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ABSTRAKT

Teoretickacast této prace je zatfena na obecnou charakteristiku chemické konzervace
zejména pomoci organickych kyselin a jejich so#toraditiva je mozno pouzit jako anti-
mikrobialni latky nejen k povrchovému ofati masa. GibeZi maso, jako typicky neuadrz-
na potravina se svou bohatou mikroflérou, je vhadyandidatem pro dekontaminaci po-
moci organickych kyselin. Proripad moznosti pouZiti kyseliny sorbovgjejich soli je
tedy prvnim krokem zjistit jejichdinnost na dibezi bakterialni izolaty. V této praci byly
stanoveny minimalni inhibhi koncentrace kyseliny sorbové a sorbanu draselnéh
pro 3 druhy mikroorganizinizolovanych z chlazenéibeze:Escherichia coli Pseudo-

monas fraga Staphylococcus aureus

Kli¢cova slova: kyselina sorbova, sorban draselny, aktimialni Einky, dribezi mik-

roflora, Escherichia coliPseudomonas fragétaphylococcus aureus

ABSTRACT

The theoretical part is focused on general chaiatitss of chemical preservation, espe-
cially organic acids and their salts. These adel#tigan be used as antimicrobial agents not
only for the meat surface treatment. Fresh poulteat is suitable for decontamination by
organic acids because its shelf life is not toglofor this possibility, it is efficient to ob-
serve antimicrobial activity against bcterial gteaiisolated from poultry. In this
work,minimal inhibition concentrations (MIC) of dm¢ acid and potassium sorbate were
determined for 3 bacterial strairSscherichia coli Pseudomonas fragind Staphylococ-

cus aureussolated from chilled chickens.

Keywords: sorbic acid, potassium sorbate, antinbiedo effect, chicken microflora,

Escherichia coliPseudomonas fragbtaphylococcus aureus
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UvoD

V souwasné dob jsou aditivni latky a alimentarni nadkazy bahdiskutovanymi tématy
nejen mezi odbornou ¥Enosti. Siroka vi@jnost je jiz doke informovana o nebezgie
nakaz z potravin, a tim stéle vice stoufiéad na pozadavky kvality a prodluzovani skla-
dovatelnosti potravin bez nasledné mikrobialni komhace. Na stoupajici oblibu biopo-
travin a girodnich latek na ukor&inych potravin obsahujicich aditiva reaguje také- so
c¢asny vyzkum. Odbornici testujicianost misobeni konzervaich latekv souvislosti

s jejich zdravotni nezavadnosti a sleduji jejickkafitu v zavislosti natznych fyzikal-
nich a chemickych faktorechrd®levSim je testovanaiana koncentrace sledované latky,
pH, pi kterém optimala ptsobi, vodni aktivita, a v neposledtsids také toxicita dané
konzerv&ni latky. Obecné mimi, Ze vSechna gka“ vyskytujici se v potravinach jsou

pro nas organizmus Skodliva, je mylné.

Mnoho latek ze skupiny konzervénplni v potravinach velmiiezité a nenahraditelné
funkce bez toho, aniz byiptom rgjak ovlivnily zdravicloveka. Dilezité je gedevsim je-
jich pasobeni proti stu patogennich mikroorganizinkteré mohou zjsobit fadu one-
mocreni. Chemické latky, &elné prfidavané do potravin K¥i svému antimikrobialnimu

Gcinku jsou gisre sledovany, aby nijak negati&meovliviiovaly zdravi konzumetit

Se stoupajici oblibou konzumacdilbeZziho masa souvisi takérdz na jeho hygienickou
nezavadnost nejerclbem chovu, alefedevSim fi porazeni, skladovani a tepelné Ugtav
DribeZi maso je neddrZzné potravina, a diky své hedstetv rozmezi 5,7-6,7 je vhodnym
prostedim pro patogenni mikroorganizmy. Pro zamezenitaékomace dibeziho masa
jsou konzerveni latky velmi dilezité diky svym antimikrobialnim vlastnostem
a v neposledniad také @&innym prodluzovanim skladovatelnosti netudrznycimygh po-
travin. Ri skladovéani je vSakidezZité dodrzovat poZzadovanou teplotu a dobu, poltee

konzerv&ni latka v potravit (¢cinna.

Mezi béZné pouzivané konzervai latky pati kyselina sorbova a jeji soli. V této praci bylo
ukolem sledovat sobeni kyseliny sorbové a sorbanu draselnéhdi makterialni druhy,

izolované z povrchu chlazené&itieze.
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1 CHEMICKA KONZERVACE

1.1 Aditiva

Za cizorodé latky v potravinach jsou oZogany latky, které nejsou jejiclippzenou sloz-
kou, jsou typickymi potraviridkymi piisadami nebo nejsou pouzivany samostgko

pozivatiny [3].

Podle zjisobu, jakym se cizorodé latky dostanou do potrgon rozéleny na d¥ skupi-
ny. Prvni skupinu tvid latky zneistujici, nebo-li kontaminanty, které se vyskytuji
v poZivatinach nahodn Druhou skupinou jsou cizorodé latkiigatné, které jsouifglava-

ny do potravin umyskh Pridatné latky jsou téz nazyvany potravinovymi agitiv

Latky, které jsou zasmné pridavané do potravin musi gplvat veSkeré zdravotnické poza-
davky. Zji¥uje se u nich nejen akutni toxicita (kJp ale také subchronicka a chronicka
toxicita, karcinogenita, mutagenita nebo teratogeriDs, (lethal dose) je toxickd davka

sledované latky,ipkteré umira 50 % intoxikovanych pokusnych objekt

Mezi potravinéskd aditiva jsouazeny latky prodluZujici skladovatelnost potraviati
zde konzervéni prostedky a antioxidanty detné synergist, dale latky upravujici vzhled,
coZ jsou fizna barviva a didla, latky upravujici fyzikalni vlastnosti, kdadime zahu®-
vadla, Zelirujici progedky, emulgatory, stabilizatory neléaridla, latky upravujici uni,
COZ jsou arOmata a esence, latky upravujict’ @wu neposledniack také latky, které zvy-

Suji biologickou hodnotu potravin [5].

1.2 Chemicka konzervani ¢inidla

1.2.1 Konzervace potravin

Konzervace potravin jetdezity technologicky proces s hlavnim cilem prodibuidrZznost

a skladovatelnost potravin [4].

K potlateni ¢innosti tiznych bakterii, kvasinek a plisni v potravinach ackovani jejich
vyzivové hodnoty se vyuzivaiznych zgisohi konzervace. K omezerinnosti bakterii
byvaji potraviny neajasgji uchovavany v chladuipteplotach +4 az +5 °C nebo jsou siln
zmrazovany a uchovavanyipeplog -18 °C. Po rozmrazeni ale podléhaji rychlé zkaze,

protoze jsou poskozeny tky, dochazi k uvdiovani bugcnych §av a vzniku vhodného
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prostedi pro mnozeni mikragb Uginnou ochranou proti tomuto jevu je sudeni, vymfazo
vani vody, konzervace tepletih chladem nebo pouziti ultrazvukii ionizujiciho z&eni
[7].

V neposledniact je dilezita také chemicka konzervac#mz se rozumi fidani malého
mnozstvicistych chemikalii u nichz bylo zji&o, Ze v pouzité koncentraci neskodi lid-
skému zdravi, &inné¢ potlauji rozvoj mikroorganizrd a vyrazg neovliviiuji senzorické

vlastnosti potravin [4].

Pokud chemicka latka usmrcuje baktetfieplisné, hovaime o baktericidnim, respektive
fungicidnim &inku. Pokud je pouze omezeist mikrobialni populace, hovime o bakte-
riostatickém, respektive fungistatickériinku. Se stoupajici koncentraci konzemndatky

je rast mikroorganizmi pomalejSi a rychlost jejich odumirani se zvyséje [

1.2.2 Organické kyseliny

Organické kyseliny tvid zakladni slozku ovoce a zeleninyii Rpracovani potravin se
uplatiuji predevSim jako sloZky cliavé, aktivatory diznych travicich enzytn bakterio-

staticke latky a také latky oviiwjici nemikrobialni procesy.

