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ABSTRAKT

Fosforecnany jsou latky, které bézné vyuzivaji v potravinaistvi, za Gcelem zlepSeni vy-
sledné kvality vyrobkt, apravy pH a i pro svou antimikrobialni aktivitu. V této diplomové
préci byl sledovén inhibi¢ni ucinek Sesti fosfore¢nanii na vybrané grampozitivni a gramne-
gativni bakterie. Pro dané ucely byly pouzity fosfore¢nany (HEXA 62, HEXA 65, HEXA
68, HEXA 70, HEXA PE a Na;HPOQa), které se liSily riznou délkou fetézce, a kazdy z nich
byl testovan v péti koncentracich (0,25 %; 0,50 %; 0,75 %; 1,00 % a 2,00 % w/v). Inhibic¢-
ni pasobeni fosfore¢nant bylo hodnoceno pomoci relativni hodnoty ristu. Antimikrobialni
aktivita raznych fosfore¢nant byla porovnavana a bylo zjisténo, Ze S rostouci koncentraci
soli byl zvySovan inhibi¢ni u¢inek. Zaroven bylo zjisténo, ze gramnegativni bakterie nej-
sou citlivé na inhibi¢ni piisobeni testovanych fosforecnant. Nejvice citlivé na inhibi¢ni
pusobeni polyfosfore¢nanti byly bakterie rodu Bacillus, respektive B. subtilis subsp. spizi-
zenii CCM 4062. Vyjimku tvoftil piidavek sodného fosfore¢nanu NaoHPOQOjy, inhibi¢ni G¢i-
nek hydrogenfosfore¢nanu sodného byl pfi srovnéni s ostatnimi fosforecnany zcela mini-
malni.

Kli¢ova slova: fosforecnany, inhibi¢ni u¢inek, grampozitivni a gramnegativni bakterie

ABSTRACT

Phosphates are substances commonly used in food industry for improve the final product
quality, pH adjustment even for their antimicrobial activity. In this diploma thesis was ob-
served inhibitory effect of six phosphates on selected Gram-positive and Gram-negative
bacteria. For the present purposes are used polyphosphates (HEXA 62, HEXA 65, HEXA
68, HEXA 70, HEXA PE and Na,HPOg4), which varied chain lengths, and each phosphate
was prepared at five concentrations (0.25 %; 0.50 %, 0.75 %, 1.00 % and 2.00 % w/v). The
inhibitory effect of phosphates was evaluated using relative growth rates. Antimicrobial
activity of the various phosphates was compared and it was found that with increasing salt
concentration was increased inhibitory effect. It was also found that Gram-negative bacte-
ria are not sensitive to the inhibitory effect of phosphates tested. The most sensitive to the
inhibitory effect of polyphosphates was Bacillus respectively B. subtilis subsp. spizizenii
CCM 4062. An exception was the addition of sodium phosphate, Na;HPOa4. Inhibitory
effect of disodium phosphate was compared to other phosphates minimal.

Keywords: phosphates, inhibitory effect, food, Gram-positive and Gram-negative bacteria
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UvVOD

Potravinaiské suroviny a potraviny jsou ve vétSin€ piipadit materidly, které pozvolna nebo
i rychleji podléhaji nezadoucim zménam. Vyvojem potravinaiskych technologii je témto
zmeénam zabranit, docilit jejich udrznosti a uchovatelnosti a také zajistit jejich o¢ekavané
vlastnosti — chut’ a viini produktu. Béhem celého cyklu zpracovani surovin a materialti do-

chazi ke zménam fyziologickym, enzymovym, chemickym a mikrobiologickym. [1]

Mikrobiologické zmény jsou z hlediska dusledki (potencialni ohrozeni zdravi konzumenta,
snizeni nutri¢ni a senzorické hodnoty potraviny, znehodnoceni potraviny) nejvyznamnéj-

§imi zménami, ke kterym v potravinach béhem zpracovani a skladovani dochazi. [1]

Potravinarské suroviny, polotovary a vyrobky obsahuji mikroorganismy nebo jejich zarod-
ky, proto soucasti kazdého technologického zpracovéni je vzdy konzervacni zakrok, ktery
zastavi nebo zpomali nezddouci rist mikroorganismi, ptipadné usmrti ty formy, které by

se za podminek skladovani mohly mnozit a potravinu kazit. [1]

Tradi¢ni procesy, jako je suseni, fermentace, a chlazeni jsou pouzivany k prodlouzeni tr-
vanlivosti potravinaiskych vyrobkl, a jsou Casto podporovany piidavanim chemickych
potravinatskych konzervantt, jako jsou soli, fosfore¢nany, dusitany a sifi¢itany. A pravé
fosfore¢nany jsou velmi Casté pii zpracovani potravin. Nékteré z derivati kyseliny fosfo-
re¢né prokazaly variabilni tirovné antimikrobialni aktivity v potravinach. Existuje vice nez
30 fosfore¢nanovych soli pouzivanych v potravinaiskych vyrobcich a jejich funkce patii
pufrovaci schopnost a stabilizace pH, acidifikace, alkalizace, odebirani nebo srazeni kovd,

disperze, peptizace, emulgace a antimikrobialni konzervace. [2]
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1 FOSFORECNANY

V potravinaiském primyslu maji fosfore¢nany velmi dtlezitou funkci a aplikace Siroké
Skaly polyfosfore¢nanovych piipravka v riznych koncentracich se stala nezbytnou soucasti
vyroby potravin, pro jejich funk¢ni vlastnosti zejména pak v masné a mlécné vyrobg.
V masném prumyslu se pouZzivaji ke zvySeni vaznosti vody, zlepSuji emulgaci, zpomaluji
oxidacni zluknuti a znehodnoceni barvy. Alkalické fosfore¢nany zvySuji pH masa a také
pomahaji pti rozrusovani svalovych proteinti S cilem zvysit vaznost vody. Krom¢ zvyseni
vaznosti vody fosfore¢nany zlep$uji aroma masnych vyrobku, prostiednictvim zachovani
pfirodnich §t'av a snizuji vyskyt oxida¢niho zluknuti. Mnohé studie prokdzaly, Ze inhibi¢ni
aktivita fosfore¢nanti souvisi s chelataci esencialnich kovovych iontl. Obecné plati, Ze
grampozitivni bakterie jsou mnohem citlivéjsi k inhibicnimu plsobeni polyfosfore¢nani
nez gram negativni baterie. AvSak nékteré studie prokazaly, ze fosfore¢nan sodny mé vy-
znamny antimikrobidlni u¢inek na gram negativni bakterie, které jsou pfirozené kontami-

nanty v dribezim mase. [3,4,5]

Fosfore¢nany, které jsou schvaleny USDA (United States Department of Agriculture) pro
pouziti v solnych roztocich, jsou pyrofosfore¢nana sodny, fosfore¢nan monosodny, hexa-
metafosforeCnana sodny, hydrogenfosfore¢nan sodny, tripolyfosfore¢nan sodny a pyrofos-
forecnan sodny, jakoz 1 mono- a hydrogenfosfore¢nan draselny, tripolyfosfore¢nan drasel-
ny a pyrofosfore¢nan draselny. Tyto fosfore¢nany mohou byt pfidavany do lakid na Sunky,
slaninu a do veprového masa. Pti pouziti kyselych a alkalickych fosfore¢nant a jejich smeé-
si je omezeno jejich mnozstvi na 5,0 % v nalevu a 0,5 % (obvykle se pouziva 0,3 %),
vV koneéném vyrobku. Kromé toho, pfi pouziti hydroxidu sodného v kombinaci s dal§im
fosfore¢nanem, nesmi byt piekrocen pomér jednoho dilu roztoku hydroxidu sodného na
¢tyti dily fosfore€nanu, tento pomér je schvéalen pro masnou vyrobu USDA, v ptipadech,

kde je Zadouci a mozna vyssi hodnota pH. [5]

Tripolyfosforeénany a jejich kombinace s hexametafosfore¢nanem jsou nejvice vyuziva-
nou smesi pro masove fezy a platky, protoze poskytuji vhodné pH, dobrou rozpustnost,
kompatibilitu s vapnikem a vysoky modifikujici ucinek na proteiny. Pti nékterych vyro-
bach, je kysely fosfore¢nan sodny ptidavan do slaniny a Sunky v mnozstvi 0,05 % kvili
snizeni pH a k urychleni vyvoje suseni. Nicméné, kyselina fosfore¢na se obvykle pouziva
Vv ptipravcich jako soucast smési, protoze u salamii rychly pokles pH muze zptisobit rozpad

emulze. [5]
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1.1 Chemické sloZeni a vyroba fosfore¢nani

Fosfore¢nany jsou bud’ sodné nebo draselné soli fosfore¢nanovych kyselin s linearnim fe-
tézcem a riznym stupném polymerace M*1+2PnOsn+1 nebo soli cyklickych fosforeénych
kyselin (MPOs)n, které jsou vlastnd oligomery kyseliny hydrogefosfore¢né (meta-
fosfore¢né) HPOs. Nejcastéji se pouzivaji fosforecnany sodné a draselné, zejména dihyd-
rogenfosforecnan disodny, difosfore¢nan tetrasodny, trifosfore¢nan sodny a tzv. hexameta-

fosfore¢nan sodny. [6]

Vyroba fosfore¢nanti za¢ina kyselinou fosfore¢nou, kde samotna kyselina fosfore¢na se
vyrabi dvéma zplsoby. Prvni zplsob je pusobenim teploty, kyselina fosfore¢na se vyrabi
spalovanim fosforu Ps, ktery je sam o sobé pfipraven tavenim rudy (Vv reakci jako
CAX[POg4]y) v elektrické peci s pouzitim koksu jako redukéniho ¢inidla a oxidu kiemicitého

(Si0»), jako tavidla pro sniZeni teploty tani smési. [7]
CA[POqs]y + C + SiO2 — CaSIOz + P4 + CO [7]

Fosfor se pak spaluje ve specialné navrzenych hotfacich v nadbytku vzduchu a zaleje se

vodou, ¢imz se ziska kyselina fosfore¢na:
P4+ O2— P20s
P2Os + H2O — H3POs [7]

Druhy zptisob je ¢iSténim mokrou cestou, tato metoda zacina reakci pfirodniho fosfore¢na-
nu s kyselinou sirovou a naslednym ciSténim za pouziti extrakénich rozpoustédel, diky
kterym se v podstaté Cista kyselina fosforecnd extrahuje do organického rozpoustédla a
Vv nasledujicim kroku se uvoliiuje do vodné faze. Oba tyto procesy, pisobenim teploty i

¢isténi mokrou cestou vedou K produkci potravinarské kyseliny fosfore¢né. [7]

K vyrob¢ fosfore¢nanti z kyseliny fosforecné, je zapotiebi reakce se zasadou. Zasada miize
byt jakékoliv z velkého poctu riiznych reakénich ¢inidel. Nasledujici seznam podava pied-
stavu o riiznych moznych zdsadach, které mohou pfi vyrob¢ fosforecnanti pouzity: NaOH,
Na,CO3, KOH, K>COs, chlorid draselny, CaO, Ca(OH),, CaCO3z a NHs. V zavislosti na

zdroji zasaditych surovin, mize dojit k pfenosu necistot a ptimési do fosfore¢nani. [7]

Produkt neutralizace kyseliny fosforecné zasadou se pak obvykle susi, ¢imz se ziskava
ortofosfore¢nan. I kdyz jsou ortofosforeCnany komeréné dostupné, mohou byt zaroven

pouzity jako surovina k dalSimu zpracovani, a to k tzv. kondenzovanym fosfore¢nanam.

[7]
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1.2 Vyskyt fosforu a jeho forem v potravinarstvi

Fosfor je obsaZen ve vétsing potravin v mnozstvich nad 100 mg.kg™. Vyjimku piedstavuji
rafinované tuky a rafinovany cukr, kde je obsah fosforu jen stopovy. Bohatym zdrojem
fosforu v dieté jsou ofechy, syry a ostatni mlééné vyrobky. U kravského mléka je pomér
Ca /P asi 1,2:1, zatimco u matefského mléka asi 2:1. Rada potravin rostlinného ptivodu
s vysokymi koncentracemi fosforu obsahuje znacnd mnozstvi malo vyuzitelné fytové kyse-

liny a jejich soli fytatd. [6]

Tabulka 1. Obsah fosforu ve vyznamnych potravinovych surovinach a potravinach [6]

Potravina Obsah v mg.kg™
Maso kufeci 1200-2500
Maso veptové 1300-2200
Maso hovézi 1200-2000
Maso ryb 1900-3900
Miléko plnotucné 870-980
Tvaroh 2000
Syry 2900-8600
Jogurt 1100-1200
Vejce slepici 2100-2200
Vajecny bilek 210-330
Vajecny bilek 5000-5900
Hrach 3000-4300
Cocka 2400
Psenice 3000-4300

Doporucené denni dietdrni davky fosforu jsou 300-500 mg pro déti do 1 roku, 800 mg pro
déti do 10 let a 1200 mg pro dospélé. Téchto davek je pii bézném slozeni diety bez pro-

o 24
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ného poméru vapniku a fosforu. K tomu je tfeba si uvédomit to, ze maso, dritbez a ryby
(bez kosti) obsahuji asi 15 az 20 krat vice fosforu nez vapniku, vejce, ceredlie a lusténiny
asi dvakrat az Ctyfikrat vice. Pouze mléko, syry, listova zelenina a kosti obsahuji vice vap-

niku nez fosforu. [6]

Obsah fosforu muze byt v nékterych potravinach zvySen nad piirozenou hladinu pouziva-
nim potravinafskych aditiv na bazi soli polyfosfore¢nanovych kyselin nebo soli kyseliny

trihydrogenfosforecné. Seznam povolenych fosfore¢nant je uveden v tabulce ¢islo 2. [6]

Tabulka 2. Seznam Kyselin a soli pouzivanych v Ceské republice omezené pro n&které

druhy potravin [6]

Cislo E Nazev
E338 Kyselina fosfore¢na
E339 Fosfore¢nany sodné — dihydrogenfosfore¢nan, hydrogenfosfore¢nan,

fosfore¢nan sodny

E340 Fosforecnany draselné - dihydrogenfosfore¢nan, hydrogenfosforec¢nan,

fosfore¢nan draselny

E341 Fosfore¢nany vapenaté - dihydrogenfosfore¢nan, hydrogenfosfore¢nan,

fosforecnan vapenaty

E450 Difosfore¢nany, dihydrogenfosfore¢nan disodny, hydrogendifosfore¢nan

trisodny, difosforec¢nan sodny, difosfore¢nan draselny

E451 Trifosfore¢nany — trifosfore¢nan sodny, trifosfore¢nan draselny

E452 Polyfosfaty — polyfosfat sodny, polyfosfat draselny, polyfosfat vapenaty

1.3 Vlastnosti a vyuZiti fosfore¢nanu

Fosfore¢nany jsou jednou z nejvice pouzivanych funk¢nich slozek potravin. V rtiznych
variantach fosfore¢nanovych soli jsou aplikovany jako inhibitory ztraty vlhkosti u mraze-
ného a zpracovaného masa, dale jako emulgator v mléénych vyrobcich a pufrovaci Cinidla
pro rizné potravinaiské ptipravky. Pfikladem muze byt dihydrogenfosforecnan (MCP) a
fosforecnan véapenaty pusobici jako kypfici Cinidla v pecivu. MCP je také vhodny jako

kypftici prasek do tésta a je vyuzivan i k posileni tvorby gelu v pudinkovych vyrobcich.
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Fosfore¢nan vapenaty je velmi Casto pouzivan v suchych praskovych smésich, k zabranéni

absorpce vlhkosti a zachovava jejich sypkost. [2,8]

Fosfore¢nany jsou pouzivany v pasterizovanych syrovych vyrobcich, zmrzlin€é, mrazenych
krémech, ovocnych dzemech, zavareninach, zmrazenych vejcich, vanilkovém prasku, ja-
koz i v mnoha dal$ich potravinach. Fosfore¢nany jsou pfidavany do masovych vyrobka ryb
a drtibeze, u kterych ptidavek fosforecnant ovliviiuje hydrataci bilkovin, polysacharidi a
jejich koloidni vlastnosti, jeho plisobenim dochézi ke zlepseni struktury a také k interakci
s dlouhymi fetézci polyelektrolytd. Vyuzivaji se ke zvySeni vaznosti vody v nékterych ma-

sovych vyrobcich a zaji$t'uji vhodnou textura u tavenych syru. [2,8]

Rada kyselin fosfore¢nych a jejich draselnych, sodnych a vapenatych soli jsou povoleny
pouzivat Vv potravinach ve formé¢ jednoduchych kyselin fosfore¢nych, HsPO4 a komplex-
nich fosfore¢nanti. ProtoZze vSak fada z nich zpusobuje ztratu vapniku v potravinach a na-
sledné tim zplsobuje nedostatek vapniku v kostech, ¢imz dochazi k osteoporoze, je témef
kazdy druh této kyseliny omezen v pouzivani v potravinaistvi specialnimi limity pro danou
kategorii potravin, dale je v nékterych zemich uplny zédkaz pouzivani u ekologickych po-
travin a nékterych napoju. Piesto se kyselina fosforecnd Casto pouziva jako okyselujici
latka pro nealkoholické napoje (napi. Coca-Colu) a polyfosforecnany jako cifidla piva a

vina. U napoju balenych v plechovkach fosfore¢nany zpomaluji korozi obalu. [6]

1.3.1 Rozpustnost ve vodé

Rychlost, jakou se fosfore¢nan rozpousti ve vodé, je dulezita z praktickych a obchodnich
divodii. Pti aplikaci do potravin se obecné vyskytuji ve vodnych roztocich, zatimco pfi
samotném prodeji jsou ve formé pevnych latek. Kontrola rychlosti rozpousténi je uzite¢na
ptedevsim pro fosforecnany na bazi kyselin, uzivanych pii chemickém kynuti tésta. Zpa-
sob ptipravy roztoku fosfore¢nani ma velky vyznam pii pfipravé solnych roztokt. Obecné
se doporucuje, aby fosfore¢nan byl prvni slozka, kterd se rozpousti ve vod¢, a nésledné
doslo k pridavku dalSich slozek. Vzhledem k obtizim se solubilizaci, vétSina vyrobci fos-
foreCnani se zaméfuje na vyrobu rychle se rozpoustéjicich fosfore¢nanti a jejich smési pro
potravinaiské vyuziti. Toho je dosaZzeno bud’ zvySenim povrchové aktivity fosforecnanu,

nebo tim, ze se zvysuje termodynamicka hnaci sila rozpousténi, popiipade oboji. [2]
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1.3.2 Sekvestranty

Sekvestrace kovovych iontid kondenzovanymi fosfore¢nany je dulezitou funkci komplex-
nich fosfore¢nanti v potravinarskych aplikacich. Sekvestrace je odstranéni chemickych
vlivli kovovych ionti pivodné rozpusténych ve vodném prostiedi. Dochazi k vytvoreni
stabilnich, ve vod¢ rozpustnych komplext s ionty kovu, tento komplex zabranuje tcasti
iontu v reakcich. Ortofosforeénany snizuji u¢inky tvrdosti iont (Ca*2, Mg*?, Fe*? a Fe*®)
vysrazenim, coz ale neni pfesna sekvestrace, ta totiz vyzaduje komplexni fosfore¢nan, kte-

ry ma alespon dvé odd€lena mista upevnéna Vv téze molekule. [2]

Schopnost konkrétniho fosfore¢nanu izolovat uréity iont kovu je zavisla na pH, teploté a
dalSich vlivech, které jsou pfitomny. Citlivost sekvestrace je zavisla na pH a klesa s délkou
fetézce fosfore¢nanu. Sekvestrace kationtli v potravinach je pevné spojena s inhibici nékte-
rych reakci zahrnujicich kovové ionty, piikladem je katalyticka oxidace lipidt ¢i enzyma-
tické hnédnuti. V nize uvedené tabulce 3., je uveden pocet gramu kovového iontu, ktery

mize byt ziskan pomoci vybraného fosfore¢nanu pouzitého v mnozstvi 100g. [2]

Tabulka 3. Sekvestrujici schopnost vybranych fosfore¢nand sodnych [2]

Kationty Fosfore¢nan (100 g)
Tripolyfosfore¢nan Pyrofosfore¢nan | Hexametafosforecnan sodny
sodny sodny (Grahamova siil)
Ca (9) 13,4 4,7 19,5
Mg (9) 6,4 8,3 2,9
Fe (9) 0,2 0,3 0,03

1.4 Formy a uziti jednotlivych fosforecnant v potravinach

Potravinaiské fosfore¢nany jsou Siroce vyuZzivany v mnoha potravinach z riznych divodu.
Fosfore¢nany mohou byt pouzity k upravé pH (bud’ jako kyseliny nebo zasady), jako puf-
ry, jsou schopny izolovat mineralni latky, poptipadé dopliiuji mineralni latky, mohou pu-
sobit bud’ jako podpora nebo inhibitor koagulace, upravuji bilkoviny, funguji jako disperz-

ni ptisady a také jako inhibitor spékani. [2,13]
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Piimym piinosem fosfore¢nant je poskytnuti antioxida¢ni aktivity, vliv pii zahu$tovani
nebo tvorbu gelu u mléénych vyrobkd, podporuji emulgaci (maso a syry), ochrana barvy
nebo ji upravuji, vaZzou vodu a pouzivaji se pti chemickém kynuti. Potraviny, ve kterych se
pouzivaji fosforeCnany, jsou nejéastéji maso, dribez, moiské ryby, mlé¢né vyrobky, peci-
VO, ovoce, zelenina, cukry, oleje (rafinace), cukrovinky, napoje, a prostiedky pro osobni
péci. [2,13]

1.4.1 Kyselina fosforecna

Kyselina fosfore¢na, jejichz chemicky vzorec je HsPO4 (Obr. 1), také znama pod oznace-
nim E338, je latka vyskytujici se v ptirodé (0,1 - 0,5 %), mléku, masu, driibezi, rybach a
Zloutcich Je Siroce vyuzivana pii vyrobé hnojiv, pii povrchové Upravé kovi, a jako dopl-
nék stravy. Je drazdiva a korozivni, ale obecné je povazovana za netoxickou. Kyselina fos-
forecna je Siroce vyuzivana v zubnim lékarstvi, jako bélidlo zubi a leptaci ¢inidlo k ¢isténi

a zdrsnéni povrchu zubt. [7]

