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ABSTRAKT

Prace byla zaméfena na studium skladby mikroflory nebalené chlazené
dritbeze z obchodni sité. V literdrni reSersi je uveden ptehled souc¢asného stavu
problematiky se zaméfenim na metody sniZovdni poctu mikroorganizmi
na povrchu masa a driibeZe pouZivané u nds a ve svété. V experimentdlni Casti
byly izolovany bakteridlni kmeny zklZe chlazenych kufat, které byly
charakterizoviany pomoci mikrobiologickych, biochemickych a molekularné
biologickych metod. Déle byly testovdny antimikrobidlni tuc¢inky rGznych
organickych kyselin a monoacylglycerolli, znichZ byly né&které vytipovéany
pro aplikaci na kazi chlazené dribeze. Po aplikaci byl sledovan vliv na sniZeni
mikrobidlni kontaminace kufeci kuze. Zejména kyselina mlécnd, kterd je
pfirozenou sloZkou masa, se jevila jako velmi ucinnd pii potlaceni
mikroorganizmil poSkozujicich driibezi maso. Nejvyssiho efektu bylo dosaZzeno
pouzitim kombinace kyseliny mlé¢né se sorbanem draselnym. Aplikace této
smési neovlivituje vzhled, vini ani chut’ dritbeziho masa. Timto oSetfenim byla
zvySena bezpecnost a prodlouZena trvanlivost chlazeného dribeZiho masa
o nékolik dni, aniZ by byly ovlivnény organoleptické vlastnosti.

Kli¢ova slova: chlazend dribez, mikrofléra, kyselina mlé¢nd, sorban draselny

ABSTRACT

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

Keywords: chilled chicken, microflora, lactic acid, potassium sorbate
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1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V soucasné dob¢ je dribezi maso jednim z nejvyhleddvanéjSich zdroja
zivociSnych bilkovin v lidské stravé. DribeZi maso ve srovndni s masem
ostatnich jateCnych zvitat vykazuje niz8i energetickou hodnotu a vySsi obsah
hodnotnych, lehce stravitelnych bilkovin, které obsahuji vS§echny aminokyseliny
nepostradatelné v lidské vyzivé. Nespornou vyhodou je také snadna a rychla
kulindrni dprava bez vyssich finan¢nich ndkladl na vstupni surovinu.

Dribezi maso vSak byva také velmi Casto zdrojem infekénich onemocnéni,
zejména gastroenteritid typu salmonel6za ¢i1 kampylobakteriéza. Za rok 2007
bylo v Ceské republice hldseno 18 204 piipadi salmoneléz, které viak mohou
pochdzet i z jinych potravin, a 24 254 piipadl kampylobakteriéz [1], jejichz
zdrojem je témét vyhradné dribeZi maso. Zatimco infekce zptsobené bakterii
rodu Salmonella jsou na ustupu, byl zaznamendn narlstajici trend poctu
kampylobakteriéz, zifejm¢ i1 zdivodu zdokonaleni detekce a identifikace
bakterie rodu Campylobacter. Soucéasti povrchové mikroflory driibeziho masa
mohou byt také dalS$i nebezpeCné patogenni bakterie, napt. Listeria
monocytogenes, které mohou vyvolat zdvazna, az smrtelnd onemocnéni zejména
u t¢hotnych Zen nebo imunokompromitovanych osob.

Technologické zpracovani dritbeZe na jateCné upravend téla zahrnuje procesy,
které v sobé nesou riziko kontaminace patogennimi bakteriemi ze stfevniho
obsahu. V Ceské republice se pouZiva k chlazen{ kufat jiz vyhradné vzduch, co?
sniZuje riziko zkfiZzené kontaminace. OvSem po zdkazu pouzivani antibiotik jako
rustovych stimuldtord, jeZ soucasné¢ slouZzila jako prevence stfevnich patogenti
u kufat, se zvySuje riziko jejich vyskytu na kiizi zpracovavané dritbeze.

Ve Spojenych statech, Kanadé a Australii se bézné aplikuji dekontaminacni
techniky na povrch driibezitho masa. Nejbéznéji se pouZivaji kombinace metod
fyzikdlnich a chemickych. Pifi chemickém oSetfeni se nejCastéji pouzivaji
organické kyseliny a jejich soli. V Ceské republice se chemické postupy piilis
nevyuzivaji, prestoZe aktudlni legislativa [2] ddv4 prdvni zdklad pro moZnost
pouziti téchto metod.

Pouziti zejména kombinaci fyzikdlnich a chemickych zdsah@i, napf.
organickych kyselin ¢i dalSich ptirodnich antimikrobidlnich latek, vede
ke sniZeni mikrobidlni Cetnosti na povrchu masa. To v disledku sniZuje nejen
mnoZzstvi piitomnych patogennich mikroorganizmi a zvySuje bezpecnost
dribeziho masa, ale také zpomaluje rozvoj mikroorganizmii zpusobujicich
kazeni a tim prodluZuje trvanlivost.



1.1. DrubezZi maso

Podle vyhlasky Ministerstva zemé&d¢lstvi €. 326/2001 Sb. se driibeZim masem
rozumi vSechny poZivatelné €4sti tél pochdzejicich z domdcich druhil ptdkd,
patticich do rodua kur, krocan, perli¢ka, kachna a husa [3]. Pro lidskou vyZivu se
vyuzivé svalovina kosterni — pficné pruhovand, vetné klZze, ddle droby (srdce,
jatra, svalnaty zaludek, krk). Hlavnimi masitymi c¢astmi driibeZe jsou svaly
na hrudi a svaly stehna a lytka. KiiZze je poZivatelnd a ma vysokou schopnost
absorbovat vodu [4]. Kufecim masem se rozumi maso kura domaciho ve stari
nejvyse tif mésici. Zdkladnimi sloZkami driibeziho masa jsou voda (70 - 74 %),
bilkoviny (17 - 22 %) a lipidy (2 - 11 %), dale nebilkovinné dusikaté latky,
sacharidy a dal$i organické latky [4]. SloZeni se liSi v zdvislosti na tom, zda se
jednd o svalovinu prsni ¢i stehenni, s kizi ¢i bez kliZze. Z nutri¢niho hlediska
se jednd o maso velmi cenné, jelikoZ je zdrojem plnohodnotnych bilkovin,
vitamind (niacin, riboflavin, thiamin), nenasycenych mastnych Kkyselin
a mineralnich latek (K, P, Na) [5].

1.1.1. Zpracovani dritbeZe v Ceské republice a souvisejici legislativa

Systém zpracovani dribeze v CR je zaloZen na modernich technologiich
s minimdlnim  vyuZitim lidské prace. Zpracovatelské podniky jsou
modernizované tak, aby byly splnény vysoké poZadavky na hygienu vyroby
a bezpecnost vyrobkll. Ke zvysSeni bezpe€nosti potravin vydalo ES celou fadu
pravnich pfedpist. Jednd se zejména o natizeni Evropského parlamentu a Rady
(ES) ¢. 178/2002/ES [6], které mimo jiné uklddd provozovatelim
potravindiskych provozli zavést systém a postupy pro identifikaci vstupnich
surovin a doddvek vyrobkil. Také nové predpisy o hygiené potravin
tzv. ,hygienicky balicek®, kam patii nafizeni Evropského parlamentu a Rady
(ES) ¢. 852/2004/ES, 853/2004/ES a k ufedni kontrole potravin €. 854/2004/ES,
882/2004/ES [2; 7-9], stanovi specifickd pravidla organizace ttfednich kontrol,
upravuji i jejich financovéni, postupy a zdsady odpovédnosti provozovatell
potravinafskych podnikil za bezpecnost potravin v celém potravinovém fetézci.

Podrobné pozadavky na hygienu provozu, tepelny reZim surovin a podminky
zpracovani driibeZziho masa upravuje natizeni Evropského parlamentu a Rady
(ES) ¢. 853/2004. Po vykuchani musi byt porazené driibeZ o¢iSténa a co nejdiive
zchlazena na teplotu 4 °C. Provozovatelé musi zajistit fddnou prohlidku
porazenych kust v pribéhu post-mortem. B&hem bourdni, vykostovéni,
vyfrezavani, krajeni na platky nebo kostky, prvniho baleni a baleni musi byt
udrzovdna teplota masa nejvyse 4 °C, a to pomoci okolni teploty nejvyse 12 °C
nebo jinym systémem s rovnocennym tucinkem. Teplota 4 °C u masa a 3 °C
u drobit musi byt dodrZena béhem zpracovani, skladovéni i piepravy. Evropska
unie stanovuje mikrobiologickd kritéria pro potraviny v Natizeni Komise (ES)



2073/2005 v platném znéni Nafizeni Komise (ES) 1441/2007 [10; 11].
U driibeziho masa se sleduje pouze nepiitomnost bakterie Salmonella.

Dilezitym faktorem bezpeénosti vyroby je chlazeni - veskera produkce CR je
chlazena vzduchem v chladicich tunelech i1 pies to, Ze legislativa EU dosud
povoluje i chlazeni vodou. Chlazeni vzduchem je daleko progresivnéjsi zplisob
chlazeni a ptfedstavuje vySsi hygienicky standard vyroby a ve svém dusledku
1 vyS$i kvalitu dribeZiho masa a driibeZich masnych vyrobki.

V ramci legislativy Ceské republiky upravuje poZadavky na zdravotni
nezdvadnost potravin zdkon 110/1997 Sb., o potravinach a tabadkovych vyrobcich
a o zmén€¢ a doplnéni nékterych souvisejicich zdkond v platném znéni [12].
Podminky pouziti piidavnych latek pii oSetieni potravin uvddi VyhlaSka
4/2008 Sb., kterou se stanovi druhy a podminky pouziti ptidatnych latek a
extrak¢énich rozpoustédel pii vyrobé potravin [13].

JelikoZ byl v mnohych studiich prokdzdn vztah mezi pouZivdnim antibiotik
k podpofe rlstu hospoddiskych zvitat a zvySovanim antibiotické rezistence
u huménnich bakteridlnich izolatt, plati od 1. 1. 2006 v Evropské unii zdkaz
pouzivani antibiotik jako rstovych stimulatora [14].

1.1.2. Spotieba driibeziho masa v Ceské republice

Soucasnd spotieba driibeziho masa v CR (26,1 kg/obyvatele/rok 2005) je
nad hranici primérné spotfeby v EU (cca 23 kg/obyvatele/rok) a nepfedpoklada
se, ze by se méla v budoucnu vyrazné ménit [15]. Navic pravé v roce 2005
dosdhla spotteba dribeziho masa u nds maxima, a to retrospektivné za obdobi
1948 - 2006. Z grafu (Obr. 1) vyplyva, Ze jisty zlom nastal v roce 1997, kdy
hodnota spotieby driibeZiho masa ptevysila spotfebu hovéziho a tento trend
pokracuje do soucasnosti.
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Obr. 1. Spotieba vepiového, hovéziho a driibeZiho masa v CR v letech
1948 - 2006 (kg/obyvatel/rok). Jsou vyznacena minima a maxima
spotireby masa ve sledovaném casovém tiseku [16].



K rlstu spotteby driibeziho masa ptispiva piredevsim rozSifujici se nabidka
délené drubeZe, driibezich polotovarli a dritbeZich masnych vyrobkil. Dribezi
maso si ziskdva svou oblibu také pro relativné snadnou a rychlou kulindifskou
upravu a pro svou piiznivou cenu ve srovnani s ostatnimi druhy mas. Velkou
vyhodou driibeZiho masa je jeho nizka energetickd hodnota, a proto je driibezi
maso vhodnou potravinou pfi uplatiiovani zdsad raciondlni vyZivy.

1.1.3. Systém HACCP

HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Points) je védecky zaloZeny
organizovany systém, ktery identifikuje specifickd rizika a opatfeni pro jejich
kontrolu/fizeni tak, aby se zajistila bezpecnost/zdravotni nezdvadnost potravin.
HACCP je néstrojem k vyhodnoceni rizik a stanoveni kontrolnich systémi,
které se zaméfuji vice na prevenci neZ na testovdni konec¢ného produktu.
HACCP lze uplatnit v celém potravinovém fetézci od primdrni produkce
(prvovyroby) po koneCnou spotiebu. Jeho implementaci lze ovlivilovat
védeckym prokazovéanim rizik na lidské zdravi. ZvySovani bezpecnosti potravin
a realizace HACCP mohou rovnéZ poskytovat vyznamné vyhody. Aplikace
HACCP mize napiiklad pomoci pfi revizi provadéné kontrolnimi orgédny
a pti podpofe mezindrodnitho obchodu zvySenim dvéry ve zdravotni
nezdvadnost potravin. U¢elem HACCP je zaméfit se na sledovéni kritickych
kontrolnich bodii, méla by se aplikovat u kazdé specifické operace zvlast.
HACCP aplikace by se méla posuzovat a nezbytné zmény flexibiln¢ provadét
pfi kazdé zméné vyrobku, procesu nebo urcitého kroku [7]. Hlavnimi
kontrolnimi body pfi chovu a zpracovani driibeze jsou: vlastni chov na farmé,
pafeni a Skubdni pefi, kuchdni [17]. V USA jsou postupné do HACCP zavadény
cilené dekontaminace syrového masa zejména organickymi Kkyselinami
v koncentraci 1-3 %. Evropska unie zastdva nazor, Ze dodrZovani hygienickych
pravidel pii zpracoviani masa je dostateCné k udrZeni bezpecnosti potravin,
a neni proto nutné zavadét nové postupy [18].

1.2. Mikroflora kuze drubeze

KiZe chlazené dribeze md idedlni podminky pro rlst Sirokého spektra
mikroorganizmt psychrofilnich, mezofilnich i termofilnich. Mikrofléra chlazené
dribeze se nejCastéji skladd ze zdstupcii Celedi Enterobacteriaceae, dile rodl
Campylobacter, Arcobacter [19], Pseudomonas, Staphylococcus, Enterococcus,
Clostridium [20]. V literatufe byl nadriibezi ddle popsdn vyskyt téchto
bakteridlnich rodG - Acinetobacter, Moraxella, Psychrobacter, Aeromonas,
druhy  Shewanella putrefaciens, Brochothrix thermosphacta, Listeria
monocytogenes, bakterie z Celedi Micrococcaceae a bakterie mlééného kvaseni
rodit Carnobacterium, Lactobacillus, Leuconostoc a Weissella. NejCast&ji je
zaznamenavan vyskyt bakterii saprofytickych - gramnegativni oxiddza-pozitivni



tyCinky (Pseudomonas) a grampozitivni kataldza-pozitivni koky (Micrococcus).
Taktéz mohou byt pfitomny kvasinky (Cryptococcus, Candida, Rhodotorula,
Torulopsis) [21].

Mikrofléra driibeziho povrchu se sklddéd z kontaminace:

® primdrni - mikroorganizmy jsou pfitomny jiZ na zvifeti pfed jeho pordZkou

a pti vhodnych podminkdch se mohou nésledné v potraviné pomnoZit;

e sekunddrni - ke kontaminaci potraviny dochdzi az v priab&hu vlastniho

vyrobniho procesu, a to zejména z prostiedi, z rukou pracovnikili, ze stroji

a zarizeni [20].

S vyjimkou fermentace tepelné¢ neopracovanych a trvanlivych masnych
vyrobki, kde jsou aktivity vybranych mikroorganizmii nezbytné pro tadny
pribéh zrani, jsou bakterie v mase (v€etné povrchu masa) a masnych produktech
obecné nezadouci. Podle jejich schopnosti zkrétit trvanlivost masa nebo vyvolat
u Clovéka zdravotni poruchy, rozliSujeme dvé zdkladni skupiny nezddoucich
mikroorganizmi. Jednd se o mikroby vyvoldvajici kaZzeni masa a mikroby
patogenni.

1.2.1. Mikroorganizmy vyvolavajici kazeni masa

K autolyze se diive ¢i pozdé&ji po poraZeni zvifete ptipojuji rozkladné déje
katalyzované mikrobidlnimi enzymy kontaminujici mikrofléry. Soubor reakci
katalyzovanych exogennimi mikrobidlnimi enzymy oznacujeme jako proteolyzu
nebo také kaZeni ¢i hniti masa. Mikrobidlni kaZeni masa se uskuteCiuje
pfevazn¢ od povrchu dovnitf, pficemZ uchlazené dribeZe je navenek
manifestovdno zapafenim, osliznutim povrchu, tvorbou barevnych skvrn
(pigmentujici bakterie) a nepiijemnym zdpachem. Na zdpachu se podileji hlavné
kone¢né degradacni produkty bilkovin: amoniak, aminy, merkaptany, sirovodik
a dal8i. Povrchové osliznuti masa nastdvd masivnim pomnoZenim obecné
mikrofléry na jeho povrchu. Poéty bakterii mohou dosahovat denzity az 107 —
10 CFU/cm® [22]. Rychlost procesu kaZeni masa zdvisi na poétu a druhu
mikroorganizml piitomnych na mase, na jejich schopnosti ristu, dile pak
na podminkdch skladovani masa (teplota, sloZzeni atmosféry) a na vlastnostech
masa (hodnota pH, hodnota a,, — aktivita vody) [20].

Piivodci kazeni chlazené dribeZe uloZené v podminkdch normélni atmosféry
se skladaji pfedev§im z gramnegativnich psychrotrofnich bakterii roda
Pseudomonas, Aeromonas, Acinetobacter a Moraxella [20, 23]. Druhy rodu
Pseudomonas (P. fluorescens, P. putida, P. fragi) jsou hlavni pfi¢inou kaZeni
pfi teplotach - 2 az 5 °C. Pokud skladovaci teplota pfesdhne 5 °C, do kaZeni se
zapojuje vice rozmanitych bakteridlnich druht [20]. V piipadé€ potlaceni aerobni
mikroflory zplsobujici kaZeni masa se dominantni slozkou stdvaji bakterie
mlécného kvaseni [24].

Soucésti mikroflory jsou také kvasinky. Kvasinky rodu Saccharomyces se
sice na drubeZim mase vyskytuji, ale nejsou podstatnou mérou odpovédné



za kaZzeni. Permanentni soucasti povrchové mikrofléry drlbeze jsou
proteolytické a lipolytické kvasinky roda Candida [21], Yarrowia [20],
Rhodotorula, Cryptococcus, Cystofilobasidium a Debaryomyces [25].

1.2.2. Patogenni mikroorganizmy

Intenzivni pozornost je v potravinafstvi vénovdna mikroorganizmim, které
vyvolavaji alimentarni onemocnéni lidi. Zavazné riziko predstavuje vyskyt
potencidlné¢ patogennich mikroorganizmii v prostiedi a schopnost pieZivat
v nepiiznivych podminkich. Rada patogennich mikroorganizmii se vyskytuje
v zazivacim traktu zvifat i lidi. Vykaly jsou pak rozsifovany do prostiedi, vody,
prachu a na rostliny. Je zfejmé, Ze je obtiZzné zabranit proniknuti patogennich
mikroorganizmi do potravin. Nejcastéjs$i pifi€inou alimentdrniho onemocnéni
jsou drlibez, vejce, maso a masné vyrobky.

Patogennimi bakteriemi nej¢astéji se vyskytujicimi u dribeze jsou Salmonella
a Campylobacter jejuni, dale byly izolovany bakterie Listeria monocytogenes,
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, Escherichia coli [20].
Salmonely byvaji ptitomny jak ve stfevech drlibeze, tak i na kazi. Jejich pocty,
sérotypy 1 vyskyt se silné r0zni [26]. Ve Spojenych stitech onemocni
kazdoroéné vice neZ 1,4 milionu osob salmonelézou [27]. V Ceské republice
bylo vroce 2008 prokdzdno 11 009 ptipadii salmonelézy, pocet ndkaz vSak
v poslednich letech klesd [1]. V Portugalsku byla v roce 1999 zjisténa 60%
incidence bakterie Salmonella na vzorcich chlazené driubeze [28].

Escherichia coli je gramnegativni ty€inkovitd bakterie, kterd je taxonomicky
fazena do Celedi Enterobacteriaceae, stejné jako Salmonella. Rod Escherichia
ma jeSt¢ dalsi druhy - E. albertii, E. blattae, E. fergusonii, E. hermanii,
E. senegalensis a E. vulneris [29]. E. coli je béZnou soucdsti stfevni mikroflory
zdravych lidi. Je komenzdlem, ¢4stecn€ saprofytem a také symbiontem, nebot’
svym plusobenim jednak znemoZiuje prunik patogenli (napi. produkce
bakteriocinll), jednak je makroorganizmu prospésna i piimo — podili se na tvorbé
vitaminli, zejména vitaminu K. Na druhou stranu se jednd o podminéné
patogenni bakterii, kterd miiZze zplisobovat i zdvaznid onemocnéni. V zaZivacim
traktu se urCit€é kmeny FE. coli uplatiiuji jako patogeny pouze v piipadé
ptitomnosti specifické vybavy faktorii virulence, podle kterych se skupiny téchto
tzv. enteropatogennich kment oznacuji jako:

¢ enteropatogenni v uzsim slova smyslu (EPEC);
¢ enterotoxigenni (ETEC);

e enteroagregativni (EAEC);

e enteroinvazivni (EIEC).

Tyto kmeny vyvoldavaji nebezpetné novorozenecké prijmy, prajmy
u dospélych, hemoragickou kolitidu, nékdy se =zavaznou komplikaci —
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hemolyticko-uremickym syndromem (HUS). Zdrojem téchto vdZnych infekci je
nejcastéji nedostatecné tepelné¢ opracované hoveézi maso a nepasterizované
mléko infikované enterohemoragickym kmenem E. coli (EHEC) [30-32].
Verotoxigenni E. coli 0157 byla v Ceské republice prokdzédna napi.
v mechanicky oddéleném driibeZim mase [33]. Mimo stfevo je E. coli témct
vzdy patogenni [34]. Extraintestindlni infekce jsou zpusobeny tfemi odliSnymi
patotypy — uropatogennimi kmeny (UPEC), kmeny zpisobujicimi neonatdlni
meningitidu (MENEC) a kmeny zpusobujicimi septikémii u lidi 1 zvitat [35; 36].
Neékteré E. coli kolonizujici pta¢i gastrointestindlni trakt mohou u ptdki
zpusobovat zdvaznd onemocnéni (perikarditis, perihepatitis, salpingitis,
septikémie), kterd nejCastéji zacinaji infekci dychaciho tstroji po inhalaci
infikovaného prachu [37]. Nazyvaji se aviarni patogenni E. coli (APEC).
Staphylococcus aureus subsp. aureus (dale jen S. aureus) je grampozitivni
bakterie, kterd se vyskytuje vzevnim prostiedi jen v okoli c¢loveka
a teplokrevnych zvifat. Clovék je od narozeni kolonizovén stafylokoky, nejvice
na kiizi rukou, perinei, kStice a na sliznici dychaciho a zaZivaciho traktu. BéZné
se nachdzi v hornich cestdch dychacich u20 — 50 % zdravych lidi, aniz
zpusobuje onemocnéni [38]. Za urcitych okolnosti, zvlasté pii poskozeni kiize,
i jinak imunokompromitované osoby. S. aureus se tadi mezi biochemicky
nejaktivnéj$i bakteridlni druhy, s bohatou produkci nejen riznych hemolyzint,
enterotoxinit ¢i dalSich extraceluldrnich enzymit [38]. Z potravinaiského
hlediska je nejvyznamnéj$i produkce termostabilnich  enterotoxinl
pfi pomnoZeni toxigenniho kmene S. aureus v potravindch typu sekané,
bramborového salatu, krémovych zdkuskl ¢i zmrzliny [34]. Pfiznaky intoxikace,
hodin po poZiti kontaminované potraviny. Uzdraveni nastupuje i bez léCeni
do 24 hodin, jen vzéacné je fatdlni u nejmensich déti a velmi starych osob [38].