Pt zpracovani ovoce, které je té&hvzdy Zetelrt kyselé, se setkAvame hla&vs ovocnymi
kyselinami edevsim jabknou, citronovou a vinnowerstva zelenina je na kyseliny chu-
d4, a proto jgazena k potravindm, které jsou technologicky malselé nebo nekyselé
krome revert a ragat, jejichz pH je okolo 4,3. V houbéach, které jdaké technologicky
nekyselé, se objevuje kyselingagelova a fumarova. Maso jesgrstvém stavu mérkyse-

lé nez zelenina. lhned po porazce kyselost maswirla stoupne dikyipchodnému zvy-
Seni obsahu kyseliny niéé, ktera je @lezitym cinitelem brzdicim nefiznivé mikrobialni
procesy pi zrani masa. Po zabiti a vykrveni serpSi pivod kysliku do svaloveé tk&n

a tim se zvysi produkce kyseliny réé,cimz se svalova tkéokyseluje [3].

Organické kyseliny, které jsou do potravin zamd pridavany zjgsobuji okyseleni dané
potraviny a sniZuji jejich hodnotu pH. Po sniZep$etosti potravin na hodnotu pH < 4
se zvySuje &innost rEkterych jinych konzerwmich zakrok. Je mozno pouzit niz-
Sich termosteriknich teplot, protoze nizké pH brani rozvoji spojigich anaerot.

V nekterych gipadech mze byt @&inek organickych kyselin zesilovan solenim vyrobku,

piikladem n@ize byt marinovani ryb [4].
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~

NejiinngjSimi latkami na konzervaci potravjsou kyselina octova a v menSiimi kyse-
lina ml&na. DalSi Bzreé pouzivané konzer¢ai kyseliny jsou kyselina sorbova, benzoova
¢i p-hydroxybenzoova [3]. dnito chemikaliemi konzervujemergrevsim ovocné poloto-
vary, které jsou wené k vyrob marmeldd, dZeinebo sirufy, z nichZz se konzer¢ai
latka @i tepelné Uprad& na finalni vyrobek #sSinou vyvdi [4]. Pro povrchovou dekonta-
minaci masa se pouZziva pidlsti kyselinou mlénou, kterd neni typickou chemickotiga-
dou, protoze se vyprodukujehem posmrtné glykolyzy. Koncentrace v rozmezi 1386
seliny ml&né i kyseliny citronové &inn¢ redukuje poet bakterii a prodluzuje dobu skla-
dovani. Oilezité je ale ¥novat pozornost teplétktera by ndla byt shodna s teplotou oSet-
fovanych kus. Prednosti kyseliny mi&é oproti kyseli citronové je fakt, Ze ha@wi

a veffové maso os&né kyselinou mtou podléhalo mensim vahovym ubytk nez ma-

so oSetené kyselinou citrénovou [33].

V souwasné dob se dava fednost kyseliéd sorbové ped jinymi konzervanimi latkami

z davodu dostupnosti mnoha literarnich Udajjeji (Einnosti [6].

Srovnani dinnosti organickych a anorganickych konzeéniah latek na bakterie, kvasinky

a plisr je uvedeno v tabulce (Tab. 1).

Tab. 1 Risobeni konzerwich latek na mikroorganizmy (podle Licka) [2].

Konzervaéni latka

Bakterie

Kvasinky

Plisné

Dusitany

++

Siticitany a oxid diicity

++

+

+

Mraverti kyselina

+

++

++

Propionova kyselina

+

++

++

Sorbova kyselina

+

+++

+++

Benzoova kyselina

++

+++

+++

Estery 1-hydroxybenzoové kyse-
liny

++

+++

+++

Difenyl

++

++

- = neinny; + = malo dinny; ++ = stedrg G¢inny; +++ = vysoce &nny
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1.3 Kyselina sorbova a jeji soli

1.3.1 Obecna charakteristika

Kyselina sorbova je bily krystalicky prasek beza@dp a silné chuti [9]. Jejutkzité fyzi-

kalni a chemické vlastnosti jsou uvedeny v tab(iab. 2).

Tab. 2 Technicky list kyseliny sorbové podle vyrebdA-REK, spol. s.r.o [18].

Znak jakosti Garantovana hodnota
Kyselina sorbova 99%

Bod tani 132-135°C

Bod vzplanuti 127°C

VIhkost max. 0,5%

Hustota 1200 kg/f

Hotlavost hdglava latka

Obsah aldehyid max. 0,1%

Obsah &zkych kovi (jako Pb) 0,001%

Obsah arsenu 0,0003%

Kyselina sorbova p#tdo skupiny organickych alifatickych nenasycenychstnych kyse-
lin [2]. Jeji chemicky nazev je kyselina 2,4 — hdiemova a ve své konfiguraci masdv
dvojné vazby: Cp-CH=CH-CH=CH-COOH.

Pritomnost dvojnych vazeb v molekule kyselinyigpbuje to, Ze za podminek oxidace
mastnych kyselin atkych kowi je nestala. Jeji nestalost je vSak daleko merShasta-

lost nenasycenych mastnych kyselin ait[$].

Kyselina sorbova a jeji soli jsou souhénmazyvany sorbaty. Jako aditivni latka se kyselina
sorbova oznauje E200. Vice se v3ak jako aditiva pouzivaji ggli: E201 sorban sodny,
E202 sorban draselny a E203 sorban vapenaty dg§f lezpustnosti ve ved1]. Tyto
sloweniny jsou v potravinachifpustné v limitech, které nesmigsahnout 0,2 %. St&jn
jako benzoan sodny jsou tyto latky vicgniné v kyselych potravinach nez v neutralnich

[10].
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1.3.2 Antimikrobialni G €inky kyseliny sorboveé

Antimikrobialni pisobeni kyseliny sorbové bylo nezavisle naészjiteno jiz v roce 1939
v Némecku a v roce 1940 v USA. Od poloviny padesatgthz&ala jeji pamyslova vyro-
ba a od té doby se postépnarala pouzivat po celém &¢ na konzervovani potravin.

V souwasné dobtaké evliada snaha nahradit kyselinou sorbovou jiné kwagei latky.

Antimikrobialni pisobeni kyseliny sorbové sgwgad v brzéni enzymatickych systéim
v buice mikroorganizra. Aktivni forma kyseliny sorbové je nedisociovaména, ktera je
10-600krat Ginngj$f neZ anion a pouZiva édows v mnoZstvi 200-2000 mg.Kd1]. Pou-
ze jako nedisociovanaike vnikat do nitra hiky, stejré tak i dalSi konzenani latky.

V cytoplazmatické membrérdochazi k disociaci molekulgimz se zvysi pH a oslabi se

transmembranovy gradient. To ma za nasledekupeni transportu aminokyselin [10].

Pri pH okolo 3 je kyselina sorbov&iblizné stejré G¢inna jako kyselina benzoovéii pH
4-5 je dokonce kyselina sorbovéinngjsi. Okolo pH 7 vSak podoknako kyselina benzo-

ova svou dinnost ztraci [8].

Inhibi¢ni koncentrace kyseliny sorbové pro ptigou a kvasinkovou mikrofloru
pii pH < 4,5 je 700 aZ 1000 mg.Rgsubstratu. Jeji protipiisvy &inek souvisi
s neschopnosti plisni metabolizovwg-nenasycené dienové alifatické (2,4-alkadienove)
sloweniny. Sorbova kyselina ie byt dekarboxylovana za vzniku 1,3-pentadienerykt
jiz nema protipligovy (€inek. Navic se senzoricky ngpnivé projevuje petrolejovym za-

pachem, coz je problém u g§ywovrcho¥ oSetenych kyselinou sorbovou [5].

Vyznamny inhibéni (€inek ma kyselina sorbova na plésfnag. Aspergillus flavus)ktere
produkuji mykotoxiny (nap aflatoxiny). Naopak ne&inni mize byt proti gkterym kva-

sinkam @edevsSim z rod€Candida[5].

