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ABSTRAKT

Diplomova prace byla zaméfena na stanoveni a charakterizaci antimykotickych ptipravkd,
které se pouzivaji k oSetieni potravin. Teoreticka ¢ast se zabyva popisem piidatnych latek a
charakterizaci jednotlivych druhti antimykotickych ptipravkl. Prakticka cast je zaméfena
na stanoveni natamycinu ve vybranych druzich trvanlivych salamii (Lovecky salam,
Polican, Paprikas, Selsky saldm, Vysocina). Pro stanoveni natamycinu byla pouzita metoda

HPLC s UV/VIS detekci.

Kli¢ova slova: antimykotické pfipravky, natamycin, trvanlivy salam, HPLC, UV/VIS

ABSTRACT

The thesis was focused on the determination and characterization of antimykotic products,
which are used for the treatment of food. The theoretical part deals with the description of
the additives and the characterisation of each species of antimykotic products. The practical
part is focused on determination of natamycinu in selected types of durable salami
(Lovecky salam, Polican, Paprikas, Selsky salam, Vysocina). For the determination of

natamycinu has been used HPLC method with UV/VIS detection.

Keywords: antimycotic products, natamycin, durable salami, HPLC, UV/VIS
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UVOD

Aditiva (potravinaiské pridatné latky) jsou neustalym tématem spolecnosti, kdy jsou
spojovany se Skodlivymi chemickymi latkami v potravinach. I pfes tyto pochybnosti se tyto
latky staly pro lidstvo nedilnou soucasti spole¢nosti. Hlavnim divodem jsou pozadavky

spotfebiteli na Siroky vybér potravin, ale hlavné pak na jejich bezpecnost a nezavadnost. Z

téchto diivodu se jevi potravinaiské ptidatné latky jako nepostradatelné.

K stanoveni obsahu antimykotickych je mozné pouzit metodu kapalinové chromatografie
(HPLC). Chromatografie je separacni a soucasné analytickd fyzikalné¢ chemickd metoda
pro separaci a analyzu smési latek, jejim zdkladnim principem je rozdélovani slozek smési
mezi mobilni a stacionarni fazi. Mezi vyhody HPLC patfi zejména Siroka oblast
pouzitelnosti. Lze analyzovat ionty, latky polarni i nepolarni, malo tékavé, tepelné
nestabilni 1 vysokomolekularni. Dal§i vyhodou je moznost ovliviiovat separaci sloZenim

mobilni faze.

Cilem této prace bylo seznamit se s nejpouzivanéjSimi antimykotickym pfipravky k

oSetfeni potravin a stanovit obsah natamycinu v trvanlivych saldmech.



I. TEORETICKA CAST



1 PREHLED POUZIVANYCH ADITIV

Ptidatné potravinaiské latky (aditiva) jsou chemické latky, které se ptidavaji do potravin
kvili vylepSeni nebo zachovani jejich trvanlivosti nebo vzhledu, konzistence, chuté, viing,
atd. Tyto latky se bez ohledu na vyzivovou hodnotu nepouzivaji samostatné ani jako
potravina, ani jako charakteristicka potravni ptisada. Pfidavaji se do potravin pii vyrobe,

baleni, ptepraveé nebo skladovani, ¢imz se stdvaji nebo mohou stat soucasti potraviny [1;2]

Ptidatné potravindiské latky (aditiva) hraji velkou roli v potravinafském primyslu, bez
téchto latek by dneSni potraviny, které jime, vypadaly a chutnaly velmi odliSné.
Potravinaiska ptidatnd latka neni urcena ke spotteb¢ jako potravina, ale vétSinou neni brana
ani jako charkteristickd slozka potraviny. Tyto latky mizeme nalézt v mnoha
potravinaiskych produktech (i ekologickych), nékteré se vyskytuji 1 pfirozené v potraving,
ale vétSina se vyrdbi chemickou cestou. Pfidatné latky (aditiva) se do potravin piidavaji z

davodi udrZeni Cerstvosti produktu a zlepSeni barvy, textury a chuti. [1;2;3;4]

Ptidatné potravinaiské latky nejsou ni¢im novym, ale jsou pouzivany nékolik stoleti.
Konzervace potravin je prastarou nutnosti — pti nakladani masa byly uZivany sil a sanytr,

kyselina octova pii konzervaci zeleniny . [5]

Potravinaiska aditiva se ziskdvaji z riznych zdroji. Podle plivodu se rozlisuji:
a) aditiva prirodniho pivodu:

— zahu$tovadla ze semen (karubin), ovoce (pektin) a motskych tas (agar)

— barviva ze semen (bixin), ovoce (anthokyany) a zeleniny (karoteny)

— okyselovadla z ovoce (kyselina vinnd)

b) aditiva identicka s prirodnimi (vyrabéna synteticky nebo pomoci mikroorganismii):
— antioxidanty (kyselina askorbova, tokoferoly)

— barviva (karoteny)

— okyselovadla (kyselina citronova)

¢) aditiva ziskavana modifikaci piirodnich ldtek:

— emulgatory (z jedlych olejti a organickych kyselin)

— zahu$tovadla (modifikované Skroby, modifikovana celulosa)

—sladidla (sorbitol a maltitol)



d) aditiva vyrabéna synteticky:

— antioxidanty (BHA, BHT)

— barviva (tartrazin, indigotin, chinolinova Zlut’)
—sladidla (sacharin)

Pivod ptidatné latky nelze z etikety vyrobku, do kterého byla ptislusnd ptidatna latka
piidana, zjistit.[6]

Negativni nazor na aditivni latky byl vyvolan zménou v oznaCovani slozeni
potravinaiskych vyrobkt, které bylo zavedeno v osmdesatych letech. Kazda aditivni latka,
kterou hotova potraviny obsahuje, musi byt uvedena na etiketé obalu. Do té doby byly
vSechny ptisady uvadény v obecnych skupinach. Které oznaCovaly jejich funkci, jako napf.
konzervacni c¢inidla, antioxidanty nebo barviva. Nova pravidla o etiketovani zavedla
obséhlé seznamy aditivnich latek, s jejich chemickymi ndzvy a novy ¢iselny systém jejich
oznacovani s Cisly E, ktery mél spotiebitelim ulehlit orientaci v pouziti aditivnich latek v
jednotlivych vyrobcich. Oznaceni ,,E“ znamend, ze pouziti téchto bezpecnych latek v

potravinach bylo schvaleno v ramci EU. [7]

Obecné plati, ze potraviny uvadéné na trh podle platnych predpist jsou bezpecné, t;.
zdravotné nezavadné. Piesto se miize stat, Ze ncktera potravinatska aditiva mohou u zvlast
citlivych jedincti vyvolat nékteré neptiznivé reakce. V naprosté vétSin€ pripada nejsou tyto
reakce takového charakteru, aby ohroZovaly Zivot. Nezadouci reakce na aditiva jsou
vétSinou neimunologické povahy, a proto se jedna o intoleranci (tj. NesnaSenlivost)
piislusné slouceniny, ne o skute¢nou alergii. Nékdy se tyto reakce na aditiva oznacuji jako

pseudoalergie. [6]
Mezi hlavni reakce vyvolané témito potravinami jsou poruchy traveni (projevuji se prijmy
a kieCemi), dychaci potize (ryma az astma), nervové potize (nespavost), kozni reakce

(ekzémy, svédivost, dermatitidy, otoky). Z ptidatnych latek, které mohou tyto reakce
vyvolat patii napt. Glutamat sodny (E 621), Aspartam (E 951) nebo nékteré siticitany.[8;9]

V soucasné dobé je pouzivani aditivnich latek v potravindch redukovano a jejich

bezpecnost je pravidelné kontrolovéna. [9]
V ramci EU byl zaveden systém rychlého varovani pro potraviny a krmiva (Rapid Alert

System for Food and Feed, RASFF), ktery slouZi pro ohlaSovani rizikovych potravin a

krmiv za ucelem zamezeni jejich uvadéni do ob&hu nebo za ucelem jejich stazeni ze



spolecného evropského trhu. Systém RASFF je ziizen ve formé sité, kterd zahrnuje
Evropskou komisi, ¢lenské staty Evropské unie a Evropsky tfad pro bezpecnost potravin.
Hlaseni do tohoto systému za Ceskou republiku zajistuje Statni zemédélska a

potravinaiska inspekce. [6]

Evropska komise se rovnéz zabyva kontrolou spotieby potravinarskych aditiv. Na zaklad¢
tzv. “spotiebniho kose” se vyhodnocuje, zda ptijem urcitého aditiva neptekracuje povolené
limity (hodnoty ADI - akceptovatelny denni pfijem = mnozstvi potravinarského aditiva
vyjadien¢ho v mg na kg télesné hmotnosti, které lze konzumovat denné béhem Zivota bez
zietelného zdravotniho rizika, TDI — tolerovatelny denni pfijem). Pokud se zjisti, Ze ano,
Evropska komise iniciuje zménu legislativy tak, aby s limit denniho pfijmu neptekracoval.
Spotiebu aditiv v CR sleduje Statni zdravotni ustav (SZU). Pozornost se zaméfuje
predevsim na sladidla, konzerva¢ni prostfedky a barviva. Zjistilo se, Ze urcité obavy mtize

pfedstavovat piijem oxidu sifi¢itého, zvIasté u déti.[6]

Ptiklady hodnot ADI: [10]

aspartam (E 951): 40 mg/kg télesné hmotnosti (v Evrop¢)
brilantni modf FCF (E 133): 10 mg/kg

endosulfan (insekticid): 0,006 mg / kg

1.1 E-¢islo (kod)

E ¢isla (kody, E = Evropa) jsou do potravinaistvi zavedené kody pro potravindiské piidatné
latky, které byly hodnoceny v ramci celé Evropské unie. E Cislo pomaha v rychlé orientaci
mezi aditivy, jelikoz nékteré z latek jsou si velmi podobné a soucasné lze zjistit zda dané
aditivum proSlo hodnocenim bezpecnosti. Tyto ¢isla se bézn€ vyskytuji na etiketdch
potravin (je nutné uvadét aditiva v sestupném pofadi podle kategorie a pouzitého
mnozstvi). Hlavnim orgédnem pro stanoveni nezavadnosti, kontrolu a znaceni konzervanti
na evropské trovni je Evropsky uiad pro bezpec¢nost potravin (EFSA), déle pak Evropsky
parlament a Evropska komise. Na mezinarodni urovni je to pak Spolecny vybor expertl
pro potravinarska aditiva (JECFA), ktery je soucasti systému FAO/WHO. Systém ¢islovani
vyplyva z mezinarodniho Ccislovaciho systému (INS), jak je stanoveno v Codex
Alimentarius. S oznaCovanim potravin E Cislem se miizeme setkat 1 v jinych ¢astech Zem¢,

napiiklad u Rady pro spolupraci arabskych statl, na Novém Zéland€ nebo v Australii. V



mensi miie se pak oznaceni E Cislem nachdzi na potravinach dovdzenych do EU z USA a

Kanady. [10]

1.2 Rozdéleni aditiv do skupin

> Antioxidanty

Antioxidanty zabraiuji oxidaci urcitych ¢asti potravin. Miizeme je rozdélit do dvou skupin
a to na antioxidanty zabranujici zméné barvy ovoce a masa a na antioxidanty ptsobici proti

oxidaci tukt a oleji.
> Regulatory kyselosti

Regilatory kyselosti slouzi k upravé kyselosti potravin (udrzuji nebo meéni kyselost

potravin).
> Konzervanty (E 200 - E 297)
Latky zabraniujici ¢innosti mikroorganizmi v potravinach.
> Barviva (E 100 - E 182)
Barviva se pouzivaji ke zlepSeni vzhledu potraviny.
V potravinafstvi se pouzivaji tti druhy barviv:
a) barviva ptirodniho piivodu
b) piirodn¢ identicka barviva
c) barviva synteticka
> Emulgatory

Emulgatory jsou latky, které umoZznuji tvorbu stejnorodé smési dvou nebo vice

nemisitelnych kapalnych fazi nebo které tuto smes udrzuji (napt. Lecithin). [11;12]
> Kyprici latky

Latky nebo smési latek, které vytvati plyny.
> Zelirujici latky

Vytvéti gel a ud€luji tim potraving jeji strukturu.
> Protispékavé latky

Protispékavé latky snizuji schopnost urcitych ¢astic potraviny ulpivat vzajemné na sobg.