1.2.3. Problém antibiotické rezistence

Antibiotikum je substance biologického, semisyntetického nebo syntetického
plvodu, kterd vykazuje selektivni toxicitu proti bakteriim, a je tedy potencidlné
pouZzitelnd k 1é€bé infekci. Rezistence na antibiotika je schopnost bakteridlni
populace prezit ucinek inhibi¢ni koncentrace pfisluSného antimikrobniho
prepardtu. Rezistence miiZe v podstaté vzniknout dvéma zpiisoby — fenotypickou
adaptaci a genetickymi zménami [39]. Fenotypickd adaptace je ptizpiisobivost
bakterii na zménéné metabolické pochody. Jednd se o zmény castecné
a prechodné. Vznik takové rezistence je relativné nevyznamny. Genetickd
podstata byva vysvétlovdna bud’ modifikaci genu na chromozomu, nebo
pfevzetim genetického materidlu od rezistentnich bun€k. Geny rezistence
ziskdvaji bakterie vertikdlné¢ (pfenos z matefské buikky na dcefinou)
nebo horizontdln€ (od jinych bakteridlnich bunék v ekosystému). Pfenos genl

11



rezistence mezi bakteridlnimi buiikami se uskutectiuje plazmidy, bakteriofagy
nebo bakteridlnimi transpozony (nereplikovatelné Tn-elementy, které se
integruji do chromozomu nebo plazmidu). Transpozony jsou ziejmé
nejvyznamnéjsim faktorem S§ifeni rezistence k antibiotikim  [40]. Sifen{
rezistence se uskute¢iiuje zejména rezistentnimi pivodci zoondz (Salmonella
sp., E. coli O157, S. aureus, Yersinia enterocolitica, Campylobacter spp.),
piipadné rezistentnimi komenzalnimi kmeny (E. coli, Enterococcus spp.) [41].

Antibiotickd rezistence zvySuje vice neZ dvojndsobné morbiditu, podstatné
prodluzuje hospitalizaci a zplsobuje vyznamny vzestup ndkladll na zdravotni
péci. Vzrlstajicim problémem je rozSifovani antibiotické rezistence u driibeZich
patogennich kment, zvIist nebezpecné jsou multirezistentni kmeny. Byla
prokdzdna souvislost mezi pouZivanim antibiotik a vznikem rezistence nejen
u lidi, ale také u zvitat. Velky vyznam ma sledovdni vyskytu antibiotické
rezistence nejen u humdénnich izolatd, ale také u patogennich a komenzélnich
izolatd zvitfeciho plivodu jako pivodci infekei, zoondz a jako indikatorovych
mikroorganizmi (nepatogenni bakterie tvofici soucdst b&Zné mikroflory).
Sledovéni by se mélo zaméfovat na stafylokoky, enterokoky, kampylobaktery a
enterobakterie. V roce 2000 bylo v rdmci 27 000 klinickych izoldth nalezeno
40 % rezistentnich kmenta Salmonella, z toho bylo 18 % multirezistentnich [42].
Rezistence kampylobaktert je taktéZ na vzestupu, zvlast’ vici fluorochinolonlim
[43].

Fluorochinolony jsou klasifikovdny do ¢&tyf generaci: prvni generace
(napf. kyselina nalidixovd, kyselina oxolinovd, enoxacin), druhd generace (napf.
norfloxacin, ciprofloxacin, ofloxacin, pefloxacin), tfeti generace (napf.
levofloxacin, gatifloxacin, sparfloxacin), ¢tvrtd generace (napt. trovafloxacin,
moxifloxacin). Mechanizmus tGc¢inku fluorochinolonti je inhibice DNA gyrazy.
Maji Siroké antibakteridlni spektrum zahrnujici grampozitivni i gramnegativni
bakterie, avSak lékem prvni volby jsou pouze pro infekce vyvolané
salmonelami, shigelami, legionelami, kampylobaktery a Bartonella henselae.
Fluorochinolony jsou rezervni antibiotika a jejich nadmérnd a neindikovana
preskribce vede krychlému rozvoji rezistence. Rezistence k chinolonim je
vétSinou spojena s mutaci na chromozomu v oblasti QRDR (z angl. Quinolone
Resistance-Determining Region). Byly popsdny bodové mutace v genech gyrA,
gyrB (DNA gyraza) ¢i genech parC, parE (topoizomerdza 1V). Dale existuji
plazmidové kédované geny pro Qnr proteiny, které chrdni DNA gyrdzu pred
chinolony. V pftipadé€ plazmidové kodované rezistence vyvstiva nebezpeci
horizontdlniho pfenosu gnr gent [44].

Jako jedna zmdla enterobakterii neni E. coli primdrné rezistentni
k ampicilinu, piesto vSak pocet rezistentnich kmenl stoupd. LepSi je ucinnost
chranénych penicilin, fluorovanych chinoloni a ko-trimoxazolu, u mocovych
infekci se dobfe uplatni i chinolony a nitrofurantoin [34]. V roce 2000 byl
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v USA zjistén u 40 % kutecich produkti z obchodni sit¢ vyskyt kment E. coli
rezistentnich ke kyseling nalidixové [45]. V roce 2002 byla v CR mezi 128
kmeny E. coli izolovanymi z dribeZe nalezena ndsledujici procentudlni
antibioticka rezistence: 97 % (tetracyklin), 51 % (ampicilin), 31 % (piperacilin),
14 % (trimetoprim/sulfametoxazol), 10 % (ciprofloxacin), 10 % (ofloxacin),
vyskyt rezistence k dal§im testovanym antibiotikiim byly mensi nez 8 % nebo se
nevyskytovaly viibec [46].

Ackoli se z Obr. 2 muze zdat, Ze do roku 2003 mél vyskyt izolath E. coli
rezistentnich k fluorochinolonim u nékterych statii klesajici tendenci (Belgie,
Estonsko, Izrael, Recko), v soudasnosti to jiZz pravda nent, a ve viech uvedenych
statech se vyskyt zvySuje. Z idaji EARSS (European Antimicrobial Resistance
Surveillance System) za rok 2007 je mozZno ddle zjistit, Ze u nékterych stitl
dosahuje vyskyt rezistentnich kmenti dokonce 30 % (Bulharsko, Izrael, Malta,
Némecko, Portugalsko, Spanélsko) [47]. Pro Ceskou republiku plati pro rok
2007 tyto udaje: rezistence k fluorochinolonim (24,1 %), rezistence
k aminopenicilinim (55,8 %), rezistence a aminoglykosidim (7,2 %) [47].

mm

Obr. 2. Prehled izoldtii Escherichia coli rezistentnich k fluorochinoloniim
v letech 2000-2003 [48, upraveno]. V zdvorce je u kazZdého stdtu uveden
prumerny pocet sledovanych kmenii.
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Velkym problémem soucasnosti je také zvySeni vyskytu rezistentnich kment
S. aureus. Ackoli penicilin byl objeven podle uinku na S. aureus, je dnes
pies 90 % kmeni k penicilinu rezistentnich. VétSina kmeni je vSak stale citliva
k semisyntetickym peniciliniim (oxacilin, meticilin, cloxacilin). Jejich molekula
byla upravena tak, aby brénila piistupu stafylokokové f-laktamdzy naruSujici
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strukturu  klasickych  penicilind. AvSak zdhy po =zahdjeni terapie
polosyntetickymi peniciliny se vSak objevily kmeny k nim rezistentni — jsou
oznacoviany MRSA (z angl. Methicilin Resistant Staphylococcus aureus).
MRSA jsou od samého pocitku rezistentni vici vSem p-laktamlm, vcetné
cefalosporintl, karbapenemil a monobaktamii. Obvykle se stdvaji dédle rezistentni
vi¢i  makrolidim, aminoglykosidim, tetracyklinlm, chloramfenikolu,
rifampicinu a fluorochinolonim [34]. Vyskyt MRSA v nozokomidlnich
invazivnich infekcich je od roku 2000 sledovédn celoevropskym systémem
EARSS [49]. V zemich Evropy je frekvence vyskytu invazivnich kmenlit MRSA
velmi rozdilné. Jsou zemé s dlouhodobé nizkym vyskytem, ke kterym se kromé
vSech skandindvskych zemi tadi jeSt¢ Nizozemi a Estonsko. Naopak v zemich
jako Kypr, Malta, Portugalsko &i Recko tvoif kmeny MRSA zhruba polovinu
viech klinickych izolatd S. aureus. V Ceské republice vzrostl vyskyt izolatd
MRSA z 4,3 % v roce 2000 na 12,9 % v roce 2007 [47]. Pro potvrzeni, zda se
jednd o kmeny MRSA se provadi konfirmacni testy napt. PCR na detekci genu
mecA [50] nebo detekce PBP2a aglutinaci s monoklondlnimi protildtkami [51].

Nékteré kmeny mohou vykazovat CasteCnou rezistenci na vankomycin, tyto
jsou  oznaCovany jako  VISA  (Vankomycin Intermediate-resistant
Staphylococcus aureus). Tento typ rezistence ziskaly zfejmé od enterokoki.
V roce 2002 byly v USA izolovany kmeny MRSA, které byly soucasné vysoce
rezistentni k vankomycinu [52]. Jsou oznaCovédny jako VRSA (Vankomycin
Resistant  Staphylococcus aureus) — tyto polyrezistentni kmeny jsou
v soucasnosti nejveétsi hrozbou, v piipad€ jejich rozSiteni dosud neexistuje
ucinnd antibioticka terapie [34]. Podle EARSS byl vyskyt VRSA v letech 2000 -
2008 v zemich Evropy zaznamendn vyjimecné (Izrael 2005, Litva 2006,
Némecko 2004, Rakousko 2006 a 2008, Turecko 2004) [47]. Jednalo se pouze
o ojediné&lé piipady. U¢innd prevence vzniku a $ifeni MRSA vyZaduje omezen{
indikaci antibiotické 1€¢by na nezbytné situace a eliminaci naduZivani antibiotik
v 1é¢bé 1 profylaxi.

1.2.4. Bakteriociny

Bakteriociny jsou latky s antibakteridlnim ucinkem proteinové povahy.
Koliciny jsou toxické exoproteiny produkované bakteriemi Escherichia coli ¢i
pfibuznymi rody s d€inkem vici blizce ptibuznym kmenim [53]. V rdmci rodu
Escherichia byla kromé E. coli produkce kolicinli prokdzdna pouze u druhu
specifickymi receptory vnéj$i membrdny bunécné stény, které primarné slouzi
n¢jakému fyziologickému tcelu — nejcastéji transportu nezbytnych litek, napf.
vitaminu Bj,. Spolu s mikrociny, coZ jsou bakteriociny s velikosti do 10 kDa, je
zndmo vice nez 30 rGznych typl kolicind. Kolicinogenni kmeny tvofii
nezanedbatelnou soucdst ptirodnich izolatd E. colii Mezi vice nez 1000
humdnnimi izoldty byla nalezena 41,4% incidence kolicinogenie [55].
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Geny pro koliciny jsou vétSinou kédovany na tzv. Col-plazmidech, avSak
existuji 1 vyjimky — napt. chromozomadlné kédovany bakteriocin 28b [56], ktery
je vSak produkovan bakterii Serratia marcescens. Kolicinovy operon se sklada
obvykle ze tfi genl: gen pro kolicin, gen pro imunitni protein, gen pro lyticky
protein. Kolicinovy operon je fizen promotorem, ktery je SOS-inducibilni, napf.
UV-zatenim ¢1 mitomycinem C. Podle typu letdlniho ucinku kolicinové
molekuly rozliSujeme skupinu kolicint depolarizujicich plazmatickou
membrinu (koliciny A, B, El, Ia, Ib, K, N, S4, U, Y, 5, 10), koliciny s DNA
endonukledzovou aktivitou (E2, E7, E8, E9), koliciny blokujici proteosyntézu
(koliciny D, E3, E4, E5, E6) a koliciny inhibujici ¢i degradujici sténovy
peptidoglykan (kolicin M) [57].

Mikrociny jsou antibakteridlni peptidy, jejichz geny jsou neseny
na plazmidech [58] nebo chromozomdlné [59]. Jejich produkce je indukovana
za stresovych podminek, zejména pii nedostatku Zivin (uhlik, dusik, Zelezo,
fosfat). Rozd€luji se v zdvislosti na velikosti a na posttransla¢nich modifikacich
mikrocinového peptidu na dvé skupiny — nemodifikované (MccE492, MccL,
MccV, MccH47, Mcc24) a modifikované (MccB17, MccC7, Mccl25, MccD93)
mikrociny [60].

Dlouhd 1éta se jiz hledd nejvhodnéjsi vyuZziti pro fenomén kolicinogenie.
V rlizné mite jsou studovdny a aplikovany postupy pii studiu bunécné biologie
napt. protein-proteinovych interakci [61], vyuZiti v biotechnologii pro expresi
heterolognich proteinli [62], vyuZiti kolicinogennich kmenil jako probiotik [63]
¢i dokonce vyuZiti v boji proti rakovinnym buiikdm [64]. V neddvné dobé se
objevila priace [65], kterd davd nadé&ji pro vyuZiti kolicint pii ochrané potravin
vici patogenim. Patton v ni dokazuje signifikantni G¢inek kolicinu E1 vici
patogenni bakterii Listeria monocytogenes v potravinach urCenych k pfimé
spotfebé. Velmi ftidké jsou literdrni zdroje tykajici se sledovéani vyskytu
kolicinogenie u izolatl z potravin. Témet Zadnad literatura se nezabyva typizaci
kolicinli a mikrocini u produkcénich kment. Z tohoto hlediska by jisté¢ bylo
zajimavé zjistit, jak cCasty je vyskyt produkce a jakych typi kolicinl
¢i mikrocinil u kment E. coli izolovanych z chlazené driibeze. VéEtSina dostupné
literatury se zaobird huméannimi izolaty bud’ zdravych osob, nebo osob trpicich
gastrointestindlnimi poruchami. Gordon et al. [66] uvadi 38% vyskyt izolath
produkujicich asponi jeden kolicin ¢i mikrocin mezi 266 kmeny izolovanymi
vyskytu byly: mikrocin H47, mikrocin M, kolicin Ia, kolicin E1, mikrocin V,
kolicin M a kolicin E7. Dalsi sledované bakteriociny se vyskytovaly jiZ
v mnozstvi mensim nez 2 % [66].
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1.3. Identifikace bakterii

Taxonomii prokaryot Ize obecné definovat jako védecké studium
mikroorganizmi s koneénym cilem charakterizovat tyto mikroorganizmy a
zatadit je do taxonl. Hlavni funkci taxonomie je identifikovat a popisovat
zékladni taxonomické jednotky (druhy). Identifikace je proces prokazujici
piislusnost nového izolitu do jednoho z jiZ ustanovenych a pojmenovanych
taxond. Bakteridlni identifikace a veSkeré typizacni postupy (biochemické,
fyziologické, sérologické atd.) jsou ve skute€nosti taxonomickymi klasifikacemi
na urovni druhu ¢i poddruhu. Klasifika¢ni hlediska taxonomie slouZi k umisténi
mikroorganizmu do hierarchicky uspotddanych skupin tak, Ze novy izoldt mize
byt mnohem snadné&ji charakterizovdn porovndnim se zndmymi organizmy.
Sekvenéni analyza 16S rDNA je klicovd pro stanoveni fylogenetického
postaveni jakychkoli prokaryot. Hodnota podobnosti 97 % a vyssi pii sekvencni
analyze je uddvana jako hrani¢ni pro zdstupce stejného druhu. Stanoveni pouze
castecné sekvence je pouzitelné pro identifikaci mikroorganizmi nebo pro jejich
zatazeni do dobfe ustanovenych fylogenetickych skupin [29]. Tato analyza byla
s ispé€chem aplikovdna na identifikaci kmenl Escherichia coli ve vod¢ [67]
nebo pro presnou a rychlou identifikaci patogena Enterobacter sakazakii [68].

Rozvoj molekuldrné biologickych technik umoZnil vznik metod molekuldrni
typizace, které jsou zaloZeny na vlastnostech molekul produkovanych
bakteriemi a jsou proto univerzdlné aplikovatelné. Typizacni techniky mohou
byt na zékladé typu cilové makromolekuly rozdé€leny do tii skupin:

¢ metody zaloZené na studiu lipopolysacharidli a mastnych kyselin;

® metoda zaloZend na analyze sloZeni proteinit bunécné stény a vng&jsi

membrany pomoci SDS-PAGE, kterd je uziteCnd pro subtypizaci bakterii,
vétSinou gramnegativnich;

® metody zalozené na studiu nukleovych kyselin (DNA sekvencovani,

restrikéni analyza chromozomdlni DNA nebo plazmidd, ribotypizace,
pulzni gelové elektroforéza, polymerdzova fetézova reakce — PCR) [29].

1.4. Zpusoby snizovani kontaminace potravin

UdrZnost potravin a jejich bezpe¢nost se dd zajistit riznymi zptsoby. Bud’ se
zcela zamezi piistupu mikroorganizmi, nebo jsou mikroorganizmy z potraviny
cilen€ odstranovany ¢i usmrcovany. K témto ciliim lze vyuZit fadu klasickych ¢i
modernich metod. Zamezeni piistupu mikroorganizmii k potraviné¢ je mozno
krom¢ dodrzovani zdkladni hygieny ve vyrobnim procesu zabezpecit zejména
obalovou technikou, kterd se v poslednich letech neustidle zdokonaluje. Navic
pii baleni lze vyuzit modifikovanou atmosféru s upravenym obsahem plynu
(CO,) k zabezpefeni podminek nevhodnych pro rlst mikroorganizmu. Jiny
princip vyuZzivaji postupy oSetieni potravin zaloZené na fyzikalnich, chemickych
¢1 biologickych metodach. NejcCastéji se vSak vyuziva kombinaci téchto metod
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v rizném sledu béhem zpracovini potravinafskych surovin a vyroby potravin
[69].

Cely proces prichodu masa od piijmu az po vstup na trh Ize charakterizovat
jako snahu zamerzit pfistupu mikroorganizmi do potraviny, zpomalit jejich
mnoZeni, omezit jejich metabolizmus ¢i je vhodnym zdkrokem likvidovat.
Nikdy se nedosdhne sterilni potraviny, ale jen potraviny, kterd je vice ¢i méné
kontaminovand. DulezZité je ptfedev§Sim dosdhnout takového stavu, aby se
pii dané mikrobidlni Cetnosti, sloZeni mikrofléry, podminkédch a predpokladané
dobé skladovdani masa nemohla pifitomnd mikrofléra pomnoZit takovym
zptusobem, aby doSlo ke zkdze potraviny, zhorSeni jejich organoleptickych
vlastnosti ¢i poruSeni zdravotni nezdvadnosti. Potraviny nesméji obsahovat
mikroorganizmy nebo jejich toxiny ¢i metabolity v mnoZstvich, kterd
pfedstavuji nepftijatelné riziko pro lidské zdravi, a potravina nesmi byt uvedena
na trh, neni-li bezpecna [10].

Ackoli platnd legislativa Evropské unie dosud povoluje k oSetfeni masa pouze
pitnou vodu, soustavny narist poétu alimentdrnich chorob nejen v Ceské
republice, ale i celosvétové spolu s obchodnimi poZadavky na bezpecnost,
vysokou kvalitu a zejména prodlouzeni idrZnosti masa obraci v sou€asné dobé
pozornost k dekontamina¢nim systémim. Naproti tomu ve Spojenych statech a
Austrdlii je pouzivdni napt. roztokl organickych kyselin pii oSetfeni masa
povoleno jiz fadu let. Navic zdkaz pouZivani antibiotik jako ristovych
stimulatorti od ledna 2006 v Ceské republice [14] sniZil prevenci proti stfevnim
patogenim u brojlert a zvySil tak riziko kontaminace kufeciho povrchu
nebezpecnymi bakteriemi.

Pro omezeni po¢tu mikroorganizmi na povrchu jate¢nych kusl se pouZzivaji
fyzikélni a chemické metody nebo jejich kombinace. Pti dekontaminaci pomoci
fyzikdlnich metod se vyuZivd naptiklad pary, a to u hovéziho dobytka [70],
skotu a prasat [71], a také u driibeZe [72], ddle ionizujici zafeni [73], mikrovinné
a UV zéfeni, vysoky tlak [74], ultrazvuk nebo vysoceintenzivni pulzni elektrické
pole (Pulsed Electric Field - PEF) [75]. PEF znamend technologii vyuZivajici
elektrické pole o sile 10 - 50 kV/cm aplikované v pulsech trvajicich 1 - 30 ms,
mezi elektrodami obvykle vzdalenymi 3-5 mm. Celkovéd doba oSetfeni je kratsi
nez 1 s [76].

K chemické dekontaminaci se doposud pouZivaji zejména organické kyseliny
[18, 71], fosforecnan sodny (TSP), sloucCeniny chloru (ClO,, NaClO,) nebo
proteiny biologického plivodu s antimikrobidlnimi ucinky (nizin, lysozym,
subtilin) [77].

NejrozsitenéjSim konzervacnim zdkrokem je sniZeni pH povrchovych vrstev
masa postfikem organickymi kyselinami: mléénou [70; 71; 78], citronovou [79,
80], octovou [81], jantarovou a vinnou. Antimikrobidlni ucinky byly také
prokdzany u vyssich mastnych kyselin — napt. kyseliny olejové [82] ¢i kaprylové
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[83]. Utinek organickych kyselin s kratkym fetézcem je ovlivnén mnoha faktory
- délkou uhlikového fetézce, mirou disociace kyseliny a riiznou citlivosti
Kyselina, kterd sniZi pH potraviny, prodlouzi lag fazi citlivych bakterii
a nakonec zpuisobi jejich odumieni [17]. Optimdlni inhibi¢ni efekt maji
organické kyseliny pfi nizkych hodnotiach pH, které podporuji nedisociovany
stav molekuly. V tomto piipadé¢ molekula volné pronikd pies plazmatickou
membrinu a je schopna vstupu do buiiky. Nésledné v dusledku styku s vyssi
hodnotou pH uvniti buiiky molekula disociuje. Uvolnéné ionty H" bakterie
vytlacuje protonovou pumpou z cytosolu ven za spotieby energie, tim se jeji
energetické rezervy vycCerpdvaji a hyne. Inhibice bakteridlniho riistu zptisobena
uc¢inkem organickych kyselin je tudiz zplsobena potlaenim zdkladnich
metabolickych reakci, zatéZzi na intraceluldirni homeostizu pH a akumulaci
toxickych aniontii [84].

