené osmoticky, jako je napt. pfimd osmdza
neboli dopfednd osmoza (forward osmosis; dale jen FO). Tyto technologie ptedstavuji
spolehlivou alternativu k tepelnému zpracovani ovocnych $tav na koncentrat s prislibem

zachovani vyzivove a organolepticky hodnotnych latek. [18], [19], [20]

Mikrofiltrace a ultrafiltrace se nejCastéji pouzivaji k Cifeni a stabilizaci ovocnych §t'av.

Mikrofiltrace dokédze oddélit ¢astice, mikroorganismy a makromolekuly v rozmezi velikosti
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0,1-10 um. Ultrafiltrace dokaze odstranit makromolekuly, jako jsou napft. polysacharidy
nebo bilkoviny v rozmezi molekulové hmotnosti od 1 do 1000 kDa. Nanolfiltraci a reverzni
osmozu lze vyuzit pti koncentraci ovocné §tavy, ale mnohem ucinnéjsi koncentra¢ni metoda
je FO. Dosahuje vys§iho stupné koncentrace nez tlakové fizené membranové procesy

nanofiltrace a reverzni osmodzy, v zavislosti na druhu ovocné $tavy 60° - 65° Brix. [18]

FO wvyuzivd vysoce hypertonicky nasavaci roztok anorganickych soli, cukri
a potravinaiskych ptisad, ktery nasdva vodu z roztoku pies polopropustnou membranu. FO
ma také malou energetickou naro¢nost. Obecné je spotfeba energie asi desetinova oproti

tepelnému zahust'ovani. [21]
1.4 Technologie zpracovani ovoce ve firmé LINEA NIVNICE a.s.

1.4.1 VisSnova §tava

Proces vyroby visnové stavy ve firmé¢ LINEA NIVNICE a.s. za¢ind navazkou ovoce
do drti¢e. Vzhled a jakost visni ilustruje obr. 1. Skladovani vi$ni tésn€ pied drcenim mizeme
vidét na obr. 2. Drceni viSni v drti¢i je zobrazeno na obr. 3-5. Na obr. 6 je pro zajimavost
zachycen kamion, kterym se vi$né piepravuji od péstitele z Jiznich Cech. Nadrcené viing
putuji potrubim do tanku na odlezeni za pfitomnosti pektindzy po dobu cca ptl hodiny.
Pak se odlezena drt’ Cerpa do lisu. Vylisovana kalna stava jde na jima¢ aromatickych latek
(soucast koncentracni stanice). Vylisovand stava je zde oSetiena bleskovym zahfevem
na teplotu 100 °C s naslednym ochlazenim na 50 °C. Diivod této pasterace je, aby $tava
snesla nasledujici technologicky krok, ktery trva cca 8-10 hodin. Bez tepelného oSetfeni by
Stava obsahujici 3,5 miliont CFU v 1 ml podlehla rychle zkéze. VedlejSim produktem
tohoto procesu je viSiiové aroma, ziskané v poméru 1:150., které je skladovano zvlast.
Pak §tava putuje do ceficich tankd a je podrobena dalSimu enzymatickému oSetfeni
a kombinovanému Zelatinovo-bentonitovému cefeni. Gravitaci pak béhem 8-12 hodin
dochdazi k odd€leni ¢irého a kalného podilu §tavy. Vycetfena Stdva (cca 95 procent objemu)
se podrobi ostré kiemelinové filtraci na svickovém filtru. Kalny podil 5 procent jde
na vakuovy rotacni kiemelinovy filtr. Po spojeni obou podilt se Cista §tava zkoncentruje
odpafenim vody na koncentrat. Vyrobeny koncentrat se zchladi na teplotu cca 20 °C
a preCerpa do skladovacich tankt pfi teplotach nizsich nez 10 °C. Na odparce dochazi
k zhusSténi $tdvy na koncentrat z vychozi hodnoty 16-17 Brix na 66-67 Brix. Pfi tomto

procesu vznikaji 3 druhy odpadii — vylisky, brydova voda, kal po ceteni v pevné forme.
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Obrazek 2: Skladovani visni pfed lisovanim
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Obrazek 4: Detail drtice
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Obrazek 5: Detail drtice
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7

Obrazek 6: Transportni kamion po vylozeni vi$ni na vaze

1.4.2 Jable¢na $t’ava

Proces vyroby jablecné §tavy je obdobny jako proces vyroby vistiové Stavy. Jablka
se nejprve plavi kanalem k pasovému dopravniku. Skladka jablek s plavebnim kanalem je
vyobrazena na obr. 7- 9. Jablka se plavenim nejen piesunuji, ale zdrovein i umyvaji. Pasovy
dopravnik dopravuje jablka ke Snekovému potrubi, kterym se jablka sypou do drtice lisu.
Na zacatku pasového dopravniku dochazi jesté k selekci shnilych plodii a pied vstupem
jablek do $nekového potrubi probiha jesté kartaCové Cisténi.

Dalsi postup je stejny jako u viSnove §tavy. U jablek dochazi na odparce k zahusténi stavy

na koncentrat z vychozi hodnoty 10-11 Brix na 68-69 Brix.
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»

1.4.3 Technologicka zaFizeni p¥i zpracovani ovocnych §t'av

1.43.1 Lis

Ve firm¢ LINEA NIVNICE a.s. se pfi vyrobé ovocnych $tav pouziva lis znacky HP 5000
a HP5000i (obr. 10 a 11) oba od firmy Bucher Guyer, Niederweninger, Svycarsko. Kapacita
je 5-7 tun za hodinu a vylisnost 85-88 procent.
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Obrazek 11: Lis Bucher HP5000i
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1.4.3.2 Koncentracni stanice - jimac aromatickych latek a odparka

Ve firm¢ LINEA NIVNICE a.s. se pii vyrobé koncentrati z ovocnych §t'av pouziva
koncentra¢ni stanice znacky Unipektin, Eschenz, Svycarsko (obr. 12-14). V nedavné dobé

doslo ke spojeni firem Bucher a Unipektin. Natok $t4vy 9-10 m® za hodinu.
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Obrazek 12: Jimac¢ aromatickych latek znacky Unipektin
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Odparka znacky Unipektin

Obrazek 13:
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Obrazek 14: Odparka znacky Unipektin
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1.4.3.3 Baterie Ceiicich tankii

Ve firm¢ LINEA NIVNICE a.s. se pii vyrobé ovocnych §tav pouziva baterie Ceficich tanki
o kapacité 14x 5500 litri a 2x 10000 litrii (obr. 15).

Obrazek 15: Baterie ¢eficich tankt
1.4.4 Filtraéni zarizeni

Ve firmé LINEA NIVNICE a.s. se pii vyrob€ ovocnych §tav pouziva svickovy kiemelinovy
filtr Destila, Brno (obr. 16).

Obrazek 16: Filtracni zafizeni od firmy Destila
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2 MIKROORGANISMY V OVOCNYCH STAVACH

V ovocnych $tavéch jsou vzhledem ke kyselému prostiedi dominantnimi mikroorganismy
kvasinky a plisné. Ptikladem jsou druhy rodt Aspergillus, Botrytis, Byssochlamys,
Cladosporium, Candida, Dekkera (Brettanomyces), Fusarium, Hanseniaspora, Mucor,
Neosartorya, Paecilomyces, Penicillium, Pichia, Saccharomyces, Talaromyces,
Zygosaccharomyces atd. V ovocnych $tavach mohou byt pfitomny nékteré bakterie
mlécného kvaSeni a bakterie octového kvaseni. V ovocnych §tdvach mohou byt pfitomny
také nekteré patogenni bakterie, jako Cryptosporidium, Escherichia coli O157, Salmonella,
enterokoky a nékteré sporulujici bakterie, jako Clostridium pasteurianum a Weizmannia

coagulans (dtive Bacillus coagulans). [22], [23]
Autofi v ¢lanku [24] uvadéji ptiklady mikroorganismti zptsobujicich kazeni ovocnych stav:

kvasinky: Brettanomyces intermedius, Candida maltosa, Candida sake, Candida
parapsilosis, Candida stellata, Candida krusei, Dekkera bruxellensis, Dekkera
naardenensis, Hanseniaspora guilliermondii, Pichia membranifaciens, Rhodotorula spp.,
Saccharomyces bailii, Saccharomyces bisporus, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
rouxii, Saccharomyces bayanus, Schizosaccharomyces pombe, Schwanniomyces
occidentalis,  Torulopsis  holmii,  Torulaspora delbrueckii, Zygosaccharomyces

microellipsoides, Zygosaccharomyces rouxii, Zygosaccharomyces bailli

plisné: Aspergillus carbonarius, Aspergillus tamari, Aspergillus flavus, Aspergillus
ochraceus, Byssochlamys fulva, Byssochlamys nivea, Neosartorya ficheri, Paecilomyces

variotii, Penicillium expansum, Penicillium citrinum, Talaromyces spp.

bakterie:  Acetobacter  spp.,  Alicyclobacillus  acidoterrestris,  Alicyclobacillus
acidocaldarius, Alicyclobacillus hesperidium, Alicyclobacillus acidophilus,
Alicyclobacillus cycloheptanicus, Alicyclobacillus fastidiosus, Alicyclobacillus pomorum,
Clostridium pasteurianum, Clostridium butyricum, Gluconobacter spp., Gluconacetobacter
spp., Escherichia coli, Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris, Leuconostoc dextranicum,
Weisella paramesenteroides (dtive Leuconostoc paramesenteroides), Propionibacterium
cyclohexanicum, Salmonella spp., Serratia marcesens, Shigella spp., Staphylococcus spp.,

Streptomyces spp., Weizmannia coagulans

V ovocnych S§tavach mize byt pfitomna fada dalSich mikroorganismi. Mnoho rodd,
které zde nejsou uvedeny, se ndm podafilo detekovat v ramci praktické ¢asti této prace

pii mikrobiologické analyze visiiové a jable¢né §t'avy.
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V nésledujici podkapitole je vénovan trochu vétsi prostor zajimavému bakteridlnimu rodu

Alicyclobacillus.

