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RESUME

Velkym zdravotnim problémem dneS$ni doby je vyskyt onemocnéni zptsobenych
mikroorganismy kontaminujici potraviny. Proto jsme sledovali antibakteridlni ucinek
kyseliny mlécné na tyto mikroorganismy. Kyselina mlé¢na je pfirodni organicka kyselina,
kyselé chuti, lehce rozpustnd, vznikd mléénym kvasenim cukrii a je bézné pouZivanym
prostfedkem v potravinarské vyrobé.

Sledovali jsme vliv kyseliny mlécné a jeji nejnizsi inhibicni koncentrace na tyto
mikroorganismy: Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas fluorescens,
Serratia marcescens, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis
a Bacillus cereus. Stanoveni bylo provedeno inkubaci v bujonech, pouZzité koncentrace
kyseliny mlécné byly od 0,1 do 1 %, u B. subtilis a B. cereus do 3 %.

Bylo zjisténo, Ze jiz aplikaci 0,1% kyseliny dochazi ke snizeni CFU/ml vSech
sledovanych mikroorganismii. K absolutni inhibici Escherichia coli, Pseudomonas
fluorescens a Staphylococcus aureus dochdzi 0,5% kyselinou mlécnou. Rust bakterii
Salmonella typhimurium a Micrococcus luteus byl inhibovan 0,25% kyseliny a Serratia
marcescens jiZz pti 0,125% koncentraci. Rlst bacilli byl pozorovédn i pifi koncentracich

kyseliny mlécné presahujici 2 %.

Kli¢ova slova: kyselina mlé¢na
inhibi¢ni koncentrace kyseliny mlécné
Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorecens,
Staphylococcus aureus, Serratia marcescens, Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Micrococcus luteus
patogenni mikroorganismus
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SUMMARY

There is a big problem with the occurrence of diseases caused by foodborne
pathogens. That is the reason why we studied antibacterial effect of lactic acid.

Lactic acid is a natural organic acid of sour taste, dissoluble, originating by the process of
lactic fermentation of sugar and is commonly used substance in the foodstuff production.

The effect of lactic acid and its minimal inhibition concentration of this acid on these
microorganisms: Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas fluorescens,
Serratia marcescens, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis and
Bacillus cereus were observed. Lactic acid was used in broth in concentration from 0,1% to
1%, in the case of Bacillus sp. up to 3%.

It was found that the application of 0,1% lactic acid decreased the CFU/ml of all
examinated microorganisms. The application of 0,5% lactic acid caused the total inhibition
of Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens a Staphylococcus aureus. The growth of
Salmonella typhimurium, Micrococcus luteus and Serratia marcescens was stopped by the
application of 0,25% and 0,125% lactic acid, respectively. In addition, Bacillus sp. spores

even survived more than 2% lactic acid.

Key words: lactic acid
inhibition concentration of the lactic acid
Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorecens,
Staphylococcus aureus, Serratia marcescens, Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Micrococcus luteus
pathogenic microorganisms
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UVOD

KaZeni potravin je moZno popsat jako jakoukoliv zménu, kterd md za
nasledek, Ze dany produkt je nepfijatelny pro lidskou spottebu. Na kaZeni potravin
se také podili fada kvasinek, plisni i bakterii. Vlivem samotné mikrobidlni aktivity
je zni¢ena nejméné jedna Ctvrtina celkové svétové produkce potravin.

Onemocnéni z potravin zpisobend mikroorganismy (alimentarni intoxikace
a alimentarni infekce), jsou vaznym problémem ve vétSin€ rozvinutych zemi a
jejich studium je fazeno mezi priority. Ndkazy ¢lovéka t€mito patogeny se projevuji
predevsim prijmy, kifecemi biicha a enteritidami.

V soucasné dob¢ technicky vyvoj umoZziluje Siroké uplatnéni modernich
pristroji v detekci a identifikaci mikroorganismli v potravinafstvi. Pro fadu
patogentl, ptedev§im v masném prumyslu, je zavedeni téchto metod do praxe velmi
ndkladné a zdlouhavé. Proto je snaha omezit kontaminaci potravin na co mozna
nejmensi miru. Jednou z moZnosti je oSetfeni povrchu masa roztoky organickych
kyselin a dalSich antimikrobidlnich latek.

Cilem této prace bylo zjistit vliv inhibi¢nich koncentraci kyseliny mlé¢né na
rist a rozmnozovani téchto mikroorganismi: Escherichia coli, Salmonella
typhimurium,  Staphylococcus aureus, Pseudomonas fluorescens, Serratia

marcescens, Micrococcus luteus, Bacillus cereus a Bacillus subtilis.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Konzerva¢éni latky v potravinaistvi

Konzervacni latka je chemickou slou¢eninou, ktera je schopna zpomalit nebo
zastavit rist mikroorganisml tak, aby nedoslo k procesiim jako jsou fermentace,
okyseleni ¢i rozlozeni substratu. Tyto procesy by mohly vést ke zhorSeni chuti,
barvy, struktury, vzhledu a vyZivové hodnoty potravin. Konzervacni latky se
pouzivaji ptedevsim k prodlouZeni skladovatelnosti, ke zvySeni vyzivové hodnoty
a k zajiSténi zdravotni nezdvadnosti potravin. K udrZeni kvality vyrobku se tyto

latky Casto pouZzivaji v kombinaci s fyzikdlnimi metodami (17).

1.1.1 Vlastnosti konzervacnich latek

Pro latky, které se pouZzivaji jako konzervacni, je dulezité, aby splnovaly
nasledujici vlastnosti (23):

- Jestlize vykazuji antimikrobidlni G¢inek, nemély by rist mikroorganismu
pouze inhibovat, ale spiSe je usmrcovat.

- Konzervacni latky s bakteriostatickym tucinkem by mély v potraviné
pretrvdavat az do doby, neZ je potravina urCena ke spotiebé. Jestlize je
potravina ddle zpracovavana, méla by tato konzervacni latka vydrzet
v potravin€ ve vSech krocich béhem zpracovani.

- Konzervacni latky by mély byt pfiméfené tepeln€ odolné.

- Specifita konzervacnich latek by méla odpovidat mikroorganismtiim, které
potravinu kontaminuji nebo v ni pfezivaji.

- Jestlize jsou konzervaéni latky pouzZivany jako ndhrada tepelného
oSetfeni, mély by byt schopny zabezpecit potravinu pied bakteriemi
Clostridium botulinum.

- Nemélo by dochdzet k jejich nifeni reakcemi v potravinich a nebo

metabolickymi produkty pfitomnych mikroorganismu.
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- Diilezitd je jejich zdravotni nezdvadnost bez toxickych a drazdivych
ucinkd.

- Meély by byt ic¢inné jiz v nizkych koncentracich.

1.2 Organické kyseliny

Mezi nejbeznéjsi klasické konzervacni latky patii slabé organické kyseliny,
napiiklad kyselina octovd, mlé¢nd, benzoova a sorbova. Molekuly téchto kyselin

inhibuji rast bunék bakterif a plisni (29).

1.2.1 Mechanismus pisobeni organickych kyselin

V roztoku existuje pro organické kyseliny rovnovdha zavisla na hodnotach
pH mezi nedisociovanym a disociovanym stavem. Tyto konzervacni latky maji
optimalni inhibi¢ni efekt pfi nizkych hodnotach pH, které podporuje nedisociovany
stav molekuly. V tomto piipadé je molekula voln¢ permeabilni pies plazmatickou
membranu a je takto schopna vstupu do buiiky. Nasledné v diisledku styku s vyssi
hodnotou pH uvnitt buiikky molekula disociuje. Vznikaji anionty a protony, které
nemohou projit plazmatickou membréanou a hromadi se v bunce (29).

Inhibice bakteridlniho rstu zpusobena tucinkem organickych kyselin je
zapfi¢inéna potlaCenim zdkladnich metabolickych reakci, zatéZi na intracelularni
homeostdzu pH a akumulaci toxickych anionti (29).

Molekula konzervacni latky je uvnitf buniky rozptylena az do dosaZeni
rovnovdhy vzhledem ke gradientu pH pfes membranu. To ma za nasledek
nahromadéni aniontil a protonl v buiice. K inhibici ptispivaji také dalsi vlivy, jako
je preruSeni membrany, inhibice zdkladnich metabolickych reakci, nahromadéni

toxickych aniontl a z4t€Z na intraceluldrni homeostdzu pH (17).

12
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1.2.2 Mechanismy rezistence

Mikrobidlni rezistence na slabé organické kyseliny mlZe zahrnovat fadu
mechanismt. U bakterii jsou k dispozici védomosti tykajici se jejich vnitini

neindukovatelné rezistence na tyto slou¢eniny (29).

v

Grampositivni bakterie nemaji vnéjSi membridnu. Vnéj$i membrana
gramnegativnich bakterii je soucdsti bunécné stény a piedstavuje ji dvojvrstva
fosfolipidil a bilkovin, kterd je kotvend k peptidoglykanu bunécné stény molekulami

lipoproteinu (Obrazek €. 1) (29).

i b

Obrazek ¢. 1: Schéma demonstrujici rozdily ve stavbé bunécné stény grampositivni
(vlevo) a gramnnegativni (vpravo) bakterie. (Podle M.J. Polczara et al.)

a): 1 Peptidoglykanovy fetizek; 2 Piicné propojeni; 3 Polysacharid; 4 Teichoova
kyselina; 5 Bunécna sténa; 6 Cytoplasmatickd membrana; 7 Fosfolipid; 8 Protein.

b): 1 Lipoprotein; 2 Peptidoglykan; 3 Lipopolysacharid; 4 antigeny; 5 Porinové
trimery; 6 Vn&j$i membrdna; 7 Periplasmovy prostor; 8 Cytoplasmatickd
membrdna; 9 Fosfolipid; 10 Protein.

Organické kyseliny mohou proto snadno vstupovat do nitra bunck

grampositivnich bakterii, jejich vnitini rezistence je relativné nizk4. Gramnegativni

13
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vvvvvv

mechanismy. V nékterych ptfipadech jsou mikroorganismy schopné degradovat
konzervacni latky specifickymi enzymy (29).

V posledni dobé byly studovany indukovatelné mechanismy rezistence
mikroorganismt. U Salmonella typhimurium je znamo, zZe buiky se stietdvaji ve
svém prostfedi s fadou stresovych faktor, napf. extrémné nizké hodnoty pH
v zaludku nebo piitomnost velkého mnoZstvi ¢astecné hydrofébnich organickych
kyselin ve stfev€é. Tato bakterie disponuje acidotoleranci, zahrnujici komplex
obrannych systém, které umoziuji bunkam piezit v prostfedi pH kolem 3. Rovnéz
u Escherichia coli O157:H7 byla pozorovana rezistence na Kyselinu benzoovou pfi
hodnoté pH 2 (29).

Podobné mechanismy byly také nalezeny u plisni. U kvasinek se podili na
rezistenci ke kyselinim enzym ATPaza cytoplasmatické membrany. Obranné

mechanismy jsou zaloZené na transportu aniond z nitra bunék (29).

1.2.3 Konzervace organickymi kyselinami

Konzervujicimi organickymi kyselinami se rozuméji kyseliny obsazené ve
znacnéjSim mnoZstvi v ovoci nebo ziskdvané ve velkém nékterymi biologickymi
procesy — tedy kyselina citronovd, vinnd, jableCnd octovd a mlécna. Témito
kyselinami Ize chrdnit potraviny pied rozkladem pouze za urcitych okolnosti
a zpravidla na omezen¢ dlouhou dobu. Je nutné rozliSovat o jakou potravinu se
jedna a jaké mikroorganismy v ni nebo na ni mohou rtst (15).

VétSina bakterii nesnaSi pH nizs§i nez 4,0 az 4,3, kdezto rozvoj kvasinek,
plisni a n¢kterych acidofilnich bakterii zastavuje teprve silngj$i az velmi silné
okyseleni. Pfitom jsou organické kyseliny cCasto ohroZzeny nékterymi
mikroorganismy, které je utilizuji a tak prostfedi postupné odkyseluji. K potlaceni
nékterych mikroorganismu tedy staci prostfedi okyselit, a to k pH asi 4,0, nebo i
vyssimu (15).

Podle schopnosti potlacovat c¢innost bézné acidofilni mikrofléry, Ize

nejobvyklejsi organické kyseliny sefadit takto: kyselina octovd, kyselina mlécn4,

14



UTB ve Zliné, Fakulta technologickd

kyselina citronovd, kyselina vinnd a jable¢nd (potadi plati, pokud jde o pH
1 koncentraci kyseliny) (15).

Nejucinnéjsi je kyselina octova, kterd potlacuje mikroorganismy jednak tim,
Ze reaguje s plasmatickou membrinou, jednak tim, Ze konkuruje v enzymovych
reakcich zpracovdvanym aminokyselindm. S klesajicim pH jeji ucinnost roste.
Vyssi nez 4 az 6% koncentrace kyseliny octové plsobi na cetné vegetativni formy
bakterii smrtivé. Spory vSak sndSeji i 6% koncentrace kyseliny octové, velmi

dlouho (15).

1.2.4 Antimikrobialni G¢inky organickych Kkyselin

Antimikrobidlni uc¢inky nékterych organickych kyselin byly testovany na
cerstvém mase a masnych vyrobcich.

Dekontaminaci jatecného hové€ziho masa zkoumali uZitim 1% kyseliny
octové Avans a kol. (3). Tato kyselina byla aplikovdna ve formé spreje v intervalu
61 tydnd ve dvou provoznich zdvodech. Tato koncentrace neméla vliv na redukci
patogenu vyskytujicich se na mase. Zanedbatelny bakteriostaticky efekt méla také
1,5% kyselina octova, spolu s citronovou a mlécnou na veprovém mase (8).

Studie zabyvajici se vlivem kyseliny octové na piitomné patogeny pfi
osetfovani povrchu masa, uvddéji pouze urcitou redukci ristu, ale inhibicni
koncentrace zjisténa nebyla (17).

Zcela bez efektu na E. coli O157:H7 bylo oplachnuti inokulovaného
hovéziho masa 2% kyselinou octovou (7). Neucinnost antimikrobidlni latky je
zplisobena schopnosti gramnegativnich bakterii pfichytit se na povrch masa.

Pfi pouziti 3% kyseliny octové jako sanitatniho prostfedku pfi oSetiovani
povrchu masa doslo k redukci na 1,5 log. Inhibice patogennich bakterii tedy také
nebyla zaznamendna (Anderson a kol., 1987) (2). Stejného sniZeni bylo dosazeno
15 2% kyselinou mlé€nou, kterd se v mase tvoii béhem procesu zrdni (22). Van
Netten (27) se ve své studii zabyvali vlivem 2% kyseliny mlécné piti 37 °C po dobu
30 az 90 sekund. Dosli k zavéru, Ze kyselina je schopna z povrchu veprového masa

eliminovat salmonelu, ale uz ne Listeria monocytogenes.
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Rozstiikem pary specidlnimi tryskami kombinované s nédslednou aplikaci
2% roztoku kyseliny mlé¢né, na povrch porazenych veptrovych kust, na konci
porédzeci linky, dochéazi po 5 dnech chladirenského skladovéni ke snizeni CFU o 1 —
3 fady (19).

Pouziti kyseliny mlécné a horké vody na kontaminované hovézi maso
b&hem chladirenského skladovani vedlo k redukci Salmonella typhimurium o 0,43 -
1,78 log a Listeria monocytogenes o 1,69 - 3,84 log, coz mlze ptispivat ke zvySeni
bezpecnosti na vyrobnich link4ch (18).

Na eliminaci patogenti z povrchu masa ma také vliv teplota, pfi které
dochdzi k aplikaci antimikrobidln{ l14tky. Roztok 3% kyseliny mlé¢né redukoval rist
E. coli O157:H7 (klinicky izolét) o fad cfu/ml pfi teploté 55 °C pii ponoteni na 15 s.
Tento roztok byl ale bez tc¢inku pii pouziti 20 °C (10).

Ze senzorického divodu se k dekontaminaci povrchu masa muaze pouzit 1 —
2% kyselina mlécnd nebo octova. Tyto koncentrace byly shleddny limitnimi na
udrzeni senzorické kvality. Ceskou legislativou neni uréeno, jakou kyselinou
a v jakém mnoZstvi Ize ofetiovat povrch masa. Cesti technologové pouZivaji 1 —

3% kyselinu mléénou nebo mlé¢nan spise nez kyselinu octovou (17).

