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ABSTRAKT

Fosfore¢nany jsou piidatné latky (aditiva), které se do potravin ptidavaji z technologickych
divodi. Pfi vyrobé tavenych syra plisobi jako tavici soli. V predlozené diplomové préci
byl sledovan inhibi¢ni efekt dvou kombinaci fosforecnanovych soli na vybrané druhy bak-
terii, zptisobujici kazeni tavenych syri. Pro danou praci byly pouzity binarni smeési fosfo-
re¢nanovych soli, které¢ se liSily typem a pomérem pouzitych tavicich soli. Antibakterialni
pusobeni fosfore¢nanovych smési bylo vyhodnoceno plotnovou metodou stanovenim poctu
zivych bakterii. Zkoumanim bylo zjiSténo, Ze bakterie jsou citlivéjsi na fosforecnany, ob-
sahujici ve své molekule vice fosfore¢nanovych aniontd, tedy s rostoucim stupném kon-
denzace rostl inhibi¢ni u¢inek fosforeCnanovych tavicich soli. Zaroven bylo zjisténo, ze
v modelovych vzorcich tavenych syri mohou fosforeCnany 1épe potlacit rlst grampozitiv-

nich bakterii nez bakterii gramnegativnich.

Klicova slova: taveny syr, fosforecnanové smési, inhibi¢ni ucinek, chelatace, grampozitiv-

ni bakterie, gramnegativni bakterie.

ABSTRACT

Phosphates are food additives added to foods for technological reasons. In the present the-
sis the inhibitory effect of two combinations of phosphate salts was tested on selected bac-
terial species, causing spoilage of processed cheese. The binary mixtures of phosphate salts
were used in this study. The salts used varied in type and the ratio of phosphates. Antibac-
terial activity of phosphate mixtures was evaluated by establishing the number of live bac-
teria. It was found that phosphates with lower number of phosphorus atoms were less ef-
fective than longer-chain phosphates. It was also found out that the model samples of
processed cheese were better to decrease the growth of Gram-positive bacteria than Gram-

negative bacteria.

Keywords: processed cheese, phosphate mixture, inhibitory effect, Gram-positive bacteria,

Gram-negative bacteria.
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UvVoD

Tavené syry se zacaly se vyrabét za¢atkem minulého stoleti (poprvé v r. 1911), coz umoz-
nluje tyto vyrobky oznacit jako nejmladsi skupinu syra [1].

Vznik tavenych syrii je pficten obchodnimu zajmu Svycarska, které na prelomu 19. a 20.
stoleti vyvazelo své tvrdé syry do zdmoii. Syry byly dopravovany lodi a kvili nedostatec-
nému chlazeni dochazelo k vyraznému zhor$eni jakosti. Ukolem tedy bylo prodlouZit je-
jich dobu pouzitelnosti. Tento ukol se v roce 1911 podafil splnit firmé Gerber tim, Ze pfisla
s vyrobou tavenych syrii [2]. Zakladnim krokem pii vyrob¢ tavenych syrii je spravné sesta-
veni vstupnich surovin. Pfislusné receptury jsou ,,vyrobnim tajemstvim‘ a obvykle tvofi
nekolik zékladnich ingredienci, kde nevétsi podil predstavuji pfirodni syry (napt. Eidam,
Emental, Cedar, Moravsky blok, ...). Soudasti receptury jsou i dal§i suroviny, véetné tavi-
cich soli. Na pouzitém druhu a mnozstvi ptislusné tavici soli zavisi kvalita kone¢ného vy-
robku. Tavici stl ovliviiuje zejména krémovitost, lesk a roztiratelnost hotového vyrobku
[3]. Podle chemického sloZeni jsou tavici soli kyselé nebo slabé alkalické soli organickych
nebo anorganickych kyselin, které nejsou Skodlivé pro lidsky organismus [4]. Pfi vyrobé
tavenych syrti jsou pouzivany predevs§im soli s vicesytnymi anionty, jako jsou fosforecna-
ny nebo citrany, které maji navazany monovalentni alkalicky kov (nej¢astéji sodik) [5].
Ptidatné latky na bazi fosforecnanti jsou chemické latky, které¢ hraji vyznamnou roli pfi
uprave potravin. Obecné jsou Casto pouzivany k upraveé textury potravin obsahujicich bil-
koviny nebo Skrob. Jejich uzitenost je vyuzivana zejména pii stabilizaci riznych mléc-
nych a masnych vyrobkil. Existuje vice nez 30 fosfore¢nanovych soli pouzivanych v po-
travinatrskych vyrobcich, v nichz plni nasledujici funkce: vyrovnani nebo stabilizace pH,
acidifikace, alkalizace, chelatace nebo srazeni kovli, tvorba komplext
s vysokomolekularnimi organickymi latkami (napf. bilkovinami, pektinem, a Skrobem),
deflokulace, disperze, peptizace, emulgace, doplnéni zivin, antimikrobidlni konzervace a
kynuti [6].

V potravinach se mizeme setkat s fosforeCnany s jednoduchou strukturou, zvané jako orto-
fosfore¢nany, dalsi skupinou mohou byt pyrofosforecnany (obsahujici dvé fosfore¢nanové
jednotky), trifosfore¢nany (obsahujici tfi fosfore¢nanové jednotky) nebo polyfosfore¢nany
(obsahujici vice nez tfi jednotky fosforecnanu) [6].

Polyfosforecnany zptisobuji chelataci kovovych iontl, coz Ize povazovat za dulezitou roli

v antimikrobialni aktivité téchto latek [7].
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I. TEORETICKA CAST
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1 OBECNA CHAKETRISTIKA SYRU

Syr je obecny ndzev pro skupinu fermentovanych mléénych potravinaiskych vyrobkt, vy-
rabénych v Siroké Skale prichuti a tvart po celém svété. Prestoze hlavnim cilem vyroby
syrt je zachovani hlavnich slozek mléka, syr byl vyvinut také proto, aby se stal vyznamnou

potravinou jak z hlediska pozitkarské kvality, tak i z hlediska vyzivy [8].

Syr je produkt koagulace kaseinové bilkoviny mléka, jejiz néslednou separaci dochazi
k odstranéni syrovatky od syfeniny [9]. V mléce hospodatskych zvitat tvoii kasein 80%
podil veskerych bilkovin (tj. primémé kolem 2,6 g z celkovych 3,2 g-100 g~' kravského
mléka). Kasein vytvaii v mléce mikroskopické castice, které jsou oznacovany jako micely.
Kaseinové micely se sklddaji z podjednotek (submicel) riznych kaseinti (a-s;, a-s; a B).
Tyto podjednotky drzi pohromad¢ pomoci riznych mechanismi, jako jsou fosfore¢nano-
vapenaté mustky nebo hydrofébni interakce [10]. Na povrchu kaseinové micely se nachazi
k-kasein, ktery je zodpovédny za stabilitu micely. Chrani ostatni frakce pred srazenim va-
penatymi ionty a pii jeho poruSenim dochazi k hydrolyze vedouci k destabilizaci kaseinu

[11].

Koloidni kalcium fosfat

. ., - kasein

o {_-- kasein
. B—kasein |:>

.]Jg/a Submicela (10 nm)
K-kasein

o) - kasein  a; - kasein P - kasein K - kasein v - kasein

Obrazek 1. Kaseinova micela [12]
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Technologie vyroby fady mléénych vyrobku je zaloZena pravé na sraZeni této mlécné bil-
koviny. RozliSuji se dva typy srdzeni. Prvni z nich se oznacuje jako kyselé srazeni, kdy
pomoci kyselin dochazi ke koagulaci kaseinu [13]. V druhém piipadé muze byt ke srdzeni
vyuzito syfidlo, nejcastéji enzym (chymozin z telecich zaludkt), takové srazeni se pak

oznacuje jako sladké. Pti vyrobé vétsiny syrii se vyuziva zejména sladké srdzeni [13].

Pti obou typech sraZeni dochazi na rozdilném principu k poruseni stability kaseinovych
micel, a tim k jejich koagulaci. Z ekonomickych a technologickych divodua se pti vyrobé

tavenych syra také n¢kdy kasein pouziva jako nahrada ¢asti mléka [13].

Syr je nejvice riznorodéd skupina mléénych vyrobku. Jsou-li mlécné vyrobky fadné vyro-
beny a skladovany, jsou biologicky, biochemicky, chemicky a fyzikalné stabilni, zatimco
syry jsou z hlediska biologického a biochemického vyrobky dynamické. Celd vyroba a
zrani syru predstavuje peclivé organizovanou sérii po sobé jdoucich operaci a soucasné
biochemickych udalosti, které pokud jsou synchronizované a vyvazené, vedou k produk-
tim s vysoce zaddouci vini a chuti, ale pokud jsou nevyvazené, vysledkem jsou vyrobky

bez vin¢ a aroma [8].
1.1 Charakteristika a skladba tavenych syri

1.1.1 Historie vyroby tavenych syri

Tavené syry tvoii nejmladsi skupinu syra. Z hlediska jejich vyroby byl vyznamny pocatek
minulého stoleti [1]. V roce 1911 Svycarska firma Gerber byla prvni na svété, které se po-
datilo vyrobit skutecny taveny syr. Jako tavici stl byl pouzit citran sodny pfipraveny za
varu jako vodny roztok kyseliny citrénové a uhli¢itanu sodného [14]. V letoSnim roce je

tomu tedy sto let, kdy byl vyroben prvni taveny syr [2].

V roce 1917 zacala s vyrobou tavenych syrii firma Kraft v USA. Tato firma pochopila ne-
zbytnost vymény vapenatych iontll v syrové suroving za sodikové ionty tavicich soli. Po-
prvé byl spolecné s citrany pouzit fosfore¢nan disodny, nebot’ bylo zjisténo, Ze vyménna

iontova schopnost fosforecnanti predci citrany [14].

O néco pozdéji se zaCaly tavené syry vyrabét také ve Francii (1919) a v Némecku (1923)
[15]. Pro budouci vyrobu tavenych syri byl vyznamny rok 1929, kdy Benckieser
z Ludwigshafenu nad Rynem pftihlésil v Némecku patent zabyvajici se pouZzitim polyfosfo-
reCnanti pti vyrob¢ tavenych syrt. Firma BK Giulini je nejvyznamnéjsim dodavatel tavi-

cich soli JOHA pouzivanych na celém svéte [14].
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Obrazek 2. Prvni taveny syr [2]

Vyroba tavenych syrit umoznila v prvni fad€¢ prodlouzit omezenou trvanlivost dozralé sy-
rové suroviny, pfinesla na trh bezpocet riznych druhli vyrobkii a postupné se stala vy-

znamnym potravindiskym oborem [14].

V Ceskoslovensku byl prvni taveny syr vyroben firmou Bloch v Bosiianech pod znackou

Simplon [2].

g' i &0gr

RERARNA 2.
)

Obrazek 3. Prvni taveny syr vyrobeny v CR [2]
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1.1.2 Charakteristika tavenych syri

Tavené syry jsou smési riznych piirodnich syrt, které jsou zahtivany za stdlého michéni
s vodou, chloridem sodnym a tavicimi solemi tak, aby doslo k roztaveni slozek a vytvortila
se plasticka, homogenni smés, ktera si zachova tyto vlastnosti i po ochlazeni [16]. Po che-
mické strance se proces sklada z peptonizace a ¢aste¢ného rozpousténi kaseinu, vysledkem
¢ehoz je zména kaseinatu vapenatého na kaseinat sodny. Schopnost soli rozpustit kasein
zavisi do zna¢né miry na iontové vymeéné vapniku a chelata¢nich vlastnostech. Polyfosfo-
reCnany se stfednimi a dlouhymi fetézci patii mezi preferované Cinitele ve vyrobé tavenych
syra [16]. Polyfosforecnany jsou latky vznikajici kondenzaci ortofosfore¢nanti. Jde o line-
arni produkty. Nejkratsi fetézec je oznaCovan jako difosforecnan (dfive pyrofosforecnan),
nejdelsi hexametafosforeCnan (grahamova stl) [14]. Polyfosfore¢nany maji oproti ortofos-
foreCnaniim vyhodu v tom, ze vyznamné ovliviiuji konzistenci taveniny a finalniho vyrob-
ku tak, ze je mozno vyrabét tavené syry o roztiratelné konzistenci, ¢imz se zvysila trzni

poptavka po téchto produktech [14].

Tavené syry jsou vyrabény tak, aby obsah suSiny byl minimalné 33 % (w/w) a obsah tuku
minimalné 14 % (w/w). Zakladni chutova varianta je €isté syrova po pouzitych ptirodnich
syrech. Pasterizovany taveny syr musi obsahovat minimalné 51 % (w/w) syra [17].

U ostatnich chut'ovych variant je chut’, barva a konzistence ovlivnéna charakterem pouzi-
tych pfisad. Trvanlivost vyrobkil je dana pouzitou teplotou pii taveni. Tavené syry jsou
urceny k pfimé konzumaci nebo se mohou pouzivat na pfipravu riznych pomazanek a
rychlého obcerstveni [18].

Dobry taveny syr by mél mit hladkou, homogenni strukturu, jednotnou barvu a mél by byt
bez dutin, které se vytvareji v disledku tvorby plynu pfti kvaseni [19].

K nejvétsim vyrobctim tavenych syrti na ¢eském trhu patii spoleénosti Bel Syry Cesko

Zeletava), vyrobky této spole¢nosti tvoii asi o podil na trhu (informace z roku ,
Zel bk 1 50% podil h f ku 2008

dale TPK Hodonin a jihoc¢eskd Madeta [20].

1.1.3 Rozdéleni tavenych syri

Taveny syr je definovan podle vyhlasky ¢. 77/2003 Sb., v platném znéni, kterou se stanovi
pozadavky pro mléko a mlé¢né vyrobky, mrazené krémy a jedlé tuky a oleje jako syr, ktery

byl tepelné upraven za ptidavku tavicich soli [21].
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Tato vyhlaska (¢. 77/2003 Sb.) také definuje rozdé€leni tavenych syri podle obsahu tuku
v susing (TVS):

* nanizkotuény s obsahem tuku v susin€ nejvyse 30 % hmotnostnich,

* na vysokotuény s obsahem tuku v susin€ nejméné 60 % hmotnostnich [21].
Kodexové normy stanovuji limit obsahu laktézy pro rozliSeni tavenych syrti a tavenych
syrovych vyrobkid. Vyrobky s obsahem laktézy do 5,0 % (w/w) jsou oznacovany jako ta-
vené syry. Vyrobky s vysSim obsahem laktozy jsou oznacovany dle vyhlasky ¢. 77/2003
Sb. jako tavené syrové vyrobky [22].

1.1.4 Technologie vyroby tavenych syri

V soucasnosti je mozné tavené syry vyrabét kontinudlnim ¢i diskontinudlnim procesem

[23]. Diskontinuélni postup zahrnuje nasledujici kroky [24]:

= vybér slozek a jejich pfipravu (ocisténi, omyti, oSkrdbani) na zdkladé stanovené re-
ceptury,

= rozemleti,

= piidavek tavicich soli,

= taveni,

» formovani a baleni taveniny,

chlazeni a skladovani vyrobki.

1.1.4.1 Sestaveni a pFiprava vyrobni smési

Spravné sestavena smes je podminkou pro dosazeni dokonalé jakosti, jak z hlediska che-
mického, tak i z hlediska fyzikalniho [25]. Jakostné dobry taveny syr se ziskd jen z chuto-
vé a konzistencné kvalitniho pfirodniho syra. Pouzitim tavicich soli lze zlepSit nckteré

vlastnosti, ale nikdy nelze odstranit zdvazné vady suroviny [4].

Smés by m¢la byt sestavena tak, aby finalni taveny syr mél [4]:

= predepsany obsah susSiny a tuku v suSing,
= optimalni pH a konzistenci,

* pozadovanou chut’ a viini.
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Tavici stil se musi volit pfedev§im podle stupné zralosti suroviny [4]. Obsah tavicich soli
obvykle tvofi 2 — 3 % hmotnosti surovinové skladby [23].