Bylo také zjiS¢no, Ze kyselina sorbova je debltinna na potléeni fistu vidknitych hub,
nag. Aspergillus nigerV kontrolnich kulturach obsahujicich vodu nebotalcehyd zaa-
ly sporyAspergillus nigeikli¢it mezi 6-12 hodinou, zatimco v kulturach, které&attovaly
1 mM Kkyselinu sorbovou, nastalo ¢&hi spor mezi 12-18 hodinou. V kulturach, které ob-

sahovaly 3 mM kyselinu sorbovou bylodéhi spor zpoZtho nejmés o 24 hodin [23].

Antimikrobialni &innost kyseliny sorbové byla také prokazana p8&wiphylococcus au-

reus,salmonelam, koliformnim bakteriim a psychrotrofrporulujicim bakteriim [10].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 16

Obecr® jsou grampozitivni katalaza pozitivni koky (fiagstaphylococcys citlivéjsi
ke kyselirt sorbové nez katalaza negativni koky (n&ireptococcusa aerobni mikroor-
ganizmy jsou citli¢jSi nez anaerobni. Rezistence bakterii¢cmédo kvaSeni na kyselinu
sorbovou je zvlastpii pH 4,5 a vys, proto je také povoleno pouzivargeiyny sorbové

jako fungistatikum v produktech, které podléhajémEmu kvaseni [10].

vvvvvv

dium botulinuma navic statisticky vyznamrsniZuje pdéet celkovych aerobnich bakterii
v dribezich produktech v fipéhu 10 drii skladovéani ve 27 °C [22].

Sorban draselny je nejvhagjgi ochranna latka v pekskych vyrobcich. V dané studii byl
rast plisni pi ay 0,9, pH 4,5 a pouhé 0,3% koncentraci. Nevyhodohasw draselného je
to, Ze jeho Ginnost se sniZzujeippH 5,5. Nepatrna inhibice byla pozorovarragisobeni
0,03% sorbanu draselného v nizkych Urovnighrea Aspergillussp. a P. corylophilum
Sorban draselny je tedy vhodny jako konzeémvalatka proti xerofilnim houbam

v pekdaskych produktech blizko pH 4,5 bez ohledu na Gfoxadni aktivity. Aby byl sor-
ban draselny dostates G¢inny v produktech s pH vy$Sim nez 5,5 musi byt Ziiowvan

s nizkym obsahem vody(®,8) [24]. DalSi pednosti kyseliny sorbové a sorbanu drasel-
ného oproti propionovym a benzoovym solim je toy seoduktech nezanechavaji zbytko-
vou pachd [24].

Diky své nizké disocimi konstant (1,73-1F) se miZze kyselina sorbova pouZivat i v malo
kyselych potravinach. &které mikroorganizmy mohou kyselinu sorbovadu gvé latkove
vymeéné odbourat, navic pokud se rf@va jako konzervani latka ve vyZzadované koncen-
traci a mikroorganizmy jsou ve velké koncentracist@diu rozmnozZovani. Z toho je patr-
né, Ze kyselina sorbova neni vhodna na konzeniiti &ontaminovanych produkt

ale pouze na udrzovani hygienicky neskodnych potrawizkym pétem zarodi [6].

1.3.3 Potravinaiskeé pouziti

Tradiin¢ se kyselina sorbovéaigdava do napdj, ketupi, majonéz, margarin sym, mlé&-
nych vyrobki, pekdskych polotoval, cukrovinek, masnych vyrokk salatovych zalivek,
dresingi a nakladané zeleniny [1]. V poslednich letechajeétpouzivana jako vyborny
prostedek potldujici vegetaci plisni, bakterii a kvasinek, kteeéwyskytuji gedevsim

v syrech, 8avach, marmeladach, dzemech, vin&ickuSeném ovoci [8]. Byla také proka-
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zana prodlouzena skladovatelnost po pouziti kygalortbové werstvého dibeziho masa,

cerstvych ryb a produkt které podléhaji kaZeni.

Owiila se také aplikace kyseliny sorbové do prostoad ihladinou dZzemn k ochrar
proti povrchovym plisnim. Povrch dZzemu je pokrypipavym obalem, ktery je napésty
4% roztokem Kkyseliny sorbové v etanolu nebo jeaemiztok nastkany mezi hladinu
a vicko. V konzervanich koncentracich tato kyselina neoiiliye senzorické vlastnosti
potravin, a proto jsou testovany moznosti jejihaZt nejen pi béZném zpracovani ovoce
a zeleniny, ale také k ochramykvasSeného vina. Kyselina sorbova totiz zabtransport

sacharid do kvasnych butk, a tim zastavi oxidaci a kvaseni [9].

V roce 1998 byla nalezena kyselina sorbova i viealg v jemném g#vu a chlebech, a to
| pfesto, Ze jeji pouZiti je ¥¢hto vyrobcich zakazano. Kyselina sorbova se ndsrsalat
pridavat, protoZze by mohla maskovatitpmnost bakterii, které #gpobuji otravy jidla.
V Ceské republice je pouzivani kyseliny sorbové pawlen pro vybrané druhy potravin,
podobr je tomu v USA, kde je kyselina sorbova camzna jako GRAS latka (Generally
Recognized As Safe, tj. bezpa latka nepodléhajici regulaci) [1]. V zemich ja&d\e-
mecko, Italie a Nizozemi jsou kyselina sorbovajiageli schvaleny u jistych druhpeka-

skych vyrobk vcetrg chleba [12].

1.3.4 DalSi vyuziti kyseliny sorbové

Kyselina sorbova a jeji soli se radmpouzivaji jako konzervai latky v kosmetice a far-
macii. Diky tomu byly testovany ¢inky téchto ldek na pokozku a ukazalo se,
Ze v koncentraci okolo 1 % #gobuji podrazehi sliznic a u citlivych lidi mohou vyvolat
koprivku [1].

1.3.5 Toxicita

Jako Zr¢ pouzivana konzer¢ai latka v potravindch neni kyselina sorbova a seji
toxicka. Dulezité je dbat na jeji mnoZstvi v potravinach, &eesmi fesahnout nejvyssi
povolenou hodnotu. Povolené mnoZstvi kyseliny seébjg u fiznych potravin odliSné
(Tab. 3).
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Tab. 3 Pehled chemickych konzer$aich latek v potravinach a jejich povolené mezni
hodnoty v 1 kg [11].

Kyselina sorbova a jeji Pozivatina

soli - nejvySSi povolené

mnoZstvi (mg)

200 tokajské vino, sladké vino (ovocné i hroznové),
ovocny rosol, limonady, Slovkola

300 ovocné sirupy typ A, C, limonadovy sirup Sghuti

400 Ovocné sirupy pro limonadové automaty¢ie, raj-
sky protlak

800 horéice, nakladana zelenina, ovocriéy — poloto-

vary s vyjimkou citrusovych, zeleninové protlaky
tekuté a polotekuté cukrovirgké napls

1000 tavené syry, tvrdy syr, cukigské vyrobky

Kyselina sorbova a jeji nasyceny analog kyselinprd@ova byly pouzity jako krmivo
pro Stnata v 4% koncentraci po dobu 90idm nendly Zadné negativnidinky. Kyselina
sorbova je méntoxicka nez kyselina benzoova & pyzkumech je Iépe snaSena krysami
nez sorban draselny [9lovék a ostatni Zivéichové metabolizuji sorbovou kyselinu jako
jiné mastné kyseliny, které sénpzere vyskytuji, proto z farmaceutického hlediskisspbi
jako latka, ktera nenélu cizi. V lidském &e ma Zivotnost okolo 40-110 minut a za nor-
malnich podminek je komplatroxidovana na C®a HO [12]. Ki 5% davkach v potrav
zpisobila kyselina sorbova nejen zrychlemigty ale i prodlouZeni doby Zivota krysich
sam@, coz bylo zdvodiovano gedevsim zvySenymifsunem kalorii, protoZe kyselina
sorbova nejen Ze dodavéu energii, ale také aktienposiluje tlo pred infekcemi [1].