1.2.5 Pouziti organickych kyselin ve vyzivé zviiat

Zatim nejvetsiho uplatnéni doznalo pouZiti organickych kyselin ve vyziveé
prasat. Tsiloyiannis a kol. zkouSeli n¢kolik organickych kyselin (mlé¢nou,
propionovou, mravenci, jable¢nou, fumarovou, citronovou) v mnozstvi 1,0 - 1,6 %
vkrmné smési selat. Pridavek organickych kyselin snizil vyskyt prijma,
enterotoxigennich kmenl Escherichia coli a zvysil prirastky hmotnosti selat. Pro
kontrolu prijmu se nejvice osvédcila kyselina mlé¢na. V této souvislosti Ize rovnéz
uvést, Ze kyselina mlé¢nd zvySuje permeabilitu vnéjs$i buné¢né membréany a Cini

buriku citlivéjsi vici dcinku antimikrobidlnich latek (1).
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1.3 Kyselina mlé¢na

Kyselina mlécnd CH;—~CHOH-COOH, je pfirodni organicka latka, kyselé
chuti, lehce rozpustnd ve vodé. Vznikd mléénym kvaSenim cukrti, napiiklad
v mléce, syrech, kyselém zeli (20).

Kyselina mlénd je nejdileZitéjSim zastupcem monokarboxylovych
hydroxykyselin. M4 jeden asymetricky uhlikovy atom, a mtiZe se tedy vyskytovat ve
dvou opticky aktivnich formach. L-mlé¢na kyselina je pravotocivd a byva pfitomna
v mase a vnitfnostech, kde vznika pii télesné ndmaze z glykogenu. Tvofii se také pfi
mlécném kvaseni cukrl, napiiklad mikroorganismem Lactobacillus bulgaricus (6).

Levoto¢ivda D-mlécnd kyselina vznikd pii  kvaseni cukri jinymi
mikroorganismy (napiiklad: Bacterium aerogenes). Opticky inaktivni D,L-mlé¢na
kyselina (racemickd) se rovnéz tvoii béhem kvaSeni za urcitych podminek.

Technicky se ziskdva ptisobenim mikroorganismu Lactobacuillus delbruckii (6).

Pro své vlastnosti:

- vysokd izomerni Cistota,

- fyziologicky rdz a netoxicnost,

- kapalna forma,

- mirnd a pfijemnd chut i vliiné,

- konzervaéni vlastnosti

se kyselina mlécnd stala bézn€ pouzivanym prostredkem v potravindiské
vyrobé€. Jejimi hlavnimi funkcemi je okyselovéani, doddvani ptichuti a konzervace.
Pouziva se v pekatstvi, pivovarnictvi, koZeluZstvi, k pfipraveé limonad a pii barveni
a zuslechtovani textilii. Pro své antiseptické vlastnosti se také pouzivd v mastech,
ustnich vodach a jako prostfedek k oSetfovani vlast (20).

V poslednim desetileti je kyselina mlécnd jednou z nejCastéji pouzivanych
pfisad, které maji zvySit vyrobni jistotu, prodlouZit ddrznost a zvysit zdravotni
nezdvadnost potravin. V potravindch zajiStuje pfirozenou udrznost. Na této
udrZnosti se tcastni jak pusobeni mlécnanového iontu, tak sniZzenim hodnoty pH

a aktivity vody (20).
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Kyselina mlécn4 je ptfirozena slozka masa. Vznika v pritbéhu postmortéalnich
zmén. Enzymovou pfeménou svalového glykogenu v anaerobnim prostiedi.
Zdrojem pro vznik je glykogen pfirozené piitomny ve svaloving, ze kterého vznika
glukoso-6-fosfat, jenz pfes fadu meziproduktl pfechdzi na kyselinu pyrohroznovou
redukujici se na kyselinu mléénou. MnoZstvi kyseliny mlécné, které se tak vytvoii,
zévisi na koncentraci glykogenu, a tedy na fyzickém stavu jateCnych zvitat t€sné
pred pordzkou (12).

Pfirozend kyselina mlécnd se ve svaloviné vyskytuje ve formé L(+),
tj. pravotocCivé, zatimco syntetickd kyselin mlé¢na obsahuje oba optické izomery, je
to tedy racemat, smés kyseliny L(+) a D(-). Do potravin je moZzné pridavat jen jeji

ptirozenou formu (12).

1.3.1 Kyselina mlé¢na v surovinach zivoc¢iSného puvodu

Maso a jiné konzervarenské suroviny ZivociSného piivodu jsou ve zcela
Cerstvém stavu velmi mélo kyselé (pH = 6,6 az 7,2). V zapéti po pordzce se kyselost
masa zvysi diky pfechodnému zvysSeni hladiny kyseliny mlécné. Toto piirozené
okyseleni nedosdhne kyselosti v technologickém smyslu (pH < 4), je vSak
dalezitym faktorem, brzdicim nepiiznivé rozkladné procesy v dobé€ tzv. zrani masa
(15).

V zivych svalech vznikd kyselina mlé¢nd jako produkt Stépeni, resp.
anaerobni faze oxidace sacharidu. Jeji ptipadné nahromadéni v unaveném svalstvu
byva jen kratkobobé, nebot’ se pii odpocinku rychle, z ¢asti aerobné&, spaluje a z¢asti
regeneruje zpét na glykogen. Po zabiti a vykrveni zvifete se pferusi pfivod kysliku
do svalové tkdn€¢ a ochromi se Cinnost enzymii aerobni fiaze dychani, takZe
produkce mlécné kyseliny podstatné prevySuje jeji odbourdvéni a tkan se okyseluje
(15).

Je-li zvite v dob& poraZky v normdlni kondici a neunavené, zvysi se obsah
kyseliny mlécné ve svaloviné z ptivodnich asi 0,5 — 2 g/lkg az na 7 - 12 g/kg, pH
klesne v n¢kolika hodinach z ptivodni hodnoty 7,2 - 6,8 asi na 5,6. V mase zvitat,

u nichz se glykogen z néjakého ditvodu (napf. inava) vycerpal a kyselina mlécna
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spotfebovala pfed pordazkou, vznikne kyseliny mlécné mén¢ az velmi mélo a maso

snaze napadaji hnilobné mikroorganismy (15).

2

1.3.2 Tvorba kyseliny mlé¢né

Kyselina mlé¢na se vyskytuje ve dvou stereoizomerech L(+) a D(-). Tvorba
Cistych izomert homofermentativnimi mléénymi bakteriemi je pomérné vzacnd,
meérou. Z hlediska fyziologickych pozadavki ¢loveka je L(+)-mlécna kyselina, kterd
je ptirozenym metabolitem lidského téla vznikajicim ve svalech a zpracovavanym v
jatrech, hodnocena 1épe. Jeji tvorba zdvisi nejen na druhu a kmeni mlécnych
bakterii, ale i na kultivacnich podminkéch t.j. na sloZeni kultivaéniho média, teploté
kultivace, redoxnim potencidlu prostfedi apod. Na zménu kultivaénich podminek
reaguje kultura zménou chovani a také zménou morfologie (35).

L(+)-mlé¢nd kyselina je tvofena z pyruvatu, doddvaného glykolyzou.
Produkce D(-)-mlé¢né kyseliny mtiZe patrn¢ nastat z nékolika pfic¢in. Prvni z nich
je, ze bunky produkuji racemasu, kterd katalyzuje izomeraci L(+)-izomeru na D(-),
druhd, Ze buiniky obsahuji D-laktdt dehydrogenasu a D(-)-izomer kyseliny mlé¢né
vznikd po glykolyze z pyruvétu stejné jako L(+)-izomer a tieti moZnosti je, Ze D(-)-
izomer vznikd jinou metabolickou drahou neZ glykolyzou napi. z aminokyselin

(35).

1.3.3 Piiprava kyseliny mlé¢né

Kyselina L(+)-mlé¢nd se vyrabi pfirozenou fermentaci z cukru (sachardzy)
¢innosti vhodn€ vybranych mléénych bakterii, a to specidlniho kmene
Lactobacilus sp. Pro stabilizaci pH béhem fermentace se piidava uhlicitan
vapenaty. Po fermentaci vznikd mlé¢nan vapenaty, z n¢ho pak okyselenim sadra a
kyselina mlécnd. Po neutralizaci a koncentraci jsou vyrdbény rizné derivaty
kyseliny mlécné. Ziskat 1ze 1 piisluSné soli — mléCnany (sodny, draselny, aj.), které

pak mohou slouzit jako aditivum (12).
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1.3.4 Aplikace kyseliny mlé¢né na maso

Pouziti organickych kyselin sniZuje bakteridlni pocty v povrchové vrstvé
masa o 1-2 tady, v zdvislosti na typu a koncentraci kyseliny. Timto oSetfenim se
snizi pocateCni mikrobidlni kontaminace zdkladni suroviny vstupujici do masné
vyroby, coZ pfispiva k omezeni nartistu mikroorganismi v masnych vyrobcich (12).

Povrchovy posttik kyselinou mlécnou ma oproti jinym kyselindm tu vyhodu,
Ze je ptirozenou sloZkou masa a neovliviiuje jeho organoleptické vlastnosti (4, 12).

Dochézi nejen ke sniZeni pH povrchovych vrstev masa na hodnoty okolo
3,5, coz jsou hodnoty, které maji velmi ucinny baktericidni efekt (9, 12), ale také ke
specifickému tc¢inku v nedisociované forme.

Aplikace kyseliny mlécné na povrch masa vede ke sniZeni pocatecni Cetnosti
mikroorganismt a prodlouzeni nastupu logaritmické faze jejich rstu. Soucasné se
sniZi i obsah enterobakterii (12).

Kyselinu mlé¢nou je mozné aplikovat na riznych mistech pordZeci linky,
optimdlni okamzik je co nejdiive, kdy vétSina mikroorganismt je dosud na povrchu
a nepronikla do wvnitinich vrstev (12). Ke kontaminaci dochdzi nejcastéji na

povrchu.

Nanaseni kyseliny mlééné na povrch masa je moZné nékolika zpisoby (12):
- postiikem roztokem kyseliny mlécné o teploté blizké nebo vyssi nez je
teplota povrchu jate¢né opracovanych kusi (u dribeze napt. 40 — 50 °C),
- ptidavkem kyseliny mlé¢né do dalsi oplachovaci vody,
- namdcenim jate¢nych tél dribeze do roztoku kyseliny (15 — 60 s).
Kyselina mlécnd se aplikuje ve formé 1 — 2% roztoku. Horni hranice
koncentrace je omezena organoleptickymi vlastnostmi potraviny, pifiCemz 2%
roztok jesté tyto vlastnosti u Cerstvého masa neovliviiuje. Uvadi se, Ze aplikace
kyseliny mlé¢né na povrch driibeZe zlepSuje kiehkost masa (12).
Aplikace 1% roztoku kyseliny mlé¢né na povrch masa zpiisobi sniZzeni pH
na 3,64 a vyrazné sniZeni povrchové kontaminace. Podle dosavadnich poznatki se
nizké pH udrzuje na povrchu masa piiblizn¢ 72 hodin, poté se za¢ind pozvolna

vracet k pivodnim hodnotdm (12)
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Postiik kyseliny mlééné na povrch dribeze vede vedle snizeni celkové
cetnosti mikroorganismit i k vyraznému sniZeni vyskytu salmonel, stafylokok
a pseudomondd, vyznamné byly inhibovany 1 Listeria monocytogenes,

Campylobacter jejuni a osatni zastupci Celedi Enterobacteriaceae (12).

1.3.5 Vyuziti kyseliny mlééné v kosmetice

V kosmetickém pramyslu je kyselina mlécnd popularné zndmd jako AHA
kyseliny. Je Siroce vyuzivand jako jemnéjSi alternativa kyseliny glykolové. Je
vyuzivdna jako litka proti starnuti, pro vypindni pleti. SniZzuje poSkozeni pleti

sluncem, vylepSuje jeji strukturu a barvu, zlepSuje celkovy vzhled pleti (32).

1.4 Bakterie

1.4.1 Morfologie bakterii

Tvar bunck bakterii je nejcastéji tyCinkovity, méné Casto kulovity. VIdknity
tvar se vyskytuje u pomérné rozsahlé skupiny ptdnich bakterii patficich do fadu
Actinomycetales.

Tycinkovité bakterie jsou bud’ rovné, zakiivené, tvaru pravidelné spirdly nebo
dlouhé nepravidelné spirdly. Jejich délka se vétSinou pohybuje v rozmezi od 1 do
3 pum, zévisi na fyziologickém stavu buiiky. Sitka ty¢inkovitych bakterif je pom&rmé
stdld pohybuje se v rozmezi od 0,5 do 1,5 um. Tycinkovité bakterie se rozmnoZuji
pficnym délenim (24).

Kulovité vegetativni bunky bakterii se nazyvaji koky. Pfi rozmnoZovani
délenim pouze v jedné roving, tvoii fetizky. Pti déleni ve dvou na sebe kolmych
rovindch vytvareji vétSinou tetrady, pii déleni ve tfech na sebe kolmych rovinach

tvofi pravidelné balicky po osmi aZ nékolika stech buiikdch (tzv. sarciny) (24).
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1.4.2 Struktura bakterialni buriky

Schématickou strukturu bakterii zndzornuje obrazek ¢. 2.

Plazmaticka
ODMNA Pili membrana

Ribozomy 2 - Hﬂ_&

£ B e e

Bunina sténa

Pouzdro

e

Obrazek ¢. 2: Struktura bakterialni bunky

1.4.2.1 Bunécnd sténa

Bunécna sténa oddéluje bunku od vnéjsiho prostiedi, dava bunce tvar a chrani
ji pfed mechanickymi vlivy a pfed ucinky osmotického tlaku vné&jSiho prostiedi.
V bunécné sténé jsou pomérné velké pory, kterymi miiZze volnou difuzi prochédzet
vétSina chemickych sloucenin. Pouze vysokomolekuldrni slouceniny, jako jsou
bilkoviny nebo polyasacharidy, nemohou péry bunécné stény prochazet (24).

Pevnost a neohebnost bunécné stény bakterii je vysledkem pfitomnosti
vrstvy peptidoglykanii, obsahujicich polysacharidovad vldkna, kterd jsou spojena
prostfednictvim tetra- nebo pentapeptidi, a to peptidovou vazbou. Tloustka
peptidoglykanové vrstvy se u jednotlivych bakterii 1iSi a piedstavuje jednu
obrovskou molekulu (24).

Dalsi slozky bunétné stény jsou rozdilné u gramnegativnich a
grampositivnich bakterii (Obrdzek ¢. 1). Hlavni slozkou bunécné stény
grampositivnich bakterii je silnd peptidoglykanova vrstva, kterd je vyplnéna tzv.
teichoovou kyselinou. Na peptidoglykan jsou také vizany polysacharidy sloZené

z glukosy, galaktosy, mannosy a né¢kterych dalSich monosacharidt (24).
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Sténa gramnegativnich bakterii se sklada z tenké vrstvy peptidoglykant bez
teichoové kyseliny a z tzv. vnéjSi membrény, jeZ obsahuje fosfolipidy, strukturni 1
enzymové proteiny, lipoproteiny a lipopolysacharidy. Obsah lipidi ve sténé
gramnegativnich bakterii je pfi¢inou jejich zvySené odolnosti k aniontovym
povrchové aktivnim latkdm, jako jsou mydla, Zlucové kyseliny nebo alkylsulfaty

(24).

1.4.2.2 Cytoplazmatickd membrdna

Cytoplazmatickd membréana tvoii osmotické rozhrani buiky a vné&jSiho
prostiedi. Jejimi pory mohou volnou difuzi prochdzet pouze nizkomolekuldrni
slouceniny bez elektrického naboje (tj. nedisociované molekuly vody nebo
nedisociované molekuly slabych kyselin, alkoholy, apod) (24).

Cytoplazmatickd membrana bakterii je velmi jemnd a tenkd (tlustd asi 7
nm). Je sloZzena z fosflolipidu a proteinti, pficemz proteiny piedstavuji 50 az 70 %
jeji suSiny. Z cytoplazmatické membrany bakterii vybihaji do cytoplazmy
vychlipeniny.

Cytoplazmatickd membréna je sidlem dychacich enzymd, systému oxidacni
fosforylace, enzymu syntézy a hydrolyzy fosfolipidii a faze syntézy slozek bunécné
stény a pouzdrovych obalti.

V cytoplazmatické membrané bakterii jsou také piitomny bilkovinné

pfenasece, nutné pro transport latek do buiiky a z bunky (24).