Soucasti surovinové skladby je také maslo, které ptispiva ke zvySeni obsahu tuku.
V nékterych provozech je za timto Gcelem pouzivana smetana, ktera vyrobek vhodné a
pfijemné zjemni. Nezbytnou surovinou je také voda, kterd zejména upravuje obsah suSiny
a samoziejm¢ tavici soli, jejichz disledkem je zisk homogenni hmoty [24]. Slozky jsou
smichany v pfislusném poméru takovym zplsobem, aby bylo dosazeno pozadovaného fi-
nalniho produktu [24].

Ocistény syr je rozkrajen pomoci hydraulicky ovladaného noze. Rozkrdjeny syr mize byt
dale zjemnén na mensi ¢astice pomoci nerezovych ocelovych valcii otacejicich se proti
sob¢. Rozmélnénim je umoznén adekvatni ptijem vlhkosti, dochdzi také ke zvysSeni speci-
fického povrchu syra, ¢imz je pak dosazena pozadovand homogenita smési. Jemné mlety
syr je dopraven piimo do taviciho kotle, kde je smichan s tavicimi solemi, vodou a dal§imi

prisadami [26].

1.1.4.2 Vlastni taveni

Taveni syra probihd za podtlaku (0,04 — 0,05 MPa) v tavickach, které maji parou vyhtiva-
ny plast i piimy vstfik pary. Soucasti tavicky je také niiz, pomoci né¢hoz dochazi
k intenzivnimu michani taveniny [19]. Teplota taveni se pohybuje v rozmezi 80 — 95 °C a
celkova doba taveni je 4 — 15 minut. Pro syry s roztiratelnou konzistenci je zapotiebi pou-
zit vyssich teplot a delSi dobu taveni s intenzivnéjSim michdnim a vyzaduji také vyssi pii-

davek tzv. natavku, coz je syr z ptredchoziho taveni [24].

Pouzivané soli maji obvykle monovalentni kation (tj., sodik) a polyvalentni anion (napft.
fosfore¢nan). Zatimco soli nejsou samy o sob&é emulgatory, s pomoci tepla podporuji fadu
fyzikélné-chemickych zmén v syrové smési, v jejichz disledku dochazi k rehydrataci ne-
rozpustného para-kaseinu a jeho pfeméné na aktivni emulgator [26]. Ukolem tavicich soli
v prib&hu taveni je zajisténi vymény Ca®" iontd v tavening za Na" (ptipadné K") ionty soli
[14]. Kli¢ovou vlastnosti soli pfi vyrobé tavenych syrii je tedy odStépeni iontli vapniku
z proteinové matrice pfirodniho syra a jeho nahrazeni monovalentnimi alkalickymi kovy.

Bez téhle vlastnosti by tradi¢ni vyroba tavenych syra byla prakticky nemozna [5].

Pokud je pro vyrobu pouzit kontinuédlni zplisob, taveni smesi v tenké vrstveé probihd v ne-

rezovych trubkach pfi teploté 130 — 145 °C po dobu nékolika sekund. Diky vysoké teploté
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dochdazi u kontinudlniho procesu k zajisténi sterilacniho efektu. U diskontinuélniho procesu

je dosazen pouze efekt pasteracni [23].

1.1.4.3 Baleni a chlazeni

Horka tavenina je dopravena (piipadné pfecerpana) do balicich strojli, pomoci kterych je syr
ihned po vyrobé¢ balen, aby se zabranilo sekundarni kontaminaci ze vzduchu [25]. Jednotlivé
syry se bali do hlinikové folie a vkladaji do papirové krabicky [27].
Typy pouZivanych obalt [27]:
= spottebitelské baleni (obrazek 4) — 140 g, 150 g, 180 g, 200 g a 1,4 kg (syrové dor-
ty),
» plastové kelimky uzaviené hlinikovym a pievlecenym plastovym vickem o hmotnos-
ti 125 g, (obrazek 5)
= plastové kbeliky o hmotnosti 1 a 5 kg,
= plastova stiivka uzaviena kovovymi sponami o hmotnosti 200 g (obrazek 6).

P il

5E’dklﬁl’a

Obrazek 5. Tavené syry v obalu s dobou pouzitelnosti 45 dnii [29]
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Obrazek 6. Ukdzka tavenych syrii s nejkratsi dobou minimalni trvanlivosti [30]

Pro ziskani roztiratelné konzistence je také nutno syry po zabaleni co nejrychleji vychladit

[24].

Tavené syry se uchovavaji v chladu pfi teplotich od 4 °C do 8 °C. Skladovaci prostory

musi byt suché, dobte vétratelné [27].

V roce 2009 byla podle Ceského statistického ufadu spotieba tavenych syri na jednoho
obyvatele v CR 2,4 kg, coz pedstavuje cca 18 % z celkové spotieby syrii [31].

Potravinaiskymi odborniky je vysoka spotfeba tavenych syrti v Cesku pfisuzovana zejmé-
na stravovacim zvyklostem a také je tato skuteCnost podpofena tim, Ze tavené syry patii

k levnéjSim a snadno dostupnym potravinam [20].
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2 FOSFORECNANY

2.1 Chemicka struktura

Fosfor je po vapniku druhy nejvice zastoupeny stopovy prvek v lidském téle. V téle pri-
meérného €loveéka ho je asi 650 g. Nejvice fosforu (asi 85 %) je koncentrovano v kostech a
zubech, zbytek je rozd€len v krvi a dalSich tkanich. Fosfor je diky svym schopnostem dii-
lezity v mnoha ptipadech, kdy napt. ptisobi jako ochrana pro buiiky tim, Ze posiluje buné&¢-
ny obal, jinde slouzi jako doprovodna latka a napomaha ¢innosti Zivin, hormont a dalSich
chemickych latek. Fosfor je také nezbytny pro vznik molekuly adenosintrifosfatu (ATP),

ktera dodava energii vSem télesnym bunkam [32].

Fosfore¢nany jsou pfirozenou soucasti téméf kazdé potraviny, kterou konzumujeme. Diky
svym schopnostem (pufracni schopnost, izolace kovovych iontil, udrzovani vody, interakce
s dlouhymi fetézci proteinil), jsou Siroce pouzivany jako potravinaiské ptidatné latky [33].
Fosfore¢nany jsou odvozeny od kyseliny trihydrogenfosfore¢né (H3;POj,), vznikaji neutrali-
zaci kyseliny alkalickymi kovovymi ionty, jako jsou sodik, draslik nebo vapnik. RozliSuji
se dvé skupiny fosfore¢nanl: jednoduché fosforecnany a kondenzované fosforecnany.
Kondenzované fosfore¢nany mohou mit strukturu linearni, cyklickou nebo rozvétvenou
[34].

Fosfore¢nanovy iont (PO4)* je charakterizovan &tyisténnou strukturou, ve které je atom
centralniho fosforu obklopen ¢tyfmi atomy kysliku, které se vyskytuji v rozich. Tato mole-
kula ma tfi vyménitelné vodikové atomy, které umoziuji vytvoreni velkého mnoZstvi
kombinaci vodiku a kovovych kationti. Tyto kombinace zahrnuji ortofosforecnany s jed-
nim zéasaditym kovovym iontem a dvéma atomy vodiku ¢i se dvéma zasaditymi ionty a
jednim vodikem, nebo se mizeme setkat s ortofosforecnanem, ktery obsahuje tfi ionty ko-
vu [33].

Fosfore¢nany mohou tvofit struktury, které obsahuji od jednoho do stovky ¢i dokonce tisi-
ce molekul fosfatu. Strukturalné nejjednodussim fosforeCnanem je jiz zminovany ortofos-
fore¢nan. Spojeni dvou molekul ortofosfore¢nanu vznika pyrofosfore¢nan. Dalsi konden-
zaci mizeme ziskat trifosforecnan atd. [7]. Molekula fosfore¢nanu, kterd obsahuje tfi a
vice fosforecnanovych ionti, je oznaCovana jako polyfosfore¢nan [33].

V disledku toho, Ze (PO,)’ skupina mize sdilet aZ tii atomy kysliku s tfemi jinymi (PO4)™
skupinami, muze dochazet ke vzniku linedrnich i vétvenych struktur. Fosfore¢nan

s rozvétvenym fetézcem je nazyvan ultrafosfore¢nanem. Pokud dojde k pfipojeni polyfos-
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forecnanovych fetézcl na sebe, dochazi ke vzniku cyklickych struktur, které jsou oznaco-
vany jako metafosforecnany. Cyklické metafosforecnany nejsou bézné pouzivany v potra-
vinarském primyslu, ackoli trimetafosfore¢nan sodny je schvalen pro modifikaci potravi-
nafskych Skrobtli. Polyfosfore¢nany, metafosfore¢nany a ultrafosforecnany vznikaji z fosfo-
re¢nantl jejich zahfatim a uvolnénim vody. Z tohoto diivodu jsou nazyvany jako skupina

kondenzovanych fosforecnant [33].

2.2 Vyznam fosfore¢nant

Fosfore¢nan hraje diilezitou roli nejen v lidském metabolickém systému, kde slouzi
k pfenosu energie a pfispiva k riistu kosti, ale tvoii také soucast fosfore¢nanovych slouce-
nin, které plni nespocet funkci v potravinaiském primyslu. Tyto latky mohou pomoci zlep-
Sit kvalitu zpracovani mnoha potravin, véetné jiz zminovanych tavenych syrt, dale také

masa, driibeze a ryb [35].

Nékteré z nich, a to zejména fosfore¢nany s dlouhym fetézcem (polyfosforecnany), maji
urcity antimikrobidlni ucinek. Pouziti fosforeCnanti v mléce a mlécnych vyrobcich patii
mezi nejvyznamnéjsi a nejstarsi aplikace [35]. Kromé toho nachazeji také uplatnéni jako
kypfici prosttedky, regulatory kyselosti apod. Hlavni funkci fosfore¢nanti pfidavanych do
potravin je jejich emulgacni a disperzni schopnost. V masném priimyslu umoziuje pouziti
fosfore¢nanii zlepsSit vaznost vody a emulgacni schopnosti masa. Dalsi uplatnéni mohou
najit fosfore¢nany pii vyrobé dehydratovanych vyrobk, jako jsou napt. polévky, dale také
pii vyrobé zmrzliny a mrazenych krémi, kolovych népojt, jemného trvanlivého peciva a
cukratskych vyrobkli, majonéz, mouckového cukru (fosforecnan vapenaty proti spékani)

atd. [36].

2.3 Tavici soli

Tavici soli jsou oznaCovany jako ptidatné latky a ty jsou podle zédkona ¢. 110/1997 Sb.
o potravinach a tabdkovych vyrobcich definovany jako latky, které se bez ohledu na jejich
vyzivovou hodnotu zpravidla nepouZzivaji samostatné ani jako potravina nebo jako charak-
teristickd potravni ptisada. Jsou do potraviny ptiddvany pii vyrobég, baleni, ptepravé nebo
skladovani, ¢imZ se samy stavaji soucasti kone¢ného vyrobku [37].

Idedlni tavici sil pro vyrobu tavenych syrit by méla obsahovat alkalicky jednomocny kati-

ey ee

né sodné soli kyseliny fosforecné (obrazek 5) nebo citronové (obrazek 6) [4]. Pro vyrobu
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tavenych syrti se pouzivaji predevsim sodné soli fosforecnanti, které¢ maji schopnost vazat
vétsi mnozstvi vapenatych iontd a jsou proto pouzivany k vyrobé tavenych syr

s roztiratelnou konzistenci [5] [38].

1
R—0—P—0H
OH

Obrazek 7. Struktura fosfatové skupiny [39]

Tavici soli na bazi citrant jsou soli odvozené od trikarboxylové kyseliny citronové [23].
Citrany se vyznacuji nizkou afinitou k vapenatym iontlim, nezapojuji se do tvorby sitové
proteinové matrice, a proto jsou pouzivany spise k vyrob¢ tvrdych lomivych tavenych syri
nebo jsou pouzivany ve smesich s jinymi tavicimi solemi, jako jsou napf. jiz zmiflované
polyfosfore¢nany [23] [38]. Citran trisodny je nejcastéjsi citranova stl, se kterou se setka-
vame pii vyrobé tavenych syrii. Pouziva se samostatné nebo v kombinaci s ostatnimi sole-

mi [40].

Obréazek 8. Struktura citranu sodného [41]

Co se tyCe funkcnich vlastnosti, bylo by mozné z toho hlediska pouzit také draselné soli
fosfore¢nant, ale protoze by mohly ve findlnim vyrobku zpiisobit hotkou pfichut’, zpravi-
dla se pfi vyrob¢ tavenych syrti nepouzivaji [5].

V minulosti byly pii vyrobé tavenych syra provadény rizné pokusy utaveni bez pouziti
tavicich soli. Tyto pokusy vSak nevedly ke zdarnym vysledkiim. Bylo zjisténo, Ze bez pou-
ziti latek s emulgacnimi vlastnostmi nelze taveny syr vyrobit. Neni totiz mozné zahfivat
prirodni syr za ticelem tepelného oSetieni na teplotu 85 °C, aniz by nedoslo k jeho rozdéle-
ni na 3 faze — vysrazenou bilkovinu na dn¢, vodnou fazi ve stfedni vrstvé a oddéleny volny

tuk na povrchu [5].
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Pti vyrobé tavenych syrt soli stabilizuji mlééné disperze, zajistuji Upravu pH prostiedi,
¢imz dochdzi predevsim k ovlivnéni pfitomnych proteint [5].

Vazba kationtd je u fosfore¢nanil ovlivnéna fadou faktorii. Mezi ovliviiujici faktory patii
napf. teplota. S rostouci teplotou schopnost vazby kationtti roste. Dale také vazbu kationt
ovliviiuje pocet fosfore¢nanovych jednotek v molekule. S rostoucim poétem atomi fosforu
v molekule narGsté také jejich afinita ke kationtiim. BEhem procesu taveni pfispivaji fosfo-
reCnany dal$i vlastnosti, a to zvySovanim vaznosti vody ptitomnych proteint. Tento jev se
oznacuje jako tzv. krémovani. Pfi krémovani dochazi k navazovéni polyvalentnich anionti
na proteiny, ¢imz dochéazi ke zvySovani jejich hydrofilniho charakteru a navazanim doda-
te¢né vody roste viskozita taveniny — tavenina houstne [5].

V praxi je roztiratelné konzistence dosazeno pfti pouziti soli v rozsahu pH 6,0 — 6,3 [14].

Fosforecnanové soli lze pridavat do potravin pouze v omezeném mnozstvi a na zakladé¢
jejich zdravotni nezdvadnosti. Podminky pouziti jsou stanoveny piislusnou vyhlaskou [36].
Obsah pouzivanych tavicich soli by mél predstavovat jen takové mnozstvi, aby bylo dosa-

zeno pozadovaného technologického ucinku [6].

VyhlaSka Ministerstva zdravotnictvi (€. 4/2008 Sb.) uvadi, ze nejvyssi mnozstvi fosforec-
nanti, které je povoleno pfiddvat do tavenych syrd a jejich analogi je 20 000 mg -kg™" (vy-
jadieno jako P,Os) [42]. Jejich nezavadnost je piesto piredmétem mnoha diskuzi a dochézi
k opakovanému provétovani. ZvysSeny piijem muze vést napt. k hyperaktivit¢ déti nebo
také k poruchdm zaZzivéani. Pfijem fosfore¢nant lze regulovat omezenou konzumaci potra-

vin, v nichz fosfore¢nany predstavuji funkéni slozku [43].