> Zahustovadla
Zahust'ovadla zvySuji viskozitu potravin.
> Siric¢itany (E 220 — E 228)
Jedna se o latky piisobici proti bakteriim, kvasinkdm a plisnim.
> Sekvestranty
Latky, které vytvareji chemické komplexy s ionty kovil.
> Propelanty
Jedna se o plyny jiné nez vzduch, které vytlacuji potravinu z obalu.

> Dalsi latky (Stabilizatory, Latky zvyraziujici chut’ a viini, Pénotvorné latky,
Plnidla, Zell’rujici latky, Tavici soli, Nahradni sladidla, Modifikované Skroby,
Odpénovace, Nosi¢e a rozpousStédla, LeStici latky, Zvlhcujici latky, Latky
Zlepsujici mouku, Balici plyny) [11;12]

1.3 Aditiva Zivo¢iSného piivodu a z GMO

1.3.1 Aditiva Zivo¢isSného piivodu

Nekteré latky lze ziskat piimo ze zvifat nebo z jejich produktli. Mezi aditiva Zivo¢iSného
pivodu miizeme zafadit: L — cystein (E 921), Selak (E 904), Lysin hydrochlorid (E 642),
Glycin (E 640), Kyselinu inosinovou (E 630) a jeji soli (E 631, E 632, E 633),
Rybonukleotidy (vapenaty E 634, disodny E 635), Stearin (E 570) a mnoho dalSich (E
1100, E 1105, E 120, E 304, E 422, E 430, E 431, E 432, E 433, E 434, E 435, E 436, E
470, E471,E 472, E 473, E 474, E 475, E 476, E 477, E 479b, E 481, E 488, E 491, E 492,
E 493, E 494, E 495). [13]

Nékteré z téchto latek jsou v CR zakézané.

1.3.2 Aditiva z GMO

Geneticky modifikované organismy (GMO) jsou organismy u kterych doslo k umysiné
zméné genetického materialu. Takto vyrobend aditiva mohou tak byt mnohem odelné;si
vici vn€jSim vliviim prostiedi.

V dnesni dobé jsou aditiva z GMO pifedmétem mnoha diskuzi, jelikoZ nebylo s urcitosti

prokazano, ze jsou z hlediska dlouhodobého pouzivani zdravi skodliva.



Mezi aditiva z GMO muizeme zafadit: Kyselinu glutamovou a jeji soli (E 620 — E 625),
Ryboflavin (E 101), Lecitin (E 322), Monogliceridy a diglyceridy mastnych kyselin (E
471), Ester mastnych kyselin (E 472a), Estery sachar6zy s mastnymi kyselinamy (E 473),
Estery polyglycerolu s mastnymi kyselinami (E 475) a dalsi (E 476, E 477, E 491, E 150a,
E 150b, E 150c, E 150d, E 153, E160d, E 160c, E 306 — E 309, E 415). [13]

Nékteré z téchto latek jsou v CR zakézané.

1.4 Omezeni pouziti aditiv

Pouziti nékterych pridatnych latek je do pokrmi zakéazano pouzivat. [13]

Do potravin pro vyZivu déti a kojencii je 7 aditiv zakdzané pouZivat:

> konzervanty
> sladidla
> barviva (ani ptirodni)

Do potravin, u kterych je pouZivani pridatnych latek zakonem zdakdzdano patii:

> cukr
> med

> mléko (plnotucné, polotu¢né, odtuénéné, pasterované, sterilované), maslo,
neochucené podmasli, neochucené¢ kysané mlécné vyrobky s zivou kulturou,

smetany
> kéva (kromé& instantni kavy a extraktu)
> nearomatizovany ¢aj
> neemulgované tuky a oleje
> ptirodni mineralni voda a balena pramenita voda
> suSené téstoviny kromé bezlepkovych téstovin
> nezpracované potraviny (ovoce, zelenina, maso, driibez, ryby)

Aditiva lze pouZivat pii vyrobé potravin v piipadech, kdy:

> pii stanovenych mnozstvich neptedstavuji riziko pro spotiebitele

> je zachovéna vyzivova hodnota potraviny



prodluzuji trvanlivost potravin a zlepsuji jejich organoleptické vlastnosti

jsou prospésné pii vyrobe, zpracovani, ptipravé, baleni, dopravé nebo skladovani za
pfedpokladu, Ze nemaskuji pouZiti zavadnych surovin nebo nehygienickych
postupil pii vyrobé.

je prokazana jejich technologicka potieba



2 OBECNA CHARAKTERIZACE KONZERVANTU

Konzervace je obvykle definovana jako metoda pro zachovani souc¢asného stavu potraviny,
nebo jako zabranéni jejiho poSkozeni vlivy chemickymi (oxidace), fyzikalnimi (teplota,
svétlo) nebo Dbiologickymi (mikroorganismy). Primarnim divodem pro uZzivani
konzervacnich prostredkli je eliminace vlivu biologickych faktorti a zvySeni bezpecnosti

potravin. [3]

V dusledku piisobeni mikroorganizmi dochazi pti kontaktu s potravinou ke zménam barvy,
vung, chuti, vzhledu, tvaru a nutri¢nich hodnot potraviny. Né&které mikroorganismy jsou
schopny vytvaret nebezpetné toxiny (napt. Clostridium botulinum — botulotoxin). K
nejstar§im a nejzndméjSim konzervantim patii motské stl, cukr a ocet. Mezi synteticky
vyrobené konzervanty pak muizeme zatfadit napiiklad oxid sifi€ity, kyselinu benzoovou,
kyselinu sorbovou, parabeny, sifi¢itany, dusitany a dusicnany. Pouziti konzervanti je velmi
zavisly na vyrobnich postupech, pH faktoru potraviny, vodni aktivit¢ a dale na druhu

mikroorganismi. [4]

Mezi nejcastéji pouzivané konzervanty pii vyrobé syrtt a masnych vyrobkil se pouziva
kyselina sorbova (E 200) a jeji soli, které ptisobi hlavné proti plisnim a kvasinkam. Pro
konzervaci masa a masnych vyrobkl jsou vyuzivany dusitany (E 249, E 250), které jsou
velmi u¢inné proti ptisobeni Clostridium botulinum, dale pak natamycin (E 235), dusi¢nan
sodny (E 251). Oxid sificity (E 220) se pouziva pii konzervovani hub, brambor, suseného

ovoce a zeleniny, vin, piva, ovocnych $tav. [13]

Potraviny pro kojence a détskou vyzivu konzervaéni latky neobsahuji. [4]



2.1 Konzervanty s antimykotickymi tuéinky

2.1.1 Natamycin

Obr. 1: Natamycin

Natamycin (pimaricin) je polyenové makrolidové antibiotikum produkované aerobni
fermentaci Streptomyces natalensis a jeho ptibuznych druht. Kvaseni probiha nékolik dni
a antibiotikum se izoluje extrakci z podhoubi. Jako ptidatna latka je oznacovéan kdédem E
235. Natamycin se pouziva jako potravinarskéd pfidatna latka k regulaci rstu kvasinek a
plisni na povrchu syra (tvrdé, polotvré, polomékké) a dalSich vyrobkt, jako je maso a
uzeniny (napf. k oSetfeni povrchu trvanlivych saldml a trvanlivych masnych vyrobki
uzenych studenym koufem). U¢inku natamycinu proti kvasinkam a plisnim, se vyuziva
hlavn€ u potravin, které prochazi obdobim zrani po zpracovani. Nema vliv na vzhled, chut’
nebo barvu produktu. Jeho nizkéd rozpustnost ve vodé a vét§in€ organickych rozpoustédel,
je vhodna pro povrchovou upravu potravin (nesmi se dostat do hloubky vétSi nez ptl
centimetru). V nékterych zemich je natamycin také vyuzivan u jinych vyrobka, jako jsou
jogurty, vina a dzusy. Natamycin se pouzivd v malé mife 1 ve veterinarni mediciné k lécbé
mykotické infekce (napt. pasovy opar u koni a skotu). V diivéjSich dobach se pouzival k
lecbé infekénich koznich onemocnéni u clovéka. V nynéjSi dobé se pouziva ve

zdravotnictvi pouze k 1€¢bé plisnovych infekci rohovky. [14; 15; 16; 17; 20]

Natamycin je velmi G¢inny i v pomérné¢ malém mnozstvi a pasobi proti vS§em znamym
kvasinkdm a plisnim, které se mohou vyskytovat na potravinaiskych vyrobcich. Je uc¢inny
pouze proti kvasinkam a plisnim, proti bakteriim nepiisobi. Dlivodem je vazba natamycinu
na ergosterol, ktery se nachazi v bunééné membrané kvasinek a plisni. Natamycin tak
zpusobuje zvySenou propustnost bunécné membrany, coz vede k usmrceni buiiky. Bakterie,
které neobsahuji ergosterol tedy nejsou nijak ovlivnény a diky tomu nezasahuje do
piirozenych zracich procest. V zavislosti na aplikaci (kapalné spreje, dipy nebo ve formée

prasku) se potfebné mnozstvi natamycinu lisi. U dlouho zrajicich syru je koncetrace vyssi



nez u jinych potravin a zavisi na mnoha faktorech. Na druhé stran€¢ mnoZzstvi pouZitého
natamycinu nijak neovliviiuje stievni mikrofloru a neptedstavuji viibec Zadnou hrozbu pro
zdravi €lovéka (bezpecny 1 pro déti). Nemd zadné mutagenni vlastnosti. V CR se pouziva

pro oSetfeni povrchu potravin v mnozstvi 1 mg/dm?. [15; 17; 18; 19; 21]

V piipadé¢ Natamycinu nebyl nikdy pozorovan rozvoje rezistence vic¢i tomuto piipravku
ani po nékolika letech jeho pouzivani. V CR je vyuziti natamycinu povoleno pouze k
oSetfeni povrchu syra a trvanlivych masnych vyrobki. [16]

ADI natamyciunu: 0 — 0.3 mg/kg [7]

Mezi potraviny, které obsahuji natamycin patii: [13]

> Leerdammer light (Kaufland CR v.0.s.)
> Leerdammer original (Bel Syry Cesko a.s.)