1.4.2.3 Cytoplazma

Cytoplazma tvoii vnitini obsah bunky. Sklddad se z bunééné §t'avy, cozZ je
v podstaté vodny roztok enzymi, meziproduktli metabolismu, rezervnich latek
anékterych iontll. Obsahuje také ribozomy, v nichZ probihd syntéza bilkovin.
Ribozomy bakterii jsou mensi, neZ u eukaryotnich mikroorganismi a tvoii az 40 %
susiny cytoplazmy. Tento vysoky obsah ribozomtli umoziuje obrovskou rychlost
syntézy bunécné hmoty bakterii (24).

Nejvétsi podil cytoplazmy tvoii voda, kterd predstavuje 65 az 70 % obsahu
buniky. SniZi-li se obsah vody v cytoplazmé pod urcitou hladinu, metabolismus

a vSechny Zivotni projevy se zastavuji, ale nemusi dojit ke smrti bunky.
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Cytoplazma nékterych bakterii obsahuje také rtznd barviva (nejcastéji

karotenoidni a melanoidni) (24).

1.4.2.4 Jaderny materidl bakterii

Jaderny materidl bakterii tvoifi deoxyribonuklova kyselina (DNA) umisténa
piimo v cytoplazmé a doprovazend malym mnozstvim plazmidi. Molekula DNA
bakterii tvoii chromozom, ktery m4 uzavienou strukturu (kruZnice), mé tvar dvojité
Sroubovice. Je to polynukleotid obsahujici dvé purinové baze (adenin a guanin)
a dvé pyrimidinové bédze (thymin a cytosin).

Urcity dsek DNA piedstavuje informaci o sloZeni urCité molekuly bilkovin
nebo ribonukleové kyseliny anebo ma urcitou regulacni funkci a je oznacovan jako

gen (24).

1.4.2.5 Orgdny pohybu bakterii

Nékteré tyCinkovité bakterie maji na svém povrchu jeden nebo vice bic¢iki,
jez umoznuje jejich pohyb. Biciky jsou dlouhd tenka vldkna sloZend z bilkoviny
flagelinu. Na dolni ¢asti maji hacek a dvojici kotouckt, jimiz jsou zakotveny do
cytoplazmatické membréany. Podle poctu a umisténi bic¢ikl rozdélujeme bakterie na
monotricha (maji bi¢ik na jednom pdélu buiiky), lofotricha (maji svazek bicikl na
jednom nebo obou pdlech buiky) a peritricha (maji bi¢iky po celém povrchu
buriky). Bakterie netvoftici bi¢iky se nazyvaji atricha (24).

Reakce pohyblivych bakterii na ptfitomnost urcitych latek v prostredi,
projevujici se pohybem bakterii do oblasti optimélni koncentrace téchto latek, se
nazyvd chemotaxe. Podobnd reakce aerobnich nebo anaerobnich bakterii na kyslik
se nazyva aerotaxe.

Na povrchu nékterych bakterii 1ze pozorovat zvlaStni dutd vldkénka
oznacovand jako fimbrie, slouzi ke spojovéani bun¢k.

Nékteré bakterie jsou schopny klouzavého pohybu bez zvlaStnich

pohybovych orgéant (24).

1.4.2.6 Slizovity obal bakterii

Nékteré druhy bakterii tvofi kolem svych bunék slizovity obal

z polysacharidl (nejCastéji z dextranll) nebo polypeptidl. Tento obal chrani buiiku
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proti vysychani a proti dal$im nepfiznivym podminkdm, neni vSak pro Zivot bunky
nezbytné¢ nutny. Nékteré bakterie tvoii ze slizu ostfe ohrani¢ené vrstvy zvané

kapsule (24).

1.5 Vybrané druhy mikroorganismii a jejich vlastnosti

V této kapitole budou popsany vlastnosti vybranych potravinafsky
vyznamnych, potenciondlné patogennich bakterii, na nichz byl v této praci sledovan

vliv kyseliny mlécné.

1.5.1 Bacillus cereus

1.5.1.1 Morfologické a fyziologické vlastnosti

Bacillus cereus je grampositivni sporulujici ty€inka o velikosti 3 - 5 x 1,0 -
1,2 um. Tycinky se obvykle fadi za sebou a tvofi rozli€né fetizky, Casto rizné
uspotadané. Endospory jsou ovalné nezdufujici bunku, jsou elipsoidni, centrdlni az
subcentrélni, jsou vici teploté velmi rezistentni. Buiiky se rozmnozuji délenim, jsou
aerobni i anaerobni, optimdlni teplota jejich rastu je 30 °C. Maji chemoheterotrofni
zplisob vyzZivy (28).

Bacillus cereus se rozmnozuje délenim. Buiiky zkvasuji glukosu, sacharosu,
glycerol a salicin za tvorby kyseliny, ale netvoii plyn. Ma siln€ proteolytické
vlastnosti, pfi rozkladu bilkovin tvoifi amoniak. Z dusiCnant tvoii dusitany

a hydrolyzuje Skrob (26).

1.5.1.2 Kultivacni vlastnosti

Na agarové pad¢ tvoii nepravidelné, Sedobilé kolonie. Zelatinové pudy
a krevni sérum ztekucuje. Na krevnim agaru tvoii hemolyzu. Na agarové pudé
s vajecnym Zloutkem tvoii bélavé az bezbarvé kolonie, velké aZ 7 mm v priaméru,

ploché, s nizkymi, hrubé nerovnymi nepravidelnymi okraji (26).
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1.5.1.3 Vyskyt a uplatneni

Bacillus cereus je v ptirodé velmi rozsiteny, vyskytuje se v prachu, v pude

v v s

1.5.1.4 Onemocnent z potravin zpusobené Bacillus cereus

Kromé¢ emetického (zvraceni vyvoldvajictho) toxinu, tvofeného jiz
v potraving, produkuje aZ v travicim traktu hostitele diureticky (prijem zptsobujici)
toxin. Ddle piisobi dal§im produktem svého metabolismu, enzymem fosfolipazou C,
kterd pfeménuje v potraviné pritomny lecitin na toxicky lyzolecitin (ktery poSkozuje

cervené krvinky) (14).

Z hlediska vyskytu jsou rizikové nasledujici potraviny (14):
- maso a masné vyrobky, ryby a rybi vyrobky, konzervy (pfevazné infekce
diuretického typu)
- emeticky typ intoxikace je nejcastéji zptisoben konzumaci kontaminované
ryze a dalSich Skrobnatych potravin (brambory, téstoviny)
- smé&sné potraviny typu omacek, pudinki, polévek cukraiskych vyrobkl
a salat

- mléko, zelenina, suSené potravinaiské vyrobky.

1.5.2 Bacillus subtilis

1.5.2.1 Morfologické a fyziologické vlastnosti

Bacillus subtilis je grampositivni pohybliva tyCinka se zaoblenymi konci,
o velikosti 2 - 3 x 0,7-0,8 um. Ty¢inky jsou uspoidddny do fetizkli, spory jsou
ovéalného tvaru, nezduiujici bunku. Bacillus subtilis je aerobni, optimdlni teplota
jeho rastu je 30 °C. Vyznacuje se chemoorganotrofnim zptisobem vyZivy (26, 28).

Buiikky maji tvar tyCinek se zaoblenymi konci. Jsou peritrichné obrveny.
Spory jsou umistény excentricky a jsou velké 0,8 az 1 ym x 1 az 1,5 um. Bunky
obsahuji glykogen jako zdsobni latku. Bacillus subtilis se rozmnozuje délenim.

Roste v teplotnim rozmezi 10 az 60 °C. Spory snaseji teplotu az 150 °C po dobu
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6 hodin. B. cereus ztekucuje Zelatinu, hydrolyzuje Skrob a z dextrinu tvofi kyselinu

(26).

1.5.2.2  Kultivacni vlastnosti

Na agarovych pudach tvoii B. subtilis okrouhlé kolonie, krémové bélavé
barvy, nékdy slabé nahnédlé a vldknité rozbihavé. Bujon kali za vzniku Sedavé

sedliny. Dobfte roste na bramboru (26).

1.5.2.3 Vyskyt a uplatneni

oA

Bacillus subtilis je v ptirod¢ velmi rozSiten, vyskytuje se zejména v senc,
vprachu a ve vodé. Je obdvanou kontaminaci v pekafském pramyslu, kde
zpusobuje nitkovitost peciva a chleba, a také v mlékarenském primyslu, kde je
Skidcem pasterovaného 1 kondenzovaného mléka. Jako kontaminant se dale
vyskytuje v konzervarenském primyslu, v masném primyslu, v kvasném primyslu

aj. (26).

1.5.3 Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas  fluorescens  se  taxonomicky fadi do  cCeledi

Pseudomonadaceae.

1.5.3.1 Morfologické a fyziologické vlastnosti

Pseudomonas fluorescens jsou gramnegativni rovné nebo nepatrné
zaktivené tyCinky o velikosti 0,5-1 x 1,5-5,0 mikrometri. Pohybuji se pomoci
nckolika bicikid, jsou aerobni, optimdlni teplota jejich rustu je 25 — 30 °C.
Pseudomonddy maji chemoorganotrofni zpiisob vyZivy (26).

Buiiky jsou tyCinkovitého tvaru, vyskytuji se jednotlivé i v parech. Na konci
buiiky je bi¢ik. RozmnoZuji se délenim. Dusi¢nany redukuji na dusitany a amoniak.

Netvoii. Indol, z glukosy tvoii kyselinu (26).
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1.5.3.2 Kultivacni vlastnosti

Na Zelatinové pudé¢ tvoii okrouhlé kolonie se zelenym stiedem. Zelatinu
ztekucuje a peptonizuji, tvoii Zlutozelenou fluorescenci. Krevni sérum ztekucuji.

Na agaru je okoli kolonie zbarveno olivové zelen¢ (26).

1.5.3.3 Vyskyt

Pseudomonas fluorescens se vyskytuje prevazné v odpadnich vodach, v pudé
a ve vykalech. Bézné také ve zkaZené potravé (vajicka, ryby, mléko). Vyvolava

horknuti mléka a Zluknuti masla (26).

1.5.4 Staphylococcus aureus

Bunky Staphylococcus aureus maji kulovity tvar. Vyskytuji se jednotlivé
nebo ve dvojicich, dosahuji velikosti 0,5-1,0 um. Jsou grampositivni, nepohyblivé,
fakultativné anaerobni, s chemoorganotrofnim zplsobem vyzivy. Tvoii zlatoZluty

pigment (26,28).

1.5.4.1 Fyziologické viastnosti

Buiiky se rozmnoZuji délenim, rostou dobte v Sirokém rozmezi teplot 10 —
42 °C, optimdlni teplota jejich ristu je 30 — 37 °C. S. aureus je jeden
z nejodolnéjSich nesporulujicich mikroorganismt. Bunky jsou usmrceny za 1
hodinu pfi teploté 60 — 70 °C. Tvoii termorezistentni toxin, ktery sndsi zahfev az na
100 °C (26) po dobu 20 min (14). Byvaji pavodcem alimentarnich otrav.

Stafylococus produkuje nékolik faktort virulence: enzymy stafylokindzu,

hyaluronididzu, fosfatazu, koaguldzu a ddle hemolyziny a termostabilni enterotoxin

(14).

1.5.4.2 Kultivacni vlastnosti

Staphylococcus aureus roste na béznych kultivacnich ptidach s obsahem
bilkovin. Ve vpichu do Zelatiny ji ztekucuje a tvoii Zluty az oranzovy sediment.

Kolonie na agaru jsou kulaté, lesklé, husté, Zluté aZ oranZové zbarvené (28).
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1.5.4.3 Vyskyt a vyznam

Staphylococcus aureus je nejcastéjSim puvodcem hnisavych onemocnéni
postihujicich kiiZi, podkoZi a mléénou Zldzu. Castd jsou také onemocnéni dychaciho
traktu. Byva plivodcem otrav z mléka i jinych potravinaiskych vyrobki. Je vSak
citlivy na vhodna antibiotika (26).

Stafylokoky se vyskytuji ubikvitdrné: ve vzduchu, vod¢, prachu, splascich,
na povrchu zafizeni a pracovnich ploch, na potravinach, na kiizi ZivocCichii i ¢lovéka

v jejich dutin€ ustni a dutin€ nosni (14).

1.5.4.4 Onemocnent z potravin zpusobené S. aureus

Stafylococus je potencidlné druh, vyvolavajici Siroké spektrum onemocnéni
aintoxikaci (abscesy, mengitidy, osteomyelitidy atd.) (28). Enterotoxiny
produkované stafylokoky v potravin€ jsou bilkovinné povahy, nékteré z nich jsou
inaktivovany dalSim varem, a proto je nebezpeci otrav hlavn¢ u téch potravin, které
se jiZz tepelné neopracovavaji (majonézy, salaty, krémy v cukraiskych vyrobcich,
zmrzliny apod.) (24).

S. aureus je puvodcem tzv. stafylokokové enterotoxikézy. Bezprostfedni
priCinou tohoto onemocnéni je konzumace potraviny obsahujici stafylokokovy
enterotoxin.

Symptomy otravy stafylokokovym enterotoxinem jsou vyvolany jiz ddvkou
toxinu men$i nez 1 pg/kg potraviny, pro vytvofeni této davky staci mnoZstvi
10 buniek S. aureus /1g potraviny (14).

Bakterie tvofi toxin v rozmezi teplot 7 - 48 °C, pH 4 - 10 a a,, 0,83 - 0,99
(14). Ptiznaky otravy se projevuji 1 az 6 hodin po poZziti potraviny a trvaji 1 az 2
dny. (24).

Na pienosu stafylokokt se vyznamné podili ¢lovék, u kterého se vyskytuji
hnisavé procesy na kazi nebo zdnéty hornich cest dychacich. Pfi styku
s potravinami pak muze zpusobit sekundarni kontaminaci. Pokud tato potravina
neni uchovana pfi teploté vysSsi nezZ 60 °C nebo nizsi nez 7 °C dochazi nasledné k
pomnozeni stafylokoka a tvorb¢ toxinu (14).

Negativnim faktorem v epidemiologii onemocnéni je uchovdvani ohfité

potraviny delsi dobu pfi pokojové teploté (14).
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1.5.4.5 Priznaky onemocnéni

Hlavnimi pfiznaky onemocnéni zpisobeného Staphylococcus aureus jsou:
nevolnost, zvraceni, silné bfisSni kiecCe, pfipadné bolesti hlavy, svalové kiece a
pfechodné zmény krevniho tlaku a pulzu. Poceni a pokles teploty jsou ptfiznaky
stafylokokové intoxikace. Projevuji se jiz po 2 - 3 hodinich po konzumaci
potraviny kontaminované enterotoxinem (14).

Léceni je mozné jen klidem na l1iZku a poddvanim velkého mnozstvi napojt

pro udrZeni kapalinové rovnovahy v t€le (24).

1.5.4.6 Rizikové potraviny

KaZzdym rokem je ve svété hlaSeno nckolik smrtelnych ptipadd otrav
stafylokokovymi toxiny, které byvaji produkovany v téchto potravinach: (24).
- maso, masné vyrobky, véetné masa mletého a solenych nakladanych mas
(Sunky), zvéfina, dribez, vejce
- saldty na bazi vajec, ryb, kufectho masa, brambor a téstovin
- pekatské produkty, pecivo s ndplni, cukraiské vyrobky

- mléko vcetné suSeného mléka, mlécné vyrobky (14).

1.5.5 Serratia marcescens

Serratia marcescens se taxonomicky fadi do Celedi Enterobacteriaceae

1.5.5.1 Morfologické a fyziologické vlastnosti

Buiiky rodu Serratia maji tvar velmi kratkych tyc€inek, n¢kdy az kulovitého
tvaru, priméru sotva 1 um. Vyskytuji se jednotlivé nebo v kritkych fetizcich. Jsou
peritrichné obrveny a jsou gramnegativni.

Bunky se rozmnoZuji délenim. Optimdlni teplota jejich rastu je 25 °C az
37 °C. Jsou fakultativné anaerobni. Z glukosy a jinych cukrt tvoii CO, a Hy, rovnéz
kyselinu octovou, mravenci, jantarovou a 2,3-butylenglykol. Z dusi¢nanti tvoii
dusitany. Jejich vyznamnou vlastnosti je tvorba cCerveného pigmentu,
tzv. prodigiosinu. Vyznacuji se také amylolytickou a proteolytickou enzymovou

¢innosti (26, 28).
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1.5.5.2 Kultivacni vlastnosti

Serratia marcescens roste dobie na vSech zdkladnich obecnych pidéch,

zvlasté dobfte, pfidame-li k témto pidam Skrob (26).