V praxi je velmi diilezité znat vlastnosti jednotlivych tavicich soli a jejich u¢inkt, aby byl
proveden jejich optimalni vybér pro dany vyrobek. Smyslem pouziti smési tavicich soli ve
vztahu k jednotlivym komponentdm je posileni pozitivnich a potlaceni negativnich vlast-
nosti [14]. FosforeCnany musi byt, stejné¢ jako ostatni pfidatné latky vyskytujici se
v potravinach, oznaceny v udajich o slozeni potraviny uvedenim nazvu latky nebo jejiho
¢iselného kodu E (E 338: kyselina fosforecnd, E 339 — 343: fosforeCnany, E 450 — 452:
polyfosfore¢nany) [36].

2.3.1 Antibakterialni aéinek tavicich soli

V posledni dobé ziskaly fosfore€nany uznani jako ucinné antimikrobiélni latky vhodné pro

pouziti v potravinaiskych vyrobcich [14]. Ve skuteCnosti je antibakterialni G¢inek fosfo-
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re¢nanli chapén jako pozitivni vedlejsi efekt jejich aplikace do potravin [44]. Antimikrobi-
alni aktivita fosforeCnant je zavisla na délce jejich fetézce. Na zéklad¢ vysledkti mnohych
analyz lze fici, ze fetézec s vétSim poctem fosforeCnanovych jednotek ma vyssi inhibicni
ucinek nez fosforeCnany s kratSimi fetézci [45].

Vysledky studii ukazuji, Ze antibakteridlni G¢inek polyfosfore¢nanti s dlouhym fetézcem
muze byt pricten poskozeni bunééného obalu (bunécné stény nebo bunécné membrany)
[45]. K poruseni integrity bunécné stény dochézi prostfednictvim chelatace divalentnich
kovti (predevs§im vapenatych a hotecnatych), v disledku ¢ehoz také dochézi ke ztraté os-
moregulace a poruseni selektivni permeability membrany, ¢imz dochézi ke snizeni meta-
bolickych funkci. Fosfore¢nanové soli mohou mit baktericidni a bakteriolytické tc¢inky

[33].

2.3.2 Kontaminujici mikrofléra tavenych syri

Zakladnim postupem pro zamezeni rustu Skodlivé mikroflory, kterd se do syrt dostava
z mléka nebo okolniho prostiedi, je zdokonaleni regulace procesu mlééného kvaseni. Toho
1ze dosédhnout tim, ze se odstrani pfi¢iny, které zpomaluji rychlost mnozeni mlé¢nych bak-
terii pfi vyrob¢ syrt. Dale muze byt také regulace zdokonalena pouzitim zakysa sloZzenych
z kment bakterii mlééného kvaSeni, které piisobi antagonisticky vic¢i mikroflétre, ktera je

pro syry Skodliva [46].

Zmény tavenych syri vyvolané kontaminujicimi mikroorganizmy jsou zavislé na mnoha
faktorech. Mezi tyto faktory patii pfedevsim kvalita pouzitych surovin, druh syra, ktery je
na vyrobu tavenych syrt pouzit, dale obsah su$iny, chloridu sodného, koncentrace pouzi-
tych tavicich soli, pH, tepelné zpracovani a v neposledni fad¢ dodrzeni hygienickych pod-
minek pfi zpracovani a také zplisob skladovani. Teplotni zahiev pii vyrobé tavenych syr
se pohybuje kolem teploty 80 °C, coz je teplota, pii které jsou usmrcovany vegetativni
formy mikroorganizmtl, avSak nedojde k usmrceni bakteridlnich spor, které zlistavaji
v zivotaschopném stavu a v zavislosti na pH vyrobku muize byt jejich germinace stimulo-
vana pravé teplotnim zahfevem. Rlst mikroorganizmi je také ovliviiovana formou vazby
vody v tavenych syrech. Pokud je dobfe provedena emulgace a hydratace jsou vytvoreny

neptiznivé podminky pro riist mikroorganizmu [23] [47].

Mezi nejcastéjsi kontaminanty tavenych syra patii bakterie rodu Clostridium [23]. Pokud

jsou faktory, jako je pH, obsah soli a teplota, ptiznivé, dochazi ¢innosti pfedev§im mléc-
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nych bakterii ke snizeni redoxpotencidlu a tim je vytvafeno pfiznivé prostfedi pro rozvoj

anaerobnich sporotvornych mikroorganizmi [25].

Dalsi potencialni kontaminujici mikroflorou tavenych syrt ze skupiny grampozitivnich

bakterii jsou zastupci rodi Bacillus, Staphylococcus, Enterococcus, Listeria aj. [48].

2.3.3 Pisobeni fosforeénanovych tavicich soli na grampozitivni a gramnegativni

bakterie

Inhibice bakterialniho rtstu polyfosfore¢nany byla pfedmétem nékolika zkouméani, a obec-
né plati, Ze grampozitivni bakterie se zdaji byt citlivéjsi na ucinky fosfore¢nant nez gram-

negativni bakterie [49].

Bunécna sténa obou typii bakterii obsahuje polymer peptidoglykan. Tento polymer je tvo-
fen dlouhymi fetézci aminocukrii propojenymi tetrapeptidovymi fetizky. Vytvofena sit’

chrani buniku pted poSkozenim a naslednou lyzi [44].

Bunééna sténa grampozitivnich bakterii obsahuje vice vrstev peptidoglykanu ve srovnani
se bunécnou sténou gramnegativnich bakterii (obrazek 7), ale na rozdil od gramnegativnich
bakterii postradaji vn€j$i membranu, chranici bakterii v pfitomnosti nepiiznivych vnéjsich

vlivi, které mohou buiitku poskodit [50].

Grampozitivni bakterie maji navic v bunécné sténé obsazeny linearni fetézce teichoovych
kyselin, které zpeviiuji peptidoglykanovou vrstvu a poskytuji misto, do které¢ho je soustre-
déno plsobeni polyfosforecnanové soli. U gramnegativnich bakterii tyto linearni fetézce

teichoovych kyselin chybi [44] [51].

Mezi molekulami teichoovych kyselin se vytvaieji pomoci divalentnich kovovych iontii
pficné mustky a pii jejich nedostatku mlze dojit k naruSeni integrity bunééné stény [45]
[49]. Ptredpoklada se tedy, ze vapenaté ionty stabilizuji strukturu bunécné stény mikroor-
ganizmi a jejich chelatace mtize tuto strukturu destabilizovat a tim ovlivnit Zivotaschop-
nost mikroorganizmu. Teichoova kyselina tvoii hustou sit’ negativnich nébojii na povrchu
bunck grampozitivnich mikroorganizml. Diky zapornému naboji na sebe vaze mono-a
divalentni kovové kationty, ¢imz se zmirni elektrostaticka odpudiva interakce mezi sou-

sednimi fosfore¢nany [52].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

lipoteichoova kyseling

lipopokysacharid

) _&illexni pumpa
pepliduglylan e | —— vnEji membrdna

i

H eytplasmatichd .

memnbrianm

— periplasmoyy  prostor

L
strukiorilni proteiny
@ enrymy

strubdturilnd proteiny
| nEymy

Bunécna sténa grampozitivinich

bakterii . ., .
Bunéén: sténa gramnegativoich

bakterii

Obrazek 9. Bundéna sténa G a G bakterii [53]

Knabel et. al. [54] se snazili vysvétlit rozdil inhibi¢niho plisobeni polyfosforecnanti na riist
grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. Ze studie vyplyva, ze rozdil v inhibici je dan
pravdépodobné riznou strukturou bunéénych stén. Vzhledem k tomu, Ze buiika gramnega-
tivnich bakterii neobsahuje ve své stén¢ polymery teichoovych kyselin, které jsou zodpo-
védné za zachovani vysoké koncentrace kovovych ionti a ma vice G¢inné systémy pro
vazbu a transport téchto iontl pfes bunéénou membranu, nemohou byt polyfosfore¢nany
tak uspeésné v chelataci iontli jako u grampozitivnich bakterii. V dusledku toho se snizuje
efektivnost polyfosforecnanti pii potlaceni riistu gramnegativnich bakterii. Polyfosforecna-
ny jsou schopny odstranit kovové ionty z bunééné membrany z divodu jejich vyssi afinity

ke kationtiim kovii, ¢imz inhibuji rist [54].

Kromé ucinku na bakterialni bunécnou sténu, vykazuji také polyfosforecnany u grampozi-
tivnich bakterii tvotficich spory inhibi¢ni G€¢inek na jejich kli¢eni [5].

Na vybrané grampozitivni a gramnegativni bakterie (Escherichia coli, Salmonella Typhi-
murium, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Micro-
coccus luteus, Bacillus cereus a Bacillus subtilis) byly zkoumény ucinky tavici soli, obsa-
hujici polyfosforecnany s riznym kondenzacnim stupném. Inhibic¢ni G¢inek soli byl testo-
van v koncentraénim rozmezi 0,1 — 0,5 % (w/v). ZjiSténé skutecnosti ukazuji, Ze antibakte-
ridlni efekt vykazovala prakticky jen stl obsahujici polyfosfore¢nany s nejvyssim konden-

za¢nim stupném, coZ potvrzuje jiz zminovanou teorii, ¢im delsi je fetézec tim je ucinek soli
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siln€j$i. Smés soli, ktera obsahovala polyfosforecnany s niz§im kondenza¢nim stupném,
m¢la jen minimdalni inhibi¢ni G¢inek [55].

Studie inhibi¢niho ucinku provadéné u bakterii jako jsou Salmonella Typhimurium, Liste-
ria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus,
Clostridium sporogenes, Clostridium tyrobutyricum, Clostridium pasteurianum a Clostri-
dium botulinum dokdazaly, Ze rist téchto bakterii byl inhibovan koncentraci polyfosforec-

nand, ktera je bézn¢ pouzivana v potravinaiském primyslu [56].

Velmi mélo jsou znamy ucinky fosforecnanti na rist plisni, ackoli je znam dikaz, zZe fosfo-
re¢nany mohou ovliviiovat v uréitych fazich metabolismus plisni, jako je bunécna diferen-
ciace, sporulace a produkce toxint [49]. N¢kteii autofi zjistili, Ze rist plisni potlacuji poly-
fosfore¢nany diky piitomnosti polymerti v bunééné sténé (napft. chitinu a glykoproteint),

které se podileji na ptijmu kovt [33].

Inhibi¢ni Gc¢inek fosfore¢nant je ovliviiovan faktory, jako jsou napi. pH prostiedi, teplota a

primarni vyskyt mikroorganizma [45].

Ruby et al. [45] zjistili, Ze bakterialni bytek ptisobenim polyfosfore¢nant je vyznamnéjsi
pii vyssim pH. Tuto skutecnost také potvrzuji Knabel et al. [54], ktefi dokazali, ze gram-
pozitivni baterie jsou inhibovany piedevs§im alkalickymi polyfosforecnany. Zjistili, ze pou-
zitim 1% polyfosforecnanti byla zcela inhibovéana plisenn Aspergillus flavus a testované
grampozitivni bakterie, zatimco u testovanych gramnegativnich bakterii inhibice prokéaza-

na nebyla [54].

Nekteti autofi popisuji antimikrobidlni G¢inky fosfore¢nant také v driibezich produktech.
Prokézali, ze namaceni kutecich ¢asti nebo jatecné upravenych tél do chlazené vody obsa-
hujici fosforeCnan zpusobilo sniZzeni poctu bakterii a tim prodlouzeni trvanlivosti téchto

produkta [57].

Dalsi studie také ukazuji, Ze inhibi¢ni uc¢inek nékterych fosforeCnant (ultrafosfore¢nan
sodny, hexametafosfore¢nan sodny, pyrofosfore¢nan tetrasodny) se ponckud snizil
v pfitomnosti urcité koncentrace kovi, jako jsou vapnik, hot¢ik a Zelezo. Tato skute¢nost
byla také potvrzena Changem a Lee [6], ktefi uvadi, ze citlivost bakterii na SHMP (hexa-

metafosforeCnan sodny) byla podstatné snizena ptitomnosti CaCl,, KCI, a MgSOs.

Vice informaci o antimikrobidlni aktivité by mohlo umoznit rozsiteni pouzivani fosforec-

nand v potravinaiském primyslu [49].
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3 CHARAKTERISTIKA VYBRANYCH DRUHU BAKTERI{

3.1 Charakteristika bakterii tvoFicich spory

Bakterie tvofici spory patii mezi nejcastéjsi kontaminanty tavenych syri a proto je nutné
vénovat jim dostateCnou pozornost [23] [25]. Jsou to heterogenni tyCinkovité grampozitiv-
ni bakterie. Bakterialni spory jsou v podstaté 'klidova stadia' v Zivotnim cyklu téchto bakte-
rii. Jejich vznik obecné vyplyvé z ubytku urc€itych zakladnich zivin v prostfedi. Spory jsou
tedy latentni struktury s centrdlnim 'jadrem’, které obsahuje bunéné genetické elementy
spolecné s enzymy potfebné pro jejich vykli¢eni. Jadro je chranéno od vnéjSiho prostiedi
tlustym bilkovinnym obalem a kortexovou vrstvou. Bilkovinny obal spér je vysoce odolny
vuci chemickému a radiaénimu poskozeni. Spory jsou velmi odolné vici prostiedi, v némz

jsou vegetativni buiiky usmrcovany [58].

Mezi sporotvorné bakterie patii dva hlavni rody Bacillus a Clostridium. Tyto bakterie ob-
sahuji kromé nékolika zavaznych lidskych patogent, také patogeny zvifat a hmyzu. Jedna
se o patogeny, které zpusobuji onemocnéni jako napt. antrax, botulismus, tetanus apod.

[58].

Mnohé druhy z téchto rodu produkuji silné extracelularni enzymy zodpovédné za degrada-
ci bilkovin, sacharidl a tuka. Druhy rodu Bacillus jsou aerobni nebo fakultativné anerobni
a vytvareji spory pouze za aerobnich podminek, zatimco druhy rodu Clostridium jsou

anaerobni a aerotolerantni a produkuji spory za podminek anaerobnich [58].
Podle riistovych vlastnosti lze tyto bakterie rozdélit nasledovné [47]:

= termofilni baterie — optimalni teplota riistu je vyssi nez 45 °C,
= mezofilni bakterie — optimalni teplota rtistu je v rozmezi 15 — 45 °C,
= psychrofilni a psychrotrofni bakterie — zpiisobuji kaZeni potravin skladovanych pii

chladirenskych teplotach.
3.2 Obecna charakteristika bakterii testovanych v diplomové praci

3.2.1 Clostridium butyricum

Klostridia zpiisobujici kazeni potravin se vyznacuji pfedevsim sacharolytickou a proteoly-

tickou aktivitou, coz zpliisobuje zménu pH vyrobkt (zptisobeno produkei organickych ky-
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selin), dale dochazi ke vzniku plyni a nezaddouciho aroma (v disledku tvorby tékavych
kyselin). Minimalni teplota pro rast klostridii je 5 °C a minimalni hodnota pH 4,7 [17].
Clostridium butyricum je anaerobni bakterie, kterd vyzaduje pro svij riist absolutni nepfi-
tomnost kysliku. Tato bakterie produkuje kyselinu maselnou, ktera slouzi jako indikator
piitomnosti sacharolytickych klostridii. Kyselina maselna je nepfijemné pachnouci latka,
coz je kromé zdravotniho rizika také diivod, pro€ je jejich pfitomnost v potravinafstvi vel-
mi nezadouci, pfedevSim jsou obavanou kontaminaci v syratstvi [51]. C. butyricum je bak-
terie rozSifena ve svéteé a mize byt izolovana z lidi, zvifat, rostlin, ptdy i motskych sedi-
mentu [59].

pH, pfi kterém byl zaznamenan rist je 4,2 [60].