Do piipravku, které jako aktivni latku obsahuji natamycin patii: [13]

> Delvocid (praSek, ktery se pouzivda povrchovému oSetfeni syrd, aplikuje se

nastfikem nebo ponofenim syru do pfipravené suspenze)

> Delvocoat L (specidlni natér na syry)

2.1.2 Kyselina octova
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Obr. 2: Kyselina octovd

Kyselina octova (CH;COOH), (lat. acidum aceticum) je piirodni konzervant a regulator

kyselosti, ktery je oznaCovan v potravinaistvi kddem E 260. Bézné se vyskytuje v
rostlinach, a to jak ve formé volné kyseliny, tak ve formé soli (napf. octan sodny, octan
draselny). Ve vétSim mnoZstvi je obsaZzena v kvasicim ovoci. Z chemického hlediska je
kyselina octovd bezbarva kapalina ostrého zapachu, ktera je schopna se misit s vodou 1
ethanolem. Je jednou z nejvyznamnéjSi pramyslovych organickych surovin. Pro
potravinaiské tcely se vyrabi z lihu, ovocnych vin ¢1 mostii. Vodny roztok kyseliny octové
o koncentraci 5 - 18 % se nazyvda OCET. Ocet se pouziva jako okyselujici ¢inidlo, které

pusobi proti rastu bakterii, kvasinek a upravuje pH. V potravinaistvi se vyuziva 5 % roztok



kyseliny octové, a to pii vyrob¢ salatovych zalivek, majonéz, nakladané zeleniny, kecupt,
omacek (majonézy) a syri. V malych davkach a v malé koncetraci je kyselina octova
neSkodnd. Pti poziti velkého mnozstvi mize zpisobit poSkozeni sliznic, tvorbé viedd. V

CR pouzivani kyseliny octové povoleno jen v nezbytném mnozZstvi. [22;23]

ADI kyseliny octové: neni stanovena [7]

Mezi potraviny, které tento konzervant obsahuji patii: [13]

> Light majonéza (Unilever CR s.r.0.)
> Majonéza Brnénka (Velkopavlovické driibezarské zavody a.s.)
> Zahradnicky salat (Tesco Stores CR a.s.)

> Utopenci (Kostelecké uzeniny a.s.)
2.1.3 Soli kyseliny octové

2.1.3.1 Octan draselny
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Obr. 3: Octan draselny

Octan draselny (CH;COOK)) je draselnou soli kyseliny octove, ma i podobne vlastnosti a

pouziva se jako jeji ndhrazka. V potravinaistvi je oznaCovan kodem E 261. Octan draselny
se ptipravuje reakci zasady, kterd obsahuje ve své struktuie draslik (napt. KOH) a kyseliny
octové. Jedna se o pfirodni konzervant a regulator kyselosti, pouZiva se pii vyrobé
salatovych zalivek, majonéz a konzervaci nakladané zelenin. Octan draselny neni zdravi
nijak $kodlivi, vét§i pozor by si méli dat jen lidé s onemocnénim ledvin. V CR je jeho

pouzivani povoleno. [13;22]

Mezi potraviny obsahujici octan draselny patii:[13]

> Halibut



2.1.3.2 Octan sodny

O

)I\ O~ Na™

Obr. 4: Octan sodny

Bezvodny octan sodny (CH,COONa), n¢kdy take nazyvany jako diacetat sodny (SDA), v

potravinafstvi oznaCovany koédem E 262, je sodnou soli kyseliny octové. Piipravuje se
napiiklad reakci kyseliny octové s hydroxidem sodnym nebo plisobenim kyseliny octové a
soli slabSich kyselin. Ma podobné ucCinky jako kyselina octova a v potravinafstvi se
pouziva jako regulator kyselosti a ke konzervaci potravin, kde zabraiuje ristu a rozvoji
plisni a bakterii. Jeho vlastnosti se vyuziva pti vyrobé marmeldd, oleji, polévek, omacek,
cukrovinek, pekaiskych a masnych vyrobkil. Je zdravotné nezavadny. V CR je jeho

pouzivani povoleno. [13;22]

Mezi potraviny, které obsahuji tento konzervant patii: [13]

> DusSena Sunka krajend (Masokombinat Plzen s.r.0.)
> Matéj pikantni pastika (Hamé s.r.o.)

> Videnské parky se syrem

2.1.3.3 Octan vapenaty

Octan vapenaty (Ca(C,H;0,), ) je vapenata sil kyseliny octové a ma i podobné vlastnosti.

V potravinafstvi je oznaCovan kddem E 263. Octan véapenaty se v potravinaistvi vyuziva
jako konzervant, kdy ptsobi proti kvasinkdm a bakteriim a také jako stabilizator a regulator
kyselosti. Pouziva se pti vyrobé pekatrskych vyrobki, pudinki, sirupi, sladkych omacek a
naplni. U octanu vapenatého nebyly zaznamenany zadné negativni G€¢inky na zdravi a jde

tedy o bezpe¢né aditivum. V CR je jeho pouZivani povoleno. [13;22]

Mezi potraviny obsahujici octan vapenaty patii: [13]

> Prekladany kola¢ s naplni makovou a Svestkami (Penam a.s.)



2.1.4 Kyselina sorbova
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Obr. 5: Kyselina sorbovad
Kyselina sorbova (C,HgO,) v potravinafstvi oznacovana kédem E 200 se v pfirodé b&zné

vyskytuje jako soucast riznych rostlin, ale pro pouziti v potravinaiskych provozech se musi
vyrabét synteticky. Ve vodé¢ je hiife rozpustna a proto se spise jako konzervanty pouZzivaji
jeji soli, tzv. sorbany (sorban sodny E 201, sorban draselny E 202, sorban vapenaty E 203).
Jedna se o pomérné G¢innou latku vhodnou pro zabranéni ristu hlavné fady plisni (napf.
Aspergillus flavus) 1 nékterych kvasinek a bakterii. V potravinafstvi se pouziva pii
konzervaci napoji, keCupl, majonéz, margarini, syrd a dalSich mlécnych vyrobk,
pekatskych polotovarti a cukrovinek, masnych vyrobkt, salatovych zalivek, dresingil,

nakladané zeleniny a dalSich potravin. [22; 24; 25]

Aktivni formou kyseliny sorbové je vlastni nedisociovana kyselina (pK = 4,76 pti 25 °C),
ktera je takto 10-600krat ucinnéj$i nez volny anion. Jeji konzervacni u¢inek tedy velmi
zéalezi na pH potraviny (velmi u¢innd pii pH 4-5, nizk4 ucinnost pti pH 7) . Maximalni

povolena davka se pohybuje v rozmezi 200-1000 mg/kg. [22; 24]

Utinek kyseliny sorbové spodiva ve zpomalovani enzymatickych pochodéi v buiice
mikroorganismu. Jediné jako nedisocioovand forma pronikd do bunky, kde v
cytoplazmatické mémbran¢ zplsobi disociaci buiiky a zvySeni pH. Z tohoto divodu
dochézi k preruSeni transportu amynokyselin uvnitt buiiky a tim padem k jejimu usmrceni.
Nejlepsi prokazana inhibi¢ni koncentrace kyseliny sorbové pro plisiiovou a kvasinkovou
mikrofloru pii pH < 4,5 je 700 az 1000 mg/kg substratu.[22; 24]

V roce 1998 Statni zemédélskd a potravinaiskd inspekce (SZPI) prokazala, Ze kyselina
sorbova muze byt nepfimou pfi¢inou velmi intenzivniho nepiijemného zipachu (po
petroleji ¢i rozpoustédlech) a nepfijemné chuti potravin, z divodu identifikace 1,3-
pentadienu v jahodovém sirupu. DoSlo k mikrobiologickému rozkladu kyseliny sorbové
(dekarboxylaci) na 1,3-pentadien. Rozklad kyseliny sorbové na 1,3-pentadien miize
zjisténo, ze pouziti kyseliny sorbové jako konzervacni latky v piipadech, kdy nékterd ze
slozek obsahuje pfirozenou mikrofloru nebo kdy nelze garantovat naprostou

mikrobiologickou ¢istou a zabranéni priniku mirkoorganismti do kone¢ného vyrobku jak



ve vyrobg, tak v prib&hu skladovani v podminkach s vy$$im pH neni vhodné.[22; 24]

Pouzivani kyseliny sorbové jako konzervantu je zakazano do salatt (Patizsky, Vlassky),
kde by mohla maskovat pfitomné bakterie, které zplisobuji otravy potravin.[22; 24]
Kyselina sorbova neni zdravi Skodliva pouze u nékterych osob miize zplisobovat alergické
reakce. V téle metabolizuje, pfeméiiuje se na energii a posiluje t&lo pied infekcemi. V CR
a USA je vyuzivani kyseliny sorbové jako konzervantu povoleno. V USA je oznaovana
jako GRAS latka (Generally recognized as safe, tj. bezpecna latka nepodléhajici regulaci).
[22; 24]

ADI kyseliny sorbové: 25 mg/kg [7]

Do potravin, které obsahuji kyselinu sorbovou patii: [13]

> Svestky susené (ENCINGER s.r.0.)
> Hamé kecup sladky (Hameé s.r.0.)

> Studentské pedet (Nestlé Cesko s.r.0.)
2.1.5 Soli kyseliny sorbové

2.1.5.1 Sorban sodny

Sorban sodny (C,H,0,Na) je sodna sul kyseliny sorbové, ktera je dobie rozpustna ve vodg.

V potravinafstvi je znaen kodem E 201. PouZivd se k zpomaleni rastu plisni v syrech,
marmelddach, vinu nebo suseném ovoci. Neni zdravi Skodlivy, pouze u citlivych osob
miize zpusobovat kozni alergické reakce. V CR je pouZivani sorbanu sodného v

potravinach zakazano. [13]

2.1.5.2 Sorban draselny
O
WD_ K+
Obr. 6: Sorban draselny
Sorban draselny (C.H,O,K) je draselna sul kyseliny sorbové, ktera se vyrabi neutralizaci
kyseliny sorbové pomoci hydroxidu draselného. Jedna se o bezbarvou sil, dobie

rozpustnou ve vod€. V potravinaistvi je znacen kédem E 202. Vyuziva se hlavné k

zabranéni ristu kvasinek, plisni a n€kterych bakterii. Pro svoji dobrou rozpustnost ve vode



se pouziva jako konzervant hlavné do potravin s vysokym obsahem vody (vina,
nealkoholické ndpoje, syry, sirupy, majonézy), ale i do suseného ovoce a peciva. Nékteré
kmeny plisni (Trichoderma a Penicillium) jsou schopny rozkladat sorabn draselny na 1,3-

pentadien (zapach po petroleji €1 rozpoustédlech). [13; 22]

V bézn€ pouzivanych koncetracich neni zdravi Skodlivy, u citlivych osob miize zptisobovat
hlavné¢ kozni alergické reakce. V CR je pouzivani sorbanu draselného povoleno v

omezeném mnozstvi. [13]

Mezi potraviny, do kterych se pouZiva sorban draselny jako konzervant patii: [13]

> Banany v ¢okoladé (Nestlé Cesko s.r.0.)

> Hamé kecup ostry (Hamé s.r.o.)

> Margot (Nestlé Cesko s.r.0.)

> Bernard s Cistou hlavou Svestka (Rodinny pivovar Bernard a.s.)

> Bernard s Cistou hlavou viSeni (Rodinny pivovar Bernard a.s.)