Na zdklad¢ fady experimentll se ukazuje, Ze je vhodné oSetfit povrch masa
kratce poté, kdy byl kontaminovén a pfislu$nd mikrofléra je dosud soustfedéna
na povrchu [85]. Vyhodou kyselych dekontaminacnich roztokl je prodlouZeny
antimikrobidlni ucinek, ktery zarucuje prodlouZeni udrZznosti masa [75].
PouZivané koncentrace organickych kyselin (1 - 3 %) jsou obecn¢ velmi G¢inné
vici patogennim bakteriim jako Campylobacter jejuni Ci Yersinia enterocolitica
a mirné ucinné proti salmoneldm. Listeria monocytogenes a patogenni kmeny
Escherichia coli jsou vuci kyselému oSetfeni relativné odolné [17]. Tyto
pouzivané koncentrace organickych kyselin nemaji zdsadni vliv na senzorické
vlastnosti masa [18]. Ihned po aplikaci mohou zptlisobit mirné zesvétlani barvy
masa, které se ovSem po néjakém Case vraci do normdlu [17].

1.4.1. Kyselina mlé¢na

Povrchové oSetfeni kyselinou mlé¢nou mé oproti jinym kyselindm tu vyhodu,
Ze tato kyselina je pfirozenou slozkou masa. Kyselina mlénad (samostatné,
¢i ve smési s jinymi organickymi kyselinami nebo dal§imi sloZkami) sniZzuje pH
a pusobi baktericidné. V kombinaci se sorbanem draselnym plsobi inhibicné
na riizné skupiny bakterii na povrchu driibeziho masa [86].

Kyselinu mlécnou je moZzné aplikovat na rtiznych mistech pordZeci linky.
Nanéseni kyseliny na povrch je moZzné n€kolika zptsoby:

e postitkem roztoku kyseliny mlééné o teploté blizké nebo vySSi nez je
teplota povrchu jate¢né opracovanych kusl (u driibeze napt. 40 az 50 °C);

e pridavkem kyseliny mlé¢né do posledni oplachovaci vody;

¢ namdacenim jateCnych tél driibeZze do roztoku kyseliny mlééné po dobu
15-60s [87].

Aplikace kyseliny mlécné na povrch masa vede ke snizeni pocatecniho
mnoZstvi mikroorganizmii a tim oddali ndstup logaritmické faze rlstu. Bylo
prokdzano, Ze 3% kyselina mlécnd o teploté 55 °C m4 vySsi baktericidni t¢inek

18



vi¢i  bakteriim zplsobujicim kaZeni (Pseudomonas fragi, Brochothrix
thermosphacta) na tu¢ném vepfovém mase neZ na libovém [88].

1.4.2. Kyselina sorbova a sorban draselny

Kyselina sorbova (2,4-hexadienovd) a jeji soli jsou chemické konzervacni
prostiedky (antimikrobidlni latky), které jsou schopny zpomalit nebo zabranit
ristu mikroorganizmil jako jsou kvasinky, bakterie, plisné¢ nebo houby [89].
Kyselina sorbové se fadi k nenasycenym mastnym kyselindm, je fyziologicky
inertni a rozklad4a se v lidském téle. Nema Zadny vliv na pach ¢i chut’ vyrobki,
k jejichZ konzervaci slouZi.

Pouziti kyseliny sorbové je omezeno z diivodu jeji nizké rozpustnosti
ve vodé€. Sorban draselny se pouziva v ptipadech, kdy je pozadovana vysoka
rozpustnost ve vodé€. Proto je sorban draselny hlavni formou pouZivanou
ve v&t§ind vyrobkd s vysokym obsahem vody. Uginkuje pii pH prostiedi
do hodnoty 6,5. S kyselej$im prostfedim (< 6,5) jeho Ucinnost stoupa a jeho
potiebné mnoZstvi klesd. Sorban draselny se povaZuje za netoxicky. Byl
prokdzan jeho antibakteridlni ucinek vic¢i mezofilnim a psychrotrofnim
bakteriim, bakteriim z Celedi Enterobacteriaceae, fakultativné anaerobnim
bakteriim a laktobaciliim [90].

1.4.3. Kyselina citronova

Kyselina citronovd je snadno rozpustnou trikarboxylovou hydroxykyselinou
[91]. Poprvé byla izolovadna roku 1784 ze §tdvy citronu, odtud jeji nazev. Je
jednim z kli€ovych bunéénych metabolitii v Krebsové cyklu. Hojné se vyskytuje
v ovoci, v malém mnoZstvi i v bramboréch, obili, ve stopach i v mléce a v mase.
Primyslové se vyrdbi ve velkych mnoZstvich nepravou fermentaci sacharidi,
nejcastéji pomoci plisné Aspergillus niger. Pouzivd se ji b&Zzné& jako piisady
do rtiznych konzervarenskych vyrobki, nealkoholickych ndpoji a jinych
potravin [91, 92].

Rio et al. [93] testovali mezi jinymi vliv 2% kyseliny citronové
na povrchovou mikrofléru chlazené driibeze, pro piipad legalizace pouZziti
dekontaminacnich roztoki v Evropé. V dal$i studii sice prokdzali ucinek
kyseliny citronové (0,27%) na grampozitivni patogenni bakterie (Listeria,
Brochothrix), avSak zvlast¢ v kombinaci s 0,58% fosfore€nanem sodnym se
muze vytvorit prostfedi, kde se gramnegativni patogeny (napt. Salmonella)
pomnoZzuji rychleji [94].

1.4.4. Mastné kyseliny a monoacylglyceroly

Mastné kyseliny se rozdéluji na nasycené (kyselina mdselnd, kapronovd,
kaprylova, kaprinovd, laurov4, myristovd atd.) a nenasycené (kyselina olejova,
linolov4, linolenov4, arachidonov4 atd.) mastné kyseliny. Kyselina kaprylova je
osmiuhlikatd mastnd kyselina, kterd se pfirozené¢ vyskytuje v kozim, kravském
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a matefském mléce a dédle v kokosovém ¢i palmovém oleji. Spolu s kyselinou
kaprinovou se nachdzi ve vysokém mnoZstvi v tuku mléka kralik (az 50 %
vSech mastnych kyselin) [95]. Kyselina undekanovd (C,;,) je obsaZena
v n¢kterych rostlindch (Thymus, Rheum) [96] a kyselina undecenova (Cy.;) se
v ptirodé€ vyskytuje velmi ziidka (napt. Ricinus communis) [97].

Monoacylglyceroly (MAG) jsou parcidlni estery trojsytného alkoholu
glycerolu s vy$§imi mastnymi kyselinami. Jejich molekula md amfifilni povahu
a proto se MAG velmi c¢asto pouZivaji jako neionogenni surfaktanty
a emulgdtory nejen v potravindistvi. Mastné kyseliny a jejich derivity jsou
dobfe Ucinné vici grampozitivnim bakteriim, kvasinkdm a plisnim, ale mén¢
vi¢i gramnegativnim bakteriim [98]. Kyselina undecenovd md zejména
antifungdlni UCinky, pouzivd se napt. jako antimykotikum Mykoseptin proti
plisnovym onemocnénim kiiZze [99]. Je zajimavé, Ze mastné kyseliny jsou i¢inné
i proti virim, které bunéénou membranu nemaji, a zptisob ucinku tak neni zcela
jasny [100].

Vztah mezi strukturou a funkci pro nasycené a nenasycené estery je v souladu
s ucinnosti odpovidajicich mastnych kyselin. To znamend, Ze kyselina laurova
tvofi nejucinngjsi nasycené a kyselina palmitolejovd nenasycené derivity. To
plati pouze v piipad€, pokud nejsou neutralizovany riznymi polymery, napf.
Skrobem C¢i proteiny [98]. Vysledky publikované Razickou [101] potvrzuji, Ze
monoacylglyceroly kyseliny kaprinové a laurové jsou ucinnéjSi proti
grampozitivnim bakteriim nez vic¢i gramnegativnim. Monokaprinoyl glycerol
(MAG C,g0) vykazoval minimdlni inhibi¢ni koncentraci (MIC) niZ$i neZz
250 mg/1 vici Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus a Enterococcus faecalis.
MIC u monolauroyl glycerolu (MAG Cj;,) byla u stejnych kultur jeSté nizsi.
Testované vldknité plisné a kvasinky lépe inhiboval MAG C,y, pii MIC
cca 200 mg/l. Inhibi¢ni ucinky kyseliny kaprylové byly také pozoroviny
u patogennich kment Streptococcus sp. €1 Staphylococcus aureus subsp. aureus
v mléce [102]. Pfi studiu antibakteridlniho dcinku kyselin se sudym poctem
uhlikll (Cs-Cig) vic¢i meticilin-rezistentnim kmenim S. aureus (MRSA) byly
zjiStény nejniz8i hodnoty MIC u kyseliny laurové a kaprinové [103]. Tyto dvé
kyseliny prokazovaly taktéZ nejlepSi antimikrobidlni tuc¢inky viaci kvasince
Candida albicans [104] i dalsim kvasinkovym rodim [105]. Naproti tomu
ucinek vuc¢i gramnegativnim patogentim (Salmonella, Escherichia coli) nebyl
prokdzan, jisty vliv byl pozorovan na pivodce zaludecnich viedi Helicobacter
pylori [106] nebo vuc¢i sbirkovym kmenim E. coli [107]. Petschow [108]
zkoumal ucinky MAG kyselin kaprinové a laurové vici bakterii Helicobacter
pylori a zjistil, Ze antibakteridlni aktivita MAG kyseliny dodecenové byla
nékolikandsobné nizsi, neZ pfi aplikaci nasycené formy MAG kyseliny laurové.
Je tedy zieymé, ze vyskyt nenasycené vazby v uhlikatém fetézci zbytku mastné
kyseliny hraje pti antimikrobidlni aktivité svou roli.
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Presny mechanizmus plsobeni amfifilnich ldtek na mikroorganizmy neni
zndm. Plazmatické membrdny jsou povazovdny za primdrni cil ataku
antimikrobidlnich latek. Bylo navrZzeno né¢kolik hypotéz [83], z nichZ jedna
popisuje monoacylglyceroly jako neionogenni povrchové aktivni latky, které
pronikaji a vClenuji se do bakteridlni plazmatické membréany, ¢imZ narusuji jeji
permeabilitu a tedy transport Zivin. JiZz mikromoldrni koncentrace mohou
ovlivnit aktivitu dilezitych enzymi v bunééné membrané [102]. Jind hypotéza
fikd, Ze mastné kyseliny s kratkym a stfednim ftetézcem difunduji ve svém
nedisociovaném stavu do bakteridlnich bunék, uvnitf disociuji a zplsobi tak
zvySeni kyselosti. Snizené pH inaktivuje intraceluldrni enzymy a inhibuje
transport aminokyselin, nehledé¢ na nutnost vytlaCovat vodikové ionty
z cytosolu.

1.4.5. Kombinace chemickych aditiv

Je velmi vhodné vySe jmenované metody oSetfeni masa kombinovat
a sledovat jejich synergicky efekt. NejcastéjSim d€innym zdkrokem je oSetfeni
masa pdarou ¢i horkou vodou ve vzdjemné posloupné kombinaci [109]
¢i v kombinaci s kyselinou mléénou na dribezi kazi [110] nebo na vepiovém
mase [71]. U&inky rtznych kombinaci chemickych konzervanti véetnd
organickych kyselin s enterocinem AS-48 na bakterii Listeria monocytogenes
byly velmi pozitivni [111]. Velmi d¢inné bylo oSetfeni mechanicky oddéleného
dribeziho masa kombinaci vysokého tlaku a bakteriocinu nizinu, avSak
pii kombinaci s lysozymem nebyl prokdzan synergisticky efekt [112]. Jiz diive
byl experimentalné ovefen zvySeny ucinek lysozymu a nizinu v kombinaci
s TSP oSetfenim kuteci kliZe na uméle zaoCkované patogenni bakterie [113].

Corry et al. [75] doporucuje vénovat pozornost kombinaci kyselych nebo TSP
oplachti sprejii s oSetfenim driibeZiho masa ultrazvukem. Okyseleny chlorid
sodny (ASC) kyselinou citronovou byl spolu s oSetfenim horkou vodou
vyhodnocen jako nejlepSi a nejekonomictéj$i zdkrok pro dekontaminaci
dribeziho povrchu [114]. Synergicky efekt antibakteridlniho ucinku vici
Salmonella Typhimurium nebyl prokdzdn pii kombinaci riznych organickych
kyselin s aromatickymi slou¢eninami [115]. Kombinace 2% kyseliny mlécné
s 0,2% sorbanem draselnym zplsobila statisticky vyznamny ubytek vSech
aerobnich mikroorganizmii a kvasinky Yarrowia lipolytica uméle inokulované
na povrchu driibeze [116]. V soucasné dob¢ jsou atraktivni nové tzv. non-
thermal konzervacni technologie, zejména jejich kombinace se zndmymi,
prakticky oveéfenymi zdkroky [74].
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2.CIL PRACE

Zikladnim cilem price bylo studium mikroflory kufeci kiize a ddle testovani
moznosti sniZeni kontaminace dribeZiho povrchu. Pro dosaZeni tohoto
zékladniho cile byly stanoveny nésledujici ukoly:

» popsat mikrofléru ktze cerstvych chlazenych kufat, zaméfit se na rtizné
skupiny mikroorganizmil, sledovat rozdily v priabé&hu roku;

» vytvofit sbirku bakteridlnich kmenii izolovanych z klize chlazené driibeZze;

» izolované kmeny identifikovat a typizovat dostupnymi metodami
mikroskopickymi, biochemickymi a molekuldrné biologickymi;

» sledovat stav mikrobidlni kontaminace chlazenych kufat v pribéhu
zpracovani na vyrobni lince;

» otestovat ucinek dostupnych a potravindisky vhodnych chemickych
konzervaénich latek na vybrané mikroorganizmy a vybrané latky aplikovat
na mikrofléru kureci klize:

v" kyselina kaprylov4,

kyselina olejova,

kyselina citronova,

kyselina mlécna,

kyselina octova,

kyselina sorbovd a sorban draselny,

kombinace — sorban draselny a kyselina mlé¢n4,

NN NN N NN

kombinace — sorban draselny a kyselina mlé¢n4 a lysozym,

v monoacylglyceroly kyseliny undekanové a undecenové;

» provést senzorickou analyzu vybranych osetienych vzorkti a vyhodnotit
vhodnost a moZnost pouZiti;

» navrhnout moznost aplikace dekontamina¢niho roztoku pfi technologickém
postupu vyroby chlazené driibeZe.
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3.MATERIAL A METODY

3.1. Mikrobiologicka analyza
3.1.1. Priiprava vzorku

Cela chlazena kurata byla zakoupena v podnikové prodejné (Raciola Jehlicka,
s r.0., Uhersky Brod, Ceska republika) v obdobi leden 2006 — duben 2008.
V prodejné se proddvaji kurata chlazend nebalend, zpravidla do 12 hodin
od porédzky. Pii piepravé je zabezpeceno dodrzovani chladiciho fetézce do 4 °C.
Vzorkovéani kufeci kiize bylo provddéno metodou vyplachu. Asepticky bylo
navazeno 10 g kaze do 100 ml sterilniho fyziologického roztoku, ktery byl
nasledn¢ 15 minut protfepdvan na tiepacCce. Ziskand suspenze byla podrobena
mikrobidlnimu rozboru.

3.1.2. Mikrobialni rozbor

Suspenze ziskand vyplachem kuteci kliZe byla v desitkovém fedéni vysévéana
na razné typy Zivnych pud (vyjma jinak oznacenych vSe Himedia, Indie), jejichZ
nazvy jsou uvedeny zkratkami, které jsou rozepsany v Seznamu zkratek.
Sledované parametry byly: celkové pocty mezofilnich mikroorganizmti (MPA,
37 °C/24 h), psychrotrofnich mikroorganizmti (10 °C/7 dni), koliformnich
bakterii (Endo agar, VRBA, 37 °C/24 h), Salmonella sp. (XLD, 37 °C/24 h),
stafylokokli (MSA, 37 °C/24 h), bakterii mlé¢ného kvaseni (MRS, 30 °C/48 h;
M17 (Oxoid, Velkd Britanie), 37 °C/48 h), kvasinek a plisni (YGA,
20 °C/5 dni).

Bakterie E. coli byly u vybranych vzorku cilen¢ selektovany na Endo agaru.
Izolovany byly lakt6za pozitivni kolonie, vétSinou skovovym leskem.
Mikroskopicky byly potvrzeny gramnegativni nesporulujici tyCinky. Celkem
bylo timto zpiisobem izolovdno dal$ich 44 kmenii. VSechny byly gramnegativni
fermentujici kataldza-pozitivni (KAT+) oxidaza-negativni (OXI-) ty€inky.

U dvou vzorka chlazenych kufat bylo provedeno kvalitativni a kvantitativni
stanoveni vyskytu bakterie Listeria monocytogenes:

e 225 ml 1/2 Fraser bujéonu (BioRad Laboratories, Kalifornie, USA) +
25 ml vyplachu z kiiZe - kultivace 30 °C/24 h;

e poté 0,1 ml preneseno do 10 ml Fraser bujonu (BioRad Laboratories,
Kalifornie, USA) — kultivace 37 °C/24 - 48 h;

e vyseto 0,1 ml na agarovou pidu ALOA nebo OXFORD - kultivace
37 °C/24 - 48 h;

a Salmonella sp.:

e 450 ml peptonové vody + 50 ml vyplachu — kultivace 37 °C/24 h;

e poté 0,1 ml pteneseno do 10 ml tekut€ého média Rappaport-Vassiliadis
— kultivace 42 °C/24 h;

¢ po kultivaci vyseto 0,1 ml suspenze na agarovou pudu XLD.
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Vzorky byly analyzovany podle ¢eskych technickych norem CSN EN ISO 4833,
CSN EN ISO 11290, CSN EN ISO 17410, CSN ISO 7954 [117-122]. Podty
mikroorganizmi byly vyjadieny jako log CFU/g kiize.

3.1.3. Izolace, identifikace a uchovavani mikrobialnich kmenu

Vybrané bakteridlni kolonie byly izolovdny v Cisté kultufe. Celkem bylo
izolovdno 235 kmentl. Tyto kmeny byly ddle podrobeny sérii testli vedoucich
k taxonomickému zafazeni. K tomuto ucfelu byly vyuZity techniky
mikroskopického barveni, biochemické diagnostiky a sekvencovini genu
pro 16S rRNA [123].

VSechny bakteridlni izoldty byly rozdéleny dle barveni Grama, tvaru bungk,
fermentace gluk6zy a dalSich biochemickych testil (produkce kataldzy, produkce
oxidoreduktdzy) do Sesti skupin:

e gramnegativni fermentujici kataldza-pozitivni (KAT+) oxiddza-negativni
(OXI-) ty€inky;
gramnegativni fermentujici KAT+ OXI+ tycinky;
gramnegativni nefermentujici KAT+ OXI+ tyCinky;
gramnegativni nefermentujici KAT+ OXI- tyc¢inky;
grampozitivni koky;

e grampozitivni ty¢inky.

Z téchto 235 bakteridlnich kmenl bylo 103 podstoupeno k taxonomické
identifikaci (ve spolupréci s pracoviitém Ceské sbirky mikroorganismii v Brng)
pomoci sad biochemickych ¢i riistovych testa pro:

e gramnegativni fermentujici tyCinky (napf. hydrolyza Tweenu80, Zelatiny,
DNA, produkce H,S, dekarboxylace ornitinu, lyzinu, argininu);

e gramnegativni nefermentuji tyCinky (napf. redukce nitrat, nitritQ,
utilizace citrdtu, hydrolyza Skrobu, lecitinu, kaseinu, pigment na KingA);

e grampozitivni koky, KAT+ (rezistence Kk bacitracinu, furantoinu,
novobiocinu, volné koagulaza, detekce pyrrolidonylarylamidazy);

e grampozitivni koky, KAT- (rtst pti 45 °C, hemolyza, hydrolyza hippuratu
sodného, fosfatdza, leucin aminopeptiddza, f-glukuroniddza, hydrolyza
eskulinu).

Vysledky testii byly vyhodnoceny programem TNW Lite 6.5 (Pliva-Lachema

Diagnostika).

Bakteridlni kmeny 24 h narostlé v tekutém médiu jsou uchovavany ve 20%

glycerolu pii -80 °C.

3.1.4. Testovani antibiotické rezistence

Celkem 20 kment Escherichia coli bylo testovano ve spoluprici s Ustavem
fyziol6gie hospodarskych zvierat SAV v KoSicich na antibiotickou rezistenci.
U téchto kmena byla zjiStovdna minimdlni inhibi¢ni koncentrace metodou
Stanoveni minimélni inhibi¢ni koncentrace antimikrobidlnich latek dle normy
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NCCLS M31-A2 [124]. K testovani minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byl
pouzit Midivet kit (Bel-Miditech, Bratislava). MIC se hodnoti v jamkach
mikrotitracni desticky, které obsahuji zvolené koncentrace antibiotik ve 100 pl
bujénu. Jamky se zaoCkuji standardizovanym bakteridlnim inokulem
o zdkalovém stupni McFarlanda 0,5 a po aerobni kultivaci (16 - 20 h) se odecita
MIC jako nejniZ8i mnoZstvi antibiotika, které inhibuje viditelny rast. Obvykle se
pfipravuje 8 koncentraci antibiotika v dvojndsobné geometrické fad€. Hodnoty
MIC se vyjadiuji v mg/l. Vysledky se zapisuji ve formé: C - citlivy, R -
rezistentni. V Tab. 1 jsou uvedeny hrani¢ni koncentrace E. coli dle NCCLS
a rozmezi fedéni.

Tab. 1. Hranicni koncentrace antibiotik pro stanoveni MIC u E. coli

dle NCCLS [124].

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

Dale byla provedena pravdépodobnostni analyza mechanizmt rezistence na:
fS-laktamazy typu TEM (TEM-1,2/SHV-1), Sirokospektré p-laktaméazy (ESBL-
TEM, ESBL CTX-M), chromozomdlni chinolonovou rezistenci (gyrA, parC)
dle soucasného vyskytu rezistenci na riiznd antibiotika u jednotlivych kmend.

3.1.5. Stanoveni biologické aktivity kolicini kvalitativné

Testované kmeny Escherichia coli byly oCkovany vpichem na MPA plotny
apoté byly kultivovany 24-48h pii 37 °C. Bakterie na miskich
s makrokoloniemi byly nejdiiv usmrceny parami chloroformu po dobu 30 min
a poté byly prelity 3 ml 1,05% MPA agaru s 0,1 ml pfes noc narostlé kultury
indikatorového kmene. Jako indikatorové kmeny byly pouzity 4 kmeny E. coli
(Row, B1, @, P400) a 1 kmen Shigella sonnei 17. Po nasledné 20 h kultivaci
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pii 37 °C byla zjiStovdna pfitomnost a hodnocena velikost kruhovych
inhibi¢nich z6n.
3.1.6. Izolace genomové DNA

Pro izolaci genomové DNA u kmenil E. coli byl pouZit komer¢ni kit DNAzol
(Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, OH, USA). Postup se sklada z péti
krokii:

e Jyze bunék (1 ml DNAzol + 0,1 ml tekuté kultury, ponechat 10 min
pii1 pokojové teplot¢),
centrifugace (10 000 g po dobu 10 min),
sraZeni DNA (supernatant + 0,5 ml 96% etanolu),
promyvani DNA (dvakrat pridat 1 ml 75% etanolu, lehce promichat),
rozpousténi DNA ve vodé.
Izolovand DNA byla nasledné pouZzita pro PCR reakce (bakteriocinotypizace)
nebo byla uchovavana pii -20 °C.