Ty samé vlastnosti maji takeé jeji soli — sorbarly [6

1.3.6 Sorban draselny
Nejpouzivasijsi soli kyseliny sorbové je sorban draselny:;sCH=CHCH=CH-COOK.

Sorban draselnygsobi nejlépe v pH nizSim nez 5, mak&niosti vykazuje i fi pH 6,5

a zastavujetst grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. &arlraselny je antimikro-
bialni latka s nizkou toxicitou a je charakterigfi¢im, Ze buiku nezabiji, ale pouze zasta-
vi jeji rast. Sorban draselny ma hladinu 4,08,800 mg.kgf pro mysi a 4,340 mg.Kg
pro krysy. Ri Spatné manipuladii inhalaci mize zmisobit podrazéhi oi a kize, jinak

nebyly zjiS€ny Zadné karcinogenni, teratogenni nebo mutageinmiyd[9].
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2 DRUBEZI MIKROFLORA

2.1 Obecna charakteristika dribeziho masa

Hlavni prednosti ditbeziho masa je jeho jemnost a lehka stravitelnggiziva se nejen
v raciondlni, ale také v débné vyzi¢ [13]. Za poslednich 20 let se produkcé&hbdZziho
masa celosttové rychle zvySila. Pro zpracovani udhezino masa byl rychlytechod
nizovanému zfisobu zpracovani tbeze. Tyto aspekty se vyznagrpodepsaly na zvySené

hygienické kvali¢ kong&ného vyrobku [16].

Majoritnimi slozkami diibeZiho masa jsou voda, bilkoviny a lipidy. Mezi oritni slozky
pati nebilkovinné dusikaté latky, vitaminy, sacharady neposlednfadé také organické
kyseliny. Pondrné zastoupenidkterych dilezitych slozek v dibezim mase je uvedeno
v tabulce (Tab. 4)

Tab. 4 Pondr zastoupenitiznych sloZek v kiecim mase [11].

druh ﬁgg:\%‘ig"[ﬁ] bilkoviny [g] tuk [g] [SSCha”dy
kure-pramer 473 13,5 6,4 0,3
kuieci prsa 367 19,8 0,8 0,3
kuieci stehna 393 16,1 3,1 0,3
kuieci jatra 501 19,9 3,9 1,2
kuieci srdce 731 14,6 12,1 1,8

Obecr je obsah tuku v maseidreze, skotu a prasat dan pwem 1:4:6 a obsah bilkovin
ve stejnych druzich masa v p&m 1,0:0,9:0,7. V dibeZim mase naleznemét$i paet
plnohodnotnych bilkovin, niZSi podil vaziva a tak&Si obsah tuku. Co secgydfibeziho
tuku, je tekwjSi nez tuk u velkych hospoitkych zvfat a obsahuje vice esencialnich

mastnych kyselin [14].

2.2 Vlivy pisobici na jakost dibeziho masa

Pribéh postmortalnich zem se u dibeziho masa vyraznlisSi od postmortalnich zén

velkych jaténych zvtat. Autolyza zde probih& podstatrychleji a je patrny velky rozdil
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v prabéhu autolyzy mezi prsni a stehenni svalovinGim je vy3si hodnota glykogenu
ve svalech, tim je masaedi. Hlavnim hygienickym problémem poraZzenéhébeZiho
masa je fedevsSim mikrobialni kontaminace.ul?e dojit také k sekundarni mikrobialni
kontaminaci vlivem zn#stené vody i chlazeni ditbeZich &l nebo ke kontaminacidhem

kuchani obsahem traviciho traktu [14].

2.3 Mikrofléra dr wbeziho masa

Drabezi maso ma skladbu Zivin optimalni péstrmikrohi. Vodni aktivita tkani se pohy-
buje v rozmezi 0,98-0,99 a pH svaloviny je 5,7-&@7%rodluzujici se dobou skladovani
drabeziho masa pH svaloviny stoupauabez mize byt kontaminovana sezobanim exkre-
menti, vzajemnym stykem, prachem nebo aerosolem nesg#étyactim vzduchem, vodou

nebo krmivem [15].

2.3.1 Poéateéni mikroflora

Nekteré mikroorganizmy Salmonella Escherichia coli Mycoplasma Campylobacter
vibria a enterokoky) mohou bykippmny jiz ve vajénicich nebo vejcovodech Zivéithe-
Ze. Tyto mikroorganizmy pak putuji z vayeka do vejce, kde jsou schopny penetrovat
pies tvdici se skéapku, dosdhnout Zloutku a nakazit vyvijejici sedék. Takto nakazena
mlad’ata poté snadno roznasSeji infekci na daldbelz. Nadmirné teplo, chlad a stres snizu-
ji odolnost diibeze proti infekci. REnosu patogénbéhem chovu dibeze se darpdejit
dodrzovanim fedepsanych hygienickych noremidezité je zamezitifistup divokym pta-

kam, hlodavém a plazim do chovné zo6ny [16].

2.3.2 Kontaminace béhem jateéného zpracovani

V primarni fazi jaténého zpracovani dbeze je zdrojem kontaminace ipeprotoze
pii pareni se dostavaji mikroorganizmy dorieé vody. Ta pokud dostates neodteka, je
rezervoarem bakterii. Nasledb¢hem Skubani dochazi kgnosu mikroorganizinna dalsi
kusy, zejména salmonel. Né&jgim a nejdlezitéjSim zdrojem kontaminace je vSak evisce-
race, kdy dochazi ke vzniku kontaminace z nastnojoto je dlezité pracovni poritky

fadrée omyvat a dezinfikovat [15].
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2.3.3 Mikroorganizmy zp asobujici kazeni

Pricinou kazeni dibeziho masa je zejména pomnozeni pseudomdtsaliomonas fluo-
rescens, Pseudomonas putida a Pseudomonas, feggiupé roduAcinetobactera Mora-

xella. Tyto silné proteolytické mikroorganizmy maji i lipolytickok#vitu [15].

2.3.3.1 Pseudomonas

Pseudomonas fragie gramnegativni aerobni bakterie a podili se nzerkia potravin.
P. fragi je patogenni mikroorganizmus vyznamny svou silpoateolytickou schopnosti,
¢imz umoduje rozklad bilkovinnych potravin. Vyskytuje séedevSim na povrchu masa.
Pati mezi psychrofilni mikroorganizmy, a protai#e negativé pasobit na maso ifpniz-

kych skladovacich teplotach [25].

ZvySeny vyskyt pseudomonad o vice nez 2 % byl patendibezi skladovanéipteplo-
tach 20-22 °C [16]. Bhem skladovani byl zaznamenan zvySeny vyskyfragi oproti
vzorkim s kontrolou nez bezprdstre po porazce dibeze. V naslednych studiich bylo
prokazano, ze 30 % mikroorganianzolovanych ze skladovanéuteze byly:P. fragi,
P. fluorescena P. lundensig21]. Vysoka produkce lipadzly. fragi na diibezi byla zjistna

v inkubanich teplotach 0-15 °C [16].

2.3.4 Patogenni mikroorganizmy

Syrové nebo nedoveného dibezi maso je zdrojerfady patogennich mikroorganizim
které zfisobuji zavazna onemasm. Tyto mikroorganizmy se mohou vyskytovat viest
vech a na #Zi dribeze. Jedn& se&qulevSim descherichia colisalmonely Listeria mono-
cytogenes, Clostridium perfringerGlostridium botulinumCampylobactea v neposledni
fack také Staphylococcus aurewsibsp.aureus[15]. Celos¥tové jsou kampylobakteriozy

a salmoneldzy nejzavaggimi onemocinimi spojenymi s dibeZimi vyrobky [16].

2.3.4.1 Escherichiacoli

Escherichia colipati doceledi Enterobacteriacea@ nachazi sefpdevsSim ve #tvech
¢loveka a teplokrevnych Ziviichi. E. coli pafi mezi gramnegativni ynky a je podmis-
n¢ patogenni mikroorganizmus, které vyvolavagevsim nemoci ndovych cest, pijmo-

vé infekce, zvlastu kojend a malych dti. Syntetizuje pedevSim dkteré dilezité vitami-
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ny a zabrauje nistu Skodlivych bakterii, protoZze s nimi séito ziviny a kyslik,¢imz je

pro svého hostitele uzited [17].