2.1.5.3 Sorban vapenaty

Sorban véapenaty (Ci,H,40,4Ca) je vapenata sil kyseliny sorbové. V potravinatstvi je znacen
kédem E 203. Vyuziva se konzervaci potravin na povrchu, kvili své §patné rozpustnosti ve
vodé¢ a tucich. Pouziva se jako soucast obalovych materiali k zpomaleni ristu plisni a

kvasinek hlavné v syrech, margarinech a vaje¢nych vyrobcich. [13; 22]

V bézn€ pouzivanych koncetracich neni zdravi Skodlivy, u citlivych osob mtize zptisobovat
hlavné¢ kozni alergické reakce. V CR je pouzivani sorbanu vapenatého povoleno v

omezeném mnozstvi. [13]

2.1.6 Kyselina benzoova

OH

Obr. 7: Kyselina benzoova



Kyselina benzoova (C;H,O,) v potravinafstvi oznaCovana kodem E 210 je aromaticka

jednosytna karboxylova kyselina. Benzoova kyselina je latka vznikajici uplnou oxidaci
alkylbenzenti. Jeji syntéza v tomto piipadé¢ bude z toluenu za oxidace manganistanem
draselnym (hypermanganem). Jednd se o praSek nebo jemné krystaly, bilé az krémové
barvy s nepatrnym zapachem. Je velmi rozSifena a ma Siroké spektrum vyuziti naptiklad v
potravinafském, farmaceutickém, tabdkovém a kosmetickém primyslu. V ptirod¢ se béZné
vyskytuje jako soucdst raznych rostlin (Svestky, Caj, anyz, brusinky), ale pro pouziti v
potravinaiskych provozech se musi vyrdbét synteticky. V potravinarstvi se kyselina
benzoova a jeji soli (benzoan sodny E 211, benzoan draselny E 212, benzoan véapenaty E
213) vyuziva hlavné jako konzervant, jelikoz zabranuje rastu bakterii, kvasinek a ¢astecné 1
plisni. Jako antimykotické c¢inidlo se pouziva aktivni nedisociovana forma kyseliny
benzoove, kterd je az 100krat G¢innéjS$i nez anion a pouziva se v mnozstvi 150-2000
mg/kg. WHO stanovila maximalni pfijem na 5 mg/kg hmotnosti téla na den. Svou u¢innost
ztraci v neutralnim nebo alkalickém prostiedi, i¢inna je hlavné pod pH 5, proto se piidava
do kyselych potravinach, predev§im do néapoji, nakladané zeleniny a saldtovych zalivek.
Ptidava se ale také do ovocnych vyrobki jako jsou sirupy, marmelady, suSend ovoce,
pekatské vyrobky, chemicky vykynutd tésta, nékteré druhy koteni, naklddané zeleniny,
keCupy a omacky. [13;22;23]

Po pozieni dochazi v téle k pfeméné kyselina benzoové na kyselinu hippurovou, ktera je z
téla vylou¢ena moci. [13;22;23]

U vétSiny lidi neni zdravi Skodliva, vyjimkou jsou citlivé osoby, u kterych se mohou
dostavit alergické reakce predevSim koptivka, astma v krajnich ptipadech anafylakticky
Sok. Tento konzervant je nevhodny pro déti (je davan do souvislosti s détskou
hyperaktivitou). V CR je pouZivani povoleno v omezeném mnozstvi. [13;22;23]

ADI kyseliny benzoové: 25 mg/kg [7]

Mezi potraviny, které tento konzervant obsahuji patii: [13]

> Balsamico dressing (Spak foods s.r.0.)

> Hamé kecup sladky (Hameé s.r.0.)

> Hof¢ice polotucna (PIKANT Ostrava s.r.0.)
> Tatarskd omacka (Spak foods s.r.o.)

> Tunak v rajéatové omacce (BALTAXIA a.s.)



2.1.7 Soli kyseliny benzoové

2.1.7.1 Benzoan sodny

Obr. 8: Benzoan sodny

Benzoan sodny (C,H;0, Na) je sodna sil kyseliny benzoové. V potravinafstvi oznacovan

kédem E 211. Jedna se o bily prasek, ktery se pro komeréni ucely vyrabi neutralizaci
kyseliny benzoové hydroxidem sodnym. V ptirod¢ se bézn€ nachazi v nékterych plodech
rostlin (brusinky, Svestky, jablka, houby, skofice, hiebicek). Benzoan sodny se pro svou
dobrou rozpustnost ve vodé a antimykotické uCinky vyuziva jako konzervant do
nealkoholickych nédpoji, hotcic, ovocnych dzusl, omacek, dzemil. Svou ucinnost ztraci v

neutralnim nebo alkalickém prostiedi, nejicing;si je hlavne€ pod pH 5. [13]

K nezaddoucim uU¢inkim benzoanu sodné¢ho muiZe dochazet pfi kombinaci s kyselinou
askorbovou, kdy mliZze dochazet k tvorb&é benzenu, ktery je karcinogenni. U vétSiny lidi
neni zdravi Skodlivy, vyjimkou jsou citlivé osoby (alergici) a osoby trpici astmatem,
kopiivkou, u kterych se mohou pfiznaky zhorSit (reakce silngj$i pfi kombinaci s
tartrazinem). Tento konzervant je nevhodny pro déti (je davan do souvislosti s détskou
hyperaktivitou). V. CR je pouziti povoleno v nezbytné nutném mnoZstvi. V USA
oznacovan jako GRAS latka (Generally recognized as safe, tj. bezpecna latka nepodléhajici

regulaci). [13]

Mezi potraviny, které tento konzervant obsahuji patii: [13]

> Jupik — pomeranc¢ (Kofola a.s.)

> Zavinace (Delimax a.s.)

> Slazena Svestkova povidla (Hamé s.r.0.)
> Hermelinovy salat (Globus CR)

> Mineralni voda ochucend — citron (Podébradka a.s.)



2.1.7.2 Benzoan draselny

Benzoan draselny (C;H;O,K) je draselna sul kyseliny benzoové. V potravinarstvi

oznacovan kodem E 212. V ptirod¢ se béZné nachdzi v nékterych plodech rostlin (maliny,
¢aj). Benzoan sodny se pro svou dobrou rozpustnost ve vodé¢ a antimykotické ucCinky
vyuziva jako konzervant do nealkoholickych napoji, hotcic, ovocnych dzusti, omacek,
dzemt, nalevli, marinovanych ryb, saldtovych zalivek, piva a instantni kavy. Svou Gc¢innost

ztraci v neutralnim nebo alkalickém prostiedi, nejicingjsi je hlavné pod pH 5. [13; 26]

U vétSiny lidi neni zdravi Skodliva, vyjimkou jsou citlivé osoby, u kterych se mohou
dostavit alergické reakce, kopiivka nebo astma. Neni vhodny pro déti (je déavan do
souvislosti s détskou hyperaktivitou). V CR je pouZivani povoleno v omezeném mnoZstvi.

[13; 26]

Mezi potraviny, které tento konzervant obsahuji patii:[13]

> Steak omacka se zelenym peptem (Vitana a.s.)

2.1.7.3 Benzoan vapenaty
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Obr. 9: Benzoan vapenaty

Benzoan vapenaty (C,,H,,0,Ca) je vapenata sul kyseliny benzoove. V potravinarstvi

oznacovana kodem E 213. V piirodé se bézn€ nachizi v nékterych plodech rostlin
(brusinky, Svestky, jablka, houby, skofice, hiebi¢ek, maliny, ¢aj). Benzoan véapenaty se
prou svou dobrou rozpustnost ve vod¢ a antimykotické ucinky vyuziva jako konzervant
hlavné¢ do ananasovych dzusti nealkoholickych napojt, hoicic, ovocnych dzust, omacek,
dZem@. Svou G¢innost ztraci v neutralnim nebo alkalickém prostiedi, nejucing;si je hlavné
pod pH 5. [13]

U vétsSiny lidi neni zdravi Skodlivy, vyjimkou jsou citlivé osoby, u kterych vyvolava
alergické reakce. Tento konzervant je nevhodny pro déti (je davan do souvislosti s détskou

hyperaktivitou). V CR je pouZiti povoleno v omezeném mnozstvi. [13]



2.1.8 Siricitany

Do této skupiny latek patii oxid sifiity a anorganické soli (Sifiitan sodny, SifiCitan
vapenaty, Hydrogensifi¢itan sodny, Hydrogensifi¢itan vépenaty, HydrogensifiCitan
uvolilovat oxid sifi€ity. Jedna se o latky s E kodem E 220 az E 228. Jako konzervacni latky
jsou ucinné v kyselych potravinach proti bakteriim a ¢astecné 1 kvasinkam a plisnim. Pfi
vyrobég vina sifi¢itany vyhladi pfirozené se vyskytujici mikrofloru pred pfidanim vhodnych
kvasinek. Sitiitany rovnéz zabranuji ristu plisni béhem piepravy vinnych hroznti. Také se
pouzivaji ke zlepSeni pekatské kvality tésta v pekatskych vyrobcich, zabranuji rlstu
mikroorganismi na povrchu masa a masnych vyrobki, dekontaminuji vyrobni zatizeni a
ucinkuji jako Citici latky. Do potravin se tyto latky pfidavaji nejen pro své antimikrobialni
vlastnosti, ale také pro svou schopnost uc¢inkovat jako antioxidanty a tim zabranovat
postupnym zméndm barvy (ztrata barvy ¢i hnédnuti) mnoha potravin (naptiklad ovoce a
zeleniny). SifiCitany v potravindch mohou pfedstavovat zavazny problém pro nékteré
astmatiky. U citlivych jedinch hrozi realné nebezpeci Zivot ohroZujicich reakci, zejména
trpi-li té&Zkym astmatem a jsou-li zaroven léCeni kortikosteroidy. Byly pozorovany
nasledujici reakce po poziti potravin obsahujicich sifiCitany: nevolnost, prijem, vyrazka,
precitlivélost pfi styku s pokozkou, svédéni. SifiCitany snizuji hladinu thiaminu neboli
vitaminu Bl v oSetfenych potravindch. Neni povoleno pouzivat sifiitany na Cerstvém
ovoci a zeleniné, kde zlstava v téméf nezménéné koncentraci a pfedstavuje tak mnohem

vetsi riziko. [10; 13; 27]

ADI siricitanii: 0 — 0,7 mg/kg. [7]

2.1.8.1 Oxid siFicity

Oxid sifi¢ity (SO,) je bezbarvy plyn, ktery je Stiplavy a jedovaty. V potravinafstvi
oznaCovany kodem E 220. Ma antioxidac¢ni ucinky (ovoce vypada jako Cerstvé, tzn.
nehnédne) a plisobi 1 jako konzervant proti bakteriim, kvasinkdm a plisnim. Pouziva se pii
vyrobé marmelad, dzemt, zavafenin, ovocnych napoji, naklddané zeleniny, bramborovych

vyrobkl, suSenych merun¢k. Miize vyvolavat alergické reakce u astmatikti, dale boleni
hlavy a prijem. Ni¢i vitamin B1. Neni vhodna pro déti. V CR je pouzivani SO, povoleno

omezeng. [13]



Mezi potraviny, které tento konzervant obsahuji patii: [13]

> Bramborova kase s mlékem (Vitana a.s.)
> Borivkovy dzem (Hamé s.r.0.)
> Modry Portugal (Templdiské sklepy Cejkovice, vinaiské druzstvo)

> Svatovaviinecké vino (Templdrské sklepy Cejkovice, vinaiské druzstvo)

2.1.8.2 Siri¢itan sodny

Sifi¢itan sodny (Na,SO,) je rozpustna, bila, sodna sl kyseliny sifi¢ite. V potravinafstvi
oznacovany kodem E 221. V kyselém prostiedi tvoii kyselinu sifi¢itou, ktera se chova jako
konzervacni prostfedek (G€inny proti baktériim, kvasinkdm a plisnim). Pouziva se také
jako antioxidac¢ni (zabrafiuje hnédnuti) a bélici ¢inidlo. Najdeme jej hlavné v potravinach
vyrobenych z ovoce a zeleniny, vajeénych zloutcich a vyrobcich zloutky obsahujici a
salatech. U masnych vyrobki je pouZivani sifi¢itanu sodného zakdzano (miZe zamaskovat
bakterialni ndkazu projevujici se ztratou barvy). Mize zplisobovat dychaci problémy u
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poruchy. Ni¢i vitamin B1. V CR je pouzivani povoleno. [12; 13; 23]

Mezi potraviny, které tento konzervant obsahuji patii: [13]

> Bramborové knedliky s uzenym masem (Euroice s.r.0.)
> BeBe Rodinné ceredlni (Opavia s.r.0)

> Tuc pfichut’ slanina (Opavia s.r.0.)