3.2. Molekularné-biologické metody
3.2.1. Polymerazova retézova reakce

Metoda polymerdzové tfetézové reakce (PCR) byla vyuzita pro ur€eni typu
kolicinu u nalezenych produkénich kment. Byl vypracovdn systém PCR
typizace pro 24 kolicinil (ColA, ColB, ColD, ColE1-ColE9, Colla, Collb, ColJs,
ColK, ColL=28b, ColM, ColN, ColS4, ColU, ColY, Col5, Col10) a 7 mikrocini
(MccB17, MccC7, MccH47, Mccl25, Mccl, MccM, MccV). PCR byla
provedena se sadou 24 partt primerti pro koliciny a se 7 pdary primert
pro mikrociny (Tab. 2). PCR reakce byla provedena na termocykleru
GeneAmp® PCR System 9700 (Perkin-Elmer, USA) s ndsledujicim
programem: 94 °C/2 min; 30 cykla — 94 °C/30 sec, 60 °C/30 sec, 72 °C/60 sec;
72 °C/7 min; 4 °C/oo. PCR produkty byly detekovany elektroforézou na 1%
agar6zovém gelu s pouzitim etidium bromidu (0,5 ul/ml gelu) k vizualizaci
DNA. Spravnost vysledk byla ovéfena sekvenaci PCR produktli (Genomac,
Praha, Ceska republika).

Tab. 2. Seznam pouZitych primeru pro PCR typizaci (vSe poskytnuto
Biologickym tistavem LF MU v Brné) a velikosti PCR produktii.

Velikost
. ) P PCR
Nézev primeru Sekvence (5°- 37) produktu
(bp)
ColA-F CGTGGGGAAAAGTCATCATC 475
ColA-R GCTTTGCTCTTTCCTGATGC
colicin B-F AAGAAAATGACGAGAAGACG 461
colicin B-R GAAAGACCAAAGGCTATAAGG
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Pokracovdni Tab. 2
ColD-F
ColD-R
colicin E1-F
colicin EI1-R
ColE2-F
ColE2-R
ColE3589-F
ColE3-R
ColE4-F
ColE4-R
ColE5-R
ColE6-F
ColE6-R
ColE7-F
ColE7-R
ColE8-R
ColE9-R
Colla-F
Colla-R
Collb-F
Collb-R
ColJs-F
ColJs-R
ColK-F
ColK-R
Col28b-F
Col28b-R
ColM-F
ColM-R
CoIN-F
CoIN-R
ColS4-F
ColS4-R
ColU-F
ColU-R
ColY-F
ColY-R
Col5-F
Col5-R
Coll10-F
Coll10-R

CTGGACTGCTGCTGGTGATA
GAAGGTGCGCCTACTACTGC
TGTGGCATCGGGCGAGAATA
CTGCTTCCTGAAAAGCCTTTT
TGATGCTGCTGCAAAAGAG
TTCAAAGCGTTCCCTACCAC
TAAGCAGGCTGCATTTGATG
TCGGATCTGGACCTTTCAAC
GAAGGCTGCATTTGATGCT
CGGATCCGGACCTTTAATTT
TTGAATTCTCGAATCGTCCA
ACCGAACGTCCAGGTGTT
TTTAGCCTGTCGCTCCTGAT
GCATTCTGCCATCTGAAAT
CTTCTGCCCACTTTCTTTCG
GACTGATTGGCTTGTCGTGA
GACTTTTCTCCCTCCGACCT
GCATGCAAATGACGCTCTTA
GAGGACGCCAGTTCTCTGTC
AACGAGTGGGTCGATGATTC
CCTTTTCTGCGCTCGTATTC
TCAAAATGTTTGGGCTCCTC
TAATCTGCCCTGTCCCACTG
CAGAGGTCGCTGAACATGAA
TCCGCTAAATCCTGAGCAAT
TGCATATTGAAAGCGTCAGC
CAGGTTATCCCCTCTCACCA
GCTTACCACTTCGCAAAACC
GAGCGACTCTCCGATAATGC
AGCTTGGCGAGTATCTTGGA
CAACACAGCCCCGAATAAAC
TATATGGCCCAACTGCTGGT
CGTAAGGACGGACACCTGTT
TGATTGCTGCGAGAAAAATG
TCTGACAGCCTCTCCCTGTT
GCAGGCAGAAAAGAACAAGG
CGGACGTTATTTGCCTTCAT
CATTGGCAAAAGCGAAATCT
TGCAACTCTGGAAACAATCG
GGTTACCGGATTTCCTGGAT
TTCTAGATGCTTGGCCCACT
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Pokracovdni Tab. 2

TCACGCCAGTCTCCATTAGGTGTTGGCA 135
microcin B17-F | TT
TTCCGCCGCTGCCACCGTTTCCACCACT
microcin B17-R | AC
GATTAGTTGGTGGAGGCGGAAAGGAGC
microcin C7-F AAT 200
TAACGCAATATTTATTAACCCAGTTAAT
microcin C7-R CA
microcin H47-F | CACTTTCATCCCTTCGGATTG 297
microcin H47-R | AGCTGAAGTCGCTGGCGCACCTCC
TCAGCCATAGAAAGATATAGGTGTACC
microcin J25-F | AAT 175
TGATTAAGCATTTTCATTTTAATAAAGT
microcin J25-R | GT
GGTAAATGATATATGAGAGAAATAACG
microcin L-F TTA 233
TTTCGCTGAGTTGGAATTTCCTGCTGCA
microcin L-R TC
microcin M-F CGTTTATTATTTTATGAATA 456
microcin M-R AAACGGAAGAATGGATGATCTCGCAAA
microcin V-F CACACACAAAACGGGAGCTGTT 680
microcin V-R | CTTCCCGCAGCATAGTTCCAT

3.2.2. Sekvencovani

Pro identifikaci kmeni, které nemohly byt identifikoviany standardnimi
biochemickymi identifikaénimi testy, byla provedena analyza genu
pro 16S rRNA. PCR amplifikace genu pro 16S rRNA byla provedena za pouziti
primerQ 27F (5" AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3 a 1492R-Y
(5" GGTTACCTTGTTACGACTT 3") [125]. PCR s30 cykly (94 °C/45s,
54 °C/45 s, 72 °C/90 s) byla provedena na pfistroji DNA Engine® Peltier
Thermal Cycler PTC-200 (BioRad, USA). Amplifikovany produkt o velikosti
1,5 kb byl purifikovdn kitem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen,
Némecko) a komeréné sekvenovin dideoxy-termina¢ni metodou dle Sangera
[126]. Sekvencni homologie byly hleddany v NCBI databédzi programem BLAST
[127].

3.2.3. SDS-PAGE

Polyakrylamidovd gelova elektroforéza s dodecylsulfitem sodnym (SDS-
PAGE) je metoda vyuzivand pro separaci bilkovin. SDS ud¢luje vSem
bilkovinnym molekuldm zdporny ndboj a umozZnuje tak jejich pohyb
v elektrickém poli stejnym smérem [123]. Zdkladnim principem je pohyb
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nabitych molekul v polyakrylamidovém gelu elektrickym polem. Mobilita
komplexu SDS-bilkovina je pfimo umérnd logaritmu molekulové hmotnosti
prislusné bilkoviny. Jako porézni matrice slouzi polyakrylamidovy gel, ktery se
pfipravuje kopolymeraci akrylamidu a N,N ~methylen-bisakrylamidu.

Pti izolaci celkového bunéEného proteinu byla pouZita metoda podle Pot
a kol. [128]. Pfes noc narostlé bunky (I ml) byly smichidny s20% SDS
a vzorkovym pufrem a vSe bylo inkubovadno pii 100 °C po dobu 10 min.
Po centrifugaci byly vzorky pfipraveny pro nandSeni na 5% koncentra¢ni gel
[128]. Soucasné byl nanesen molekulovy hmotnostni standard (Serva unstained
SDS PAGE protein marker 6,5-200 kDa, Liquid Mix; Serva Electrophoresis).
Elektroforéza dale probihala na 12% separa¢nim gelu za konstantniho proudu
40 mA. Gely s fixovanymi proteiny byly barveny dusi¢nanem stiibrnym se
zkracenym fixa¢nim Casem dle Kirkeby a kol. [129].

SDS-PAGE byla v této prici pouZita pro stanoveni podobnosti ¢i rozdilnosti
celobunéénych proteinovych profilli u 11 vybranych bakteridlnich izolatd, které
mély stejné biochemické, makroskopické i mikroskopické morfologické znaky.

3.3. Stanoveni antimikrobialnich ac¢inku

Antibakteridlni u€inky kyseliny mlécné (kyselina DL-2-hydroxypropanova),
kaprylové (kyselina oktanovd) a olejové (kyselina cis-9-oktadecenovd) byly
sledovany na vybranych potravindisky vyznamnych mikroorganizmech:
Escherichia coli CCM 3954, Serratia marcescens CCM 303, Staphylococcus
aureus CCM 3953, Micrococcus luteus CCM 732, Bacillus subtilis CCM 2216
a Bacillus cereus CCM 2010, které byly poskytnuty zCeské sbirky
mikroorganisml a Pseudomonas fluorescens a Salmonella Typhimurium, které
byly poskytnuty ze sbirky Ustavu potravindiského inZenyrstvi FT UTB ve Zling.
Stanoveni MIC bylo provedeno standardni dilu¢ni metodou v bujénu. Pouzité
koncentrace kyseliny mlééné (Penta, Praha, Ceskd republika) a kaprylové
(Fluka, Buchs, Svycarsko) byly od 0,1 do 1 % (v/v), u B. subtilis a B. cereus
do3 % (v/v). Kyselina olejova (Penta, Praha, Ceskd republika) byla pouZita
vrozmezi koncentraci 1-2,5 % (v/v). Kultivace probihala dle rlstovych
pozadavkl testovanych bakterii: 30 °C/24 h pro Pseudomonas fluorescens,
Micrococcus luteus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis; 37 °C/24 h pro ostatni).
Po kultivaci byla vytvorena fada desitkového tedéni ve fyziologickém roztoku
a piisluSnéd fedéni byla vysévdna na pevnou agarovou pudu (MPA). Po dalsi
kultivaci byly pocitany kolonie a poCty bakterii byly prevedeny na CFU/ml.
Vysledky byly vyjadieny jako log CFU/ml.

Antibakteridlni UCinky vybranych organickych kyselin - kyselina citronova
(Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika), octovd (Lachema, Brno, Ceska
republika), sorbova (VIA — REK, Réjec — Jestiebi, Ceskd republika) a jejich soli
- sorban draselny (AROMA, Praha, Cesk4 republika) byly testovdny v bujénu
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diluéni metodou v mikrotitrani desti¢ce. Pro testovdni byly vybriny
identifikované izoldty zkufeci kiZze =z téchto bakteridlnich skupin:
gramnegativni fermentujici tyCinky (kmen Escherichia coli 66), gramnegativni
nefermentujici tyCinky (kmen Pseudomonas fragi 19), grampozitivni koky
(kmen Staphylococcus aureus subsp. aureus 7). Biochemickd charakterizace je
uvedena v Tab. 3. Kazda testovaci jamka v mikrotitracni desti¢ce obsahovala
masopeptonovy bujon (MPB), testovanou latku (rozmezi 0,025-10 %)
a bakteridlni inokulum v kone¢né hodnoté absorbance 0,1 (550 nm). Nartst
bakterii byl sledovan v jamkéch jako optickd denzita, méfena byla absorbance
pii vlnové délce 550 nm kazdych 30 min po protiepdni po dobu 24 hodin
spektrofotometrem (Tecan SUNRISE, Rakousko). Vysledky byly vyhodnoceny
softwarem Magellan, verze 3.11. Hodnota MIC byla stanovena jako nejniZsi
koncentrace, kterd jiz zastavila mnoZeni bakterii, tzn., Ze hodnota absorbance
zlstala po 24 h kultivaci stejnd jako pied kultivaci (hodnota inokula Assg = 0,1).

Tab. 3. Charakteristika vybranych izoldtii 7 kurect kiiZe.

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

* zkratky testd jsou vysvétleny v Seznamu symboli a zkratek

Monoacylglyceroly (MAG) kyseliny undekanové a undecenové byly
ptipraveny na Ustavu chemie FT UTB ve Zliné reakci piislu§né mastné kyseliny
a glycidolu za ptitomnosti Cr(Ill) komplexu jako katalyzatoru [130]. HPLC
prokézala Cistotu 99 %, rezidua Cr(III) iontli byla stanovena pomoci AAS mensi
nez 50 mg/kg. Pouzité bakteridlni, kvasinkové a plisnové kmeny pro testovani
ucink monoacylglycerolti jsou uvedeny v Tab. 4. Zastupci byli vybrani tak, aby
reprezentovali  Siroké spektrum mikroorganizmd sriznym vyskytem a
vyznamem. Oba monoacylglyceroly byly jednotlivé pfidany k ptislu§né Zivné
pudé v téchto kone¢nych koncentracich - 50, 100, 250, 500, 750 a 1000 mg/I1.
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U bakteridlnich a kvasinkovych kment byly v bujénu stanovovany hodnoty
minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC) obou monoacylglyceroll. Byla
pfipravena fada rGznych koncentraci obou monoacylglycerolii v rozmezi 30-
2400 mg/l v bujénu, ktery byl poté zaockovan bakteridlnimi ¢i kvasinkovymi
kmeny. Jako MIC byla stanovena nejniz8i koncentrace, kterd jiZz zcela
zastavovala viditelny rst mikroorganizmil. Minimalni baktericidni koncentrace
(MBC) byla stanovena jako nejniZ§i koncentrace zplsobujici totdlni inhibici
sledovanych mikroorganizmi po jejich vyseti na pevnou Zivnou pidu. Plisné
byly o¢kovany vpichem na agarovou pidu (Czapek-Dox agar, Himedia, Indie),
kultivovany pii laboratorni teploté¢ a po 7 a 14 dnech byly méfeny priméry
kolonii.

Tab. 4. Seznam mikrobidlnich kmenii pouZitych pro testovdni antimikrobidlnich
ticinkit monoacylglycerolii.

Kmen

Pavod nebo oznaceni

Typ mikroorganizmu

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus
subsp. aureus

Bacillus cereus
Candida albicans
Saccharomyces cerevisiae
Mucor racemosus
Alternaria sp.
Aspergillus niger
Cladosporium sp.
Phoma sp.
Scopulariopsis sp.
Trichoderma sp.
Trichothecium sp.

CCM 3954, ATCC 25922

CCM 3955, ATCC 27853

CCM 3953, ATCC 25923

CCM 2010, ATCC 14579
CCM 8261, ATCC 90028
CCM 8191, ATCC 9763
CCM 8190, ATCC 42647
wild strain

CCM 8189, ATCC 9642
wild strain

wild strain

wild strain

wild strain

wild strain

gramnegativni bakterie

gramnegativni bakterie

grampozitivni bakterie

grampozitivni bakterie
kvasinka

kvasinka

plisen, kmen Zygomycota
plisen, kmen Ascomycota
plisen,, kmen Ascomycota
plisenr, kmen Ascomycota
plisen, kmen Ascomycota
plisen, kmen Ascomycota
plisenr, kmen Ascomycota
plisen,, kmen Ascomycota

34.

Aplikace dekontamina¢nich roztoku

Pro testovdni antimikrobidlnich uUc¢inkd vybranych liatek na povrchovou
mikrofléru byla v den ndkupu kurata rozdélena na dvé poloviny. Jedna slouzila
jako kontrola (aplikace sterilni destilované vody) a druhd jako testovany vzorek
(aplikace kyseliny citronové, kaprylové, mlécné, sorbanu draselného,
monoacylglycerolu kyseliny undekanové a undecenové a kombinaci sa
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bez lysozymu). Lysozym (EC 3.2.1.17, 112 500 U/mg) pochézejici z vajecného
bilku (Serva, Heidelberg, Némecko) byl pouzit v koncentraci 100 mg/1 [131].

Aplikace roztoku byla provddéna potérem (15 + 2 ml roztoku), ponorem (500
ml roztoku; 1 minuta) ¢i postiitkem (5 = 1 ml roztoku). Kufata pak byla
skladovana pii 4 £ 2 °C a nasledné byly dalSi vzorky odebirany po 24, 48 a 72
hodindch (doba pouZitelnosti). Byly stanoveny celkové pocty aerobnich
mezofilnich a koliformnich bakterii, kvasinek a plisni na ptisluSnych ptdach
(PCA, Endo agar, YGA). Zmény poctu mikroorganizmu byly odecitdny oproti
kontrolnimu vzorku bez aplikace organickych kyselin v hodiné¢ 0 a nésledné
byly vyjadieny jako log CFU/g kiize.

Kyselina citronovéa byla aplikovana na povrch kutat v koncentracich 2, 4, 6, 8
a 10 % metodou potéru. Kyselina kaprylova byla nandSena v koncentracich 0,5,
1,2, 3 a4 % metodou potéru. Kyselina mlécnd byla aplikovdna v koncentracich
1 a 2 % metodou potéru a ponoru. Sorban draselny byl nandSen na kufeci kazi
metodou potéru a ponoru. Monoacylglyceroly byly aplikovidny metodou ponoru
v koncentraci 500 mg/l. VSechny dekontaminacni roztoky byly pfipraveny
Cerstvé pred pouzitim a sterilizovany autokldvovanim (121 °C/20 min). Pouze
lysozym byl do roztoku ptfiddn aZ po sterilizaci. Smési byly miseny tésné
pted aplikaci.

3.5. Meéreni pH kureci kiize

Hodnoty pH byly méfeny vpichovym pH metrem GRYF 209S (GryfHB,
Havlickiiv Brod, Ceskd republika) na péti riiznych mistech povrchu kuZe
chlazené dribeze. U vzorkii urCenych pro aplikaci dekontaminantii bylo pH
méfeno poprvé ihned po aplikaci roztoku a poté kazdych 24 hodin

pted odebranim vzorkti kiize pro mikrobiologickou analyzu. Hodnoty byly
vyjadieny jako pramér £ smérodatna odchylka.

3.6. Senzoricka analyza

Celkem 168 kutecich stehynek zakoupenych vjeden den v podnikové
prodejné (Raciola Jehli¢ka, sr.o., Uhersky Brod, Ceskd republika) bylo
rozdéleno na 6 ¢asti po 28 kusech. Prvni skupina byla oSetfena 10% kyselinou
citronovou, druhd 2% kyselinou kaprylovou, tfeti smé&si 2% kyseliny mlécné
s 0,2% sorbanem draselnym, ¢tvrtd monoacylglycerolem kyseliny undekanové
(500 mg/1), patd monoacylglycerolem kyseliny undecenové (500 mg/1). Posledni
cast byla oSetfena sterilni destilovanou vodou a slouZila jako kontrolni vzorek.
KaZzd4 skupina byla rozdé€lena na dvé podskupiny. Prvni podskupina byla ihned
senzoricky hodnocena. Poté byly tyto vzorky upeceny (2 h/220 °C, ptidavek
0,25 £ 0,5 g soli na vzorek, bez pfidavku koteni, podlévdno vodou podle
potieby). Druhd podskupina byla uskladnéna pti 6 + 2 °C a po 72 hodinédch bylo
provedeno senzorické hodnoceni pouze za syrova.
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Senzorickd analyza byla provddéna panelem 12 vybranych posuzovatell
(zaméstnanci Ustavu potravindiského inZenyrstvi, Fakulta technologickd,
Univerzita Tomdse Bati ve Zling) $kolenych podle CSN ISO 8586-1 [132].
Senzorické hodnoceni bylo provadéno v senzorické laboratofi vybavené
senzorickymi kéjemi v souladu s normou ISO 8589 [133]. Vzorky syrovych a
pecenych kufat byly hodnoceny pii teploté 22 + 2 °C. Pomoci pétibodovych ¢i
sedmibodovych ordindlnich hédonickych stupnic byly hodnoceny nasledujici
znaky: vzhled a barva, viin¢, necisté pachy, chut’, necisté pachuti. Dile byly
stanoveny preference potfadovou zkouskou dle ISO 8587 [134].

3.7. Statisticka analyza

Pomoci programt Unistat Version 5.5 (Unistat Ltd., Londyn, Velkd Britanie),
SAS for Windows 9.1.3. a StatSoft, Inc. (2001) STATISTICA Cz (Softwarovy
systém na analyzu dat), verze 6, Www.StatSoft.Cz byly statisticky vyhodnoceny
antimikrobidlni ucinky sledovanych latek na vybrané mikrobidlni kmeny
a na povrchovou mikrofléru chlazené dribeze (GLM analyza, Kruskall-
Wallistiv test, Wilcoxontiv test, analyza rozptylu ANOVA, Duncan test, t-test,
Friedman test). Byla provedena Pearsonova korela¢ni analyza vztahu ubytku
mikroorganizml na kufeci kizi a pH. Senzorickd analyza byla vyhodnocena
Kruskall-Wallisovym a Wilcoxonovym testem.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1. Mikrobiologicka analyza

V ramci mikrobiologické analyzy byly sledoviny bakterie, kvasinky i plisné.
Identifikaci a charakterizaci bakteridlnich izolath se vénuji ndsledujici
podkapitoly. Pocate¢ni pocty (vzorky kiize odebriany ihned po zakoupeni
v obchodni siti) aerobnich mezofilnich bakterii se pohybovaly okolo 5 - 6 log
CFU/g ktzZe, psychrotrofnich bakterii bylo vyrazné vice, dosahovaly pocti 8 log
CFU/g ktze. Kvasinky tvoii taktéZ nezanedbatelnou souc¢dst mikrofléry kuteci
ktze. Pocet kvasinek se pohyboval v rozmezi 4 - 5 log CFU/g klize. Mnoho
z nich produkuje barevné pigmenty (Obr. 3). Cervené pigmentujici kvasinkou
béZné izolovanou z potravin je napi. rod Rhodotorula [20]. Byl sledovan také
vyskyt plisni na kufeci kiizi. V pribéhu vSech pokust nebyly z povrchu kutat
1zolovany zadné plisné.

Obr. 3. Pida pro rust kvasinek (YGA) po aplikaci vyplachu z kurect
kuze a ndsledné kultivaci pri 20 °C (a). Izolované kmeny kvasinek
produkujici riiznobarevné pigmenty (b).

4.1.1. Mikrobialni identifikace

Byla provedena charakterizace pfirozené aerobni mikrofléry kuteciho
povrchu na zdklad¢é 235 bakteridlnich kmenti izolovanych z téchto agarovych
zivnych médii: PCA (45,9 % izolatl)), VRBA (20,9 %), Endo (15,3 %), XLD
(11,1 %), Slanetz-Bartley (2,2 %), MSA (2,2 %), MRS (0,8 %), M17 (0,8 %),
ALOA (0,8 %). Kmeny byly izolovdny z kliZe chlazené driibeZe v obdobi tinor
2006 az brezen 2008.