1.5.5.3 Vyskyt

Vsechny bakterie rodu Serratia jsou v pfirodé¢ velmi rozsiteny. Vyskytuji se
v pude, ve vodé, v zeméde€lskych produktech. Velmi Casto se s nimi setkdvame pfii
mikrobiologické kontrole v potravindiském pramyslu. Kontaminuji pfedevSim
Skrobnaté suroviny, Skrob zcukerniuji a zkvasuji. Byvaji hlavnim plivodcem

¢ervenych skvrn na riznych potravinich s obsahem Skrobu (mouky). (26)

1.5.6 Escherichia coli

Escherichia coli se taxonomicky fadi do ¢eledi Enterobacteriaceae

1.5.6.1 Morfologické a fyziologické vlastnosti

Bunky Escherichia coli tvori kratké, tlusté tyCinky se zaoblenymi konci
0,5az 1 um x 1 az 2,5 um. Vyskytuji se vétSinou jednotlivé, méné Casto po dvou
nebo v kratkych fetizcich. Pohybuji se pomoci bi¢ikli. Nikdy netvoii spory. Jsou
gramnegativni (26).

Bunky se rozmnozuji dé€lenim. Jsou fakultativné anaerobni. Rostou
v kyselém i alkalickém prostiedi, optimalni pH jejich riistu je 7,6 a teplota 37 °C. E.
coli Ste€pi glukosu, laktosu, galaktosu, xylosu, arabinosu, manit i glycerol.
Zkvasovanim cukru tvoii plyn a kyselinu mléCnou, octovou, mravenci i
propionovou — patii mezi heterofementativni mlécné bakterie. Z dusi¢nanl tvoii
dusitany. Vytvéii fekdlni zapach (26). Vyznacuji se chemoorganotrofnim zptisobem

vyZivy (28).

1.5.6.2 Kultivacni vlastnosti

V bujonu tvofi zédkal s Sedavym sedimentem. Na agaru tvofi bilé az Zluté
kolonie. K laboratornimu dukazu Escherichia coli se pouzivaji diagnostické pudy

s laktosou a indikdtorem nebo diagnosticko selektivni pudy (Endlv agar, agar
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s bromthymolovou modii a tryptoflavinem, laurylsulfat tryptosovy bujén aj.). Na
Endové agaru tvofi okrouhlé kolonie o priméru 2 aZz 3 mm, dobfe ohranicené,
krvavé cervené, obvykle skovovym leskem (26). Kmeny, které produkuji
polysacharidové pouzdro tvofi mukozni kolonie. Na médiu s piidavkem laktézy
roste v syté Cervenych koloniich s kovovym leskem / EndoA, MacConkay agar /.

Nékteré kmeny /EHEC/ jsou B-hemolytické (30).

1.5.6.3 Vyskyt a uplatneni

Escherichia coli je stfevni saprofyt. Tvofi pfirozenou a uZite¢nou mikrofléru
zazivaciho traktu ¢lovéka i zvitat (vSech teplokrevnych zivocichl). Je dalezitym
reguldtorem stfevni mikrofléry. Pfi sniZzené télesné odolnosti mize zplisobovat
riznd onemocnéni (zanéty). Pii mikrobilogické kontrole v potravinarském primyslu
je dilezitym indikdtorem fekdlniho zneciSténi a zanedbdvani hygienickych a

sanitaCnich piedpist a nafizeni (26).

1.5.6.4 Onemocneni zpiisobend patogennimi kmeny bakterie E. coli

Escherichia coli je vsoucasné dobé povazovana za jeden z nejvétSich
mikrobilogickych problémi vyroby potravin. Divodem zdvaznosti je predevsim:
(14)

- vysoka infek¢nost pro clovéka

- velice nizka infek¢ni davka (< 100 bunék)

- vznik vazného akutniho onemocnéni

- vyskyt patogenu u skotu a v souvislosti s tim v pidé

E. coli je vétSinou neSkodnd soucdst mikrofloéry traviciho traktu teplokrevnych
ZivoCichl. Nekteré kmeny vSak plisobenim bakteriofdgii nebo plasmidu ziskaly
specidlni mobilni geny, které jim propujcuji nové faktory virulence. Piislusné
kmeny E. coli jsou potom oznacovény jako: (14)

- E. coli enteropatogeni (pro kojence): EPEC - jsou vétSinou spojeny s

hromadnym vyskytem prijmovych onemocnéni v kojeneckych tstavech.

Neprodukuji toxin.
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- Enterotoxigenni E. coli: ETEC - produkuji termolabilni toxin (LT),
ptibuzny cholerovému enterotoxinu, nebo termostabilni (ST) toxin,
piipadné oba.

- Enteroinvazivni E. coli: EIEC - zpusobuji zanétlivé zmény ve stfevni
sliznici.

- Enterohemoragické E. coli: EHEC - produkuji tzv. verotoxin, ktery je
piibuzny toxinu Shigella dysenteriae. Zptsobuje hemoragickou kolitidu,
hemolyticky uremicky syndrom. Je vétSinou vdzdn na serotyp O157:H7
(30).

- Enteroagregacni E. coli: EAEC

1.5.6.5 Rezistence

Patogenni kmeny E. coli mohou rist v rozmezi teplot 7 — 46 °C, pH 4,4 — 9
a ay nad 0,96. Rychle se mnoZi pfi koncentraci NaCl 2,5 %, inhibovany jsou az pii
koncentraci 8,5% NaCl. V mletém hovézim mase pieZivaji pti teplot¢ —20 °C vice

nez 9 mesici. VUci vyssim teplotdm jsou méné odolné. (14).

Vyskyt EHEC
Primarmé se E. coli vyskytuje ve stfevnim traktu clovéka a ostatnich
teplokrevnych zivocichl. Infekce se pienasi ze zvitat, kontaktem mezi lidmi nebo

NP

potravinami. Zdrojem Sifeni infekce je také fekalni kontaminace piirodniho
také domaci zvitata a bacilonosici (14).
Nejvyznamnéjsi alimentarné prenosnd enterohemoragickd E. coli (EHEC) je

E. coli O157:H7. Jejim hlavnim rezervodrem je skot.
Cesty nakazeni ¢loveka z tohoto zdroje jsou: (14)

- fekalné€ orélni pfenos pfimym kontaktem s infikovanym zvitetem

- fekdlni kontaminace zemédélskych plodin (hnojeni)

- fekdlni kontaminace vodnich zdroji

- fekdlni kontaminace tél poraZenych zvitat béhem pordzeni a eviscerace

- konzumace fekdln¢ kontaminovaného syrového mléka nebo produktii

z n¢j vyrobenych.
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1.5.6.6 Nejvyznamnejsi onemocnéni zpusobené patogennimi kmeny E. coli

Mezi vyznamnd onemocnéni zpuisobend patogennimi kmeni E. coli patii
predevsim:
- hemoragickad kolitida - tézZky zanét stfeva doprovdzeny krvavymi prijmy
- hemolyticko-uremicky syndrom — akutni selhdni ledvin (nebezpecné u
déti do Slet). DalSimi projevy jsou: rozpad Cervenych krvinek, poruchy

srdZeni krve, piitomnost krve a bilkovin v moci. (14)

1.5.6.7 Rizikové potraviny

Potraviny ve kterych se patogenni kmeny E. coli vyskytuji jsou:
- beefburgery — nedostatecné tepelné opracované
- vyrobky ze sekaného nebo mletého hovéziho masa
- nepasterované mléko a vyrobky z ného
- fermentované tepeln¢ neopracované masné vyrobky

- hlavkovy salat (14)

E. coli je nejprozkoumanéjSim mikrobidlnim druhem, nebot’ slouZzi jako
modelovy organismus pro biochemické, genetické i fyziologické studie. Je prvnim
bakteridlnim druhem, u néhoZ byla pozorovina a prostudovana konjugace bunck
avyména genetického materidlu. Chromozom byl podrobné zmapovin a také

bakteriofagy, které jej napadaji, patii k nejprostudovanéj$im (24).

1.5.7 Salmonella typhimurium

Rod Salmonella nalezi do Celedi Enterobacteriaceae (5).

1.5.7.1 Morfologické a fyziologické vlastnosti

Buriky tvofi drobné tlusté ty¢inky velikosti 0,5 az 1 ym x 1 az 1,5 um se
zaoblenymi konci. Jsou nesporotvorné, peritrichné obrvené. Jsou gramnegativni
(26). MnoZi se de€lenim pfi teplotach 15 az 40 °C. Optimélni teplota rtstu je 37 °C.
Jsou fakultativné anaerobni. Zkvasuji fadu cukrti, nezkvasuji laktosu — tim se 1isi od

koliformnich bakterii. Zelatinu neztekucuijf, z dusi¢nani tvoif dusitany (28).
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1.5.7.2 Kultivacni vlastnosti

Salmonely jsou pomérné€ nendroné na Ziviny. SnaSeji pomérné dobrie
pritomnost Zlucovych soli a briliantové zelené (5). Ristové jsou pomérné malo
ndarocné. Na agarovych ptidach tvoii hlenovité kolonie. Bujon rychle a siln¢ kali.
K jejich diagnostice se pouZzivaji selektivni pidy (sulfadiazinovy agar s briliantovou
zeleni, MacConkey agar s briliantovou zeleni — kolonie na ném jsou bezbarvé

a prusvitné) (26).

1.5.7.3 Vyskyt

Pfirozenymi hostiteli salmonel jsou zvitata, hlavné hlodavci a ptici. Pro
clovéka jsou vice nebo mén¢ patogenni. Jsou ptivodci bfisniho tyfu. Velmi rychle se
pomnozuji v neékterych potravinich, zvlast€ v mléce, vajecné melanzi, masnych
vyrobcich (hlavné z mletého masa). Hojné¢ se vyskytuji v kachnich vejcich.

Salmonely jsou vétSinou hlavni pii¢inou alimentarnich infekci, vyskyt

salmoneldz stoupa (5).

1.5.7.4 Klinické priznaky a epidemiologie

Infekce zpiisobend salmonelami muZe probéhnout v nékolika formach:
bakteriémie s orgdnovou manifestaci a stav nosicstvi (4).

Pro vznik infekce ma rozhodujici vliv pocet Zivych nebo uhynulych bakterii
ajejich produkti v potravin€. Ochranou bariérou je normdlni acidita Zaludecni
Stavy. Podle velikosti infekéni ddvky a vnimavosti jedince probihd onemocnéni
jako leh¢i prijem nebo jako tézka gastroenteritida a enterokolitida s horeCkami,
zvracenim a prijmy. Charakteristickym znakem je inkubacni doba 6 az 48 hodin po
poZziti potraviny. B&éZnd gastroenteritida zpravidla ustoupi do 3 dnid. Dnes se za
infek&ni davku povazuje 10" — 10° bun&k (9).

Stoupajici trend v poétu onemocnéni byl zaznamenan i v Ceské republice.
K velkému narastu poctu onemocnéni dochédzi od roku 1989, coz je ziejmé spojeno
s rozvojem soukromého podnikdni v oblasti potravinafstvi. Po desetileti zaujimala

mezi salmonel6zami prvni misto S. typhimurium (5).
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1.5.7.5 Salmonely v potravindch

Clovék se infikuje salmonelami témé&F vyluén& ordlni cestou, a to
potravinami, které se nezpracovdvaji za vy$si teploty (9). Zivo&isné produkty
mohou byt kontaminovany primdrné, intravitilné (za Zivota zvifete) nebo
sekundarné. Do t€la zvifat se salmonely dostdvaji krmivem, vdechovédnim, ze
zamotenych vod a jinych kontaminovanych zdroju prostiedi (5).

Nejvyznamnéjsi faktory, které ovliviuji ¢innost salmonel jsou teplota, pH
a podil volné, vyuZitelné vody (ay). Optimédlni podminky pro jejich Cinnost jsou
v rozmezi teplot 30 - 40 °C, pH 6,5 a7z 7,2 , ay, 0,97 — 1,0. Teplotami nad 60 °C jsou

salmonely inhibovéany, teplotami nad 75 °C jsou usmrcovany (9).

1.5.8 Micrococcus luteus

Rod Micrococcus nalezi do Celedi Micrococcaceae (1).

1.5.8.1 Morfologické znaky

Buiikky Micrococcus luteus maji kulovity tvar velikosti 0,9 - 1,8 um,
nejcastéji jsou usporddané do tetrad, jsou nepohyblivé, aerobni, grampositivni. Maji
chemoorganotrofni zplisob vyzivy (28). Optimdlni kultivacni teploty se pohybuji

v rozmezi 25 — 37 °C

Rod Micrococcus je schopen rist v pritomnosti vyssi koncentrace soli, je
proto Casto odpoveédny za kazeni nakladanych masnych vyrobki. Mnoho kment je
schopno pieZivat pasteracni teploty a ndsledné kazit takto oSetfené produkty (14).

Micrococcus se vyskytuje hlavné v solenych potravinach, kde miize tvorit
Zluté, oranZové a7z intenzivné ruzové kolonie. Toto zbarveni je zplsobeno
nerozpustnymi karotenoidnimi barvivy, pfitomnymi v jejich bunikdch. Tato barviva
chrani bunky pted letdlnimi ucinky ultrafialové slozky slune¢niho svétla, a proto se

vyskytuji jako Castd vzdusnd kontaminace (24).
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1.6 Legislativa

Od roku 2004 plati v Ceské republice zdkon &. 456/2004 Sb. O potravinich
a tabdkovych vyrobcich. Na tento zdkon také navazuji vyhlaSky ministerstva
zdravotnictvi a zemé&dé€lstvi (33).

Vyhlaska ministerstva zdravotnictvi ¢. 132 ze dne 12. biezna 2004
O mikrobidlnich pozadavcich na potraviny, zpiisobu jejich kontroly a hodnocenti,
stanovuje piipustné a nejvyssi mezni hodnoty poctu mikroorganismil pro jednotlivé
kategorie potravin (33).

Ve vyhldsce ¢. 304/2004 Sb., kterou se stanovi druhy a podminky pouZiti
piidatnych a pomocnych latek pii vyrobé potravin, jsou obecné, ale i konkrétné
popsany ,,piidatné latky*, které mohou byt povoleny pouze za piredpokladu, Ze

a) je prokdzana jejich technologicka potieba a ucelu nelze dosdhnout
jinymi ekonomickymi nebo technologickymi prostiedky,

b) v navrhovanych mnozstvich nepfedstavuji Zadné zdravotni riziko pro
spottebitele,

¢) nemohou uvadét spotiebitele v omyl (11).

Mezi ptidatné latky, které se dé€li do 26 skupin, patii také konzervanty. Podle
vyhlasky ¢. 304/2004 Sb. konzervanty rozumime latky, které prodluZuji GdrZnost

potravin a které ji chrani proti zkdze zptisobené ¢innosti mikroorganismti (34).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje, zaiizeni a pomiicky

Mikropipety - 100 — 1000 ul BIOHIT
Mikrovlnna trouba - Electrolux

Parni sterilator — autokldav - H + P Varioklav

Biologicky termostat - 37 °C, 30 °C - Laboratorni pfistroje PRAHA

Horkovzdusny sterilator - Memmert — elektronicky regulovana susarna

HorkovzdusSna suSarna - KBC G-100/250
Vahy - KERN 440.47N max. 2000g
Chladnic¢ka - Elektrolux

UV zaric¢ - PROLUX GM55W
Laboratorni sklo

pH indikatory - Lachema

pH metr

Plynovy kahan

Program k vyhodnoceni Enterotestii a Staphytestu

- TNW Lite, verze 5.6.
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2.2 Kultivaéni pudy

2.2.1 Endo Agar - (EA)

Pouziti:

Pro detekci a rozliSeni laktosa-positivnich a laktosa-negativnich koliformnich

bakterii.
SloZeni:

Latka Mnozstvi (g/1)
Masovy pepton 10,0
Laktosa 10,0
Siti¢itan sodny 2,5

Hydrogenfosfore¢nan (di)draselny 3,5
Basicky fuchsin 0,5
Agar 15,0
Konec¢né pH (pii 25 °C) 7,5 £ 0,2

Ptiprava pudy:
41,5 g pripravku bylo navdzeno do 1000 ml destilované vody a zahtdto do tplného
rozpusténi. Sterilace probéhla v autokldvu pii 121 °C po dobu 15 minut. Pred

nalévanim na Petriho misky byla ptida dikladn¢ promichdna (32).
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2.2.2 Manitol salt agar — (MSA)

Pouziti
Selektivni médium pro izolaci stafylokokt
SloZeni:

Latka Mnozstvi (g/1)

Proteosovy pepton 10,00

Hovézi extrakt 1,00
Chlorid sodny 75,00
D-mannitol 10,00
Fenolova erven 0,025
Agar 15,00

Konec¢né pH (pii 25 °C) 7,4 £ 0,2

Ptiprava pudy:

Do 1000 ml destilované vody bylo navdzeno 111,0 g pfipravku a zahtato do
uplného rozpusténi. Sterilace probéhla v autokldvu pii 121 °C po dobu 15 minut.
Poté byla Zivnd piida ochlazena na teplotu 45-50 °C. Pfed nalévanim na Petriho

misky byla ptida diikladn€ promichéna (32).