2.1 Rod Alicyclobacillus

Alicyclobacillus je spolurujici rod, ktery kolonizuje ovocné §tavy. Jde o acidorezistentni
a termorezistentni bakterii z Celedi Alicyclobacillaceae, coz je ¢eled’ sporulujicich aerobnich
grampozitivnich bakterii. Zahrnuje rody Alicyclobacillus, Effusibacillus, Kyrpidia

a Tumebacillus.

Kazeni ovocnych §tav plsobenim mikroorganismt rodu Alicyclobacillus bylo poprvé
zaznamenano v Némecku v roce 1982 v pasterovanych jablecnych stavach. Druhy rodu
Alicyclobacillus maji §iroky rozsah ristu pH (1,5-6,5) a obsahu rozpustné susiny 5,4-16,2
Brix. Pfitomnost a riist alicyklobacilt je obtizné zjistit, jelikoz netvoti zakal, ani neprodukuji
zadny plyn. Na ptitomnost Alicyclobacillus miZze upozornit fenolicky odér a ptichut,
které jsou zplusobeny metabolity 2-methoxyfenolem (guajakol) a halofenoly:
2,6-dibromofenolem (2,6-DBP) a 2,6-dichlorofenolem (2,6-DCP). Guajakol, ktery je
hlavnim piivodcem zépachu v produktech kontaminovanych alicyklobacilem, je tékava
organicka sloucenina vznikajici neoxidativni dekarboxylaci kyseliny vanilové a dalSich
ptirodnich slozek ovocné $tdvy. Hlavnim problém je tvorba termorezistentnich endospor,

které odolavaji béznym pastera¢nim teplotam 90-95 °C po dobu 20 sekund. [25], [26]

Existuje fada detek¢nich postupt, které jsou zaloZeny pravé na zjiStovani piitomnosti

guajakolu a halofenolt. [25], [27], [28]

Jedna se napf. o senzorické metody detekce pachuti nebo chromatografické metody detekce
pachuti, zejména plynova chromatografie s nadslednym stanovenim a identifikaci t€kavych
latek pomoci hmotnostni spektrometrie nebo olfaktometrie. DalSim zpiisobem detekce
guajakolu je peroxidazova kolorimetricka zkouska zalozena na oxidaci guajakolu peroxidem
vodiku v pfitomnosti enzymu peroxiddzy za vzniku cervenohnédého tetraguajakolu,
ktery 1ze detekovat vizualné nebo spektrofotometricky pii vinové délce 420 nebo 470 nm.

[25]

2.2 Riist mikroorganismii v ovocnych §tavach

Rist mikroorganismli v ovocné $taveé zavisi na mnoha faktorech, na pH ovocné Stavy,
teploté skladovani, jak ovoce, tak ovocné $tavy, vlhkosti vzduchu pti skladovani ovoce,

vodni aktivité ovocné $tavy, obsahu cukru, piipadné kvalité¢ vody pouzité ve stave, kvalité
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lisovacich a jinych zafizeni, kterd dojdou do kontaktu s ovocem nebo ovocnou §tévou,
surovinach, kvalit¢ ovoce atd. Velkym zdrojem kontaminujicich mikroorganismi
nalezenych v ovocnych S§tévach je predevSim nespravné myti ovoce, hlavné

kontaminovanou vodou. [3]

Modelovani ristu mikroorganismil 1ze obecné rozdélit na dva pfistupy, vyuzivajici metody
a modely matematické analyzy, zejména obycejnych diferencidlnich rovnic, a metody
stochastické, zaloZzené na analyze ¢asovych tad, specialné pomoci Gompertzova modelu.

[29]

Modelovani pomoci Gompertzova modelu je v ¢lanku [29] dobfe zpracovano. Je zde
modelovan rast bakterii Escherichia coli O157:H7, Salmonella Typhimurium, a Listeria
monocytogenes v Cerstvych ovocnych a zeleninovych stavach pomoci modifikovaného

Gompertzova modelu:
Y=No+C.exp(-exp(2,718.mue/C.(Lag-X)+1))

Y je logaritmus poc¢tu bunék (log CFU/ml), X je doba inkubace, No je pocatecni pocet bungk,
C je rozdil mezi pocatecnim a kone¢nym poctem bunck, mue je hodnota rychlosti riistu

a Lag odpovida délce lag faze pred ristem.

V experimentalni ¢asti pak naockovali 10 ml ovocnych a zeleninovych $tav z citronu,
grapefruitu, Cervené fepy, mrkve, kapusty, celeru, zeli a Cervené¢ho zeli 0,1 ml koktejlu
bakterialnich kultur (koneéna koncentrace 10%7 CFU/ml). Vzorky §tavy byly skladovany
pti teploté 10 °C po dobu 144 h a pocet bakterii byl stanoven po 0, 12, 24, 48, 72, 96, 120
a 144 h. Na zdkladé konfrontace experimentalné ziskanych dat s modifikovanym
Gompertzovym modelem byl stanoven koeficient determinace R* v rozmezi 0,82 — 0,99.
U citronové a grapefruitové §tavy nebylo mozné prediktivnim modelovanim ziskat zddné
parametry, protoze u Zadného patogenu nebyl pozorovan rust. L. monocytogenes a E. coli

O157:H7 nerostly v mrkvové §tave a kapustové Stave.
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CIiLE PRACE

Cilem praktické casti této prace byla mikrobiologickd analyza ovocnych S§tav (viSnové
a jable¢né) vyrobenych ve firmé¢ LINEA NIVNICE a.s. v pribéhu technologického
zpracovani vychoziho ovoce na vyslednou ovocnou $tdvu a koncentrat ovocné Stavy.
Pfitomné mikroorganismy byly nasledné stanoveny pomoci molekuldrné-biologickych

nastroju izolace DNA, piedevs§im sekvenace DNA.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Analyzované vzorky Stav
4.1.1 Vishova $tava
Byly odebrany 4 vzorky ze tii Sarzi. Prvni vzorek byl vzdy Cerstva vylisovana §t'ava piimo

z lisu. Druhy vzorek byl vzdy po pasteraci. Treti po filtraci a vy&efeni. Ctvrty vzorek byl jiz

koncentrat po odparce. Vzorky byly odebirany pfimo v priubéhu technologického procesu

a uchovavany v chladici mistnosti pfi teploté cca 5 °C.

Tabulka 1: Charakterizace analyzovanych vzorkl visiiovych stav

Popis vzorku Odbér Mikrobiologicka | Refraktometricka | Kyseliny
analyza susSina (Brix) (hm. %)

Sarze 1 18.7.2022 | 19.7.2022 14,92 1,57
SarZe 1 — koncentrat 18.7.2022 | 19.7.2022 66,2

Sarze 2 20.7.2022 | 28.7.2022 16,63 1,86
SarZe 2 — koncentrat 20.7.2022 | 28.7.2022 66,4

Sarze 3 21.7.2022 | 28.7.2022 16,84 1,85
SarZe 3 — koncentrat 21.7.2022 | 28.7.2022 66,2

4.1.2 Jable¢na §tava

Stejn¢ jako u visni byly odebrany 4 vzorky ze tii Sarzi. Prvni vzorek byl vzdy cerstva
vylisovana s§tava piimo z lisu. Druhy vzorek byl vzdy po pasteraci. Tieti po filtraci

a vycefeni. Ctvrty vzorek byl jiz koncentrat po odparce.