O
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Obr. 1. Struktura kyseliny fosfore¢né [7]

Kyselina fosforecna je ziskavana v Cistém krystalickém stavu a je pfidavana do potravin
pro posileni antioxida¢nich u¢inkl sloucenin pfitomnych v potraving, jako regulator kyse-

losti, latka zvyraziujici chut,, ¢etidlo a také jako konzervacni latka. [8]

Typickymi vyrobky, kam je kyselina fosfore¢na pfidavana, jsou sycené napoje, zpracované
maso, ¢okolady, tuky a oleje, pivo, dZzemy a sladkosti. [8]

1.4.2 Fosfore¢nan sodny

Dihydrogenfosfore¢nan sodny je sodna sil kyseliny fosfore¢né (Obr. 2). Pridava se do po-
travin, kde pasobi jako antioxidant, stabilizator a regulator. Typickymi produkty jsou zpra-

cované masné vyrobky a tavené syry. Také byva pouzivan u vyroby chlebi, rohliki, hou-
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sek, uméle slazen¢ho ovocného Zelé, konzervovanych brambor, sladké papriky a konzer-
vovanych raj¢at. Pfi pouzivani v potravinach nebyla u dihydrogenfosfore¢nanu prokazana

zadna bezpecnostni a zdravotni rizika, ale vysoky pfijem mulze zpisobit naruseni rovno-

O

I
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Na® 0" | 0 I}la+

O Na

Obr. 2. Struktura fosfore¢nanu sodného [9]

vahy mezi vapnikem a fosforem. [8,9]

Hydrogenfosforecnan sodny je vyuzivan jako antioxidant, stabilizator a pufrovaci Cinidlo
Vv potravinach. Pfi vyrobé taveného syra je pouzivéan jako emulgator. Hydrogenfosforecnan
sodny je pfidavan do suSeného mléka, ¢imz se zabraiuje gelovaténi. Typickymi vyrobky

jsou zpracované masné vyrobky, tavené syry a suSené mléko. [8]

I ptes aktudlni snahu snizit obsah sodiku v potravinach, pouzivani fosfore¢nanti sodnych
zUstava Casté a neustdle se zvysuje. Pii peceni a kynuti tésta se fosfore€nany sodné pouzi-
vaji pro samotné kynuti, upravu pH, jako pufrovaci ¢inidla, jako rtstové faktory pro kva-
sinky a upravuji Skrob. V ptipad¢ ptidavku k obilovindm sniZuji dobu vateni, podporuji
pritok extrudéry, méni barvu obilovin a také upravuji Skrob. Fosfore¢nany sodné se piida-
vaji do masa, dribeZe a motskych plodi, kde ovliviiuji pfedev§im ochranu barvy, snizuji
ztratu vody pii odkapavani a pfi rozmrazovani, chrani proteiny pti mrazeni a pii skladova-
ni, inhibuji oxidaci lipidi, stabilizuji emulze, tvorbu myosinu v solu a gelu pfi zahrati a
podporuji Stavnatost i chut’ pfi vafeni, zkracuji dobu vareni, podporuji mikrobidlni inhibici

a mnoho dalsich. [4]

1.4.3 Fosfore¢nan draselny

Dihydrogenfosfore¢nan draselny je draselna sul kyseliny fosfore¢né (Obr. 3), je vyuZzivana
V potravinafstvi jako antioxidant, pufr a emulgator. Mezi typické produkty s ptidavkem

dihydrogenfosfore¢nanu draselného patii omacky, dezertni smési a Zelé produkty. [8]
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Obr. 3. Struktura fosfore¢nanu draselného [8]
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Hydrogenfosfore¢nan draselny se pouziva u potravin, jako jsou vafena a uzena masa, suse-
né smetany a ¢okolady. Hydrogenfosfore¢nan mé velmi podobné funkce jako dihydrogen-

fosfore¢nan draselny. [8]

Fosforecnany draselné jsou hygroskopické, ale jsou i velmi dobfe rozpustné, diky cemuz
patii mezi cenové drazsi. Pidavaji se do masa, driibeze a motskych ploda. [8]

1.4.4 Fosforecnan viapenaty

Dihydrogenfosfore¢nan vapenaty je komercné dostupny v bezvodé forme ¢i ve formé mo-
nohydratu. Obé formy se pouZivaji jako kypftici kyseliny. Typickymi vyrobky, do nichZ je
pfidavan, je mouka s kypticim praskem, prasek do peciva, kolace, pecivo a jiné cukraiské
vyrobky. DihydrogenfosforeCnan vapenaty, ztidka pak oznacovan jako fosfore¢nan mono-

vapenaty, je zna¢n€ vyuzivan v odvetvi vyroby hnojiv. [8]

7
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Obr. 4. Struktura fosfore¢nanu vapenatého [10]

Hydrogenfosforecnan vapenaty se pouziva jako antioxidant v potravinach a zaroven i jako
zpeviujici ¢inidlo. Je k dispozici ve formé jako bezvody ¢i dihydrat. Je pfidavan do potra-

vin, které jsou uchovavany v konzervach, dale do balen¢ho suseného ovoce a granulova-
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nych potravinafskych vyrobkl. V konzervach zajistuje pritomnost vapniku a bylo zjisténo

Ze, udrzuje pevnost ovoce a zeleniny pii konzervaci. [8]

Trifosforecnan véapenaty je pridavan do kuchynské soli, cukru, prasku do peciva a hnojiv, u
kterych zajistuje sypkost jednotlivych vyrobkii. Dale je ptidavan do granulovanych potra-

vin, smési na omacky, smési na kolace. [8]

Fosfore¢nany vapenaté (Obr. 4) a jeho formy se Casto pouzivaji v pekaiskych aplikacich
jako chemicka kypfici €inidla, jejich pouziti zahrnuje upravu pH, pufrovaci schopnost,
rustové faktory pro kvasinky a modifikaci Skrobu. Funkci téchto fosforecnant je
v chemickém kypieni reakce s roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného za vzniku a uvolnéni
oxidu uhli¢itého do tésta. Hydrogenuhli¢itan sodny, nebo obycejna jedla soda, je stale
nejpouzivangjsi hydrogenuhli¢itan, nicméné, rostouci obavy o zdravi vlivem vyssiho
mnozstvi sodiku ve stravé vede k pfechodu na draselné soli nebo hydrogenuhlic¢itan amon-

ny a s diirazem na vapnik. [9,10]

1.45 Trifosforeénan sodny

Trifosfore¢nan sodny (Obr. 5) se vyrabi zahfivanim stechiometrické smési hydrogenfosfo-
re¢nanu sodného NaxHPO4 a fosfore¢nanu monosodného NaH2PO4 za fizenych podminek.

[10]
2 NazHPO4 + NaH2PO4 — NasP3sO1o + 2 H20 [10]

Trifosfore¢nan sodny se pouziva v potravinafstvi pro zmeékcovani vody, dale jako emul-
gacni stl pro vyrobu tavenych syrii anebo k ptipravé varenych uzenin, surimi a rybich prs-

th. Trifosfore€nan sodny ma prokazanou antimikrobialni funkeci. [8]
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Obr. 5. Chemicka rovnice trifosfore¢nanu sodného [10]
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1.5 Zdravotni rizika prijmi fosfore¢nani potravinami

Piijem fosfore¢nand potravinami je dulezitou informaci a zalezitosti, nejen pro osoby s
onemocnénim ledvin, ale stejné€ tak i1 pro Sirokou vetejnost. Nedavno bylo zjisténo, ze fos-
fore¢nanova aditiva v potravinach mohou poskodit zdravi osob i s normalni funkci ledvin.
Toto rozhodnuti bylo u¢inéno na zakladé rozsahlych studii a je podporovan nejnoveéjsimi
poznatky zdkladnich vyzkumt. Vyzkumy byly provadény predev§im u pacienti
s onemocnénim ledvin, u kterych pii vy$$im piijmu fosforeénanii dochazelo Casto ke kar-
diovaskularnim onemocnénim a ke zvysSeni celkové mortality pacienti. Omezeni piijmu
fosforecnanii z potravin je standardni doporuceni pro pacienty s chronickym selhdvanim
ledvin. Tento pfistup je také podporovan nélezy pét let trvajici studie pacientti podstupuyji-
cich chronickou hemodialyzu, pfi které bylo zjisténo, ze nizky piisun fosfore¢nanu v po-

travé znacné prispiva k preziti pacientt. [11,12]

Pacienti, jejichz ptfijem fosforecnanii v potravé byl nad 99. percentilem, umirali v priméru
2,37 krat vice, nez ti, jejichz pfijem fosfore¢nani v potravé byl pod prvnim percentilem.
Novéjsi studie ukazuji, Ze souvislost mezi vysokymi koncentracemi fosforecnant a vyssi
umrtnosti neni omezena pouze na osoby s onemocnénim ledvin, je mozné také pozorovat u

0sob s kardiovaskularnim onemocnénim, a dokonce i v bézné populaci. [11,12]
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2  ANTIMIKROBIALNI UCINEK FOSFORECNANU
V POTRAVINACH

V poslednich letech jsou fosfore¢nany pfidavané do potravin povazovany za G¢inné anti-
mikrobialni latky. Prestoze nové vyzkumy pokracuji v odhalovani pfiznivych vlastnosti
fosfore¢nant, jak bakteriostatickych tak i baktericidnich, tyto slouCeniny prozatim nebyly
klasifikovany ani schvaleny jako konzervac¢ni prostiedky, antimikrobialni latky nebo jaky-

koliv rovnocennym pojmem pro tyto vlastnosti. [2,4]

Literaturu o mikrobiologickych ucincich fosfore¢nanti uzivanych v potravinach, 1ze rozdé-

lit do dvou skupin:

1. Vliv fosfore¢nanii na bakterie v laboratornim kultivaénim mediu (in vitro),

2. Vliv fosfore¢nanii na mikroorganismy v potravinarstvi.

Toto rozdéleni bylo zavedeno z toho divodu, protoze bylo opakované prokazano, ze akti-
vita riznych antimikrobialnich latek v relativné jednoduchém laboratornim kultivacnim
médiu nemusi nutné odpovidat aktivité¢ antimikrobidlnich latek v komplexnich systé-
mech potravin. Ptidanim fosfore¢nant do potravin muze dochazet ke snizovani pH vyrob-

ka, které mize byt nevhodné pro nékteré druhy mikroorganismu. [2,4,13]

2.1 Antimikrobialni aktivita fosforenanu

V laboratornich podminkach je ¢asto nemozné oddélit rizné faktory, které se mohou pro-
jevit pii mikrobidlni inhibici fosfore¢nantii. Jednd se zejména o zmény pH zplsobené sa-
motnymi fosfore¢nany, dale napiiklad mize hrat dileZitou roli vliv fosfore¢nand na slou-
¢eniny obsahujici nezbytné chelatované kovové ionty, vliv na bakterialni metabolismus a
integritu bun¢k. Odnéti kationtli kova prostfednictvim chelatace fosfore¢nanid, mtze byt
rozhodujicim faktorem pro aktivitu enzymil, které vyzaduji kovoveé ionty jako kofaktory.
[2,13]

V nékolika studiich bylo prokazano, ze pyrofosforecnan disodny, hexametafosfore¢nan
sodny nebo polyfosforec¢nany zvysuji ucinnost systému dusitan — pH — sul proti Clostridi-
um botulinum. Bylo zjisténo, Ze ponofenim v 10% tetrafosfore¢nanu sodném doslo
k uchovani a konzervovani tfesni proti ristu riiznych druht plisni, véetné Penicillium, Rhi-
zopus a Botrytis. Fosfore¢nany spolu s chloridem sodnym ovliviwgji aktivitu vody, pH, a
obsah kyseliny mlécné, tak aby se zabranilo nezadoucim vliviim Clostridium botulinum pfi

pasteriza¢nim procesu vyroby syrii. Kondenzované fosfore¢nany maji konzervacni vliv na
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ryby a inhibiéni aktivitu proti Staphylococcus aureus a Bacillus subtilis v kultiva¢nich mé-
diich. U fosfore¢nanovych soli bylo také prokdzano, Ze maji riznou antimikrobidlni aktivi-
tu proti druhiim Bacillus ptisobicim nezadoucim tG¢inkem Vv chlebu a u salmonel v pastero-
vanych vajecnych bilcich. V piipadé fosforecnanu sodného pti pouziti v mnozstvi 8-12 %,
bylo zjisténo snizeni mnozstvi patogent na driibezim mase, zejména se jednalo o salmone-

ly. [2,13]

Schopnost chelatace kovovych iontt polyfosfore¢nany, hraje dilezitou roli v antimikrobi-
alni aktivité té€chto sloucenin. V pfitomnosti hoté¢iku bylo prokazano, ze dochazi k inhibic
grampozitivnich bakterii. U nekterych dalSich fosfore¢nanti obsahujicich vapnik a Zelezo,

taktéz dochazelo k inhibici grampozitivnich bakterii. [2,4]

Chelata¢ni schopnosti fosfore¢nant jsou odpovédné za inhibici rustu Bacillus cereus, Lis-
teria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Lactobacillus a Aspergillus flavus. Fosforec¢-
nany inhibuji grampozitivni bakterie a plisn¢ odstranénim zékladnich kationtii z vazebnych
mist vV bunééné sténé téchto mikroorganismi. Dale se predpoklada, ze fosfore¢nany mohou

interferovat s funkci RNA nebo metabolickou aktivitou bunék. [2,4]

2.2 Antimikrobialni a¢inek v mléénych vyrobcich

Trvanlivost Cerstvého, chlazeného a pasterizovaného mléka je omezeno piipadnym ristem
psychrotrofnich mikroorganizmi, zejména pak rodem Pseudomonas, z nichz vétsina pro-
dukuje proteinasy, které zptisobuji vznik nezadoucich pacht v mléce jesté predtim, nez se
dosahne vys$siho mnozstvi bakterii, které nasledné zptsobuji kazeni mléka. Inhibice tvorby
extracelularni proteinazy P. fluorescens v chlazeném mléku je diky ptisobeni ortofosfore¢-

nand a fosfore¢nand s del§im fetézcem. [3,4,13]

Podobna inhibice produkce proteinaz startérovymi mléénymi kulturami je dosazena diky
kultivaci ve vysoko-fosfore¢nanovych médiich (fagovych inhibi¢nich médiich) nebo v
mléce, které obsahuje 1 nebo 2 % fosforecnanil, a kde by produkce proteindz mohlo byt

povazovana za $kodlivou pro spravny vyvoj chuti v syrech. [3,4,13]

Starterové kultury jsou nezbytné v mlékarenském primyslu pro vyrobu fermentovanych
vyrobkll a syrii. Diilezitym faktorem pro ptipravu a udrzbu mléénych starterovych kultur je
inhibice fagi. Tyto viry jsou schopné infikovat bakterialni kultury a vyvolat lyzi bakterial-
nich bunék, ¢imz se snizuje aktivita kultur do takové miry, ze mtize dojit k celkovému se-

lhani Sarze. I kdyZ je zndmo velmi malo o U¢incich fosfore¢nanii na viry v potravinéach,
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pouzivaji se ke zvySeni odolnosti proti fagové infekci mléénych starterovych kultur a pro

inhibici nebo zachyceni faga v mléku a k vyvinu komercnich fagovych inhibi¢nich médii.
[4.13]

Fosfore¢nany jsou také pouzivany k zachovani bakterialnich kultur pouzivanych v mléka-
renském primyslu. Pfidani fosforec¢nant a sorbitolu do kultivaéniho média vede ke zvysSeni
prezivani Bifidobacterium pouzivanych pii vyrobé fermentovanych mléénych vyrobki.
[13]
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3 CHARAKTERISTIKA POTRAVINARSKY VYZNAMNYCH
BAKTERII

Potraviny jsou jen ve vyjimeénych ptipadech sterilni, ve vétsiné piipadd obsahuji skupiny
mikroorganism, jejichZ slozeni zavisi na tom, jaky mély pfistup k potraving, jakym zpt-
sobem rostou, piezivaji a ovliviiuji potravinu v priabéhu ¢asu. Mikroorganismy mohou po-
chazet z ptirodni mikroflory, ktera se vyskytuje na surovinach a byla ziskana béhem skliz-

né ¢i porazky, dale béhem zpracovani, skladovani a distribuce. [14]

Ve vétsing pripadi tato mikrofléra nema vyznamnéjsi vliv na potravinu a jidlo Ize konzu-
movat bez nasledkt. V nékterych ptipadech se vSak miize projevit piisobeni mikroorga-

nismu n¢kolika zptsoby:

e mohou zpisobit kazeni potravin,
e mohou zplsobit onemocnéni konzument,

e mohou se projevovat prospésnym zpusobem — fermentaci. [14]

Bakterialni znehodnoceni zacina, kdyz jsou vegetativni buniky schopny rist diky vhodné-
mu prostfedi s dostatkem zivin. Bakterie nésledné zplsobuji kazeni za mnoha podminek,
hlavnimi limitujicimi faktory pro bakterialni rist je mnozstvi obsazené vody a pH potravi-
ny. [15]

Mikrobialni kaZeni je detekovatelné v mnoha formach, projevuje se napf. tvorbou plynu
zpusobujici bombaze, ¢i tvorbou slizu v disledku produkce extracelularnich polymert ne-
bo degradaci potravinovych matric. MiZze rovnéz dochazet k viditelnému nartstu kolonii a
dale 1 k tvorbé pachuti vznikajicich pfi mikrobidlnim metabolismu. Mikroorganismy mo-
hou produkovat enzymy, které mohou zistavat aktivni i po inaktivaci mikroorganismi a

mohou zpusobit dalsi znehodnoceni potraviny béhem skladovani. [16]

V nésledujicich ¢astech této kapitoly budou popsany bakterie, které byly v praktické ¢asti
prace testovany na ucinky fosofrecnanti.

3.1 Vyznamné gram pozitivni bakterie v potravinach

Gram pozitivni bakterie v potravinach Ize rozdélit do nekolika kategorii, podle vztahu ke
kysliku na kmeny aerobni, anaerobni ¢i fakultativné anaerobni, dale podle tvaru na ty¢inky

¢i koky, a poptipadé¢ tvorbou spor. [15]
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Mezi aerobni ¢i fakultativné anaerobni koky jsou fazeny rody Micrococcus, Staphylo-

coccus, Streptococcus, Lactococcus a Leuconostoc.

Rod Micrococcus miize znehodnocovat solené potraviny, pasterizované mléko i chlazené
potraviny, rod Staphylococcus a ptedevsim druh Staphylococcus aureus muze zptisobovat
sirokou skalu infekci a intoxikaci, vCetn¢ otrav jidlem. Dale rod Streptococcus, z néhoz
byl vy¢lenén rod Lactococcus, véetné Lactococcus lactis pouzivany pii vyrobé mléénych
vyrobki, fermentujici sacharidy na kyselinu mlé¢nou, Enterococcus faecalis nachazejici se
V zazivacim traktu zvifat, byva spojovan se znehodnocenim syrového masa, Cerstvych a
pasterizovanych mlékarenskych vyrobku. Rod Leuconostoc, ktery se vyskytuje vV kvasené

zelening, pak také v mléce a mléénych vyrobeich. [15]

Anaerobni koky zahrnuji rod Sarcina rostouci ve shlucich, ktery je ¢astym kontaminantem

pud a obili. [15]

Mezi anaerobni a fakultativné anaerobni ty¢inky patii rod Lactobacillus. Tento rod se ¢asto
vyskytuje v mléénych vyrobcich, odpadnich vodach, dale pak na obili, v masnych vyrob-

cich, v pive, ving, ovoci i v nakladané zelening. [15]

Mezi grampozitivni ty¢inky, tvofici spory, patii aerobni rod Bacillus, ktery se ¢asto vysky-
tuje v prachu a zeminé. Vétsina kmend Bacillus je biochemicky aktivni, maji sacharolytic-
ké, proteolytické a lipolytické vlastnosti. Aerobni ¢i mikroaerofilni Bacillus znehodnocuje
material a konzervované potraviny. Mezi grampozitivni ty¢inky patii i anaerobni rod
Clostridium, ktery se vyskytuje v ptdé, organickém materialu, ve stievech zvifat a vyka-
lech. Ma sacharolytickou aktivitu a zptisobuje hniloby. Rod Clostridium zptsobuje kazeni
potravin skladovanych pfi vyssich teplotach. Velmi vyznamny je kmen Clostridium botuli-
num, zpuasobujici vady pfi vyrobé konzerv. Nékteré kmeny puisobi proteolyticky a hnilob-
né, piikladem muze byt Clostridium histolyticum ¢i Clostridium sporogenes, dalsi kmeny

jako Clostrium butyricum ¢i Clostridium perfringens pak puisobi sacharolyticky. [15]

3.1.1 Rod Staphylococcus

Staphylococcus je katalaza-pozitivni, oxidaza-negativni rod, skladajici se az ze Ctyficeti
druhti, kdy pouze nékteré z téchto druhti zpusobuji onemocnéni, piedevsim pak Staphylo-
coccus aureus. Vétsina druhti rodu Staphylococcus jsou nepatogenni a obvykle se nachaze-
ji na kizi a sliznici ¢lovéka a dalSich organismi, popfipadé jako mala soucéast ptidni mi-

kroflory. [17,14]
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Pod mikroskopem se stafylokokové bakterie zobrazuji jako koky o piiblizném priaméru

1 um a nejcastéji ve forme hroznovych uskupeni. [17,14]

Kromé¢ Staphylococcus aureus, jsou dal§imi ¢astymi pivodci onemocnéni u lidi S. epider-
midis, S. haemolyticus a S. saprophyticus. Dal$imi piilezitostnymi patogeny jsou S. homi-

nis, S. warneri a S. xylosus. [17,14]

Ackoliv Ize stafylokoky nalézt v zivotnim prostiedi, byvaji nejcastéji izolovany u savcd,
Vv nichz mohou byt bud’ jako ptechodna ¢i trvala mikroflora. Kolonizace stafylokoky nasta-
va velmi brzy po narozeni a vétSinou dochazi ke kolonizaci vice kmeny v pritbéhu prvniho

tydne zivota, zejména pak nosu a krku. [17,14]

3.1.1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus tvoti kulovité az vej¢ité buiiky o priméru kolem 1 um, které tvoii
nepravidelné shluky podobné hrozniim, nema zadné specialni vyzivové pozadavky na pro-

stfedi umoznujici jeho rust. [14,18]

Staphylococcus aureus je typicky mezofilni mikroorganismus, rostouci v teplotnim rozsa-
hu mezi 7 az 48 °C, s optimalni teplotou rustu kolem 37 °C za vhodnych podminek. Nékte-
ré kmeny produkuji tepelné stabilni enterotoxin, a to pfi teplotach 35 az 40 °C, ktery patii

mezi silné gastrointestinalni toxiny zpisobujici ¢asto zavazna onemocnéni. [14,18]

Tento druh patii mezi lidské patogeny zplsobujici Siroké spektrum infekci a je Ctvrtym
nejcastéj$im bakterialnim pivodcem otrav z jidla. Nemoci z potravin zptisobené timto mi-
kroorganismem vétSinou nebyvaji extrémné zavazné a pouze vyjimecné jSOU spojeny

S timrtnostni. [18,19,20]

3.1.1.2 Staphylococcus xylosus

S. xylosus je soucasti kozni mikroflory savci, ¢asto byva izolovan z mléka, masa a jinych
potravinaiskych vyrobki jako jsou syry a klobasy. Je pfevazujicim stafylokokem nachéze-
jicim se u fermentovanych vyrobkd, zejména suchych klobas vyrabénych bez pouZiti star-

térd a to 1 v prostiedi tradi¢nich vyrobnich dilen. [21,22]

Tento druh je pouzivan jako startérova kultura v kombinaci s bakteriemi mlé¢ného kvaSeni
pro vyrobu syri a pfedevSim fermentovanych salamt, ve kterych ovliviiuje jejich chut.
V klobasach prostrednictvim Cinnosti nitrat-reduktazy rozviji tvorbu barvy, dale pfispiva

k rozvoji aroma a zabranuje zluknuti diky antioxidacnim enzymim. [21,22]
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Nékteré kmeny S. xylosus, produkuji inhibi¢ni latky v laboratornich mediich, které brani

rozvoji Listeria monocytogenes.