2.1.8.3 Siricitan vapenaty

SifiCitan vapenaty (CaSO;) je bila, vapenata sul kyseliny sifi¢ite. V potravinaistvi
oznacovany kodem E 226. V kyselém prostiedi tvoii kyselinu sifi¢itou, ktera se chova jako
konzervacéni prostfedek (a€inny proti baktériim, kvasinkdm a plisnim). Najdeme jej hlavné
v jable€ném mosté, cukru, ovocnych dzusech, atd. Takeé ho 1ze vyuzit jako béliciho ¢inidla
pti vyrobé cukru. ZvySuje pevnost konzervované zeleniny (diky u¢inkiim véapniku). Mize
zpusobovat dychaci problémy u pacientl trpicich astma. Niéi vitamin Bl. V CR je

pouzivani povoleno omezené pii vyrob¢ nékterych potravin. [13; 28]



3 CHARAKTERIZACE VYBRANYCH DRUHU PLISNI A
KVASINEK

3.1 Plisné

- Sk 5
Obr. 10: Aspergillus
flavus

Plisné patii mezi mikroorganismy zafazené do fiSe hub. Jsou to vlaknité mikroskopické
mnohabunécné houby, které tvoti vlakna (hyfy), z nichz se tvofi podhoubi (mycelium). Z
podhoubi vyriistaji rozmnozovaci organy, které uvoliuji vytrusy (spory). Vyziva hub je
heterotrofniho typu. Houby miZeme prokazovat mikroskopicky, pomoci nativnich

preparatt. [29]

Plisn¢€ rozkladaji Ziviny v potravinach a zapfticinuji tak kazeni potravin, nékteré navic tvori
v potraving plisnové jedy, tzv. mykotoxiny. Patii mezi vyznamné toxiny v potravinach. V
soucasné dob¢ je zndmo pies 200 mykotoxinli a piiblizné 50 mykotoxind je davano do
pfimé souvislosti s mykotoxikdbzami u lidi a zvifat. K nejznaméj$Sim toxiniim
produkovanych plisnémy patfi aflatoxin, ochratoxin a patulin. Toxiny z plisni mohou u lidi
zpusobovat alergie a zazivaci potize (prijymy), ale 1 zdvazngjsi Gc¢inky jako je poskozeni
jater, ledvin, imunitniho systému a nervové soustavy, nékteré maji i rakovinotvorné ucinky

(napft. aflatoxin B1).[29]

Plisné¢ mohou napadnout téméef kazdou potravinu, kterd obsahuje dostatek vody a zivin.
Nejcastéji jsou napadany potraviny skladované za nevhodnych podminek (vlhké a teplé
prostiedi). Casto se plisné nachazi napiiklad v arasidech a jinych ofiScich, obilninach, s6ji,
kofeni, Caji a ké&ve¢, ale 1 v zivo¢iSnych potravindch. Ne vSechny plisné jsou vSak
toxinogenni. N&které z plisni, které neprodukuji toxiny jsou oznacovany jako tzv. ,kulturni
plisn€* (Penicillium camemberti, Penicillium roqueforti) a jsou vyuzivany k vyrob¢
potravin (napf. plisnovych syrti: Niva, Hermelin) a nékterych trvanlivych tvrdych salama,
které zraji pod plistovym povrchem. Plisné se vyuZivaji 1 ve farmaceutickém primyslu
(Iek penicilin, produkovany druhy Penicillium notatum a Penicillium chrysogenum). K

nejznaméjSim plisnim v potravinach patii rody Penicillium a Aspergillus. [29]



3.1.1 ROD: Aspergillus

Aspergillus (Cesky oznacovany jako kropidlak) je houba patiici do Celedi Plesnivkovité
(Trichocomaceae). Na kultufe tvoii obvykle ¢erné, hnédé, Zluté az bilé kolonie. BéZné se
vyskytuje v prosttedi (napi. v ptd€, prachu, stavebnim materialu, v kofeni a na rostlinach).
Existuje mnoho rGznych druhi: Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus

ochraceus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Aspergillus nidulans. [29]

Nekteré druhy rodu Aspergillus zpusobuji onemocnéni, tzv. Aspergilozu. Jejich diagndza
je velmi obtizna, pro jejich lehce zaménitelné pfiznaky s jinym onemocnénim. Mezi
nejrozsifenéjsi formu patii  bronchopulmonalni aspergiloza (ABPA), ktera postihuje
dychaci cesty (alergické reakce, kasel — vykaSlavani krve, sipani, poskozeni tkané¢
dychacich cest). K dal§i formé patii tzv. invazivni aspergiloza, tato forma obvykle
postihuje lidi s oslabenym imunitnim systémem (napi. lidé po transplantaci kostni diené¢
nebo transplantaci organil) a projevuje se horeckou, bolesti na hrudi, kaslem a duSnosti.
Vzhledem k tomu ze se Aspergillus bézné vyskytuje v prosttedi a vétSina lidi dycha jeho
spory kazdy den, tak pro lidi se zdravym imunitnim systémem neni v bézném prostiedi

zdravi Skodlivy. [29]

3.1.2 ROD: Penicillium

Penicillium (Cesky oznaCovany jako Stétickovec) je houba pattici do Celedi Plesnivkovité
(Trichocomaceae). Na kultufe tvoifi obvykle zelené nebo modré kolonie. Bé&zné se
vyskytuje v prostiedi (napt. v pidé€, prachu, kofeni a na rostlinach) a je velmi druhové
bohaty (kolem 250 druhd). Mezi nejzndméjSi druhy patti Penicillium camemberti,
Penicillium roqueforti, Penicillium candida, Penicillium glaucum, Penicillium
chrysogenum, Penicillium marneffei, Penicillium viridicatum, Penicillium verrucosum.
Rod Penicillium je jednou z nejcastéjSich pfi¢in kazeni ovoce (hlavné citrusové plody),
zeleniny, hub a obilovin. K druhim, které mohou byt zdravi Skodlivé patii hlavné
Penicillium viridicatum, Penicillium verrucosum (produkce ochratoxinu) a Penicillium
marneffei (patogenni — zplsobuje infekce u lidi se sniZenou imunitou). Rod Penicillium
neobsahuje jen Skodlivé druhy, ale také mnoho uZziteCnych, které se vyuzivaji naptiklad v
potravinafstvi. Tyto druhy se oznacuji jako tzv. ,kulturni plisné* Penicillium camemberti
(napt. syry Camembert a Brie), Penicillium roqueforti (napt. syr Roquefort), Penicillium

glaucum (napft. syr Gorgonzola). [29]



3.2 Kbvasinky

Obr. 11: Saccharomyces
cerevisiae

Kvasinky jsou jednobunécné eukaryotické mikroorganismy, které se fadi do tiSe Houby.
Netvoii zadnou taxonomickou skupinu, protoze jsou rozdéleny do dvou tiid
Vieckovytrusné (Ascomycota) a Stopkovytrusné (Basidiomycota). Kvasinkové organismy
jsou v ptirod¢ velmi rozsiteny. Své jméno dostaly podle schopnosti zkvaSovat mono-, di-,

nebo trisacharidy na ethanol a CO». Jelikoz maji ve vétsiné piipadi pouze sacharolytické

schopnosti, vyskytuji se pfedev§im na materidlech obsahujicich cukry. Velikost bunck
kvasinek se pohybuje v rozmezi 3-15um. Nejcastéjsi tvar kvasinek je vejcity, elipsoidni
nebo kulovity. MnozZi se zejména nepohlavné tzv. pucenim (gemaci), kdy dochazi k tvorbe
pupent na matefském jedinci, z né¢hoz se vyviji novy organismus nebo i1 pohlavné za

tvorby spor (pfi nedostatku zivin). [10; 30; 31]

Kvasinky patfi mezi vyznamné mikroorganismy v potravinaistvi (schopnost fermentace -
kvaseni). Velky vyznam maji hlavné pii alkoholovém kvaseni (vyroba lihu, vina, piva),
mlécném kvaseni (vyroba mlécnych napoji) a v pekafstvi (pekatské drozdi). Jsou
vyuzivany jako dobfe stravitelny zdroj bilkovin, cukrti a komplexu vitaminu B. Mezi
prumyslové vyznamné kvasinky patii rody Saccharomyces, Kluyveromyces, Kloeckera,
Torulopsis, Yarrowia. Vedle ptevazujiciho pozitivniho vyznamu existuje i negativni vliv
kvasinek (tzv. patogenni kvasinky), které se vyskytuji jako Skodlivé kontaminanty ve
vyrobnich procesech. Mezi patogenni druhy kvasinek patii napf. rody Candida,
Cryptococcus, Trichosporon, které vyvolavaji riznd koZzni, sliznicni a jiné formy

onemocnéni. [10; 30; 31]

3.2.1 ROD: Candida

Candida je houba patiici do Celedi Kvasinkovité (Saccharomycetaceae). Na kultufe tvori
obvykle kolonie bilé¢, smetanové barvy. Velikost se pohybuje mezi 4-6 um. Je mozné je
nalézt témét vSude, hlavné pak v teplém a vlhkém prostiedi, kterému davaji prednost.

Existuje mnoho raznych druht: Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei,



Candida dublinensis, Candida parapsilosis, Candida kefir, Candida utilis a dalsi. Nckteré
druhy rodu Candida zptsobuji onemocnéni, tzv. Kandid6zu. Jeji diagndza je velmi obtizna,
pro jeji lehce zameénitelné pfiznaky s jinym onemocnénim (svédéni, paleni, zarudnuti kiize,
tvorb¢ aftli, opakované zanéty mocového méchyie, zanéty pochvy ¢i delohy, stiidani
prijmu a zacpy atd.). Jedna se o nadmérné pomnozeni kvasinek ve stievech, krvi a jinych
orgadnech. NejCastéjSim piavodcem je druh Candida albicans. Candida albicans je
parazitickd kvasinka, kterd osidluje stteva (10-15% stievni mikroflory), pohlavni Ustroji,
usta, jicen a krk. Tato kvasinka Zije za normalnich okolnosti v rovnovaze s ostatnimi
bakteriemi a kvasinkami (komenzal). Pfi¢inou kandidézy je dlouhodobé nebo opakované
uzivani antibiotik (antibiotika jsou podévana proto, aby nicila choroboplodné bakterie,
spolu s nimi vSak ni¢i 1 bakterie ,,dobré*). V disledku toho dochédzi k nerovnovaze v
sttevni mikroflofe. Lécba nemoci musi byt zaméfena na fakt, Ze onemocnéni kandid6zou
se netyka pouze piisluSného postizeného mista, nybrz Ze je to onemocnéni cel¢ho

organismu. [30]

3.2.2 ROD: Saccharomyces

Saccharomyces je houba patiici do ¢eledi Kvasinkovité (Saccharomycetaceae). Na kultuie
tvoti obvykle rychle rostouci kolonie elipsoidniho nebo vej¢it€ého tvaru a smetanové barvy.
Velikost se pohybuje mezi 7-9 um. Produkuje 1-4 askospory. Existuje mnoho rtznych
druhti: Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces boulardii, Saccharomyces bayanus,

Saccharomyces uvarum atd. Mnohé druhy patfi mezi velmi vyznamné mikroorganismy v
potravinaistvi (pivovarnictvi, vinafstvi, pekaistvi), kdy dochazi ke kvaSeni mono-, di-,
nebo trisacharidi na ethanol a CO;. Nékteré se vyuzivaji 1 ve farmaceutickém primyslu
(Saccharomyces boulardii). Saccharomyces mohou zpusobovat kazeni u potravin s
vysokym obsahem cukru (sirupy, S§tavy). Pii dlouhodém vystaveni jejich u¢inkiim mutize

vést ke vzniku precitlivélosti. [31; 32]