Co se tge E. coli a jejiho vyskytu na dibeZi bylo zjis¢€no, Ze vice feziva na vola roz-
mrazeném dibezim mase nez na zmrazenych kusech [16]. Bylo zp&&no, Zze Bhem
pareni dibeze i teplot 53 °C po dobu 128 sekund je mnozstvi enterobakpéeidevsim
E. coli, a psychrotrofnich mikroorganiZinvyrazré snizeno, ale nepatrné zvySeni bylo za-
znamenano u aerobnich mikroorganizrBéhem pdeni @ 60 °C po dobu 115 sekund se

mnozstvi vSech mikroorganiZnvyrazre snizilo nebo bylo zcela eliminovano [16].

2.3.4.2 Salmoneélla

Salmonellge gramnegativni fakultati¢nanaerobni bakterie gati docelediEnterobacte-
riaceae VSechny druhysalmonelljsou patogenni a apobuji zavazna &vni onemocéni.
Salmonella typhje pivodcem WiSniho tyfu, ktery nize byt v krajnich fipadech i smrtel-
ny. Salmonella enteritidizpisobuje uclovéka salmonel6zu, ktera se projevujaijpry

a zvracenim [25].

DribeZ nakaZzen& salmonelouiie kontaminovat dalSi porazené kusy z porazeciba-vy
veni nebo fmo z pracovnika, ktery z porazenymi kusy pracuf@ntrola difbeze
na @itomnost salmonely musi byt zahajena jiz na tapied porazkou, protoZdigoraze-
ni a zpracovani se jiz neda odstranit. Rozgé@toké kontaminace vSaktde byt minima-
lizovan dodrzovanim hygienickych opani Ehem porazeni a chlazeniubeze. Ficinou
propuknuti salmonelozy &lovéka je gedevsim nefiméiené provéeni a zpracovani kon-

taminovanych dibezZich produki [16].

2.3.4.3 Campylobacter

Campylobactelje gramnegativni bakterie spiralovitého tvaruisggbujici stevni onemoc-
néni [25].

Campylobactenyskytujici se na kiatech je pi¢cinou bakterialni gastrointestinalni lidské
infekce. V poslednich letech byla zaznamenana adol@ampylobacterproti klinicky
pouzivanym antibiotikm. Nedostatné provaené diéibezi maso je jednim z néinjSich
zdroji nakazyCampylobacter ZvySeny vyskyt tohoto mikroorganizmu byl také rame-

nam na chlazenych wezich vyrobcich. Minimalni inféki davka neni i@sré znama,
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ale rekolik set burtk vyskytujicich se na kontaminované&ibezi je dostatgych k tomu,
aby zmisobily lidskou infekci. VyskyiCampylobacteje také ovlivién klimatickymi pod-

minkami [16].

2.3.4.4 Listeria monocytogenes

.....

se miZze vyskytovat i v tért kokovité forn€. L. monocytogeneg patogenni bakterie
a u oslabenych jedifanize vyvolat encefalitidu nebo onemeai jater. Penasi seigde-

vSim nepasterovanym mlékem a jinymi potravinamij.[25

MozZnost pomnoZenii. monocytogenesa diibeZzim mase je ovliwma stejnymi faktory
jako u jinych druli mas. Vyzkumy prokéazaly, Ze nedoSlo k pomnoZenhonocytogenes
na kuecich prsech skladovanych v 1 °@ pH 5,8. Ri skladovani v 6 °C v aerobrbale-
ném mase bylo jiz patrné pomnoZeni tohoto patogéyssi pH kutecich stehen fize takeé
poskytovat piznivéjSi podminky pro vyskyt.. monocytogenesStejré jako u ffedchozich
mikroorganizni se niize i tento patogen vyskytovat v nedte@@m dibezim mase,

a po konzumaci kontaminovaného masgenbyt zdrojem onemoeni listeriozy [16].

2.3.4.5 Clostridium perfringens

Tento patogenni mikroorganizmus produkujici toxatipmezi grampozitivni bakterie.
Otrava nastavaipsiliné kontaminaci potraviny touto bakterii goncentraci 10g™* bursk

Vv potravireé. Toxin se tvei pii sporulaci, ktera probiha vestnim traktuwlovéka [25].

Primérnim zdrojem kontamina€z perfringenge pida a krmivoC. perfringensse vysky-
tuje predevsim na povrchu syrovéibleze, ale obvykle v malych mnozstvich. Syrovi& dr

beZ je obyejn¢ uskladrnd v [ilis nizkych teplotach praist C. perfringeng16].

2.3.4.6 Clostridium botulinum

C. botulinumpati také mezi grampozitivni bakterie. Produkuje ngle&zy toxin, ktery
pati k nej&inngSim jedim, protoze 1 mg botulotoxinu fgdstavuje smrtici davku
pro 16000 lidi. Botulotoxiny jsou bilkovinné povateyproto se inaktivujiipzvysSené tep-
loté. Priznaky otravy se projevuji po 6 az 72 hodinachkaaynich gipadech ko#i smrti
[25].
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C. botulinumtypu C miiZze byt gi¢inou umrti v diibezim stadu, ale lidsky botulismusizp
sobeny timto mikroorganizmem nebyl prokazaiitomnost toxinu produkovanéh®. bo-
tulinumtypu C v maseerstw porazenych kusje velmi mala, protozZe je tento toxin citlivy
na teplo a ghem vaeni se eliminuje. Lidsky botulismus a smrt vSak’mzpisobitC. bo-
tulinumtypu A a B pokud je kontaminovanautlez nespravhuvaena nebo skladovana

pii vysokych teplotach [16].

2.3.4.7 Staphylococcus aureus subsp.aureus

Staphylococcus aureusubsp.aureusjsou grampozitivni koky, které s&asto seskupuji
do tvaru hrozfi. Mohou se vyskytovat i jednotlly ve dvojicich nebo malych shlucich.
S. aureusse také #kdy oznd&uje jako zlaty stafylokok a je povaZovan za stiilktnpatoge-

na [17]. RozmnoZuje sefipteplotach 6,7-45,5°C a toxiny produkujedbtéhem svého
rozmnozovani nebo bezpredré po rtm. Je schopny zkvaSovat mnoho c¢uka sodas-

né tvorby kyselin. R zjiStovani S. aureusse vyuZziva jeho schopnosti rozmnozovat se
v pfitomnosti 10% NaCl. PomnoZeni tohoto mikroorganizmpotravinach fedstavuje

riziko otrav, které mohou byt v krajnickiipadech i smrtelné [20].

Teplo Ehem p&eni diabezich kug a vihké prosedi vytvai piiznivé podminky protst
S. aureusTento mikroorganizmus vyskytujici se na syrovéibdzim mase seime skla-
dat ze srisi kmeri, které pezily paeni, a z kmein, které se mohou vyskytovat naffaéch
a kuchacich zézenich. @lezité je proto dodrzovat hygienuigolejit nadmrnému hroma-
déni pary a pistroje dikladre dezinfikovat. U Zivé dibeZe se také tize S. aureusrysky-
tovat na pohmozshinach, poraénich nebo na povrchuike. \&tSina mikroorganizri je
zniéena khem paeni, avSak rize také dojit k reinfekci dalSimi kmei8; aureusdehem
kuchani. lezité jsou také nizké skladovaci teplotylmzich produki, kterymi mizeme

acinné predejit GistuS. aureus ostatnich mikroorganizin{16].
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3 CILBAKALA RSKE PRACE

V praktické ¢asti bylo hlavnim cilem sledovat antibakterial@ingék kyseliny sorbové
a sorbanu draselného na baktdtgcherichia coli Pseudomonas fraga Staphylococcus

aureussubspaureus které byly izolované z povrchu chlazenychau
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. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIAL A METODY

4.1 P¥istroje, zarizeni a pomacky

Pristroj Tecan SUNRISE s SW Magellan, verze 3.11,dRako
Spektrofotometr s diodovym polem, Libra S6

Spekol

Parni sterilator — autoklav -H+P Varioklav

Biologicky termostat, 37°C, 30°C, Laboratoriigtroje Praha
Vahy KERN 440.47N, max. 2000g