S. xylosus byva ¢asto izolovan z pud a povrcht v potravinaiskych provozech. Jeho pfitom-
nost je spojena se schopnosti tvofit biofilm, kdy kolonizuje jak biotické, tak i abiotické

povrchy. [21]

3.1.1.3 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis je ptrevladajicim mikroorganismem u lidi, jeho vyskyt u ¢lo-
veka je pfi srovnani s jinymi stafylokoky 60 az 90 %. Je povazovan za typického komenza-
la klize, byva izolovan ze Siroké $kdly anatomickych mist, v€etné sliznic, vlhkych mist,
jako jsou tfisla ¢i podpazi, ¢i suchych mist na povrchu kiize, kde jsou bakteriadlni pocty
mnohem nizs§i (10 az 103 CFU/cm?). Vyskyt S. epidermidis byl zjiitén i ve slinach dospé-
lych lidi. [19]

S. epidemidis je ¢astym patogenem intravaskularnich infekci, je puvodcem nozokomialni
bakteriemie, endokarditid, infekci mocovych cest, chirurgickych ran, o¢i ¢i protetickych
kloubd. [19]

vvvvvv

U S. epidermidis byla zjisténu schopnost tvorby biofilmu, coZz je nejdtlezitéjsim faktorem
virulence. Tvorba biofilmu umoznuje kolonizaci protetického materialu, odolnost proti

antibiotikim a G¢inkdim imunitniho systému. [19]

Dalsi potencialni virulentnim faktorem je produkce extracelularnich enzymu a toxind, jako
je metaloproteaza s aktivitou elastazy, cysteinové protedzy a serinové proteazy a lipazy.
[19]

3.1.2 Rod Bacillus

Do rodu Bacillus patti sporulujici ty€inky, i kdyz piilezitostné se zobrazuji jako gram ne-
gativni nebo s proménou reakci. Taxonomie rodu Bacillus je v poslednich letech pfedmé-

tem rozsahlé revize. [14]

Mezi zéstupci tohoto rodu miizeme nalézt kmeny, které maji probiotické Ucinky, ale také
kmeny zna¢né virulentni. Nejvice infekéni a potenciadlné smrtelnd nemoc je antrax, zptiso-
bena druhem Bacillus anthracis. Nicméné, mnoho jinych druhd v ramci tohoto rodu se
ukazalo jako lidské patogeny spojené s nemocemi z potravin, zpusobujici vazné ¢i dokonce

smrtelné infekce. Mezi né patii B. cereus, B. weihenstephanenesis, B. pumilus, B. mojaven-
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sis, B. licheniformis, B. subtilis, a B. circulans. Bacillus je vSudypfitomny organismus,

nejcastéji se vyskytujici jako saprofyt v pade a vodé. [14,23]

Bacillus anthracis je nejzavaznéjsi lidsky patogen tohoto rodu a je piivodcem onemocnéni
antraxu. Tato bakterie tvofi spory o velikosti 1 az 2 um, které jsou schopny odolavat néko-
lika druhtim namahani, ptikladem muze byt ultrafialové ¢i ionizujici zafeni, vyssi teplota,
oxidacni u€inky i rizné chemikalie. Obvykle jsou zvifata infikovdna po poziti spor na
pastvinach s kontaminovanou ptdou nebo krmivy, poptipad¢ i pies kiizi po napadeni hmy-

zem. K ptenosu spor na ¢lovéka dochazi tfemi moznymi vstupy: [23]

1. pres kuzi - pifimym stykem snakazenymi zvifaty nebo manipulaci
s kontaminovanymi produkty Zivoc¢isného ptivodu,

2. ptes dychaci cesty - inhalaci dostate¢ného mnozstvi spor,

3. pfes dutinu ustni - pozitim kontaminovaného nedostate¢né tepelné¢ opracovaného

masa.

Vsechny tyto tfi formy antraxu mohou byt fatdlni, pokud nejsou okamzité léCeny,

Vv ptipadé kozni formy v mnoha ptipadech odezniva po urcité dob¢ i sama. [23]

B. cereus je nejznaméjsi alimentarni patogen rodu Bacillus, ktery je spojovan s otravou

konzumentl po poziti potravin a dal$ich druhd klinickych infekei. [23]

B. thuringiensis je patogen hmyzu, ma velmi uzite¢ny dopad na lidskou ¢innost a proto je

Siroce pouzivan v oblasti zeméd¢lstvi pii likvidaci hmyzu a Skidcu. [23]

B. weihenstephanensis je psychrotolerantni schopny rist pfi teplotach kolem 4 az 6 °C a

podili se na kontaminaci potravin. [23]

Nekteré kmeny rodu Bacillus jsou zapojeny do fermentacnich procest pii vyrobé potravin.
Tyto kmeny jsou schopny produkovat protézy s vysokym potencialem, a jejich hlavni ¢in-
nosti pfi fermentaci je enzymatickd proteolyza. Protedzy zpisobuji odbouravani bilkovin
na mensi jednotky, ¢imz tedy tyto kmeny zajiSt'uji produkty s vysokou dostupnosti zivin.

[24]

3.1.2.1 Bacillus cereus

Bacillus cereus je typicky velkymi vegetativnimi buiikami o rozmérech od 1,0 po
3,0-5,0 um vyskytujicich se v fetizcich. Roste Vv teplotnim rozmezi 8 az 55 °C, optimalné

mezi 28 az 35 °C. Podobné jako ostatni pfislusnici rodu Bacillus, tvofi endospory. Bézné
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se vyskytuji v piidé a byva izolovan z vody i1 vegetace. Pfechodné se miize vyskytovat

ve stievni mikroflofe lidi. [14]

Priznaky poziti Bacillus cereus v potravinach se projevuji prijmovym onemocnénim, na-
stup onemocnéni byva piiblizné 8 az 16 hodin po konzumaci potraviny, symptomy pietr-
vavaji 12 az 14 hodin a jsou charakterizovany bolesti bficha, nevolnost a zvraceni jsou
V tomto piipadé¢ mén¢ Casté. Onemocnéni mize byt zpisobeno hemolytickym enterotoxi-
nem HBL, skladajicim se ze tii proteintt B, L1 a L2 a nehemolytickym enterotoxinem
NHE. Neékteré kmeny Bacillus cereus produkuji bud’ pouze jeden enterotoxin nebo oba
soucasné. Toxin se vaze na epitelové buiiky a naruSuje membranu epitelu. Toxiny Bacillus
cereus mohou byt produkovany jiz v potravinach, ale diky pomérné dlouhé inkubacni dob¢

spojené s nemoci, dochazi k produkeci toxinu az ve stievé konzumenta. [14]

3.1.2.2 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis je mezofilni bakterie, katalaza pozitivni bézné se vyskytujici v ptd¢, tvo-
fici endospory, které jsou velmi odolné i v extrémnich podminkach. Spory B. subtilis mo-

hou piezivat pisobeni vysokych teplot béhem varu. [14,24,25]

Tato bakterie mize byt kontaminantem potravin, ale jen zfidka zptsobuje otravy. B. subti-
lis produkuje proteolyticky enzym subtilisin a tato bakterie je pfi¢inou nitkovitosti

v kontaminovaném chlebé. [14,24,25]

3.1.3 Rod Clostridium

Rod Clostridium patii mezi pfevazujici mikroorganismy v Zivotnim prostiedi, gastrointes-
tindlnim traktu zvirat 1 lidi, také se casto vyskytuje v potravinafskych surovinach.
Klostridie produkuji velmi odolné spory, které ptezivaji v nepfiznivych podminkach pro-
stiedi 1 potravinovém fetézci. Mnoho druhti klostridii vytvari toxiny, které zptsobuji one-

mocnéni lidi a zvitat. [26]

Mezi vyznamna Klostridia z hlediska bezpecnosti potravin patii predevsim Clostridium
botulinum, produkujici vysoce u¢inny neurotoxin, ktery zplsobuje po poziti potencialné
smrtelnou paralyzu a Clostridium perfringens produkujici enterotoxin, zptisobujici nejéas-
t&j$i onemocnéni gastrointestinalniho traktu po celém svété. A ackoliv u Clostridium diffi-
cile nebyl prokazan pienos potravinami, jeho Castd ptitomnost u hospodaiskych zvirat a

potravin vznesla otazku, zda by nemél byt zafazen mezi patogeny potravin. [26]
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3.1.3.1 Clostridium perfringens

Tento mikroorganismus je spojen se specifickymi stifevnimi infekcemi rtiznych zivocis-
nych druhti. Podle tvorby riznych toxinl se rozeznavaji typy Clostridium perfringrens A
az E, zatimco vSechny typy jsou zaznamenany jako virulentni, pouze typy A a C jsou spo-
jeny s onemocnénim ¢loveéka. Typ A muze zpusobit infekce ran a otravy potravinami, typ
C nekrotizujici enteritidu. Otravy potravinami jsou zpusobeny jen tim kmenem Cl. perfrin-
gens typu A, ktery tvofi polypeptidovy enterotoxin s molekulovou hmotnosti 3,5 KDa.
Identické exotoxiny produkuji i urcité kmeny typa C a D. [17,26,27]

Pokud se nachazi vegetativni buriky CI. perfringens v potravinach s dostate¢cnym obsahem
proteind, rostou v teplotnim intervale 15 az 50 °C a pfi€emZ optimalni teplota se pohybuje

kolem 43 az 46 °C. [17,26,27]

Pocate¢nim ¢lankem je lidsky, popfipadé zvifeci trakt, Cl. perfringens se pravidelné na-
chézi ve fekaliich i1 zdravych lidi a zvitat, pticemz ve fekaliich zvifat se kmeny tvoftici en-
terotoxin vyskytuji ve velkém méfitku, zatimco u ¢lovéka v mensim mnozZstvi. U zdravého
¢lovéka obsahuji fekdlie koncentraci 10% az 10* KTJ.g™k. P¥imou ¢i nepifimou kontaminaci
pudy i vody fekaliemi, se dostava mikroorganismus do potravin, dale mize dochazet ke
kontaminaci béhem porazky, uzeniny mohou byt kontaminovany nedostatecné oSetfenymi
ptirodnimi stievy. Zahtev potravin neni ve vétsiné piipadd dostacujici k devitalizaci spor,

teplotni Sok dokonce miize zpuisobit urychleni klic¢eni spor. [17,26,27]

3.1.4 Rod Lactobacillus
Rod Lactobacillus se podle fermentace hexdz, pentdz a glukonatu déli na tfi skupiny. [17]

Prvni skupinou jsou obligdtné homofermentativni laktobacily, které hexo6zy fermentuji
skoro vyluéné (az 90 %) na kyselinu mlé¢nou, pentdzy a glukonat nefermentuji. Do této
skupiny patii Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii, L.. delbrueckii ssp. bulgaricus, L.
delbrueckii ssp. lactis, L. helveticus, L. acidophilus a L. salivarius. Teploty rustu téchto
druhil se pohybuji mezi 15 az 45 °C, optimalni teplota je kolem 30 az 45 °C. Vyskytuji se
v mléku a v mlécnych vyrobcich, v rostlinném materidlu fermentovaném pii vysSich teplo-
tach (40 az 53 °C), vustni dutiné i intestindlnim traktu lidi 1 zvifat. Dale pak 1
V nevafenych masnych vyrobcich, v pekatském kvasku, jablecném mostu 1 vinu. Nekteré
druhy se pouZzivaji ve formé Cistych zakysovych kultur pfi vyrobé€ jogurtl, acidofilniho

mléka, tvarohti, syru, kvaSeni octa a pii fermentaci zapar. [17,28,30]
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Druhou skupinou jsou fakultativné heterofermentativni laktobacily, které hex6zy fermentu-

ji skoro vyluéné (az 90 %) na kyselinu mlécnou, pfi nedostatku glukézy produkuji nékteré
druhy kyselinu octovou, etanol a kyselinu mravenci, pentézy fermentuji pomoci indukova-
né fosfoketolazy. Do této skupiny patii L. casei ssp. casei, L. caseii ssp. pseudoplantarum,
L. casei ssp. rhamnosus, L.. casei ssp. tolerans, L. plantarum, L. alimentarius. Bakterie
této skupiny rostou pii 15 °C, vyjimeéné pak pii 45 °C, optimdlni teplota rlstu je pfi 28 az
32 °C. Vyskytuji se v mléku, syru a masnych produktech, pekarském kvasku, kvaseném
zeli i1 jiné zelening a plodech, Gstni duting, intestinalnim traktu. L. alimentarius roste i pii
10 % NaCl a L. casei ssp. tolerans pieziva pasterizaci pii 72 °C po dobu 40 sekund. Nékte-
ré druhy této skupiny se pouzivaji v mlékarenském a v konzervarenském pramyslu ve for-

me Cistych kultur. [17,28,30]

Druhy tfeti skupiny jsou obligatné heterofermentativni, coz znamena, Ze hexdézy fermentuji
heterofermentativné na kyselinu mléénou a kyselinu octovou, etanol a CO2. Pentozy fer-
mentuji na kyselinu mléénou a kyselinu octovou. Skupina obsahuje plynotvorné laktobaci-
ly, a patii zde L. buchneri, L. brevis, L. fermentum, L. bifermentas, L. reuteri. Optimalni
teplota ristu se pohybuje mezi 28 az 32 °C, jsou v8ak schopny rastu i pti 15 °C. Vyskytuji
se mléku a mlécnych vyrobcich, masnych vyrobcich vakuové balenych, fermentované ze-
lenin¢ a plodech, pekaiském kvasku, kvasnicich, ustni dutin€ i intestinalnim traktu. Utastni

se kazeni potravin, n€které kmeny produkuji bakteriociny. [17,28]

3.1.4.1 Lactobacillus curvatus

Lactobacillus curvatus patii mezi bakterie mlé¢ného kvaseni ¢asto spojené s masnymi vy-
robky, predstavuje jednu z hlavnich bakterii podilejicich se na fermentaci masnych vyrob-
ka. Dale se vyskytuje u vakuové baleného chlazeného masa, v mensi mife pak na mase
Cerstvém, rybich a drubezich vyrobcich uréenych K pfimé spotiebé. L. curvatus se pouziva
jako soucast startérovych kultur pro fermentaci klobas a konzervac¢nich kultur erstvého a

zpracovaného masa i ryb. [31,33]

Fylogeneticky tizce souvisi s L. sakei, L. fuchuensis a L. graminis, tedy druhy, které jsou

také uzce spojeny s masnou vyrobou. [31]

Po ptidéni startérové kultury dochdzi u fermentovanych masnych vyrobkl k rychlému po-
klesu pH a rychlému vyvoji pozadované konzistence. Hlavni tilohou L. curvatus je vznik
kyseliny mlécné v diisledku spotieby sacharidii pfidavanych na pocatku vyroby. Snizeni

pH zpisobené vznikem kyseliny mlécné je kliCovym krokem, ktery mé vliv na pevnost,
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barvu, vlini a chut’. Aplikace L. curvatus ve startérovych kulturach je i nastrojem pro zvy-
Seni konkurence schopnosti téchto kultur pfi vyskytu nahodné mikrofléry a zabranéni rastu

patogennich mikroorganismd. [32]

3.1.4.2 Lactobacillus brevis

L. brevis patii mezi bakteric mlé¢ného kvaseni, hraje hlavni ulohu pii kvaSeni né€kterych
potravin, jako je zeli a okurky, a také byva jednou z nejcastéjSich pric¢in kazeni piva.
[34,35]

L. brevis se vyskytuje hlavné v potravinach, predevsim v syrovém mléce, ving, salamech,
syrech, kynutém pecivu, jogurtech, kakau i kavé. Po poziti L. brevis dochazi k interakci se
sttevni mikroflérou, kdy ptisobi probiotickymi ucinky a zlepSuje imunitni systém.

[34,35,36]

V soucasné dob¢, probihaji studie a vyzkum L. brevis a jinych bakterii mlé¢ného kvaseni

pro piimichavani do biopaliv a ekologicky Setrnym materialim. [34,36]

3.1.5 Rod Lactococcus

Rod Lactococcus, diive serologicka skupina N streptokoku, se sklada ze sedmi druhd,
Lactococcus lactis (véetné poddruht cremoris, lactis a hordniae), L. garvieae, L. piscium,
L. plantarum, L. raffinolactis, L. chungangensis a nedavno charakterizovan L. fujiensis.
[17,29]

Druhy rodu Lactococcus jsou podobné jako druhy rodua Streptococcus a Enterococcus ka-
talaza negativni, tvofi ovoidni buiky izolované v parech ¢i fetizcich. Z potravinarského
hlediska jsou v rodu Lactococcus vyznamné druhy a poddruhy L. lactis subsp. lactis a L.
lactis subsp. cremoris. V pfirodé¢ jsou velmi rozsifené, konkrétné vSude, kde probiha spon-
tanni kvaseni biologického materidlu. V potravinaistvi, kromé mlékarenského primyslu se
vyuzivaji jako €isté mezofilni zakysové kultury pii vyrobé kyselych mlék, smetan, mésla,

tvaroht a syru. [17,29]

3.1.5.1 Lactococcus lactis subsp. lactis

V mlékarenstvi je jednim z nejrozsifenéj$ich mikroorganismd, v ¢erstvém, za hygienickych
podminek nadojeném a pouze tekouci studenou vodu ochlazeném mléce se velmi dobie
rozmnozuje a zpusobuje kysnuti. L. lactis subsp. lactis je neodmyslitelnou soucasti pouzi-

vanych Cistych mlékarenskych kultur na vyrobu nékterych kysanych mlék, smetan a na
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vyrobu v§ech druht syra jako jedina kultura, popiipadé spolu s jinou specifickou kulturou.
[17,29]

Bunky maji vejcity tvar s primérem 0,5 az 1 um, vyskytuji se v parech ¢i kratkych fetiz-
cich. Roste pti 10 °C a optimalni teplota se pohybuje kolem 30 °C. Od bakterii rodu Ente-
rococcus, které taktéz tvorii kyselinu mlé¢nou, se odliSuje tim, Ze neroste v bujonech s
6,5 % NaCl, ale roste pti 4 % NaCl. Fermentuje glukézu, laktézu, a maltézu homofermen-

tativné na kyselinu mléénou. [17,29]

3.1.6 Rod Enterococcus

Vyznam a ulohy zastupct rodu Enterococcus jsou v potravinaiské mikrobiologii na prvni
pohled protichidné. Vyuzivaji se jejich pozitivni biochemické vlastnosti z ptivodni piibuz-
nosti k rodu Streptococcus. Intenzivné fermentuji sacharidy a nékdy se z€astnuji pii tvor-
bé aroma a chuti potravin. Pfipisuji se jim i toxinogeni vlastnosti, tvorba biogennich amint
(tyraminu, tryptaminu, histaminu a dalSich) a vyuZzivaji se v mikrobiologii pitné vody jako

indikator nedavného fekalniho zne¢isténi. [17,37]

Tento rod se sklada z vice nez 40 druht, ale vice nez 90 % enterokokovych infekci je zpu-
sobeno dvéma druhy E. faecalis a E. faecium, jejichz piivodnim stanovis$tém je gastrointes-
tinalni trakt lidi i zvitat. Dal$imi piivodci onemocnéni mohou byt E. avium a E. gallinarum

nachazejici se ve sttevech dribeze, E. casseliflavus, E. durans a E. hirae. [17,37]

Enterokoky rostou v bujonech pii pH 9,6, s obsahem 6,5 % NaCl, pii teploté 10 az 45 °C a
preziva 1 teploty kolem 60 °C po dobu 30 minut. Z potravinaiského hlediska je vyznamna
odolnost vi¢i zvySené koncentraci soli v potravinach a skute¢nost, Ze mohou piezivat i
niz§i pasterizaéni a termizacni teploty. Potraviny Zivo€isného i rostlinného ptivodu po mi-
krobidlni fermentaci obsahuji asto znaéné mnozstvi enterokoki, které se v nich povazuji

za zkousku prirodni mikrobialni ¢istoty. [17,38]

Plvodnim stanoviS§tém enterokokil je gastrointestinalni trakt lidi i zvifat. Sekundarné se
nachazi v mléku a v mléénych produktech, jako i v potravindch s vy$§im obsahem soli (syr
a uzeniny). Nékteré se vyuzivaji ve form¢e bakteridlnich kultur pii vyrobé jakostnich silazi
(E. faecium). A v suseném mléce jsou pro jejich teplotni odolnost indikatorem sanitace.
[17,38]
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3.1.6.1 Enterococcus faecium

Enterococcus faecium je potencialni lidsky patogen, ktery zptisobuje nozokomialni bakte-
riémie, infekce v operaénich ranach, endokarditidy a infekce mocovych cest. BéZnym mis-
tem vyskytu této bakterie je gastrointestindlni trakt celé fady Zivocicht, ale maze byt téz
nalezen i v duting ustni. Pfeziva po dlouhou dobu v pudé, odpadech a ve vnitinich prosto-
rach nemocnic na riznych plochdch a materidlech. Roste pfi teplotdch od 10 do 45°C,
v zésaditém 1 kyselém prostfedi, dale pak i v prostiedi izotonickém i hypertonickém.
[38,39,40]

E. faecium muze byt odolny viéi antibiotikim a vytvaret si vi¢i nim rezistenci. Nékteré
kmeny se staly rezistentni na vankomycin, penicilin, gentamycin, tetracyklin i erytromycin.
K $ifeni onemocnéni nejéastéji dochdzi mezi pacienty v nemocnicich pfenosem patogenu

rukama ¢i lékarskymi piistroji. [39,40]

3.1.6.2 Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis tvoti vej¢ité buiiky prodlouzené ve sméru déleni s pruimérem 0,5 az
1 um, uspotfadané v parech ¢i kratkych fetizcich, jeho optimalni teplota se pohybuje kolem
37 °C. Jedna se o velmi rozmanity druh enterokoki, ktery interaguje s dalSimi organismy a
ma vliv na zivotni prostfedi. Vysoce virulentni kmeny E. faecalis tvofi toxin cytolysin,

ktery zpusobuje 1yzu jak bakterialnich, tak i eukaryotickych bunék. [37,38,41,42]

MV v

E. faecalis je povazovan za nejbézné&jsi druh enterokokt v lidskych vykalech, dale je za-
stupcem komenzalni stfevni mikroflory celé fady organismi. Vyskytuje se dale v pidé, na
rostlindch 1 ve vodé. Vyskyt ve vod¢ je nejCastéji zplsoben kontaminaci vykaly.
K ptenosu z prostiedi dochazi nejéastéji hmyzem, ktery se vyviji v tlejicich organickych
materialech, které byly kontaminovany vodou a nasledné pienasi tyto bakterie na zatizeni a
do prostor. Dale je Casty jeho vyskyt u syru vyrabénych tradi¢énim femeslnym zptsobem.