2.2.3 Plate Count Agar — (PCA)

Pouziti
Pro stanoveni poctu mikroorganaismli v potravindch a vodé. SloZeni pftipravku

odpovida pozadavkiim CSN ISO 4833, 2293 a 7698.
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SloZenti:
Latka Mnoistvi (g/1)

Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 5,0

Kvasni¢ny extrakt 2,5
Glukosa 1,0
Agar 15,00

Konec¢né pH (pii 25 °C) 7,0 £0,2

Piiprava pudy:
Do 1000 ml destilované vody bylo navaZeno 23,5 g ptipravku a zahtito do Gplného

rozpusténi. Sterilace probéhla v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut (32).

2.2.4 Masopeptonovy bujon — (MPB)

SlozZenti:
Latka Mnozstvi (g/1)

Masovy vytazek 6,0

Pepton 8,0
NaCl 5,0
H,O 1000,0 ml

Konec¢né pH (pfti 25 °C) 6,8 az 7,2

Ptiprava pudy:
Jednotlivé slozky bujénu byly navazeny do 1000,0 ml destilované vody a zahiaty do

uplného rozpusténi. Sterilace probéhla v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut

(32).
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2.2.5 Masopeptonovy agar — (MPA)

Slozenti:
Latka Mnozstvi (g/1)

Masovy vytazek 6,0

Pepton 8,0
NaCl 5,0
Agar 15,0
H,O 1000,0 ml

Konec¢né pH (pii 25 °C) 6,8 az 7,2

Piiprava pudy:
Jednotlivé sloZky bujonu byly navdzeny do 1000,0 ml destilované vody a zahtaty do
uplného rozpusténi. Sterilace probéhla v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut

(32).

2.2.6 Mueler hinton agar — (MHA)

SloZeni
Latka Mnoizstvi (g/1)

Kysely hydrolyzat kaseinu 17,5

Hovézi srdcova infuse 2,0
Skrob, rozpustny 1,5
Agar 17,0

Konec¢né pH (pii 25°C) 7,3 +/- 0,2

Ptiprava pudy:
38,0 g ptipravku bylo navdZzeno do 1000 ml destilované vody a zahiato do dplného

rozpusténi. Sterilace byla provedena v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut (32).
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2.3 Roztoky a ostatni chemikalie

Fyziologicky roztok
- chlorid sodny (dodavatel Ing. P. Lukes) 8,5 g/l

Ptiprava roztoku — 8,5 g chloridu sodného bylo rozpusténo v 1000 ml destilované

vody a sterilovano pfi 121 °C po dobu 15 min.

Kyselina mlé¢na
- acidum lacticum CL 97 (PENTA farmaceutickd divize, Praha)

- G3HeO3 Mr 90,08

Hydroxid draselny
- 10g/250 ml

Ptiprava roztoku — 10 g hydroxidu draselného bylo rozpusténo v 250 ml destilované

vody.

Denaturovany lih

Pro ptipravu vSech médii a roztok byla pouzita destilovana voda.
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2.4 Pouzité bakterialni kmeny

Pro stanoveni byly pouzity kultury bakterii, kultivované v laboratornich

podminkach na Zivném médiu Masopeptonovy agar (MPA):

Escherichia coli
Salmonella typhimurium
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Staphylococcus aureus
Micrococcus luteus
Bacillus subtilis

Bacillus cereus

Bakteridlni kmeny byly uchovavany na Zivné pudé MPA na Petriho
miskach. Preockovavany byly 1 krat za 14 dni. Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis a
Bacillus cereus byly inkubovany pii 37 °C po dobu 24 hodin, Micrococcus luteus a
Pseudomonas fluorescens byly kultivovany pii 30 °C, 24 - 48 hodin. Poté byly

vSechny bakterie uchovavany v chladnicce pfi teploté 6 °C.
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2.5 Pouzité metody stanoveni

2 2 Ve

2.5.1 Sledovani uc¢inku kyseliny mlé¢né metodou A

Utelem stanoveni bylo zjistit G¢inky kyseliny mlé&né na potravinatsky
vyznamné, potenciondln¢ patogenni druhy mikroorganismi. Byl sledovdn pocet
mikroorganismu v zavislosti na koncentraci kyseliny.

Byly pouzity 1,5%, 2%, 2,5% a 3% (w/v) koncentrace kyseliny mlécné.
Bakterie byly kultivovany na Zivnych padach: Plate Count Agar (PCA) a Endo Agar
(EA). Pro kontrolu bylo provedeno stanoveni stejnym zpiisobem bez pouZziti

kyseliny mlécné (0%).

Pracovni postup:

Na ptedem pfipravené, ztuzené Zivné pidy (PCA a EA) bylo rovnomérné
rozetieno 300 ul piislusSné koncentrace sterilni kyseliny mlécné. Misky byly
ponechdny v termostatu (pii 40 °C, cca 30 min), aby doSlo k zaschnuti a vsdknuti
kyseliny do média. Po zaschnuti bylo nao¢kovano 100 ul ptislusného fedéni kmene
daného mikroorganismu a rovhomérné rozetieno po povrchu celé plochy pidy. Po
vsaknuti suspenze mikroorganismu, byly takto pfipravené Petriho misky vloZeny do
termostatu (37 °C). Po 24 hodinich bylo provedeno odecteni poctu narostlych

kolonii (KTJ). Pocet bun¢k byl piepocten na 1 ml vzorku podle vzorce:

Pocet KTJ /ml = pocet mikroorganismi *

redeni

Experimenty byly vzdy dvakrat zopakovéany.

Touto metodou byl sledovan rist Escherichia coli a Salmonella typhimurium.
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2.5.2 Sledovani Géinku kyseliny mlééné metodou B

Podobné jako u pfedchédzejici metody byl zjistovan dcinek kyseliny mlécné
na potravinaisky vyznamné, potencionaln¢ patogenni druhy mikroorganismii.
Byly pouzity 0,1% az 3% (w/v) koncentrace kyseliny mlécné. Stanoveni byla
provedena na Zivnych ptidach: Plate Count Agar (PCA) a Endo Agar (EA) ptipadné
Manitol salt agar (MSA). Pro kontrolu bylo provedeno stanoveni stejnym
zpusobem, bez pouziti kyseliny mlécné (0%).
Metodou B byl sledovian vliv kyseliny mlécné na tyto mikroorganismy:
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
fluorescens, Serratia marcescens, Micrococcus luteus, Bacillus cereus a Bacillul

subtilis.

Pracovni postup:

Do sady Erlenmayerovych banék s50 ml sterilntho masopeptonového
bujonu byla za aseptickych podminek pfiddna 50% (w/v) sterilni kyselina mlécna
v takovém mnoZstvi, aby vysledné koncentrace v bujénech odpovidaly sledovanym
koncentracim. Do takto pfipravenych bujonti bylo vyockovano 500 ul sledovaného,
24 hodin starého, kmene mikroorganismu. Potom prob¢hla inkubace ve vhodnych
podminkach (teplota a ¢as). Soucasné byl sledovan rist mikroorganismu v bujénu,
bez piidavku kyseliny. Po 24 hodinach bylo 100 ul suspenze z takto pfipravenych
bujoénti vyockovéano na zivné pudy s ndslednou inkubaci za stejnych podminek.

Po dalSich 24 hodindch bylo provedeno odecitdni poc¢tu narostlych kolonii

(KTYJ), které bylo piepocitano na 1ml vzorku, podle vzorce:

Pocet KTJ /ml = pocet mikroorganismu *

redeni

Experimenty byly vzdy dvakrat zopakovéany.
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2.5.3 Dalsi pouzité metody stanoveni

U Escherichia coli, byl proveden pokus, metodou roztéru (obdobné jako
umetody A) na zivnou ptidu Mueler Hinton Agar (MHA). Tato pida ma lepsi
vlastnosti pro difuzi, tudiZ se do ni roztoky kyseliny 1épe absorbuji.

Pro tento pokus byly zvoleny 2 a 4 % (w/v) koncentrace kyseliny mlécné. Pro
srovnani byla soubéZné provedena kontrola bez pouZziti kyseliny.

Na ztuzenou Zivnou pidu MHA bylo naneseno 500 ul roztoku kyseliny
mlécné v piislusné koncentraci, které bylo rovnomérné rozetieno po povrchu. Poté
byla kyselina ponechdna 24 hodin zaschnout. Po 24 hodindch bylo na Zivnou pidu
naneseno arozetieno 100 ul bakteridlni kultury E. coli, v pfisluSném fedéni. Po
zaschnuti byly ptidy se suspenzi mikroorganismu vloZeny do termostatu (pti 37 °C).

Po 24 hodinach byl odecten pocet KTJ a prepocten na 1ml, podle vzorce:

Pocet KTJ /ml = pocet mikroorganismu * ————
Fedéni

Pro sledovani ristu Staphylococcus aures v piitomnosti roztoku kyseliny
mlécné byl proveden pokus, na zjiSténi inhibicniho ucinku kyseliny po jeji
neutralizaci hydroxidem draselnym, metodou inkubace v bujénech. Pro tento pokus
byly zvoleny 1%, 2% a 3% (w/v) koncentrace kyseliny mlécné.

Kyselina mlé¢nd v piisluSnych koncentracich v 50 ml masopeptonového
bujénu, byla neutralizovana hydroxidem draselnym. pH bylo sledovdano pomoci pH
indikdtorti. Po jeji neutralizaci bylo do bujént ptiddno po 500 ul 24 hodiny staré
kultury Staphylococcus aures. Nasledné probéhla inkubace pii 37 °C. Soucasn¢ byl
sledovan rast S. aures v bujonu, bez ptidavku kyseliny. Po 24 hodindch se 100 ul
z takto pfipravenych bujont vyockovalo na kultiva¢ni médium PCA, s ndslednou
inkubaci za stejnych podminek.

Po dalSich 24 hodindch bylo provedeno odecitani poctu narostlych kolonii

(KTJ), které bylo prepocitino na 1ml vzorku, podle vzorce:

Pocet KTJ /ml = pocet mikroorganismu * ————
redéni
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2.5.4 Metody identifikace bakterialnich kmenu

2.5.4.1 ENTEROtest

Pro doplnéni a charakterizaci sledovanych enterobakterii, byl u Salmonella
typhimurium, Serratia marcescens a Escherichia coli proveden ENTEROtest.

Souprava ENTEROtest 24 je urCena k identifikaci vyznamnych druht
stievnich bakterii pomoci 24 biochemickych testd. Testy jsou umistény v jamkach

mikrotitracni desti¢ky, vzdy tfi fady po osmi jamkach.

Pracovni postup:

Po 24 hodinové kultivaci Cisté kultury bakteridlntho kmene na Zivném
mediu MPA, byla z 1 aZ 2 kolonii mikroorganismu piipravena suspenze ve
fyziologickém roztoku. Suspenze byla diikladné¢ zhomogenizovana. Do vSech jamek
piislusnych 3 fad desticky bylo inokulovdano 100 ul suspenze a k jamkdm testi:
indol, sirovodik, lysin, ornithin, uredza, arginin byl pfidan parafinovy olej k
zajisténi anaerobniho prostiedi. Pak byla desticka vloZena do PE sdcku a nésledné
probéhla inkubace v temostatu pii 37 °C po dobu 24 hodin. Po uplynuti této doby
byly jamky testli indol, acetoin a fenylalanin zakapany piisluSnymi cinidly. Pro
hodnoceni barevnych reakci byla pouZita barevna srovndvaci stupnice pro soupravu
ENTEROtest 24. Identifikace byla provedena pomoci identifikacniho programu
(TNW Lite, verze 6.5.).

2.5.4.2 STAPHYtest

Pro biochemickou charakterizaci, byl u Staphylococcus aureus
a Micrococcus luteus proveden identifikacni test. Souprava STAPHYtest 16 je
urcena pro identifikaci zastupclt rodu Staphylococcus a dalSich grampozitivnich

koku.

Pracovni postup:
Po 24 hodinové kultivaci Cisté kultury bakteridlniho kmene, na Zivném

mediu MPA, byla z 1 aZ 2 kolonii pfipravena suspenze ve fyziologickém roztoku.
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Suspenze byla dikladné¢ zhomogenizovdna. Do vSech jamek desticky bylo
inokulovano 100 ul suspenze. K jamkdm testd: uredza, arginin a ornithin byl pfiddn
parafinovy olej. Pak byla desticka vlozena do PE siaCku a ndsledné¢ probéhla
inkubace v termostatu pii 37 °C po dobu 24 hodin. Po uplynuti této doby byly
jamky testll nitraty a fosfatdza, zakapany piisluSnymi cCinidly. Pro hodnoceni
barevnych reakci byla pouzita barevnd srovnavaci stupnice pro soupravu
STAPHYtest 16. Identifikace byla provedena pomoci identifikatniho programu
(TNW Lite, verze 6.5.).

2.5.5 Statistické vyhodnoceni ac¢inki kyseliny mlééné na studované

mikroorganismy

Statistické hodnoceni vysledki bylo provedeno pomoci statistického
programu STATVYD verze 2.0 beta (autoii Bunka F., KiizZ O., Hrab¢ J.). Tento
program umoziuje zpracovavat data ve znamém prostfedi Microsoft Excel a je
urcen béznym uzivatelim statistiky jako podpora vyhodnocovéni dat ziskanych v
konkrétnich redlnych situacich.

Pro hodnoceni byl vybran modul analyzy rozptylu. Modul analyza rozptylu
zahrnuje jednofaktorovou analyzu rozptylu pro nezdvislé vybéry. K vyhodnoceni
experimentll byla zvolena neparametrickd analyza, protoZe zde lze zadat 3 az 20
vybérovych soubortl, pticemz kazdy z vybérovych souborti mize zahrnovat az 200
dat. Prvni analyzou (Wilcoxonuv test) software vyhodnoti, zda se hypotéza o shodé
hodnot pfijimd nebo zamitd. Pokud je hypotéza zamitnuta, je vhodné se zabyvat
tim, které soubory se od sebe lisi (Kruskall-Wallistiv test). Oba testy byly
hodnoceny na hladiné vyznamnosti 5 % (to znamend, Ze byla 5% pravdépodobnost
toho, Ze zamitneme platnou hypotézu).

Wilcoxonovym testem byly porovndvany ucinky jednotlivych koncentraci
kyseliny mlécné s kontrolou, u kazdého z testovanych mikroorganismu. Kruskall-
Wallisovym testem byly u kazdého mikroorganismu porovndvany inhibi¢ni ucinky
mezi jednotlivymi koncentracemi kyseliny mlééné. Ddéle byl timto testem

porovndvan ucinek 0,1% koncentrace kyseliny na v§echny mikroorganismy.
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Vyhodnoceni identifikacnich testi

Na zdkladé vysledkit ENTEROtestti a STAPHYtestd (Ptiloha ¢. 1 a Pfiloha
¢. 2), byla provedena identifikace a zdroven biochemickd charakterizace
u nasledujicich bakterii: Salmonella typhimurium, Serratia marcescens, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus a Micrococcus luteus pomoci pocitacového
identifika¢niho programu (TNW Lite, verze 6.5.). Touto identifikace bylo

potvrzeno, Ze se jednd o typické zastupce téchto mikroorganismu.

Ve

3.2 Sledovani ucinku kyseliny mlééné na Escherichia coli

Vliv kyseliny mlééné na kmen Esecherichia coli byl zkouman metodou
roztéru (metoda A) na zivych ptidach PCA, EA a MHA. Na zédklad¢ vysledki téchto
stanoveni, byl pokus zopakovan metodou B.

Metodou A, aplikovanou na zivnou pudu PCA, bylo zjiSténo, zZe ani 3%
koncentrace kyseliny mlé¢né nezpiisobuje absolutni inhibici ristu této bakterie.
Vysledky uvedené nize (Tabulka ¢. 1 a Obrdazek ¢. 3), sice dokazuji, Ze se
vzrustajici koncentraci kyseliny mlé¢né, dochazi k ubytku poctu KTJ E. coli, ale
pouze v malé mitfe. Pii nejvyssi pouzité koncentraci (3%) kyseliny mlécné, byl

zjiStén ubytek ve srovndni s kontrolou pouze o 1 fad.