Chladntka, Elektrolux

UV z&ic

Asepticky @kovaci box

Mikrotitra¢ni destéky

Mikropipety, multikanalova pipeta

Laboratorni sklo a dalS&bné laboratorni vybaveni
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4.2 Kultiva éni pady

Tab. 5 SloZeni pouzitych kultigaich pid

MPB 2x koncentrovany MPB MPA
Beef extract [g/1] 1,5 0,6 6,0
Pepton [g/1] 2,5 1,0 8,0
NaCl [g/I] 1,5 0,6 5,0
Destilovana voda [ml] 500 1000 1000
Agar [g/l] - - 15

4.3 Roztoky a ostatni chemikalie
* Fyziologicky roztok
— 0,85% NaCl v destilované veédyl sterilizovan p 121°C 15 minut
» Kyselina sorbova (vyrobce VIA-REK, spol. s.r.0)

— 20% roztok kyseliny sorbové byftipraven navazenim 8 g kyseliny sorbové

a rozpusin ve 40 ml destilované vody, nasleédterilovano

— 0,2% roztok kyseliny sorbové byfipraven navdzenim 0,1 g kyseliny sor-

bové a rozpush v 50 ml destilované vody, nasledsterilovano
» Sorban draselny

— 20% sorban draselny byliipraven navazenim 8 g sorbanu draselného

a doplrénim 40 ml destilované vody, naslédsterilovano

4.4 Pouzité bakterialni kmeny

Pouzité bakterialni kmeny byly poskytnuty Ustaveatrgvindského inzenyrstvi FT UTB

ve ZIing.
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Tab. 6 Vysledky vybranych biochemickych tepbuzitého kmeng. coli

Pouzity mikro- Kolonie KAT ONP Ind Lys Orn
organizmus
Escherichia  coli hladké, + + + +
66 lesklé

Tab. 7 Vysledky vybranych biochemickych tepbuzitého kmen®. fragi
Pouzity mikro- Kolonie KAT Kas Ure Arg Tyr
organizmus
Pseudomonas fra- hladké, + - - +
g 19 lesklé

Tab. 8 Vysledky vybranych biochemickych tepbuzitého kmen&. aureus

Pouzity mikro- Kolonie YEP CLF Arg Orn Ure
organizmus

Staphylococcus hladké, + + + - +
aureus subsp. au- lesklé

reus 7

4.5 Pouzité metody stanoveni

45.1 Destickova metoda

Pomoci destkové metody byla sledovangianost kyseliny sorbové a sorbanu draselného
na E. coli, P. fragi a Staphylococcus aureuByly pouzity 10%, 8%, 6%, 4%, 2%, 1%
a 0,5% koncentrace sorbanu draselného a 0,1%, (OB@R25% koncentrace kyseliny sor-

boveé.

Byla pfipravena suspenze bakterii ve sterilnim fyziologiokroztoku a sledovan zakal
takto ipravené suspenze na Spekolu na hodnotu 0,05. Pidékamky byly pipetovany
piislusné roztoky dle rozpisu (Tab. 9). Nasketgla kazda jamka z&kovana 2Qul bakte-

ridlni suspenze. Celkovy objem v jedné jamce bl 20
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Tab. 9 Pipetovana mnozstvi pro pokus. €oli pii desttkové metod

Pipetovana mnoZzstvi roztoli pro sorban draselny
10% 8% 6% 4% 2% KM KB
Destilovana voda [ml][ 50 60 70 80 90 100 120

Sorban draselny [ml] 50 40 30 20 10 0 0

Kontrolni jamky obsahovaly 8@ bujonu, 100ul vody a 20ul bakterialni suspenze, navic
byla provedena kontrola sterility bujéridasledrt byla destika vioZzena do fistroje Tecan
a bylo zahajeno #teni absorbance po dobu 24 hodin2®d °C (P II., 1ll., IV.)

Poté byla hodnocena minimalni inhibi koncentrace. MIC je nejmenSi mnozZstvi sledova-
né latky, pi které dojde k viditelné zastavastu bakterialni populace. MIC se stanovuje
negasgji pomoci dilinich tesh. Tyto testy slouzi ke kvantitativnimu stanoverlivasti.
Princip této metody s@giva v tom, Ze sledovana latka je v odsioyané koncentraciip
dana do série vhodnych tekuty@htuhych pid a nasled#je zaékovana standardnim ino-
kulem ¢isté kultury testovaného kmene. Po inkubaci se pjgéuje MIC sledované latky

na gislusné mikroorganizmy [26].

4.5.2 Zkumavkova metoda

Byl sledovan dinek kyseliny sorbové a sorbanu draselného na wgbraikroorganizmy

izolované z potravin zkumavkovou metodou. Byly gouz2%, 10%, 6%, 4%, 2%, 1%,
0,05% a 0,025% koncentrace sorbanu draselného %, 00105%, 0,025%, 0,02%
a 0,015% koncentrace kyseliny sorbové. Pro kontbplo provedeno stanoveni stejnym

zpisobem bez pouZiti kyseliny sorbové a sorbanu drékel

Tab. 10 Pipetovana mnozstvi pro pokus solipti zkumavkové metad

Zkumavky s 2,5 ml MPB pro 0,2% kyselinu sorbovou

0,05% | 0,025% | 0,02% | 0,015% | 0,01% | KM | KB
Des“"}‘rfl‘]”a voda | 1 g8 | 219 2,25 2,31 238 25 25
Kyse'”[]r":‘“]sorbova 063 | 031 0,25 0,19 013 o0 0

Byly ptipraveny vodné roztoky kyseliny sorbové a sorbaraselného o ifislusnych kon-

centracich. K dvojnasobrkoncentrovanému masopeptonovému bujénu bitzapa sus-
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penze zkoumané kultury promichana ve fyziologické@xtoku a upravena ve Spekolu
na hodnotu absorbance 0,05. Pipetovand mnoZstviugedena v tabulce (Tab. 10). Zku-

mavky byly inkubovany $ 30 nebo 37 °C dleistovych vlastnosti kultur po dobu 20 hodin
(P 1.).
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5 VYSLEDKY

5.1 Sledovani &inki kyseliny sorbové naEscherichia coli

Vliv kyseliny sorbové na kmerk. coli byl nejdive zkouman destkovou metodou

a na zaklaglvysledki z této metody byl pokus zopakovan pomoci zkumagkaetody.

Pti desttkové metod bylo zjisS€no, Ze 0,1% kyselina sorbovéiriné potl&ila rast E. coli,
ale @i nizSich koncentracich 0,05% a 0,025% byla kysetiarbova nefinna. Jako mini-
malni inhib&ni koncentrace (MIC) kyseliny sorbové o colipomoci destikové metody

byla stanovena 0,1% koncentrace (Obr.1).
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——0,1% kyselina sorbova
——0,05% kyselina sorbova
0,025% kyselina sorbova
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Kontrola mikroorganizmt
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i

o

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000
t[s]

Obr 1. Vliv kyseliny sorbové ng&.coli v pribéhu 24 hodinové kultivace

Pri zkumavkové metogflbyla zngéfena absorbance u 0,1%, 0,05% a 0,025% kyseliny sor-
bové (Obr. 7).

Vysledky zkumavkové metody potvrdily vysledky deéktivé metody. Kyselina sorbova je

v koncentracich nizSich nez 0,1% #ieha na bakterikE. coli izolovanou z masa.
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5.2 Sledovani &inka kyseliny sorbové naPseudomonas fragi

Pri sledovani MIC kyseliny sorbové ra fragi u destikové metody byly pouzity i nizSi
koncentrace nezipsledovani MIC néE. coli. Kyselina sorbova byla n@. fragi u¢inna
pii koncentracich 0,1% a 0,05% a na rozhrani 0,020025% se jeji €innost postup&

s

zcela nedinna (Obr. 2).