Tento druh je Casto rezistentni vici 16€bé antibiotikiim. [41,42]

Enterokoky jsou studovany pro své mozné vyuziti ve formé probiotickych latek, tedy latek
ptiznivé ovliviiujici slozeni stfevni mikroflory. Podavanim E. faecalis bylo prokazano sni-
Zeni prujmu u zvifat, jako probiotika jsou ¢asto pouzivany u drubeze, prasat i dobytku. [41,
42]
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3.2 Vyznamné gram negativni bakterie v potravinach

Vyznamné gram negativni bakterie v potravinach lze rozdélit na aerobni nesporulujici ty-

¢inky a fakultativné anaerobni ty¢inky.

Mezi aerobni nesporulujici ty¢inky patii rody Pseudomonas, Halobacterium, Acetobacter,

Alcaligenes a Flavobacterium. [15,17]

Rod Pseudomonas je Siroce rozsiteny biochemicky aktivni rod. Pseudomonady se vyskytu-
ji v pudg, vodé a v rozkladajicim se organickém materialu. Mnohé druhy rodu Pseudomo-
nas jsou psychrotrofni, ackoliv se optimalni teplota riistu pohybuje mezi 15 az 40 °C. Zpu-
sobuji znehodnoceni masa ryb, driibeze a vajec. Rod Halobacterium zptsobuje kazeni po-
travin s vysokym obsahem soli a rod Acetobacter zptisobuje oxidaci etanolu na kyselinu
octovou, ¢imz dochazi ke kazeni nealkoholickych napoji. Rod Alcaligenes se vyskytuje
Vv pudég, vodé 1 prachu. Zptsobuje svou pfitomnosti v nékterych potravinach alkalické reak-
ce a tvorbu slizu. Rod Flavobacterium je puvodcem kaZzeni masla, vajec a mléka.
[15,17,47]

Gramnegativni fakultativné anaerobni ty¢inky zahrnuji ¢eled” Enterobacteriaceae, ktera
zahrnuje fadu rodu, znichz jsou v potravinaistvi nejvyznamnéj$i rody Escherichia,

Enwinia, Serratia, Shigella, Salmonella, Proteus a Enterobacter. [15,17,46,47]

Rod Escherichia se pfirozené vyskytuje v travicim traktu lidi i zvifat, sekundarné se pak
vyskytuje v ptidé a vodé. Jeho ptitomnost v potravinach indikuje fekalni znecisténi. Rod
Erwinia je rostlinny patogen zpusobujici hnilobu. Rod Serratia zptisobuje barevné zmény
potravin. Shigella je pivodcem onemocnéni bakterialni dyzenterie, coZ je onemocnéni lidi
zpusobené zne€iSténymi predmeéty, potravinami a vodou. Rod Salmonella je pivodcem
tézkych tyfovych onemocnéni, prenasejicich se z nemocnych lidi a bacilonosi¢li na zdravé
lidi bud’ pfimym kontaktem, nejéastéji vSak bacilonosi¢i kontaminovanou pitnou vodou a
potravinami. Proteus se vyskytuje v pud¢, vodé a intestinalnim traktu. Zpasobuje kazeni
bilkovinnych potravin a jejich hniti. Enterobacter se vyskytuje v intestinalnim traktu, ale i
na rostlinach a sekundarné se vyskytuje 1 v mléku. Zptsobuje kazeni potravin a je zatazen

mezi koliformni bakterie. [15,17,43,44,47]
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3.2.1 Escherichia coli

Escherichia coli je mikroorganismus, ktery fermentuje laktozu za tvorby kyseliny mlécné,
kyseliny octové a plyni CO2 a Hz. Méné Casto se pak vyskytuji kmeny (asi 5 %), které

Stépi laktdozu pomalu nebo vibec. [17]

V potravinaistvi a vodarenstvi je Siroce vyuzivana jako indikatorovy mikroorganismus
sanitace a zachovani hygienickych a technickych pozadavka pti ziskavani, opracovani,
zpracovani, skladovani, distribuci i pii spotfebé. Vyssi obsah v potravindch zplisobuje je-
jich kazeni. Pfi vyrobé syrt zpusobuje jejich tzv. v€asné dufeni (fermentace laktdézy na

CO; a Hy. [17,43]

E. coli je fakultativni patogen, pfi oslabeni lidského organismu a poklesu jeho pfirozené
odolnosti, u déti a starych lidi miize nastat onemocnéni zpiisobené invazivnimi sérovary E.
coli. Mezi tyto kmeny, ¢i sérovary se fadi skupiny: enteroinvazivni E. coli (EIEC), entero-
patogeni (EPEC), enterotoxické (ETEC) a enterohemoragické (EHEC). [17,43,44,46]

3.2.2 Enterobacter aerogenes

Rod Enterobacter patii mezi nozokomialni oportunni patogeny, spolu s E. coli je ¢astou
pii¢inou extraintestinalnich infekci. Infekce, které jsou piipisovany E. aerogenes jsou re-

spiracni, gastrointestinalni, dale infekce mocovych cest, i centralniho nervového systému.
[45,46]

Vétsina infekei je zpsobena neumyslnym pienosem bakterii v prubehu chirurgického za-
kroku nebo pfti dlouhodobém 1éCeni pacient v nemocnicich, ktefi uzivaji zilni katetry. [46]

E. aerogenes se nachdzi v pidé¢, ve vodé, v mléénych vyrobcich a stfevech lidi 1 zvifat.
[17,47]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

40

II. PRAKTICKA CAST
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4 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo sledovani inhibi¢nich uc¢inkii fosfore€nanti na vybrané
potravinaisky vyznamné mikroorganismy. Za ucelem splnéni cili prace byly fosforecnany,

pouzity V né€kolika koncentracich.
Pro dosaZzeni cilti prace bylo tieba:

e vypracovat literarni reSersi charakterizujici fosfore¢nany, jejich vyznam v potravi-
narském primyslu a jejich vyuziti jako antimikrobidlnich ¢inidel,

e popsat ucinky fosforecnanti a jejich vliv konkrétni kmeny mikroorganizmai,

e strucné uvést charakteristiku potravindisky vyznamnych mikroorganismii.

e stanovit inhibi¢ni G€inky fosforecnant v riznych koncentracich na vybrané gram
pozitivni a gram negativni bakterie,

e na zaklad¢ teoretické ¢asti a vysledkl praktické ¢asti formulovat zavéry o G€inku

fosfore¢nanovych soli na rist mikroorganizmd.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 PRISTROJE, ZARIZENI A POMUCKY

e Automatické mikropipety Hirschmann, Nichipet EX
¢ Biologicky termostat BT 120

e Analytické vahy KERN 440-47 N

e Chladnicka Elektrolux

e Laboratorni sklo

e Autoklav Varioklav H+P

e Biohazard box EUROFLOW (Clean Air)

e Spicky pro automatické pipety

e Vortex Heidolph, Reax top

e Ostatni bézné laboratorni pomicky a vybaveni

5.2 Kultivacni pady

Piiprava dané pudy:

Do 1000 ml destilované vody byla navazena piisluSna navazka slozek a rozpusténa. Steri-
lace prob¢hla v autoklavu pti 121 °C po dobu 20 minut. Poté byla pida rozlita na Petriho
misky. Jednotlivé misky byly skladovany v chladnicce.

5.2.1 Mueller Hinton broth

Médium pouzité ke kultivaci kment Bacillus, St. aureus a E. coli.

SloZeni:

Latka Mnozstvi (g/1)
Hovézi masova infuse 300,00 ¢
Kysely hydrolyzat kaseinu 17,50 g
Skrob 1,50 g

Agar 17,00 g
Destilované voda 1000 mi

Kone¢né pH (pii 25°C) 7,3+£0,2
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5.2.2 Masopeptonovy agar (MPA)

Neselektivni médium slouzici ke stanoveni celkového poc¢tu mikroorganismii.

SloZeni:

Latka Mnozstvi (g/1)
Beef extrakt (HiMedia) 3,0

Pepton (HiMedia) 5,0

NaCl (Lach-Ner) 50

Agar 15,0
Destilovana voda 1000 ml
Konec¢né pH (pii 25 °C) 6,8 +£0,2

5.2.3 Plate Count Agar (PCA)

Neselektivni médium urcené ke stanoveni celkového poctu mikroorganismi ve stanove-

nych vzorcich.

SloZeni:

Slozka Mnozstvi (g/1)
Agar 15¢
Hydrolyzat kaseinu 509
Kvasni¢ny extrakt 259

Glukéza bezvoda 109
Destilovana voda 1000 ml
Konec¢né pH (pii 25 °C) 7+ 0,2

5.2.4 Reinforced clostridial agar (RCA)

Médium vhodné ke kultivaci kment rodt Clostridium.
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SloZeni:

Slozka Mnozstvi (g/1)
Agar 15¢g
Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 10 g
Hovézi extrakt 10 g
Kvasni¢ny extrakt 39
Dextroza 50
Chlorid sodny 50
Octan sodny 30
Skrob 19

L — cystein hydrochlorid 0,59
Destilovana voda 1000 ml

5.2.5 Brain Heart Infusion Broth (BHI)

Pro pomnoZeni a kultivaci patogennich koki a ostatnich nutriéné narocnych mikroorga-

nismu.

SloZeni:

Slozka

Mnozstvi (g/1)

Teleci mozkova infuse

Infuse z hovéziho srdce
Proteosovy pepton

Chlorid sodny
Hydrogenfosforec¢nan (di)sodny
Dextrosa

Destilovana voda

Konec¢né pH (pii 25°C)

200g
250g
109

59
2,509
29
1000 ml

7,4+0,2
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5.2.6 De Man Rogosa Sharpe agar (MRS)

Puida vhodna k izolaci, stanoveni poc¢tu a kultivaci druhti rodu Lactobacillus.

SloZeni:

Slozka Mnozstvi (g/1)
Proteosovy pepton 10g
Siran manganaty 0,05¢
Siran hotecnaty 0,109
Octan sodny 5,009
Citran amonny 2,009
Polysorbat 80 1,009
Dextrosa 20,009
Kvasni¢ny extrakt 5,009
Hovézi extrakt 10,009

Hydrogenfosfore¢nan (di)draselny 2,009
Destilovana voda 1000 mi

Konecné pH (pti 25°C) 6,5+0,2

5.2.7 M17 agar

Médium urcené ke kultivaci a stanoveni mlé¢nych kok, jako jsou streptokoky, laktokoky

a leukonostoky.

SloZeni:

Slozka Mnozstvi (g/1)
Trypton 509

Sojovy pepton 509

Masovy pepton 509

Siran hotecnaty 0,259

Di-sodium-glycerofosfat 199
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Slozka Mnozstvi (g/1)
Laktoza 509

Agar 15,09
Destilovana voda 1000 ml

5.3 Roztoky a ostatni chemikalie

5.3.1 Fosforeénany

Inhibi¢ni Gc¢inky péti polyfosforeCnanovych soli s riznou délkou fetézce (n =~ 5, 9, 13, 20 a
28) byly zjistovany u polyfosfore¢nanti znacenych jako HEXA 62, HEXA 65, HEXA PE
HEXA 68, HEXA 70, a hydrogenfosforecnanu sodného (Na2HPOa). Byly ptipraveny jejich
10% roztoky rozpusténim daného mnozstvi v destilované vod¢, které byly vysterilizovany
filtraci (filtr o porozité 0,22 pum) a uchovavany v uzavienych nadobéach v chladniéce pfi
teploté 5 °C. Pro sledovani Uc¢inku jednotlivych bakteridlnich kmenl bylo vyuZito péti
koncentraci kazdé soli (0,25 %; 0,50 %; 0,75 %; 1,00 % a 2,00 % w/v).

Vsechny sodné soli fosfore¢nant byly poskytnuty firmou Fosfa a.s., Bieclav-Postorna.

5.3.2 Fyziologicky roztok
Piiprava fyziologického roztoku z diivodu fedéni bakteridlnich suspenzi.

8,5 g chloridu sodného bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody a nasledné byl fyzio-

logicky roztok sterilovan v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 20 minut.

5.4 Pouzité mikroorganismy

Ke sledovani inhibi¢nich ucinku polyfosforecnant bylo pouzito celkem 21 kment mikro-
organismd, z ¢ehoz 19 kmenti byly grampozitivni bakterie a 2 kmeny gramnegativni. Bak-

® Vyzkumného

terie byly ziskdny ze Sbirky mlékarenskych mikroorganizmi Laktoflora
ustavu mlékarenského v Praze (Cultures Collection of Dairy Microorganisms; CCDM).
Dale z Ceské sbirky mikroorganizmii Piirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity Brno
(Czech Collection of Microorganisms; CCM), ze sbirky zoopatogennich mikroorganizma
Vyzkumného ustavu veterinarniho Iékatstvi Brno (Collection of Animal Pathogenic

Microorganisms; CAPM). Kmeny oznacené pismenem T byly ziskany z Vyzkumného us-
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tavu miékarenského, pobocky v Taboie a jedna se o izolaty z pfirodnich syrd. Kmeny

ozna¢ené DEPE jsou ze sbirky UIOZP a vie jsou izolaty z potravin.
Jmenovité se jednalo o nasledujici kmeny grampozitivnich bakterii:

Bacillus cereus CCM 2010
Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM 4062
Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953
Staphylococcus xylosus DEPE26
Staphylococcus succinus DEPE18
Staphylococcus epidermidis CCM 4418
Staphylococcus warneri DEPE23
Clostridium perfingrens CAPM 5744
Clostridium intestinale CAPM 6397

. Enterococcus faecium CCDM 816

. Enterococcus faecalis CCM 2665

© 0o N o g bk~ w0 DR

e
N B O

. Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824

[EEN
w

. Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis CCDM 670

[EEN
IS

. Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis CCDM 686

[EEN
o1

. Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 702

[EEN
(2]

. Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T8

[EEN
\‘

. Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T2

[EEN
(e}

. Lactobacillus brevis T24

19. Lactobacillus curvatus T15

Kmeny gramnegativnich bakterii:
1. Enterobacter aerogenes CCM 2531
2. Escherichia coli CCM 3954

5.4.1 Priprava suspenze bakterii

Suspenze bakterii byla ptfipravena zaockovanim 5 ml kultivaéniho média (Mueller Hinton
Broth, MRS, M17) a 10 ml kultiva¢niho média RCA jednodennim nefedénym inokulem o
objemu 20 pl. Kultury byly inkubovéany v termostatu po dobu 24 hodin pfi teploté 30 °C.

Klostridia byla inkubovana v anaerobnim termostatu po dobu 24 hodin pfi teploté 30 °C.
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5.5 Sledovani ucinkii soli fosfore¢nanii na vybrané kmeny bakterii

Ke sledovani uc¢inkii polyfosforecnani na rist vybranych mikroorganismit byly pouzité
fosforeCnany ptidavany piimo do zkumavek s 5 ¢i 10 ml sterilniho kultivaéniho média.
V¢Etsi objem byl pouzit pro anaerobni bakterie tak, aby bylo dosazeno tzv. ,,vysokého
sloupce* a tim i prostiedi bez kysliku. Takto pfipravena média byla zao¢kovana 20 ul dané
bakteridlni suspenze. Kazdy kmen bakterie byl takto zaockovan paraleln¢ do tii zkumavek
pfi dané koncentraci fosfore¢nanu. Jako kontrolni vzorky byly zaockovany zkumavky
20 nul dané bakteridlni suspenze bez ptidavku fosforecnanti. Takto piipravené vzorky byly

inkubovany pfi teploté 30 +1 °C a to po dobu 24 hodin.

Po 24 hodinach bylo z kazdé zkumavky odpipetovano 100 pl a asepticky hokejkou roze-
tteno na Petriho misky s pevhou pudou vhodnou pro danou bakterii. V pfipadé silného
nariistu bakterii bylo provedeno desitkové tfedéni, kdy z kazdé¢ zkumavky bylo odebrano
500 pl suspenze a preneseno do 4,5 ml sterilniho fyziologického roztoku. Na Petriho misky
byla nasledné naockovana vzdy tfi nejvyssi po sobé jdouci fedéni pro danou koncentraci

soli. Takto ptipravené Petriho misky byly kultivovany 24 hodin pfi teploté 30 +1 °C.

Z kazdé Petriho misky byl odecten pocet kolonii a ptepocten na KTJ/ml.

Pokud byly pro vypocet pouzity dvé (pfipadné vice) Petriho misky stejného fedéni, vy-
sledny pocet

mikroorganizmi byl vypocitan podle vztahu:

Xc/n
N =
d.V

Kde:
N — pocet mikroorganismi [KTJ/ml]

Yc — pocet vSech kolonie tvoficich jednotek (pfislusné skupiny mikroorganismi) na plot-

nach pouzitych pro vypocet

n — pocet ploten pouzitych pro vypocet

d — piislusni pouzité fedéni

V — objem inokula o¢kovaného na plotnu [ml]

Jestlize byly pro vypocet pouzity dvé misky po sobé¢ jdouciho fedéni, vysledny pocet mi-

kroorganismu byl vypocitan podle vzorce:
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N = Jc
- V.(ny +0,1.ny).d

Kde:
N — pocet mikroorganismt [KTJ/ml]

Xc — pocet vSech kolonie tvoficich jednotek (ptfislusné skupiny mikroorganismt) na plot-

nach pouzitych pro vypocet

N1 — pocet ploten prvniho fedéni pouzitého pro vypocet

n2 — pocet ploten druhého fedéni pouzitého pro vypocet

d — fedici faktor odpovidajici prvnimu pro vypocet pouzitému fedéni
V — objem inokula o¢kovaného na plotnu [ml]

Inhibiéni G¢inky fosfore¢nanovych soli byly hodnoceny prostfednictvim indexu riistu (rela-

tivni hodnoty rtstu). Pro vypocet relativni hodnoty rtstu byl pouzit vzorec:

pocet bakterii pti dané koncetraci soli

- v - 100
pocet bakterii v kontrolnim vzorku

N — pocet mikroorganismii [%]

5.6 Statistické vyhodnoceni vysledkii

Vysledky analyzy inhibi¢niho plisobeni jednotlivych fosforecnanovych soli v danych kon-
centracich na testované bakterie byly statisticky vyhodnoceny pomoci neparametrickych
testll, konkrétné Kruskal-Wallisova testu a Wilcoxonova testu na hladiné vyznamnosti 5 %
(P < 0,05). K statistickému vyhodnoceni vysledkti byl pouzit software UNISTAT®, verze
6.5.04 (Unistat, Ltd., Londyn, Velka Britanie).
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

4

6.1 Inhibi¢ni ucinek jednotlivych fosfore¢nani

Vliv inhibi¢niho G¢inku polyfosfore¢nanovych soli s riznou stiedni hodnotou délky fetéz-
ce (Hexa 62 = 5, Hexa 65 ~ 9, Hexa PE ~ 13, Hexa 68 ~ 20, Hexa 70 = 28, a hydrogenfos-
fore¢nan sodny) pii pouziti 5 koncentraci (0,25 %; 0,50 %; 0,75 %; 1,00 % a 2,00 % w/v)
byl zjistovan u 19 grampozitivnich bakterii (Bacillus cereus CCM 2010, Bacillus subtilis
subsp. spizizenii CCM 4062, Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953, Staphylo-
coccus xylosus DEPE26, Staphylococcus succinus DEPE18, Staphylococcus epidermidis
CCM 4418, Staphylococcus warneri DEPE23, Clostridium perfringens CAPM 5744,
Clostridium intestinale CAPM 6397, Enterococcus faecium CCDM 816, Enterococcus
faecalis CCM 2665, Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824, Lactococcus lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactis CCDM 670, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. dia-
cetylactis CCDM 686, Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 702, Lactobacillus curvatus
subsp. curvatus T8, Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T2, Lactobacillus brevis T24,
Lactobacillus curvatus T15) a dvou gramnegativnich bakterii (Enterobacter aerogenes
CCM 2531, Escherichia coli CCM 3954).