Pravé ptitomnost bakterii maselného kvasSeni a jejich spor v mléce jsou pii¢inou mnoha
problému pii vyrobé syrt. Nékteré druhy bakterii rodu Clostridium jsou puvodci tzv.
pozdniho dufeni syrt, coz je jev, ktery je charakterizovan tvorbou ok (dutin) v syrech
v disledku vysoké produkce plyna a kyseliny maselné [61]. Kmeny Clostridium buty-
ricum, které produkuji botulotoxin typu E, byly spojovany s vypuknuti jidlem pfenaSené¢ho
botulismu [62]. Ve vétsin€ piipada jsou botulinové neurotoxiny produkovany bakterii C.
botulinum, ale obcas je vylucovany i bakterii Clostridium butyricum [59].

Botulismus jako neuroparalyticka intoxikace, byla zndma uZz pied sto lety, casto byla na-
chazena pii konzumaci klobas. Poziti botulinovych toxinti vede k ochrnuti svalii zpisobené
uvoliiovanim acetylcholinu z nervové bunky pfes neuromuskularni synapse. Pocatecni pii-
znaky poziti kontaminovanych potravin se objevuji mezi 12 a 36 hodin po poziti, ale miize

také trvat az 10 dni i déle. Cim dfive se piiznaky objevi, tim zavazngjsi je intoxikace [58].

Casné priznaky jsou obecné nevolnost nebo zvraceni, nasledované piiznaky, jako je dvojité
vidéni a rozsifeni zornic, vada feci, obtize pii polykani, atd. Tyto pfiznaky poté piechazeji
do svalové koordinace a slabosti, unavy a respiracnich potizi [58].

Toxicka davka pro ¢lovéka neni znama, ale pro mysi je nizsi nez 0,1 ng-kg™', coz zname-

n4, ze botulotoxin patii mezi nejvice toxicke ptirodni jedy [58].

3.2.2 Clostridium sporogenes

Clostridium sporogenes je grampozitivni, anaerobni bakterie se schopnosti vytvaret endo-
spory. Bylo prokazano, ze mnoho kmenti této bakterie obsahuje dva typy bun¢k, které pie-

kvapivé vykazuji odlisné ristové navyky. Pres 99 % populace vétSiny kment jsou pohyb-
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livé buniky, které se vyskytuji jednotlivé nebo v kratkych tetézcich [63]. Clostridium spo-
rogenes je vyznamnym kontaminantem mlé¢nych vyrobkl véetné syrt. Na rozdil od jinych
klostridii zplisobuje tato bakterie lipolytické a proteolytické zmény vyrobka [58]. Tato
bakterie se hojn¢ vyskytuje v ptirod¢ a také ve stievech lidi a zvitat. Spory pretrvavaji v

pude¢ a oblastech, které podléhaji znecisténim lidskymi nebo zvitecimi fekaliemi [64].

3.2.3 Bacillus cereus

Bacillus cereus je pomérné velka, pohybliva, grampozitivni, fakultativné anaerobni, ty¢in-
kovita bakterie, kterd je Siroce rozsifena v zivotnim prostiedi. Vyskytuje se v pud¢, ve vo-
dé, na rostlinach a také v obilovinach, zejména v ryzi [58] [65]. Spory této bakterie maji

ovalny tvar a ve vegetativni bufice jsou uloZeny subterminalné [66].

Generacni doba organismu se pohybuje mezi 18 a 27 minutami. Rist byl prokazan v po-
mérn¢ Sirokém rozsahu pH 4,9 — 9,3 a také toleruje koncentraci soli az 7,5 % [67]. B. ce-
reus je mezofilni organismus s optimalni teplotou pro rist 30 - 35 °C, nékteré kmeny jsou
psychrotrofni a rostou pfi teplotach az do cca 5 °C. Tyto kmeny jsou vétSinou spojovany
s kontaminaci mléka a mlécnych vyrobki, v nichz zptsobuji organolepticky nepfijemné
vlastnosti, jako je napt. hotka, zatuchla, zlukla, shnila, trpkd, ovocna ptichut. Horni hrani-

ce teploty pro kliceni spor je ponékud vyssi nez pro vegetativni formy bunék. [23] [58].

Existuje ne¢kolik druhli rodu Bacillus uzce fyziologicky souvisejicich s B. cereus, jako
napt. B. anthracis, B. thuringiensis a B. mycoides. Rezistence spor vici nepiiznivym pod-
minkam prostfedi a schopnosti produkovat fadu enzymu rozkladajicich potraviny, jako
jsou napft. proteazy, amylazy, lecitinaza umoziuji pteziti bakterie a jeji dobry rist za riz-
nych podminek, coz je divod vzniku vady u pasterizovaného mléka, oznacované jako
'fragmentdrni (maly) krém', ktery je disledkem rozkladu lecitinu. Dalsi vadou je sladké

srazeni mléka zplisobené opét enzymem lecitindzou a fosfatazou [23] [58].

Kromé¢ kazeni potravin je B. cereus puvodcem potravinové intoxikace [23]. Alimentarni
intoxikace je zpiisobena pomnoZenim toxinogenniho kmene a tvorbou toxinl v potraviné
nebo krmivu. Pokud ziistane potravina po uvareni uskladnéna pfi pokojové teploté, dochazi
k masivnimu pomnoZeni bakteridlnich spér. Proto potravina musi byt po uvateni rychle

zchlazena, skladovana pfti chladirenské teploté a pred pozitim fadn¢ prohiatéd [66] [68].

B. cereus miize vyvolat dva odlisné syndromy po konzumaci kontaminovaného jidla [69].

Prvnim z nich je tzv. emeticky (davici) syndrom, ktery zptisobuje po 1 - 5 hodinach po
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konzumaci kontaminovaného jidla nevolnost, zvraceni a obcas i prijem, ptiznaky se podo-
baji otravam z jidla zpusobené bakterii Staphylococcus aureus [58]. Druhy syndrom je
oznacovan jako diarhogenni (prijmovy), u kterého se ptiznaky jako jsou bolest bficha a
prijem zacnou projevovat po 8 — 16 hodinach od zkonzumovani kontaminované potraviny
[58]. B. cereus produkuje Sirokou Skalu extraceluldrnich enzymii schopnych hydrolyzy
bilkovin, tukd, Skrobu a dal$i fady sacharidi. Organismus muze tedy vyuzit Sirokou Skélu

potravinaiskych surovin, podporujicich rist této bakterie [58].

3.2.4 Bacillus subtilis

Bunky bakterie Bacillus subtilis jsou tyCinkovitého tvaru. Bacillus subtilis je aerobni
grampozitivni bakterie pfirozené se nachéazeji v piid€ a v hnijicich rostlinach. Vytvati en-
dospory a je jedenou z nejvice studovanych grampozitivnich bakterii. Bacillus subtilis je

Siroce pouzivan pro geneticky vyzkum. Tato bakterie je povazovana za nepatogenni [70].

Po poziti potraviny kontaminované bakterii Bacillus subtilis dochazi k rychlému néstupu
ptiznakt (cca 2-3 hodiny), které se skladaji z akutniho zvraceni, které je Casto nasledovano
prujem. Ptiznaky se podobaji davicimu syndromu zptisobeného bakterii B. cereus [71].

B. subtilis je vyuzivan v pramyslovych aplikacich pro jeho schopnosti produkovat rizné
enzymy, jako jsou napf. amylazy, ¢ehoz je vyuzivano v textilnim i papirenském primyslu.
Také je schopen produkovat enzym protedzu, ktery se vyuziva pro vyrobu pracich pro-
stiedkll a také nachéazi uplatnéni v kozedélnim primyslu [71]. B. subtilis také slouzi k vy-
robé mnoha antibiotik, cozZ je uzitecné pti 1écb¢ bakterialnich infekci ktize, drobnych fezl a
popalenin [71]. Tato bakterie je také pouzivana jako fungicid na ochranu kvétin a okras-

nych semen a pro zeméd¢lska osiva [70].

3.2.5 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je grampozitivni bakterie tvofici koky pfevazné uspotadané do
shluki, ale mohou se vyskytovat jen v parech nebo i1 ojedinéle. S. aureus tvoii na zivném,
mlécném nebo krevnim agaru kolonie s hladkym lesklym povrchem [65]. S. aureus mize

rust v teplotnim rozmezi 15 - 45 °C a v ptitomnosti NaCl o koncentraci az 15 % [72].

Rast a mnozeni bakterii S. aureus v potravinach piedstavuje potencialni riziko pro zdravi
spottebitele, protoze mnoho kment S. aureus produkuje enterotoxiny. Potraviny obycejné

spojené se stafylokokovou otravou z jidla spadaji do vSeobecnych kategorii, jako je maso a
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masné vyrobky, salaty, peCivo plnéné smetanou a mlééné vyrobky. S. aureus je schopny

produkovat velké mnozstvi extracelularnich enzymt, toxind, a dalSich latek [66].

Toxigenni S. aureus se vyskytuji v syrovém mléce, ale po probéhnuti pasterace dojde
zpravidla k jeho usmrceni. Nicméné pasteracni teplota nestaci ke zniceni enterotoxind této

bakterie [17].

3.2.6 Salmonella enterica

Zastupci rodu Salmonella jsou fakultativné anaerobni, gramnegativni, rovné tyCinky, které
obvykle obsahuji peritrichalni biciky. Salmonely patii do Celedi Enterobacteriaceae. Tato
bakterie je schopna riist v rozmezi teplot 5,2 — 46,2 °C a pH 3,8 — 9,5 [58]. Salmonely jsou
citlivé na teplo, k jejich usmrceni staci zahtati na pasteracni teplotu. Existuje vice nez 2000
sérotypt bakterii rodu Salmonella [73].

Salmonella enterica sérotyp Enteritidis se primarné vyskytuje v dribezim mase a dribe-

zich produktech [66].

VétSina salmonel je povazovana za lidské patogeny, ackoli se 1isi ve vlastnostech a zavaz-

nosti onemocnéni, které zptisobuji [74].

V poslednich 20 letech se S. Enteritidis stala jednou z nejcastéjSich pficin otravy potravi-
nami ve Spojenych statech [75]. U osob infikovanych bakterii S. Enteritidis se obvykle
objevi teplota, kieCe v bfiSe a prljem, pfiznaky se objevuji po 12 - 72 hodinach po poziti

kontaminované potraviny [75].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILE PRACE

Cile diplomové prace byly vymezeny nésledovné:

= v teoretické Casti zpracovat literarni reSersi tykajici se charakteristiky a slozeni ta-
venych syri. Zabyvat se antimikrobialnimi vlivy fosfore¢nanovych soli a vlivy pt-
sobicimi na jakost tavenych syrt a jejich mikrobialni kontaminaci,

= v praktické Casti provést sledovani dynamiky rastu vybranych potravinaisky vy-
znamnych bakterii v modelovych vzorcich tavenych syrt v zavislosti na typu pii-
danych tavicich fosfore¢nanovych soli,

» na zaklad¢ teoretické Casti a vysledkl praktické ¢asti zhodnotit vyuzitelnost apliko-

vanych latek pro zlepSeni udrznosti tavenych syra.
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S METODIKA

5.1 Pouzité pomucky a zarizeni

Autoklav Systec 2540 EL

Automatické mikropipety Biohit
Biologicky termostat Membert INE 600
Horkovzdus$na susarna Memmert UNB 500,
Chladnicka Elektrolux

Laboratorni pfedvazky KERN
Laboratorni sklo

Mikrovlna trouba Elektrolux

pH-metr GRYF 208L, Ceska republika
Plastové kelimky

Spi¢ky pro automatické mikropipety

Vorwerk Thermomix TM 21 blender cooker

5.2 Vyroba tavenych syru

Antibakteridlni u¢inek bindrnich fosfore¢nanovych smési byl pozorovan na ristu vybra-

nych bakterii, které mohou zptsobit kontaminaci tavenych syr. K experimentu byly pou-

zity tii tavici soli (DIDI, HEXA 68, HEXA 70), ze kterych byly pfipraveny dvé kombinace

fosforeCnanovych smeési s riznym pomérem tavicich soli. VSechny vyrobené¢ modelové

vzorky tavenych syri obsahovaly 50 % (w/w) tuku v suSing.

Mnozstvi jednotlivych surovin bylo navdzeno podle pfedem pfipravené surovinové sklad-

by (ptiloha PI). Pro utaveni vzorkl bylo pouzito zatizeni Vorwerk Thermomix 31 blender

cooker. Taveni probihalo pfi teploté 92 °C s vydrzi 1 minutu, pfi¢emz celkova doba taveni

trvala po dobu 10 minut.
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Suroviny, které byly pouzity pro vyrobu modelovych vzorki tavenych syri:

Eidamska cihla (Kromilk s.r.0, 30 % (w/w) TVS),
Cerstvé maslo,
pitna voda,
binarni smés fosfore¢nanovych smési (ziskanych z Fosfa akciova spole¢nost, Biec-
lav)
- HEXA 68 aHEXA 70................... polyfosfore¢nany,
- DIDI ....dihydréat hydrogenfosfore¢nanu (di)sodného (Na,HPO4. 2H,0).

Binarni smési obsahovaly fosforecnanové soli v nasledujicich pomérech (w/w):

Kombinace I

I

II

III

vV

DIDI:HEXA 68 2,5:0
DIDI:HEXA 68 2,1:0,4
DIDI:HEXA 68 1,7:0,8

DIDI:HEXA 68 1,3:1,2

Kombinace 11

v

VI

VII

VIII

DIDI:HEXA 70 2,5:0
DIDI:HEXA 70 2,1:0,4
DIDI:HEXA 70 1,7:0,8

DIDI:HEXA 70 1,3:1,2

V posledni fazi ptipravy byly vzorky zdmérné kontaminovany 3 ml pfipravenych bakteri-

alnich suspenzi (Clostridium butyricum, Clostridium sporogenes, Bacillus cereus, Bacillus

subtilis, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica), promichany a ziskana tavenina byla

nasledné rozlévana do 16 piipravenych plastovych kelimkt. Naplnéné kelimky byly po-

moci zehlicky opatrné uzavieny pfivafitelnymi hlinikovymi vicky.

Stejnym zplisobem byla uskute¢néna i vyroba vzorki, které slouzily jako negativni kontro-

la. U téchto kontrolnich vzorki tavenych syrii, u nichZ nebylo provedeno zockovani bakte-

ridlnimi buitkami, nebyl o¢ekavan zZadny narist bakterii.

Po vychladnuti byly vzorky skladovany pfi teploté 4 + 2 °C.
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5.3 Mikrobiologicky rozbor vzorki

5.3.1 Testované kultury mikroorganizmu

Pro testovani antibakteridlniho ucinku binarnich smési fosforeCnanovych soli
v modelovych tavenych syrech byly vybrany bakterie, které mohou zptsobovat kazeni

potravin, a nebo mohou byt potencialn¢ nezddouci pii vyrob¢ tavenych syra.

* Bacillus cereus CCM 2010

»  Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM 4062

»  Clostridium butyricum CAPM 6342

»  Clostridium sporogenes CAPM 6329

»  Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420

»  Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953
Testované bakterie byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganizmii (CCM) a ze Sbirky zoo-
patogennich mikroorganizmt pii Vyzkumném ustavu veterinarniho 1ékatstvi v.v.i. v Brné
(CAPM). Bakterie byly naockovany do tekuté zivné pudy (masopeptonovy bujon v piipadé
bakterii Bacillus, Staphylococcus a Salmonella a médium s thioglykolatem /FTM/ pro
klostridia) a pfipravené inokulum bunék bylo nasledné naockovéano do ptipravené syrové

taveniny.

5.3.2 Priprava zivnych pid

Masopeptonovy bujon byl pouzit pro ptipravu bakterialniho inokula, které bylo nasledné

pouzito pro vlastni experiment.