0,7
06 | /
0,5
—0,1% kyselina sorbova
© 04 ——0,05% kyselina sorbova
o
S 0,025% kyselina sorbova
o]
§ 0,02% kyselina sorbova
<03 ——0,015% kyselina sorbova
—0,01% kyselina sorbova
Kontrola mikroorganizmu
0,2 1
0,11
0 T T T T T T T T

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000 90000
t[s]

Obr. 2 Vliv kyseliny sorbové nB. fragiv pribéhu 24 hodinové kultivace

Po vyhodnoceni vysledkz desttkové metody byla &innost kyseliny sorbové na. fragi
opét oweérena zkumavkovou metodou (Obr. 8). Vysledna MIC kggesorbové neP. fragi

izolovanou z dibeZe byla na zaklgdbbou metod stanovena 0,05% koncentraci.
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5.3 Sledovani &inka kyseliny sorbové naStaphylococcus aureus

Ucinnost kyseliny sorbové n@. aureuspii desttkové metod byla @i 0,1 %. Mezni byla
0,05% koncentrace fipkteré byla kyselina sorbov&iana pouzeasteéne, a 0,025% kyse-

lina sorbova n&. aureusiepisobila (Obr. 3).

0,7

0,6 1

0,5 1

—0,1% kyselina sorbova

o 0,4
% ——0,05% kyselina sorbova
-g 0,025% kyselina sorbova
%) . . o
£ 03- Kontrola mikroorganizmd

0,2

0’1 :_’//_/_/\,_///‘ﬁ/

0

0 20000 40000 60000 80000 100000
t[s]

Obr. 3 Vliv kyseliny sorbové n&. aureuss praibéhu 24 hodinové kultivace

P zkumavkové metatlbyla zjiS€na velmi mala inhibice této bakterie kyselinou swdu
I pfi vySSich koncentracich (Obr. 9ki&nou mohla byt vzdusna kontaminace vzorkiIC

kyseliny sorbové n&. aureugouto metodou tedy prokdzana nebyla.

5.4 Sledovani ®inka sorbanu draselného nd&scherichia coli

Pri desttkové metod bylo u sorbanu draselného ziso, Ze podobhijako kyselina sorbo-
va je &inny pi vysSich koncentracich. 10%, 8% a 6% sorban dmasadela potlail rust
E. coli. Mezni byla 4% koncentrace, kdy¢ah sorban draselny svowignost nak. coli

ztracet, a se snizujicimi se hodnotami koncentogbaaE. colizcela nedinny (Obr. 4).
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Obr. 4 Vliv sorbanu draselného Bacoli v pribéhu 24 hodinové kultivace

Vysledky zkumavkové metody potvrdily MIC sorbanwasilného nd. coli uz @i 6%
koncentraci (Obr. 10).

5.5 Sledovani &inka sorbanu draselného ndPseudomonas fragi

Pfi sledovani MIC sorbanu draselného Rafragi pomoci destikové metody zfisobil
inhibici mikroorganizmu uz 2% sorban draselny, adibodE. coli, kde byla mezni az 4%

koncentrace. (Obr. 5).



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 36

0.6
— 10% sorban draselny
—— 8% sorban draselny
0.5 E—
6% sorban draselny
4% sorban draselny
0.4 A
— 2% sorban draselny
—— 10 Y,
g 03 1% sorban draselny
g
£ —— 0.5% sorban draselny
g
0.2 A — 0.1% sorban draselny
0.05% sorban
draselny
0.1 == ——0.025% sorban
draselny
Kontrola
0 mikroorganizmu

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000 90000
tfs]

Obr. 5 Vliv sorbanu draselného Rafragiv pribéhu 24 hodinové kultivace

Zkumavkovou metodou byly étovany mezni 4%, 2% a nizSi koncentrace. Na zéklad
vysledki z obou metod byla stanovena MIC sorbanu draselnéRo fragi pri 4% koncen-
traci (Obr. 11).

5.6 Sledovani &inka sorbanu draselného n&staphylococcus aureus

Pomoci destkové metody bylo zji$ho, Ze sorban draselny riggobi naS. aureusani
pii nejvysSi 10% koncentraci. Narozdil od testovangciimnegativnich bakterii, kdy byl

sorban draselnydinny jest pii 2 nebo 4 % (Obr. 6).
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Obr. 6 Vliv sorbanu draselného Baaureuss pribéhu 24 hodinové kultivace

Pti zkumavkové metatlbyly pouzity 10% i vySSi koncentrace, aleiwadu vzdusné kon-
taminace nemohly byt vysledky vyhodnoceny (Obr.P)dobg jako u kyseliny sorbové

ani u sorbanu draselného nebyla stanovena MIE. mareugzkumavkovou metodou.
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6 DISKUZE

6.1 Srovnani pouzitych metod inhibice danych latek nd&scherichia coli

Pfi stanoveni inhibice kyseliny sorbové a sorbanuselr@@ho byla pouzita destova
a zkumavkova metoda. Vyhodou dektivé metody byla mensi speba materialu, lepSi
uspdadani sledovanych latek a v neposledait také \tSi presnost vysledk nez
pii zkumavkové metofl Nevyhodou destkové metody mize byt gipadné riziko konta-
minace pi automatickém promichavani deégy v pristroji Tecan. Vyhodou zkumavkové
metody je moZznost vyneseni stanovenych vysiattk misek,cimz by byly ziskany fes-
n¢jSi vysledky, ale z@vodu WtSi pracnosti nebylo stanoveni provedeno. Nevyhatkou
mavkové metody byla&Si spoteba materiélu. i této metod také nebylo mozné ziskat

hodnoty absorbance kazdych 30 minut jako u desteé metody.

Pri stanoveni antimikrobialnich¢inka kyseliny sorbové a sorbanu draselnéhdnaolije

z grati patrné, Ze f@srEjSi vysledky byly ziskany pomoci destové metody (Obr. 7, 10).
Rozdily v hodnotach absorbance u pouzitych metoblyntoyt zpisobeny odliSnou teplo-
tou kultivace. Z vysledkje také patrné, Ze kyselina sorbovadena jiz v 0,1 % na rozdil

od sorbanu draselného, ktery inhibujstiE. coli. az v 6 %.
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Obr. 7 Rozdily v @innosti pouzitych metod pro stanoveni MIC kyselsayboveé nd&. coli

0,8

0,7

0,6

0,5

0,4

absorbance

0,3

0,2

0,1

0

0%

0,50%

1%

2%

4%

n

6%

O Zkumavkova metoda

0,526

0,306

0,264

0,229

0,175

0,118

@ Destickova metoda

0,712

0,622

0,521

0,452

0,279

0,103

koncentrace sorbanu draselného [%]

Obr. 10 Rozdily v &innosti pouzitych metod pro stanoveni MIC sorbarasdiného

nakE. coli
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Vyzkumy testujici kyselinu sorbovou prokazaly jejitimikrobialni @innost naE. coli
piitomnou v syru skladovaném v 7 °C¢illné mnozstvi kyseliny sorbové bylo 500 mg/kg
[27]. Ueinnost sorbanu draselného v kombinaci s kyselinetoveu byla zji§ovana
na patogenni kmeR. coli O157:H7 v mletém hazim mase. ® skladovani v 10 °C{p
sobila tato sis naE. coli 0157 &inné. Ve 20 °C byla kombinace sorbanu draselného

a kyseliny octové mérefektivni, nez fi 10 °C [30].

6.2 Srovnani pouzitych metod inhibice danych latek nd&seudomonas
fragi

Stanovené MIC kyseliny sorbové i sorbanu draselméti®. fragijsou nizSi nez MIC obou

latek nakE. colicoz je patrné i z graf(Obr. 8, 11).Z vysledki I1ze usoudit, Ze byly pomoci

obou metod prokazany antimikrobialnginky kyseliny sorbové i sorbanu draselného

na gramnegativni bakterie.
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Obr. 8 Rozdily v ginnosti pouzitych metod pro stanoveni MIC kyseloybové
naP. fragi
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Obr. 11 Rozdily v &innosti pouzitych metod pro stanoveni MIC sorbarasdiného

naP. fragi

Ucinky kyseliny sorbové byly sledovany na sladkéndiyae Peivo oSefené 25um vrst-
vou 6% kyseliny sorbové po 40 dnech skladovani ¥ 8% ntlo vyznamr snizené pity
psychrotrofnich mikroorganizin Sladké p&vo oSetené 70um vrstvou 3-6% kyseliny
sorbové p stejnych podminkach &o vyrazré snizeny péet vSech aerobnich mikroorga-

nizmi [28].