Tabulka €. 1: Vliv kyseliny mlé¢né na rast E. coli na PCA

— metoda A
Koncentrace kyseliny Prumérny pocet KTJ
mlécné v 1ml

0 % - Kontrola 6,5%10°
1,5% 4,2%10°

2% 2,2%10°

2,5% 7,4%10’

3% 1,610’
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O PCA
4 BmEA

log KTJ/ml
(@)]

0 1,5 2 2,5 3
koncentrace kyseliny mlééné (%)

Obrazek €. 3: Graf zavislosti poctu KTJ E.coli na koncentraci kyseliny mlé¢né,
porovnani vysledkt zjisténych na obou médiich - metoda A

Tabulka €. 2: Vliv kyseliny mlé¢né na rust E. coli na EA —

metoda A
Koncentrace kyseliny Prumérny pocet KTJ
mlécné v 1ml

0 % - Kontrola 7,8*108
1,5% 5,1%10°

2% 3,9%10°

2,5% 2,6%10°

3% 1,6%10°

Obrazek €. 3 a Tabulka €. 2, uvadéji vysledky zjisténé metodou A na Zivné
pudé EA. Z téchto vysledkl vyplyva, Ze kyselina mléénd méla na E. coli inhibi¢ni
vliv jen ve velmi malé mife. Pfi pouZiti 3% koncentrace kyseliny, nedoSlo v tomto
piipadé€ ke snizeni poc¢tu KTJ oproti kontrole ani o jeden fad.

Toto kultivaéni médium bylo vlivem vysoké kyselosti pouZzitych koncentraci
kyseliny odbarvovdno a bakterie rostly pouze pii okrajich Petfino misek (viz.
Ptiloha ¢. 5). Z vysledkii vySe uvedenych tabulek a obrdzki, je patrné, Ze na Zivné
pudé EA se Escherichia coli mnoZi vice, nez na PCA, ale inhibi¢ni d¢inek kyseliny
je o néco nizsi, coZ bude nejspise zptisobeno odlisnym sloZenim Zivnych médii.

Pfi statistickém porovnavani dvojic koncentraci kyseliny mlécné

(Wilcoxnlv test, hladina vyznamnosti 5%) bylo zjiSténo, Ze mezi inhibi¢nimi
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ucinky 1,5%, 2% a?2,5% koncentracemi kyseliny nejsou statisticky vyznamné
rozdily. Uginek t&chto koncentraci kyseliny na rist E. coli byl tedy shodny.

Vzhledem ke zjiSténému nizkému inhibi¢nimu G¢inku kyseliny mlécné byla
pro pokus metodou roztéru pouzita také zivna pida Mueler Hinton Agar (MHA), do
které by méla kyselina 1épe difundovat a tudiZ by mélo dojit ke zvySeni inhibi¢niho
ucinku kyseliny.

Bylo vsak zjisténo (Tabulka ¢. 4 a Obrazek €. 5 ), Ze ani pfi pouZiti této pudy
nedochdzi k ristu mikroorganismt v misté kde byla kyselina nanesena. Kolonie
rostou pouze v misté, kde byla kyselina nedokonale rozettena (pfi okrajich Petriho
misky) viz. (Pfiloha ¢. 7). Inhibi¢ni uc¢inek kyseliny mlécné na E. coli neni ani
v tomto piipadé piili§ vyrazny. Aplikaci 4% kyseliny doSlo ke sniZeni poctu KTJ

pouze o jeden fad.

Tabulka €. 3: Vliv kyseliny mlécné na riist E.
colina MHA — metoda A

Koncentrace Prumérny pocet
Kyseliny mlé¢né (%) KTJ v 1ml
0 - kontrola 1,4¥10
2 3¥10°
4 1,9%10°
10 ~
9 -
8 -
7 |
E 6
E 5.
%
g 4
3
5 |
1
0 -

0 2 4
koncentrace kyseliny mlééné (%)

Obrazek ¢. 4: Graf zavislosti poc¢tu KTJ E.coli na koncentraci kyseliny
mlé¢né na Zivné pudé MHA
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Metoda A byla shleddna nevhodnou k dal$Sim experimentiim, jelikoZ vlivem
vysoké kyselosti kyseliny dochdzelo v pfitomnosti pH indikdtoru v médiu
k odbarveni Zivné pudy EA a u vSech tii pid dochdzelo v misté¢ naneseni kyseliny
k dplné inhibici ristu kolonii. Ty pak rostly pouze pfi okraji Petriho misky, kde byla
kyselina Spatn¢ rozetiena, viz. ptiloha (Pfiloha ¢. 5, Piiloha ¢. 6 a Piiloha ¢. 7).
Proto bylo stanoveni zopakovano metodou B.

Na zédklad¢ vysledki zjisténych metodou A, byly pro stanoveni inhibi¢niho
ucinku kyseliny mlécné na Escherichia coli metodou B, nejprve pouZzity 1%, 2%
a 3% koncentrace. Tato metoda vSak prokdzala, Ze jsou tyto koncentrace pfilis
vysoké a k rozvoji E. coli nedochazi. Z tohoto divodu byly pro dalsi stanoveni
zvoleny koncentrace niz$i — od 0,1% do 1%. Experiment byl opét proveden na

kultivacnich médiich PCA a EA.

Tabulka €. 4: Vliv kyseliny mlécné na riist E. coli na PCA — metoda B

Koncentrace Prumérny pocet Smérodatna
kyseliny mlé¢né (%) KTJ v 1ml odchylka
0 - kontrola 8*10° 9,6%10’
0,1 6,6%10° 2,5%10°
0,125 4,4%10° 1,5%10°
0,25 100 21
0,5 0 0
0,75 0 0
1 0 0
10
9
8 |
- 7 1
E ¢
E 5 @ PCA
EA
2 4 .
2 5
2 i
1 A
0
0 0,1 0,125 0,25 0,5

koncentrace kyseliny mlé¢né (%)

Obrazek €. 5: Graf zavislosti poc¢tu KTJ E.coli na koncentraci kyseliny mlé¢né,

porovnani vysledkt zjisténych na obou médiich — metoda B
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Z vysledkt uvedenych v tabulce (Tabulka ¢. 4) a obrazku (Obrazek ¢. 5)
vyplyva, Ze se zvySujici se koncentraci kyseliny mlécné dochazi ke sniZovani poctu
KTJ E. coli na kultivatnim médiu PCA. Pfi nejnizsi pouzité koncentraci kyseliny
(0,1%), doslo ve srovnani s kontrolou ke snizeni poctu KTJ az o 4 fady. K uplné
inhibici E. coli doslo pfi 0,5 % koncentraci.

Inhibi¢ni udcinek kyseliny mlécné na rlst Escherichia coli byl zkouman
metodou B, také na Zivné padé EA.

Z vysledkt tabulky (Tabulka €. 5) a obrazku (Obrazek €. 5), vyplyvé, Ze se
zvySujici se koncentraci kyseliny mlécné dochézi ke snizovani poctu KTJ E. coli.
V tomto piipadé doslo k jeji uplné inhibici jiz pii 0,25% koncentraci kyseliny, pocet

KTJ E. coli se ve srovnani s kontrolou snizil o 8 rada.

Tabulka €. 5: Vliv kyseliny mlé¢né na rist E. coli na EA — metoda B

Koncentrace Prumérny pocet Smérodatna
kyseliny mlécné (%) KTJ v 1ml odchylka

0 - kontrola 9%10° 2,2% 10®
0,125 2,4%10° 1,2¢10°

0,25 0 0

0,5 0 0

0,75 0 0

1 0 0

Statistickym hodnocenim Kruskall-Wallisovym testem pfi 5% hladiné
vyznamnosti bylo v piipadé obou pud zjisténo, Ze mezi antibakteridlnimi uc¢inky
jednotlivych koncentraci kyseliny mlécné na E. coli existuji statisticky vyznamné
rozdily.

Dalsi statistickou metodou — porovnavanim dvojic Wilcoxonovym testem
(porovnavani ucinku 2 koncentraci kyseliny) bylo zjiSténo, Ze mezi Gcinky vSech
koncentraci kyseliny mlécné a kontrolou, rovnéz 1 mezi jednotlivymi koncentracemi
existuji statisticky vyznamné rozdily.

Greer a Dilts (10) ve své praci uvadéji, ze pii aplikaci 3 % roztoku kyseliny
mlécné na povrch masa dochdzi k redukci rastu E. coli o ¥ad CFU/ml, pfi teploté
55°C, ale pti 20°C byl tento roztok bez ucinku. Autofi vSak sledovali pfirozené
kontaminanty v béZném prosttedi, proto se jejich vysledky neshoduji s vysledky
dosazenymi v této studii, kterd byla zamé&fena na laboratorni kmeny bakterii, které

nebyly ziskany z prostfedi potravinaiského provozu.
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z

3.3 Sledovani ucinku kyseliny mlééné na Salmonella typhimurium

Stejn€ jako u Escherichia coli probéhlo zkoumdéni inhibi¢niho wc¢inku
kyseliny mlécné na Salmonella typhimurium metodou roztéru (metoda A) na Zivné
pudy PCA a EA. Vzhledem k vysledkim téchto stanoveni (Obrézek ¢. 6, Tabulka ¢.

6 aTabulka ¢. 7), byl pokus zopakovan metodou B - inkubaci v bujénech

a nislednym vyockovanim na Zivnd media PCA a EA.

Z nize uvedenych vysledkli (Obrdzek ¢. 6 a Tabulka ¢. 6), je ziejmé,
Ze metodou roztéru, obdobné¢ jako u E. coli, nedochédzi k vyrazné inhibici salmonely

ani pfi aplikaci nejvyssi sledované koncentrace (3%) kyseliny mlécné. Pii této

koncentraci se pocet bunék sniZil pouze desetkrat.

Tabulka €. 6: Vliv kyseliny mlécné na rust S. typhimurium
na PCA — metoda A

Koncentrace kyseliny Prumérny pocet KTJ
mlécné v 1ml
0 % - Kontrola 3,2*108
1,5% 2,4%10°
2% 6,3*10’
2,5% 4,7%10’
3% 2,5%10’
9
8 4]
7 4]
ES
2 5 OPCA
X 4 | BEA
o
92 3-
2 |
1 |
0
0 1,5 2 2,5 3 4

koncentrace kyseliny mlécné (%)

Obrazek €. 6: Graf zavislosti poctu KTJ S. typhimurium na koncentraci

kyseliny mlécné, porovnani vysledki zjisténych na obou médiich - metoda A
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Vzhledem k vysledkiim piedchozich testii, byla pro dalsi stanoveni pouzita
4% kyselina mlécnd. Jejim pasobenim jiZz doSlo k absolutni inhibici ristu
S. typhimurium. Jeji inhibi¢ni G¢inek byl ve srovnani s ucinkem 3% koncentrace
kyseliny velmi vysoky, doSlo ke sniZzeni poctu KTJ salmonely o 7 fada a ve
srovnani s kontrolou o 8 ¥adt (Obrazek ¢. 6 a Tabulka ¢. 7).

Tabulka &. 7: Vliv kyseliny mlé¢né na rast S. typhimurium
na EA — metoda A

Koncentrace kyseliny Prumérny pocet KTJ
mlécné v 1ml
0 % - Kontrola 4*10°
1,5% 1,9%10°
2% 6,3*10’
2,5% 4,3%10’
3% 2,1%10’
4% 0

Statistickym  hodnocenim  téchto  vysledkd  Kruskall-Wallisovym
a Wilcoxonovym testem (porovnavanim dvojic) bylo na hladin€¢ vyznamnosti 5 %
zjiSténo, Ze statistické rozdily existuji mezi kontrolou a inhibi¢nim u¢inkem pouze
2,5% a 3% kyseliny mlé¢né, na kultivatnim médiu PCA. Pfti pouZziti Endova agaru
bylo statistickym hodnocenim vysledkd zjiSténo, Ze inhibi¢ni dcinek kyseliny se
nelisi mezi 1,5% a 2% koncentraci, a také mezi 2,5% a 3% koncentraci kyseliny
mlécéné. U ostatnich koncentraci byl tc¢inek kyseliny na rlst bakterii statisticky

odlisny.

Vzhledem ke zjisSténému velmi nizkému antibakteridlnimu ucinku témér
vSech pouzitych koncentraci kyseliny mlé¢né, byla minimélni inhibi¢ni koncentrace
kyseliny zjistovana rovnéZ metodou B.

Pro stanoveni byl pouZit kmen S. typhimurium po 24 hodinové kultivaci
v masopeptonovém bujénu. Stanoveni byla provedena inkubaci v bujénech
s ndslednym ockovanim na Zivné piidy PCA a EA.

Také v tomto piipadé nejdiive probchlo stanoveni s piiliS vysokymi
koncentracemi kyseliny mlécné (1 — 3%), které mély v piipadé metody B

prokazatelny inhibi¢ni ucinek a nedochdzelo k rozvoji daného kmene
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S. typhimurium. Proto byly pro dalsi stanovovani pouZity koncentrace kyseliny od

0,1 do 1%.

Tabulka €. 8: Vliv kyseliny mlécné na riist S. typhimurium na PCA —

metoda B
Koncentrace Prumérny pocet Smérodatna
kyseliny mlé¢né (%) KTJ v 1ml odchylka
0 - kontrola 2,1%10° 5,9%10’
0,1 1,3*10° 1,4%10’
0,125 2,3*%10’ 1,8%10°
0,25 0 0
0,5 0 0
0,75 0 0
1 0 0
9
8 |
7 |
E°
2 2 @ PCA
4
2 4 BmEA
— 3 _
2 i
1 i
0
0 0,1 0,125 0,25 0,5

koncentrace kyseliny mlécéné (%)

Obrazek €. 7: Graf zavislosti poc¢tu KTJ S. typhimurium na koncentraci
kyseliny mlécné, porovnani vysledku zjisténych na obou médiich - metoda B

Z vysledkli uvedenych v tabulce a grafu (Tabulka ¢. 8 a Obrazek ¢. 7)
vyplyva, Ze kyselina mlécnd plisobi antibakteridlné na dany kmen salmonely jiZ pfi
0,25% koncentraci. Pii této koncentraci dochazi ke snizeni KTJ az o 8 rada, ve
srovndni s kontrolou. Nejniz§i pouZzitd koncentrace (0,1%) méla slaby inhibi¢ni
ucinek, pocet mikroorganismu byl v jejim piipad¢€, ve srovndni s kontrolou, sniZen

pouze dvakrat.

Antibakteridlni u¢inek kyseliny mlécné na S. ryphimurium, byl déle sledovan
metodou B na Zivné ptidé EA. Na této pidé¢, jak ukazuji tabulka a obrazek (Tabulka

¢. 9, Obrazek ¢. 7), byl pti 0,1% koncentraci zaznamendn nepatrny pokles rastu
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S. typhimurium. Pti této koncentraci doSlo ke sniZeni poctu KTJ asi tfikrat. Z
vysledkll je patrné, Ze k absolutni inhibici rastu S. typhimurim dochazi jiz pfti

aplikaci 0,25% koncentrace kyseliny mlé¢né.

Tabulka €. 9: Vliv kyseliny mlécné na rast S. typhimurium na EA —

metoda B
Koncentrace Prumérny pocet Smérodatna
kyseliny mlécné (%) KTJ v 1ml odchylka
0 — kontrola 3,1¥10° 6,3%10’
0,1 1,1%10° 3,8%10’
0,125 2,3*%10’ 3,4%10°
0,25 0 0
0,5 0 0
0,75 0 0
1 0 0

Metodou B bylo zjisténo, ze ptisobeni 0,1 % koncentrace kyseliny mlécné na
S. typhimurium je zcela bez efektu. Ve vSech provedenych testech nedoSlo ke
snizeni poctu KTJ ani o 1 fdd. Déle je z téchto vysledkl ziejmé, ze jiz 0,25%
kyselina mlécna zcela zastavuje rast S. typhimurium (Obrazek €. 7, Tabulka €. 8,

Tabulka €. 9).

Podle statistického hodnoceni vysledkii, které bylo provedeno Kruskall-
Wallisovym a Wilcoxonovym testem na 5% hladin€é vyznamnosti byly zjistény
statisticky vyznamné rozdily mezi inhibi¢nimi ucinky vSech koncentraci kyseliny

mlécné na salmonelu na obou pouzitych zivnych pidach.