Z naméfenych hodnot poctu bakteridlnich kolonii a vypoctenych relativnich hodnot rtstu
byly sestaveny grafy pro jednotlivé bakterie s i€inkem testované¢ho fosfore¢nanu pii dané

koncentraci.

Z diavodu slabych inhibi¢nich G¢inkt hydrogenfosfore¢nanu sodného neni v jednotlivych
grafech uveden. Uginek hydrogenfosfore¢nanu sodného u jednotlivych bakterii je proto

uveden v samostatném souhrnném grafu.

6.1.1 Vliv fosfore¢nanovych soli na bakterii Bacillus cereus CCM 2010

Rust Bacillus cereus CCM 2010 byl vyrazné inhibovan testovanymi fosfore¢nany
(P <0,05), jak je patrné z grafu (Obr. 6). Nejnizsi hodnota relativniho ristu, a tedy nejvetsi
inhibice, byla u testovanych soli stanovena na hodnotu 0,00016 % u Hexa 65 v koncentraci
2 % (w/v), u ostatnich zminénych soli nebyla pfesahnuta hodnota relativniho rtstu

0,0014 %.

Pusobeni Hexa 62 v koncentraci 0,25 % a 0,50 % (w/v) na B. cereus CCM 2010 se pohy-

bovala ve velmi podobnych hodnotach pod 0,09 % relativni hodnoty riistu. Srovname-li
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ptisobeni jednotlivych koncentraci soli se stiedni délkou fetézce 5 (Hexa 62), tak

fvwr

zjistén signifikantni rozdil (P > 0,05), na rozdil od inhibi¢niho G¢inku Vv testovanych kon-
centracich 1,00 a 2,00 % (w/v) (P < 0,05). Podobné vysledky byly zjistény i u soli Hexa
65. V piipadé ostatnich soli v koncentraci 0,25 % (w/v) byl zaznamenan rust nad hodnoty
0,01 %, v pripadé¢ Hexa PE byla tato hodnota o jesté¢ vyssi. Hexa PE v této koncentraci
(0,25 % wi/v) pisobila nejniz§im inhibiénim uc¢inkem na B. cereus CCM 2010 ze vsech
uvedenych fosfore¢nanti, relativni hodnota rustu se pohybovala na hranici 0,02 %. Tyto

rozdily nebyly statisticky vyznamné (P > 0,05).

V ptipadé Hexa PE i druha koncentrace (0,50 % w/v) méla jednu z nejniz$ich inhibi¢nich

ucinnosti, relativni hodnota ristu byla tésné€ pod hranici 0,014 %.

0,02
0,018
X 0,016
2 0014
2 0012
8
<) 0,01
S
g 0,008
= 0,006
c
2 0,004
3 0,002
e -
0
62 65 PE 68 70

m0,25% m050% m0,75% 1,00% m2,00%

Obr. 6. Inhibi¢ni ¢inek fosfore¢nant na bakterii Bacillus cereus CCM 2010

Inhibi¢ni plisobeni fosforeCnanu Hexa 68 bylo nejucinnéjsi v nejvyssi pouzité koncentraci
(P < 0,05), u ostatnich koncentraci se inhibi¢ni t¢inek na B. cereus CCM 2010 postupné
zvysoval od koncentrace 0,25 % po 1,00 % (w/v).

Inhibiéni ucinek Hexa 70 ve 2,00 % (w/v) koncentraci byl nejnizsi, ze vSech uvedenych
soli, relativni hodnota rtustu piesahovala 0,005 %. Inhibi¢ni ptisobeni koncentrace 0,50 % a
0,75 % (w/v) se vyrazné nelisilo (P > 0,05), na rozdil od koncentrace 0,25% (w/v), ktera

méla nejnizsi inhibi¢ni u€inek ze vSech koncentraci Hexa 70.
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6.1.2 Vliv fosfore¢nanovych soli na bakterii Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM
4062

Na Obr. 7 je prezentovana Kultivace bakterie Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM 4062,
Vv ptitomnosti fosfore¢nanovych soli, u které vykazovaly nejvétsi inhibi¢ni ucinky soli He-
xa 68 a Hexa 70, tedy soli s nejvétsi sttedni hodnotou délky fetézce. S vyjimkou hydrogen-
fosfore¢nanu sodného bylo inhibi¢ni plsobeni vSech soli na rist testované bakterie ve

srovnani s kontrolou signifikantni (P < 0,05).

U Hexa 62 v 0,75 % (w/v) koncentraci byla relativni hodnota rastu 0 %, v této koncentraci
byl nardst kolonii Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM 4062 na plotnach nulovy, z toho
divodu usuzuji, Ze pravdépodobné doslo k chybé pfi ptipravé, odbéru a zaockovani inoku-
la, ¢i pii samotném fedéni bakterialni suspenze.

Nejvétsi inhibi¢ni ucinek (pii vylouc¢eni Hexa 62 v 0,75 % (w/v) koncentraci byl zazname-

nan u Hexa 68 v 1,00% (w/v) koncentraci, tato relativni hodnota ristu se pohybovala pod
0,0008 %.
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Obr. 7. Inhibi¢ni u¢inek fosfore¢nanti na Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM 4062

V ptipadé Hexa 65 i Hexa 70 je patrné zvySovani inhibice pii pouZziti vyS$si koncentrace

fosfore¢nanovych soli. I ptesto je uc¢inek Hexa 70 pii koncentraci 0,25 % a 0,50 % (w/v) o

témet 50 % veétsi (P > 0,05) neZ pii pouziti stejnych koncentraci u fosfore¢nanu Hexa 65.
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Nejmensi inhibi¢ni ucinky byly zjistény pii koncentraci 0,25 % (w/v) u vSech uvedenych

soli, pfiCemz pii aplikaci této koncentrace nebyly u soli Hexa 62, Hexa 65 a Hexa PE zjis-
tény vyznamnéjsi rozdily (P > 0,05). U Hexa PE a Hexa 62 tato hodnota piesahovala
0,012 % relativni hodnoty ristu.

6.1.3 Vliv fosfore¢nanovych soli na bakterii Clostridium perfringens CAPM 5744

Dalsi sledovanou bakterii bylo Clostridium perfringens CAPM 5744, které bylo nejvyraz-
néji inhibovano (P < 0,05) soli Hexa 70 v koncentraci 2,00 % (w/v), jak je patrné z grafu
(Obr. 8). Nejnizsi inhibi¢ni Gcinek byl zjistén u koncentrace 0,25 % (w/v) u fosfore¢nanu

Hexa 62 a 70.

Vzristajici koncentrace soli pozitivné puisobila na zvySujici se inhibi¢ni u¢inek soli u Hexa

62, 68 i 70. Srovname-li puisobeni jednotlivych koncentraci soli tak z vysledki je patrné,

cv v

rozdil (P > 0,05), na rozdil od inhibi¢niho U¢inku v testovanych koncentracich 2,00 %

(w/v) ptedevsim u soli Hexa 70 (P < 0,05).
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Obr. 8. Inhibi¢ni u¢inek fosfore¢nani na Clostridium perfringens CAPM 5744

U fosfore¢nanu Hexa PE byla nejméné ucinnou koncentraci 0,75 % (w/v), nasledované
koncentracemi 0,50 % a 2,00 % (w/v), kdy u vSech téchto koncentraci byla piekrocena
relativni hodnota rastu 0,015 %. Pfi srovnani ptisobeni Hexa 68 a Hexa PE, tedy soli se

stiedni délkou fetézce 13 a 20 a s podobnou relativni hodnotou ristu, bylo zjisténo, Ze me-
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v w7

> 0,05).

Ze sledovanych fosfore¢nanii se celkové antimikrobidlné projevil fosfore¢nan Hexa 65,
jehoz relativni hodnoty rlstu u vSech pouzitych koncentraci neptesahly hodnotu 0,015 %.
Nejucinnéji se u této soli jevily koncentrace 0,25 a 0,75 % (W/V), jejichz hodnoty byly tés-

n¢ nad hranici 0,01 % relativni hodnoty rastu, doslo tedy vyrazné inhibici (P < 0,05).

6.1.4 Vliv fosfore¢nanovych soli na bakterii Clostridium intestinale CAPM 6397

Z rodu Clostridium byla dale sledovana bakterie Clostridium intestinale CAPM 6397. U
této bakterie byla zjiSt€éna nejvys$si inhibice rustu, jejiz hodnota byla signifikantni
(P < 0,05), pti aplikaci fosfore¢nanu Hexa PE v koncentraci 0,75 % (w/v), kdy se relativni
hodnota rastu pohybovala kolem 0,012 %, jak je patrné z grafu (Obr. 9.).

U vsech sledovanych soli je patrny zvySujici se inhibi¢ni ucinek a tim padem i klesajici
relativni hodnoty ristu se stoupajici koncentraci dané soli (od 0,25 % po 2,00 % wi/v), tyto
hodnoty byly ve vSech pfipadech statisticky vyznamné (P < 0,05). Tento trend je patrny
predevsim u soli Hexa 62 a 68. Pti srovnani plsobeni téchto dvou soli (Hexa 62 a Hexa
ny signifikantni rozdil (P > 0,05). Podobné se chovaji i fosfore¢nany Hexa 65 a 70, u kte-
rych v8ak dochazelo ke snizeni inhibi¢ni G¢innosti ve 2,00% (w/v) koncentraci. Srovnani
Hexa 65 a 70, bylo z vysledki patrné, ze nedochazelo k vyraznému signifikantnimu rozdi-
lu (P > 0,05) v koncentracich 0,50 %, 0, 75 % a 2,00 % (w/v).

Nejnizsi inhibi¢ni plisobeni bylo zaznamenano u koncentrace 0,25 % (w/v) a to u vSech
sledovanych fosfore¢nant, vyrazn€ nejslabsi inhibice byla zjiSténa u Hexa 62 jejichZ rela-
tivni hodnota dosahovala hranice 0,07 %, tato hodnota byla o vice nez 50 % vyssi nez
Vv ptipad¢ nejucinnéjsi soli Hexa 65 pti pouziti stejné koncentrace (0,25 % w/v). Srovndnim
byly vyrazné statistické rozdily (P > 0,05), ke statisticky vyznamnému rozdilu (P < 0,05)

doslo pouze u Hexa 65 (u koncentrace 0,25 % w/v).

Druhou nejméné Gc¢innou soli pii pouziti stejné koncentrace (0,25 % w/v) byla Hexa 68.
Koncentrace soli 0,50 % (w/v) byla druha nejméné ucinna u vSech pouzitych fosfore¢nant,
a to predevsim u Hexa 62 a 68 jejichz relativni hodnoty ristu se pohybovaly mezi 0,045 %

az 0,049 % a jejichz rozdil nebyl signifikantni (P > 0,05).
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Obr. 9. Inhibi¢ni ¢inek fosfore¢nant na Clostridium intestinale CAPM 6397

Nejvyraznéjsi antimikrobialni ucinek je v grafu (Obr. 9.) nejvice patrny u fosfore¢nanu
Hexa 65. Relativni hodnoty ristu se u vSech pouzitych koncentraci (0,25 % az 2,00 % w/v)
pohybovaly v rozmezi 0,022 % po 0,13 %. Pfi srovnani vysledku soli se stfedni délkou
fetézce 9 (Hexa 65) s ostatnimi fosforeCnany, bylo z vysledkii patrné, Ze u Hexa PE, 68 1
70 nebyly vyrazné statistické rozdily (P > 0,05) u koncentraci 0,50 %, 0,75 % a 2,00 %
(w/v), v pripade soli Hexa 62 nebyl sledovan signifikantni rozdil (P > 0,05) u koncentrace
0,50 % a 0,75 % (w/v).

6.1.5 Vliv fosfore¢nanovych soli na bakterii Enterococcus faecalis CCM 2665

U bakterie Enterococcus faecalis CCM 2665 bylo po 24 hodinové kultivaci zjisténo, Ze
nejvetsi vliv na relativni hodnotu ristu ma nejvyssi pouzita koncentrace (2,00 % w/v), kdy
toto plisobeni bylo prokézano u vsSech sledovanych fosfore¢nani (Hexa 62, 65, PE, 68 i
70). K statisticky vyznamnému rozdilu (P < 0,05) doslo u koncentrace 2,00 % (w/v) u soli
Hexa 65, 68 a 70. Nejsilngjsi inhibic¢ni U€inek byl zjistén u Hexa 70, kdy relativni hodnota
ristu se pohybovala okolo 3,6 %, dalsi silny ucinek byl zjistén u soli Hexa PE a Hexa 68,
jejichZ relativni hodnoty riistu nepfesahly 11 %. NejmenSi ucinek v nejvyssi testované
2,00% (w/v) koncentraci byl zaznamenan u soli Hexa 65, v tomto piipadé dosahovala rela-

tivni hodnota rlstu 61,76 %, coz je pii srovnani s Hexa 70 ve stejné koncentraci narlst

témef o0 95 %, jak je patrné z grafu (Obr. 10).
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Naopak nejmensi vliv na rust bakterie Enterococcus faecalis CCM 2665 byl zjistén pti

pouziti nizkych koncentraci, nej¢astéji u koncentrace 0,25 % a 0,50 % (w/v). Tuto nizkou
inhibici rastu bylo mozné pozorovat u vSech pouzitych soli. V tomto piipadé, z vysledku
nebyl zjistén signifikantni rozdil (P > 0,05) u fosfore¢nani Hexa PE (u 2,00% w/v koncen-

trace) a Hexa 62 (u koncentrace 0,50 % wi/v).

Nejmensi inhibi¢ni plisobeni a tedy nejvyssi relativni hodnota rtstu byla zaznamenana u
soli Hexa 68 v koncentraci 0,25 % (w/v), ktera ptfesahovala hodnotu 120 %. Piekroceni
hodnoty 120 % bylo zjisténo i u dalsi soli, Hexa 65 pii pouziti koncentrace 0,50 % (W/v).
Pfi srovnani téchto dvou soli (Hexa 65 a 68) hodnoty nebyly statisticky vyznamné

(P >0,05).

Z grafu (Obr. 10.) je patrné, Zze nejmén¢ ucinnou soli z hlediska inhibice byl fosfore¢nan
Hexa 65, u kterého vSechny koncentrace piesahovaly hodnotu 60 % relativniho ristu a
Ctyfi pouzité koncentrace (0,25 %, 0,50 %, 0,75 % a 1,00 % w/v) ptekrocily, ¢i se blizily

hranici 100 % relativniho rastu. U této soli (Hexa 65) bylo z vysledkt zjiSténo, Ze je statis-

ticky vyznamna (P < 0,05).
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Obr. 10. Inhibi¢ni G¢inek fosfore¢nant na Enterococcus faecalis CCM 2665
Nejucinngjsim fosfore¢nanem v piipadé inhibi¢niho plsobeni na bakterii Enterococcus

faecalis CCM 2665 byl polyfosforecnan Hexa 70, v jehoz pfipadé bylo dosaZeno nejniz-
Sich relativnich hodnot, u vSech sledovanych koncentraci (0,25 %, 0,50 %, 0,75 %, 1,00 %
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a 2,00 % w/v) pfi srovnani S dal§imi fosforecnany v danych koncentracich. Srovnani vy-
sledkti bylo zjisténo, ze hodnoty nebyly statisticky vyznamné (P > 0,05) u fosforec¢nant
Hexa 62 v koncentraci 1,00 % a 2,00 % (w/v), u Hexa 65 v koncentraci (0,50 % w/v), u
Hexa PE (koncentrace 0,25%, 0,50% a 2,00%) a u Hexa 68 v 0,25% a 0,75% (w/v) kon-

centraci.

U fosfore¢nant Hexa PE, 68 i 70 bylo mozné sledovat klesajici relativni hodnotu ristu se
zvySujici se uzitou koncentraci, v ptipadé¢ Hexa 62 a 65 je trend velmi podobny, az na kon-
centraci 1,00 % (w/v) a hodnoty byly statisticky vyznamné (P < 0,05), respektive 0,50 %
(w/v), ktera mé¢la nepatrné mensi inhibi¢ni ¢inky nez koncentrace piedchozi (0,75 % w/v,

respektive 0,25 % wi/v).

6.1.6 Vliv fosfore¢nanovych soli na bakterii Enterococcus faecium CCDM 816

Dalsi sledovanou bakterii rodu Enterococcus byl Enterococcus faecium CCDM 816, u néjz
byl zjistén nejveEtsi antimikrobidlni Gcinek u nejvyssi pouzité koncentrace (2,00 % w/v), a
to u tfi sledovanych fosfore¢nanti, jmenovité u Hexa PE, 68 a 70. Relativni hodnoty riistu
Vv téchto ptipadech neptesdhly hodnotu 2,5 %, z nichz jsou hodnoty signifikantni (P < 0,05)
u Hexa PE a Hexa 68.
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Obr. 11. Inhibi¢ni u¢inek fosfore¢nant na Enterococcus faecium CCDM 816

v

Z grafu (Obr. 11) je patrné, Ze nejsilnéjsi inhibi¢ni piisobeni bylo zjisténo u soli Hexa 68,
jejichz relativni hodnoty rlistu pfi srovnani s ostatnimi pouzitymi fosfore¢nany (Hexa 62,

65, PE a 70) jsou nejnizsi u ¢tyiech pouzitych koncentraci 0,25%, 0,50 %, 1,00 % a 2,00 %
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(w/v). Pti srovnani jednotlivych fosforecnanti, bylo patrné, ze hodnoty nebyly statisticky
vyznamné (P > 0,05) u fosforecnanti Hexa 62 (v 1,00% a 2,00% w/v koncentraci), u Hexa

65 a 70 (v koncentraci 0,50 % a 2,00 % w/v) a u Hexa PE v 0,50% (w/v) koncentraci.

cvwr

0,50 % w/v). V piipadé¢ fosforecnanu Hexa 62, 65 i PE byly relativni hodnoty ristu vyraz-
né vyssi a u nichz byly zjistény statisticky vyznamné hodnoty (P < 0,05) v ptipadé obou
koncentraci 0,25 % 1 0,50 % (w/v) soli Hexa 62 a PE, nez pii pouziti dalSich koncentraci
(0,75 %, 1,00 % a 2,00 % w/v). Nejvyssi relativni hodnota rlstu ptesahujici 150 % byla
pozorovana u soli Hexa 62 u koncentrace 0,25 % w/v, nasledovana soli Hexa PE pfi stejné
koncentraci (0,25 % w/v) presahujici hodnotu 135 %, pfi srovnani hodnot téchto dvou soli

pti koncentraci 0,25 % (w/v) byl zjistén signifikantni rozdil (P < 0,05).

6.1.7 Vliv fosfore¢nanovych soli na bakterii Staphylococcus aureus subsp. aureus
CCM 3953

Dalsi z testovanych bakterii byl Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953 v piipadé
této bakterie byla vyrazna inhibice (P < 0,05) zjisténa po 24 hodinach, jak je patrné z grafu
(Obr. 12.), u fosfore¢nanti uzitych ve vyssich koncentracich, jedna se predevsim o koncen-
trace 1,00 % a 2,00 % (w/v). Nejvétsi inhibice, tedy 0,064 % relativni hodnoty ristu se

projevila u Hexa 62 v koncentraci 1,00 % (w/v).
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Obr. 12. Inhibi¢ni ucinek fosfore¢nant na Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953
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Naopak nejmensi inhibice ristu se vyskytovala v nejmenSich dvou koncentracich, tedy

v koncentraci 0,25 % a 0,50 % (w/v), tyto hodnoty nebyly statisticky vyznamné (P > 0,05).
U vsech sledovanych fosforecnanti hodnota relativniho ristu ptresdhla 0,15 %. Nejnizsi

ty se pohybovaly nad 0,23 % relativni hodnoty rastu.

Fosfore¢nan Hexa 70 v koncentracich 0,25 % az 1,00 % (w/v) m&l mensi inhibi¢ni G¢inky,
oproti dalSim solim ve stejné koncentraci (P > 0,05), kdy se relativni hodnoty ristu pohy-

bovaly v hodnotach od 0,155 % po 0,165 %.

6.1.8 Vliv fosfore¢nanovych soli na bakterii Staphylococcus epidermidis CCM 4418

Druhou sledovanou bakterii z rodu Staphylococcus byl Staphylococcus epidermidis CCM
4418, v pripadé této bakterie bylo minimalni antimikrobidlni ¢inek zaznamenan pfi uziti
nizkych koncentraci fosfore¢nand, jak je patrné z grafu (Obr. 13.). A to pfedevsim pii pou-
Ziti prvnich dvou koncentraci (0,25 % a 0,50 % wi/v), u vSech sledovanych fosfore¢nant
(Hexa 62, 65, PE, 68 i 70), tyto hodnoty pfi srovnani s kontrolou nebyly statisticky vy-
znamné (P > 0,05). Pii pouziti koncentrace 0,25% (w/v) se relativni hodnoty rastu pohybo-
valy od 60 % do témét 97 %, a u 0,50% (w/v) koncentrace tato hodnota byla v rozmezi
36 % az 81 %.
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Obr. 13. Inhibi¢ni u¢inek fosfore¢nant na Staphylococcus epidermidis CCM 4418
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Pfi srovnani s vy$§imi koncentracemi (0,75 %, 1,00 % 1 2,00 % w/v) u vSech sledovanych
fosfore¢nanii byla relativni hodnota ristu vyrazné nizsi a tedy byl zjistén vyrazngjsi anti-
mikrobialni G€¢inek. Nejvyraznéjsi inhibi¢ni ucinek byl zaznamenan v ptipad¢ soli Hexa PE
u koncentraci 1,00 % a 2,00 % (w/v), a pfi srovnani s kontrolou byl zjistén signifikantni

rozdil (P <0,05).