4 METODY STANOVENI KONZERVANTU

4.1 Chromatografie

Chromatografie je metoda slouzici k separaci a analyze slozitych smési. Chromatografie se
velmi Siroce uplatituje ve vSech védeckych odvétvich véetné 1ékatstvi. V ramcei I€katskych
veéd je velmi Sirokd Skédla chemickych (biochemickych a dalSich) probléma, které jsou
feSeny za pomoci nékterého z mnoha riznych typti chromatografickych technik.
Chromatografie je separacni a soucasn¢ analyticka fyzikaln¢ chemicka metoda pro separaci
a analyzu smési latek, jejimZz zdkladnim principem je rozdélovani slozek smési mezi

mobilni a stacionarni fazi. [32; 33; 34; 35]
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Obr. 12: Chromatograf

Chromatografické metody

Dle povahy fazi: [35]
> Plynova chromatografie (GC - Gas Chromatography)

— Adsorp¢ni - ustavuje se rovnovaha mezi mobilni plynnou fazi a stacionarni pevnou fazi

(GSC - Gas Solid Chromatography)

— Rozdé€lovaci - ustavuje se rovnovadha mezi mobilni plynnou fazi a stacionarni kapalnou

fazi (GLC - Gas Liquid Chromatography)
> Kapalinova chromatografie (LC - Liquid Chromatography)

— Adsorp¢ni - ustavuje se rovnovaha mezi mobilni kapalnou fazi a stacionarni pevnou fazi

(LSC - Liquid Solid Chromatography)



— Rozd¢€lovaci - ustavuje se rovnovaha mezi mobilni kapalnou fazi a stacionarni kapalnou

fazi (LLC - Liquid Liquid Chromatography)
Dle usporadani fazi: [35]
> Kolonova (sloupcovad) chromatografie
— stacionarni faze v koloné
> Plosnad chromatografie
— Chromatografie na tenké vrstvé (TLC - Thin Layer Chromatography)

- Papirova chromatografie (PC - Paper Chromatography)

Dle déje, ktery probiha: [35]

> Adsorpcni chromatografie - vyuziva rozdilné adsorpce molekul analytii na povrchu

tuhé faze s aktivnimi centry (LSC - Liquid Solid Chromatography)

> Rozdélovaci chromatografie - vyuziva rozdilné rozpustnosti molekul analytii mezi

dvéma zcela nemisitelnymi kapalinami (LLC - Liquid Liquid Chromatography)

> lontové vymeénna chromatografie - vyuziva rozdilné vyménné adsorpce analytli na

povrchu iontového ménice (IEC - Ion Exchange Chromatography)

> Bioafinitni chromatografie — je zaloZena na specifick¢ interakci mezi biologicky

aktivnimi latkami a protilatkami

> Gelova permeacni chromatografie - vyuzivd mechanického déleni molekul analyt
v poérech gelu na zéklad€ jejich rozdilné velikosti (GPC — Gel Permeation

Chromatography)

4.1.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je fyzikalné - chemicka separa¢ni metoda, kterd vyuziva déleni
latek mezi dvémi fazemi. Jedna je mobilni (pohyblivd) a druhd je staciondrni
(nepohybliva). Za zaklad separace latek kapalinovou chromatografii lze povazovat riznou
afinitu slozek vzorku k mobilni a stacionarni fazi. Cim vétsi afinita k stacionarni fazi latka
vykazuje, tim vice je zbrzdovan jeji pohyb chromatografickym systémem. Postupovanim
vzorku kolonou se vytvareji rovnovazné stavy na zaklad¢é rGznych interakci (hydrofobni,

elektrostatické, interakce dipol-dipol, vodikova vazba...) mezi vzorkem a mobilni fazi,



vzorkem a stacionarni fazi a rovnéz mezi mobilni a stacionarni fazi. [32; 33; 34; 36]

Zakladni Casti kapalinové chromatografie: zasobniky mobilni faze, zfizeni pro tvorbu

gradientu, vysokotlaké Cerpadlo, davkovaci zafizeni, kolona, detektor, registracni zatizeni

(zapisovac, integrator, PC)

DalSi soucasti: odplynovace mobilni faze, termostaty, spojovaci kapilary a soucasti, on-line

filtry, saturacni a ochranné kolonky, jimace frakci ...
e Mobilni faze

Mobilni faze (zpravidla smési organickych rozpoustédel nebo vodné roztoky pufrii) se pred
pouzitim filtruji (odstranéni necistot) a odplyiuji (napt. s pouzitim ultrazvukoveé lazné€). Do
systému HPLC jsou Cerpany nejcastéji ze sklenénych lahvi. Do lahve zasahuje cerpaci
hadicka opatienad casto sklenénou fritou, zaroven mobilni fazi z divodu dokonalého a
soustavného odplyiovani trvale probublava hélium (jinou alternativou odplyiovani je
pouziti membranového degasseru). Zasobnik mobilnich fazi m4 maximalné Ctyfi pozice

pro soucasné Cerpani a smeéSovani mobilnich fazi. [32; 33; 34; 37]
e Vysokotlaka pumpa (¢erpadlo)

Moderni instrumentace umoziuje pracovat s tlaky az 60 MPa. Dulezita je vysoka presnost
a reprodukovatelnost pritokii v celé $kale pracovnich tlaki. Cerpadla byvaji délena na
pulzni a bezpulzni, pouzivaji se pistovd, membranovd nebo pistové membranova,
konstruk¢éni feSeni v kombinaci s automatickym ovladdnim zpravidla uspokojivé fesi
minimalizaci pulzl, materidlem pro vyrobu ¢erpadel v HPLC je nejcastéji nerezova ocel,

safir, titan, keramika. [32; 33; 34; 37]

V kapalinové chromatografii se vyuziva dvou modu ¢erpani mobilnich fazi:

a) isokraticky mod, kdy je za stalého prutoku Cerpana jedna mobilni fize (jednoslozkova
nebo vicesloZzkova pifedem smichand), alternativné lze Cerpat zaroven ze dvou az Ctyrt

rezervoarl pii konstantnim poméru slozek a konstantnim pritoku,

b) gradientovy mod, kdy v pribchu jedné analyzy lze programované ménit slozeni 1
prutok mobilni faze. Kvalitni chromatografické zatizeni synchronizuje ¢innost ventili a
cerpadel tak, aby gradientovy profil byl reprodukovatelny.

e Davkovaci zarizeni

Ptimy nastfik vzorku injekéni stiikackou pres septum nebo pii zastaveni toku mobilni faze

(stop-flow) pfimo na vrstvu sorbentu v kolon¢ je metodou se Spatnou reprodukovatelnosti,



tedy nevhodnou pro kvantitativni analyzu. Nastiikova zafizeni se musi vyrovnat s
vysokymi tlaky na kolong, pouzivaji se predevSim davkovaci vysokotlaké ventily se
smyCkou. Dobfe vybavena chromatograficka zafizeni maji k dispozici autosamplery se
zasobnikem vzorki (nejlépe s temperaci) a s programovatelnou derivatizaci vzorku pied

analyzou. [32; 33; 34; 37]
e Kolona

Kolony pro HPLC jsou z materidlu, ktery musi odoldvat relativné vysokym pracovnim
tlakiim a zarovenl chemickému plisobeni mobilnich fazi a separovanych slozek. Materialem
chromatografickych kolon je vé&tSinou antikorozivni ocel nebo specielné tvrzené
borosilikatové sklo, 1ze pouzit 1 kombinaci obou materiali. Pro analytické aplikace se
ptevazné pouzivaji kolony plnéné porovitymi ndplnémi o priméru 3 - 10 pm o délce 5 - 30
cm a vnitinim primérem 3 - 4 mm. Uginnost separace, doba analyzy a pracovni tlak se
zvySuji s rostouci délkou kolony a naopak klesaji s rostoucim pramérem ¢astic naplné. Pii
praci s kolonami o priméru mensim nez 2 mm se jednd o tzv. mikrokolonovou
kapalinovou chromatografii, jejiz vyhodou je hlavné snizeni spotieby mobilni faze i1 vzorku
a zvySeni citlivosti detekce. Materidly pro plnéni kolon jsou vétSinou zaloZzeny na
anorganické matrici (silikagel, oxid hlinity, porovité sklo), na niz mohou byt chemicky
vazany nebo zakotveny rizné stacionarni faze, méné Casto se pouZiva organickych geli
rizné struktury, které mohou byt rovnéZ chemicky modifikovany. Charakter stacionarni
faze zavisi na chromatografickém systému. V HPLC se ¢asto vyskytuji pojmy "normalni
faze" a "obracend faze". U normalnich fazi jsou funk¢ni skupiny stacionarni faze polarni,
mobilni fazi byva nepolarni rozpoustédlo (pentan, hexan). Chromatografie na tzv.
systémech s obracenymi fazemi (RP, reversed-phase, asi v 80 % vSech aplikaci HPLC)
pouziva chemicky vazanou nepolarni stacionarni fazi. Nejpouzivané;si je typ C18, kde jsou
molekuly octadecylsilanu vazany na Casticich silikagelu. Mobilni faze v systému RP je

polarni. [32; 33; 34; 37]
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Obr. 13: Klasicka HPLC kolona se sklada z kovového plaste
(1), ktery je uzavien porézni kovovou fritou (2), ktera
zabranuje uvolniovani stacionarni faze (3) z kolony a soucasné
umotnuje plynuly priitok mobilni faze. Oba konce kolony jsou
ukonceny ochrannym kroutkem (4) a koncovou hlavici (5), ve

ktere je navrtan vstup pro kapilaru se Sroubem (6).

e Detektory

K detekci separovanych latek se zpravidla uziva obecnych nebo specifickych vlastnosti,
kterymi se tyto latky 1i§i od mobilni faze, na tomto zdklad¢ se také rozliSuji univerzalni a
selektivni detektory. Na detektory v HPLC jsou kladeny zejména tyto pozadavky: vysoka
citlivost, linearita a reprodukovatelnost odezvy, nezadvislost odezvy na zméné slozeni

mobilni faze pfi gradientové eluci a univerzalnost. Nejcastéji jsou pouzivany: [32; 33; 34]
Fotometricky detektor (UV, VIS)

Vétsina organickych latek absorbuje v oblasti UV zafeni, nékteré 1 ve viditelné oblasti
svétla. Detektory pracuji bud’ s fixni vinovou délkou (nejcastéji 254 nm), s moznosti
vybéru n€kolika vinovych délek (filtrové), nebo jsou opatfeny monochromatorem a pracuji
na principu spektrofotometru v rozsahu 190 - 400 nm. Svétlo zdroje prochazi pritokovou
celou, intenzita proS§lého paprsku je méfena fotonasobiCem, kontinudlné se snimé signal

eluovanych slozek.
Detektor diodového pole (DAD)

Detektor diodového pole (DAD) umoziiuje ziskat spektralni data latek v pribéhu celé
analyzy. Pritokovou celou prochdzi polychromatické svétlo, transmitované zafeni je
spektralné rozkladdno holografickou miizkou, takZze na kazdou z miniaturnich fotodiod
umisténych na desti¢ce o délce cca 1 cm dopadé zéativy tok o urcité vinové délce zeslabeny
absorpci v pratokové cele detektoru. Pouziti DAD je podminéno softwarovym zazemim,
které umoznuje napf. pribézné hodnoceni tzv. "Cistoty pikidl", identifikaci neznamych
slozek pomoci spektralni knihovny, rychlé stanoveni absorpéniho maxima latky,

kvantifikaci pikl s odliSnymi spektralnimi vlastnostmi v jedné analyze apod.