Tabulka 2: Charakterizace analyzovanych vzorkt jablecnych stav

Popis vzorku Odbér Mikrobiologicka | Refraktometricka | Kyseliny
analyza susina (Brix) (hm. %)

Sarze 1 7.10.2022 11.10. 2022 10,32 0,44

Sarze 1 —koncentrat | 7.10.2022 | 11.10. 2022 68,4

Sarze 2 8. 10.2022 14.10. 2022 10,29 0,44

Sarze 2 — koncentrat | 8.10.2022 | 14. 10. 2022 68,4

Sarze 3 10.10. 2022 | 14.10. 2022 10,76 0,38

SarZe 3 — koncentrat 10. 10. 2022 | 14.10. 2022 68,4
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4.2 Pomiicky, zarizeni, chemikalie

4.2.1 Pomiicky a zafizeni

Mikrobiologicka analyza:
Petriho misky, klicky, hokejky, kahan, zkumavky, pipety, béZné laboratorni sklo a plasty,

Biohazard box, termostat, vodni lazen

Izolace DNA a priprava na sekvenaci:

DNeasy PowerSoil Kit, DNeasy mericon Food Kit, pipety, zkumavky eppendorf 2 ml a 1,5
ml, mikrofiltr, injek¢ni stfikacka 20 ml, bézné laboratorni sklo a plasty, michadlo vortex,
centrifuga, termostat, mechanicka ttepacka, PCR cycler, pfistroj pro stanoveni koncentrace

DNA TECAN, zatizeni pro elektroforézu, UV transiluminator

4.2.2 Chemikalie

Mikrobiologicka analyza:
fyziologicky roztok, destilovand voda, ethanol, PCA agar, MRS agar, CHYGA agar,

Acetobacter agar, Endo agar

Izolace DNA a priprava na sekvenaci:
DNeasy PowerSoil Kit, DNeasy mericon Food Kit, chloroform, destilovana voda, ethanol,
primery pro PCR, Taq polymeraza pro PCR, mix nukleotidi pro PCR, gel pro elektroforézu,

fluorescenéni barvicka

4.3 Kaultivacni stanoveni mikroorganismii

Oc¢kovali jsme vzdy roztérem 100 pl nefedéné §tavy na Petriho misky, ve kterych byly
pfipraveny selektivné diagnostické pidy HIMEDIA: Plate count agar (PCA; pro zjisténi
po¢tu aerobnich a/nebo fakultativné anaerobnich mesofilnich mikroorganismu),
Lactobacillus MRS agar (pro zjiSténi pfitomnosti bakterii mlééného kvaseni),
Chloramphenicol yeast glucose agar (CHYGA; pro zjisténi kvasinek a plisni), Acetobacter

Agar (pro stanoveni octovych bakterii) a Endo Agar (pro stanoveni enterobakterii).

Kultivace enterobakterii probihala 24 — 48 hodin pii teploté¢ 37 °C, kvasinek a plisni pfi
23 °C po dobu 3 — 7 dnl a ostatnich indikatorovych skupin pfi teplot¢ 30 °C po dobu
24 — 72 hodin.
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Po ptislusné dobé byly misky vyjmuty z termostatu, spoc¢itany narostené kolonie a vyjadieny

jako CFU/ml.

4.4 1zolace DNA

4.4.1

DNeasy PowerSoil Kit

Odebrali jsme 2 ml vzorku a 15 minut centrifugovali na maximum otac¢ek 14500 za minutu.

Dale jsme pokracovali pouze se ziskanou peletkou podle navodu v kitu DNeasy PowerSoil.

l.

2.

10.

11.

Ptidali jsme 800 pl roztoku CD1 a zbézné zamichali pomoci vortexu.

Déle jsme michali na vortexu za maximalni rychlosti po dobu 10 minut

a poté centrifugovali na maximalni pocet otacek 14500 rpm po dobu 1 minuty

. Prevedli jsme supernatant do Cist¢é zkumavky. Pfidali jsme 200 pl roztoku CD2

a michali pomoci vortexu po dobu cca 5 sekund

Centrifugovali jsme 1 minutu pfi 14500 rpm a pak prevedli supernatant do Cisté

zkumavky
Pridali jsme 600 pl roztoku CD3 a michali pomoci vortexu 5 sekund.

Napipetovali jsme 650 ul do MB spin kolonky a centrifugovali jsme 1 minutu
pti 14000 RPM.

Filtrat jsme vylili a zopakovali bod 8, filtrat jsme opét vylili.

MB spin kolonku jsme piemistili do nové 2 ml zkumavky, pfidali 500 pl Solution
EA a centrifugovali 1 minutu pii 14000 rpm.

Filtrat jsme vylili, ptidali 500 pl Solution C5 a centrifugovali 1 minutu ptfi 14000
rpm. Opét jsme filtrat vylili a pfemistili MB spin kolonku do nové 2 ml zkumavky.

Centrifugovali 2 minuty pfi 14000 rpm, piemistili MB spin kolonku do nové 1,5 ml

elucni zkumavky a ptidali 50 pl Solution C6 do stfedu membrany.

Centrifugovali jsme 5 minut pti 14000 rpm. MB spin kolonky jsme vyjmuli a ziskali
vysledny elu¢ni roztok DNA.
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4.4.2 DNeasy mericon Food Kit

Pres filtr jsme prefiltrovali injek¢ni stiikackou 20 ml vzorku. Filtrovani nebylo vibec
jednoduché (filtr se zanasSel, pravdépodobné molekulami (poly)sacharidli). Museli jsme
vynalozit velkou silu, abychom vzorek pfes filtr protlacili. Dale jsme pokracovali pouze

s filtracnim kolaCem vcetné filtracniho papiru a filtrat jsme vylili.

1. Do zkumavky jsme pienesli filtraéni papir s filtracnim kolacem. Ptidali jsme 1ml
Food lysis buffer a 2,5 ul proteinkinasy K. Do smési jsme ptidali nékolik kuli¢ek
k lepSimu rozmélnéni smési. ZbéZn€ jsme smés promichali pomoci vortexu.
Déle jsme smés zahtivali pti 60 °C a protiepavali na shakeru po dobu 30 minut.

Poté jsme nechali vychladnout na pokojovou teplotu.
2. Smés jsme centrifugovali 5 minut pti 7000 rpm

3. Do Cdisté zkumavky jsme napipetovali 500 pl chloroformu a ptidali supernatant
z ptedchoziho kroku, promichali pomoci vortexu po dobu 15 sekund a centrifugovali

15 minut pii 14000 rpm.

4. Napipetovali jsme 350 ul PB pufru do ¢isté 2 ml zkumavky a ptidali 350 pl vrchni

vodné faze z kroku 3 a zb&zné€ promichali pomoci vortexu.

5. Napipetovali jsme roztok z bodu 4 do QIAquick spin kolonky umistnéné v 2 ml
sbérné zkumavce. Nasledné jsme centrifugovali po dobu 1 minuty pii 14000 rpm.
Filtrat jsme vylili. Znovu centrifugovali po dobu 1 min pti 14000 rpm a filtrat opét
vylili.

6. QIAquick spin kolonku jsme pfemistili do Cisté 2 ml zkumavky a napipetovali
100 pl EB pufru pfimo na membranu kolonky. Inkubovali jsme 1 minutu pfi
pokojové teploté a poté zcentrifugovali po dobu 1 minuty pfi 14000 rpm,
abychom ziskali vysledny elu¢ni roztok obsahujici DNA.

4.5 Polymerazova retézova reakce

Vyizolované vzorky DNA jsme amplifikovali pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR),
abychom ziskali dostatecné mnozstvi DNA pro sekvenaci. Nejprve jsme si pfipravili roztok
polymerazy, nukleotidi a vhodnych primerti pro bakterie i eukaryotické mikroorganismy
(houby)). Do kazdé eppendortkové mikrozkumavky jsme pipetovali 9,5 ul PCR vody,
12,5 pl MIX (polymeraza a nukleotidy), forward primer 1 pl, reverse primer pl a 1 pl vzorku

DNA. U DNA z visiiové §tavy jsme ziskali 5 vzorkd s bakteridlnimi primery
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(4 obsahovaly DNA, plus 1 slepy vzorek bez DNA) a 5 vzorkl s primery pro houby
(4 obsahujici DNA, plus 1 slepy vzorek). U DNA z jable¢né stavy jsme ziskali 3 vzorky
s bakterialnimi primery (2 obsahovaly DNA, plus 1 slepy vzorek bez DNA) a 3 vzorky
s primery pro houby (2 s pfitomnou DNA, plus 1 slepy vzorek).

Amplifikovali jsme tedy Ctyti vzorky DNA ziskané z viStiové §tavy a po cca tfech mésicich
dva vzorky DNA ziskané zjablecné Stéavy. Vyssi pocet vzorkil visSnové S§tavy je dan
pouzitim obou vysSe uvedenych kitli. Pro izolaci mikrobidlni DNA z jablecné stéavy byl

pouzit pouze "Food Kit".

Obrazek 17: UV detekce DNA po PCR, vlevo visnova §tava, vpravo jable¢na st'ava

4.6 Sekvenace DNA

Amplifikované vzorky byly poslany na sekvenaci NGS (Next generation sequencing).

Ptehled sekvenovanych vzorkt je v Tabulce 3.
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Tabulka 3: Prehled sekvenovanych vzorka

Cislo | Vzorek

vzorku Pouzita metoda izolace DNA | Mikroorganismy
1. Visnova §t'ava 18.7.2022 | PowerSoil Kit bakterie
2. Visiova §tava 20.7.2022 | PowerSoil Kit bakterie
3. Visnova §tava 18.7.2022 | Food Kit + filtrace bakterie
4. Visiiova §tava 20.7.2022 | Food Kit + filtrace bakterie
5. Jablkova §tava 7.10.2022 | Food Kit + filtrace bakterie
6. Jablkova §tava 8.10.2022 | Food Kit + filtrace bakterie
7. Visiiova §tava 18.7.2022 | PowerSoil Kit houby
8. Vistiova §tava 20.7.2022 | PowerSoil Kit houby
9. Visnova $t'ava 18.7.2022 | Food Kit + filtrace houby
10. | Visnova §tava 20.7.2022 | Food Kit + filtrace houby
11. | Jablkova §tava 7.10.2022 | Food Kit + filtrace houby
12. | Jablkova §tava 8.10.2022 | Food Kit + filtrace houby
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Konven¢ni mikrobiologicka analyza

5.1.1 Visiové §tavy

Z tabulek 4-6 je patrné, ze u vzorki, které nebyly naockovany ihned po odbéru (vzorky 2.
a 3. Sarze), doSlo k vyraznému narGstu mikroorganismili, pifestoze byly skladovany
pfi chladirenské teploté. Napt. kvasinky zastavuji svilj metabolizmus a rozmnozovani

pii teplotach pod 5°C.