Masopeptonovy bujon (MPB)

Pepton .ooooeeeiieeee e 50¢g
NACT it 30g
MasoVY VYLaZEK ......ceeviieiiiiniiiiieeieeiieee e 30g
Destilovand voda...........coccevvieveeiiinieneniencceee, 1000 ml

Po navazeni byly jednotlivé suroviny rozpustény v odpovidajicim mnozstvi destilované
vody, poté byl obsah dikladné protiepan a nasledovala sterilace roztoku v autoklavu pfi

121 °C po dobu 30 minut.
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Plate Count Agar (PCA)

PCA je ptuda obsahujici glukozu a kvasni¢ny extrakt, je pouzivana pro zjiSténi celkového
poctu aerobnich nebo fakultativné anaerobnich bakterii v mléce, mase, masnych produk-

tech a ostatnich potravinaiskych vyrobcich [76] [77].
Plate Count Agar (HiMedia)........ccceeeuveevieniienirenenne, 94¢g
Destilovand voda...........cocceeeevienieeiiienieeiieieeeeeeen 400 ml

Pro ptipravu zivné ptidy bylo PCA rozpusténo v odpovidajicim mnozstvi destilované vody.
Obsah byl dikladné rozmichan a nasledné autoklavovan pfti teplot€¢ 121 °C po dobu 30

min.

Fluid thioglykollate medium (FTM)

Pida FTM je univerzalni komplexni médium pro kultivaci a izolaci naro¢nych anaerobnich

ale 1 nékterych aerobnich mikroorganizmii [78].

Fluid thioglykollate medium............ccccecervenieriennnene. 119¢g
Y . | USSR 45¢
Destilovand voda...........cccceviiiiiiiiiiiiinieceeceee 400 ml

Navazené suroviny byly dikladné rozpustény ve 400 ml destilované vody, vznikly roztok

byl sterilovan v autoklavu po dobu 30 minut pii teploté 121 °C.

Fyziologicky roztok
Chlorid sodny (LachNer) .......cccceecveevciieriieenieeeieeens 85¢g
Destilovand voda..........ccoeeeeriiiniienieeiecieeee 1000 ml

Chlorid sodny byl rozpustén v odpovidajicim mnozstvi destilované vody, poté nasledovala

sterilace roztoku v autoklavu pfti teploté 121 °C po dobu 30 minut.

5.3.3 Priprava bakterialnich suspenzi

Nejprve bylo pfipraveno inokulum, kterym byly zaockovany testované modelové vzorky

tavenych syrt. Bakterie byly z Petriho misky zaoCkovany do tekutych médii (MPB nebo
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FTM) a byly kultivovany pii teploté 30 °C po dobu 24 hodin (v ptipadé klostridii anaerob-
né po dobu 48 hodin).

5.3.4 Stanoveni celkového poctu Zivych bakterii plotnovou metodou

Mikrobidlni rozbor pfipravenych modelovych vzorki taveného syra byl provadén
v pravidelnych ¢asovych intervalech. Prvni mikrobidlni analyza vzorkt byla provedena jiz
po 1 dnu od ptipravy, nésledujici analyzy byly provadény po 6, 12, 21, 28, 33, 36, 41, 47,
64, 110 a 117 dnech od zaockovani vzorka. Ve stejnych Casovych intervalech byla také
provedena analyza piipravenych kontrolnich vzorki (bez kontaminace bakteridlni suspen-
zi). V kazdém odbérovém dnu bylo celkem analyzovéano 6 kelimkl téhoz vzorku a kazdy

vzorek byl kultivovéan na 6 Petriho miskach.

Po otevfeni analyzovaného vzorku bylo pomoci sterilni 1zice odebrano 5 g vzorku, poté
nasledovala jeho homogenizace. Homogenizace vzorku probihala ve 45 ml fyziologického
roztoku. Aby pocet narostlych kolonii byl dostatecné piesny, bylo provedeno desitkové
fedéni, jehoz principem je postupné fedéni suspenze vzdy na 10x nizsi koncentraci ¢istym
fyziologickym roztokem. Pro ziskéni spravnych vysledki je nezbytné dobie zvolit fedéni
vzorku. Inokulum ve vhodném fedéni bylo dokonale promichano, nésledné pipetovano
pomoci automatické pipety na sterilni Petriho misku a pfelito pfislusnou rozpusténou zZiv-
nou pidou, vytemperovanou na 45 £ 0,5 °C v mnozstvi 18 £ 2 ml. Pida byla s inokulem
dokonale promichana krouzivymi pohyby. Po promichani byly Petriho misky s ptidou ne-
chany v klidu az do uplného ztuhnuti. Poté byla provedena kultivace v termostatu (v piipa-
d¢ klostridii v anaerostatu bez ptistupu kysliku a se 7 % CO,) pfi teploté 37 °C po dobu 24
hodin (v ptipad¢ kultivace klostridii 48 hodin). Celkové pocty mikroorganizmil byly pte-
poéteny na 1 g vyrobeného vzorku (CFU -g™).

Vypocet celkového poctu Zivych mikroorganizmi pro dvé Petriho misky stejného ie-

déni:
c
N=—02=1
d-V

kde: N — po&et mikroorganizmii [CFU.g"']; ¢ — poéet viech kolonie tvoficich jednotek

(prislusné skupiny mikroorganizmil) na vSech plotnach pouzitych pro vypocet; n — pocet
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ploten stejného fedéni pouzitého pro vypocet; d — fedici faktor odpovidajici prvnimu pro

vypocet pouzitému fedéni; V — objem inokula ockovaného na kazdou plotnu [ml]

Vypocet celkového poctu Zivych mikroorganizmu pro dvé Petriho misky po sobé

jdouciho Fedéni:

I X

V-(n,+0,1-n,)-d

kde: N — pocet mikroorganizmii [CFU.g"']; ¢ — poéet viech kolonie tvoficich jednotek
(ptislusné skupiny mikroorganizmil) na vSech plotnach pouzitych pro vypocet; nl — pocet
ploten prvniho fedéni pouzitého pro vypocet; n2 — pocet ploten druhého fedéni pouzitého
pro vypocet; d — fedici faktor odpovidajici prvnimu pro vypocet pouzitému fedeni;

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

5.3.5 Stanoveni pH modelovych vzorki taveného syra

Pomoci pH-metru byly zméieny hodnoty pH piipravenych vzorki taveného syra. pH bylo
zjistovano pro kazdy pomér tavicich soli v testovanych bindrnich smésich. Méfeni bylo
provadéno pii laboratorni teploté a kazdy vzorek taveného syru (tj. kazdy kelimek) byl

méfen alespon na 3 riznych mistech.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Od prehistorickych dob byly nékteré chemické latky pro jejich zvlastni funkce pridavany
do potravin. Diky technologickému pokroku ve zpracovani vzrostla rozmanitost potravino-
vych vyrobki, coz vyvolalo zvySeni pouziti aditivnich pfipravkd. Pro dosazeni pozadova-
ného efektu dnes existuje cela fada riznych ptisad zamérné ptidavanych do potravin. Vyu-
ziti aditivnich latek se v praxi ujalo, ale toto pouziti neni bez diskuse. V podstaté existuji tii
typy konzervacnich latek pouzivanych v potravinach: antimikrobialni latky, antioxidanty a
latky zabranujici hnédnuti [7]. Cilem této Casti prace bylo zhodnotit pouziti a ucinek pte-
devsim antimikrobidlnich latek, které¢ byly v této praci testovany. Antimikrobialni latky
se pouzivaji zejména jako ochrana proti mikrobidlni kontaminaci. Tyto latky hraji dilezi-
tou roli v prodlouzeni trvanlivosti mnoha polotovara i potravin ur¢enych k pfimé konzu-

maci [7].

Prakticka c¢ast diplomové prace byla zamétfena piedevsSim na zkoumani antibakteridlniho
vlivu fosforecnanovych latek ziskanych od vyrobce Fosfa akciova spolecnost, které jsou
v dnesni dobé hojné vyuzivany pii vyrobé raznych typd potravin. Fosfore¢nany
v potravinach reaguji zejména s jejich bilkovinnou nebo sacharidickou (pfevazné Skroby)

slozkou a tim modifikuji jejich vodni aktivitu [33].

V ramci ptedlozené diplomové prace byly testovany binarni smési fosfore¢nand, které Ize
pii vyrobé tavenych syrii pouzit jako tavici soli. Smési byly slozeny z polyfosfore¢nanu
(HEXA 68 nebo HEXA 70) a ortofosfore¢nanu (DIDI) a to tak, ze tyto soli byly vzdy tes-
tovany ve Ctyfech vzdjemnych pomérech. V predchazejici studii [44] bylo zjisténo, ze
v podminkéch in vitro plisobi inhibi¢né na grampozitivni bakterie polyfosfore¢nany, za-
timco ortofosfore¢nan DIDI v podminkéch in vitro inhibi¢ni G¢inky nevykazoval. Kromé
délky fosfore¢nanového fetézce méla vliv na rist bakterii v podminkach in vitro také hod-
nota pH prostfedi (v alkalickém prostfedi byly zjistény inhibi¢ni ucinky fosforecnant

s krat§im fetézcem; [44]).

Smési fosforeCnant byly v této praci tedy voleny tak, aby se vysledné pH tavenych syri
(5,6 — 5,8) co nejvice ptiblizovalo béznym vyrobkiim v obchodni siti a zamezilo se tak
vlivu pH na rist testovanych bakterii v modelovych vzorcich tavenych syrti. Zaroven, aby
bylo mozno vyrobit taveny syr, ktery se ma co nejvice podobat béznému vyrobku, bylo

nutno pouzit tavici fosforecnanové soli. Za kontrolni vzorky (tj. za vzorky, u nichZ nebyl
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predpokladan inhibi¢ni efekt fosforeCnantl) 1ze tedy povazovat modelové tavené syry, které
byly vyrobeny pouze s tavici soli DIDI (tj. poméry soli DIDI : HEXA 68, resp. HEXA 70,

2,5:0). Fosforecnan DIDI slouzil rovnéz k upravé pH modelovych tavenych syra.

K experimentu byly zvoleny takové bakterie, které jsou fazeny mezi patogenni bakterie
nebo které mohou zpisobovat kazeni potravin, zejména pak tavenych syrd. Za timto tce-
lem byly vybrany pravé sporulujici bakterie, které mohou prezit zdhiev, ktery se pouziva
pii vyrobé tavenych syrti. Rovnéz bakterie rodu Staphylococcus mohou kontaminovat po-
travinaiské (mlékarenské) provozy a dostat se tak do tavenych syru jako sekundarni kon-
taminanty. Jak jiz bylo zminéno vyse, bylo zjisténo, Zze v podminkach in vitro maji poly-
fosfore¢nany inhibi¢ni u¢inky zejména na grampozitivni bakterie [44]. Aby mohly byt tyto
inhibi¢ni G¢inky ovéfeny i v redlnych potravinach, navic v potravinach, pfi jejichz techno-
logické vyrobé se fosforec¢nany vyuzivaji, byly pravé z tohoto ditvodu testovany prevazné
grampozitivni bakterie. Pro srovnani inhibi¢niho uc¢inku fosfore¢nanti v potravinach byl

navic testovan i vliv na gramnegativni bakterii rodu Salmonella.

6.1 Vliv smési fosforeénanu na rust Bacillus cereus CCM 2010

Z obrazku 9 je patrné, Ze s postupem casu a se zvySujicim se mnozstvim fosfore¢nanové
soli HEXA 68 v testované smési, dochazelo ke snizovani poctu bunc€k bakterii Bacillus
cereus CCM 2010 ve vyrobeném taveném syru. Po 6 - 21 dnech od zaoCkovani bakterialni
suspenze do vyrobeného taveného syra nebyl sledovan ubytek bunék testované bakterie,
naopak bylo pozorovéano jejich mirné zvySeni. Tento pocatecni vzestup bakteridlnich bu-
nek Ize vysvétlit tim, ze bakterie se po zaoCkovani urcitou dobu adaptovaly na nové pro-
stiedi (bujon vs. taveny syr) a teprve po urcité dobé se zacal projevovat inhibi¢ni vliv fos-

fore¢nanovych soli.

Nartist bun¢k byl sledovan u vSech pomért fosforecnanovych soli, které byly testovany.
Nejvyssi vSak byl sledovan u vzorkti obsahujicich pouze sl DIDI nebo u vzorkl obsahuji-
ci fosfore¢nanovou smés s malym mnozstvim (piiblizn€¢ 13 % z celkového obsahu fosfo-
re¢nanovych soli) soli HEXA 68. Nejvyssi snizeni poctu bun€k (o cca 95 %) bylo ve srov-
nani s pocateCnim mnozstvim zaznamenano po 36 dnech od zaockovani vzorku. O toto
snizeni se zaslouzily smési s nejvyssim obsahem soli HEXA 68 pouzité v experimentu.

Z vysledkt analyzy vzorki tavenych syrti skladovanych 117 dnti vyplyva, Ze pokles poctu
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bakteridlnich bun¢k ve vzorku byl u smési obsahujici fosfore¢nany DIDI i HEXA 68 vy-
razn¢ vys$$i ve srovnani se vzorky syrd, které obsahovaly pouze samostatnou tavici sil
DIDI. Tyto vysledky tak potvrzuji teorii, ze fosfore¢nanova stil DIDI neni pouzivana pro
jeji antibakterialni vlastnosti, ale predev§im z divodu upravy pH findlniho vyrobku, snad-
néjSiho utaveni a ziskani vhodné konzistence tavenych syrt [44]. Mlizeme se domnivat, ze
vys$$i antimikrobidlni aktivita polyfosfore¢nanu HEXA 68 (pfipadn¢ HEXA 70) je dana
jejich slozenim, jednd se o polyfosforecnany s 15 — 20 fosforeCnanovymi jednotkami v
fetézci (presn€jsi struktura bohuzel neni vyrobcem definovana). Smés s nejvyssim obsa-
hem polyfosforecnanu HEXA 68 byla po celou dobu provadéné mikrobiologické analyzy
ucinngjsi v inhibici ristu B. cereus CCM 2010 nez smés obsahujicich fosfore¢nanovou stl
HEXA 70 (obr. 10), ktera byla pouzita v druhé kombinaci testovanych binarnich fosforec-

nanovych smési.

-
6 {‘\
o 2
50 —&— DIDI:HEXA 68 2,5:0
2 4
e] O— — —B— DIDI:HEXA 68 2,1:0,4
(-T+] '\‘
S 3 —— DIDI:HEXA 68 1,7:0,8
, —a g DIDI:HEXA 68 1,3:1,2
‘AA\A;
& —h—
1
0
0 20 40 60 80 100 120 140

Cas (pocet dnii)

Obrazek 10. Vliv binarnich smési fosfore¢nanovych soli v kombinaci I na rtst Bacil-

lus cereus CCM 2010

Vysledky z posledni provedené analyzy (tj. po 117 dnech skladovani) jsou u obou pouzi-
tych kombinaci soli shodné. V obou piipadech byl pozorovan pokles poctu bunék o 99 %

ve srovnani s vysledky z prvni analyzy (tj. u vzorkl druhy den po jejich vyrobg).