Procentické zastoupeni bakteridlnich izolatl v Sesti zdkladnich identifika¢nich
skupinidch je zndzornéno na Obr. 4. Nejbohatsi skupinou byly gramnegativni
fermentujici kataldza-pozitivni (KAT+) oxiddza-negativni (OXI-) tyCinky
(42,1 %). Tato skupina je tvofena zastupci Celedi Enterobacteriaceae. DalSi tii
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nejcastéji zastoupené skupiny jsou: grampozitivni koky (17,9 %), gramnegativni
fermentujici KAT+ OXI+ tyCinky (17,5 %) a gramnegativni nefermentujici
KAT+ OXI+ tyCinky (15,3 %). Gramnegativni nefermentujici KAT+ OXI-
a grampozitivni ty¢inky byly zastoupeny v nejmensi mifte.

P

B GRAMNEGATIVNI TYCINKY FERMENTUJICI OXI-

B GRAMNEGATIVNI TYCINKY FERMENTUJICI OXI+
OGRAMNEGATIVNI TYCINKY NEFERMENTUJICI OXI+
OGRAMNEGATIVNI TYCINKY NEFERMENTUJICI OXI-
BGRAMPOZITIVNI KOKY

BGRAMPOZITIVNI TYCINKY

Obr. 4. Graf procentudlniho zastoupeni sledovanych
skupin mezi 235 bakteridlnimi izoldty.

Bakteridlni kmeny byly pomoci sad biochemickych testii ureny do rodu ¢i
druhu (Tab. 5) nebo nebyly identifikovany (13,6 % kmenl) napi. z divodu
atypickych reakci.

Z. gramnegativnich fermentujicich bakterii, které tvofily vice nez 60 %
aerobni mikrofléry kuteci kize, byli nejCastéji izolovani zdstupci Aeromonas
sp., Escherichia coli, Serratia sp. & Proteus vulgaris. Zadny izolat, ktery
produkoval H,S, nebyl dal$Simi testy potvrzen jako rod Salmonella.
Z potencidlné patogennich bakterii byly izolovany po jednom kmeni Yersinia
enterocolitica a Aeromonas hydrophila. A. hydrophila je hojné rozSifena
ve vod¢, vodnim prostifedi, mezi zvifaty a v potravindch. MiiZe zplisobovat
onemocnéni studenokrevnych i teplokrevnych Zivocichli, zejména zoondzy,
choroby pfenosné ze zvitat na ¢loveéka. Jako patogen izolovany z potravin mize
zpusobovat zejména gastroenteritidy [135].

Z gramnegativnich nefermentujicich tyCinek, které tvofily kufeci aerobni
mikrofléru z vice nez 20 %, byl nejcastéji izolovan rod Pseudomonas. Zjisténi,
Ze prevladajici slozkou dribezi mikroflory jsou bakterie zplsobujici kaZeni
(enterobakterie, Aeromonas, Pseudomonas) je v souladu s dostupnou literaturou
[20, 23].
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Tab. 5. Identifikace 103 bakteridlnich izoldtu z kiiZe chlazené driibeZe.

Identifikovany taxon kPoceto % zastoupeni
menu
G- fermentujici OXI- ty¢inky
Escherichia coli 12 11,7
Pantoea* 11 10,7
Proteus vulgaris 4 3,9
Serratia marcescens 4 3,9
Enteric Group 69 3 2,9
Klebsiella sp. 3 2,9
Serratia liqguefaciens 2 1,9
Klebsiella oxytoca 1 1,0
Leclercia adecarboxylata 1 1,0
Yersinia enterocolitica 1 1,0
neidentifikovano 5 4,9
G- fermentujici OXI+ tyc¢inky
Aeromonas sp. 10 9,7
Aeromonas caviae 7 6,8
Aeromonas sobria 2 1,9
Aeromonas hydrophila 1 1,0
neidentifikovano 1 1,0
G- nefermentujici OXI+ ty¢inky
Pseudomonas fragi 8 7,8
Pseudomonas putida 4 3,9
Pseudomonas sp. 4 3,9
Delftia acidovorans 1 1,0
Moraxella* 1 1,0
neidentifikovano 3 2,9
G- nefermentujici OXI- ty¢inky
Acinetobacter sp. 2 1,9
G+ KAT+ koky
Staphylococcus aureus subsp. aureus 2 1,9
Staphylococcus sp. 3 2,9
Micrococcus luteus 1 1,0
neidentifikovano 3 2,9
G+ KAT- koky
Enterococcus faecium 1 1,0
Streptococcus™ 1 1,0
G+ nefermentujici ty¢inky
neidentifikovano 1 1,0

Pozn. * - tyto taxony byly identifikovéany s nizkou pravdépodobnosti
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Prestoze byl jeden kmen wuréen jako rod Moraxella jen s malou
pravdépodobnosti, vyskyt této bakterie na povrchu kufeciho masa byl popsdn
[136], takZe mGzeme spekulovat o spravnosti navrzeného taxonu.

Zbylych 20 % izolath tvofily grampozitivni bakterie, zejména koky rodu
Staphylococcus. Dva izolaty byly identifikované jako S. aureus subsp. aureus.
Bylo izolovano i nékolik grampozitivnich tyCinek, z nichZ Zddné nebyla urcena
jako patogen Listeria monocytogenes a 2adna nebyla sporulujici.

Jedendict bakteridlnich izolatl, které nebyly biochemickymi a dalSimi testy
identifikovdny, mélo shodné biochemické, makroskopické 1 mikroskopické
znaky. Jednalo se o gramnegativni fermentujici, KAT+, OXI-, 7zluté
pigmentujici tyCinky. Standardnimi metodami byly tyto kmeny s nizkou
pravdépodobnosti zafazeny do rodu Pantoea. Jako vhodnd metoda
pro porovndni téchto 11 izolati byla vybrdana SDS-PAGE celobuné¢nych
proteinti. Bylo zjiSténo, Ze vSechny kmeny maji shodny proteinovy profil
(Obr. 5), takze se ziejmé¢ jednalo o stejny kmen, ktery byl izolovdn vicekrt.
Mohlo se jednat o kontaminant poraZeci ¢i vyrobni linky, ktery se dostival
na rtiznd jate¢n¢ opracovand téla. Jednalo se o izolaty z pud PCA nebo Endo,
které byly ziskany v obdobi unor az cervenec 2006. Dva z téchto izolata byly
vybrdany a podrobeny sekvenc¢ni analyze pro 16S rDNA. Srovnénim ziskanych
DNA sekvenci s NCBI databazi programem BLAST [127] byly oba kmeny
shodné¢ identifikovany jako Pantoea agglomerans s 98% sekvencni homologii
s kmenem Pantoea agglomerans HY 5080.

200 kDa —»
67kDa —» §

21 kDa >

143kDa

Obr. 5. SDS-PAGE profil celobunéecnych proteinii 11 kmenii
se shodnymi makroskopickymi, mikroskopickymi a biochemickymi

znaky.
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P. agglomerans z Celedi Enterobacteriaceae, se béZné vyskytuje na rostlindch
a ve vykalech lidi a zvitat. Tato bakterie byla identifikovdna jako pfevladajici
ve sttevni mikrofléfe u volné Zijictho ptdka - vlhovce Zlutohlavého
(Xanthocephalus xanthocephalus) [137]. PrestoZze je obecné povaZovdna
za nepatogenni, v literatufe jsou popsdny piipady vzniku septické artritidy
po poranéni kiize [138].

Dalsi dva kmeny (€. 35 a 63), které nebyly standardnimi testy identifikovany
do rodu, byly podrobeny castecné analyze genu pro 16S rRNA. Jejich
biochemicka identifikace je shrnuta v Tab. 6. Oba kmeny patii do skupiny
gramnegativnich fermentujicich tycinek. Ziskand sekvence nukleotidli byla
srovnana s databazi BLAST [127]. U kmene ¢. 35 se sekvence na 99 %
shodovala s ¢asteCnou sekvenci bakterie Enterobacter amnigenus JCM 24165.
E. amnigenus je Casto izolovan z povrchovych ¢i pitnych vod, ddle z pady
a vyjime¢né zran, respiracniho traktu nebo stolice, avSak jeho vyznam jako
etiologické agens infekci nebyl prokazan [139]. Ziskana sekvence u kmene €. 63
se z 97 % zcela shodovala s bakterii Escherichia coli BE27.

Tab. 6. Biochemickd charakteristika kmenu ¢. 35 a 63.

Test Kmen ¢. Kmen ¢. Test Kmen ¢. Kmen ¢.
35 63 35 63
KAT + + PHE - -
OXI1 - - ONP + +
TWE - - INO - -
GEL - - ADO - -
DNA - - CEL + +
IND - + SUC - -
H2S - - TRE + +
LYS - - MAN + +
ORN - + VPT - -
URE - - ESL + -
ARG - - SOR + +
SCI + - RHA + +
MAL + - DUL - -

4.1.2. Rezistence na antibiotika u izolatu E. coli

Kromé& 12 kmeni E. coli, které byly identifikovany v rdmci 103 izolatl, bylo
diluéni metodou testovdno na rezistenci k antibiotikiim dalSich 8 kment
selektovanych na Endo agaru. Pfehled ziskanych vysledki pro vSech 20 kment
je shrnut v Tab. 7. Oproti celorepublikovému priimérnému vyskytu rezistence
k aminopenicilinim, ktery se jiz od roku 2006 drzi ptes 55 % [47], byl
zaznamendn u kufecich izoldti nizky vyskyt rezistence k ampicilinu (20 %)
a tetracyklinu (20 %). To miZe byt zplisobeno nereprezentativnim vybérem
izolatd z dribeze pouze od jednoho vyrobce, av§ak zejména je to ddno nizkym
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poctem kmenl v souboru. Koldf a kol. [46] uvddi 97% vyskyt rezistence
k tetracyklinu a51% vyskyt rezistence k ampicilinu u 128 kment E. coli
izolovanych z dribeZze.

Témér vSechny testované kmeny byly rezistentni ke kyseliné nalidixové
(95 %). Kyselina nalidixovd patii k 1. generaci chinolond, do skupiny
fluorovanych chinolonil. Ddle do této skupiny patii z testovanych antibiotik jeste
ciprofloxacin a enrofloxacin. Mezi testovanymi kmeny bylo nalezeno 20 %
izolati rezistentnich k ciprofloxacinu a azZz 30 % kmeni bylo rezistentnich
k enrofloxacinu, ktery se vyuzivda ve veterindirni mediciné. Vyskyt
fluorochinolon-rezistentnich kmenitt E. coli v populaci dribeze by méla byt
prabézné sledovdna, protoZe tato rezistence hraje kliovou roli pfi pfenosu
rezistence na jejich klinické protéjsky, které poté komplikuji 1é€cbu E. coli
infekci u lidi [140]. Naproti zjisténym vysledkim byla v roce 2005 mezi 239
izolaty E. coli ze zdravych slepic rezistence k ciprofloxacinu a ofloxacinu
nalezena pouze u 3 % kmenu [141]. Vysledky tedy naznacuji, Ze rezistence
k fluorochinolonim je velmi aktudlnim problémem. Navic, kmeny rezistentni
k fluorochinolonim jsou velmi cCasto také rezistentni k jinym antibiotiklim
(cefalosporiny 3. generace, aminoglykosidy) a projevuji se tedy jako
multirezistentni. Podle EARSS se v roce 2005 pocet téchto multirezistentnich E.
coli v Ceské republice rapidné zvysil [142].

Tab. 7. Vysledky testovdni rezistence kmenit E. coli
k antibiotikiim a hodnoty MIC50 a MIC90 (mg/l).

ATB citlivé rezistentni MIC50 MIC90

AMP 16 4 2,00 64,00
A+IB 20 0 2,00 4,00
CTR 20 0 0,50 0,50
CFF 20 0 0,13 0,50
GEN 20 0 0,25 1,00
STM 12 8 8,00 256,00
APR 20 0 2,00 4,00
NEO 18 2 2,00 4,00
NAL 1 19 256,00 256,00
CIP 16 4 0,50 4,00
ENR 14 6 2,00 32,00
TTC 16 4 1,00 32,00
CMP 20 0 2,00 4,00
FLO 20 0 2,00 2,00
COT 19 1 2,00 8,00

Pozn. Hodnoty MIC50 a MIC90 vyjadiuji koncentraci
daného antibiotika, ktera je hodnotou MIC pro 50, resp. 90 %
sledovanych kment.
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Analyza mechanizmll rezistence aminopenicilini odhalila u vSech
testovanych kment vyskyt f-laktamaz typu TEM-1/SHV-1/low. Zadny z kment
nebyl oznacen jako ESBL (extended spectrum of f-lactamases, Sirokospektré /-
laktamdzy). Pii analyze mechanizmi rezistence na chinolony byly nalezeny
pouze jednoduché mutace (25 %) QRDR oblasti na chromozomu E. coli.
Pro potvrzeni konkrétnich mutaci byla zavedena PCR metoda [140].

4.1.3. Produkce a typizace bakteriocini u kmeni E. coli

Na produkci kolicinl bylo testovdano celkem 56 kment urcenych standardnimi
identifikaénimi metodami jako E. coli. Bylo nalezeno 21 kolicinogennich
producentli, coZz predstavuje 37,5% incidenci kolicinogenie u kmeni
Escherichia coli izolovanych z povrchu chlazené driibeze. Bylo zjiSténo, Ze
studované izolaty produkuji 10 typl kolicinii a 4 typy mikrocinid. Jedendct
z nich produkuje pouze jeden typ kolicinu nebo mikrocinu, ostatni produkuji dva
a vice typil bakteriocint (Tab. 8). 35 % zprodukénich kmenl vykazuje
vicendsobnou produkci bakteriocini, tzn. 3 a vice typl kolicinll ¢i mikrocini.
Vicendsobnd produkce kolicinh a mikrocint byla sledovdna mezi
102 produkénimi huménnimi izolaty E. coli a byl nalezen pouze jeden kmen
produkujici Ctyfi typy bakteriocinii souasné [66]. PtestoZe zde studovany
soubor kolicinogennich izolatl E. coli z kuteci kiize byl pétkrat mensi, bylo zde
nalezeno 7 kmenti produkujicich soucasné 3 a vice bakteriocinli. D4 se tedy
pfedpoklddat, Ze vicendsobnd produkce kolicinii a mikrocind je u dribeZich
izolatd roz8itenym jevem.

Tab. 8. Kombinace typui bakteriocinii
u produkcnich kmenii a jejich pocet.

Typ produkovaného Pocet
bakteriocinu kment
Ia

Y

mV

E1,E2,E6,E7, mV,mM
mC7

Ia, mL

Ia, Y

E5, mC7

E5,E9, Y

Ia, mC7, mV
B,E1,M

B,El,E7, M

B, M, E5,E9, Y

n

—_ e e e e e e e = R D (D
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Nejcastéji byly zastoupeny koliciny Ia, Y a E1 (Tab. 9). V mensi miie se
vyskytovaly kmeny produkujici dalsi koliciny typu E (ES, E7, E2, E6, E9), B a
M. U sledovanych kmeni plati, Ze vSechny kmeny produkujici kolicin B
produkuji i kolicin M. Soucasny vyskyt kolicinu B a M byl jiz diive v literatuie
popsdn u humdénnich izolath [66]. Ostatni typy kolicini nebyly detekovény.
Z mikrocinit byl zjiStén nejcastéjsi vyskyt mikrocinu V (6 kment), dale
mikrocinu C7 (3 kmeny), mikrocinu M (2 kmeny) a u jednoho izoldtu byla
zaznamendna produkce mikrocinu L.

Tab. 9. Frekvence vyskytu jednotlivych
typu bakteriocinii.

Frekvence vyskytu

Typ bakteriocinu (%) (1 = 56)
Kolicin
Ia 10,7
Y 10,7
El 7,1
B 5,4
E5 5,4
E7 5,4
M 5,4
E2 3,6
E6 3,6
E9 3,6
A, D, E3, E4, ES,
Ib, Js, K, L, N, S4, 0
U, 5, 10
Mikrocin
mV 10,7
mC7 5,4
mM 3,6
mL 1,8
mB17, mH47, 0
mJ25

4.1.4. Mikroflora kureci kuze

Byly sledovdny celkové pocty mikroorganizmi (mezofilni bakterie,
psychrotrofni bakterie, koliformni bakterie, kvasinky) na kufeci kiizi chlazené
dribeze v pribéhu vyroby (pfed chlazenim; po chlazeni) a po distribuci
do obchodni sit¢ (Tab. 10, Obr. 6). Navic byly hleddny mnoZstevni rozdily
v zavislosti na délce chladového skladovani (0, 24, 48, 72 hodin) a na ro¢nim
obdobi (tinor, duben, ¢erven, zatfi 2006) (Obr. 7, 8).
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Tab. 10. Pocty mikroorganizmii (log CFU/g kiuZe) na kureci kuZi
chlazené drubeZe na vyrobni lince pred chlazenim, po chlazeni a
Z obchodni site (prumer + smérodatnd odchylka).

pred po z obchodni
mikroorganizmy chlazenim chlazeni sité
CPM 7,38+0,35 6,23+0,16 6,09 +0,23
psychrotrofni bakterie 503+0,12 4,16+0,89 4,92 +0,17
koliformni bakterie 599+0,18 4,66+0,25 527+0,19
kvasinky 522+0,11 4,46+0,67 5,05+0,21

pozn. CPM - celkovy pocet mezofilnich bakterii

Na Obr. 6 jsou znazornény pocty riznych skupin mikroorganizmi mikroflory
kuteci k@Ze v pribchu zpracovani a ndsledné distribuce do obchodni sité.
Z grafu je patrné, Ze chlazeni pii vyrobé je ticinné a zptsobuje redukci pocatecni
mikrofléry primérné asi desetkrdt. Nejméné jsou ovlivnény kvasinky a
psychrotrofni bakterie. Metabolizmus zejména mezofilni mikroflory je
zpomalen a dochdzi tedy ke zpozdéni rozvoje potencidlné patogennich bakterii
napt. z Celedi Enterobacteriaceae.

8

7 |

6 |
o -
2 5 T CPM
2, | T psychrotrofni bakterie
Y O koliformni bakterie
O 5 .
4 O kvasinky

2 i

1 4 -

0 4

pred po chlazeni z obchodni
chlazenim sité
Obr. 6. Celkové pocty aerobnich mezofilnich mikroorganizmii,

psychrotrofnich bakterii, koliformnich bakterii a kvasinek na povrchu
kurect kiiZe pred a po chlazeni ve vyrobé a po zakoupeni z obchodnf site.

Stanoveni celkového poctu mikroorganizmii na kuzi chlazené dribeze
ukazuje, Ze nejvetsi pocet mikroorganizmu byl na povrchu driibeze zakoupené
v zati (Obr. 7), zatimco nejmén¢ mikroorganizmili se vyskytovalo na dribeZzi
zakoupené v dubnu. Ve studii zroku 2006 jsou shrnuty vysledky nékolika
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autord, které uvadeji podobné pocateéni hodnoty celkovych aerobnich bakterii
na povrchu dribeZi klize v rozmezi 4,73 — 5,73 log CFU/g klize [143]. Z naSich
vysledki rovnéz vyplyvd, Ze po 24 hodindch skladovani drlibeze pfi
chladirenské teploté doSlo k nérlistu poctu mikroorganizmii zhruba o 1 tad.
Pti skladovani driibeze (4 £2 °C) béhem 3 dnil, coZ byla doba pouZitelnosti
chlazené driibeZe uvedend prodejcem, se pocet mikroorganizmil zvySil zhruba
tisickrat (Obr. 7). Niz$i nértist poctu bakterii a kvasinek béhem skladovani byl
zaznamendn v zafi a Cervnu, coZ lze vysvétlit tim, Ze prodejce pravdépodobné
vyuzival maximélntho chlazeni dribeZze v prodejné oproti méné teplym
mésicim. Tim mohlo dojit (v teplejSich mésicich) ke zpomaleni riistu nékterych
skupin mikroorganizmi a nédsledné k prodlouzeni jejich faze adaptace na nové
prostiedi. Tyto vysledky potvrzuji i studie jinych autorfi, podle kterych je
vétSina mikroorganizmil izolovanych z povrchu dritbeZe schopna pieZziti nebo
rustu pfi chladirenskych teplotach [20].
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« 7 A
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3 —s=— (inor 2006
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© 5] —— duben 2006
D 4 —=— &erven 2006
S . - o - Z4Fi 2006
o
= 5 ]

1 |

0

0 24 48 72
Doba skladovani (hod.)

Obr. 7. Celkové pocty aerobnich mezofilnich mikroorganizmii
izolovanych z povrchu dritbeZe behem roku 2006 a viiv doby
skladovdni  na mikrofloru  povrchu  driibeZe  uskladnené
pri chladirenské teplote.

Na povrchu driibeZze se rovnéZz vyskytovalo znacné mnozstvi koliformnich
bakterii, jejichZ pocet se v dob& zakoupeni dribeZe pohyboval zhruba mezi 10*
az 10° CFU/g kuze, coz koresponduje s podobnymi studiemi [143]. Vyjimkou
byla kurata zakoupend v dubnu, na kterych byl zjiStén niZsi pocet koliformnich
bakterii (Obr.8). V tomto mésici, podobné¢ jako v tnoru, vSak doslo
k nejvétsimu narastu poctu koliformnich bakterii izolovanych z povrchu driibeze
skladované pti chladirenské teploté. Oproti tomu v teplejSich mésicich doslo
k narGistu poctu koliformnich bakterii béhem tfidenniho skladovani dribeze
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pouze o necelé dva tady (Obr. 8), coz lze opét vysvétlit pomalejsi adaptaci
téchto bakterii na nové prostiedi.
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Obr. 8. Celkové pocty koliformnich bakterii izolovanych
z povrchu dribeZe behem roku 2006 a vliv doby skladovdni
na mikrofloru povrchu dritbeZe uskladnené pri chladirenské
teplote.

U vSech sledovanych mikrobidlnich skupin doSlo v pribéhu 72 hodin
chladového skladovani ke znaénému zmnoZeni. Poéty piesahujici 10’ CFU/g
klZze jiz znatelné zpusobovaly rozklad lipidii a proteinid a vyrazné tak byly
ovlivnény organoleptické vlastnosti kufecitho masa (nepiijemny zdpach).

4.1.5. Méieni pH kureci ktuzZe

Hodnota pH je povaZovédna za vyznamny indikdtor pribéhu postmortdlnich
zmén masa a je tedy i ukazatelem aktudlniho biochemického stavu kuieciho
masa se vztahem kjeho hygienickym, senzorickym a technologickym
vlastnostem. Hodnoty pH byly métfeny po celou dobu chladirenského skladovani
vzdy s 24 hodinovym odstupem.

Celkem byla analyza pH provedena na 33 kusech chlazenych nebalenych
kutat, které byly zakoupeny postupné v obdobi leden 2006 — duben 2008
v podnikové prodejné od jednoho vyrobce (Raciola Jehlicka, sr.o0., Uhersky
Brod, Ceské republika). Primérnd hodnota pH kiZe &erstvé chlazené driibeZe
byla 6,42 + 0,07. Po 24 hodinich skladovani pti 4 £ 2 °C se pH mirné€ zvysilo
na 6,50 £ 0,21. Trend zvySovani byl pozorovan i po 48 (6,64 = 0,28) a 72
(6,82 + 0,43) hodinach skladovani. Podobné hodnoty (od 6,52 do 6,61) a trend
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mirného zvySovani hodnot pH béhem 5 dnl skladovéni pii 3 =+ 1 °C byly
zaznamendny pii méfeni 66 kutecich stehen zkoupenych ve Spanélsku [93].