Podle studie Van Netten a kol. (28) je 2% roztok kyseliny mléc¢né pii 37 °C
schopen eliminovat rist salmonel na povrchu veprového masa. Anderson a kol. (2)
uvadéji, ze aplikaci kyseliny mlééné a horké vody na hovézi maso doSlo béhem
chladirenského skladovani ke sniZeni poc¢tu salmonel praimérné€ o 1 fad. Tyto studie
sledovaly ucinek kyseliny na pfirozené kontaminanty masa, proto se neshoduji

s vysledky této préce, kterd byla zaméfena na laboratorni kmeny bakterii.
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Na zdklad¢é vysledkii vSech dosud provedenych stanoveni, bylo rozhodnuto,
ze pro sledovani vlivu kyseliny mlécné na ostatni bakteridlni kmeny bude pouZita
pouze metoda B — inkubace v bujonech s naslednym vyockovanim na vhodna

média. Tato metoda byla ve srovnani s metodou A prokazateln€¢ presnéjsi.

Sledované bakterie rostly na Zzivnych ptdach rovnomérnéji a nedochézelo

k vedlej$im dc¢inktim kyseliny mlééné na pouZzitd média.

3.4 Sledovani u¢inku Kyseliny mlééné na Staphylococcus aureus

Vzhledem ke zjiSténym nizkym inhibi¢nim koncentracim kyseliny mlé¢né na

S. typhimurium a E. coli, byl sledovan vliv této kyseliny na Staphylococcus aureus

v rozmezi koncentraci kyseliny jiz od 0,1 % do 1%.

Stanoveni bylo provedeno pouze metodou B, na kultivaénich médiich PCA

a MSA. Pro stanoveni byla pouzita kultura S. auresus po 24 hodinové kultivaci

v masopeptonovém bujonu pii 37 °C. Stanoveni bylo zopakovano tfikrét.

Tabulka €. 10: Vliv kyseliny mlé¢né na rast S. aureus na obou kultivac¢nich ptidach

— metoda B
Koncentrace| Primérny Smérodatna Prumérny Smérodatna
kyseliny pocet KTJ odchylka - pocet KTJ odchylka -
mlécné (%) | viml na PCA PCA v 1ml na MSA MSA
0 —kontrola| 3,3 *10° 9,8*10’ 2 *10° 7,910’
0,1 4,6%10’ 2,2%10’ 3,2%10’ 7,8%10°
0,125 1,0%10° 2,1%10° 1,6%10° 3,4%10°
0,25 380 140 120 37
0,5 0 0 0 0
0,75 0 0 0 0
1 0 0 0 0
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O PCA
4 - B MSA

log KTJ/ml
(6}

0 0,1 0,125 0,25 0,5
koncentrace kyseliny mlécné (%)

Obrazek ¢. 8: Graf zavislosti poctu KTJ S. aureus na koncentraci kyseliny
mlécné, porovnani vysledkt zjisténych na obou médiich - metoda B

%

Z vysledkt uvedenych vyse (Tabulka ¢. 10, Obrazek ¢. 8) je ziejmé, Ze
pusobenim kyseliny mlé¢né na S. aureus, dochazi k inhibici jeho rastu. I pfi
nejnizsi pouzité koncentraci (0,1%), doslo k mirnému snizeni poctu KTJ (o jeden
fad). Bylo zjiSténo, Ze plsobenim 0,25% kyseliny dochdzi jiz k velmi nizkému

rozvoji této bakterie a 0,5% koncentrace zpiisobuje absolutni inhibici jejiho rastu.

Za stejnych podminek byl sledovan vliv kyseliny mlé¢né na riist S. aureus
na zivné pudé MSA. Vysledky z tohoto experimentu uvadi také Tabulka ¢. 10
a Obrazek ¢. 8, z kterych je patrné, Ze jiz pusobenim 0,1% kyseliny mlé¢né dochazi
ke zpomaleni rozvoje bakterie. Pii aplikaci 0,25% koncentrace dochazi pouze
k nepatrnému ruastu S. aureus a jeho rozvoj je zcela zastaven pfi koncentraci 0,5%.

Statistickym  hodnocenim  ziskanych  hodnot Kruskall-Wallisovym
a Wilcoxonovym testem (u obou testll na hladiné vyznamnosti 5 %) bylo zjisténo,

Ze mezi antibakteridlnimi ucinky jednotlivych koncentraci kyseliny mlécné na S.

aureus existuji statisticky vyznamné rozdily na obou pouzitych médiich.

Vzhledem k dosavadnim vysledkiim byl pro sledovani ristu Staphylococcus
aureus v roztoku kyseliny mlé¢né proveden pokus na zjiSténi inhibi¢niho tuc¢inku

kyseliny po jeji neutralizaci hydroxidem draselnym. Pro tento pokus byly zvoleny
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1%, 2% a 3% koncentrace kyseliny mlé¢né, stanoveni bylo provedeno inkubaci v
bujénech s naslednym vyockovanim na Zivnou pudu PCA. Pro kontrolu byl

soucasn¢ sledovan rtst bakterie v bujonu bez kyseliny.

Bylo zjisténo (Obrazek €. 9 a Tabulka €. 11), Ze po neutralizaci kyseliny
mlécné dochazi k intenzivnimu rozvoji S. aureus i pti 3% koncentraci kyseliny.
Tato koncentrace sniZila pocet kolonii oproti kontrole, kterd kyselinu mlé¢nou

neobsahovala, pouze o 1 fad.

YY v oz

Diéle bylo zjisténo, Ze u sledovanych koncentraci neni témét Zadny rozdil

v poctu narostlych kolonii. Z téchto diivodii se tento pokus vicekrat neopakoval.

Tabulka ¢&. 11: Uéinek kyseliny mlééné po
neutralizaci na S. aureus na zivné ptudé¢ PCA

Koncentrace Prumérny pocet MO
Kyseliny mlé¢né (%) v 1ml (KT J/ml)
0 2,5%10°
1 8,5%10’
2 5%10’
3 3,5%10’
9
8 i
7
— 6
£
o 4
°
3
2
1
0 x

0 1 2 3

koncentrace kyseliny mlééné (%)

Obrazek ¢. 9: Graf zavislosti poctu KTJ S. aureus na koncentraci kyseliny
mlécné — po jeji neutralizaci na zivné pud¢ (PCA)
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3.5 Sledovani acinku kyseliny mlééné na Pseudomonas fluorescens

Pro dal$i stanoveni byla pouZita bakterie Pseudomonas fluorscens, ktera
byla kultivovdna 24 hodin pii 30 °C. Na zdkladé vysledkti z pifedchozich
experimentll, byla pro stanoveni zvolena metoda B a koncentrace kyseliny mlécné
od 0,1% do 1%. Kultivace této bakterie v bujonech s jednotlivymi koncentracemi
kyseliny probéhla rovnéz pii 30 °C po dobu 24 hodin. Za stejnych podminek byla
provedena kultivace Pseudomonas na zivné pidé PCA, na kterou bylo nao¢kovano
100 pul suspenze z téchto bujoénli. Soucasné byl sledovan rist bakteridlni kultury

v bujoénu bez ptidavku kyseliny mlé¢né. Stanoveni bylo 3 krat zopakovano.

Tabulka €. 12: Vliv kyseliny mlé¢né na rust P. fluorescens na PCA —

metoda B
Koncentrace Prumérny pocet MO Smérodatna
kyseliny mlé¢né (%) v 1ml odchylka
0 5,6%10° 1,2%10°
0,1 7%10° 2,4%10°
0,125 3,7%10° 8,1%10°
0,25 5,4%10° 5,1%10°
0,5 0 0
0,75 0 0
1 0 0
9
8
7
— 6 -
£
S 5
Y,
o 4
o
24
2 |
1 4
0
0 0,1 0,125 0,25 0,5

koncentrace kyseliny mlééné (%)

Obrazek €. 10: Graf zavislosti po¢tu KTJ P. fluorescens na koncentraci
kyseliny mlécné na PCA — metoda B
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Bylo zjisténo, ze jiz pfi 0,1% koncentraci kyseliny mlé¢né dochdzi ke
snizeni poctu KTJ Pseudomonas fluorescens o 2 tady oproti kontrole. Velmi
podobny tuc¢inek méla také 0,125% koncentrace (Tabulka ¢. 12 a Obréazek ¢. 10).
Dalsim zvySovanim koncentrace kyseliny doslo k prud$simu zpomaleni riistu. Déle
bylo prokdzéno, Ze k zastaveni rlstu tohoto bakteridlniho kmene dochdzi pfi
aplikaci 0,5% kyseliny mlécné.

Podle statistického hodnoceni vysledkii, které bylo provedeno stejnym
zpusobem jako u predeslych bakterii, byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily
mezi inhibi¢nimi G¢inky na rast P. fluorescens u vSech pouzitych koncentraci

kyseliny mlécné.

3.6 Sledovani ucinku kyseliny mlé¢né na Serratia marcescens

Dalsim mikroorganismem, na kterém byl sledovan antibakteridlni uc¢inek
kyseliny mlécné, byla Serratia marcescens. Také toto stanoveni bylo provedeno
metodou B, na 24 hodiny starém bakteridlnim kmeni. Kultivace bakterie prob¢hla
v masopeptonovém bujénu pii 37 °C. Po 24 hodinové kultivaci v bujonech se
zvolenymi koncentracemi kyseliny mlécné (0,1 — 1%), bylo provedeno ockovani
100 ul suspenze z téchto bujénti na Zivnou pudu PCA s ndslednou inkubaci

v termostatu pii 37 °C. Toto stanoveni bylo 3 krat zopakovano.

Tabulka €. 13: Vliv kyseliny mlé¢né na rust S. marcescens na PCA —

metoda B
Koncentrace Prumérny pocet Smérodatna
kyseliny mlécné (%) KTJ v 1ml odchylka
0 - kontrola 6,9%10° 9,7%10’
0,1 4,2¢10’ 1,1¥10’
0,125 0 0
0,25 0 0
0,5 0 0
0,75 0 0
1 0 0
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Obrazek ¢. 11: Graf zavislosti po¢tu KTJ S. marcescens na koncentraci
kyseliny mlécné na PCA — metoda B

Z prumérnych hodnot vysledkii uvedenych v tabulce a grafu (Obréazek ¢. 11,
Tabulka €. 13) je patrné, Ze pfii kultivaci S. marcescens pti 37 °C, po dobu 24 hodin,
bez pouziti kyseliny mlééné, dochdzi k jejimu ndrstu v mnozstvi 6,9%10% KTJ.
Pisobenim 0,1% kyseliny doslo ke sniZzeni poctu bunék desetkrat. AvSak jiz
aplikaci 0,125% kyseliny mlécné dochézi k tplné inhibici rastu S. marcescens.

Statistickym hodnocenim, které bylo opét provedeno Kruskall-Wallisovym
a Wilcoxonovym testem (na 5% hladin€é vyznamnosti), bylo zjiSténo, Ze mezi
stanovenymi pocty KTJ S. marcescens ve vSech roztocich kyseliny mlé¢né existuji

statisticky vyznamné rozdily.

3.7 Sledovani ucinku kyseliny mlééné na Micrococcus luteus

Metodou B na Zivné pudé PCA byl rovnéZz sledovan antibakteridlni Gcinek
kyseliny mlé¢né na Micrococcus luteus. Také k tomuto experimentu byla pouZita
24 hodiny staré cistd kultura kultivovand v masopeptonovém bujénu, pti 30 °C. Po
preoCkovani 500 ul této kultury do 50 ml bujénti se zvolenymi koncentracemi
kyseliny mlécné (0,1 aZ 1%) probéchla jeji inkubace (24 hodin pii 30 °C). Po

zaoCkovani 100 pl suspenze z takto pfipravenych bujoénii na Zivnou pudu PCA
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probéhla kultivace, po dobu 48 hodin pii 30 °C. Soucasn¢ probchlo stanoveni

v bujénu bez kyseliny.

Vysledky stanoveni jsou uvedeny niZze (Tabulka €. 14, Obrazek ¢. 12) Z
téchto vysledka vyplyva, ze aplikaci 0,25% kyseliny mlécné dochézi k absolutni
inhibici rastu tohoto kmene M. luteus, ktery bez pouziti kyseliny vykazoval nartst
2,5%10" KTJ. Z vysledkii je také patrné, Ze pouzitim 0,1% koncentrace dochazi

k poklesu KTJ az o 2 fady, v porovnani s kontrolou.

Tabulka €. 14: Vliv kyseliny mlé¢né na riist M. luteus na PCA —

metoda B
Koncentrace Priumérny pocet MO Smérodatna
kyseliny mlécné (%) v 1ml odchylka
0 - kontrola 2,5%10’ 1,3%10’
0,1 1,2%10° 4%10*
0,125 4,7%10° 1,4¥10°
0,25 0 0
0,5 0 0
0,75 0 0
1 0 0
9
8 -
7 -
— 6 b
£
S 5
g
o 4
o
3 -
2 -
1 A
O -
0 0,1 0,125 0,25

koncentrace kyseliny mlééné (%)

Obrazek ¢. 12: Graf zavislosti poc¢tu KTJ M. [uteus na koncentraci kyseliny
mlécné na PCA — metoda B
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Statistickym hodnocenim Kruskall-Wallisovym a Wilcoxonovym testem
(hladina vyznamnosti 5 %) bylo zjiSténo, Ze mezi stanovenymi pocty KTJ M. luteus
ve sledovanych koncentracich kyseliny mlé¢né existuji statisticky vyznamné

rozdily.

3.8 Sledovani uc¢inku kyseliny mlé¢né na Bacillus cereus

Déle byl metodou B s ndslednym vyockovdnim na Zivnou pidu PCA
sledovan inhibi¢ni ucinek kyseliny mlécné na Bacillus cereus. 500 pl 24 hodin
staré, Cisté kultury Bacillus cereus, bylo ofkovano do n¢kolika Erlenmayerovych
ban€k s 50 ml masopeptonového bujonu se sledovanymi koncentracemi kyseliny
mlécné (0,1 az 2%). Poté byly baiiky vlozeny do termostatu pii 37 °C a inkubovany.
Soucasné bylo pro kontrolu provedeno stanoveni v bujonu bez kyseliny. Po
24 hodinach bylo 100 ul suspenze z téchto bujéni naockovano na Zivnou ptdu

PCA s néslednou inkubaci pii 37 °C po dobu 24 hodin.

Tabulka €. 15: Vliv kyseliny mlé¢né na riist B. cereus na PCA —

metoda B
Koncentrace Prumérny pocet MO Smérodatna
Kyseliny mlééné (%) v 1ml odchylka
0 - kontrola 3,7%10’ 1,3%10’
0,1 1,3*%10° 55,4
0,25 80 18,9
0,5 100 66,8
0,75 50 7,1
1 50 26,0
2 0 0
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Obrazek ¢. 13: Graf zavislosti po¢tu KTJ B. cereus na koncentraci kyseliny
mlécné na Zivné ptidé¢ PCA — metoda B

Vysledky uvedené v tabulce a grafu (Obrazek ¢. 13, Tabulka ¢. 15) ukazuji,
ze aplikaci 0,1% kyseliny mlécné, dochdzi k vyraznému poklesu KTJ
Bacillus cereus az o 5 tadu oproti kontrole. Pii pouziti koncentraci (0,25 — 1%),
které mécly vysoké antibakteridlni tcinky na ostatni sledované druhy
mikroorganismtli, dochdzi stdle k ristu malého mnozstvi bunék této bakterie.
Aplikaci 0,5% kyseliny, doslo dokonce k nepatrnému zvyseni nardstu poctu bung¢k,
oproti ptredchozi koncentraci. Proto byla pro stanoveni pouzita také 2% koncentrace
kyseliny, ktera rozvoj bacilu zastavila.

Statistickym hodnocenim stanovenych hodnot dle Kruskall-Walisova
a Wilcoxonova testu (porovnavanim dvojic), bylo zjiSténo, Ze statisticky vyznamné
rozdily na hladin¢ vyznamnosti 5 % existuji mezi kontrolou a inhibi¢nimi G¢inky
vSech pouZzitych koncentraci kyseliny mlécné, dale také mezi antibakteridlnim

ucinkem 0,1% a 0,75% kyseliny, a mezi 0,1% a 1% koncentraci kyseliny mlé¢né.
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3.9 Sledovani u¢inku kyseliny mlécné na Bacillus subtilis

Poslednim mikroorganismem, u kterého byl sledovan rist v pfitomnosti
kyseliny mlécné, byl Bacillus subtilis. Experiment byl proveden opét metodou B

s 24 hodin starou bakterialni kulturou.