U ttech sledovanych fosfore¢nanti je patrny zvySujici se inhibi¢ni G¢inek pfi zvySeni kon-
centrace jednotlivych fosfore¢nanti, tento trend je patrny u Hexa 65, PE i 70. Vyjimku tvo-
i soli Hexa 62 a 68, u téchto dvou soli doslo K naristu relativni hodnoty ristu u koncentra-
ce 0,50 % (w/v), ktera byla inhibi¢né mén¢ ucinna nez koncentrace 0,25 % w/v. Srovnanim
fosfore¢nant Hexa 62 a 68 v koncentracich 0,25 % a 0,50 % (w/v) nebyly hodnoty statis-
ticky vyznamné (P > 0,05).

6.1.9 Vliv fosfore¢nanovych soli na bakterii Staphylococcus xylosus DEPE26

U sledované bakterie Staphylococcus xylosus DEPE26 byla po 24 hodinové kultivaci (Obr.
14) zjisténa vyrazna inhibice rustu u soli Hexa PE, ktera pii srovnani s dal§imi pouzitymi
solemi pisobila nejvice na relativni hodnotu ristu, a jeji hodnoty nepiesahly 3,5 % u zadné
Z pouzitych koncentraci (0,25 %, 0,50 %, 0,75 %, 1,00 % 1 2,00 % w/v). U ¢tyfech pouzi-
tych koncentraci (0,25 %, 0,50%, 1,00 % a 2,00 % w/v) fosfore¢nanu Hexa PE byly hod-
fosfore¢nanu s kontrolou, bylo zjisténo, ze vétSina hodnot byla statisticky vyznamna
(P < 0,05), az na koncentraci 0,50 % (w/v), u kterd nebyl zjiS§tén signifikantni rozdil

(P > 0,05).

Dal3i vyrazna inhibice ristu byla pozorovana, jak je patrné z grafu na Obr. 14, u fosforec-
nanti Hexa 62 (koncentraci 1,00 % a 2,00 % w/v), u Hexa 68 (koncentraci 0,75 %, 1,00 %
a 2,00 % w/v) a Hexa 70 (koncentraci 0,50 %, 0,75 %, 1,00 % a 2,00 % wi/v), kdy se jed-
notlivé hodnoty pohybovaly maximalné do 6 % relativni hodnoty rlstu. Pfi srovnani jed-
notlivych koncentraci s kontrolou se doslo k zavéru, Ze v piipade soli Hexa 70 nebyl zjis-
tén signifikantni rozdil (P > 0,05) u vSech uvedenych koncentraci s vyjimkou nejnizsi tes-
tované koncentrace. Naopak u Hexa 68 (koncentraci 0,75 %, 1,00 % a 2,00 % w/v) byl
zjistén signifikantni rozdil (P < 0,05) danych hodnot oproti niz§im aplikovanym koncentra-

cim, stejny vysledek byl zjistén i v ptipadé¢ Hexa 62 (1,00% wi/v koncentrace).
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Obr. 14. Inhibiéni t¢inek fosfore¢nant na Staphylococcus xylosus DEPE26

Nejmensi inhibice rustu bakterie Staphylococcus xylosus DEPE26 byla pozorovéana u kon-
centraci s niz§i hodnotou, nejéastéji pak u 0,25 % 0,50 % (w/v). Pfi srovnani téchto kon-
centraci testovanych fosforec¢nant s kontrolou, bylo zjisténo, ze v pfipad¢ koncentrace
0,25 % (w/v) nebyl zjistén signifikantni rozdil (P > 0,05) u fosfore¢nand Hexa 62, 65, 68 a
PE. V piipad¢ aplikace 0,25 % (w/v) koncentrace byl zjistén signifikantni rozdil hodnot
(P < 0,05) u soli Hexa 62 a 65 ves rovnani s ostatnimi testovanymi fosfore¢nany. Tyto
koncentrace vyrazné prevysSovaly svou relativni hodnotou rustu OStatni, nejvyraznéji se
projevily soli Hexa 62 a 65 s koncentracemi 0,25 % (w/v) jejiz hodnota dosahoval 100 % a

0,50 % (w/V) s relativni hodnotou rastu v rozmezi 70 % az 85 %.

6.1.10 Vliv fosfore¢nanovych soli na bakterii Staphylococcus succinus DEPE18

Dalsi sledovanou bakterii z rodu Staphylococcus byl Staphylococcus succinus DEPE1S,
nejvetsi antimikrobialni pusobeni (P < 0,05) bylo pozorovano u Hexa 68 a 70 a to
Vv piipad¢ vSech pouzitych koncentraci (0,25 %, 0,50 %, 0,75 %, 1,00 % i 2,00 % w/v) jed-
notlivych soli, jak je patrné z grafu (Obr. 15). Oba tyto fosfore¢nany pusobily na Staphylo-
coccus succinus téméf totozné a jednotlivé relativni hodnoty ristu se téméf nelisily a jejich

hodnoty dosahovaly v obou piipadech 6,5 %.
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Piesto byl vSak zaznamenan nejvyssi inhibi¢ni G¢inek (P < 0,05) u fosfore¢nanu Hexa 65
pii pouziti koncentrace 2,00 % (w/v), v tomto piipad¢ se relativni hodnota rtistu pohybova-

la na hranici 0,009 %.

Nejméné G¢inné koncentrace pisobici inhibiéné na Staphylococcus succinus DEPE18 byly
predevsim 0,25 % a 0,50 % (w/v) u fosfore¢nanti Hexa 62, 65 a PE, jejichz G¢inek byl vy-
razn¢ nizsi. Pti srovnani vysledkt s kontrolou byl zjistén signifikantni rozdil (P < 0,05) u
fosfore¢nanti Hexa 62 a 65. U Hexa 62 se koncentrace 0,25 % a 0,50 % (w/v) pohybovaly

nad hranici 50 % relativni hodnoty ristu.
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Obr. 15. Inhibi¢ni u¢inek fosfore¢nanti na Staphylococcus succinus DEPE18

U pouzitych fosfore¢nani je patrny zvySujici se inhibi¢ni G¢inek (P < 0,05) pfi pouziti
vyssich koncentracich soli predev§im pak u fosfore¢nani Hexa 65, PE, 68 a 70, jak je patr-
né z grafu (Obr. 15) na rozdil od Hexa 62, kde doslo ke sniZeni antimikrobialni aktivity u
koncentraci 0,50 % a 1,00 %.

6.1.11 Vliv fosfore¢nanovych soli na bakterii Staphylococcus warneri DEPE23

V grafu (Obr. 16.) je uvedena posledni sledovana bakterie rodu Staphylococcus, Staphylo-
coccus warneri DEPE23. V piipadé této bakterie byla pomémeé vysoka antimikrobialni
aktivita hned u tii sledovanych fosfore¢nanii, jmenovité se jednalo o fosfore¢nany Hexa
PE, 68 a 70, tedy fosfore¢nany s vyssi stfedni délkou fetézce. Nejvyssi inhibice byla zjisté-

na u Hexa 70, jejichz relativni hodnoty rtstu dosahly pouze 2,33 % a pfi srovnani vysledkt
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s kontrolou byl zjistén signifikantni rozdil (P < 0,05). Nasledovana soli Hexa PE s relativni

hodnotou rtstu kolem 2,54 %. Vyjimku tvotil fosfore¢nan Hexa 68 pii pouziti koncentrace
0,25 % (w/v) s relativni hodnotou ristu kolem 35 %, v této koncentraci zjisténa hodnota

nebyla statisticky vyznamna (P > 0,05) ve srovnani s kontrolou.

Naopak nejnizsi inhibice ristu a tedy nejvyssi relativni hodnoty riistu byly zaznamenény,
jak je patrné z grafu na Obr. 16 pfi pouziti niz§ich koncentraci soli, nejéastéji pak 0,25 %,
0,50 % a 0,75 % (w/v). V ptipad¢ téchto tii koncentraci bylo zjisténo, Ze u fosfore¢nanti

Hexa 62 a 65 nebyl zjistén signifikantni rozdil (P > 0,05).
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Obr. 16. Inhibi¢ni u¢inek fosfore¢nanti na Staphylococcus warneri DEPE23

Nejméné ucinnou pak byla sl Hexa 65, u které hned tfi koncentrace dosahovaly nejvyraz-
néjsich relativnich hodnot ristu, a u kterych pfi srovnani vysledkd s kontrolou nebyl zjistén
signifikantni rozdil hodnot (P > 0,05). Nejmensi antimikrobialni vliv byl zjiStén u koncen-
trace 0,25 % (w/V), ktera piesahla hodnotu 80 % relativniho riistu, nasledovana koncentraci

0,50 % (w/v) s hodnotou kolem 74 %.
6.1.12 Vliv fosfore¢nanovych soli na bakterii Lactobacillus curvatus subsp. curvatus
T8

Dalsi sledovanou grampozitivni bakterii byl Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T8. U

této bakterie je z grafu na Obr. 17 patrny silny antimikrobialni ucinek (P < 0,05) pii pouziti
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vysSich koncentraci testovanych fosfore¢nana (0,50 %, 0,75 %, 1,00 % a 2,00 % w/v) a

také zvySujici se G¢inek soli s delsi stiedni délkou fetézce (Hexa PE, 68 a 70).

...
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Obr. 17. Inhibi¢ni u¢inek fosfore¢nant na Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T8

v

se timto zptisobem projevila u vSech sledovanych fosfore¢nanti (Hexa 62, 65, PE, 68 i 70).
Ve srovnani s kontrolou byl u vSech testovanych fosfore¢nanti v koncentraci 0,25 % (w/v)
zjistén signifikantni rozdil oproti kontrolnim vzorkiim bz polyfosforeénand (P < 0,05).
Nejvyssi relativni hodnota riistu byla zjiSténa u fosfore¢nanu Hexa 62, pfi pouZiti koncen-
traci 0,25 % a 0,50 % (w/v). U fosfore¢nanu Hexa 62 pfi pouziti koncentrace 0,25 % (w/v)
byl inhibi¢ni €inek o 92 % niz8i nez pii pouZiti stejné koncentrace (0,25 % w/v) fosforec-
nanu Hexa 70. Pfi srovnani hodnot soli Hexa 62 a 70 bylo z vysledkli patrny statisticky
vyznamny rozdil (P < 0,05) u koncentraci 0,25 % a 0,50 % (w/v). Na rozdil od koncentraci

(1,00 % a 2,00 % w/v), u kterych rozdily nebyly statisticky vyznamné (P > 0,05).

6.1.13 Vliv fosfore¢nanovych soli na bakterii Lactobacillus curvatus subsp. curvatus
T2

Na Obr. 18 je mozné sledovat inhibi¢ni ptisobeni fosfore¢nani na bakterie Lactobacillus
curvatus subsp. curvatus T2, které bylo velmi podobné ptedchozi bakterii (Obr. 17) a u
které doslo k silnému antimikrobialnimu ptsobeni (P < 0,05) pfi pouziti vyssich koncen-

traci fosforecnanil. V tomto ptipad¢ se jednalo o koncentrace 0,50 %, 0,75 %, 1,00 % a
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2,00 % (w/v) u vsech testovanych fosfore¢nani (Hexa 62, 65, PE, 68 i 70). Pokud byly

tyto polyfosfore¢nany aplikovany do MRS média, tak se relativni hodnoty riistu pohybova-
ly mezi 0,013 % az 0,073 %. U vSech fosfore¢nani pti pouziti vysSich koncentraci (v tom-
to ptipadé 0,50 %, 0,75 %, 1,00 % a 2,00 % w/v) bylo pfi srovnani s kontrolou zjiStény

vyznamné statistické rozdily (P < 0,05).
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Hexa 62 Hexa 65 Hexa PE Hexa 68 Hexa 70
m0,25% m0,50% m0,75% 1,00% m2,00%

Obr. 18. Inhibi¢ni G¢inek fosfore¢nanti na Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T2

Naopak nejnizsi inhibice rustu nastala pfi pouZiti nejnizsi pouzivané koncentrace (0,25 %
w/v) a to u vSech pouzitych fosforecnani (Hexa 62, 65, PE, 68 i 70). Nejméné ucinnou
byla stil Hexa 65 s relativni hodnotu ristu prekracujici 0,22 %, u této koncentrace, avsak
pfi srovnani s kontrolou byl i v tomto piipad¢ zjistén signifikantni rozdil (P < 0,05) v ristu.
Primérné byl antimikrobialni G¢inek koncentrace 0,25 % (w/V) pii srovnani s 0,50 % (w/v)

0 65 % nizsi.
6.1.14 Vliv fosfore¢nanovych soli na bakterii Lactobacillus curvatus T15

V ptipadé bakterie Lactobacillus curvatus T15 (Obr. 19.) byl zjistén vyrazny inhibi¢ni u¢i-
nek (P < 0,05) fosfore¢nanti s delsi sttedni délkou fetézce (Hexa PE, 68 a 70) u vSech pou-
zitych koncentraci (0,25 %, 0,50 %, 0,75 %, 1,00 % i 2,00 % w/v). Relativni hodnota ristu
se u téchto soli (Hexa PE, 68 i 70) v rozmezi od 0,22 % po 0,34 %. S vyjimkou Hexa 62
bylo inhibi¢ni pisobeni vSech soli na rust testované bakterie ve srovnani s kontrolou signi-

fikantni (P < 0,05).
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Vyssi inhibi¢ni G¢inek (P < 0,05) byl zaznamenan i u dal$ich fosfore¢nant (Hexa 62, 65)
pii pouziti vyssich koncentraci. V ptipadé¢ Hexa 62 byla nejucinngjsi koncentraci 2,00 %
(w/v), u Hexa 65 se pak jednalo o koncentraci 1,00 % (w/v), jeji relativni hodnota rtstu se
pohybovala pod 0,90 %. Pii srovnani hodnot fosfore¢nani Hexa 62 a 65 ve vSech pouziva-
nych koncentracich nebyly zjistény vyznamnéjsi rozdily (P > 0,05) v rlstu bakterie L. cur-
vatus T15.

Nejmén¢ tc¢innou koncentraci (P < 0,05) byla 0,25 % (w/v) a to u vétSiny sledovanych
fosfore¢nanti (Hexa 62, 65, PE, 68). Nejmensi antimikrobialni Gi¢inek byl zjistén u Hexa 62
a 65, jak je patrné z grafu (Obr. 19.). Relativni hodnoty rtstu se pohybovaly v obou piipa-
dech nad hodnotou 4%.
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Hexa 62 Hexa 65 Hexa PE Hexa 68 Hexa 70
m0,25% mW050% mO0,75% 1,00% m®2,00%

Obr. 19. Inhibi¢ni u¢inek fosfore¢nant na Lactobacillus curvatus T15

Zvysujici se inhibi¢ni u€inek pii pouziti vyssi koncentrace byl zjistén u Hexa 62 a 68. U
Hexa 65 doslo ke snizeni u¢innosti koncentrace 2,00 % (w/v). U dalsich fosfore¢nant (He-
xa PE a 70) doslo k nepatrnému odchyleni od tohoto trendu, avsak relativni hodnoty rustu
se Vv téchto pripadech lisily pouze minimaln€. Pti srovnani hodnot riistu v pfitomnosti fos-

forecnantt Hexa PE a Hexa 70 nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil (P > 0,05).

6.1.15 Vliv fosfore¢nanovych soli na bakterii Lactobacillus brevis T24

V grafu na Obr. 20 je uveden rast dalsi bakterie z rodu Lactobacillus, na kterou byla apli-

kovana série fosfore¢nanovych soli, a to Lactobacillus brevis T24. Antimikrobialni ptso-
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beni fosfore¢nand na tento kmen bylo velmi podobné, jako u piedeslych sledovanych bak-
terii rodu Lactobacillus. Silny inhibi¢ni ucinek (P < 0,05) byl zjistén piedevs§im u soli He-
xa PE, 68 a 70 pii pouziti vyssich koncentraci soli.

v

Nejsilné€jsi inhibicni ptsobeni bylo u vSech sledovanych fosfore¢nant (Hexa 62, 65, PE, 68
i 70) pii pouziti koncentrace 2,00 % (W/V), nejvyssi pisobeni bylo zaznamenano u Hexa
70, jehoz relativni hodnota riistu se pohybovala pod hranici 0,02 %. U vSech fosfore¢nanii
pfi srovnani s kontrolou byl zjistén signifikantni rozdil Vv rastu testované bakterie
(P <0,05).

0,8
0,7

0,6

0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
h = e

0

Realtivni hodnota ristu (%)

Hexa 62 Hexa 65 Hexa PE Hexa 68 Hexa 70
m0,25% m 0,50 % m0,75% 1,00 % H 2,00 %

Obr. 20. Inhibi¢ni uinek fosfore¢nant na Lactobacillus brevis T24

Nejucinngjsi koncentrace 0,25 % (w/v) byla zjisténa u fosfore¢nanu Hexa PE, jehoz anti-
mikrobialni uc¢inek byl o 75 % silnéjsi nez v piipad¢ nejslabsiho ptisobeni u soli Hexa 62,
pfi pouziti stejné koncentrace (0,25 % w/v). Srovnanim hodnot fosfore¢nanti Hexa PE a 62
nebyl vsak zjistén signifikantni rozdil v inhibici rastu (P > 0,05).

v

vSech fosfore¢nani. Nejmensi inhibiéni Gc¢inek byl zjistén u soli Hexa 62 v piipadé tii nej-
nizsich pouzitych koncentraci (0,25 %, 0,50 % a 0,75 % w/v). Relativni hodnoty ristu se
V tomto piipad¢ pohybovaly od 0,62 % po 0,82 %. Signifikantni rozdil (P < 0,05) byl zjis-
tén pfi srovnani jednotlivych koncentraci (0,25 %, 0,50 % a 0,75 % w/v) testovanych soli

s fosfore¢nanem Hexa 62 u fosfore¢nanti Hexa 70 (0,50% w/v koncentrace) a u Hexa 68 a
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PE (u koncentraci 0,75 % w/v), u ostatnich koncentraci nebyl zji§tén statisticky vyznamny

rozdil (P > 0,05).

6.1.16 Vliv fosfore¢nanovych soli na bakterii Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis CCDM 670

Prvni sledovanou bakterii rodu Lactococcus byl Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis CCDM 670. U této bakterie byl silny antimikrobidlni u¢inek (P < 0,05) pfi
pouziti vysSich koncentraci testovanych fosfore¢nanovych soli, jmenovité se jednalo o
koncentrace 1,00 % a 2,00 % (w/v), a to u vSech pouzitych fosfore¢nant, jak je patrné
z grafu na Obr. 21.
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Obr. 21. Inhibiéni u¢inek fosfore¢nanti na Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis CCDM 670

Nejmensi antimikrobialni G¢inek byl zjistén u koncentrace 0,25 % (w/v) u vSech testova-
nych fosfore¢nand. Relativni hodnoty rtistu se pohybovaly nad hodnotou 1,65 % a dosaho-
valy hodnot 3,60 %. NejniZsi inhibi¢ni u€inek této koncentrace byl zjiStén u soli Hexa 62,
65 a PE, kde se relativni hodnoty riistu pohybovaly nad hranici 3,00 %. Pii srovnéni jed-
notlivych fosforeCnanti (Hexa 62, 65 a PE) s kontrolou byl zjistén signifikantni rozdil

Vv rozdilu ristu testovaného kmene bakterie v pfitomnosti aplikovanych fosfore¢nanti a bez
nich (P < 0,05).
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Nejvyssi inhibi¢ni G¢inek byl zjistén piredevsim u fosforecnanu Hexa PE pfi pouziti dvou
nejvyssich koncentraci (1,00 % a 2,00 % w/v, (P < 0,05)), relativni hodnoty rustu se
V tomto ptipad¢é pohybovaly pod hranici 0,005 %. Pti pouziti této soli (Hexa PE), byl silny
inhibi¢ni Gcinek 1 u koncentrace 0,75 % (w/v), ktera s relativni hodnotu ristu 0,22 % byla
nejucinnéjsi pii srovnani se stejnou koncentraci (0,75 % w/v) ostatnich testovanych fosfo-
re¢nanti (Hexa 62, 65, 68 1 70). Podobné vysledky byly zjistény i pii pouziti dalsi koncen-
trace (0,50 % wi/v) této soli, ktera byla také vuci ostatnim fosfore¢naniim nejucinnéjsi.
Srovnanim hodnot fosforecnanu Hexa PE (jmenovité koncentraci 0,50 % a 0,75 % w/v)
S ostatnimi testovanymi fosforecnany bylo z vysledkl patrné, ze nebyly zjistény vyznam-
n¢j$i rozdily (P > 0,05) u vSech testovanych polyfosfore¢nant pii aplikaci danych koncen-

traci (0,50 % a 0,75 % w/v, Obr. 21).

6.1.17 Vliv fosfore¢nanovych soli na bakterii Lactococcus lactis subsp. cremoris
CCDM 824

U bakterie Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 po 24 hodinové kultivaci byl
zjistén silny antimikrobialni ucinek (P < 0,05) pii pouziti vysSich koncentraci (0,75 %,
1,00 % a 2,00 % w/v) vsech pouzitych polyfosforeénant (Hexa 62, 65, PE, 68 1 70), jak je
mozné vidét v grafu na Obr. 22.

v

w/v) u vsech sledovanych fosforecnanii (Hexa 62, 65, PE, 68 i 70), rozdil inhibi¢niho
ucinku byl mezi kontrolni kultivaci bez testované fosforecnanoveé soli a s testovanou soli

Vv jakékoliv koncentraci vice nez 99 % (P < 0,05).