4.2. Antimikrobialni u¢inky vybranych latek
4.2.1. Organické kyseliny a jejich soli

Z celkového pohledu na antibakteridlni ucinky organickych kyselin nelze fici,
Zze by existoval rozdil mezi skupinou gramnegativnich a grampozitivnich
bakterii. Antibakteridlni ucinek organickych kyselin je dan nejen sniZenim pH,
ale také inhibici metabolickych procest nedisociovanymi molekulami [77].

Kyselina mlécnad

Antimikrobidlni UCinky kyseliny mlécné v rozmezi koncentraci 0,1 - 1 %
(v/v) byly sledovany na vybrané bakterie. Na zdklad¢ vysledka bylo zjiSténo, Ze
k Uplné inhibici E. coli dochazi pii 0,5% koncentraci kyseliny mlécné. Pfi stejné
koncentraci této kyseliny doSlo k absolutni inhibici také u P. fluorescens a S.
aureus. Na S. Typhimurium a M. luteus ma kyselina mlé¢na inhibi¢ni ucinek
pti koncentraci 0,25 %, a rast S. marcescens byl zastaven jiz pti aplikaci 0,125%
kyseliny. V piipad¢ bacili nebyla stanovena koncentrace, pfi které dochazi
k totidlni inhibici. Byl stanoven pouze statisticky vyznamny ubytek v poctu
bakterii po aplikaci 2 a 3% kyseliny mlécné.

Kyselina citronovd, octovd, sorbovd a sorban draselny

Antimikrobidlni ucinky kyseliny citronové, octové, sorbové a sorbanu
draselného byly testovdany dilu¢ni metodou na vybrané tii bakteridlni kmeny,
které byly izolovany z kufeci kuze. Jednd se o zdstupce gramnegativnich
fermentujicich tyCinek z Celedi Enterobacteriaceae (Escherichia coli 66),
gramnegativnich nefermentujicich tyCinek (Pseudomonas fragi 19) a
grampozitivnich koki (Staphylococcus aureus subsp. aureus 7). Ubytek bakterif
byl stanoven spektrofotometricky meéfenim zakalu. JelikoZz je za urcitych
podminek absorbance pifimo umérnd koncentraci bakteridlnich bunék, je mozné
povaZzovat ubytek absorbance za ubytek bunék tzn., Ze bylo zpomaleno resp.
zastaveno bunécné mnoZzeni. V grafech (Obr. 9, 10, 11) je znidzornén pokles
absorbance v zdvislosti na koncentraci testované latky po 24 hodinové kultivaci.
Pokud byla nalezena takova koncentrace, kterd zcela zastavuje bakteridlni
déleni, byla oznaCena za minimdlni inhibi¢ni koncentraci (MIC). VSechny
zjisténé hodnoty MIC jsou shrnuty v Tab. 11.

Nejcitlive)si bakterii k testovanym organickym kyselindm byla P. fragi. Je
to psychrotrofni bakterie, kterd se velkou mérou podili na kaZzeni masa a
dritbeze. V rozsdhlé studii bylo z 5920 kmenil izolovanych z jate¢né
opracovanych tél kutat vice nez 30 % identifikovano jako Pseudomonas sp.
[144]. Jiny literarni zdroj uvadi, ze P. fragi tvortila podstatnou ¢ast (13,7 %)
pocatecni mikroflory chlazenych kufat odebiranych po chlazeni piimo
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z vyrobni linky. Po osmi dnech chladového skladovéani tvofila jiZ témét

30 % ze sledované

na pseudomonddy [145].

povrchové mikrofléry, kterd byla zaméfena
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Obr. 9. Hodnoty absorbance (ODssg) po 24 hodinové kultivaci
Escherichia coli 66 s riiznymi koncentracemi kyseliny citronové,
octové, sorbové a sorbanu draselného.
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Tab. 11. Prehled stanovenych minimdlnich inhibicnich koncentract.

E.coli 66 P. fragi 19 S. aureus 7
kyselina citronova 0,50 % 0,10 % 0,10 %
kyselina octova 0,02 % 0,02 % 0,03 %
kyselina sorbova 0,10 % 0,05 % 0,10 %
sorban draselny 6,00 % 4,00 % N

pozn. N — MIC nestanovena, jelikoz latka ani v nejvyssi testované koncentraci zcela
nezastavovala rist

7. vysledkt ziskanych v této praci je tedy mozno predpokladat, zZe
v piipad¢ aplikace organickych kyselin na povrch dribeze nastane nejvetsi
zpomaleni rozvoje té Casti  mikroflory, sklddajici se pifevdzné
z psychrotrofnich Pseudomonas. Jelikoz jsou prevazné tyto bakterie
odpovédné za proteolyticky a lipolyticky rozklad dribeziho masa, zpomali
se timto zplisobem vyznamné¢ proces kaZeni.
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Obr. 11. Hodnoty absorbance (ODssg) po 24 hodinové kultivaci
Staphylococcus aureus subsp. aureus 7 s ruznymi koncentracemi
kyseliny citronové, octové, sorbové a sorbanu draselného.

Z testovanych latek méla jednoznacné nejvétsi tcinek na vSechny tfi vybrané
zastupce ruznych bakteridlnich skupin kyselina octova. Jiz velmi nizka
koncentrace od 0,02 % zastavovala bakteridlni rast. Mikroorganizmy se vSak ve
své citlivosti ke kyseliné octové zna¢né liSi. Pro inhibici Bacillus cereus,
Salmonella Aertrycke Ci S. aureus je potifeba niZ$i koncentrace neZ pro redukci
Saccharomyces cerevisiae Ci Aspergillus niger. Ddale bylo zjiSténo, Ze
antibakteridlni ucinek vU¢i grampozitivhim 1 gramnegativnim bakteriim se

zvySuje pouZzitim pufrovacich systémit [146].
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Kyselina octova pies své velmi dobré ucinky neni senzoricky vhodna
pro aplikaci na driibeZi maso. Nevyhodou aplikace kyseliny sorbové je jeji nizka
rozpustnost ve vod€. Pro praktické aplikace se vyuziva jejich soli, zejména
sorban draselny a sorban sodny.

4.2.2. Mastné kyseliny a jejich monoacylglyceroly
Kyselina kaprylovd

Antibakteridlni ucinky kyseliny kaprylové byly sledovany v rozmezi
koncentraci 0,1 - 1% (v/v). Nejcitlivéjsi vuaci  kyseliné kaprylové byly
grampozitivni koky (S. aureus, M. luteus). Celkovd inhibice rlstu byla
u S. aureus zjiSténa po aplikaci  0,25% kyseliny kaprylové, stejné jako
u S. Typhimurium a M. luteus. U P. fluorescens byla tato hodnota rovna 0,5 %,
u E. coli 0,75 % a u S. marcescens 2 %. U rodu Bacillus nebyla stanovena
koncentrace, pii které dochazi k totdlni inhibici. Byl stanoven pouze statisticky
vyznamny ubytek v poCtu bakterii po aplikaci 2 a 3% kyseliny kaprylové.

Kyselina olejovd

Antibakteridlni ucinek kyseliny olejové (1 - 2,5 % v/v) byl sledovan u bakterii
P. fluorescens, E. coli, S. Typhimurium a S. aureus (Obr. 12). Statisticky
vyznamny ubytek (Kruskal-Wallisav test, P < 0.05) byl zaznamendn pouze
pii pouziti 2% a 2,5% koncentrace na bakterie E. coli, S. Typhimurium a S.
aureus. P. fluorescens byla ke vSem testovanym koncentracim odolna.

10

B kontrola

log CFU/mlI

B 1% kyselina olejova
M 1,5% kyselina olejova

B 2% kyselina olejova

B 2,5% kyselina olejovd

Obr. 12. Pocet bakterii (log CFU/ml) po 24 hodinové kultivaci
s ruznymi koncentracemi kyseliny olejové.
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Monoacylglyceroly kyseliny undekanové a undecenové

Gramnegativni bakterie byly mnohem odolnéj$i vici inhibicnimu plisobeni
monoacylglyceroli kyseliny undekanové (MAG Ci,) a kyseliny undecenové
(MAG Cy.,1) nez bakterie grampozitivni. MAG C;;,, od koncentrace 1000 mg/1
sniZuje pocty Escherichia coli o jeden tad, zatimco na Pseudomonas aeruginosa
tohoto ucinku nedosahuje ani pii nejvyssi pouZité koncentraci 2400 mg/l.
Ve srovnani s MAGy C,g a Cyy., které nemély Zadné inhibi¢ni t¢inky na stejné
kmeny E. coli a P. aeruginosa [101], MAG C,;, alespoii zpomaloval rist E.
coli. Thormar a Hilmarsson [147] ve svém piehledu uvedli, Ze dva nejicinné&jsi
monoacylglyceroly v koncentraci 5 - 10 mmol/dm’ vaéi spektru patogennich
bakterii a vira byly MAG C,po a MAG Cj.,, ovSem nikoli na Escherichia coli.
MAG C,;;.; mél bakteriostaticky ucinek na E. coli od koncentrace 1000 mg/1
(Tab. 12), kdeZzto na P. aeruginosa by mohl mit stejny ucCinek ziejmé
az od koncentrace vys§i nez 2400 mg/l. Vys$i koncentrace vSak jiz z dlivodu
Spatné rozpustnosti MAGU nebyly testovany. ZvySeni uCinku lipida proti
gramnegativnim bakteriim je mozné dosdhnout kombinaci s vyssi teplotou (50
°C) ¢i okyselenim, napi. kyselinou citronovou [147]. Tato zjiSténi poukazuji
nato, Ze gramnegativni bakterie jsou chrdanény vnéj$i membranou bunécné
stény, kterd je tvorena lipopolysacharidy. Nizké pH a zvySena teplota ziejmé
naruSuji tuto ochranou bariéru a dovoli tak penetraci mastnych Kkyselin
az k bakteridlni plazmatické membrané [106].

Mnohem vyraznéjsi bakteriostaticky ucinek byl pozorovdn u grampozitivnich
bakterii. MAG C, . jiZ v koncentraci 70 mg/I pusobil na Staphylococcus aureus
bakteriostaticky (Tab. 12), v koncentraci 100 mg/l jiZ baktericidné. Hodnota
MIC pro MAG C,y,¢ (70 mg/l) u S. aureus lezi mezi hodnotami MIC pro MAG
Cioo (150 mg/l) a MAG Ci (35 mg/l) u stejného kmene S. aureus [101].
Bacillus cereus, jakoZto sporotvorny mikroorganizmus, byl odolngj$i nez S.
aureus. MAG C;, pusobil bakteriostaticky na B. cereus aZz v koncentraci
750 mg/l, baktericidni koncentrace nebyla stanovena. Nicméné koncentrace
1000 mg/l zplsobila snizeni v poctu bunék o 7log fadi. MAG Cy,
v koncentraci 140 mg/l plsobil na S. aureus bakteriostaticky, v koncentraci
240 mg/1 baktericidné. MAG Cj;.; v koncentraci 380 mg/l plisobil na bakterie B.
cereus bakteriostaticky a zplsobil sniZeni o vice nez dva log fady. Baktericidni
koncetrace MAG Cy;.; pro B. cereus nebyla stanovena.

Na testované kvasinky (Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans) pusobil
MAG C;, pouze mikrobistaticky aZ do koncentrace 1000 mg/l, kdezto MAG
Ci1.1 plsobil i mikrobicidné — na S. cerevisiae v koncentraci 360 mg/l a na C.
albicans v koncentraci 400 mg/l (Tab. 12). Nedavna studie [104] popisuje, Ze tii
kmeny C. albicans (ATCC 28516, dva klinické izoldty) byly nejvice inhibovany
kyselinou kaprinovou a laurovou. V 10 mmol/dm’ koncentraci zptsobily sniZen{
o vice nez 5 log tadl kvasinkovych bunék. V této praci bylo pozorovéno,
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7e monoacylglyceroly kyseliny undekanové 1 wundecenové v koncentraci
250 mg/1 zpisobily sniZzeni o vice nez 2 log tfddy u bunék C. albicans i S.
cerevisiae.

Tab. 12. Prehled minimdlnich inhibicnich koncentraci (MIC) a
minimdlnich baktericidnich koncentraci (MBC) u testovanych bakterii a

kvasinek.

MAG Cy10 (mg/l) MAG Cj,.; (mg/l)
MIC MBC MIC  MBC

Staphylococcus aureus subsp.

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

N — MIC nestanovena

Obr. 13. Srovndni makrokolonii rodu Phoma
na Czapek Dox agaru bez pridavku MAG (a) a

s pridavkem 250 mg/l MAG Cy;.; (b) po 14
denni kultivaci pri pokojové teplote.

Vl1édknité houby jsou béZnymi organizmy zptsobujicimi kaZeni potravin, napf.
kysané mléné vyrobky, syry, chléb. Nedostatek literarnich ddaja
o antifungdlnich tcincich monoacylglyceroli je zmirnén soucasnou studii
sledujici inhibi¢ni vliv kyseliny laurové, myristové a palmitové a jejich
monoacylglyceroli na Aspergillus spp. a Penicillium spp. [148].

Redukce mycelia pfi ristu na pevném médiu s MAGy byla hodnocena
méfenim velikosti kolonii v centimetrech (primér). MAGy v agarové pudé
ovliviiovaly nejen velikost a morfologii kolonii, ale také produkci a distribuci
exopigmentt (Obr. 13).
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Vysledky plsobeni MAG C,; na plisiové kmeny jsou zaznameniny
v Tab. 13. MAG C,;, do koncentrace 1000 mg/l neinhibuje zcela ani jednu
ze sledovanych plisni. Na druh Mucor racemosus nepasobil vibec.
Na Aspergillus niger a Scopulariopsis méla tato latka signifikantni vliv
po 7 dnech kultivace, ale po 14 dnech kultivace jiz Zadny ucinek nebyl
zaznamendn. Rod Cladosporium byl statisticky vyznamn¢ inhibovén jesté po 14
dnech kultivace az vysokou koncentraci 1000 mg/l, obdobné tomu bylo u rodu
Trichothecium, na inhibici vSak dostacovala jiz koncentrace 500 mg/l.
NejcitlivéjSimi plisnémi byly rody Alternaria, Phoma a Trichoderma, na jejichz
statisticky vyznamnou redukci ristu stacila koncetrace 250 mg/l. Je mozné, 7Ze
stejné ucinky by méla i niz§i koncentrace, coZ bude pifedmétem dalSiho
zkoumani.

Vysledky plsobeni MAG C,;; na plisiové kmeny jsou zaznameniny
v Tab. 14. MAG Cy,.; inhibuje Aspergillus niger a rod Phoma v koncentraci 500
mg/l (P < 0,001) ¢i vy$si po 7 dnech kultivace. Nicméné po 14 dnech kultivace
jiz tento vysledek nebyl statisticky priikkazny ani u nejvyssi pouZité koncentrace,
piestoze by hodnoty velikosti kolonii (3,70 = 0,17 cm; 1,35 + 0,45 cm, resp.)
mohly napovidat o opaku. Na viné statistické neprikaznosti je velky
rozptyl namétenych hodnot. Ptesto, Ze MAG C, .o na Mucor racemosus vibec
nepusobil, jedna dvojnd vazba v molekule MAG C,;,; navic zpusobila
antifungélni G¢inek pii koncentraci 500 mg/l po 7 dnech a 750 mg/1 po 14 dnech
kultivace. Rod Scopulariopsis byl vyznamné redukovan nejniZ$i koncentraci
po 7 dnech kultivace, avSak po 14 dnech kultivace byla ucinnd pouze
koncentrace 1000 mg/l. Koncentrace 250 mg/l MAG C,.; zplsobila vyznamnou
inhibici Trichoderma, avSak 7ddnd pouzZitd koncentrace nezplsobila tplnou
redukci ristu. MAG C,y.; zcela inhibuje rist Alternaria pti koncentraci 1000
mg/l, zatimco Cladosporium a Trichothecium je redukovéno jiz koncentraci 500
mg/l a to 1 po 14 dnech kultivace. VSechny tfi posledni jmenované plisné byly
inhibovdny jiZ pti pouZziti 250 mg/l MAG C,;y,; (P £0,001).

Pfi srovndni antifungédlnich uc¢inki MAG C;, a MAG C,;; bylo
vyhodnoceno, Ze pfitomnd nenasycend vazba vyrazné ovliviiuje a zvySuje
ucinnost sledované latky nejen proti plisnim (Tab. 15), ale také proti
sledovanym kvasinkdm a gramnegativnim bakteriim. Ne zcela prikazny je vliv
této vazby na grampozitivni koky S. aureus a sporotvorné tyCinky B. cereus.
Kabara [149] naproti tomu prokdzal zvySeni antimikrobidlniho ucinku
pfitomnosti nenasycené vazby na spektru grampozitivnich bakterii, avSak také
kvasinek.
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Tab. 13. Rust plisni na pevné piide (Czapek-Dox agar) s pridavkem MAG C;;.9 vyjddren jako velikost kolonii
v centimetrech (LSM + SE).

Doba Koncentrace MAG C, .o (mg/1)
Mikroorganizmus | kultivace
(dny) 0 250 500 750 1000
Alternaria sp. 7 550 +£0,24 " 2,78 +024°% 207+0,24% 1,75+0,24°% 1,72+0,24"
14 550+0,16"% 4,16+0,16"% 4,16+0,16% 3,68+0,16° 3,77+0,16"
Aspergillus niger 7 3,56 +0,11% 3,63+0,11"% 273+0,11°% 232+0,11°% 2,12+0,11°
14 443 +0,12  4,66+0,12  453+0,12  447+0,12  433+0,12
Cladosporium sp. 7 2,03+0,15% 1,15+0,15 1,31 £0,15 1,27+0,15 0,93+0,15°
14 3,63+0,11%  345+0,11 3,43+0,11" 3,12+0,11 2,66+0,11°"°
Mucor racemosus 7 550+0,10 550+0,10 550+0,10 550+0,10 5,50+0,10
14 550+0,10 550+0,10 550+0,10 550+0,10 5,50 +0,10
Phoma sp. 7 3,85+0,11% 298+0,11"® 257+0,11% 247+0,11% 197+0,11"
14 4,18 £0,10* 3,15+0,10° 2,75+0,10® 2,60+0,10® 2,75+0,10"
Scopulariopsis sp. 7 3,87+0,13" 2,63+0,13*" 150+0,13°% 1,40+0,13% 1,43+0,13°
14 4,12+0,18  3,88+0,18 3,56+0,18 3,28+0,18  3,12+0,18
Trichoderma sp. 7 432 +0,13% 2,77+0,13%® 232+0,13%® 1,66+0,13°% 1,52+0,13°
14 5,50 +0,13% 291+0,13® 2,51+0,13% 2,25+0,13® 2,37+0,13°
Trichothecium sp. 7 3,12+0,15% 227+0,15* 0,50+0,15% 0,83+0,15° 0,65+0,15"
14 3,83+0,29"%  2,18+0,29 1,21+0,29% 1,63+0,29°% 1,91+0,29°"

Pozn. A, B Hodnoty s rozdilnym pismenem v rdmci fddku se od sebe signifikantné 1i§i (P < 0,001).
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Tab. 14. Rust plisni na pevné piide (Czapek-Dox agar) s pridavkem MAG C;;.; vyjddren jako velikost kolonii
v centimetrech (LSM + SE).

Doba Koncentrace MAG Ci . (mg/1)
Mikroorganizmus | kultivace
(dny) 0 250 500 750 1000
Alternaria sp. 7 550+0,23% 247+023°% 2,05+023° 147+023® 0,10+0,23°
14 550+021"% 2,61+021% 3,58+021% 3,66+021°% 0,10+0,21°"°
Aspergillus niger 7 437+0,17" 223+0,17% 1,06+0,17°% 1,10+£0,17° 1,06+0,17"
14 4,42 0,17 4,06 0,17 4,16 £ 0,17 3,56 £0,17 3,70 £ 0,17
Cladosporium sp. 7 1,92 +£0,04* 1,37+0,04"® 0,12+0,04° 0,10+£0,04° 0,10+0,04 "
14 3,40 +0,15% 2,77+0,15* 0,68+0,15% 0,10+0,15®% 0,10+0,15"
Mucor racemosus 7 550+0,12% 550+0,12% 3,55+0,12° 297+0,12° 1,78+0,12°
14 550+0,10* 550+0,10% 5,50+0,10* 391+0,10® 3,37+0,10°
Phoma sp. 7 2,16 £0,17% 2,11+0,17"* 2,03+0,17* 0,551+0,17°% 0,52+0,17 "
14 3,70 + 0,45 2,96 + 0,45 2,93 + 0,45 1,68 £0,45 1,35 +0,45
Scopulariopsis sp. 7 3,70+ 0,11 277+0,11** 1,51+0,11* 032+0,11° 0,33+0,11°
14 3,86 £0,35"  3,50+035" 4,06+035" 2,61+£0,35 1,65+0,35"
Trichoderma sp. 7 426 +0,14"% 3,17+0,14*® 190+0,14% 1,57+0,14°% 1,10+0,14°"
14 550+0,11% 3,13+0,11*® 202=+0,11% 221+0,11°% 1,65+0,11°
Trichothecium sp. 7 2,17+0,06% 1,05+0,06% 0,43+0,06° 0,10+0,06° 0,10+0,06"
14 3,12+0,09* 1,70 £0,09*® 0,73 +£0,09*® 0,10+£0,09% 0,10 +0,09®

Pozn. A, B Hodnoty s rozdilnym pismenem v rdmci fddku se od sebe signifikantné 1i§i (P < 0,001).

53



Tab. 15. Prumérné velikosti kolonii plisni
(cm) vztaZené k ruzné dobé kultivace a
pouzitym monoacylglyceroliim (LSM + SE).

Doba
kultivace MAG Cy;.9 MAG Cy;
(dny)
7 1,90 £0,03" 1,17 +0,03°
14 3,16 £0,05% 2,19+0,05°

Pozn. A, B Hodnoty s rozdilnym pismenem v rdmci
fddku se od sebe signifikantné lisi (P < 0,001).
Mucor racemosus nebyl zahrnut do této celkové
analyzy.

4.3. Snizovani kontaminace kureci kuze

Vybrané chemické latky byly na povrch chlazené dribeze aplikovany
n¢kolika zplisoby — metodou potéru, ponoru a postiiku. Nejvyssi dcinnost
aplikace byla v laboratornich podminkach pozorovana pii namdceni poloviny
chlazeného kufete do 500 ml sterilntho dekontamina¢niho roztoku po dobu
I minuty. Pfi této metodé¢ dochdzi zfejm¢ k nejdokonalejSimu proniknuti
testované latky do vSech zdhybl ktize. Obé& dalsi metody nedosahovaly
pfi pouZiti stejnych koncentraci shodnych vysledkt. Navic metodu potéru je
mozno vyuZit pouze v laboratornich podminkéch. Nejlépe vyuZitelnou metodou
pro praxi je aplikace sledované liatky za pomoci rozpraSovace. Tento krok je
snadné zatadit do vyrobni linky a to ve fazi vzduchového chlazeni.