Pokud porovname celkové ucinky testovanych smési fofore¢nanovych soli na bakterii Ba-

cillus cereus CCM 2010, mtizeme fici, Ze fosfore¢nanova smés obsahujici polyfosfore¢nan
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HEXA 70. Nicméné, inhibice Bacillus cereus CCM 2010 byla ptedpokladéna u obou typi
fosfore¢nanovych smési, protoze jak jiz bylo zminovano, inhibi¢ni ucinek tavicich soli
roste se stupném jejich kondenzace [45]. I kdyZ neni slozeni soli HEXA 68 ani HEXA 70
ptesné definovano, z vysledkd se lze domnivat, zZe obsahuji fosfore¢nany v takovym kon-
denzacnim stupni, ktery umoziuje inhibici grampozitivnich bakterii. Delsi fetézce fosfo-
recnanovych soli vykazuji vétsi schopnost odlucovat divalentni kovové kationty, ¢imz je
zpusobeno naruseni celistvosti stén bakterialnich bunék ¢i jejich membran, coz vede k ni-
ku intracelularni nukleotidi a bilkovin [33]. Na tuto skute¢nost poukazuji i jiné studie,

zkoumajici vliv téchto soli na mikroorganizmy [44].
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Obrazek 11. Vliv binarnich smeési fosfore¢nanovych soli v kombinaci II na rtst

Bacillus cereus CCM 2010

Z vysledkti experimentu také vyplyva, ze u kontrolnich vzorkd obsahujicich pouze sil
DIDI nejsou patrny pfilisné ubytky v poctu bunek Bacillus cereus CCM 2010, z ¢ehoz lze
usuzovat, Ze tato siil nevykazuje inhibici ani pfi nejvyssim aplikovaném mnozstvi. Tato
skutecnost mtize byt pfisuzovana faktu, ze vzorky obsahujici pouze sil DIDI vykazovaly
neutralni hodnoty pH, coz potvrzuje to, ze vyssi inhibic¢ni aktivita fosfore¢nanii neni pod-

porovana v takovém prostiedi [33].
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Pozvolny ubytek prakticky vSech testovanych bakterii (nejen B. cereus CCM 2010)
v kontrolnich vzorcich obsahujicich pouze fosfore¢nan DIDI je pravdépodobné dan tim, ze
bakterie nedokazou v matrici tavenych syrt prezivat neomezenou dobu. Linton a Harper
[79] zjistili, ze bakterie patfici mezi potravinaiské patogeny jsou schopny v tavenych sy-
rech prezivat pii teploté¢ 5 °C v rozmezi 14 az 182 dnt, pticemz po celou dobu skladovani
se jejich pocty snizovaly. V téze studii bylo rovnéz zjisténo, ze bakterie kontaminujici po-
traviny jsou schopny piezit v tavenych syrech pii chladirenské teploté déle, nicméné od cca

70. dne jejich skladovani doslo k jejich vyraznéjsi redukci [79].

6.2 Vliv smési fosforeCnant na rast Bacillus subtilis subsp. spizizenii

CCM 4062

Z vysledkll zaznamenanych na obrazku 11 lze vycist, ze jiz po Sesti dnech od zaockovani
vzorkli modelovych tavenych syri pfipravenou bakteridlni suspenzi, doslo k mirnému sni-
zeni poctu bunek. Tento pokles byl zaznamenan pouze u vzorki, na jejichz vyrobu byla
pouzita smés s vy$$im obsahem soli HEXA 68. Muzeme tedy fici, ze s prodluzujici se do-
bou skladovani vyrobku, se projevila inhibi¢ni aktivita fosforecnanovych smési obsahuji-
cich vétsi mnozstvi polyfosforecnanu HEXA 68 na bakterie Bacillus subtilis subsp. spizi-
zenii CCM 4062 ve srovnani se smeési s niz§Sim obsahem nebo uplnou absenci této soli. U
vzorkl, které byly utaveny s druhou kombinaci tavicich soli, je mozné pozorovat, ze pocet
bakteridlnich bun¢k byl zejména v cca 1/3 mikrobidlniho rozboru (tj. po 28 dnech od vyro-
by vzorki) vétsi nez u vzorkil s prvni kombinaci soli (obrazek 12). Po této dobé byl pocet
bakterialnich bunék fadové shodny u obou kombinaci fosfore¢nanovych smési. U obou
testovanych kombinaci fosfore¢nanovych tavicich smési mizeme sledovat vyraznéjsi po-
kles poctu bakterialnich bun¢k po jednom mésici od ptipravy a zao¢kovani vzorku testova-

nymi bakteriemi. Po této dob¢ se vSak pocet bun¢k snizoval opét pomalejSim tempem.
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Obrazek 12. Vliv binarnich smési fosfore¢nanovych soli v kombinaci I na rtst Bacil-

lus subtilis subsp. spizizenii CCM 4062
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Obrazek 13 Vliv binarnich smési fosforecnanovych soli v kombinaci II na rust Bacil-

lus subtilis subsp. spizizenii CCM 4062

Nékteré studie potvrzuji, ze fosforecnanova sl HEXA 68 je schopna vykazovat inhibi¢ni

aktivitu na bakterie rodu Bacillus pti koncentraci 0,4 % [44]. Z vysledkl analyzy vzorkl

tavenych syrt zaockovanych bakterii B. subtilis CCM 4062 skladovanych pfi chladirenské




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 47

teploté po dobu 117 dni je patrné, ze fosforecnanova stil HEXA 70 ptisobila na testovanou
bakterii mén¢ inhibicné nez HEXA 68. Informace z pouzitych zdroji udavaji, ze B. subtilis
CCM 4062 neni v podminkach in vitro schopen rustu v prostfedi s 2% koncentraci soli
HEXA 68 a tato sil jiz pfi koncentraci 0,4 % zpisobovala prodlouzeni generacni doby i
doby lag faze této bakterie. Stejné jako u B. cereus CCM 2010 nezpiisobila v podminkach
in vitro fosfore¢nanova stl DIDI vyrazné snizeni poc¢tu bun€k B. subtilis subsp. spizizenii
CCM 4062. Pouze 1% a 2% koncentrace této soli vyvolala u bakterii rodu Bacillus mirné

prodlouzeni lag faze [44].

6.3 Vliv smési fosfore¢nant na rast Clostridium sporogenes CAPM 6329

U prvni kombinace soli mizeme sledovat, Ze k vyraznéjSim antibakteridlnim projevim
doslo az po 12 dnech od zaockovani vzorkt bakteridlni suspenzi. Tyto projevy byly pozo-
rovany pouze u smési obsahujicich vyssi mnozstvi soli HEXA 68, coz znamena4, Ze tato sil

tvoftila pfiblizné 27 % nebo 42 % obsahu testované fosforecnanové smési.

Z obrazku 13 lze pozorovat, ze k vyraznému poklesu ristu bunék bakterie Clostridium
sporogenes CAPM 6329 doslo po mési¢nim skladovani zaockovanych vzorkti. Ve srovna-
ni s vysledky mikrobiologické analyzy vzorkti druhy den po vyrobé doslo po této dob¢ az
k 99% snizeni poctu bunék. Toto sniZeni bylo sledovano u vzorkd, pro jejichz vyrobu byla
pouzita fosfore¢nanova smes s nejvys$im testovanym mnozstvim (cca 42 %) polyfosforec-
nanu HEXA 68. Smés se stejnym mnozstvim polyfosforecnan HEXA 70 vykazovala tado-
v¢ stejny pokles bakteridlnich bunék C. sporogenes CAPM 6329 jako prvni kombinace
soli, ale z vysledki je patrné, ze vzorky tavenych syr s kombinaci soli obsahujici polyfos-
forecnan HEXA 70 obsahovaly vyssi pocet bunck. Z téchto vysledkil 1ze usuzovat, ze stl
HEXA 68 ma ptece jen vétsi inhibi¢ni G€inky na bakterii C. sporogenes CAPM 6329 nez
sul HEXA 70.

Viditelnéjsi pokles riistu bakterie C. sporogenes CAPM 6329 v ptitomnosti smési se soli
HEXA 70 je mozné pozorovat az po 28 dnech (obrazek 14) po vyrobé modelovych vzorkl
tavenych syrt, kdy se pocet bunék snizil o jeden fad (srovnano s prvni analyzou). Po pro-
vedeni posledni analyzy, ktera byla vyhodnocena téméf po ¢tyfech mésicich po zaockovani
vzorkl, byl zjistén u obou kombinaci fosfore¢nanovych smeési ubytek bun¢k celkem o 5

rada ve srovnani s prvnim mikrobidlnim rozborem.
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Obrazek 14. Vliv binarnich smési fosforecnanovych soli v kombinaci I na rust

Clostridium sporogenes CAPM 6329
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Obrazek 15. Vliv binarnich smési fosfore¢nanovych soli v kombinaci II na rist

Clostridium sporogenes CAPM 6329

U bakterie Clostridium sporogenes CAPM 6329 bylo potvrzeno, ze s rostoucim obsahem

polyfosforecnant HEXA 68 nebo HEXA 70 dochazelo k tomu, ze se prostiedi stavalo ne-

vhodné pro rist bunek. Z pribéhu experimentu je zcela jasné, Ze vySsi inhibi¢ni efekt byl
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vykazovan polyfosforecnanem HEXA 68 nez polyfosforecnanem HEXA 70, coz potvrzuje
také posledni analyza, kterd byla provedena po témer Ctyfmesicnim uskladnéni tavenych
syri zaockovanych touto bakterii. U vzorki se soli HEXA 70 je mozné pozorovat po 110
dnech od zaockovani vzorkil snizeni ristu bunék o 4 fady. Vzorky se soli HEXA 68 vyka-

zovaly stejny pokles jiz po 36 dnech od zdmérné kontaminace vzork.

6.4 Vliv smési fosforecnani na rist Clostridium butyricum CAPM 6342

Druha testovana bakterie rodu Clostridium, Clostridium butyricum CAPM 6342, je bakte-
rii, kterd je obdvanym kontaminantem piedev$im v syrafském primyslu, protoze miize
zpusobovat nezadouci dufeni tavenych syrt. Tato vada mtze vzniknout z toho divodu, Ze
pusobenim bakterie Clostridium butyricum dojde k rozkladu matrice syrii (zejména laktdzy
a mlé¢nanil), coz miize byt doprovazeno produkei nezddoucich plynt [5]. Ptiznivé vysled-
ky proti dufeni tavenych syrti pfinesli Berridge a Hawley [5] pouzitim suSeného preparatu

antibiotika nisinu, ktery ptivodce duieni inhiboval.

Z vysledkl (obrazek 15) testovani inhibi¢ni aktivity binarnich fosfore¢nanovych smeési na
rust bakterie Clostridium butyricum CAPM 6342 je patrné, Zze byl zaznamenan pokles
v poctu bunék jiz po Sestém dnu od zaockovani modelovych vzorki tavenych syra. Pocet
bunck se po této dobé snizil pfiblizn€ o 70 %. Tento inhibi¢ni efekt byl pozorovan opét u
fosforeCnanové smési, jejiz 42% obsah tvoftil polyfosforecnan HEXA 68. Z obrazku 15 je
také patrné, ze vyraznéjsi inhibi¢ni aktivita fosforecnanovych smési se zacala projevovat
az po dels$im skladovani (33 dnil) vyrobenych tavenych syrii. Po provedeni posledniho mi-
krobiologického rozboru (tj. po 117 dnech), bylo zjisténo, Ze nejvice inhibujici fosfore¢na-
nova smes, kterou byla smés DIDI:HEXA 68 v poméru 1.3:1.2 snizila pocet bakterialnich

bun¢k témét o 100 %, konkrétné 0 99,99 %. Velmi obdobného vysledku bylo dosazeno i se
smési DIDI:HEXA 70 v poméru 1,3:1,2.
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Obrazek 16. Vliv binarnich smési fosfore¢nanovych soli v kombinaci I na rtst

Clostridium butyricum CAPM 6342

U vzorkd, které byly vyrobeny s absenci polyfosforecnanu HEXA 68 nebo HEXA 70, a
které obsahovaly pouze siil DIDI, klesl bakterialni rast pouze o 3 fady. Z vysledku, které
jsou znazornény na obrazku 16 vyplyva, Ze kombinace tavicich soli, ve které byl polyfos-
bicni aktivitu na bakterii C. butyricum CAPM 6342. Vysledky zaznamenané na obrazku 15

jsou téméet shodné s vysledky, které znazornuje obrazek 16.

U bakterie C. butyricum CAPM 6342 neni mozné zcela jasné urcit, kterd z pouzitych smési
fosfore¢nanovych soli inhibovala vice riist této bakterie. SloZzeni obou polyfosfore¢nant
neni pfesné znamo, nemuzeme tedy fict, ktery z nich ma delsi fetézec nebo zda neobsahuje
1jiné slozky a tudiz neni mozné zduvodnit odliSnost inhibi¢nich uc¢ink téchto soli.

Po porovnani vysledki riistu testovanych bakterii rodu Clostridium v tavenych syrech ob-
sahujicich polyfosforecnany, je ztejmé, ze C. butyricum CAPM 6342 byla citlivéjsi na pfi-
tomnost polyfosforecnanu HEXA 68 nez C. sporogenes CAPM 6329. Loessner et al. [80]
zkoumali v tavenych syrovych pomazéankach ucinky polyfosfore¢nti na riist a vyvoj bakte-
rie Clostridium tyrobutyricum, jejiz spéry také mohou vyvolat maselné kvaseni a nasledné
1 dufeni syrovych vyrobku. Z jejich vysledktl vyplyva, ze za normalnich podminek muze
0,5% fosfore¢nan sodny slouzit jako kontrola rGstu bakterie C. tyrobutyricum a jiz 1%

koncentrace tohoto fosfore¢nanu zcela inhibuje rtst této bakterie.
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Obrazek 17. Vliv binarnich smési fosfore¢nanovych soli v kombinaci II na rist

Clostridium butyricum CAPM 6342

Studie nékterych autort také uvadéji, ze inhibice enzymt, které je podporovana piitomnos-
ti fosfore¢nanti, mize byt zodpovédna za jejich antimikrobialni aktivitu. Wagner a Busta
[81] zjistili, ze difosforecnan sodny (SAPP) v kultivaénim médiu potlacil tvorbu i ¢innost
proteazy, ktera je zodpovédna za aktivaci botulotoxinu, coz se nasledné projevilo zpozdé-
nou produkci tohoto toxinu v mase zaoCkovaném bakterii Clostridium botulinum [81]. Tu-
to skutecnost také potvrdil Tarr [82], ktery ve své praci uvadi, ze pfitomnost SAPP v rybi
svaloviné potlacila produkci enzymu 5'-nukleotidazy, ktery zpiisobuje hydrolyzu adeno-

sinmonofosfatu (AMP) na adenosin a molekulu fosfatu.

6.5 Vliv smési fosforeCnant na rust Staphylococcus aureus subsp. aureus

CCM 3953

Mirné citlivost bakterie Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953 byla prokazana
po 12 dnech skladovani vzorkt tavenych syrt zamérné zaockovanych touto bakterii. Vy-
sledky z ptedchozich analyz (po 1, respektive 6 dnech skladovani) ukézaly, ze pocet bunck
do této doby naopak mirn¢€ vzrostl. Zvyseny pocet bun¢k bylo mozné pozorovat u vyrobki,
které byly vyrobeny pomoci fosfore¢nanové smési bez piidavku soli HEXA 68 (ptipadné

HEXA 70) nebo ptidavek polyfosforecnant byl tak maly, Ze po této dob¢ se inhibi¢ni akti-
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vita nestacila projevit. Po srovnani inhibi¢nich uc¢inkd polyfosforecnani HEXA 68 a
HEXA 70 lze tvrdit, ze bakterie S. aureus CCM 3953 byla vice citliva na sil HEXA 68, i
kdyz jeji antibakterialni aktivita nebyla o mnoho vyraznéjsi nez inhibi¢ni aktivita soli

HEXA 70.
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Obrazek 18. Vliv binarnich smési fosfore¢nanovych soli v kombinaci I na rtst Sta-

phylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953

U obou testovanych kombinaci soli (ve vSech pomérech) se pocet bun¢k vyraznéji snizoval
pouze po dobu dvou mésicl, od této doby klesal pocet bunék jen velmi nepatrné.
Z vysledkl posledni analyzy vzorkt syrt skladovanych 117 dnti, které graficky znazoriuje
obrazek 17, vyplyva, ze fosfore¢nanova smes, kterd obsahovala 42 % polyfosfore¢nanu
HEXA 68 snizila pocet bunék bakterie S. aureus CCM 3953 celkem o 4 tady. Inhibi¢ni
aktivita polyfosforecnanu HEXA 70 nebyla pfili§ odlisna (obrazek 18) oproti soli HEXA
68. U vzorku obsahujici pouze stl DIDI doslo po témét ¢tyfmesi¢nim skladovani k poklesu

rustu pouze o 2 fady.
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Obrazek 19. Vliv binarnich smési fosfore¢nanovych soli v kombinaci Il na rist Sta-

phylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953

Stejné jako u testovanych bakterii rodu Bacillus nebo Clostridium byl pocet bunék bakterie
S. aureus CCM 3953 vyraznéji snizen kombinaci soli obsahujici polyfosforecnan
HEXA 68. Z dfivéjsiho experimentu, ktery byl proveden pro zjisténi antibakterialnich
vlastnosti tavicich soli vyplyva, ze sil HEXA 68 zabranovala v podminkach in vitro rastu
bakterie Staphylococcus aureus CCM 3953 jiz pii koncentraci 0,5 %. Koncentrace nizsi

(0,4 % w/v) méla za nasledek prodlouzeni doby lag faze testované bakterie [44].