Tabulka 4: Pocet mikroorganisma (CFU/ml) ve visiiové stave Sarze 1

Stava St. po pasteraci | St. po filtraci a vyCefeni | koncentrat
CPM 3,6.10° ND* 7,3.10? 3,9.10°
BMK ND ND ND ND
kvasinky, plisné | 2,9.10° ND 1,9.10° 1,7.10°
octové bakterie ND ND ND ND
enterobakterie 2,6.10* ND ND ND
sporulaty ND ND ND ND
* mikroorganismy nedetekovany
Tabulka 5: Pocet mikroorganisma (CFU/ml) ve visiiové §tave Sarze 2
Stéva St. po pasteraci | S§t. po filtraci a vyCefeni | koncentrat
CPM 1,7.10 ND* 7,5.10° 1,2.107
BMK ND ND ND ND
kvasinky, plisné | 1,1.10’ ND 3,8.10° 30
octové bakterie ND ND ND ND
enterobakterie 1,7.10* ND ND ND
sporulaty ND ND ND ND
* mikroorganismy nedetekovany
Tabulka 6: Pocet mikroorganismi (CFU/ml) ve visiiové §tave Sarze 3
Stava | St. po pasteraci | St. po filtraci a vyCetfeni | Koncentrat

CPM 2,1.107 ND* 7,5.10° 40
BMK ND ND ND ND
kvasinky, plisné | 1,5.10 2.10° 5,4.10° 10
octové bakterie ND ND ND ND
enterobakterie 4.4.10* ND ND ND
koliformni bakt. | 3.10° ND ND ND
sporulaty ND ND ND ND

* mikroorganismy nedetekovany
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Vyssi kontaminace visni oproti jablktim je dana charakterem plodu a zptisobem sbéru. Visné
maji mekei slupku nez jablka a jsou nachylnéjsi k mechanickému poskozeni. Sbér probiha
kartaCovymi sbéraci ze stromi bez selekce nahnilych nebo jinak defektnich plodt. Visné
jsou skladovény v chladici mistnosti. Jakmile je nasbirdno dostate¢né mnoZzstvi, jsou
transportovany do lisovny. Visné pochdzi z Jihoceského kraje, konkrétné z obce Lhenice
nedaleko Prachatic. Pievoz do lisovny v obci Nivnice ve Zlinském kraji trva asi 4 hodiny.
Ptejimka a ptiprava visni k lisovani zabere cca hodinu. Zpracovani celé piivezené varky trva
cca 4 hodiny. Po celou tuto dobu miiZze dochdzet k rozmnozovani mikroorganismi. Dalsi
faktor, ktery ma vliv na rozdilnou kontaminaci mikroorganismy visni a jablek je teplota.
Visné jsou zpracovavany v Cervenci, jablka v mésicich zafi-listopad. Za sezonu vylisuje

firma 300 tun visni.

5.1.2 Jablecné $tavy

V tabulkdch 7 az 9 jsou uvedeny vysledky mikrobiologické analyzy jablecnych Stav.
Z vysledk je patrné, ze jablecné $t'avy jsou vyrazné¢ mén¢ kontaminovany mikroorganismy
nez Stavy visnove.

Tabulka 7: Pocet mikroorganismti (CFU/ml) v jablecné §tave sarze 1

Stava | St. po pasteraci | St. po filtraci a vyCefeni | koncentrat
CPM 2,1.10° ND* 9,5.10* ND
BMK ND ND ND ND
kvasinky, plisné 1,1.10 ND 1,3.10° ND
octové bakterie ND ND ND ND
enterobakterie 6,7.10° ND ND ND
koliformni bakt. 8,1.10° ND ND ND
sporulaty ND ND ND ND

* mikroorganismy nedetekovany

Tabulka 8: Pocet mikroorganismi (CFU/ml) v jable¢né stave Sarze 2

Stava St. po pasteraci | §t. po filtraci a vyCefeni | koncentrat
CPM 2,8.10° ND* 1,4.10° 50
BMK ND ND ND ND
kvasinky, plisné 1,2.10° ND 1,3.10° 1,5.10°
octové bakterie ND ND ND ND
enterobakterie 3,7.10° ND ND ND
koliformni bakt. 1,8.10° ND ND ND
sporulaty ND ND ND ND

* mikroorganismy nedetekovany
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Tabulka 9: Pocet mikroorganismti (CFU/ml) v jablecné $tave Sarze 3

Stava | St. po pasteraci | St. po filtraci a vyCefeni | koncentrat
CPM 1,8.10° ND* 1,2.10° ND
BMK ND ND ND ND
kvasinky, plisné 9,1.10* ND 1,1.10° ND
octové bakterie ND ND ND ND
enterobakterie 1,2.10° ND ND ND
koliformni bakt. 70 ND ND ND
sporulaty ND ND ND ND

* mikroorganismy nedetekovany

Dlivodem mensi kontaminace jable¢nych $tav je jak charakter ovoce, tak proces sbéru.
Jablka disponuji tuhou slupkou, visné maji slupku i cely plod mékky, nachylny
k mechanickému poSkozeni 1 mikrobialnimu napadeni. Jablka jsou sbirany ze zemé&, pficemz
zde probiha jakasi prvni selekce plodl, dalsi selekce probiha pak na lisovné na pasovém
dopravniku pfed vstupem do lisu. TuZsi a celistvéjsi plody jablek také dovoluji myti a ¢iSténi
pfi transportu plavenim ze skladky do lisovny. Na druhou stranu dochazi do kontaktu
se zemi, coz je pravdépodobné zdrojem koliformnich bakterii, které u visni detekovany
nebyly, Jablka jsou sbirdna ru¢né, coz mize byt také zdrojem urcité kontaminace. Nez
se jablka dostanou do lisovny, ubéhne néjakéa doba. Firma disponuje siti vlastnich vykupnich
mist a také kupuje napt. celou produkci jinych vykupnich siti nebo sadi apod. Za sezénu

vylisuje az 10.000 tun jablek.

5.1.3 Srovnani naristu mikroorganismi u viSiiovych a jableénych §tav

Vistiova Stdva obsahovala az o tad vice mikroorganismi nez jablecnd. Je to dano
charakterem plodu a zplisobem sbéru. Duznina jablka je 1épe chranéna pfed mikrobidlnim
napadenim nez duznina vi$né. Visn¢ jsou sbirdny kartaovym sbérem bez selekce defektnich
plodl. U jablek probiha selekce pfi samotném sbéru, at’ uz pii sbéru ze stromu nebo jablek
padanych. Dalsi selekce probih4 na pasovém dopravniku na lisovné€. Vyznamné pro pocet
mikroorganismu je také myti jablek pfi procesu plaveni. U jable¢né stavy z lisu (tj. vzorek
1) u vSech tii Sarzi byla zjisténa mirnd kontaminace koliformnimi bakteriemi, které se tam
dostaly ziejmée pii kontaktu s ptidou. U visni byla pfitomnost koliformnich bakterii zjiSténa
jen v ptipadé jedné Sarze, ale zato ve vétSim mnozstvi (az o ad). Pfic¢inou této kontaminace
mohou byt $patné skladovaci podminky nebo pteprava. U visinové §t'avy z lisu (vzorek €. 1)
byl zaznamenén veliky rozdil v poctu kvasinek mezi jednotlivymi Sarzemi. Je to

pravdépodobné¢ dano rozdilnou prodlevou mezi odbérem vzorku a jeho ockovanim.
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U visnové Stavy prvni Sarze to byl jeden den, u zbylych tyden. Piestoze byly vzorky
skladovany v chladici mistnosti, bylo zaznamendno cca 40ti nasobné zvySeni poctu

mikroorganismi..

U pasterovanych $tav ve vSech SarZich jable¢nych i viSiiovych §t'av nebyly dle ocekavani
detekovany zddné mikroorganismy, s vyjimkou jablecné Stavy 3. Sarze,
coz se pravdépodobné stalo v disledku Spatného odbéru vzorku, anebo kontaminaci

pii o¢kovani a manipulaci se vzorkem v laboratofi.

U vzorkl $tav po filtraci a vycefovani doSlo ziejmé ke vzdusné kontaminaci kvasinkami
a naslednému pomnozeni. Visiiovd 1 jableCna S$téva zbavena vSech mikroorganismi
v ptedchozim technologickém kroku je vycetfovana po dobu cca 10 hodin ve vycetovacich
tancich. Toto neprobiha asepticky, navic je v lisovné ve vzduchu ptitomno velké mnozstvi
kvasinek. Pfi zpracovani vis$ni v 1ét€ je otevieno n¢kolikero dveti a vrat a zvysSena cirkulace
vzduchu snizuje mnozstvi kvasinek, v zimé pii zpracovani jablek je vSe uzavieno a mnozstvi
kvasinek ve vzduchu je vétsi. Pi1 vyCefovani muze dochéazet k vyznamné kvasinkové
kontaminaci, nicmén¢ po nasledném zahfevu a odpateni vody na odparce by mél vysledny

koncentrat bez mikroorganismil.

Ptitomnost mikroorganismi v koncentratu (4. vzorku) byla zjisténa u visnovych §tav vSech
Sarzi u visni a jablecné Stavy Sarze. Zde je mozné usuzovat na to, ze doslo ke kontaminaci
pfi odbéru vzorkil. Koncentrat je nasledné skladovan pfi teploté nizs$i nez 5 °C hlavné

z divodu stability barviv.