Fluorimetricky detektor

Fluorimetricky detektor je selektivni detektor s vysokou citlivosti. Pfi méteni fluorescence
se budici UV zéfeni ze zdroje vede do pratokové cely, kde se absorbuje a vyzaiené svételné

kvantum o vétsi vinové délce se méfi fotonasobicem.
Elektrochemicky detektor

Elektrochemicky detektor umoziiuje stanovit velmi nizké koncentrace latek v eluentu v
ptipadé, Ze tyto latky jsou elektrochemicky aktivni (redukovatelné nebo oxidovatelné).
M¢ii se proud protékajici mezi polarizovatelnou pracovni elektrodou a pomocnou
elektrodou v zavislosti na vlozeném napéti. Detektor pracuje bud’ jako polarograficky se
rtutovou kapkovou elektrodou, nebo s tuhou elektrodou zhotovenou napt. z grafitu.

Obecné se tento detektor nehodi pro detekci gradientové eluce.
Vodivostni detektor

Vodivostni detektor méti elektrickou vodivost eludtu vytékajiciho z kolony dvéma
elektrodami (nerez, zlato, platina) umisténymi v prutokové cele. Tento detektor je vhodny

pouze pro detekci ionti.
Hmotnostni detekce (LC-MS)

Snimani hmotnostniho spektra béhem eluce latek je velmi vyhodné pro strukturni analyzu a
identifikaci latek ve sloZitych smésich. Technicky vyhodné pro pfimé napojeni je pouzivani

mikrokolon a kapilarnich kolon.

4.1.1.1 Princip kapalinové chromatografie

Aparaturou protékd mobilni faze, kterd je ze zdsobnich lahvi vedena pies vysokotlakou
pumpu do kolony, z ni do detektoru a déle pak do odpadu. Davkovac¢em je do proudu
mobilni faze naddvkovan vzorek (fadové n€kolik malo ul). Vzorek je undsen mobilni fazi
do kolony, kde dochazi k separaci jednotlivych slozek. Vystup z kolony vede do detektoru,
kde jsou jednotlivé slozky detekovany. Signal z detektoru je zaznamenavan pomoci PC a

tisknut v podob¢ chromatogramu. [32; 33; 34; 37]

4.1.1.2 Chromatogram
Vysledkem HPLC analyzy je chromatogram, ktery je tvofen soustavou pikl, které maji
riznou plochu a vySku, maji od sebe riiznou vzdalenost a v idedlnim ptipadé jsou

symetrické a maji tvar Gaussovy kiivky. Poloha piku na ose x uvadéna pomoci retenc¢niho



casu (urceno podle polohy vrcholu) urcuje o jakou latku se jedna (kvalitativni analyza).
Plocha piku (nebo jeho vyska) urcuje koncentraci latky ve smési (kvantitativni analyza).
Identifikace pika (latek) se provede tak, Ze se na stejné separacni koloné za stejnych
experimentalnich podminek provede analyza pfedem pripravené smési o znamém
kvalitativnim sloZeni, tzv. standardni smés. Pokud se retenni casy pikli na
chromatogramu neznamé smési shoduji s retencnimi Casy pikdi smési o zndmém sloZeni,
pak se jedné o stejné latky. Koncentrace latek ve smési se urcuje z ploch nebo vysek pikl

metodou kalibrace, pro kterou existuje vice zptsobl provedeni. [32; 33; 34; 37]



LEGISLATIVA

>

NARIZENI KOMISE (EU) & 1131/2011 ze dne 11. listopadu 2011, kterym se méni
ptiloha II natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008, pokud jde o
steviol-glykosidy [38]

NARIZENI KOMISE (EU) &. 1130/2011 ze dne 11. listopadu 2011, kterym se méni
pfiloha III nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008 o
potravinafskych ptfidatnych latkach zavedenim seznamu potravinaiskych ptidatnych
latek Unie schvalenych pro pouZiti v potravindiskych piidatnych latkach,

potravinaiskych enzymech, potravinarskych aromatech a zivindch[38]

NARIZENI KOMISE (EU) & 1129/2011 ze dne 11. listopadu 2011, kterym se méni
ptiloha II natfizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008 vytvofenim

seznamu potravinarskych ptidatnych latek Unie [38]

NARIZENI EVROPSKEHO PARLAMENTU A RADY (EU) & 1169/2011 ze dne
25. fijna 2011 o poskytovani informaci o potravinach spotiebitelim, o zméné
nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1924/2006 a (ES) ¢. 1925/2006 a o
zruSeni smérnice Komise 87/250/EHS, smérnice Rady 90/496/EHS, smérnice
Komise 1999/10/ES, smérnice Evropského parlamentu a Rady 2000/13/ES, smérnic
Komise 2002/67/ES a 2008/5/ES a natizeni Komise (ES) ¢. 608/2004 [38]

NARIZENI EVROPSKEHO PARLAMENTU A RADY (ES) &. 1334/2008 ze dne
16. prosince 2008 o latkach urCenych k aromatizaci a nékterych slozkach potravin
vyznacujicich se aromatem pro pouZziti v potravinach nebo na jejich povrchu a o
zméné natizeni Rady (EHS) ¢. 1601/91, natizeni (ES) ¢. 2232/96 a ¢. 110/2008 a
smérnice 2000/13/ES [38]

NARIZENI EVROPSKEHO PARLAMENTU A RADY (ES) &. 1333/2008 ze dne
16. prosince 2008 o potravinaiskych ptridatnych latkach [38]

NARIZENI EVROPSKEHO PARLAMENTU A RADY (ES) &. 1332/2008 ze dne
16. prosince 2008 o potravindiskych enzymech a o zméné smérnice Rady
83/417/EHS, natizeni Rady (ES) ¢. 1493/1999, smérnice 2000/13/ES, smérnice
Rady 2001/112/ES a natizeni (ES) €. 258/97[38]

NARIZENI EVROPSKEHO PARLAMENTU A RADY (ES) &. 1331/2008 ze dne

16. prosince 2008, kterym se stanovi jednotné povolovaci tizeni pro potravinarskeé



ptidatné latky, potravinaiské enzymy a latky uréené k aromatizaci potravin [38]

127/2008 Sb. - Vyhlaska ze dne 1. dubna 2008, kterou se méni vyhlaska .
113/2005 Sb., o zplisobu oznafovani potravin a tabakovych vyrobkil, ve znéni
pozdéjSich predpist[38]

4/2008 Sb. - VyhlaSka Ministerstva zdravotnictvi ze dne 3. ledna 2008, kterou se
stanovi druhy a podminky pouziti ptfidatnych latek a extrakénich rozpoustédel pii
vyrobég potravin [38]

312/2007 Sb. - ze dne 30. listopadu 2007, kterou se meéni vyhlaska ¢. 54/2002 Sb.,

kterou se stanovi zdravotni poZadavky na identitu a Cistotu ptidatnych latek [36]

113/2005 Sb. - Vyhlaska ze dne 4. biezna 2005 o zpiisobu oznaCovani potravin a
tabakovych vyrobku [38]

52/2002 Sb. - Vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi ze dne 29. ledna 2002, kterou se
stanovi pozadavky na mnozstvi a druhy latek urCenych k aromatizaci potravin,
podminky jejich pouziti, poZzadavky na jejich zdravotni nezavadnost a podminky
pouziti chininu a kofeinu [38]

53/2002 Sb. - Vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi ze dne 29. ledna 2002, kterou se
stanovi chemické pozadavky na zdravotni nezadvadnost jednotlivych druhil potravin
a potravinovych surovin, podminky pouziti latek ptidatnych, pomocnych a
potravnich doplikl [38]

54/2002 Sb. - Vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi ze dne 29. ledna 2002, kterou se

stanovi zdravotni pozadavky na identitu a Cistotu piidatnych latek [38]



II. PRAKTICKA CAST



5 METODICKY POSTUP STANOVENI VYBRANYCH
KONZERVANTU

5.1 Chemikalie

Natamycin
Metanol pro HPLC
Kyselina octova
Metanol
Redestilovana voda

Destilovana voda

5.2 Laboratorni pomtucky a pristroje

5.2.1 Standartni laboratorni pomiicky a pristroje
Bézné laboratorni sklo a pomiticky
Mikropipeta
Injekent stiikacka
Niz

Pravitko

5.2.2 Specialni laboratorni pomiicky a pristroje

Aparatura pro HPLC (Dionex UltiMate 3000 RS)
Kolona Waters Spherisorb C8 (150 x 4,6 mm; 5 um)
- Davkovaci smycka (objem 20 pl)
- PC s vyhodnocovacim programem Compass Hystar Post Processing
UV/VIS spektrofotometr Lambda 25
Mikrofiltry (porozita 20 um)

Vialky (objem 1,5 ml)



5.3 Charakteristika vzorku trvanlivych salamii

5.3.1 Lovecky salam
Vyrobce: Kmotr — Masna Kromefiz, a. s.
- masny vyrobek trvanlivy — fermentovany
- nemusi byt skladovano pfi chladirenskych teplotach
- vyrobek je prirozené bezlepkovy
- nebaleny

SloZeni: veptové maso, vepiové sadlo, hovézi maso, jedla sil (max. Obsah 4,2%),
voda vepfové kuze dextréza kofeni a extrakty kofeni, startovaci kultura
mikroorganismi, konzervant E 250, ¢ervena fepa, antioxidant E 316, barvivo E
120. 100g vyrobku obsahuje primérné: bilkoviny: 17,3g, sacharidy: 0,1g, tuky:
49,8g.

Energeticka hodnota: 2137 kJ/518kcal
Minimalni trvanlivost: 45 dnd

Hmotnost: cca 450g [39]

Obr. 14: Lovecky salam



5.3.2

Poli¢an

Vyrobce: Kmotr — Masna Kromefiz, a. s.

masny vyrobek trvanlivy — fermentovany

vyrobeno z veptového, hovéziho masa a smési kotfeni
nemusi byt skladovano pfti chladirenskych teplotach
vyrobek je ptirozen¢ bezlepkovy

nebaleny

SloZeni: veptové maso, vepiové sadlo, hovézi maso, jedla sil (max. Obsah 4,2%),
voda, veptové kiize, dextrdza, maltodextroza, kofeni a extrakty kofeni, startovaci
kultura mikroorganismti, konzervant E 250, antioxidant E 316, barvivo E 120, E
162. 100g vyrobku obsahuje primérné: bilkoviny: 18,0g, sacharidy: 0,1g, tuky:
46,8g.

Energeticka hodnota: 2038kJ/493kcal
Minimalni trvanlivost: 45 dnd

Hmotnost: cca 750g [39]

Obr. 15: Polican



53.3

Paprikas

Vyrobce: Kmotr — Masna Kromefiz, a. s.

masny vyrobek trvanlivy — fermentovany

vyrobeno z veptového, hovéziho masa, smési koteni a papriky
nemusi byt skladovano pfti chladirenskych teplotach

vyrobek je ptirozen¢ bezlepkovy

nebaleny

SloZeni: veptové maso, vepiové sadlo, hovézi maso, jedla sil (max. Obsah 4,2%),
voda, vepfové kuze, dextroza, kofeni a extrakty kofeni, startovaci kultura
mikroorganismi, konzervant E 250, antioxidant E 316, barvivo E 120, latky
zvyraziujici chut a vini E 621, E 635. 100g vyrobku obsahuje prumérné:
bilkoviny: 17,0g, sacharidy: 0,1g, tuky: 47,8g.