Pt vyzkumu s nasolenymi olivami byla testovar@naost sorbanu draselného na pseudo-
monady. Po nasoleni byly olivy pammy v sorbanu draselném (0,01 g/ml) po dobu 10 mi-
nut a skladovany ve 20 °C 180tdriPo uplynuti tohotéasoveho intervalu sorban draselny

nepotl&il rast kvasinek, ale inhibné pasobil na pseudomonadysa aureug30].

Kombinace bakteriostatik byla také testovanaerstvém ovim a kozim mase skladova-
ném v 5-7 °C. Sis sloZzena ze sorbanu draselného, octanu sodnétamaciu sodného
a laktatu sodného v 2,5% koncentraci s 5% chloridednym byla sprejovana v mnozstvi
3 kg/cnt oSetovaného masa. Sim bakteriostatik &nng potlatila rist pseudomonad Ba-

cillus sp. po 6 dnech skladovani [31]
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6.3 Srovnani pouzitych metod inhibice danych latek n&taphylococcus

aureus

Pro stanoveni MIC kyseliny sorboveé Saaureusyly ziskany pesrgjSi vysledky z desti

kové metody. MIC n&. aureusyla stanovena u 0,1% kyseliny sorbové (Obr. 9).

Rozdily v &innosti @i pouziti tiznych metod usgadani pokusu mohly byt apobeny
odlisSnymi teplotami kultivace. #® desttkové metod byla kultivatni teplota 25 °C
a @i zkumavkové metofl byla pouzita teplota 37 °C, coz je optimalni téplaistu
pro bakterieS. aureus.

7 vt s

potliila rist S. aureusy syru skladovanémip20 °C po dobu 2 dn[29].

P vyzkumu &innosti sorbanu draselného na bakt&ieaureusyly pouzity vepove jitr-
nice skladovanéip37+1 °C. Bylo zjiséno, Ze 1% sorban draselny sniZikfyokoliform-
nich bakterii a pottal ristS. aureugest po 9 dnech skladovani. [32]. Takeé byly provede-
ny pokusy na kiecich stehnech, které byly pdeay do 2,5% a 5% roztoku sorbanu dra-
selného. Na kitecich stehnech, které byly o&sty 5% sorbanem draselnym se snizdgho
mezofili 0 0,5 az 1,2 log CFU/g ve srovnani s kontrolnitahey, které byly oS&tny pou-

ze destilovanou vodou. Dikytipobeni sorbanu draselného byla prodlouzena sklgslova
nostéerstvé dilbeze nejméno 2 dny. Bylo také prokazano, Ze sorban drasednyanzadné

negiznivé &inky na senzorickou jakostittreziho masa [19].

Antimikrobialni &inky sledovanych latek n&. aureusbyly v této praci minimalni
ve srovnani s pouzitymi gramnegativnimi mikrooigary. Na zaklad vysledki Ize kon-
statovat, Zze MIC sorbanu draselného nebyla prokémangrampozitivni bakterie. Sorban
draselny ma i nizkych koncentracich (0,3 %) antifugalni efektAspergillussp. [24].
Nizké hodnoty koncentrace vSak nejsodindé na bakterie, coZz bylo prokdzano

i v této praci.
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Obr. 9 Rozdily v @innosti pouZzitych metod pro stanoveni MIC kyselsmybové a sorba-

nu draselného n&. aureus
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ZAVER

Byla sledovana MIC kyseliny sorbové a sorbanu dnéb® na vybrané druhy mikroorga-

nizmi pomoci destikové a zkumavkové metody. Pro stanoveni byly pguyto mikroor-

ganizmy:Escherichia coli,Pseudomonas frag Staphylococcus aureukteré byly izolo-

vany z chlazené dbeze. Bylo zjid&tno, Ze pro stanoveni je vhag$i destétkova metoda

diky prevazujicim vyhodam,ipdevsSim co se & spoteby materidlu a &Siho mnozstvi

vysledki, které byly pomoci této metody ziskany.

>

Pri desttkové metod byla pro sledovanitstu E. coli pouzita 0,1-0,025% kyselina
sorbova a 10-0,5% sorban draselny. MIC kyselinp@eé naE. colibyla pomoci této
metody stanovena u 0,1 %. Pro sorban draselny My na E. coli stanovena
pri 6 %.

Pro sledovanitstu P. fragi pomoci destikové metody byla pouzita 0,1-0,01% kyse-
lina sorbova a 10-0,025% sorban draselny. MI®n&agi byla stanovenaip0,05%

koncentraci kyseliny sorbové a 4% koncentraci smtdraselného.

Pro sledovanitstuS. aureugpomoci destikové metody byly pouzity stejné koncent-
race jako i sledovaniiistuE. coliu kyseliny sorbové i sorbanu draselného. MIC ky-
seliny sorbové n&. aureusyla stanovenaipnejvyssi 0,1% koncentraci. U sorbanu
draselného nebyla MIC n&. aureusstanovena, protoZe itipnejvySSich pouzitych

koncentracich neZigobil sorban draselny celkovou inhibiéstuS. aureus.

Pomoci zkumavkové metody byly &evany mezni inhilini koncentrace kyseliny
sorbové a sorbanu draselného. MIC kyseliny sorbh@ggbanu draselného ia coli

se shodovaly s vysledky z degtbvé metody.

Pro sledovanitstuP. fragi u zkumavkové metody byly pouzity nizsi koncentrige
seliny sorbové v rozmezi 0,05-0,015%. Pro sorbasalny byly pouzity koncentrace
v rozmezi 4-0,05%. MIC kyseliny sorbové a sorbanaselného se &p shodovaly

s vysledky z destkové metody.

Pri sledovaniiistuS. aureupomoci zkumavkoveé metody byla pouzita 0,1% a 0,05%
kyselina sorbova a 10% sorban draselitysRnoveni byly pouzity i vysSi koncentra-

ce u obou sledovanych latek, aletwadu vzdusné kontaminace nemohly byt vysled-
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ky objektivre vyhodnoceny. Pomoci této metody nebyla prokazaliamaS. aureus

ani u jedné sledované latky.

> Na zéaklad vysledki z obou metod byly prokazany antimikrobialtinky kyseliny
sorbové i sorbanu draselného na gramnegativni tiaktéejmensi MIC obou latek
byla stanovena B. fragi. 0,1% kyselina sorbova inhibovalast grampozitivni bakte-
rie S. aureusale sorban draselny nebyiany ani i vysokych koncentracich. Diky
ucinnosti kyseliny sorbové v kyselém pH byly prokagzdeji antimikrobialni dinky
pii nizkych hodnotach koncentrace ve srovnani zeasenin draselnym, u kterého by-
ly prokazany antimikrobialnidinky az v rozmezi 2-4 %. Sorban draselny ijenpz-

kych koncentracichigjm¢ G¢inny pouze na kvasinky a plisn

Zawrem lze konstatovat, Z€koli byla kyselina sorbova Spatnozpustna, prokazala an-
tibakterialni @inky proti sledovanym bakteriim uz v rozmezi 0,08—%. Sorban drasel-
ny pasobil na gramnegativni bakterie az od 4% konceateana grampozitivr. aureus
nepisobil antibakterialéy vabec. Pro pouZiti k dekontaminaci masa se tedywjeodrejSi

aplikace kyseliny sorbové.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

Ay
CFU
MPA

MPB
MIC
KAT
ONP
Ind
Lys
Orn
Kas
Ure
Arg
Tyr
YEP

CLF

Aktivita vody

Colony forming units (kolonie t¥izi jednotka-KTJ)
Masopeptonovy agar
Masopeptonovy bujén

Minimalni inhibicni koncentrace
Dtkaz produkce katalazy

Dukaz produkcey — galaktosidazy
Dukaz produkce indolu
Dekarboxylace lysinu
Dekarboxylace ornitinu

Dukaz produkce kaseinu

Dukaz produkce ureazy
Dekarboxylace argininu
Dekarboxylace tyrosinu

Dukaz produkce Zlutého pigmentu

Pritomnost srazeciho faktoru (clumping factor)
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