Pro detailni zjisténi konkrétnich druhi mikroorganismti jsme provedli sekvenaci DNA

z prvnich vzorkd.

5.2 Vyuziti molekularné-biologickych metod k detekci mikroorganizmi

v ovocnych §avach

5.2.1 Izolace DNA

Ukaézalo se, Ze izolovat DNA z ovocné §t'avy neni vitbec jednoduché. Prvni pokus s vyuzitim
DNeasy mericon Food Kitu se nezdatil viibec. Postupovali jsme pfesné¢ podle navodu

a u vSech 12 vzorkt visiové §t'avy jsme zjistili nedetekovatelnd mnozstvi DNA.
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Pii druhém pokusu jsme vysli z predpokladu, ze kamen trazu bude v ivodnim kroku
lytického rozruseni bunék. Ve §t'avé je hodné cukru a praveé sacharidy by mohly lyzi bun¢k
inhibovat. Pracovali jsme jiz jen se dvéma vzorky visnové Stavy ziskanymi piimo
po lisovani ve dnech 18. 7. 2023 a 20. 7. 2023. Vyhodnotili jsme, Ze ptipadné vyizolovana
DNA bude dostate¢né reprezentativnim vzorkem pro predstavu o vyskytu mikroorganismii
ve visnové §tave a neni potfeba provadét izolaci z visSiiovych §tav vSech 3 Sarzi. Vzorky
po pasteraci, filtraci a vzorek koncentratu jsme vzhledem k nizkému nebo zaddnému obsahu
mikroorganismt rovnéz vyloucili. Postup jsme mirné upravili. Vzorky jsme vyznamné
natfedili vodou, ktera ptitomné sacharidy rozpustila. Po nasledné centrifugaci jsme dale
pracovali s peletkou, kterd jiz sacharidy neobsahovala nebo jich obsahovala vyrazné méng¢.
Dalsi postup zustal stejny. Kazdopadné vysledkem bylo opét nedetekovatelné mnozstvi

DNA.

Dalsi pokus se nesl ve znameni upornéjsi snahy o mechanické rozbiti bunék — probehlo vice
tfepani, vice zahtivani. Pracovali jsme opét pouze se dvéma vzorky visnové §t'avy ziskanymi
piimo po lisovani ve dnech 18. 7. 2023 a 20. 7. 2023. Zkusili jsme pouzit dva razné kity —
DNeasy PowerSoil Pro Kit a DNeasy mericon Food Kit. Vzorek, na ktery jsme pouzili Food
Kit, jsme nejprve zfiltrovali pfes membranovy filtr, kvlili odstranéni sacharidi. Dale jsme
pracovali pouze s filtracnim kola¢em, ktery jsme ptenesli vcetné filtru do ependorfkové
mikrozkumavky a dale pokracovali podle navodu vyrobce kitu s upravenym prvnim krokem
lyze bunék — vice tfepani a vice zahtivani. Tteti pokus izolace DNA byl kone¢né€ uspésny.
V Tabulce 10 uvadim ziskané koncentrace DNA jednotlivych vzorkl. Koncentrace DNA
se zjistuje pii 260 nm a proteint pti 280 nm. Ratio pak vyjadiuje Cistotu DNA ve vzorku

pomérem koncentrace DNA ke koncentraci proteint.

Tabulka 10: Koncentrace DNA izolované z visiiové stavy

koncentrace
dsDNA 260 nm | 280 nm ng/ul Ratio Sample ID
Al 18.7. | 0,0008 | 0,0004 0,8 2 Visné Power Soil Kit
A220.7. | 0,0045 | 0,0026 4,5 1,73 | Visné Power Soil Kit
B118.7. | 0,0047 | 0,0026 4,7 1,81 | Visné filtr Food Kit
B2 20.7. 0,01 0,0088 10 1,14 | Visné filtr Food Kit

Stejny osvédceny postup jsme pouzili pii izolaci DNA z jable¢né §tavy o 3 mésice pozdé&ji.
Pouzili jsme pouze Food Kit kombinovany s filtraci, ktery se ndm u viSni osved¢il vice

nez PowerSoil Kit. DNA jsme izolovali zase ze dvou vzorkt jable¢né §tavy ziskanych piimo
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po lisovani ve dnech 7. 10. 2023 a 8. 10. 2023. V Tabulce 11 uvadim ziskané koncentrace
DNA jednotlivych vzorkda.

Tabulka 11: Koncentrace DNA izolované z jable¢né stavy

koncentrace
dsDNA 260 nm | 280 nm ng/ul Ratio Sample ID
Al7.10. | 0,0022 | 0,0009 2,2 2,44 | Jablka filtr Food Kit
A2 8.10. 0,001 | 0,0003 1 3,33 | Jablka filtr Food Kit

5.2.2 Vysledky sekvenace DNA visnové §t’avy - bakterie

Vétsina osekvenovanych bakterii spadala do kmene Proteobacteria (Tabulka 12).
Tento kmen je délen do péti tiidd Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gamaproteobacteria, Deltaproteobacteria a Epsilonproteobacteria. Ve visnoveé §tave byly
zastoupeny zejména bakterie tiidy Gamaproteobacteria, méné tiidy Alphaproteobacteria
(Tabulka 13). Dal§im vyznamné zastoupenym kmenem se jevi kmen Cyanobacteria.
Nicméné se nejednd o bakteridlni DNA, ale o chloroplastovou DNA, coz je uvedeno
v Tabulce 14 jako tad "Chloroplast”. Podle endosymbiotické teorie vznikly chloroplasty
pohlcenim sinice eukaryotni buiikou [30]. Chloroplastova DNA je prokaryotniho piivodu,
tudiz pouzité bakteridlni primery nasedly i na chloroplastovou DNA. NGS vyhodnotil
na vy$si taxonomické tirovni ptislusnou DNA jako Cyanobacteria, na Grovni fadu tuto DNA

oznacil jako "Chloroplast” a u nizsich taxonomickych urovni jako "Unknown".

Tabulka 12: Bakterie identifikované ve visiiové §t'avé — procentudlni zastoupeni kmenti

Kmen Vzo‘rek powersoil Vzo.rek powersoil \{zorek food Yzorek food

kit 18.7.2023 kit 20.7.2023  |kit 18.7.2023 | kit 20.7.2023
Actinobacteriota 0,08 0,14 0,1 0,08
Bacteroidota 0,13 0,05 0,09 0,02
Cyanobacteria 0,07 0,15 4,68 8,39
Firmicutes 0,08 0,3 0,18 0,02
Other 0,08 0,21 0,37 0,04
Planctomycetota 0,02 0,12 0,05 0,01
Proteobacteria 99,49 98.84 94,43 91,44

Synergistota 0,04 0,18 0,1 0
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Tabulka 13: Bakterie identifikované ve visiiové §tave€ — procentudlni zastoupeni tiid

T¥ida vzorek powersoil | vzorek powersoil \(zorek food | vzorek food
kit 18.7.2023 kit 20.7.2023 | kit 18.7.2023 | kit 20.7.2023
Actinobacteria 0,08 0,11 0,06 0,08
Alphaproteobacteria 0,21 0,06 4,26 11,4
Bacilli 0,04 0,3 0,17 0
Bacteroidia 0,13 0,05 0,09 0,02
Cyanobacteriia 0,07 0,15 4,68 8,39
Gammaproteobacteria 99,28 98,78 90,17 80,04
Other 0,14 0,36 0,47 0,07
Synergistia 0,04 0,18 0,1 0

Na taxonomické urovni fadu stoji za zminku fad Enterobacterales, ktery je zde zastoupen
dvémi &eledémi Enterobacteriaceae a Erwiniaceae (Tabulka 14 a 15). Rad "Chloroplast” je
zminén vyse, jedna se o chloroplastovou DNA sinic. Rad Rickettsiales a jemu odpovidajici
celed "Mitochondria” jsou obdobnym piipadem. Mitochondrie vznikly podle
endosymbiotické teorie pohlcenim rickettsie eukaryotni butikou [30]. Mitochondrialni DNA
je prokaryotniho plvodu, tudiz pouzité bakteridlni primery nasedly i na mitochondrialni
DNA. NGS vyhodnotil na vyssi taxonomické urovni piislusnou DNA jako Rickettsiales,
na urovni ¢eledi tuto DNA oznacil jako "Mitochondria" a u niz§ich taxonomickych urovni

jako "Unknown". Za zminku stoji také fad Pseudomonadales.
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Tabulka 14: Bakterie identifikované ve visnové staveé — procentualni zastoupeni rada

vzorek powersoil

vzorek powersoil

vzorek food

vzorek food

fad kit 18.7.2023 kit 20.7.2023 | kit 18.7.2023 | kit 20.7.2023
Acetobacterales 0,07 0 0,23 0,16
Bacillales 0,01 0 0 0,01
Bacteroidales 0,11 0 0,02 0,01
Burkholderiales 0,03 0,15 0,39 0,01
Enterobacterales 98,91 98,01 85,96 77,62
Flavobacteriales 0,02 0,02 0,03 0
Chloroplast 0,07 0,15 4,68 8,39
Lactobacillales 0 0,21 0,17 0
Other 0,19 0,41 0,45 0,12
Propionibacteriales 0,07 0,11 0,06 0,06
Pseudomonadales 0,34 0,58 3,76 2,39
Rhizobiales 0,07 0,03 0,17 0,02
Rickettsiales 0 0 3,35 11,06
Sphingobacteriales 0 0,03 0 0
Sphingomonadales 0,06 0 0,49 0,12
Synergistales 0,04 0,18 0,1 0
Unknown 0,01 0,11 0,1 0,03
Xanthomonadales 0 0 0,06 0
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Tabulka 15: Bakterie identifikované ve visnové staveé — procentualni zastoupeni celedi

teled VzoFek powersoil VzoFek powersoil Yzorek food \{zorek food
kit 18.7.2023 kit 20.7.2023 | kit 18.7.2023 | kit 20.7.2023