Polyfosforecnan HEXA 70 vykazoval niz8i antibakterialni vlastnosti na testovany S. au-
reus CCM 3953. Podle Lorencové [44] v podminkach in vitro plsobila na S. aureus
CCM 3953 inhibicné az 2% koncentrace polyfosfore¢nanu HEXA 70. Pfi niz$ich koncent-
racich doslo ,,pouze” k prodlouzeni lag faze této bakterie. Sil DIDI opét nevykazovala

zietelny pokles v po¢tu bun¢k testovanych stafylokoki.

Z pouzitych zdrojl a z vysledkl provedeného experimentu se 1ze domnivat, ze pH prostie-

di vyrazné ovliviiuje inhibi¢ni ptisobeni tavicich soli na bakterie [33].

Knabel et al. [54] konstatuji, ze v ptitomnosti 1% difosfore¢nanu sodného (SAPP) doslo ke
snizeni pH prostfedi na hodnotu 5,5, pfi tomto mirn¢ kyselém pH byla pozorovana vy-
znamna inhibice bakterie S. aureus. Nicméné, v prostiedi o pH 6,0 (bliz§imu neutralni

hodnot¢), neprojevoval aplikovany difosforecnan inhibicni vlastnosti na tuto bakterii. Na
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druhou stranu, autofi v této praci také tvrdi, ze prostiedi s vyrazné alkalickym pH

(pH ~ 8) podporuje antimikrobidlni uc¢innost fosfore¢nanovych soli [54].

V naSem experimentu se pH modelovych vzorki tavenych syrt s polyfosforecnany HEXA
68 a HEXA 70 pohybovalo v mirn¢ kyselych hodnotach (pH ~ 5,65), zatimco pH vzork
s fosfore¢nanem DIDI ukazovalo na mirné vyssi hodnoty, coz mize byt jednim z diivodd,

pro¢ u téchto vzorkl nedoslo k vyrazné inhibici rustu testovanych bakterii.

Zkoumani, které provedli Lee et al. [7], ukazuje, ze rist bakterie S. aureus v prostredi, do
n¢hoz byly pfidany vapenaté a hotecnaté ionty nebyl inhibiéné ovlivnén pritomnosti ultra-
fosfore¢nanu ani pfitomnosti hexametafosforecnanu sodného (SHMP). Také v pritomnosti
zeleza a aplikovaného pyrofosfore¢nanu tetrasodného (TSPP) nebylo vytvotfeno prostiedi,

které by piisobilo inhibi¢né€ na tuto bakterii [7].

6.6 Vliv smési fosforeCnant na rast Salmonella enterica subsp. enterica

ser. Enteritidis CCM 4420

Jak je patrné z graficky zndzornénych vysledkt (obrazek 19 a 20), bakterie Salmonella
enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420 byla nejméné citliva na testované fosfo-
re¢nanové smési. V pribéhu piiblizné Ctyf mésicti od zaockovani bakterialni suspenze do
vyrobenych tavenych syrid, nebyl prokdzan ani u jednoho ze zkoumanych pomért fosfo-
re¢nanovych soli vyraznéjsi inhibi¢ni ucinek. Zkoumanim bylo zjisténo, ze vSechny testo-
vané soli vykazovaly téméf shodné inhibi¢ni u€inky na rist bakterie Sa/monella Enteritidis
CCM 4420. Vyraznéjsi inhibice této bakterie nebyla pozorovana ani u vzorka obsahujicich
fosfore¢nanovou smés s nejvysSim testovanym mnozstvim polyfosfore¢nanu HEXA 68
(ptfipadné¢ HEXA 70), ktery jevil nejvyssi inhibi¢ni G¢€inky u pfedchozich testovanych
grampozitivnich bakterii. Po uplynuti témér ¢tyf mésicii od zaockovani vzorkl syra, doslo
v pfitomnosti nejvice inhibujici fosfore¢nanové smeési, obsahujici soli DIDI a HEXA 68
v poméru 1,3:1,2 k ubytku v poctu bun€k bakterie Sa/monella Enteritidis CCM 4420 pouze
o 2 fady. U vzorkl s nejvyssim obsahem polyfosforecnanu HEXA 70, byl konecny pocet

bunck jesté o 15 % vyssi nez u stejnych vzorkt se soli HEXA 68.
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Obrazek 20. Vliv binarnich smési fosfore¢nanovych soli v kombinaci I na rtst Sal-

monella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420
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Obrazek 21. Vliv binarnich smési fosfore¢nanovych soli v kombinaci II na rast Sal-

monella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420

Posledni testovana bakterie, S. Enteritidis CCM 4420, byla nejméné citliva na smési fosfo-

re¢nanovych soli pouzitych v tomto experimentu k vyrobé¢ modelovych tavenych syra.
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Vysledky této studie se také shoduji se zkoumanim Lorencové [44], kterda ve své praci
uvadi, ze S. Enteritidis CCM 4420 nebyla v podminkach in vitro usmrcena ani 2% koncen-
traci polyfosforecnanovych soli (HEXA 68 nebo HEXA 70). Timto byly potvrzeny také
vysledky jinych autord, ktefi uvadéji, ze gramnegativni bakterie nepodléhaji antibakterialni

aktivité fosfore¢nanovych tavicich soli [49].

Pfitomnost Fe** iontd podpofila inhibini aktivitu fosforegnanti viiéi ristu bakterie Salmo-
nella Typhimurium. Tato skute¢nost je patrna z vysledki studie, ktera byla provedena au-
tory Knabel et. al. [54]. Autoii se domnivali, Ze vznik komplexu polyfosfore¢nan-zelezo
zpusobil zablokovani siderofort (receptory vazici a pienasejici zelezo) na povrchu bunék
této bakterie, coz znemoznilo pfenos zeleza, ktery je dilezity pro rist a metabolismus bak-

terie Salmonella Typhimurium [54] [83].

Utinky polyfosfore¢nant na mikroorganizmy, které se nachézeji v potravinach, zavisi na
ruznych faktorech, které ovliviiuji jejich ¢innost. Jedna se o faktory jako je druh pouzitého
fosfore¢nanu a jeho koncentrace, pH, druh substratu, tepelné zpracovani, typ a Groven mik-

robialni kontaminace a samoziejm¢ také teplota skladovani [33].

Vysledky ptedlozené prace ukazuji na pokles poctu bunék u vsech testovanych grampozi-
tivnich bakterii vzdy s prodluzujici se dobou skladovani a se zvySujici se koncentraci pou-
zitych polyfosfore¢nanti. Pii pouziti nejvyssich testovanych koncentraci soli HEXA doslo
k poklesu v poc¢tu bunék o cca 4 — 5 tadu. Vysledky rovnéz ukazuji, ze nejvice citlivou
bakterii vici testovanym binarnim fosforeCnanovym smésim byla bakterie B. subtilis
CCM 4062. Na tuto bakterii vykazovala nejvyssi inhibi¢ni aktivitu smes obsahujici stl

HEXA 68.

Ze vsech testovanych bakterii byla nejméné inhibovana S. Enteritidis CCM 4420. Jak uz
bylo uvedeno, gramnegativni bakterie nemaji ve své bunécné sténé fetézce teichoovych
kyselin, které¢ jsou zodpovédné za zachovani vysoké koncentrace kovovych iontd, proto
nemohou byt polyfosforecnany tak uspé$né v chelataci iontd, kterd je jednim z davodi

jejich antibakteridlni aktivity [51].

Kombinace polyfosforecnanti a jinych konzervacnich latek muze vyvolat synergisticky
efekt v inhibici nékterych mikroorganizmt [33]. Autofi studii uvadi, ze u nékterych potra-
vin (jable¢na $t'ava, vajecny bilek, rybi filety) spoluptisobeni SHMP a konzervac¢nich latek

jako jsou sorbat, benzoan a propionat vyvolalo antifungicidni aktivitu [7].
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Rajkowski et al. [7] hodnotili také antimikrobidlni i¢inek SHMP (v koncentraci 0,5 a
1,0 %) v kombinaci s NaCl. Zkoumani bylo provedeno v UHT oSetfeném mléce, které bylo
zaoCkovano bakterii Staphylococcus aureus. Vysledky této studie ukazuji, Ze NaCl nepod-
poruje inhibi¢ni aktivitu SHMP. Toto zjisténi bylo pfi¢itano piitomnosti vapniku a hot¢iku
v mléce. Jak uz bylo n€kolikrat zminiovano, nadmérné mnozstvi téchto iontl inhibiéni akti-

vitu fosfore¢nanti snizuji.

Fosfore¢nany také nachézeji uplatnéni pii zpracovani celé fady jinych potravin, jako je
napf. maso, driibez, moiské plody atd. V téchto potravinach jsou pouzivany piedevsim
kvli jejich pufracni schopnosti, dale také ovlivituji rozpustnost latek, maji schopnost vazat
vodu a v neposledni fadé slouzi fosforeCnany také jako emulgatory, stabilizatory a zabra-
nuji oxidaci [7].

Hlavni divod, pro¢ jsou fosfore¢nany ptidavany do masnych vyrobku, je to, ze zvysSuji
vaznost vody a snizuji hmotnostni ztraty béhem tepelného zpracovani. Fosfore¢nany nejen
zlepSuji kiehkost a St'avnatost téchto vyrobki, ale zpomaluji i oxidaci lipidi. Fosfore¢nany
by ale nemély byt pouzivany pfi vyrob¢ trvanlivych masnych vyrobki, protoze zabranuji
vysouseni a snizovani vodni aktivity, coZ je v procesu jejich vyroby dilezité, nebot’ tim je
prodlouzena jejich tdrznost [84]. Fosfore¢nany nachéazeji vyuziti pii vyrobé celé fady vy-
robki [7]. Obecné plati, Ze citlivost mikroorganizmi na pfitomnost polyfosfore¢nanti se

1i81 s jejich druhem.
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ZAVER
Diplomova prace byla zaméfena na zkoumani inhibi¢nich ucinkii binarnich smési fosfo-

recnanovych soli na vybrané druhy bakteridlnich bunék. Na zaklad¢ ziskanych vysledkt

1ze formulovat nésledujici zavéry:

» smeési s rostoucim obsahem fosforecnanti ve vyssim kondenza¢nim stupni mély v
podminkach modelovych vzorktl tavenych syri lepsi inhibi¢ni u¢inky na rast testova-

nych grampozitivnich bakterii nez smési s nizsi koncentraci polyfosforecnand,

» béhem 117denniho chladirenského skladovani tavenych syri zaockovanych mikro-
organizmy dosSlo vlivem pisobeni polyfosforecnant (HEXA 68 nebo HEXA 70)
v koncentraci 0,8 %, respektive 1,2 % (w/w), k poklesu poctu grampozitivnich bakterii

az o 5 radu,

* smési s minimalnim obsahem polyfosfore¢nanovych nebo s jejich absenci se proje-

vily jako mén¢ ucinné,

= grampozitivni bakterie byly vyrazn¢ citlivéjsi k ptritomnosti polyfosfore¢nanovych

soli nez testované gramnegativni bakterie.

» nejvice byl inhibovan rust bakterie Bacillus subtilis subsp. spizizenii a nejméné byla
na pfitomnost smési tavicich soli citliva bakterie Salmonella enterica subsp. enterica

ser. Enteritidis,

= zvysledkl lze konstatovat, ze z testovanych polyfosforecnani (HEXA 68 nebo
HEXA 70) vykazoval v tavenych syrech lepsi inhibi¢ni ucinky na rist nezddoucich

grampozitivnich bakterii polyfosforecnan HEXA 68.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ATP

E 338

E 339 -343

E 450 — 452

G+

G-

SHMP

TVS

DIDI

CCM

MPB

PCA

FTM

CFU

SAPP

TSPP

AMP

UHT

adenosintrifosfat

kyselina fosforecna
ortofosfore¢nany,
polyfosfore¢nany
grampozitivni bakterie
gramnegativni baterie
hexametafosfore¢nan sodny
tuku v susiné

dihydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného
Ceska sbirka mikroorganizmi
Masopeptonovy bujon

Plate Count Agar

Fluid thioglykollate medium
kolonie tvofici jednotky
difosfore¢nan sodny
pyrofosforecnan tetrasodny
adenosinmonofosfatu

ultra-high temperature
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PRILOHA P I: SUROVINOVA SKLADBA

Ptiloha PI A: Surovinova skladba pro 50% TVS na 1100 g DIDI:HEXA 2,5:0

. .. .| Obsah | Obsah e . .
PoFadové Surovina Mnozstvi susiny | tuku SusSinové | Tukové
k jednotky | jednotk
tislo el | o) | o) |Jednotly]Jednoty
1 Eidamska cihla 30% 0,5500| 50,00 | 15,00 27,500 8,250
2 Tuk 0,1700| 82,00 | 82,00 13,940 13,940
3 Tavici stul (DIDI + HEXA)| 0,0344| 95,00 0,00 3,266 0,000
4 Pitna voda 0,3550| 0,00 0,00 0,000 0,000
Soucet 1,109 44,706 | 22,190
Ptiloha PI B: Surovinova skladba pro 50% TVS na 1100 g DIDI:HEXA 2,1:0,4
o , . MnoZzstvi Oli?ah Obsah SusSinové | Tukové
Poradové Surovina ke] suSiny | tuku ednotky | iednotk
gislo g %] | [%] | Y| Y
1 Eidamska cihla 30% 0,5500| 50,00 | 15,00 27,500 8,250
2 Tuk 0,1700| 82,00 | 82,00 13,940 13,940
3 Tavici sul (DIDI+ HEXA)| 0,0333| 95,00 0,00 3,161 0,000
4 Pitna voda 0,3550| 0,00 0,00 0,000 0,000
Soucet 1,108 44,601 | 22,190
Ptiloha PI C: Surovinova skladba pro 50% TVS na 1100 g DIDI:HEXA 1,7:0,8
Poadové Surovina Mnozstvi gllg::;l (:ll:lsjlh SusSinové | Tukové
oradove k jednotky |jednotk
tislo el | ool | o) | Jedmothy [Jednotiy
1 Eidamska cihla 30% 0,5500| 50,00 | 15,00 27,500 8,250
2 Tuk 0,1700| 82,00 | 82,00 13,940 13,940
3 Tavici sul (DIDI + HEXA)| 0,0322| 95,00 | 0,00 3,057 0,000
4 Pitna voda 0,3550( 0,00 | 0,00 0,000 0,000
Soucdet 1,107 44,497 22,190




Ptiloha PI D: Surovinova skladba pro 50% TVS na 1100 g DIDI:HEXA 1,3:1,2

. . .| Obsah | Obsah v . .