Energeticka hodnota: 2058kJ/498kcal
Minimalni trvanlivost: 45 dnd

Hmotnost: cca 750g [39]

Obr. 16: Paprikas



5.3.4

Selsky salam

Vyrobce: Kmotr — Masna Kromefiz, a. s.

masny vyrobek trvanlivy — tepelné opracovany
vyrobeno z veptového, hovéziho masa a smési kotfeni
skladovaci teplota: 0 - 20°C

vyrobek je ptirozen¢ bezlepkovy

nebaleny

SloZeni: veptové maso, vepiové sadlo, hovézi maso, jedla sil (max. Obsah 4,2%),
voda, veprové kiize, hemoglobin, stabilizator E 450, dextr6za, kofeni a extrakty
koteni, startovaci kultura mikroorganismii, konzervant E 250, antioxidant E 300,
barvivo E 120, latky zvyraziujici chut’ a vini E 621. 100g vyrobku obsahuje
pramérn¢: bilkoviny: 16,1g, sacharidy: 0,1g, tuky: 48,1g.

Energeticka hodnota: 2054kJ/497kcal
Minimalni trvanlivost: 30 dnd

Hmotnost: cca 900g [39]

Obr. 17: Selsky salam



5.3.5 Vysocina
Vyrobce: Krahulik - MASOZAVOD Krahuléi, a.s.
- masny vyrobek trvanlivy — tepelné opracovany
- vyrobeno z vepirového, hovéziho masa a sméesi kotfeni
- skladovaci teplota: 0 - 20°C
- vyrobek je prirozené bezlepkovy
- nebaleny

SloZeni: veptové maso, vepiové sadlo, hovézi maso, jedla sil (max. Obsah 4,2%),
voda, veprové kuze (stabilizator E 466), hemoglobin, stabilizator E 326, E 450,
koteni a extrakty kofeni, startovaci kultura mikroorganismi, konzervant E 250,
antioxidant E 301, regulator kyselosti E 575, latky zvyraziujici chut’ a vini E 621,
E 635. Na 100g vyrobku bylo pouzito 123g masa.

Minimalni trvanlivest: 40 dna

Hmotnost: cca 450g [40]

Obr. 18: Vysocina



5.4 Extrakce natamycinu z vybranych druhi trvanlivych salami

Pro extrakci natamycinu bylo z kazdého vzorku odebrano klihovkovy obal o rozmérech 7 x
14 cm, které bylo nalozeno do extrahovaci smési metanolu a destilované vody v poméru 1 :
1 po dobu 15 minut. Vyextrahovand smés byla pifevedena do odmérnych banck a odtud

pomoci pipety premisténa do vialek.

5.5 Kalibra¢ni krivky

K wvytvotfeni kalibra¢nich kiivek pro chromatografickou analyzu byl pouzit standard
natamycinu. Standard natamycinu byl rozpustén v metanolu, doplnén redestilovanou vodou
a roztok byl nafedén na koncentraci 1,25 pg/ml, 6,25 pg/ml a 12,5 pg/ml. Roztok kazdé

koncentrace byl méten tiikrat.

5.6 Chromatografické stanoveni natamycinu

Vialky se ziskanou extrahovanou smési byly vlozeny do HPLC. Pro separaci byla pouzita
kolona Waters Spherisorb C8 (150 x 4,6 mm; 5 um). Mobilni faze byla tvofena smési
redestilovand voda : kyselina octova v poméru 7 : 1. Eluce byla izokraticka. Priitok mobilni
faze byl 1,0 ml/min. Stanoveni probihalo pfi teploté 30 °C po dobu 16 minut a tlak kolisal
v rozmezi 105 az 110 bart, ¢ili 10,5 az 11,0 Mpa. Signal byl snimén detektorem UV/VIS
pti vlnovych délkach 300 nm, 305 nm, 310 nm a 315 nm. Reten¢ni ¢as natamycinu byl
8:35 min. Vyhodnoceni vysledki bylo provedeno za pouziti chromatografického programu
Compass Hystar Post Processing. Tento program vyhodnotil plochy pikti [mV.s] v

zé4vislosti na reten¢nim ¢ase natamycinu.



6 ANALYZA VYBRANYCH VZORKU

6.1 Sestrojeni kalibrac¢ni kfivky pro stanoveni natamycinu

mV.s

Tab. 1: Hodnoty ploch piku pro stanoveni natamycinu

koncentrace | plocha piku [mV.s] primérna plocha piku [mV.s]
[pg/ml]
1040,10
1,25 1045,37 1035,93
1022,32
7784,86
6,25 7888,64 7842.,16
7852,16
17664,56
12,5 17790,07 17688,03
17609,46
20000 -
f(x) = 1430,48x - 510,89
15000 Re=1
10000
5000
0 - \ \ \ \ \ \ ]
2 4 6 8 10 12 14
-5000 -

¢ natamycinu

Graf. 1: Kalibrace natamycinu



6.2 Zpracovani vysledki

Odectena plocha piku byla dosazena do rovnice regrese kalibracni kiivky a byl vypocten

obsah natamycinu ve vzorcich.

Aritmeticky pramér vSech vysledkt se nejvice blizi hodnoté, ktera se vypocte podle

vztahu:

n - pocet vSech méteni, xi - hodnota jednotlivého méteni

Zakladni charakteristikou nahodilych chyb je odhad smérodatné odchylky (S.D.),

ktera byla zjiSténa ze vztahu:

n - pocet v§ech méfeni, x 1 — X - mira odchylky jednotlivého méteni

6.3 Vysledky stanoveni natamycinu ve vzorku loveckého salamu

Tab. 2: Obsah natamycinu v loveckem salamu

plocha piku ko[nucge/rllrtl;']ace mnoZstvi natamycinu [pg/dmz]
[mV.s]
356,02 0,6060 0,123
358,44 0,6077 0,124
375,56 0,6196 0,126
X=0,124

Obsah natamycinu v loveckém saldamu: p= 0,124+12%107° pg/ dm?



6.4 Vysledky stanoveni natamycinu ve vzorku poli¢anu

Tab. 3: Obsah natamycinu v policanu

plocha piku kolchge/lllrtl:']ace mnoZstvi natamycinu [ug/dmz]
[mV.s]
8,28 0,3629 0,0740
8,58 0,3631 0,0741
X=0,074

Obsah natamycinu v poliCanu: p =

0,074+5%10" pg/ dm?

6.5 Vysledky stanoveni natamycinu ve vzorku paprikase

Tab. 4: Obsah natamycinu v paprikasi

. koncentrace ., . 2
plocha piku [pg/ml] mnozstvi natamycinu [pg/dm*]
[mV.s]
0,11 0,3572 0,0728
0,16 0,3572 0,0728
0,09 0,3572 0,0728
X=0,0728

Obsah natamycinu v paprikasi: u=0,0728 ug/ dm?

6.6 Vysledky stanoveni natamycinu ve vzorku selského salamu

Tab. 5: Obsah natamycinu v selskem salamu

plocha piku ko{nuc ge/rllrtl;']ace mnoZstvi natamycinu [ug/dmz]
[mV.s]
0,43 0,3574 0,0729
0,13 0,3572 0,0728
0,24 0,3573 0,0729
X =0,0728




Obsah natamycinu v selském salamu: p= 0,0728+4,7% 107 ng/ dm?

Natamycin nebyl metodou HPLC v pozadovaném retencnim cCase ve vzorku vysoCiny

detekovan.

6.7 Vysledky stanoveni natamycinu ve vzorku vyso¢iny
0,1400
0,1200
0,1000
0,0800
0,0600
0,0400

0,0200

obsah natamycinu (ug/dm2)

0,0000

druhy salamu
Graf. 2: Obsah natamycinu v trvanlivych salamech

Ve vzorku loveckého salamu byl zjistén primérny obsah natamycinu 0,124+1,2%10°
ug/dmz. Poli¢an obsahovalo v priméru  0,074+5 * 107 ug/dm2 natamycinu. V paprikasi
byla detekovana primérnd koncentrace natamycinu 0,0728 ug/dmz. Selsky salam

obsahoval 0,0728+4,7%107 ug/dm2 natamycinu. Natamycin ve vysoCiné nebyl

detekovan.

Mez stanovitelnosti natamycinu: 0,15 pg/ml [41]

K oSetfeni povrchu trvanlivych salamt je podle Vyhlasky &. 4/2008 Sb. povoleno

antibiotikum natamycin v mnozstvi 1 mg/dmz.

6.8 Vysledky UV/VIS spektrofotometrie

UV/VIS spektrofotometrie byla pouzita u natamycinu a vyextrahovanych vzorkl poli¢anu
a loveckého salamu. Vzorky salami byly, prefiltrovany pfez mikrofiltr a fedény v poméru 1
: 9 (vzorek : metanol) + natamycin fedény 1 : 9. Takto natedéné vzorky byly vlozeny do

kyvety a vyhodnoceny v spektrofotometru Lambda 25.



Spekira natamycinu + vzorky

— poli€an s natamycinem

— poli€an

—lovecky salams
natamycinem

absorbance

~lovecky salam
~—natamycin

190 240 290 340 390

vinova délka (nm)

Maximalni absorbce natamycinu byla zjiSténa pii vinové délce 220 nm, u analyzovanych

vzorktli doslo k posunu spektra k hodnot€ vlnové délky 250 nm.



ZAVER
V teoretické casti této prace bylo cilem seznamit se s béZné pouZivanymi aditivhimi
latkami, hlavné antimykotickymi konzervanty. V praktické ¢asti pal byl stanovovan obsah

natamycinu v obalech trvanlivych salamid pomoci vysoce uclinné kapalinové

chromatografie.

Pro stanoveni natamycinu v trvanlivych saldmech byla pouzita vysoce u¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC). K analyze vzorki byl pouzit pfistroj Dionex UltiMate 3000 RS s
detektorem  UV/VIS. Vyhodnoceni vysledki bylo provedeno za pouziti
chromatografického programu Compass Hystar Post Processing. Pro separaci natamycinu
byla pouzita kolona Waters Spherisorb C8 (150 x 4,6 mm; 5 pum). Mobilni fdze byla
tvofena smési redestilovana voda : kyselina octova v poméru 7 : 1. Analyza byla provedena
v izokratickém rezimu pii pritoku mobilni faze 1 ml/min. Celkova doba analyzy byla 16
min. V pribéhu stanoveni byla udrzovana stabilni teplota termostatu kolony na 30 °C.
Méteni bylo provedeno pii vinovych délkach 300, 305, 310 a 315 nm, pficemz nejlépe se
jevila vlnova délka 310 nm. K sestrojeni kalibra¢ni kiivky byl pouzit standard natamycinu.
Pro analyzu natamycinu byly vybrany tyto vzorky trvanlivych saldmfi od dvou vyrobct:

lovecky salam, selsky salam, poli¢an, paprikds a vysocina. Ve vzorku loveckého salamu
byl zjistén primérny obsah natamycinu  0,124+1,2 * 107 pg/dmz. Poli¢an obsahovalo v
pruméru 0,074+5%10 pg/dm2 natamycinu. V paprikasi byla detekovana primérna
koncentrace natamycinu 0,0728 ug/dmz. Selsky salam obsahoval 0,0728+4,7 %107

ug/dm2 natamycinu. Natamycin ve vyso¢in¢ nebyl detekovdn. Mez stanovitelnosti
natamycinu je 0,15 pg/ml. Velmi nizké hodnoty byly zplisobeny tim, Ze ne kazdy vyrobce

natamycin k oSetfeni trvanlivych salamti pouziva.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
WHO  Svétova zdravotnicka organizace

FAO  Organizace pro vyzivu a zemédé€lstvi

SZPI  Stéatni zeméd€lska a potravinaiska inspekce
RASFF Systém rychlého varovani pro potraviny a krmiva
ADI  Akceptovatelny denni pfijem

TDI Tolerovatelny denni piijem

GMO  Geneticky modifikované organismy

SDA  Diacetat sodny

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Uuv Oblast ultrafialového spektra

VIS Oblast viditeIn¢ho spektra
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