Acetobacteraceae 0,07 0 0,23 0,16
Bacillaceae 0,01 0 0 0
Beijerinckiaceae 0 0,03 0,17 0
Comamonadaceae 0,03 0,05 0,16 0

Enterobacteriaceae 31,67 33,54 69.42 3,55

Erwiniaceae 67,24 64,45 16,54 74,07
Flavobacteriaceae 0,01 0,02 0 0
Gallionellaceae 0 0,1 0,1 0
Lactobacillaceae 0 0,21 0,17 0
Mitochondria 0 0 3,35 11,06

Other 0,32 0,36 0,44 0,18

Propionibacteriaceae 0,07 0,11 0,06 0,06

Pseudomonadaceae 0,34 0,58 3,76 2,37
Rhizobiaceae 0,02 0 0 0

Sphingomonadaceae 0,06 0 0,49 0,12
Synergistaceae 0,04 0,18 0,1 0

Unknown 0,11 0,36 493 8,44
Weeksellaceae 0 0 0,03 0
Xanthomonadaceae 0 0 0,06 0

V Tabulce 16 je uveden piehled zjisténych rodi bakterii ve visiiové §tave. Rody Escherichia
a Shigella maji velmi podobny genom, ve vysledcich NGS nebyly tyto rody rozliSeny.
Pii mikrobiologickém rozboru nebyly na ENDO agaru Zadné koliformni bakterie
detekovany, takZe se bude pravdépodobné jednat o ptislusniky rodu Shigella. U visiiové
Stavy byly nejvice zastoupeny rody ze skupiny "Escherichia-Shigella" a rod Tatumella.
Ziejmé kvalitativné efektivnéjsi pro izolaci DNA se jevi Food Kit, pomoci kterého bylo
zachyceno Sir§i spektrum mikroorganisml. Vytéznost izolace byla také vyssi 4,7 ng/ul
u vzorku €. 3 a 10 ng/ul u vzorku €. 4 oproti 0,8 ng/ul u vzorku €. 1 a 4,5 ng/ul u vzorku
¢.2 (tab. 10 a 11). Z tohoto pohledu se jevi jako nejvice signifikantni vzorek €. 4. Je potieba
si uvédomit, ze velkou cast ziskané DNA u tohoto vzorku tvofi chloroplastova
a mitochondrialni DNA, a to az 20%. VytéZek bakteridlni DNA nebude tim padem 10 ng/ul,
ale spi§ 8 ng/pl. U tohoto vzorku ptevazuje vyrazné Tatumella nad "Escherichia-Shigella".
Za zminku stoji také ptitomné rody Erwinia a Pseudomonas. 1 tady se opét ukazuje vyssi

ucinnost Food Kitu oproti PowerSoil Kitu.
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Bakterie rodu Tatumella jsou gramnegativni, oxiddza negativni, fermentujici tycinky,

které rostou na MacConkey agaru. Rod Tatumella je oportunni patogen. [31]

Tabulka 16: Bakterie identifikované ve visiiové §t'avé — procentudlni zastoupeni rodt

rod VZO‘I‘Ck powersoil VZO‘I‘Gk powersoil \{zorek food \(zorek food
kit 18.7.2023 kit 20.7.2023 | kit 18.7.2023 | kit 20.7.2023
Acetobacter 0 0 0,19 0,09
Allorhizobium-
Neorhizobium-
Pararhizobium- 0,02 0 0 0
Rhizobium
Aminobacterium 0,02 0 0,1 0
Candidatus Nitrotoga 0 0,1 0 0
Cutibacterium 0,07 0,1 0,06 0,06
EBM-39 0 0,1 0 0
Erwinia 0 0 0,67 0,35
Escherichia-Shigella 31,66 33,53 69,39 3,55
Flavobacterium 0,01 0 0 0
Gallionella 0 0 0,1 0
Gluconobacter 0,07 0 0 0,06
Chryseobacterium 0,01 0 0,03 0
Lacticaseibacillus 0 0,21 0,17 0
Methylibium 0 0 0,16 0
Methylobacterium-
Me?;zylorubrum 0 0,03 0,17 0
Novosphingobium 0 0 0,06 0
Other 0,27 0,29 0,38 0,15
Pantoea 0,25 0 0 0,28
Pseudomonas 0,34 0,58 3,76 2,37
Sphingobium 0 0 0 0,1
Sphingomonas 0,06 0 0,43 0,02
Stenotrophomonas 0 0 0,06 0
Tatumella 66,98 64,42 15,87 73,41
Unknown 0,24 0,63 8,41 19,56
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Tabulka 17: Taxonomické zafazeni bakterii identifikovanych u visnové §t'avy

Kmen Trida Rad Celed’ Rod
Actinobacteriota Actinobacteria Propionibacteriales | Propionibacteriaceae Cutibacterium
Bacteroidales
Flavobacteriaceae Flavobacterium
Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales
Weeksellaceae Chryseobacterium
Sphingobacteriales
Bacillales Bacillaceae
Firmicutes Bacilli
Lactobacillales Lactobacillaceae Lacticaseibacillus
Planctomycetota
Acetobacterales Acetobacteraceae Acetobacter
Gluconobacter
Beijerinckiaceae
Rhizobiales Allorhl.'zobl:um-
Rhizobi Neorhizobium-
Proteobacteria | Alphaproteobacteria izobraceae Pararhizobium-
Rhizobium
Sphingomonadales | Sphingomonadaceae Sphingobium
PIHNE PIIE Sphingomonas
Novosphingobium
Methylobacterium-
Methylorubrum
Enterobacteriaceae | Escher.- Shigella
Enterobacterales Erwini
rwinia
Erwiniaceae Pantoea
Gammaproteobacteria Tatumella
Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas
Xanthomonadales | Xanthomonadaceae | Stenotrophomonas
Candidatus
. . Comamonadaceae Nitrotoga,
Betaproteobacteria Burkholderiales Gallionellaceae Gallionella
Methylibium
. . . . Aminobacterium
Synergistota Synergistia Synergistales Synergistaceae EBM-39

5.2.3 Vysledky sekvenace DNA visnové §t’avy - houby

V Tabulce 18 jsou uvedeny vysledky sekvenace s primery pro houby. Nejvétsi zastoupeni

maji dvé Celedé Saccharomycetaceae a Saccharomycodaceae. Spolu s Metschnikowiaceae

patii do fadu Saccharomycetales. Také do téchto taxont spadaji vSechny deklarované rody

uvedené v Tabulce 19

— rod Hanseniaspora,

Metschnikowia a Saccharomyces.
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V minimalnim mnozstvi byly detekovany také celedi Aureobasidiaceae a Glomerellaceae,
jejichz zastupci nebyli dale na taxonomické urovni rodu identifikovany a byly rodové
zatazeny jako "Other". Typickym zéastupcem Aureobasidiaceae je rod Aureobasidium,
konkrétné druh Aureobasidium pullulans se Casto vyskytuje u jablek [32]. Jedinym rodem

celedi Glomerellaceae je fytopatogenni rod Colletotrichum. Napt. druh Colletotrichum

acutatum se beézn¢ vyskytuje na ovoci [33].

Tabulka 18: Houby identifikované ve viSnové §taveé — procentudlni zastoupeni celedi

vzorek vzorek
Celed powersoil kit | powersoil kit \{zorek food \{zorek food
18.7.2023 20.7.2023 kit 18.7.2023 | kit 20.7.2023
Aureobasidiaceae 0 0,01 0,02 0,02
Glomerellaceae 0 0 0 0,02
Metschnikowiaceae 0,02 0 0 0,02
Saccharomycetaceae 95,41 92,12 97,58 89,8
Saccharomycodaceae 4,47 7,79 1,9 9,33
Other 0 0 0,01 0,01
Unknown 0,1 0,07 0,49 0,79

Tabulka 19: Houby identifikované ve visiiové staveé — procentudlni zastoupeni roda

rod Vzo'rek powersoil Vzo'rek powersoil \{zorek food | vzorek food kit
kit 18.7.2023 kit 20.7.2023 kit 18.7.2023 20.7.2023
Hanseniaspora 4,47 7,79 1,9 9,33
Metschnikowia 0,02 0 0 0,02
Saccharomyces 95,4 92,12 97,57 89,73
Other 0,01 0,01 0,04 0,12
Unknown 0,1 0,07 0,49 0,79

Tabulka 20: Taxonomické zatazeni bakterii identifikovanych u visiiové stavy

v

Rad

Celed

Rod

Dothideales

Aureobasidiaceae

Hypocreomycetidae incertae sedis

Glomerellaceae

Metschnikowiaceae

Metschnikowia

Saccharomycetales

Saccharomycetaceae

Saccharomyces

Saccharomycodaceae

Hanseniaspora
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5.2.4 Vysledky sekvenace DNA jable¢né §t'avy - bakterie

U jable¢né stavy byla zjisténa pestiejsi mikrobialni skladba nez u visiiové §t'avy. Na trovni
kmene byl oproti visiiové §t'ave detekovan navic kmen Firmicutes a to dosti vyrazng, 5,38%
u prvniho vzorku a 7,62% u druhého vzorku (Tabulka 21). Byl také zaznamendn vyssi podil
kment Actinobacteriota a Bacteroidota. Cyanobacteria opét reprezentuje chloroplastovou
DNA. Kmen Proteobacteria je opét zastoupen svymi dvéma tiidami Alphaproteobacteria

a Gammaproteobacteria. Procentualni zastoupeni jednotlivych tfid bakterii jsou uvedena

v Tabulce 22.