PoFadové Surovina MnoZstvi susiny | tuku .Susmove .Tukove
Sislo [kg] (%] [%] jednotky | jednotky

1 Eidamska cihla 30% 0,5500( 50,00 15,00 27,500 8,250

2 Tuk 0,1700| 82,00 82,00 13,940 13,940

3 Tavici stl (DIDI + HEXA) 0,0311| 95,00 0,00 2,952 0,000

4 Pitna voda 0,3550( 0,00 0,00 0,000 0,000
Soucet 1,106 44,392 | 22,190




PRILOHA P II: CLANEK V ODBORNEM RECENZOVANEM CASOPISE

potravinarstvo

dod: 10.3219/141
EFFECT OF SO0DIUM PHOSPHATES OM SELECTED FOOD GRADE BACTERIA
Leosrg Budkovd, Fva Lorencovd, Dora FJardovd, Framiifek Budka, Stanislav Keddmor

ABSTRACT

The aun of this smdy was 10 exanine the inhibitory effect i vhire of selected sodinm phosphates (under the corporate
names Hexn &8, Hexa 70, Tnkrvstal. FST, Pyre 52, KPS, Didi) on selectsd grmm-positive and gram-negative bactena,
Seven different concentrations of each phosphate were wsed. Sensitvity of the bactenial strains to phosphates was observed
i baoth supplemented with salis. M wime was showed a negative effect of vantons phosphates on growih of selected rrin-
psitive bactena. Onhophospbates and diplosphares {pyeophosphates) did sor have signaficant mluboedy effect on tested
bacteria ot neutral pH. With the exception of phosphate Trikrystal has oot been found s virre sigificant inlubitory effects

on gram-ns gative bacteria,

Kevwords: pram-positive bacteria, gram-negative bactena, sodim pleospliate. antimicrobaal effect

VoD

Antinikrobid  acinek  fosfoelnant je chdpdn  jako
pozittvid vedlejsd efekr aplikace 12ehite soli v poteavmach.
Inhabaénd vémky fosforsénani json popisoviny piedeviim
u grampozitiviaich  bakiterd.  aekreryeh  nukroovycet
a kvazmek (Budkova er al. 2008; Koabel er al. 1991
Loessner et al, 1997), U7 grampozitvnich bakteni je
inhibiéni efekt zivisly no délee retézes (kondenzatuim
stugnii) fostforetnant. Fosforediany & delfing fetézer mapl
lepde whibetng mbky ned fosforecuany s kratsiom fetézci
(Buikova et al., M048E; Maier ef al.. 1999; Loessner ef
al, 1997), TUhedend skuieénost sewrvisi se strukharoun
bundtng sty & schopusost rviiisd  polyfosforecmand
vyvazovat dveimocng kationty [vapenaté a lhobetnaté)
(Maier et al, 199%; Bunka s Bufkova, 00
Apribaktenalnd efekr je dén blavnd porusenim Diegsin
bundéng  stdoy.  plicemd ziroven dochdzi ke zirdag
osmoregulice o porsteni  selekttvmd  permeability
evtoplazmaticks membrany. Toto phsobeni v koneiném
diisledkn  znamend  snizent metabolickyceh ket
vyplyvajicish =z dmiky substand.  Festorsénanové  soli
malien roviné: rnemodnit klideni spor nebo negativig
ovhvitt tvar a fvorby septa pin deélend ek  {napi
u Seeliaes cerens ) (Matsuoka ef al., 1995 Molins, 1991),
Agtumkrobni wéinsk  fosforeénant je do znedné miry
ovitvngn pH, Zména pH, kterd je mdukovina piidakem
fosforedimul, nuide lwhr ol pde wplanséad selovesteadil
schopnosti.

8 restoucim pH roste 1 tvorba komplext. Fosforetnany,
které vykazevaly alkalickoun reaken v kulrivadnim meddi.
man vved inhibifod kapacitn. Mizkd pH tond zplscbun
protomizact vazebaich mist, dim# dochazi ke znatelnému
poklesu zidanshe sekvestracnibo Béinkn (Molins, 1991;
Euabel et al, 1991). Inhibicnd Glinek fosforednantd wmliie
byt zuehodiiocen pisobeniny zildevw, kiery  viyvoeliva
jeitch  hydrolyzu.  Bowndz - nékferd  baktzrie  dispomai
enzyviry, kters jsou schopmy rozkladat fosforednamové soli
{Mobins, 1991). Syrove. tepelnd deupravensd, polraviny
dispomaji aktrvni fostatdizon  schopnow StEpat
polytostoreénamy na mzs jednotky a rhavovat jo tak
sebvesnatnich adinkd. Zaldevem docludzi k pege makitrvacs.
Probo e pro zachevind o maxiaalizact mlebeénihe inkw
tosforednanoiyeh soli doponséevin thoed po jepich piadani
do pomavinového vyrebke tepeluy zabirey (Knabel et al.
1991

Kromse  sledovdant  viovn  polyfosforecnant pa  nis
mikreorganizam v laboratormich podminkach byly rake
smdovany jejich témky na mikroorganizmy v oredlnych
poivavuikch  Moblns et al (198%) zjisnh, 28 plodavek
fosforetnanl omide snldi podei bakierd Closmidinm
spovagenes na skladovemych  masnych  vyrobeich
W hteramife  psou rovméE popisevany  inhibidmi admbky
polyfosforetuand na baktere, kiere molwou zphsobat kaZend
mlétnyels pofravin.  zejmens rozisatebrieh  syrovyeh
vytobkl. Pridavek polyfosfersinami w téchio vyrobkd
mizs zpomalit nebo rabranit ciste nefadoucich bakter
mvodicich spory (zejupéna klostridiih, které se maohon
podilet na koZeni téchio viTebkh tvorbou plynu. kyseliny
maselné nebo produkei toxii (Boreh a Lycken, 2007;
Briozzo et al, 1983; Eckner e al. 1994: Loessner ef al.,
1997 Varga, 2005).

Cilem prace byvlo v podminkach rr 17fre popsat mbibecni
vine sedmi fosforednamd v rhendn kondenzadnim stupm
na vybiadd potaviadsky vwenaame bakrerie.

MATERIAL A METODY

Pro dosafeni cili této price bvby syoane ndsledogici
kmemy bakterii ziskang z Ceské shirky mikroorganizih;
Bacillps covens OCM 2000, Bacillies sabnlty subsp. subiiirs
CCM 2216, Cifrobacter frowndis CCM T187, Enteracocciis
foecalis CCKL 4224, Dscherichin celi COM 3954,
Micvococens Difens CCM 732, Prosens arabiliv CCM
TIRE, Poendouraig: aerngivose OCM 3932 Saironelfa
entericg subsp, anteriog ser. Entenfidis CCM 4420,
Stapindococcrs mrens subsp, grreys CCM 3953
Pro pipeavu baktenidlnd  smspenze  poo  inedulac
Eviastnionm  stanovesd whibstanich  osnkit  dangyeh
fosforetnanorvieh soli byle pouiiie masopeptonového
bujdau (MMPH). Eulivace prabdhala pii 30 £ 1 °C po dobn
24 hodin.
Za wdelam zpsténi mhubiémich wdnkd 7 fosforecnanovych
soli  {polvfosforeénany Hexa 58 a  Hexa 70,
wrigelyfosforedunn FST. pyrofosforetnany Pyro 32 a KPS,
artofosforednany Didi a Trikeystal) byly pripraveiry jejich
1% (wv) rozioky., které byly vystenlizeviny filtmci
Fosforednanove soli bvly ziskduy @ Fosfa as., Bieclav-
FPoiroh,
FPro zpsténi senzitvaty pednotlivich baktenalnich komvenn
byla wyusito devin koncentraci kozds soli {0010 0.2 05

rocnik &
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potravinarstvo

0.4 05 06 0.7% 1.0: 208 s, Plipravend kultivasnd
mddia & mMznow konceontract fesforednand byla divkovina
v mmod=tvi 200yl do mikretiraéni desticky 2 zaoékovina
5 pl suspenze bakteni. Jako pozitivni kontrela poslouslo
Eultivatin médimm bez fosforetnanl. negatevind kontraka
byla fvofena pouze pripravenym MPB s fostorsénany bez
bakterialui suspenze

Testovang baktene byly kultivovany pii pokojove teplond
(2% = | ") za protepdvan po dobu 24 hodin. Bakterniln
pamst, resp. zméma  opticke  hustety, byin méfena
os pristre)i TECAN Sunnse TW/TC pii vinové déles
A0 qmm we 30 munwtovieh dntervalecl, Z namédenych
Liodnot opricke bustory byl sypodidn priunde a poté byly
sestrojeny  mastové  kfvky  (zdvislost opticks  lmstoty
o fase), Sesmwojens kiitvky byly wvmdiny ke zjistovind
plistonvyeh Konstant.

VYSLEDKEY A DISKUSE

V expenimenty  byly provedsny testy  na  sledovani
mbdbidnicl Gk sedind fosforeCmancevych  osoli
vpodmbiskich S arre u pet srampozitividel (Bociile:
cerers, B, nivbiilis, 5 ourews. M. lifenr n E, frocalis) a pét
gramnegattvnich bakteni (£ cofr, 5 enterica. P mirabilfs,
O fiesindil a P oevicginasa) b to tak. 2e bevl aledovin jejich
riist po dobu 24 hodie. Testovane  grampozitivid A
grampegatinni bakterie byly vvbrany fak, aby zalimovaly
bakrerie. Eferd mobhon bt kootaminanty potravinaiskoch
provozt a  pooavias,  popi. bakrerie.  kterd  mwohon
Zpiisobovat onemocnani 7 pofravin

Pokud porovoame aémky  jednotliich  fosforeénam
ua B cerera COCM 2000 a 8, swbsilis CCM 2216, je
Ziejmd, e mejvyial mhildcor efekr meély soli Hexa 68 a
Hzxa 70, Dhreodem je pravdipodobmé vvsoky smpsi
kondenzace tichto =oli. Delsi fetézec fostorsénanovych
sali disposnje zesilenon schopiost vyvazovar divaleatnd
katonty kewt a porusit tak integnibs bunéényeh sten &
membran  neho  zasalmowt do  metabolizn  bakteni
(Molins, 19913 A Lty CCM 732 se jevil jake velnu
citlevy na piitomnnest polyfosforetnant Hexa 68 3 Hexa

T0. kdy jir od 0.3% koncenirace byl spolehlive ruesinondn
Jabtkoeliv nardst. Stepdho Oinku bylo dosa2enc 1w sol
Pyro 52 {od 0.4 %4 Soli Hexn 68, Pyro 52 a Tnkrystal
od 5% obsalm vytvefily nevlodné podminky pro rozvop
& arens COM 3033 (obe 1) FST zoemoXial delent
bakienie pii koncentracich 0,75 % a vyddich, Visledky
prrotosforetnany s¢ shoduyi s pednim ze zdrom, kdy se
IO 5 purens polivbuje okolo 0.5 % (Matsuoka et al.
1995),

Vo fabulce 1 jsow shmuty mhibiéni vémky testovanych
tosforeénam na vybrang grampozitivni 8 grammegativni
bakterie, Visledky jsou vyjadieny ve fonnd miusdlodch
inliibi¢nich koneenmeacd {MIC)L . nepudsdeh koncentracd.
kters zozla zastavily mist testovanerch bakterii
Sal Trikrystal svou pddreanarost posouvala pH kultivacailo
prostreds do silig alkalickd oblastn (pH — 11} 22 viech
fosforeénamy pisobala v podminksch m wire nevice
mhithiéng, a o ua 9 z 10 festovanich bakreni. Vi zmény
pH v souvislosti 5 plisobeainn alkalickeho fosforednain byl
ji zkoumdn v bakteste Solworello Enteritidiz. kdy bl
zammamenan vysoky émek dané =oli od 1.5% obsahu
v kultivednim prostiedi (Sampathkomar et al. 2003)
Micmend v poravosich lze tro sil poudir a2 po ndsledne
upravé pH a2 lze tedy odekivat viraznéidi  snifeni
mhibiénich &mkd. Tuto lnpotézn porvrzugi 1 atunikrobui
wlinky soli Dhdi, kterd je  stejne jake Tuknysial
citofesforedian. Po piidavkn soli Didi do kKultivacisdle
mEdia se pH polvbovale v rozsatn weviriluich oduot a
tato =il tak pezpisobils snkmi mlubics an pfi nepevisim
aplikovaném mnozsme. Lze se tedy domadvar. 2e nenwalio
41w msadie pH (ekolo pH 7% sepodpedt tolik
komplexotvomon  schopnost  fosforsénand jake  =iné
alkalickéd prostiedi a inhibicne efekr dansho fosforedaant
Obdobad pH jake Didi vymvaiels v kulivadanim osddiu 1 stl
FST. F5T md viak deléi fefézec. kferv mohl o vétdiny
grampozittinich bakteni zpisobit podstatmé 55 mhibicy
med uw fosferednam  tvoedendhe  jedsoun  mwonomerns
Jednoilor.

Talsulka 1: Mirmahnl inhibidd koncentrace fosforednanovich seli u testovanieh gramgpozitivuich a grammegativoich
bakteril

MIC pro dawou sil [*]
HEXA |HEXA FYRO TRI

Shedovana bakrerie (] T £ ERYSTAL [ FST KPS DIDI

Microcaces lifens L20% | 0.40% 040 0.50% 0. 30% =2 0040 =2 00%
Stapiindocaccns airens G30% | 1,0% 0.50% 0.50% 07585 =2 P =2 00%
Enterocaccs fecalis 2.00% | =3.00% | 2.00% 10 2.00% 2,08 =2.00%
Baeills cerens A% | 0,30% 2.00% =2 00 2.00% =2 00 =2 00%
Beaciliny snbnlis GLS0% | 0,500 2.00% 2.0 =200 =2, 00%% =2.00%
Evehericin eolt =2 00 | 2.00% 2.00% .30% =3 0y =2 % =2 (%4
Salronelln envericn »2.00% | =2.00% | 2.00% 0,30% =1 0% =7, 0% =2.00%
Profows wirabiliy =200 | =2.00% | =200 0. 4% =2 0% =2 00%% =2 00%
Citrebacrer frennidii =2.00% | =2.00% | =1.00% |0.73% =J G =1, =2.00%
Preudomrenns gerpginagsa =2.00% | =2.00% | =2.00% |0.50% =200 =2,00%% =2.00%
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Obrazek 1: Vhv testovanich fosforsénanovych soli na mist Sraphylococcns airens COM 3953

Soli Didi & KPS u podstame vétdiny  testovanyeh
grampozitivoich @ gramnegativideh bakterdd pezpifisobaly
Zadny vwemammé)E pokles m=tm. Vigimkon byl £ faecalis
CCW 4224, kdy 2% konceutrace KPS v nlstovém
prostiedi  rabedoala jakemukoly poojesu  amikrobeilod
aktvity  t€te  hoktenme. U ostamich  sledevanyeh
grampozitviich  bakterii  dodlo  ph o mepoess
Eoswentract  k prodlouzens doby lag fize a  soddend
puaximdh hodnoty shsm. Dfvedens je ziejme pH. kdy

alkalicke hodnoety Eultitvatnibo prostfedd viemanme zvyiup
komplexorvornon sclopuost fosforetnant (Molins, 1991
Knrabel et al., 1991}, Polyfostoreinany Hexa 68 a Hexa 70
velid  faseo efektivad porladovaly st u vybeanych
crangpozittvnich baktent i koncentsacich do 1% Vétsina
sledovamyel  gramnegativoich  bakterii  vyzoammEsn
reagovaln pa pritomnest tEchte soli a2 pil nepryitich
zkowmanyeh Eoncentracich (2%), a o varkion pouze
zpomalenim M. Uplog inhibice dosafeno nebylo.
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le gutne  podothiont. 22 vyvezend  zEery plan
pio modelovéd podininky o viine ZvisE pH potravi
do kterych json fosforstnany phdivany, meize vyznammé
ovhviit antinukrabni plzobeni fosforesnani

ZAVER
% podminkich fr vitre byle prokdzino  negatini
pizsobend sledovanych fosforecnani v riizném

kondenzadnim smpaai na elstove  chovand  vybramych
bakteri, Vypmkou byly =oli KPS a DIDL kieré se
projevily Jako nefEnd NEINNE.
Sovpamed catlivegit EopEtomiposts  fosforedmanonyel soli
byly  grampozitvd bakterie.  Inlubédm  plisoben
fosforesnanonych soli nespodiva jen v délee fetézee, nle
zévisi tnke ma pH
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