Nejvétsi antimikrobialni Gi€inek byl dosaZen u soli Hexa 70 pfi pouZiti koncentrace 2,00 %
(w/v), kdy se relativni hodnota rastu pohybovala pod hranici 0,0002 %. Podobnych hodnot
bylo dosazeno i u dalich koncentraci (0,75 %, 1,00 % a 2,00 % w/v) fosfore¢nanii Hexa
PE, 68 1 70. Niz§i inhibi¢ni ucinek byl zjistén u soli Hexa 62 a 65. Pfi pouZiti stejnych
koncentraci (0,75 %, 1,00 % a 2,00 % w/v) se relativni hodnota riistu pohybovala
v rozmezi od 0,015 % po 0,047 %. Pii srovnani testovanych fosfore¢nanti v danych kon-
centracich (0,75 %, 1,00 % a 2,00 % w/v) s kontrolou byl u vSech hodnot zjistén signifi-
kantni rozdil (P < 0,05).
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Obr. 22. Inhibi¢ni ucinek fosfore¢nant na Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824

Nejméné ucinnou byla stl Hexa 62 pii pouziti koncentrace 0,25 % (w/v), s relativni hodno-
tu rastu nad 0,28 %. Podobnych hodnot bylo dosazeno i pfi pouziti koncentrace 0,50 %
(W/v), ktera byla nejméné u¢inna u fosfore¢nanu Hexa 70 (ve srovnani s ostatnimi polyfos-
fore¢nany). Srovnanim hodnot relativni hodnoty ristu testovaného fosforecnanu Hexa 62
s Hexa 70 byl zjistén signifikantni rozdil (P < 0,05) pfi aplikaci vyssich koncentraci (1,00 a

2,00 % w/v) uvedenych fosfore¢nan.

6.1.18 Vliv fosfore¢nanovych soli na bakterii Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis CCDM 686

Na Obr. 23 je uveden rist dalsi sledovana bakterie Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis CCDM 686 Vv pritomnosti testovanych polyfosfore¢nant. Tato bakterie se
vyrazné inhibi¢né liSila od ptedeslych bakterii rodu Lactococcus ucinkem fosfore¢nanu

Hexa 70.

U Hexa 62, 65, PE i 68 byly koncentrace 1,00 % a 2,00 % (w/v) neja¢innéjsimi (P < 0,05)
co se tyka inhibice ristu testovaného kmene. Vysoky inhibi¢ni uéinek byl dosazen i pii
pouziti koncentrace 0,75 % (w/v), a to predev§im u fosfore¢nanu Hexa 65, PE a 70. U soli
Hexa 62 pusobila tato koncentrace (0,75 % w/v) mén¢ inhibicné nez stejnd koncentrace

soli Hexa 65, PE a 68 a jeji relativni hodnota ristu dosahovala hodnoty 0,66.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 71

1

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
03
0,2
0,1

0

Relativni hdonota ristu (%)

Hexa 62 Hexa 65 Hexa PE Hexa 68 Hexa 70
m0,25% m0,50% m0,75% 1,00% m2,00%

Obr. 23. Inhibi¢ni G¢inek fosfore¢nanti na Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis CCDM 686

Utinek fosfore¢nanu Hexa 70 byl niz§i ve srovnani s dalimi testovanymi polyfosofreéna-
ny predevsim pii pouziti vyssich koncentraci (0,75 %, 1,00 % a 2,00 % w/v) ve srovnani
s ostatnimi fosfore¢nany pii danych koncentracich. Srovnanim fosfore¢nanu Hexa 70
s kontrolou, byl u nejvyssich téi koncentraci (0,75 %, 1,00 % a 2,00 % wi/V) zjistén signifi-
kantni rozdil (P < 0,05) oproti kontrolnim vzorklim, na rozdil od nizSich koncentraci
(0,25 % a 0,50 % w/v). Relativni hodnoty ristu se u téchto tii koncentraci (0,75 %, 1,00 %
a 2,00 % w/v) pohybovaly mezi hodnotami od 0,59 % do 0,88 %.

6.1.19 Vliv fosfore¢nanovych soli na bakterii Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM
702

Posledni sledovanou grampozitivni bakterii, na kterou byly aplikovany polyfosfore¢nanové
soli, byl Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 702 (Obr. 24). Inhibi¢ni Géinek sledova-
nych fosfore¢nanli na tuto bakterii byl velmi podobny jako u piedeslych bakterii rodu

Lactococcus.

vvvvvvvv

centraci soli, pfedevs§im u koncentraci 0,25 % a 0,50 % (w/v) (P > 0,05), jak je patrné
z grafu (Obr. 24). Nejslabsi inhibi¢ni u¢inek byl pozorovan u soli Hexa 62, hodnoty rela-
tivniho rastu se u obou koncentraci (0,25 % i 0,50 % w/v) pohybovaly nad 24 %. Inhibi¢ni
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v

soli, nejvyssi ucinek byl zaznamenan u soli Hexa 70, relativni hodnota rustu se v tomto
ptipad¢ pohybovala pod hranici 1,55 %. Srovnanim dvou nejvyssich aplikovanych koncen-
traci vSech testovanych fosfore¢nant s kontrolou nebyl zjistén signifikantni rozdil rdstu
bakterie Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 702 (P > 0,05). Vyjimku tvofil fosforec-
nan Hexa 70 u jehoz hodnot v koncentraci 0,50% (w/v) byl zaznamenan signifikantni roz-

dil v rustu bez testovanych fosfore¢nanti a v jejich ptitomnosti (P < 0,05).

LhLy

Hexa 62 Hexa 65 Hexa Pe Hexa 68 Hexa 70
m0,25% m0,50% m0,75% 1,00% ®m2,00%

Relativni hodnta ristu (%)
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Obr. 24. Inhibi¢ni u¢inek fosfore¢nanti na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 702

Silné inhibi¢ni pasobeni nastalo pii pouziti vyssich koncentraci, ptedevsim 1,00 % a 2,00
% (w/v) u Hexa 62, PE, 68 i 70. U zminovanych fosfore¢nanti (Hexa 62, PE, 68 i 70)
v koncentracich (1,00 % a 2,00 % w/v) byly rozdily statisticky vyznamné (P < 0,05).

V piipadé fosfore¢nanu Hexa 70 nastala vyrazngjsi inhibice ve srovnani s ostatnimi testo-

vanymi latkami (P > 0,05) i u koncentraci 0,50 % a 0,75 % (w/v).

6.1.20 Vliv hydrogenfosfore¢nanu sodného na testované grampozitivni bakterie

V grafu na Obr. 25 je uveden G¢inek hydrogenfosfore¢nanu sodného (Na2HPO4) na bakte-
rie roda Bacillus, Clostridium a Enterococcus. U vSech sledovanych bakterii doslo pouze
K mirnému inhibi¢nimu pusobeni, inhibi¢ni ucinek se u vétsiny zkoumanych bakterii po-

hybuje kolem 100 % relativni hodnoty rastu a nebyl rozdilny oproti kontrole (P > 0,05).
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Obr. 25. Inhibiéni u¢inek hydrogenfosfore¢nanu sodného na bakterie rodu Ba-

cillus, Clostridium a Enterococcus

Vyjimkou tvofil inhibi¢ni na G¢inek bakterii E. faecalis CCM 2665, ktery byl nejsilngjsi
pfi srovnani s ostatnimi bakteriemi uvedenymi v grafu (Obr. 25). V tomto pfipadé se rela-
tivni hodnota riistu pohybovala pod 35 % a to u vSech pouzitych koncentraci (0,25 %,
0,50 %, 0,75 %, 1,00 % 1 2,00% w/v). Nejvyssi antimikrobialni ucinek byl zjistén pii apli-
kaci koncentraci 0,50 % a 1,00 % (w/v), u kterych se relativni hodnota rustu v obou piipa-
dech pohybovala pod hranici 10 %. Pti srovnani relativnich hodnot rtstu bakterie E. faeca-
lis CCM 2665 s kontrolou byl zjistén signifikantni rozdil (P < 0,05) mezi kontrolou a ¢tyf-
mi testovanymi koncentracemi (0,25 %, 0,50 %, 1,00 % a 2,00 % w/v).

Naopak minimalni antimikrobidlni ptisobeni bylo pii aplikaci 2,00% (w/v) koncentrace
této soli u bakterie C. perfingrens CAPM 5744, kdy se relativni hodnota ristu pohybovala
nad hodnotou 340 %. Celkové hydrogenfosfore¢nan sodny byl u bakterie C. perfingrens
CAPM 5744 nejméné ucinny ve tfech koncentracich (0,50 %, 0,75 % a 2,00 % w/v). Srov-
nanim bakterie C. perfingrens CAPM 5744 s kontrolou nebyly zjistény vyznamnéjs$i statis-

tické rozdily (P > 0,05) u vSech testovanych koncentraci.

V ptipadé¢ soli hydrogenfosforecnanu sodného nelze fict, Ze by se zvySoval inhibi¢ni uci-

nek pii pouziti vyssich koncentraci u bakterii rodt Bacillus, Clostridium a Enterococcus.
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V grafu na Obr. 26 byl zaznamenan G¢inek hydrogenfosfore¢nanu sodného na testované
kmeny rodu Staphylococcus. Inhibi¢ni u¢inek byl mirn¢ vétsi (P < 0,05) nez v ptipadé bak-
terii roda Bacillus, Clostridium a Enterococcus (Obr. 25). Relativni hodnoty ristu se ve
vétsing piipadu (S. aureus subsp. aureus CCM 3953, S. epidermidis CCM 4418 a S. xylo-
sus DEPE26) pohybovaly pod hranici 100 %. V piipadé S. warneri DEPE23 nebyla pie-
kroc¢ena relativni hodnota rastu 50 %. Pfi srovnani hodnot ristu bakterie S. warneri
DEPEZ23 s kontrolou byl zjistén signifikantni rozdil (P < 0,05) u koncentraci (0,50 %,
0,75 %, 1,00 % a 2,00 % w/v).

Vyjimku tvofila bakterie S. succinus DEPE18, u které byl zjistén nejslabsi antimikrobialni
uc¢inek. U této bakterie se relativni hodnota ristu u vSech testovanych koncentraci (0,25 %,
0,50 %, 0,75 %, 1,00 % a 2,00 % w/v) soli hydrogenfosfore¢nanu sodného pohybovaly nad
100% hodnotou relativniho rastu. U koncentrace 1,00 % a 2,00 % (w/v) byl inhibi¢ni uci-
nek niz$i nez u ostatnich testovanych bakterii rodu Staphylococcus, relativni hodnota rtstu
se pohybovala od 239 % po 281 %. U 1,00% koncentrace nebyl zjistén signifikantni rozdil
(P >0,05), na rozdil od dalsich testovanych koncentraci (0,25 %, 0,50 %, 0,75 %, a 2,00 %
w/v), u kterych byl zjistén signifikantni rozdil (P < 0,05).
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Obr. 26. Inhibi¢ni u¢inek hydrogenfosfore¢nanu sodného na bakterie Staphylococcus
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U bakterie S. aureus subsp. aureus CCM 3953, S. epidermidis CCM 4418 a S. xylosus
DEPE26 byl viditeln¢ siln¢jsi inhibi¢ni G€inek pfi pouziti vysSich koncentraci (0,75 %,
1,00 % a 2,00 % wi/v) hydrogenfosfore¢nanu sodného. Relativni hodnoty riistu se v téchto
piipadech pohybovaly okolo 22 %. Srovnanim jednotlivych koncentraci danych bakterii
s kontrolou byl zjistén statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) u S. epidermidis CCM 4418
a S. xylosus DEPE26, v pripadé bakterie S. aureus subsp. aureus CCM 3953 nebyl zjistén

vyznamny rozdil (P > 0,05) u 2,00 % (w/v) koncentrace oproti kontrole.

Na Obr. 27 je uveden uc¢inek hydrogenfosfore¢nanu sodného na bakterie rodu Lacto-
bacillus. U téchto bakterii byl zjistén silnéjsi inhibi¢ni G¢inek nez v ptipadé bakterii rodu
Staphylococcus. Relativni hodnoty ristu se v tomto ptipadé pohybovaly u vétsiny testova-

nych bakterii pod hranici 51 %.

Vyjimkou byl uc¢inek soli hydrogenfosfore¢nanu sodného na bakterie L. curvatus subsp.
curvatus T8. U vSech testovanych koncentraci (0,25 %, 0,50 %, 0,75 %, 1,00 % a 2,00 %
w/v) doslo k vyraznému snizeni rastu (P < 0,05) v ptitomnosti této soli, jejiz relativni hod-
noty rustu se pohybovaly okolo 120 %. U vsech aplikovanych koncentracich Na,HPO4 na
bakterii L. curvatus subsp. curvatus T8 ve srovnani kontrolou byl zjistén signifikantni roz-
dil (P <0,05).
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Obr. 27. Inhibi¢ni G¢inek hydrogenfosfore¢nanu sodného na bakterie rodu Lactobacillus
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U ostatnich bakterii (L. brevis T24, L. curvatus subsp. curvatus T2 a L. curvatus T15) byl

inhibi¢ni u¢inek vyrazné vyssi. U bakterie L. brevis T24 byla zjisténa siln¢jsi inhibice (P >
0,05) u koncentraci 0,25 % a 0,50 % (w/v) na rozdil od L. curvatus subsp. curvatus T2 a L.
curvatus T15, u kterych byla zjistén podobny ucinek u koncentraci 1,00 a 2,00 % (w/v).
Relativni hodnoty ristu se v téchto piipadech pohybovaly na hranici 7 %. U hodnot bakte-
rie L. curvatus subsp. curvatus T2 byl oproti kontrole zjistén vyznamny statisticky rozdil
(P < 0,05) u koncentraci 1,00 a 2,00 % (w/v), pti¢emz bakterie L. curvatus T15 vykazovala
statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) pouze u 2,00% (w/v) koncentrace na rozdil od L.

curvatus subsp. curvatus T2.

Podobné jako u bakterii rodu Bacillus, Clostridium a Enterococcus, nelze i v tomto ptipadé
fici, Ze by se pfi pouziti soli hydrogenfosfore¢nanu sodného zvySoval inhibi¢ni u¢inek uzi-

tim vyssich koncentraci (P < 0,05).

V grafu na Obr. 28 jsou uvedeny testované bakterie rodu Lactococcus a jejich relativni
hodnoty ristu pii pouziti hydrogenfosforecnanu sodného. Z grafu je patrny inhibi¢ni G¢i-
nek na rod Lactococcus pii srovnani relativnich hodnot riistu s ostatnimi testovanymi bak-
teriemi rodu Bacillus, Clostridium a Enterococcus, Staphylococcus a Lactobacillus (Obr.
25, 26 a 27).
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Obr. 28. Inhibi¢ni t¢inek hydrogenfosforeénanu sodného na bakterie rodu Lactococcus
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Inhibi¢ni G¢inek na rast u vétsiny sledovanych bakterii rodu Lactococcus (L. lactis subsp.
cremoris CCDM 824, L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 a L. lactis
subsp. lactis CCDM 702) byl patrny. Relativni hodnoty riistu se u bakterie L. lactis subsp.
cremoris CCDM 824 pohybovaly pod hranici 30 %. V ptipadé L. lactis subsp. lactis bi-
ovar. diacetylactis CCDM 686 byly relativni hodnoty rustu pod hranici 13 %. U bakterie L.
lactis subsp. lactis CCDM 702 byl inhibi¢ni G¢inek nejvyssi ze vSech sledovanych bakterii
rodu Lactococcus a v tomto piipadé se relativni hodnota ristu pohybovala pod hranici
0,40 % u koncentraci (0,50 %, 0,75 %, 1,00 % a 2,00 % w/v).

V piipadé relativnich hodnot rastu L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 pii srovnani
s kontrolou nebyly zjiStény vyznamné statistické rozdily (P > 0,05) u Zadné z testovanych
koncentraci. Naopak u relativnich hodnot ristu bakterie L. lactis subsp. lactis biovar. dia-
cetylactis CCDM 686 byl oproti kontrole zjistén signifikantni rozdil (P < 0,05) u ¢étyfech
testovanych koncentraci (0,50 %, 0,75 %, 1,00 % a 2,00 % w/v). Podobné vysledky byly
zjistény i u bakterie L. lactis subsp. lactis CCDM 702.

Nejmensi ucinek hydrogenfosfore¢nanu sodného byl zjistén u bakterie L. lactis subsp. lac-
tis biovar. diacetylactis CCDM 670 a to u vSech testovanych koncentraci, jejiz relativni
hodnoty ristu se pohybovaly v rozmezi od 60 % do 68 %. Pfi srovnani s kontrolou nebyl
zjiStén vyznamny statisticky rozdil (P > 0,05) u ¢tyfech testovanych koncentraci (0,25 %,

0,50 %, 1,00 % a 2,00 % w/v).

| vpiipad€ bakterii rodu Lactococcus nelze ftici, ze zvySoval inhibi¢ni u€inek uzitim

vy$8ich koncentraci dané hydrogenfosfore¢nanu sodného.

6.1.21 Vliv fosforecnanovych soli na bakterii Escherichia coli CCM 3954

Na Obr. 29 je zaznamenan inhibi¢ni ucinek fosfore¢nanovych soli na prvni testovanou
gramnegativni bakterii Escherichia coli CCM 3954, ktery byl téméi minimalni, relativni
hodnoty riistu se u této bakterie pohybovaly ve stovkach procent a hodnoty proto nebyly
statisticky vyznamné oproti kontrole (P > 0,05). V tomto grafu jsou z tohoto diivodu uve-
deny vSechny testované soli, a tedy i hydrogenfosfore¢nan sodny (NaoHPOa4), jehoz tcinky
se pohybovaly v podobném rozmezi hodnot jako u ostatnich testovanych fosfore¢nanovych

soli, zjisténé rozdily nebyly signifikantni (P > 0,05).

Inhibice nebylo dosazeno u nizsich koncentraci vSech testovanych soli (0,25 % 0,50 i 0,75

w/V), kdy relativni hodnota piesahovala 100.
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Obr. 29. Inhibi¢ni u¢inek fosforednant na Escherichia coli CCM 3954

U vsech fosforecnani Hexa (62, 65, PE, 68 i 70) je patrny vzrustajici U€inek inhibice
s rostouci pouzitou koncentraci soli (od 0,75 %, ptipadné 1,00 % po 2,00 % w/v), piesto
ale tyto rozdily nebyly statisticky vyznamné (P > 0,05). Nejvyssi inhibice byla zjisténa u
soli Hexa PE ve 2,00 % (w/v) koncentraci, ktera dosahovala 13 % relativni hodnoty ristu.
Podobného ucinku bylo dosazeno i soli Hexa 62 ve stejné koncentraci (2,00 % w/v),
V tomto piipad¢ se relativni hodnota pohybovala kolem 27 %. Obé¢ tyto hodnoty (Hexa PE
a Hexa 62 v koncentraci 2,00 % w/v) byly signifikantni ves srovnani s ristem bakterie

Vv kontrolnim bujonu bez ptitomnosti fosfore¢nant (P < 0,05).

Hydrogenfosfore¢nan sodny (Na2HPO4) dosahoval pomérné vysoké ucinnosti u bakterie
Escherichia coli CCM 3954, v piipadé¢ koncentrace 0,25 % w/v byla G¢innost téméf o 200
% vy$si a tudiz statisticky vyznamna (P < 0,05), pfi srovnani se soli Hexa PE a Hexa 65 pfi

pouziti stejné koncentrace (0,25 % w/v).

6.1.22 Vliv fosfore¢nanovych soli na bakterii Enterobacter aerogenes CCM 2531

V grafu (Obr. 30.) je uvedena druha a zaroven posledni testovana gramnegativni bakterie
Enterobacter aerogenes CCM 2531. Relativni hodnoty ristu se u této bakterie pohybovaly

Vv desitkach procent u vSech pouzitych koncentraci sledovanych fosfore¢nanti, z tohoto
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divodu jsou vSechny pouzivané soli a tedy i hydrogenfosfore¢nan sodny (NazHPO4) uve-

deny v tomto grafu.

Nejvétsi inhibi¢ni ucinek se pohybuje u bakterie Enterobacter aerogenes CCM 2531 okolo
12 % relativni hodnoty ristu, tyto hodnoty se vyskytuji pfedevsim pfi pouziti vysSich kon-
centraci soli (0,75 %, 1,00 % a 2,00 % w/v). Celkové¢ nejucinngjsi antimikrobialni plisobe-
ni (P < 0,05), jak je patrné i z grafu Obr. 30 bylo u fosfore¢nanu Hexa 65, jehoz relativni
hodnoty ristu se pohybovaly mezi 12 % az 20 %.

Nejméné ucinnou soli byla naopak Hexa PE, jehoz relativni hodnoty ristu byly v rozmezi

18 % az 48 %, ve srovnani s kontrolou pak byly hodnoty signifikantni (P < 0,05).
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Obr. 30. Inhibi¢ni ucinek fosfore¢nanti na Enterobacter aerogenes CCM 2531

U vétsiny sledovanych fosfore¢nanti (Hexa 65, PE a 68) je patrny zvySujici se inhibi¢ni
ucinek se zvysujici se koncentraci soli. V pripadé Hexa 62 doslo ke zméné tohoto trendu u
koncentrace 0,50 % (w/v), kterd byla o necelé 2 % relativni hodnoty ristu méné u¢inna nez
koncentrace 0,25 % (w/v). K podobné situaci doslo i u Hexa 70, kdy koncentrace 2,00 %
(w/v) byla méné G€innd nez dvé predchéazejici koncentrace (0,75 % a 1,00 % w/v). Pti
srovnani inhibi¢nich ucinki Hexa 62 a 70 bylo zvysledkl zjisténo, ze u Zzadné
z testovanych koncentraci nebyl signifikantni rozdil v piisobeni jednotlivych koncentraci

na rast Enterobacter aerogenes CCM 2531 (P > 0,05).
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Bakterie Enterobacter aerogenes CCM 2531 nebyla vyrazné citliva vici inhibiénimu pu-
sobeni NapHPOjs. Relativni hodnoty ristu se u této soli pohybovaly v rozmezi od 21 % po
24 %. Mezi pusobenim koncentraci 0,25 % a 0,75 % (w/v) nebyl zjistén signifikantni roz-

dil (P > 0,05), na rozdil od u¢inku koncentraci 0,50 %, 1,00 % a 2,00 % (w/v).