Tabulka 21: Bakterie identifikované v jable¢né §taveé — procentualni zastoupeni kment

kmen Vzorek 7.10.2023 [%] | Vzorek 8.10.2023 [%]
Actinobacteriota 0,02 0,26
Bacteroidota 0,94 0,37
Cyanobacteria 0,61 4,19
Firmicutes 5,38 7,62

Other 0,03 0,1

Planctomycetota 0 0,01
Proteobacteria 93,02 87,41
Synergistota 0 0,04

Tabulka 22: Bakterie identifikované v jable¢né §taveé — procentudlni zastoupeni tfid

ttida Vzorek 7.10.2023 [%] | Vzorek 8.10.2023 [%]
Actinobacteria 0,02 0,25
Alphaproteobacteria 16,32 27,51
Bacilli 5,37 7,51
Bacteroidia 0,94 0,37
Cyanobacteriia 0,61 4,19
Gammaproteobacteria 76,71 59,9
Other 0,04 0,24
Synergistia 0 0,04

Na taxonomické urovni fadu dominuje fad Enterobacterales s cca 50% u obou vzorkd, ktery
je zde zastoupen dvéma celedémi Enterobacteriaceae a Erwiniaceae (Tabulka 23 a 24).
Dal$imi vyznamné zastoupenymi fady byly Acetobacterales s celedi Acetobacteraceae,
Bacillales s celedi  Bacillaceae, = Burkholderiales s Celedémi  Alcaligenaceae,

Comamonadaceae a Oxalobacteraceae, Pseudomonadales s Celedi Pseudomonadaceae,
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Rhizobiales s ¢eledi Rhizobiaceae, Sphingomonadales a Xanthomonadales. Pozice tadu
"Chloroplast” je vysvétlena vyse, jedna se o chloroplastovou DNA. Rad Rickettsiales a jemu

odpovidajici ¢eled” "Mitochondria" jsou obdobnym piipadem jako tad "Chloroplast”.

Tabulka 23: Bakterie identifikované v jable¢né §taveé — procentualni zastoupeni fadi

rad Vzorek 7.10.2023 [%] | Vzorek 8.10.2023 [%]
Acetobacterales 9,85 10,36
Bacillales 5,14 7,22
Burkholderiales 2,14 0,56
Enterobacterales 50,28 52,07
Flavobacteriales 0,3 0,12
Chloroplast 0,61 4,19
Lactobacillales 0,15 0,2
Other 0,33 0,6
Propionibacteriales 0,02 0,12
Pseudomonadales 10,94 4,06
Rhizobiales 3,09 0,79
Rickettsiales 1,85 15,37
Sphingobacteriales 0,53 0,19
Sphingomonadales 1,46 0,91
Synergistales 0 0,04
Unknown 0,01 0
Xanthomonadales 13,31 3,19
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Tabulka 24: Bakterie identifikované v jable¢né §tavé — procentudlni zastoupeni celedi

celed Vzorek 7.10.2023 [%] | Vzorek 8.10.2023 [%]
Acetobacteraceae 9,85 10,36
Alcaligenaceae 0,94 0,18
Bacillaceae 5,11 7,22
Beijerinckiaceae 0,05 0,045
Comamonadaceae 0,56 0,18
Enterobacteriaceae 1,1 1,05
Erwiniaceae 34,36 44,58
Flavobacteriaceae 0,17 0,017
Gallionellaceae 0 0,01
Lactobacillaceae 0,15 0,16
Mitochondria 1,85 15,37
Morganellaceae 1,89 0,69
Other 0,56 0,61
Oxalobacteraceae 0,53 0,19
Pectobacteriaceae 1,06 0,36
Propionibacteriaceae 0,019 0,12
Pseudomonadaceae 10,83 4
Rhizobiaceae 3,02 0,74
Rhodanobacteraceae 0,91 0,46
Sphingobacteriaceae 0,53 0,19
Sphingomonadaceae 1,46 0,91
Synergistaceae 0 0,037
Unknown 0,66 4,75
Weeksellaceae 0,13 0,11
Xanthomonadaceae 12,41 2,73
Yersiniaceae 11,85 4,93

V Tabulce 25 je uvedeno procentudlni zastoupeni jednotlivych identifikovanych rodii
bakterii v jablecné S$tave. Za zminku stoji rody Tatumella, Pantoea, Pseudomonas,
Gluconobacter, Bacillus, Stenotrophomonas a Yersinia. Gluconobacter je bakterie octového
kvaSeni, identifikovany byly jest¢ dalSi bakterie octového kvaSeni, Acetobacter,
Gluconacetobacter a Komagataeibacter. U jable¢né $tavy bylo zjisténo vyrazn€ vyssi
procentualni zastoupeni octovych bakterii nez u §tavy visnové, a to cca stondsobné.
Nicméné vzhledem k celkovym poétim mikroorganismii (u vistiové $tavy fadové 107
a u jable¢né fadové 10°), je mozné usuzovat na to, Ze absolutni poéty octovych bakterii byly
obdobné u obou ovocnych stav. U visni byly z octovych bakterii identifikovany pouze rody

Acetobacter a Gluconobacter.
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Rody Tatumella a Pantoea jsou fylogeneticky velmi podobné. Dokonce z ovoce a pudy
ziskané druhy Pantoea citrea, Pantoea punctata a Pantoea terrea maji vyssi ptibuznost
k rodu Tatumella nez k rodu Pantoea, a to jednak fylogenetickou na zaklad¢ sekvenace

DNA, ale i fenotypovou. [34]

Velkou ptibuznost k rodu Pantoea vykazuje také rod Erwinia. V roce 1993 byly pfesunuty

do rodu Pantoea druhy Erwinia ananas a Erwinia stewartii. [34]
Tyto tti rody Erwinia, Pantoea a Tatumella jsou spole¢né zahrnuty do ¢eled¢ Erwiniaceae.

Relativné vyrazné byl také zastoupen rod Yersinia reprezentujici fadu patogennich druht.
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Tabulka 25: Bakterie identifikované v jable¢né §taveé — procentudlni zastoupeni roda

rod Vzorek 7.10.2023 [%] | Vzorek 8.10.2023 [%)]
Acetobacter 0,56 0,45
Achromobacter 0,24 0
Allorhizobium-Neorhizobium- 27 0.64
Pararhizobium-Rhizobium ’ ’
Aminobacterium 0 0,04
Bacillus 5,08 7,22
Caenimonas 0,13 0
Candidatus Nitrotoga 0 0,01
Cutibacterium 0,02 0,12
Duganella 0,32 0,05
Erwinia 2,67 1,63
Falsochrobactrum 0,14 0,02
Flavobacterium 0,17 0,02
Frateuria 0,7 0,33
Gibbsiella 2,25 0,07
Gluconacetobacter 0,22 0,08
Gluconobacter 8,62 8,98
Chryseobacterium 0,13 0,11
Incertae Sedis 1,89 0,69
Komagataeibacter 0,35 0,8
Lelliottia 0,6 0
Leuconostoc 0,05 0,13
Liquorilactobacillus 0,1 0,02
Lonsdalea 0,94 0,36
Luteibacter 0,21 0,14
Methylobacterium-
Mei;zylorubrum 0,03 0,03
Novosphingobium 0,56 0,08
Other 1,06 1,09
Pantoea 14,07 4,97
Pectobacterium 0,11 0
Pedobacter 0,41 0,1
Pseudomonas 10,83 4
Pseudoxanthomonas 0,98 0,1
Serratia 0 0,15
Sphingomonas 0,62 0,57
Stenotrophomonas 8,97 1,72
Tatumella 17,24 37,98
Unknown 5,36 21,63
Variovorax 0,29 0
Verticiella 0,71 0,16
Xanthomonas 0,81 0,57
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Yersinia

9,61

4,7

Zymomonas

0,28

0,26
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Tabulka 26: Taxonomické zatazeni bakterii identifikovanych u jable¢né stavy

Kmen Ttida Rad Celed Rod
Actinobacteriota Actinobacteria Propionibacteriales | Propionibacteriaceae Cutibacterium
Flavobacteriaceae Flavobacterium
Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales
Weeksellaceae Chryseobacterium
Sphingobacteriales Sphingobacteriaceae Pedobacter
Bacillales Bacillaceae Bacillus
Firmicutes Bacilli Lactobacillaceae Liguorilactobacillus
Lactobacillales
Leuconostoc
Planctomycetota
Acetobacter
Acetobacterales Acetobacteraceae Gluconobacter
Gluconacetobacter
Komagataeibacter
Beijerinckiaceae
Falsochrobactrum
Rhizobiales Allorhizobium-
. . . Neorhizobium-
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiaceae .
Pararhizobium-
Rhizobium
Sphingomonadales Sphingomonadaceae Sphingomonas
Novosphingobium
Zymomonas
Methylobacterium-
Methylorubrum
Enterobacteriaceae Gibbsiella Lelliottia
Erwinia
Erwiniaceae Pantoea
Tatumella
Enterobacterales
Morganellaceae
Gammaproteobacteri . Lonsdalea
Pectobacteriaceae
a Pectobacterium
Serratia
Yersiniaceae
Yersinia
Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas
Frateuria
Xanthomonadales Xanthomonadaceae

Xanthomonas
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Synergistota

Pseudoxanthomonas
Stenotrophomonas
Rhodanobacteraceae Luteibacter
Caenimonas
Comamonadaceae
Variovorax
Gallionellaceae Candidatus Nitrotoga
Betaproteobacteria Burkholderiales
Achromobacter
Alcaligenaceae
Verticiella
Oxalobacteraceae Duganella
Synergistia Synergistales Synergistaceae Aminobacterium

5.2.5 Vysledky sekvenace DNA jable¢né §t’avy - houby

Kvasinky a plisn€ byly u jablecné §tavy zastoupeny rody Saccharomyces, Hanseniaspora

a Metschnikowia. Marginaln¢ byly zastoupeny také rody Candida, Monilinia a Pichia.