4.3.1. Aplikace kyseliny citronové

Kyselina citronovd byla na povrch chlazené dribeze aplikovana
v koncentracich 2, 4, 6, 8 a 10 %. S rostouci koncentraci kyseliny citronové se
snizoval pocet aerobnich mezofilnich bakterii a pocet skupiny koliformnich
bakterii klesal do 48 hodin od aplikace kyseliny citronové jesté rapidnéji.
V literatufe se uvadi, Ze s vyjimkou laktobacilti jsou psychrotrofni bakterie
zpusobujici kazeni (Pseudomonas sp., Brochothrix thermosphacta) a patogenni
bakterie (Listeria, Yersinia, Aeromonas) obecné citlivéj$i k organickym
kyselindm neZ mezofilni enterobakterie [18].

Kyselina citronovd méla vyznamné inhibi¢ni uCinky na sledované skupiny
bakterii az pifi aplikaci 4% a vyS$§i (Tab. 16). Kyselina citronovd v 2%
koncentraci byla popsdna jako nejucinnéj$i mezi riznymi chemickymi latkami
ve sniZzeni pocti koliformnich bakterii a kvasinek [93], coZ v této praci
pozorovéano nebylo (Tab. 16). Lze vsak spekulovat o tom, Ze vyssi koncentrace
kyseliny citronové budou vyrazné&ji ovliviiovat senzorické vlastnosti dritbeze.
Na druhou stranu autor Rio et al. [93] pozoroval pii pouziti 2% Kkyseliny
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citronové celkové senzorické zlepSeni oproti kontrole je$t€ po péti dnech
skladovani. Antifungdlni uUcCinek kyseliny citronové byl vtéto praci
pozorovatelny pouze vrozmezi jednoho tadu, a to zejména do 48 hodin
od aplikace 4% kyseliny citronové a vyssich koncentraci.

Bylo pozorovéno, Ze bezprosttedné po oSetfeni povrchu kyselinou citronovou
doslo ke snizeni pH (Tab. 17). Béhem chladirenského skladovani se vSak tento
rozdil pozvolna snizoval. Snizeni pH zavisi pfimo umérn€é na koncentraci
aplikovaného roztoku. Nejvyrazngjsi rozdil mezi hodnotou pH oSetfenych
vzorkli a kontrolou byl bezprostfedné po aplikaci roztoku kyseliny. Tehdy
prumérnd hodnota pH neoSetfenych vzorkl dosdhla hodnoty 6,42 + 0,24.
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Tab. 16. Priristek mikroorganizmii vztaZeny ke kontrolnimu vzorku v 0 h (log CFU/g kuZe) po aplikaci kyseliny citronové
(priumér + smérodatnd odchylka).

Osetieni kyselinou _Doba skladovani (hod)
citronovou (w/v) 0 24 48 72
0% (4,4910,17)* 0+0,00°A 1,04+0,25"B 2,53+0,41*C 3,19+0,41°D
2% -0,17+0,24*°A 0,8240,16*°B 2,1010,51*°C 2,62+0,09*°C
o . | 4% -0,3940,67"A 0,33+0,49"°B 1,4940,32"C 2,2610,20°D
Mezofilni bakterie b . be ab
6% -1,06£0,91°A -0,4340,31°A 1,4340,42°°B 2,45+0,03*°B
8% -0,53+1,04™"A -0,63+1,30°A 1,3840,82"°B 2,39+0,72"B
10% -1,05+0,68°A -0,8510,55°A 0,8510,34°B 1,8540,63°B
0% (3,9510,32)* 0+0,00°A 1,5310,34°B 3,0410,44°C 3,74+0,54°D
2% -0,40£0,56*°A 1,3740,38°B 2,5120,51*"B,C  3,0240,22*°C
Koliformn{ 4% -0,60%1,45""A 0,57+0,61°A 2,0840,51"B 2,8740,25"B
bakterie 6% -1,68+1,14°°A -0,25+0,41°A 1,85+0,70"°B 3,01£0,10*°B
8% -0,91£1,53*"A -0,8310,46°A 1,7440,84"°B 2,9140,63"B
10% 2.4241,13°A -0,5610,15°B 1,16£0,43°C 2,44+0,96°C
0% (3,8510,53)* 010,00°A 1,39+0,57°B 2,98+0,59°C 3,5010,85°D
2% -0,5340,75""A 0,96+0,88°A.B  2,48+0,89*"B,C  3,39+0,39°C
Kvasinky 4% -0,1840,91*"A 0,94+0,67°B 2,1110,58°C 3,1940,68°C
6% -0,60£0,56*°A 0,39+0,60°A,B  2,30+0,86*"B,C  3,51%1,34°C
8% -0,4440,86™"A 0,76+0,65°B 2,40+0,66™°C 3,34+0,49°C
10% -0,80+0,14°A 0,6610,10°B 1,85+0,26"C 3,1440,28°D
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Pozn. k Tab. 16: Statistickd analyza hodnot (n = 4) byla zpracovdna analyzou rozptylu (jednocestni ANOVA) a Duncanovym testem (pro vicecetna
srovnani). Hodnoty v rdmci sloupce (vliv oSetieni) se stejnym hornim indexem se od sebe signifikantné nelisi (P > 0,05); kazd4 mikrobidlni skupina
byla hodnocena zv14st. Hodnoty v rdmci fadku (vliv doby skladovani) se stejnym velkym pismenem se signifikantné nelisi (P > 0,05).

* PocateCni mnozstvi mikroorganizmi na kontrolnich vzorcich oSetfenych vodou byly brany jako referen¢ni hodnoty (voda O h skladovani).
Negativni hodnoty vyjadiuji ibytek mikroorganizmil.

Tab. 17. Hodnoty pH kureci kuZe behem 72 hodin skladovdni pri 442 °C (prumeér * smérodatnd
odchylka) po aplikaci kyseliny citronové.

Doba skladovéni (hodiny)
Osetfeni 0 24 48 72

voda 6,42+0,24°A  6,71+0,34°B 7,01£0,28°C 7,3240,16°D

2%  5,23+0.87"°A  5,6310,16°A 6,12+0,22*°A  6,58+0,44*°A

4%  4,61+1,10°A  5,23+0,37°A.B  5,90+0,36°A,B  6,3010,58"B

kyselina citronovd (w/v) 6%  3,8120,79°A  4,90+0,45°A 5,49+0,14°A 5,82+0,11°A
8% 428+1,18°A  4,91+0,43°A 5,4310,59°A 5,87+0,67°A

10% 3,3310,63°A  4,5240,31°A,B  5,03+0,34°B 5,60+0,53"B

Statistickd analyza hodnot pH (n = 10) byla zpracovana analyzou rozptylu (jednocestnd ANOVA) a Duncanovym testem
(pro vicecetnd srovnani). Hodnoty v rdmci sloupce (vliv oSetfeni) se stejnym hornim indexem se od sebe signifikantné
nelisi (P < 0,05); kazdd mikrobidlni skupina byla hodnocena zvlast. Hodnoty v rdmci fddku (vliv doby skladoviani) se
stejnym velkym pismenem se signifikantné nelisi (P < 0,05).
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4.3.2. Aplikace kyseliny mlécné

Inhibi¢ni ucinek kyseliny mlécné byl jiz dfive pozorovdn na rizné
gramnegativni [79; 150] a grampozitivni bakterie [88] na vepfovém a hovézim
mase. Z vysledki této prace je patrné, Ze kyselina mlénd na kufeci kizi
zpusobila vyrazné zpozdéni logaritmického ristu zejména mezofilnich bakterii
véetné koliformnich (Tab. 18). Nejvétsi pokles poctu bakterii byl zaznamenan
24 hodin po aplikaci. Nicmén¢ 48 hodin od aplikace zacaly mikroorganizmy rlst
exponencidlng.

Osetfeni kufectho masa kyselinou mlécnou v kombinaci se sorbanem
draselnym statisticky priikazné prodluzuje jeho udrznost (Tab. 18, Tab. 19).
Samotny sorban draselny je zndm svym uUcinkem piedevSim vici kvasinkdm
a plisnim, avSak také viuci celé tadé bakterii, vCetné¢ pseudomondd [151]
a koliformnich bakterii. Neddvno bylo publikovdno, Ze 5% sorban draselny byl
ucinny pii redukci psychrotrofni bakterie Listeria monocytogenes na Cerstvé
dritbeZi po dobu 7 dni od aplikace [152]. Z vysledkl vyplyvd, Ze inhibi¢ni efekt
kyseliny mlécné je vhodné podpofen piidavkem sorbanu draselného, zvlasté
ve sniZzeni poc¢tu mezofilnich a koliformnich bakterii, které mohou zahrnovat
nejen bakterie zplsobujici kaZeni, ale i bakterie patogenni, ¢imZ se vyrazné
zvySuje bezpecnost dritbeZiho masa a prodluZuje se jeho trvanlivost.
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Tab. 18. Priristek mikroorganizmii vztaZeny ke kontrolnimu vzorku v 0 h (log CFU/g kiiZe) po aplikaci kyseliny
mlécné a sorbanu draselného (primér +smerodatnd odchylka).

Doba skladovani (hod)

Osetieni 0 24 48 72

voda (5,1310,56)*  010,00°A 0,3910,60°B 0,6610,54°B 1,6310,64C

1% kyselina mléénd -1,1340,25°A  0,44+0,47°B 0,6910,17*"B.C  1,0040,24°C
hgeliofi_lnf 2% kyselina mléénd -1,84+0,37°A  -0,61+0,76°B 0,1440,94**°B,C  0,93+0,74°C
akterle 10,29 sorban -0,26£0,56'A  0,4510,62°A,B  -0,09+0,27"°A  1,07+0,11*°B

draselny

kombinace -1,03£0,13°A  -0,2510,09*°B  -0,61+0,75°A,B  -0,51+0,54°A,B

2%LA+0,2%PS**

voda (4,9240,37)*  0£0,00°A 0,1840,32°A 0,5440,50°B 1,4240,63C

1% kyselina mléénd  -1,1440,63°A  -0,24+0,41*°A,B  0,17+0,50*"B 0,86+1,34*°B
Koliformni | 2% kyselina mléénd -3,36+1,48°A  -0,83+0,10°B -0,46£0,27°B,C  0,29+0,92"°C
bakterie | 0,2% sorban -0,5740,58*°A  -0,2310,98*°A  -0,3310,25"°A  0,3240,38"°A

draselny

kombinace -1,61£0,61°A  -0,6810,64°B -0,6840,26°B -0,3440,06°B

2%LA+0,2%PS
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Pokracovdni Tab. 18

voda (4,3440,64)*  0£0,00°A 0,4740,36"B 0,5310,36"B 0,6010,48°B
1% kyselina mlé¢nd -0,74 £0,42°A  -0,1740,50°B 0,1140,35°B 0,2240,32*"B
' 2% kyselina mléénd  -0,46+0,29"°A  -0,18+0,36°A 0,33+0,37*"B 0,48+0,47*°B
Kvasinky | 029 sorban -0,2620,65*°A  0,0440,66°A -0,0240,21°A  0,03+0,11°A
draselny
kombinace -0,64£0,16"°A  -0,67£0,17°A 0,1240,35"B 0,5440,21*°C
2%LA+0,2%PS
voda (6,0240,73)*  0£0,00°A 0,5940,32°B 1,2610,69°C 2,1340,89°D
1% kyselina mlé¢nd  -1,06+0,38°A  -0,39+0,16"B  0,21%0,58"C 1,55+0,68"°D
. 4%~ Z c C b b,c
Psychrotrofnf | 2% Kyselina mléénd -1,78£0,63°A  -0,85+0,10°B -0,1610,30°B 0,7240,85"C
bakterie | 0,2% sorban -0,3240,50°A  0,62+0,16°B 0,4010,26°B 1,1840,19"C
draselny
kombinace -1,5140,04°°A  -1,0740,69°A,B  -0,43+£0,51°B,C  0,09+0,24°C
2%LA+0,2%PS

* Pocate¢ni mnozstvi mikroorganizmii na kontrolnich vzorcich osetienych vodou byly brany jako referencni hodnoty (voda O h

skladovéni). Negativni hodnoty vyjadtuji ibytek mikroorganizmii.

** LA — kyselina mlécnd, PS — sorban draselny

Statistickd analyza hodnot (n = 4) byla zpracovdna analyzou rozptylu (jednocestnd ANOVA) a Duncanovym testem
(pro vicecetnd srovnani). Hodnoty v rdmci sloupce (vliv oSetieni) se stejnym hornim indexem se od sebe signifikantné nelisi (P <
0,05); kazda mikrobidlni skupina byla hodnocena zvlast. Hodnoty v rdmci fddku (vliv doby skladovani) se stejnym velkym
pismenem se signifikantné nelisi (P < 0,05).
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Tab. 19. Prirustek mikroorganizmit vztaZeny ke kontrolnimu vzorku v 0 h (log CFU/g kuze) po aplikaci kyseliny
mlécné a sorbanu draselného (primér + smérodatnd odchylka) — porovndni dvou metod — ponor, postrik.

Doba skladovani (hodiny)
Osetfeni 0 24 48 72
voda '
(5,15+£031)| 0,00+£0,00®°A  1,08+0,55*B 1,77+0,51*C  324+047°D
mezofilni bakterie | 0,2%pr* | -0,91+0,71°A  042+028°B  122+027*C 279+042*D
0,5% pr* | -043+038°A 0,11+0,12°B  -0,08+0,18"AB 2,40+0,14"°C
0,5% pl}(* 0,31 +0,19°A 0,34+0,13°AB  0,57+047°B 2,23+0,88™C
voda
_ ) 1 (435+0,11)] 0,00£0,00°A  0,68+041"B 1,86 +028°C  2,92+1,09°D
koliformni bakterie |~ yg, o | 11124001 A -0080,65°AB 0,72+0,67°BC  144+0,67°C
(Endo agar) 05%pr | -1,61+138°A -0,03+0,04°B  0,19+0,19°B  0,78+0,19"B
0,5% pk | -024+006"A 1,06+0,02°B 1,L13+£0,13B  3,07+0,11°C
voda '
koliformni bakteric a | (3:62£0,49) | 0,00£0,00°A  1,09+049*B  2,03+0,66°C 272+0,77°D
salmonely 02%pr |-028+032"A 0,74+029°B  1,11+028°B 195+031"C
(XLD agar) 0,5%pr |-123+151"A -0,19+0,73°AB  0,13+0,11°B  1,08+0,15"B
05% pk | -1,75+1,02°A  -0,05+031°B  0,97+028°C -0,38+0,66°B
voda '
) (7,37 £0,03) | 0,00+£0,00*°A  1,34+040*B  2,14+0,58*C  3,19+0,58*D
PS?{)CIEOtf,Ofm 02%pr | -049+0,03°A 091+0,16°B  1,94+0,11*C 2,56+0,12°D
akterie 05%pr | -0,96+0,16°A 0,06+0,06°B  087+064°C 228+0,09"D
0,5%pk |-0,73+0,61™A 0,82+0,19°B  120+£027B  2,20+0,36"°C
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Pokracovdni Tab. 19

voda '
(3,86 £0,07) | 0,00+0,00°A 0,60 £0,41°B 1,09 +0,61*°C 1,44 £+0,57*C
stafylokoky 02%pr | -041+£022*A 0,19+025°AB 049+0,53“BC 1,01+0,52"C
0,5%pr | -137+1,66°A -026+021°AB -0,09+0,31°AB 041+0,40"B
0,5% P}‘ 0,25+0,13*A  -0,05+0,04°A  0,29+020°B  0,84+0,19*C

voda

(5,05+0,34) | 0,00+0,00°A 1,50+093*B  2,28+080°C 3,74+129°D
kvasinky 02%pr | -0,78+0,14°A  1,10+£0,21*B 1,95+021°C  0,14+034°D
0,5%pr | -0,81+0,36°A -0,13+022°AB 031+023°B  251+1,03*C
0,5%pk | -043+0,55"A 1,08+085*B  226+092°C 4,08+031D

" Potdte¢ni mnoZstvi mikroorganizmil na kontrolnich vzorcich oSetfenych vodou byly brany jako referenéni hodnoty (voda 0 h
skladovani). Negativni hodnoty v celé tabulce vyjadfuji ibytek mikroorganizmi oproti neosetienému vzorku.

*0,2% pr — 2% kyselina mlé¢na ve smési s 0,2% sorbanem draselnym aplikovana ponorem; 0,5% pr — 2% kyselina mlécné ve smési s
0,5% sorbanem draselnym aplikovand ponorem; 0,5% pk — 2 % kyselina mlé¢nd ve smési s 0,5% sorbanem draselnym aplikovana

postiikem.

Statistickd analyza hodnot (n = 4) byla zpracovana analyzou rozptylu (jednocestndi ANOVA) a Duncanovym testem (pro viceCetna
srovnani). Hodnoty v ramci sloupce (vliv oSetfeni) se stejnym hornim indexem se od sebe signifikantné nelisi (P < 0,05); kazda
mikrobidlni skupina byla hodnocena zvlast. Hodnoty v rdmci fddku (vliv doby skladovani) se stejnym velkym pismenem se
signifikantné nelisi (P <0,05).
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Vyvoj pH u kontrolnich vzorki byl stabilni, pohyboval se okolo hodnoty 6,5
(Tab. 20). Po aplikaci roztoku dekontaminacni smési doslo ke sniZzeni hodnoty
pH. Tento jev zplsobila kyselina mlé¢nd, sorban draselny nemé vliv na hodnoty
pH na povrchu driibeze [86; 152]. V pribéhu chladirenského skladovani
dochézelo k postupnému zvySovani pH k hodnotdm blizkym kontrolnim vzorki.
Opctovny rist pH byl zplisoben diftizi kyseliny mlééné do hlubSich vrstev masa
a také jejim rozkladem [87].

U vzorki, které byly oSetfeny ponorem do dekontaminacni smési, se pH
v hodin€ 0 sniZilo na primérnou hodnotu 4,79 + 0,12. Oproti kontrole nastal
pokles o 1,69 jednotky. Vzorek oSetfeny postiikem mél priomérné pH vyssi (5,75
+ 0,22) a rozdil oproti kontrole byl vyrazné¢ mensi. Metoda ponoru méla tedy
vetsi vliv na snizeni hodnoty pH neZ metoda postiiku, coZ mohlo byt zptisobeno
rovnomernéjsi aplikaci pfi ponofeni celé poloviny kufete. Béhem skladovani
doslo k vyrovnani pH u obou metod a nebyl statisticky vyznamny rozdil oproti
kontrole.

Z Tab. 17, 20 vyplyva, Ze hodnoty pH kize chlazené dribeZe jsou silné
ovlivnény pfitomnosti organickych kyselin, zeyména ihned po aplikaci. Hodnoty
pH klesaji vyrazné, vétSinou o vice nez tii jednotky. Antimikrobidlni ucinek
organickych kyselin je taktéz ptipisovan ucinku sniZeného pH. Proto byla
provedena korelaéni analyza mezi poctem mikroorganizmi (mezofilni,
koliformni, psychrotrofni bakterie a kvasinky) na kufeci k0Zi a aktudlni
hodnotou pH za pouZiti Pearsonova korela¢niho koeficientu. Pro korelacni
analyzu byla pouZita naméfend data u kyseliny citronové, kyseliny mlécné
ajako dopln€k byly pouzity hodnoty pro sorban draselny, u néhoz se
neocekdval pokles pH. Vysledek korelacni analyzy je uveden v Tab. 21.
Vyznamna korelace (P < 0.001) byla prokdzdna mezi pocCtem bakterii
a kvasinek a hodnotou pH pii aplikaci kyseliny citronové a mlécné. Jednim
z principil mechanizmu tc¢inku organickych kyselin je pravé snizovani pH [77].
JelikoZ sorban draselny nesniZuje pH nemohl byt prokdzan ani vztah mezi
ubytkem mikroorganizmu a hodnotou pH.
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Tab. 20. Hodnoty pH kureci kuZe béhem 72 hodin skladovani pri 442 °C (primeér £ smérodatnd odchylka) po aplikaci

kyseliny mlécné, sorbanu draselného a jejich kombinact.

Doba skladovani (hodiny)

Osetieni 0 24 48 72

voda 6,48+0,19°A  6,401021°A  6,43+0,31°A 6,54+0,37°A
1% kyselina mlé&nd 3,70+0,20°A  5,55+0,38°B  5,99+0,28"‘C  6,17+0,23"C
2% kyselina mlé&na 3,53+0,22°A  5,2640,34°B  5,6540,27°C 5,9840,20“'D
0,2% sorban draselny 6,3410,20°A  6,2640,25°A  6,2610,24*°A  6,37+0,28*"A
2% kyselina mlé&na +0,2% sorban draselny 3,73+0,12°A  5,3140,33°B  5,7440,45B,C  5,99+0,40™C
2% kyselina mlé¢na +0,5% sorban draselny ponor 4,79+0,12*°A  5,5330,21°B  6,09+0,23°C 6,7410,33“D
2% kyselina mléénd +0,5% sorban draselny postfik ~ 5,75+0,22°A  6,24+0,13°B 6,324+0,14*"B 6,6610,23°C

Statistickd analyza hodnot pH (n = 10) byla zpracovdna analyzou rozptylu (jednocestndi ANOVA) a Duncanovym testem (pro vicecetna
srovndni). Hodnoty v rdmci sloupce (vliv oSetieni) se stejnym hornim indexem se od sebe signifikantné nelisi (P < 0,05); kazd4 mikrobidln{
skupina byla hodnocena zvlast. Hodnoty v ramci fadku (vliv doby skladovani) se stejnym velkym pismenem se signifikantné nelisi (P < 0,05).

Tab. 21. Pearsoniv korelacni koeficient — vztah mezi mnoZstvim mikroorganizmii na kureci

kiiZi a hodnotou pH ovlivnénou organickymi kyselinami.