6.2 Souhrnna diskuze

Potravinarské fosforeCnany jsou Siroce vyuzivany v potravindch z mnoha divodi. At uz
k apravé pH (jako kyseliny ¢i zasady), pufry, diky vaznosti mineralnich latek, ¢i jejich
doplnéni, jako podpora ¢i inhibice koagulace, jako disperzni ptisady ¢i jako inhibitory spé-
kani. Pfimym piinosem je poskytnuti antioxidacni aktivity, zahusténi a tvorba gelu u mléc-
nych vyrobkt, pii emulgaci masa a syrii, pro ochranu barvy, kviili zvySeni vaznosti vody a

pro chemické kynuti. [2,13]

Potraviny, do kterych se pfidavaji fosfore¢nany, jsou nejcastéji maso, driibez, moiské ryby,

mlécné vyrobky, pe¢ivo, ovoce, zelenina, cukr, oleje, cukrovinky a napoje. [2]

Pouziti fosfore¢nanti je upraveno a omezeno legislativné, podobn¢ jako u ostatnich piidat-
nych latek pouzivanych v potravinatstvi, vyhlaskou Ministerstva zdravotnictvi ¢. 4/2008
Sb., kterou se stanovuji druhy a podminky pouziti pfidatnych latek a extrakénich rozpous-

tédel pti vyrobé potravin. [48]

Cilem této diplomové prace bylo zkoumani inhibi¢niho u¢inku vybranych fosfore¢nani na
rust potravinarsky vyznamnych bakterii. K tomuto tcelu bylo pouzito 21 kment bakterii,
z nichz 2 kmeny patii mezi gramnegativni bakterie (rod Escherichia a Enterobacter) a 19
kment grampozitivnich (rod Bacillus, Staphylococcus, Clostridium, Enterococcus, Lacto-
coccus a Lactobacillus). Vybér bakterii zahrnoval, jak bakterie, které mohou byt soucasti
z potravin, protoZze se vyuzivaji béhem technologie jejich vyroby, dale bakterie odolngjsi

vici vlivim vnéjsiho prostiedi, tak i kontaminujici bakterie v€etné bakterii tvoticich spory.

Ke zkoumani inhibi¢nich u€inkt byly pouzity sodné soli fosfore¢nand, které byly poskyt-
nuty firmou Fosfa a.s., Bfeclav-PoStorna. Za timto ucelem byly pouzity fosfore¢nanové
soli s rtiznou stfedni délkou fetézce, kdy se jmenovité jednalo o Hexa 62 = 5, Hexa 65 = 9,
Hexa PE = 13, Hexa 68 =~ 20, Hexa 70 ~ 28 a hydrogenfosfore¢nan sodny (Na:HPOa).
Vsechy uvedené soli byly aplikovany v 5 koncentracich (0,25 %; 0,50 %; 0,75 %; 1,00 % a

2,00 % w/v) u celého testovaného souboru bakterii.
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Z vysledkl experimentl je patrn€, Ze U gramnegativnich bakterii nebyl zjistén vyraznéjsi

inhibi¢ni uc¢inek vybranych fosforecnanti na jejich rustu. U prvni sledované gramnegativni
bakterie Escherichia coli byl antimikrobialni G¢inek téméf minimalni nebo zadny, relativni
hodnoty ristu u této bakterie se pohybovaly ve stovkach procent. U vSech polyfosfore¢na-
ni Hexa (62, 65, PE, 68 i 70) byl patrny vzristajici u¢inek inhibice s rostouci pouzitou
koncentraci soli (od 0,25 % po 2,00 % w/v). Nejvyssi inhibice byla zjisténa u soli Hexa PE

u koncentrace 2,00 % w/v, u které relativni hodnota rastu dosahovala 13 %.

Druhou a posledni testovanou gramnegativni bakterii na inhibi¢ni ptisobeni fosfore¢nano-
vych soli byl Enterobacter aerogenes. Inhibi¢ni ucinek fosfore¢nant byl mirn¢ silnéjsi nez
u piedeslé gramnegativni bakterie Escherichia coli. Antimikrobialni G¢inek byl zjistén
predevsim pfi pouziti vysSich koncentraci soli (0,75 %, 1,00 % a 2,00 % w/v). Celkové
nejucinnéjsi antimikrobidlni pisobeni bylo u fosfore¢nanu Hexa 65, jehoz relativni hodno-
ty rstu se pohybovaly mezi 12 % az 20 %. Nejméné ucinnou soli byl naopak Hexa PE,
jehoz relativni hodnoty riistu byly v rozmezi 18 % az 48 %. U vétSiny sledovanych fosfo-
recnand (Hexa 65, PE a 68) je patrny zvySujici se inhibi¢ni G¢inek se zvysujici se koncen-

traci soli.

K podobnym vysledkiim dospél i vyzkum Buiikové a kol. [49], kde bylo zjisténo, ze vEtsi-
na sledovanych gramnegativnich bakterii vyznamnéji reagovala na pfitomnost téchto soli
az pii nejvyssich zkoumanych koncentracich (1 - 2%). Lorencova a kol. [50] ve svém vy-
zkumu upozoriiuje 1 na to, Ze antibakteridlni aktivita v pfipadé gramnegativnich bakterii
byla vice ovlivnéna hodnotami pH kultiva¢niho média (ovlivnéna ptidanim fosfore¢nano-
vych soli), nez v pfipad€, grampozitivnich bakterii. Inhibi¢ni G€inek u gramnegativnich

bakterii byva popisovan pouze ztidka. [49,50]

Grampozitivni bakterie, jsou vice nachylné k piisobeni fosfore¢nani nez gramnegativni
bakterie. U fosfore¢nani je schopnost chelatace kovovych ionti zodpovédna za jejich an-
timikrobialni Gi¢inek. Fosforecnany pravdépodobné inhibuji grampozitivni bakterie a plisné
odstranénim podstatnych kationt z bunééné stény. Dvojmocné kationy mohou naopak
zvratit inhibici fosfore¢nant. Inhibice se také snizuje pii snizeni pH v dusledku protonace
chelato-tvornych mist. U ortofosfore¢nanti, mezi které se fadi i hydrogenfosfore¢nan sod-
ny, bylo zji§téno, Ze nemaji chelatacni schopnosti a tudiZ ani vyrazné&jsi inhibi¢ni uc¢inky.

[51]
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Z grampozitivnich bakterii byly testovany bakterie rodu Bacillus, u obou tetovanych bakte-
rii (B. cereus CCM 2010 a B. subtilis subsp. spizizenii CCM 4062) doslo k vyrazné inhibici
ristu v pfitomnosti polyfosofre¢nantl. Inhibic¢ni piisobeni bylo predevsim patrné pii pouziti
vySich koncentraci jednotlivych fosfore¢nant. U B. subtilis subsp. spizizenii CCM 4062
byl viditelny zvysujici se u¢inek fosfore¢nant s delsi stiedni délkou fetézce, predevsim se
pak tento Gcinek projevil u fosfore¢nani Hexa 68 a 70. K podobnému zaveéru dospéla i
Lorencova a kol. [50]. S vétsi délkou fetézce dochazi k siln€jSimu uvolnovani kationtl
kovi, ¢imz dochazi k naruseni bunécné stény a membran. Timto mechanismem tedy do-

chazi ke zvyseni inhibi¢nich u¢inka fosfore¢nant. [13,50]

Béhem vyzkumu Maier a kol. [52]bylo zjiSténo, Ze ucinek fosforecnanti s dlouhym tetéz-
cem je nejen dostate¢ny k inhibici vegetativnich bunék Bacillus cereus, ale i k inhibici
jejich spor a to jiz v koncentracich 0,05 % a 0,1 % (w/v). Pfi uziti vysSich koncentracich

(1,0 %) byl dokonce ucinek sporocidni. [52]

v

Z testovanych bakterii rodu Clostridium, byl nejvyrazngjsi inhibi¢ni G¢inek zaznamenan u
C. perfringens CAPM 5744 pti pouziti soli Hexa 70 v koncentraci 2,00 % (w/v). Dale pak
vzristajici koncentrace soli pozitivné ptsobila na zvysujici se inhibi¢ni G¢inek soli u Hexa
62, 68 i 70. V piipad¢ bakterie C. intestinale CAPM 6397 byl zaznamenan u vSech sledo-
vanych soli zvySujici se inhibicni u¢inek, a tim padem i klesajici relativni hodnoty ristu se
stoupajici koncentraci dané soli (od 0,25 % po 2,00 % w/v). Nejnizsi inhibice byla zjiSténa
u obou bakterii pfi pouZiti nejniZsi koncentrace (0,25 % w/v). Podobné vysledky byly pre-
zentovany i Krpalovou [53]. Bylo rovnéz zjisténo, ze fosforeénany jsou t€¢innym inhibic-
nim agens vi¢i mikroorganizmim podilejicim se na kaZeni mléénych potravin, zejména
pak roztiratelnych syrovych vyrobkii. Ptidavek fosforecnanti do téchto vyrobkti muze

zpomalit nebo zabranit ristu nezadoucich sporulujicich bakterii. [54]

Nejnizsi inhibi¢ni u¢inek na testované grampozitivnich bakterie byl zjistén u dvou testova-
nych bakterii rodu Enterococcus, jmenovité se jednalo o bakterie E. faecalis CCM 2665 a
E. faecium CCDM 816. Nejmensi inhibi¢ni vliv na rust bakterie rodu Enterococcus byl
zjistén pii pouZiti nizkych koncentraci, nejcastéji u koncentraci 0,25 % a 0,50 % (w/v).
Tuto nizkou inhibici rGstu bylo mozné pozorovat u vSech pouzitych soli. Naopak nejvetsi
vliv na relativni hodnotu riistu enterokokt méla nejvyssi pouzita koncentrace (2,00 % w/v),
kdy toto ptisobeni bylo prokézano u vSech sledovanych fosfore¢nanti (Hexa 62, 65, PE, 68

i 70). Vyraznou inhibici ristu bakterie E. faecalis zaznamenala i Krpalova [53] pii pouziti
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fosfore¢nant ve 2,00 % (w/v) koncentraci. Nizkou citlivost bakterie E. faecalis vuéi fosfo-
reCnaniim byla zjisténa i Lorencovou a kol. [50] na vétSinu testovanych fosforecnant (za-
hrnujicich i soli Hexa 68 a Hexa 70, které byly rovnéz testovany v této diplomové praci).
Vyjimkou byla pouze stl TSP (fosfore¢nan sodny), kterd zasadné zvysila pH (pH
11,18-11,27) a u které byl prokazan inhibi¢ni u¢inek u 1,00% koncentrace. [50]

Inhibi¢ni t¢inek fosfore¢nand byl nejvyznamnéjsi u bakterie Staphylococcus aureus subsp.
aureus CCM 3953 ze vsech sledovanych bakterii rodu Staphylococcus. Piedevsim byl zna-
telny inhibicni ucinek u fosfore¢nant uzitych ve vyssich koncentracich, jednalo se piede-
v§im o koncentrace 1,00 % a 2,00 % (w/v). Nejvétsi inhibice u bakterie S. aureus subsp.
aureus CCM 3953, tedy 0,064 % relativni hodnoty riistu se projevila u soli Hexa 62
v koncentraci 1,00 % (w/v). Nejnizsi ucinek byl, zaznamenam u soli Hexa 68 a to v obou
nejnizsich koncentracich, jejichz hodnoty se pohybovaly nad 0,23 % relativni hodnoty
rustu. Fosfore¢nan Hexa 70 v koncentracich 0,25 % az 1,00 % (w/v) mél mensi inhibi¢ni
uc¢inky, oproti dals§im solim ve stejné koncentraci, coz potvrzuji i prace Krpalové [53] a
Lorencové [50] u kterych fosfore¢nan Hexa 70 nevykazoval vyrazné&jsi inhibi¢ni Gc¢inek.
Vysvétlenim tohoto zjisténi mize byt fakt, Ze neni znamo piesné slozeni fosfore¢nani He-
xa 68 a 70 (jestli nejsou Vv jednotlivych fosfore¢nanech piimési dalSich soli a jejich ptesna

délka), z tohoto divodu je mozné, ze Hexa 68 méla vyssi stupen kondenzace nez Hexa 70.

[53,55,56]

Z rodu Staphylococcus byly dale testovany bakterie S. epidermidis CCM 4418, S. xylosus
DEPEZ26, S. succinus DEPE18 a S. warneri DEPE23. Minimalni antimikrobialni G¢inek
byl zaznamenan S. epidermidis CCM 4418, S. xylosus DEPE26, S. succinus DEPE18 pii
uziti nizkych koncentraci fosfore¢nanti a to ptredevsim pii pouziti prvnich dvou aplikova-
nych koncentraci (0,25 % a 0,50 % w/v). V piipad¢ bakterie S. warneri DEPE23 byl nej-
0,75 % (w/v) u fosfore¢nanit Hexa 62 a 65. Naopak vyraznd inhibice riistu byla u vSech
zminovanych bakterii rodu Staphylococcus (S. epidermidis CCM 4418, S. xylosus
DEPEZ26, S. succinus DEPE18 a S. warneri DEPE23) zjisténa pti pouziti vyssich koncen-
traci soli (0,75 %, 1,00 % 1 2,00 % w/v), ptedevsim pak u fosforecnani s delsi stiedni dél-
kou tetézce (Hexa PE, 68 a 70). Lze tedy fici, ze s vétsi sttedni délkou fetézce fosforecna-
nl dochdzi k siln€j$imu uvolnovani kationti kovil, ¢imz dochazi k naruseni bunécné stény

a membran, coz vede k vEtsi inhibici bakterii rodu Staphylococcus. [13]
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Z bakterii mlé¢ného kvaseni byly sledovany dva rody Lactobacillus a Lactococcus. Mezi
testované bakterie z rodu Lactobacillus na inhibi¢ni pisobeni fosfore¢nanti byly zatazeny
Lb. curvatus subsp. curvatus T8, Lb. curvatus subsp. curvatus T2, Lb. curvatus T15 a Lb.
brevis T24. U vSech téchto bakterii byl zjistén zvySujici se inhibi¢ni G¢inek pii pouziti
vysSich koncentraci (0,50 %, 0,75 %, 1,00 % a 2,00 % w/v) soli. Inhibi¢ni ucinek byl pie-
devsim patrny u fosforeCnant s delsi stfedni délkou fetézce (Hexa PE, 68 a 70). Tento
trend byl sledovan u bakterii Lb. curvatus subsp. curvatus T8, Lb. curvatus T15 a Lb. bre-
vis T24. V pripad¢ Lb. curvatus subsp. curvatus T2 byl zjistén inhibi¢ni ucinek u vsech
testovanych fosfore¢nanti v danych koncentracich (0,50 %, 2,00 % w/v). U vSech bakterii
rodu Lactobacillus byl nejmensi inhibi¢ni G¢inek zjistén u nejnizsich pouzivanych koncen-
traci (0,25 % a 0,50 % w/v), které se timto zpisobem projevily u vSech sledovanych fosfo-
re¢nand (Hexa 62, 65, PE, 68 1 70).

V piipadé Lb. brevis byl podobny vysledek zjistén i ve vyzkumu Krpalové [53], kdy silné
inhibi¢nim G¢inkem na Lb. brevis ptsobily fosfore¢nany i kratsi stfedni délkou fetézce

(Hexa 62 a 65) pii pouziti 2,00 % (w/v) koncentrace. [53]

Z rodu Lactococcus byly testovany nasledujici bakterie L. lactis subsp. lactis biovar. dia-
cetylactis CCDM 670, L. lactis subsp. cremoris CCDM 824, L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis CCDM 686 a L. lactis subsp. lactis CCDM 702. U vsech testovanych bakterii
tohoto rodu byl zjistén silny antimikrobidlni G€inek na jejich rlst pii pouziti vysSich kon-
centraci soli, jmenovité se jednalo o koncentrace 1,00 % a 2,00 % (w/v). U bakterii L. lac-
tis subsp. lactis biovar. diacetylactis CCDM 670, L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 a L.
lactis subsp. lactis CCDM 702 byl tento G¢inek zjistén u vSech pouZitych fosfore¢nant.
Vyjimka byla zjisténa u bakterie L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 u
fosfore¢nanu Hexa 70, ktery byl nejméné ucinny pii srovnani s dal§imi solemi, pfesto je u
néj patrny zvysujici se t€inek pii pouziti vySSich koncentraci. Nejniz$i inhibi¢ni G¢inek byl
zjistén, pokud byly aplikovany koncentrace 0,25 % a 0,50 % (w/v) u vSech pouZitych fos-
fore¢nant, tento trend byl patrny u vSech sledovanych bakterii rodu Lactococcus.

Obecné lze fici, Ze u bakterii mlééného kvaSeni byl zjistén vyssi inhibi¢ni uc¢inek pii pouZzi-
ti vysSich koncentraci jednotlivych fosfore¢nant a Ze s vétsi stiedni délkou fetézce jednot-
livych fosforecnanti (pfedevS§im pak Hexa PE, 68 a 70) dochazi ke zvySeni inhibi¢nich

ucinki fosfore¢nant. [13]
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Inhibi¢ni Gc¢inek hydrogenfosforecnanu sodného byl sledovan u vSech testovanych gram-
negativnich i1 grampozitivnich bakterii. Ze zjisténych vysledkti vyplynulo, Ze antimikrobi-
alni ucinek byl u 13 grampozitivnich bakterii minimalni pfi srovnani s polyfosfore¢nany
(Hexa). Jmenovité se jednalo o bakterie fazené do rodt Bacillus, Clostridium a Lacto-
bacillus, dale S. aureus subsp. aureus CCM 3953, S. succinus DEPE18 a vétSina bakterii
rodu Lactococcus (L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis CCDM 670, L. lactis subsp.
cremoris CCDM 824, L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis CCDM 686). Tyto vy-
sledky jsou v souladu s informaci, Ze u ortofosfore¢nanti, mezi které se fadi i hydrogenfos-
fore¢nan sodny, bylo zjisténo, ze nemaji chelata¢ni schopnosti a tudiz ani vyznamny inhi-
bi¢ni G¢inek. Ve vyzkumu Bunkové a kol [49] bylo potvrzeno, Ze ortofosfore¢nany a difos-
fore¢nany nemély vyznamny inhibi¢ni u¢inek na testované bakterie pii neutralnim pH.

[49,51]

U zbyvajicich 6 grampozitivnich bakterii se inhibi¢ni ti¢inek hydrogenfosfore¢nanu sodné-
ho pohyboval v podobnych hodnotach relativniho rastu jako u polyfosforeénani Hexa a
nelze fici, ze by inhibi¢ni G¢inek hydrogenfosfore¢nanu sodného byl vyraznéji nizs§i nez u
ostatnich fosforecnanti (Hexa). Jmenovité se jednalo o obé bakterie rodu Enterococcus, S.
epidermidis CCM 4418, S. xylosus DEPE26, S. warneri DEPE23 a L. lactis subsp. lactis
CCDM 702. U téchto bakterii mohla byt hlavnim inhibi¢énim vlivem zména pH
z neutralnich hodnot na alkalické, ¢imz mohly byt ovlivnény inhibi¢ni u¢inky hydrogen-
fosfore¢nanu sodného na vyse uvedené bakterie. V ptipadé ortofosforecnanti byla zjisténa
tato zména pH ve vyzkumu Burnikové a kol. [49], kdy byly zkoumany téinky soli Didi a
Triskristal orthofosofre¢nan, béhem niz bylo zjiSténo, Ze neutralni ¢i mirné zasadité¢ pH
(okolo pH 7,5) nepodpofti tolik komplexotvornou schopnost fosfore¢nanti jako siln¢ alka-

lické prostfedi a inhibi¢ni efekt daného fosfore¢nanu. [49]
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ZAVER

Tato diplomova prace byla zaméfena na sledovani inhibi¢nich ucinki Sesti fosfore¢nano-
vych soli v rizném kondenza¢nim stupni (stfedni délkou fetézce 5 - 28) na vybrané gram-
pozitivni a gramnegativni bakterie. Fosfore¢nany, které byly pro méfeni v praktické ¢asti
vybrany a uzity byly Hexa 62 =~ 5, Hexa 65 = 9, Hexa PE = 13, Hexa 68 = 20, Hexa 70 =
28 a hydrogenfosfore¢nan sodny (Na:HPO4). Tyto fosforecnany se vyuzivaji diky emul-
gacnim vlastnostem, za ucelem upravy pH a popiipad¢ diky svym antimikrobialnim Gc¢in-

ktm.
Na zékladé vysledk této prace lze konstatovat nésledujici fakta:

e Inhibi¢ni u¢inek fosfore¢nani na riist gramnegativnich bakterii byl nevyznamny pfti

srovnani s inhibi¢nim u¢inkem na grampozitivni bakterie,

e Nejvice citlivé na inhibi¢ni ptsobeni polyfosfore¢nant byly bakterie rodu Bacillus,
respektive B. subtilis subsp. spizizenii CCM 4062. Vyjimku tvofil ptidavek sodné-

ho fosfore¢nanu NaHPOy4,

e Nejméné citlivé grampozitivni bakterie na inhibi¢ni G¢inek fosfore¢nanti byly bak-

terie rodu Enterococcus, piedevsim pak E. faecium CCDM 816,

e Nejvyssi inhibi¢ni G¢inek polyfosfore¢nani na rdst grampozitivnich bakterii byl
zjistén predevsim u Hexa PE, 68 a 70, tedy fosforecnanti s delsi stiedni délkou te-

tézce,

e Inhibi¢ni Gcinek se zvySoval pii pouZiti vySSich koncentraci jednotlivych fosforec-

nant, nejcastéji pii pouziti 1,00% a 2,00% koncentrace.

e Inhibi¢ni Gcinek hydrogenfosfore¢nanu sodného byl pfi srovnani s ostatnimi fosfo-

re¢nany zcela minimalni.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
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E 342

E 343
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E 452

MCP

CCDM

CCM

CAPM

United States Department of Agriculture
Kyselina fosfore¢na

Fosforecnan sodny

Fosfore¢nan draselny

Fosforecnan vapenaty

Fosfore¢nan amonny

Fosforecnan hotecnaty

Difosfore¢nan

Trifosforecnan

Polyfosforec¢nan
Dihydrogenfosforecnan

Cultures Collection of Dairy Microorganisms
Czech Collection of Microorganisms

Collection of Animal Pathogenic Microorganisms
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