Jednotlivé procentualni zastoupeni ¢eledi je uvedeno v Tabulce 27 a procentualni zastoupeni

roda v Tabulce 28.

Tabulka 27: Houby identifikované v jable¢né §t'aveé — procentualni zastoupeni ¢eledi

celed’ Vzorek 7.10.2023 [%] | Vzorek 8.10.2023 [%]
Aspergillaceae 0 0,04
Metschnikowiaceae 7,05 11,58
Pichiaceae 0 0,83
Rhynchogastremataceae 0 0,05
Saccharomycetaceae 75,08 17,61
Saccharomycetales fam Incertae sedis 0,06 0,68
Saccharomycodaceae 17,35 68,04
Sclerotiniaceae 0 0,18
Unknown 0,47 0,98
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Tabulka 28: Houby identifikované v jable¢né §t'aveé — procentualni zastoupeni rodi

rod Vzorek 7.10.2023 [%] | Vzorek 8.10.2023 [%]
Candida 0,06 0,68
Hanseniaspora 17,35 68,04
Metschnikowia 7,05 11,58
Monilinia 0 0,18
Pichia 0 0,83
Saccharomyces 75,05 17,61
Other 0,03 0,1
Unknown 0,47 0,98

Tabulka 29: Taxonomické zatazeni hub identifikovanych u jablecné stavy

Rad Celed Rod
Eurotiales Aspergillaceae
Tremellales Rhynchogastremataceae
Metschnikowiaceae Metschnikowia
Saccharomycetaceae Saccharomyces
Saccharomycetales Saccharomycodaceae Hanseniaspora
Pichiaceae Pichia
Saccharomycetales fam_Incertae_sedis Candida
Helotiales Sclerotiniaceae Monilinia

5.3 Diskuse

Vzorky visiiové §t'avy vykazuji z hlediska mikrobialni skladby mezi sebou vétsi podobnost
nez vzorky jable¢né §tavy. Visn¢, ze kterych se visiové stavy jednotlivych Sarzi lisovaly,
pochazely od jednoho dodavatele, pravdépodobné ze stejného sadu. Jednalo se o stejnou
odridu. Sbér probihal vzdy stejnym zplsobem. Naopak jablecné Stavy se
po mikrobiologické strance v ramci jednotlivych Sarzi liSily vyraznéji. Jablka pochazela
z raznych vykupen a z rtiznych lokalit. Zcela urcité se jednalo také o razné odridy jablek,
ptedevsim padanych. Nékdy spadla do travy, nékdy se uspinila od hliny, né¢kdy trdva mohla

byt posekana s poc¢inajicim rozkladem. Mikrobidlni skladba, kterou si s sebou jablka odvezla
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do lisovny, mohla byt hodné rizna. Tam samoziejmé dochazi k ¢isténi a myti pii plaveni
jablek ze skladky do lisovny, ale voda se vyménuje jednou za 8 hodin. Dalo by se tedy
predpokladat, ze se mezi sebou budou liSit jednak jednotlivé osmihodinové cykly, ale bude
1 rozdil mezi $tdvou na zacatku tohoto cyklu a na konci tohoto osmihodinového cyklu.
Jinak samoziejmé jablka jsou vice odolné viici mikrobidlnimu kazeni. Oproti viSnim maji
tuzsi slupku a vodni aktivita duziny je u visni vyssi. Jablka navic dozravaji v chladngjSich
meésicich nez visné.

Tepelné oSetfeni ovocnych $tav se ukazuje jako nejjistéjsi zptisob likvidace mikrobidlni
kontaminace ovocnych $tav, ale zpisobuje urcitou senzorickou degradaci §tavy. Existuji
1 netermdlni technologie, ale z nejriznéjSich divodi se pouzivaji minimalné. Hlavnim
divodem je vysoka pofizovaci cena, kterd prameni i z toho, Ze tyto technologie nejsou ptilis
roz$ifeny a maji tudiz vysoké fixni néklady pfti jejich vyrob&. MiiZe z tohoto vyplyvat i horsi
poskytovany servis. V neposledni fadé maji tyto technologie oproti klasickym pasteracnim
zafizenim nesrovnatelné¢ niz$i kapacitu. Muze nastat také problém s kompatibilitou,
napt. tetrapakovych linek. V Ceské republice vyuzivaji dva producenti paskalizaci.
KOFOQOLA a.s. takto oSetfuje Cerstvé vylisovanou ovocno-zeleninovou st'avu UGO. Beskyd

FryCovice a.s. oSetfuje pomoci této technologie cerstvé stavy REFIT.
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6 ZAVER

Tato bakalafska prace se zabyvala vyskytem mikroorganismii v ovocnych S$tavach
a termalnimi i netermalnimi metodami oSetfeni ovocnych §t'av a termalnimi i netermalnimi
metodami vyroby koncentrati ovocnych $téav. Zvlastni pozornost byla vénovana
nepatogennimu sporulujicimu rodu Alicyclobacillus, ktery zptasobuje kazeni ovocnych S§tav.
V praktické ¢asti byla provedena mikrobiologicka analyza tii Sarzi viSnové $tavy a tii Sarzi
jable¢né st'avy z produkce firmy LINEA NIVNICE a.s. V kazdé Sarzi se odebiraly Ctyti
vzorky. Surova §tava po lisu, Stdva po pasteraci, Stdva po vycefeni a filtraci a koncentrat
ovocné Stavy.

Z vysledkli mikrobiologické analyzy je patrné, Ze obéma zkoumanym ovocnym $tavam,
viSnové i jablecné, dominuji kvasinky. Prostfedi ovocnych $tav se svym nizkym pH
a dostatkem zkvasitelnych cukri pro kvasinky idealni prostfedi. Po tepelném oSetfeni
pasteraci nebyly detekovany zddné mikroorganismy. Vzhledem k tomu, Ze nasledujici
technologické kroky vycefovani a filtrovani neprobihaji asepticky, byla u obou $tav
po vycefeni a filtraci detekovana vyznamna kvasinkova kontaminace. Urcitd kvasinkova
kontaminace byla detekovana i u kone¢ného produktu koncentratu ovocné §t'avy. Nicméné
to pfipisuji na vrub Spatné provedenému odbéru vzorku. Na odparce dochazi k mnohem
intenzivnéj§imu tepelnému plsobeni nez u pasterace na zacatku procesu, a tudiz vysledny

koncentrat musi byt sterilni.

Nasledné byla provedena izolace DNA ve S§tavach pfitomnych mikroorganismi
a po nasledné amplifikaci polymerdzovou fetézovou reakci, byly vzorky DNA odeslany
na sekvenaci NGS, odkud jsme ziskali ptehled procentudlniho zastoupeni jednotlivych rodi
mikroorganisml ve viSiiové a jable¢né Stavé. Ve visiové §taveé bylo detekovano velké
mnozstvi bakterialnich i kvasinkovych rodt. Mezi nejvice procentudlné zastoupené patiily
bakterialni rody Tatumella, skupina rodi Escherichia-Shigella a Pseudomonas, a rody
kvasinek Hanseniaspora, Metschnikowia a Saccharomyces. V jable¢né staveé byla skladba
mikroorganismi jes$t¢ pestiejSi. Zde dominovaly predev§im bakteridlni rody Bacillus,
Gluconobacter, Pantoea, Tatumella a Yersinia, a stejn€ jako u visnové stavy rody kvasinek

Hanseniaspora, Metschnikowia a Saccharomyces.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CFU

HPP

PEF

HPH

FO

NGS

DNA

CHYGA

PCA

MRS

PCR

uv

Colony Forming Unit

High Pressure Processing (paskalizace)

Pulsed Electric Field (pulzni el. pole)

High Pressure Homogenization (vysokotlakd homogenizace)
Forwar Osmosis (dopfednad osmodza)

New Generation Sequencing (sekvencovani nové generace)
DeoxyriboNucleic Acid (deoxyribonukleova kyselina)
Chloramphenicol Yeast Glucose Agar

Plate Count Agar

De Man, Rogosa and Sharpe Agar

Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)

UltraViolet (ultrafialové)
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