Pearsontiv korelacni koeficient  kyselina citronova

kyselina mlé¢na

sorban draselny

mezofilni bakterie 0,8396*
koliformni bakterie 0,8625%*
kvasinky 0,7518*
psychrotrofni bakterie NT

0,8524%*
0,8781%*
0,8535%*
0,8461*

0,5417
0.4863
-0,0564
0,1839

pozn. NT — netestovéano; * statisticky vyznamna korelace na hladin€ vyznamnosti P < 0,001
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Soucésti prace bylo ddle zjistit, zda enzym lysozym v kombinaci s kyselinou
mlécnou ma vliv na mikrofléru chlazené dribeZe. Lysozym mé baktericidni
ucinky a je schopen S$tépit glykosidické vazby v bunécné sténé grampozitivnich
bakterii. Po statistickém vyhodnoceni pomoci regresnich kiivek bylo na 5%
hladiné vyznamnosti zjiSténo, Ze aplikované mnoZstvi nemd Zadny vliv
na sledované skupiny mikroorganizmi nachézejicich se na kiZi chlazené
dribeze. Jeho neudcinnost mohla byt zplisobena nizkou aplikacni ddvkou, ktera
byla zvolena dle literatury [131] a také tim, Ze grampozitivni bakterie se
na driitbezi vyskytuji v menS$im zastoupeni oproti gramnegativnim (Obr. 4)
a tudiz nedoslo k ovlivnéni mikroflory kiize chlazené drtibeze. Na obrazku (Obr.
14) je zndzornéna dynamika rastu stafylokokl po aplikaci smési 2% kyseliny
mlécné a 0,2% sorbanu draselného s lysozymem nebo bez v zédvislosti na dobé
skladovani. Z grafu je zfejmé, Ze pifitomnost lysozymu vyznamné neovliviiuje
mnoZeni stafylokokli. D4 se tedy usoudit, Ze jeho aplikace v ddvce 100 mg/l
na kufeci k@Zzi nemd Zadny inhibi¢ni uc¢inek na pfitomnou grampozitivni
mikrofléru.

log CFU/g ktize
w

0 24 48 72
doba skladovani (hod)

@ s lysozymem B vzorek bez lysozymu

Obr. 14. Mnozstvi stafylokokii na dribeZi kiZi v pritbehu
chladirenského skladovdni po aplikaci smesi kyseliny mlécné
a sorbanu draselného s lysozymem nebo bez lysozymu.
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4.3.3. Aplikace kyseliny kaprylové

Kyselina kaprylovad byla na povrch chlazenych kufat aplikovdna v rozmezi
0,5 - 4 % (Tab. 22). Vyznamné sniZeni poctu aerobnich mezofilnich a
koliformnich bakterii bylo pozorovano pii pouziti 3 a 4% kyseliny kaprylové
piesto, Ze nedoslo k vyraznému sniZeni pH (Tab. 23). Pro kyselinu kaprylovou,
na rozdil od kyseliny citronové, platilo, Ze ibytek kvasinek byl pozorovatelny az
po 48 h skladovani, a po 72 h byl nejniz$i pocet kvasinek zaznamendn
na povrchu kutat oSetfenych 1%, 2% a 3% kyselinou kaprylovou. JelikoZ
kyselina kaprylovd vyrazné¢ ovliviiovala organoleptické vlastnosti, zejména
chut’, coZz bylo potvrzeno i ndslednou senzorickou analyzou, nebyly pokusy
s aplikaci na kufeci kiizi vice opakovany. Ze stejného divodu nejsou data
vyhodnocena statisticky.

Tab. 22. Celkové pocty mezofilnich bakterii, koliformnich
bakterii a kvasinek béhem 72 hodin skladovdni pri4 £2 °C

po aplikaci kyseliny kaprylové.

Doba  Kyselina kaprylova (v/v)
skladovani

(hodiny) 0% 05% 1% 2% 3% 4%
0 4771 4,03 3,56 3,23 292 287
mezofilni 24 5,40 4776 4,40 3,777 3,20 3,97
bakterie 48 6,27 546 6,37 4,14 3,88 4,90
72 7,02 6,08 7,01 461 4,773 5,16
koliformni 0 425 3,00 249 0,00 1,68 2,63
bakterie 24 5,03 460 443 140 1,78 3,95
48 5,84 492 470 3,05 3,19 4,64
72 6,60 5,58 5,55 3,06 3,31 5,36
kvasinky 0 4,14 4,67 4,52 3,04 2,26 4,01
24 496 489 5,02 4,16 439 4,64
48 5,88 7,38 6,21 496 5,21 6,25
72 6,11 835 6,29 588 5,51 7,35

Tab. 23. Hodnoty pH kureci kuZe béehem 72 hodin skladovdni pri 4 +2 °C
(priumeér = smerodatnd odchylka) po aplikaci kyseliny kaprylové.

Doba skladovani (hodiny)

Osetfeni 0 24 48 72
voda 6,34+ 0,16 6,36+0,16 6,44+0,24 6,61+0,13
0,5 % 6,35+0,16 6,22+0,29 6,30+0,25 6,53 +0,37
kyselina 1,0 % 6,20+0,08 6,25+0,10 6,26 +0,03 6,48 +£0,23
kaprylovd 2 % 6,03+0,19 6,16+0,16 6,28+0,15 6,29+0,11
viv) 3% 6,32 +0,21 6,26+0,23 6,29 +0,28 6,49 +0,43
4 % 5,74+0,36  598+0,18 6,13+0,25 6,20+0,33
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4.3.4. Aplikace monoacylglyceroli kyseliny undekanové
a undecenové

Na povrch chlazené driibeze byly aplikoviny MAG C,;y a MAG Cy;
ponofenim do roztoku o koncentraci 500 mg/l. Byly sledovany celkové pocty
mezofilnich mikroorganizmii, koliformnich bakterii, psychrotrofnich bakterif,
béhem 72 hodin skladovéni pii 4 + 2 °C (Tab. 24). Analyza pH oSetfené kuteci
kliZze neodhalila statisticky vyznamné zmény oproti kontrole (Tab. 25). Pocty
mikroorganizmi zji$téné na povrchu oSetfenych kutat byly srovnavany parovym
t-testem s kontrolnimi, vodou oSetienymi vzorky. Nejvyrazngjsi inhibi¢ni efekt
m¢ly oba monoacylglyceroly na psychrotrofni bakterie. Pocty vSak nebyly nikdy
snizeny o vice nez 0,5 log CFU/g ktZe. Rust ostatnich skupin bakterii a
kvasinek  nebyl  zdsadnéjSim  zplsobem  ovlivnén  ani  jednim
z monoacylglycerolll. Za zminku stoji zpomaleni vyvoje anaerobni mikroflory
v pribéhu 3 dnli skladovéani. Slaby dcinek muize byt zplisoben pouZitou nizkou
koncentraci, kterd vSak byla v in vitro testech i¢innd na vétSinu testovanych
mikroorganizmi. Na druhou stranu je nutno podotknout, Ze koncentrace
nad 2000 mg/1 se jiZ nerozpousti ve vod¢. Pro aplikace je ziejmé potieba pouZiti
vysS§ich koncentraci, coz miiZe byt predmét dalSich experiment.

Tab. 24. Pocty mikroorganizmii (log CFU/g kuZe) po aplikaci MAG C;.9 a
MAG Cy;.; (prumeéer = smérodatnd odchylka) v pribéhu 72 hodin

skladovdni pri 422 °C.

¢as kontrola MAG C;;.0 kontrola MAG Cy;
0 6,066+0,01 6,29+0,01* 5,65+0,14 5,71+0,19
Mezofilni |24 7,98+0,49 8,43+0,57 8,23+0,15 §,13+0,03
bakterie 48 8,91+0,17 8,36+0,07 8,51+0,53 8,71+0,36
72  9,81+0,14 9,61+0,18 9,50+0,14 9,46+0,24
0 6,69+0,09 6,27+0,10* 5,67+0,08 5,67+0,08
Koliformni |24 8,15+0,10 7,96+0,04 7,96+0,12 8,04+0,07
bakterie 48 8,20+0,15 8,00+0,38 7,80+0,56 8,37+0,07
72 9,48+0,18 9,46+0,06 9,02+0,01 9,19+0,13
0 3,74+0,12 4,27+0,59 4,02+0,11 3,35+0,15*
Stafylokoky 24 3,40+0,29 3,90+0,13 3,10+0,55 3,69+0,91
48 3,31+0,01 3,42+0,04 2,69+0,12 3,39+0,10
72 3,80+0,09 3,77+0,13 3,30+0,22 3,27+0,44
0 5,40+0,22 5,67+0,08 5,41+0,08 4,75+0,09*
Kvasinky 24 7,42+0,05 7,48+0,24 6,74+0,14 7,01+0,10
48 7,09+0,46 7,17+0,24 7,06+0,30 7,17+0,24
72 7,96+0,22 8,00+0,28 8,44+0,59 7,86+0,12
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Pokracovani Tab. 24

0 NT NT NT NT
Anaerobni |24  8,37+0,25  §,22+0,18 8,18+0,17 8,25+0,11
bakterie 48  8,81+0,10 8,69+0,16 8,78+0,09 8,74+0,24
72 9,29+0,07  8,88+0,23*  8,60+0,31 8,48+0,15
0 8,07£0,10  8,17+0,18 7,53+0,23 6,77+0,18%*
Psychrotrofni | 24  9,67+0,05 9,40+0,05*  9,35+£0,06 9,14+0,11%*
bakterie 48 10,19+£0,07 9,94+0,18*  9,86+0,06 10,00+0,22
72 10,11+0,08 9,68+0,35* 9,81+0,11 9,44+0,25%*

Ziskané hodnoty (n = 4) byly zpracovany statisticky Studentovym t-testem.
* - statisticky niz$i hodnota oproti kontrole na hladin€¢ vyznamnosti P < 0,05; NT —
netestovano.

Tab. 25. Hodnoty pH kureci kiiZe behem 72
hodin skladovdni pri 4 £ 2 °C (primer
7 smérodatnd odchylka) po aplikaci MAG Cj ;.9
a MAG C]]_~1.

Doba/ . kontrola MAG MAG
skladovani
(voda)

(hOd) CIIZO Cll:l
0 6,38+£0,13 6,41+0,18 6,34+0,04
24 6,54+0,21 6,53+0,57 6,62+0,61
48 6,93+0,44 7,11+0,85 6,82+0,72
72 6,91+0,49 7,13+0,46 7,35+0,37

4.4.

Senzorickd analyza byla provedena na kufecich stehnech po aplikaci 10%
kyseliny citronové, 2% kyseliny kaprylové, 500 mg/l MAG C11:0, 500 mg/l
MAG CI11:1, smé&si 2% kyseliny mlécné a 0,2% sorbanu draselného a vody jako
kontroly. Hodnoceni bylo provedeno v syrovém (0 a 72 hodin) a tepelné
opracovaném stavu (pouze 0 hodin). Po 72 hodindch skladovéni jiZz vétSina
vzorkll nepfijemné zapdchala a proto bylo hodnoceni tepelné¢ opracovaného
masa zruSeno. Vysledky jsou shrnuty v Tab. 26 jako hodnoty medidnu.

Senzoricka analyza
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Tab. 26. Senzorickd analyza kurecich stehen osetrenych kyselinou citronovou, kyselinou kaprylovou a smesi LA - PS.

Doba oy OSetieni
Znak sklado- ijrava Kuze/ N " "
vani (hOd) maso voda CA KA LA — PS smés MAG C] 1:0 MAG C1 1:1
© T 0 syrové kaze 2°A 3B 2°B 2°A 2°A 2°A
C el 0 petené  kize  2°A 2°A  2°A 2% A 2°A 2'A
m 3 72 syrové ktize 3A.B  3'A.B  2°AB 2'B 2'B 32A
O 0 syrové kuze 3°A,B 3%A 4°B 3A 3%A 32A
5 0 pedené  kize 2*A 4°B,C 5B 3*'A,C 2°A 2°A
- 72 syrové  kize  4°A  4°AB  4°A 3°B,C 5bC 4°A,C
0 pedené  kize  2°A 5B 4°B,C 2°A,C 2°A 2°A
*25 maso
5 0 pet¢ené  pod 2°A.B  3’C  3*AC 2°A,B,C 1'B 2°A,B
kazi *
o 0 syrové  kize 4°AB  2°A 5B 3"A,B 3*A 3°A
o9 0 pecené  kize 2°A 6B 6'C 3'AB 1°A 3'AB
oz maso
58 0 Send d 2°AB  3°A  4°A 2°A.B 1B 1B
28 pecené po s ,
B kazi *
Z 72 syrové ktize 6°A 5A.B 5°A 4°B 7B 6°A.B

Senzorické hodnoceni (n = 12) bylo zpracovdno 7-bodovou hédonickou stupnici (1 — vyborny, 4 — dobry, 7 — velmi Spatny, nepiijatelny) a
je vyjadieno jako medidn. *® Hodnoty v témZe sloupci (G¢inek Sasu a/nebo oSetieni) se stejnym pismenem se od sebe signifikantné nelif
(P > 0.05); kazdy sledovany znak byl vyhodnocen zvlast. A, B Hodnoty v rdmci fddku (dcinek testovanych latek) se stejnym pismenem se
od sebe signifikantné nelisi (P > 0.05).
’ LA - PS — smés 2% kyseliny mlécné a 0,2% sorbanu draselného; CA — 10% kyselina citronovd; KA — 2% kyselina kaprylova

Chut’ u syrového masa nebyla hodnocena.

Tepelné opracované kufeci maso bylo zvlast hodnoceno jako kiiZe a maso pro chut’ a necisté pachy/pachuté.

kg
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Vzhled syrového masa oSetfeného kyselinou citronovou byl svétlejsi nez
kontrola, zatimco po 72 hodinéch skladovani rozdil od kontroly nebyl vyznamny
(kontrola se zhorSila). U syrového masa byla viné ovlivnéna pouze u vzorku
oSetfenych kyselinou kaprylovou. U ostatnich se necisté pachy objevily az
po upeCeni, kromé vzorku oSetfeného smési kyseliny mlééné a sorbanu
draselného, u néhoz doSlo ke statisticky vyznamnému zlepSeni viné
oproti kontrole. Chut'ové nejlépe, avSak ne statisticky vyznamné oproti kontrole,
byly hodnoceny vzorky oSetiené MAG C, . Na stejné trovni jako kontrola byly
hodnoceny vzorky oSetfené kyselinou mléénou a MAG C;;,;. Za nejhorsi
a statisticky vyznamné odliSné byly oznaCeny vzorky oSetfené kyselinou
citronovou a kyselinou kaprylovou. NejzajimavéjSim a nejvyznamnéj$Sim
(P >0.05) vysledkem je lep$i hodnoceni ve srovndni s kontrolou u vzorku
oSetfeného kyselinou mlécnou pro znaky viin€é a necisté pachy po 72 hodinach
skladovéni. V zddném z ostatnich hodnoceni nebyly vzorky s kyselinou mlé¢nou
hodnoceny statisticky pritkazné hiif neZ kontrola.

V pofadovém testu byly jako nejhor$i vyhodnoceny vzorky s kyselinou
citronovou a kyselinou kaprylovou. Nejlépe byl hodnocen vzorek oSetfeny
MAG Cy,, déle nasledovala kontrola, vzorek osetteny MAG C;;.,; a vzorek
oSetfeny kyselinou mlécnou. Nicméné, vzorek oSetfeny kyselinou mlécnou
nebyl statisticky vyznamné odliSny ani od kontroly, ale ani od kyseliny
citronové ¢i kaprylové. Predchozi vysledky ov§em naznacuji, Ze pouziti 1 — 2%
kyseliny mlécné vyznamné sniZuje mikrobidlni poCty na povrchu dritbeze bez
ovlivnéni organoleptickych vlastnosti jako jsou barva, chut’ a viin€, coZ jiZ bylo
pozorovano diive [153].
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PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

V poslednich letech driibezi maso neustdle stoupd u konzumentl v oblibé.
Dokonce je jiz nckolik let jeho spotfeba vyssi, neZ spotfeba hovéziho masa.
Driibezi maso je vSak na druhou stranu také zdrojem rozmanitych infekci,
zejména gastrointestindlnich. Proto je kladen velky diiraz na bezpe¢nost masa
a masnych vyrobki. Producenty zase zajimd moZnost prodlouZeni trvanlivosti.
Cilem této prace bylo zmapovat sloZzeni mikrofléry kiZe chlazenych kurat
z obchodni sit¢ a otestovat ucinek aplikace dekontaminacnich litek vedouci
ke zvyseni bezpecnosti a prodlouZeni ddrZnosti.

Ptinos pro védu:

v

v

komplexni pohled na mikrofléru chlazenych nebalenych kurat
z obchodni sité;

vytvofeni a podrobnd mikrobiologickd charakteristika rozsdhlé sbirky
bakterialnich kment z kureci kuize;

zjisténi vyskytu kolicinogenie a typu kolicinu u produkcénich kmenil
Escherichia coli izolovanych z kufeci kiiZe;

studium vlivu vybranych chemickych ldtek na mikrofléru kiize
chlazené drubeze.

Ptinos pro praxi:

v

v

zjiSténi Cetnosti patogennich bakterii u chlazené driibeze vyrobené
po zdkazu plo$ného uZzivani antibiotik u driibeze;

sledovéani vyskytu rezistentnich kmenit Escherichia coli u chlazené
dritbeze;

sledovani stavu mikrobidlni kontaminace chlazenych kufat v pribchu
zpracovani na vyrobni lince;

navrZzeni moznosti aplikace konkrétniho dekontaminac¢niho roztoku
pii technologickém postupu vyroby chlazené driibeZe.
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ZAVER

Byla podrobné prozkoumdna mikrofléra kiize chlazenych kurat a vytvofena
sbirka bakteridlnich izoldtd, kterd je uchovdvdna na Ustavu technologie
a mikrobiologie potravin FT UTB ve Zlin¢. Sbirka bakteridlnich izolath
je vyuzivana k dal§im vyzkumnym déeltm.

Ukaézalo se, Ze nejpocetnéjsi skupinou bakterii vyskytujici se na kiizi chlazené
dribeze byly gramnegativni fermentujici KAT+ OXI- tyCinky (43,3 %)
s nejcastéjSimi zastupci Escherichia coli, Pantoea sp. Ani v jednom piipadé
nebyla potvrzena piitomnost bakterie Salmonella sp. na kufeci kiZzi. Dalsi
skupiny (gramnegativni fermentujici KAT+ OXI+ tyCinky; grampozitivni koky)
se vyskytovaly s cetnosti 18,4 % a 14,9 % zcelkového poctu izolata.
U gramnegativnich nefermentujicich KAT+ OXI+ ty¢inek byl nejcastéji
identifikovdn rod Pseudomonas. Gramnegativni nefermentujici KAT+ OXI-
a grampozitivni ty¢inky byly zastoupeny v nejmensi mife. Zadny kmen nebyl
identifikovén jako Listeria monocytogenes.

V préci byly ddle sledovany antimikrobidlni G¢inky vybranych léatek, které by
mohly byt pouZity pro zdmér sniZeni kontaminace kiZe chlazenych kufat.
Na zdstupce gramnegativnich fermentujicich a nefermentujicich tycinek
a grampozitivnich kokt byla z organickych kyselin nejucinnéjsi kyselina octova,
kterd vSak pro dalsi testovdni byla zavrZzena z divodu silného ovlivnéni
organoleptickych vlastnosti kufeciho masa. Dals§i v pofadi byla kyselina
sorbovd, kterd je ve vodném prostiedi Spatné rozpustnd, proto pro aplikaci
na driitbeZzi kizi byla vybrdna jeji draselnd sul, kterd je v potravinafstvi bézné
pouzivana. Pokud byla kyselina citronova pouzita v koncentraci 0,1 % méla téz
vyrazny inhibi¢ni efekt na pouZité Cisté bakteridlni kultury.

U kyseliny olejové nebyly prokdzdny vyrazné redukéni dcinky na bakterie
v daném systému, proto byla pro dalsi aplikace vybrana lépe ucinkujici kyselina
kaprylovd. Souddsti této prace bylo ddle otestovat antimikrobidlni ucinky
netradicnich monoacylglyceroli (MAG C;;0, MAG C;;;) na spektrum
mikroorganizmil. Byla prokdzana statisticky vysoce vyznamnd inhibice zejména
neékterych plisni, coZ rozSifuje moznosti aplikace téchto netradicnich
monoacylglycerolt. U¢inngjsi se jevil monoacylglycerol kyseliny undecenové,
coZ by mohlo byt zplisobeno ptitomnosti dvojné vazby v jeho molekule.

Pii aplikaci dekontaminac¢nich roztokdt na povrch chlazené dribeze byly
testovany tfi metody. Metoda potéru neni vhodnd z dlivodu nerovnomérnosti
aplikace roztoku. Obdobné zkuSenosti byly pozoroviany u metody postiiku,
avSak tato metoda se bude jeSté zdokonalovat. Nejjednodussi a nejrychlejsi
metodou aplikace v laboratornich podminkdch byla metoda ponoru kufat
do roztoku po dobu jedné minuty. Jeliko? jsou kufata v Ceské republice
chlazena vyhradné vzduchem, neni moZné pouzit aplikaci ponorem v praxi.
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Vhodnym doplnénim price by bylo vyzkouSet aplikaci dekontaminaéniho
roztoku posttikem pfimo ve vyrobg.

Aplikace kyseliny citronové a kaprylové sice silné snizovala kontaminaci
kufeci kliZze, avSak pfi senzorické analyze byly vyhodnoceny jako nepouZitelné.
Kvalita driibeZiho masa se da zlepSit aplikaci kyseliny mlééné v kombinaci se
sorbanem draselnym. Aplikace této smési neovliviiuje vzhled, vini ani chut
dribeziho masa, naopak zvySuje bezpe€nost a prodluZuje udrZznost. NeoSetiené
vzorky po 72 hodinich ptesahovaly hranice pfijatelnosti nejen ze senzorického
hlediska, ale také z hlediska vysokého poctu mikroorganizma.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ADO tvorba kyseliny z adonitolu

ARG dikaz arginin dihydroldzy

BLAST Basic Local Alignment Search Tool (néstroj pro vyhledavani a
srovnavani DNA a proteinovych sekvenci)

CA kyselina citronova

CEL tvorba kyseliny z cellobiézy

CPM celkové poCty aerobnich a fakultativné anaerobnich mezofilnich
mikroorganizmi

DNA hydrolyza DNA

DUL tvorba kyseliny z dulcitolu

ESL hydrolyza eskulinu

GEL hydrolyza Zelatiny

H,S tvorba H,S

IND tvorba indolu

INO tvorba kyseliny z inositolu

KAT produkce enzymu kataldza (EC 1.11.1.6)

LA kyselina mlécna

LYS dekarboxylace lyzinu

M17 agarova puda pro kultivaci bakterii mlééného kvaseni

MAG monoacylglycerol

MAL utilizace malonatu

MAN tvorba kyseliny z mannitolu

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

MPA masopeptonovy agar

MPB masopeptonovy bujon

MRS Lactobacillus deMan Rogosa Sharpe agar

MRSA meticilin rezistentni Staphylococcus aureus

MSA Mannitol Salt Agar

NCBI National Center for Biotechnology Information (Néarodni
centrum pro biotechnologické informace)

ONP prukaz S-galaktozidazy

ORN dekarboxylace ornitinu

OXI produkce enzymu cytochromoxidaza (EC 1.9.3.1)

PCR polymerazova fetézova reakce

PHE deaminace fenylalaninu

PS sorban draselny

RHA tvorba kyseliny z ramnézy

SCI Simmons-citrét test na utilizaci citratu

SDS-PAGE polyakrylamidova gelova elektroforéza s dodecylsulfitem
sodnym

SOR tvorba kyseliny ze sorbitolu

88



SUC
TRE
TSP
TWE
URE
VPT
VRBA
XLD

YGA

tvorba kyseliny ze sachar6zy

tvorba kyseliny z trehal6zy

fosfore¢nan sodny (trisodium phosphate)

hydrolyza Tweenu80

tvorba ureazy

Voges-Proskauerliv test, test na tvorbu acetoinu

Violet Red Bile Agar (violet’ Cerven ZluCovy agar s laktézou)
Xylose Lysine Deoxycholate agar (xyl6za lyzin deoxycholatovy
agar)

Chloramphenicol Yeast Glucose Agar (kvasni¢ny agar

s gluk6zou a chloramfenikolem)
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