Z vysledkt stanoveni, které uvadi Tabulka ¢. 16 a Obréazek €. 14, je zfejmé,
Ze vyrazné sniZeni rozvoje Bacillus subtilis (o 5 tadt), zptsobuje jiz 0,1% kyselina
mlécnd, také je patrné, ze koncentrace od 0,1% do 2%, maji piiblizn¢ stejny
antibakteridlni ucinek, dochazi pravdépodobné k rozvoji spor této bakterie.
Vysledky déle uvadi, Ze k ukonceni rozvoje vegetativni formy B. subtilis i jeho spor
dochazi aplikaci 3% kyseliny mlé¢né, kdy doslo ve srovnani s kontrolou ke sniZeni

poctu KTJ o 7 fadu.

Tabulka €. 16: Vliv kyseliny mlé¢né na rust B. subtilis na PCA —

metoda B
Koncentrace Prumérny pocet MO Smérodatna
kyseliny mlécné (%) v 1ml odchylka
0 - kontrola 6,8*10’ 1,7%10’
0,1 2,8%10” 76, 4
0,25 3,8*10° 1,6%10°
0,5 2,3%10” 98,3
1 1,5%10° 49,7
2 75 37,1
3 0 0
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Obrazek ¢. 14: Graf zavislosti poctu KTJ B. subtilis na koncentraci kyseliny
mlécné — metoda B

Statistickym hodnocenim vysledkl stanoveni podle Kruskall-Walisova testu
existuji mezi kontrolou a antibakteridlnimi ucCinky sledovanych koncentraci
kyseliny statisticky vyznamné rozdily. Wilcoxonovym testem srovnavani dvojic,
nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi ti¢inkem 0,1% a 0,25% kyseliny,
také mezi 0,5% a 1% kyseliny a mezi 0,1% a 2% kyselinou. Mezi t¢inky ostatnich

koncentraci existuji statistické rozdily.

3.10 Srovnani antibakterialniho ptsobeni Kkyseliny mlééné na

sledované mikroorganismy

V tabulce (Tabulka ¢. 17) je uveden souhrn zjiSt€énych inhibicnich
koncentraci kyseliny mlécné na studované bakterie. Z této tabulky vyplyva, zZe
kyselina mlécnd je nejvice uCinnd na Serratia marcecescens. K zastaveni jejiho
rustu dochdzi jiz pti 0,125% koncentraci kyseliny. Nejvice odolné vici kyseliné

mlécné jsou sporotvorné bacily.

69



UTB ve Zliné, Fakulta technologickd

Tabulka €. 17: Stanovené inhibi¢ni koncentrace kyseliny
mlécné na jednotlivé druhy bakterii, metodou B na PCA

Bakterialni kmen Baketericidni koncentrace
kyseliny mlécné (w/v)
Escherichia coli 0,25 %
Salmonella typhimurim 0,25 %
Staphylococcus aureus 0,50 %
Pseudomonas 0,50 %
fluorescens
Serratia marcescens 0,125 %
Micrococcus luteus 0,25 %
Bacillus cereus 2,0 %
Bacillus subtilis 3,0 %

Ze vSech vysledki je zifejmé, Ze aplikaci jiz 0,1% kyseliny mlé¢né, dochazi
ke sniZeni poctu kolonii vSech sledovanych mikroorganismt. Tyto vysledky jsou
zachyceny v niZze uvedeném grafu (Obrazek ¢. 15), znchoZ vyplyva, Ze tato
koncentrace ma nejvyssi ucinek na bacily, zatimco u salmonely je téméf bez efektu,
mens{ efekt vykazuje také na inhibici rastu Staphylococcus aureus.

Statistickym hodnocenim dle Kruskall-Wallisova testu na 5% hladiné
vyznamnosti bylo zjiSt€no, Ze mezi inhibi¢nimi uinky 0,1% kyseliny mlécné na
jednotlivé mikroorganismy existuji statisticky vyznamné rozdily.

Pii statistickém porovndvani dvojic Wilcoxonovym testem (porovndvani
inhibi¢niho uc¢inku 0,1% kyseliny mezi 2 mikroorganismy) nebyly zjiStény
statisticky vyznamné rozdily mezi tcinkem této koncentrace na S. aureus a S.

typhimurium.
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Obrazek ¢. 15: Graf porovnani kontroly s inhibi¢nim uc¢inkem 0,1% kyseliny
mlécné, metodou B, na Zivné ptidé PCA
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ZAVER

» Vtéto prici byl n€kolika metodami sledovan vliv kyseliny mlécné na
vybrané druhy mikroorganismii. Bylo zjisténo, Ze pro tato stanoveni je
vhodnéjsi metoda inkubace v masopeptonovém bujoénu, s ndslednym
vyockovanim na vhodnd kultiva¢ni media (metoda B). Tato metoda byla ve
srovndni s metodou A (metoda roztéru) presnéjsi a nedochazelo k vedlejSim

ucinkiim kyseliny mlé¢né na pouZzitd média.

» Metodou A, byl testovan inhibi¢ni vliv kyseliny mlé¢né na rast Escherichia
coli a Salmonella typhimurium na Zivnych pidich PCA a EA. Pti pouziti
této metody byl zjiStén velmi nizky antibakteridlni uc¢inek kyseliny i pfi

Vv,

vysS$ich koncentracich.

» Ke sledovani rustu E.coli, metodou A, byly pouzity 1,5%, 2%, 2,5% a 3 %
roztoky kyseliny mlécné. Aplikaci téchto koncentraci, dochidzelo k velmi
nizkému poklesu poctu kolonii na obou Zivnych padich. Koncentrace
kyseliny mlécné, pii které dochdzi k totalni inhibici. E. coli vSak stanovena

nebyla.

» Pro sledovani rastu Salmonella typhimurium byly koncentrace kyseliny
mlécné zvySeny na 4%. Pii této koncentraci byl rist salmonely zastaven.
Ale dochéazelo ke stejnym vedlejSim tcinktim kyseliny na kultivaéni média
jako v piipadé E.coli (odbarveni pud a rust kolonii pouze pfi okrajich

Petriho misky).

» Metodou B byl testovan inhibi¢ni vliv kyseliny mlécné na rust Escherichia
coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
fluorescens, Serratia marcescens, Micrococcus luteus, Bacillus cereus
a Bacillus subtilis. Pro tato stanoveni byly pouZity koncentrace kyseliny od

0,1 % do 1 %, v ptipadé bacilt do 3 %.



UTB ve Zliné, Fakulta technologickd

» Bylo zjisténo, Ze aplikaci jiz 0,1% kyseliny mlé¢éné, dochdzi ve srovnani s
kontrolou ke snizeni pocCtu kolonii vSech téchto sledovanych
mikroorganismu.

» Na zdklad¢ vysledkt bylo zjisténo, Ze k tuplné inhibici Escherichia coli,
dochazi pti 0,5% koncentraci kyseliny mlé¢né. Pfi stejné koncentraci doslo
k absolutni inhibici také Pseudomonas fluorescens a Staphylococcus aureus.
Na Salmonella typhimurium a Micrococcus luteus ma kyselina mlécna
mikrobicidni G¢inek pfi koncentraci 0,25%, a rast Serratia marcescens byl
ukoncen jiz pii aplikaci 0,125% kyseliny. K rozvoji bacilti dochéazelo i pfi

koncentracich kyseliny kolem 2%.

» Zavérem lze konstatovat, Ze Kyselina mlé¢nd ma vyrazné antibakteridlni
ucinky a mtiZe byt pouzivana k oSetfeni nc¢kterych druht potravin. Lze ji
pouzit jako soucast celkové strategie kontroly patogeni béhem vyrobniho

procesu, nikoli vSak jako ndhradu spravné hygienické praxe.
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dw

CFU

DNA

EA

EHEC

EIEC

EPEC

ETEC

KTJ

LT

MHA

MPA

MPB

MSA

PCA

ST

w/v

Aktivita vody

Colony forming units (kolonie tvofici jednotka — KTJ)
Deoxyribonukleova kyselina

Endiv agar

Enterohemoragické Escherichia coli
Enteroinvazivni Escherichia coli
Enteropatogenni Escherichia coli
Enterotoxigenni Escherichia coli
Kolonie tvofici jednotka
Termolabilni toxin

Mueler Hinton agar
Masopeptonovy agar
Masopeptonovy bujon

Manitol salt agar

Plate Count agar

Termostabilni toxin

Objemova procenta
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PRILOHY

Priloha ¢. 1 Identifika¢ni tabulka ENTEROtest 24

Reakce
Test ZKkratka Salmonella Serratia Escherichia

testu typhimurium marcescens coli
Indol IND - - +
Sirovodik H2S - - -
Lysin LYS + + +
Ornithin ORN + + +
Ureaza URE - - -

Arginin ARG - -/+ -/+
Simmons citrat | SCI + + -
Malonat MAL - -+ -
Fenylalanin PHE - - -

B3- ONP - + -+

Galaktosidaza

Inositol INO - + -
Adonitol ADO - + -
Cellobidza CEL - - -
Sachar6za SuUC - + +
Trehal6za TRE + + +
Mannitol MAN + + +
Acetoin VPT - - -
Eskulin ESL - + -
Sorbitol SOR + + +
Rhamnédza RHA - - +
Melibiéza MLB + - +
Raffinéza RAF - - -
Dulcitol DUL - - -
Glukéza GLU + + +
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Priloha ¢. 2 Identifikacni tabulka STAPHYtest 16

Reakce
Test Zkratka | Micrococcus luteus | Staphylococcus
testu aureus
Ureaza URE +
Arginin ARG +
Ornithin ORN -
3-Galaktosidaza | bGA -
B3-Glukuronidaza| GLR -
Eskulin ESL -
Nitraty NIT +
Fosfataza PHS +
Galaktéza GAL +
Sacharéza SuC +
Trehal6za TRE +
Mannitol MAN +
Xyloza XYL -
Maltéza MLT +
Mannéza MNS +
Laktéza LAC +

Piiloha ¢. 3 pH sledovanych
koncentraci kyseliny mlécné v MPB

Koncentrace kyseliny mlééné | pH
(%)

0,1 5,01

0,125 4,67

0,25 4,07

0,5 3,60

1 3,35

2 2,98
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Piiloha & 4 Escherichia coli 10°Metoda A (EA) — kontrola

Piiloha & 5 Escherichia coli 10° Metoda A (EA) — G&inek 1,5%
kyseliny mlé¢né
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Piiloha & 6 Escherichia coli 10° Metoda A (PCA) — ti&inek 1,5%
kyseliny mlécné

Piiloha & 7 Escherichia coli 10”° Metoda A (MHA) — G&inek 2%
kyseliny mlécné
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Piiloha ¢. 10 Salmonella typhimurium
10 Metoda B (PCA) — &inek 0,125%
kyseliny mlécné

Piiloha ¢. 8 Salmonella typhimurium
10 Metoda B (PCA) — kontrola

Pf'ﬂOh% €. 9 Salmonella typhimurium Piiloha ¢. 11 Salmonella typhimurium
10 Metoda B (EA) — kontrola 10 Metoda B (EA) — t&inek 0,125%
kyseliny mlé¢né
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Priloha &. 12 Staphylococcus aureus 10°  Piiloha & 14 Staphylococcus aureus 107
Metoda B (PCA) — kontrola Metoda B (PCA) — tcinek 0,125%
kyseliny mlécné

Priloha €. 13 Staphylococcus aureus 107 Piiloha €. 15 Staphylococcus aureus
> Metoda B (MSA) — kontrola 107 Metoda B (MSA) — t¢inek 0,125%
kyseliny mlécné
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Priloha ¢. 16 Pseudomonas fluorescens

10" Metoda B (PCA) — kontrola Piiloha ¢. 18 Pseudomonas fluorescens

107 Metoda B (PCA) — téinek 0,1%
kyseliny mlécné

Priloha €. 17 Micrococcus luteus 10-3 Priloha ¢. 19 Micrococcus luteus 10'1
Metoda B (PCA) — kontrola Metoda B (PCA) — ti¢inek 0,1% kyseliny
mlécné
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Piiloha & 20 Serratia marcescens 107 Piiloha & 22 Serratia marcescens 107
Metoda B (PCA) — kontrola Metoda B (PCA) — tcinek 0,1% kyseliny
mlécné

Piiloha &. 21 Bacillus cereus 107 Priloha & 23 Bacillus cereus 10° Metoda
Metoda B (PCA) — kontrola B (PCA) — ucinek 0,5% kyseliny mlé¢né
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90

Piiloha & 24 Bacillus subtilis 107
Metoda B (PCA) — kontrola

Piiloha & 25 Bacillus subtilis 10°
Metoda B (PCA) — ucinek 2% kyseliny
mlécné
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Piiloha ¢. 26 Sbornik a piispévek konference Bezpecnost’ a kontrola potravin

SLOVENSKA POUNOHOSPODARSKA UNIVERZITA V NITRE
FAKULTA BIOTECHNOLOGIE A POTRAVINARSTVA
KATEDRA HYGIENY A BEZPECNOSTI POTRAVIN

NOACK SLOVAKIA s.r.0.

v spolupract s rieseninm projektu 6.RP CEAF Podpors Odast! krajin
Stredne) Eurdpy pri thesent projektov 6. a 7. RP”

Vas pozyvaju na konferenciu
¢ medzinarodnou ucastou

BEZPECNOST A KONTROLA
POTRAVIN

Nitra, 5.- 6. april 2006
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VPLYV ORGANICKYCH KYSELIN NA ESCHERICHIA COLI
THE EFFECT OF ORGANIC ACIDS ON ESCHERICHIA COLI

Eva Kaspdrkovd, Martina Lukesovd, Daniela Kramdrova, Leona Cechovd, Igndc
Hoza

Abstract: The aim of this work was to determine the effect of caprylic and lactic acid

on bacteria Escherichia coli. These concentrations of acids were used: 1: 1.5: 2: 2.5 and

3% (wiv). The samples treated with caprylic or lactic acid indicated significant

reduction of the E. coli population in comparison with control sample (untreated). The

antibacterial effect of organic acids was confirmed.

Key words: caprylic acid, lactic acid, antimicrobial effect, Escherichia coli, fatty acid.
UVOD

Onemocnéni z potravin zpisobena riznymi patogeny jsou celosvétovym zdravotnim
problémem. ktery se tyka celé populace. Je zapotiebi hledat 1izné zpusoby
antimikrobialniho ofetfeni, resp. vhodné antibakterialni latky. které jsou schopny co
nejvice redukovat mnozstvi patogemi. vyskytujicich se v potravinach (Food Safety.
1998).

Jednim z nejdulezitejsich potravinaiskych patogenu je prave Escherichia coli.
Nachazi se ve spodni &asti stievniho traktu ¢lovéka a teplokrevnych zvirat a vyskytuje
se tedy 1 ve vvkalech. V soutasnosti se rozlisuje 5 trid patogennich E. coli. které
zpusobuji prijmova onemocnéni: enterotoxigenni E. coli (ETEC). enteroinvazivni £.
coii (EIEC). enterohemoragické E. coli (EHEC). enteropatogenni E. coli (EPEC) a
enteroagregativii £, coli (EAEC). Vedle infekei intestinalniho traktu je také schopna
infikovat mocové cesty (UTI — urinary tract infections) a vyvolat neonatalni
meningitidu (Nataro and Kaper, 1998).

Antibakterialni u¢inek mastnyveh kyselin je dobfe prostudovan nejen u kyseliny
olejové (Hinton and Ingram. 2000), ale taktéz u kyseliny kaprylové (Nair et al.. 2004).
Je to piirodni mastna kyselina se stiedné dlouhym fetézcem (Cg), ktera je pfitommna
v matefském a kravském mléce a v mléce kokosovych ofechii. Uradem pro kontrolu
potravin a léku je véeobecné uznana za bezpecnou latku pro pouziti v potravinaistvi. Je
to nazloutla latka, ktera je pii pokojové teploté kapalna a je schopna tvoiit emulzi 1.
typu (o/v).

Kyselina mlééna je v poslednim desetileti jednou z nejéastéji pouzivanych prisad.
které maji zvysit vyrobni jistotu, prodlouzit tidrznost a zvvsit zdravotni nezavadnost
potravin. Na piirozené udrznosti se ucastni jak pusobeni mléénanového iontu, tak
snizenim hodnoty pH a aktivity vody (Pipek. 1998).

Aplikace kyseliny mlééné na povrch masa vede ke snizeni pocatedni cetnosti
mikroorganisnmi a prodlouzeni nastupu logaritmické faze jejich ristu (Pipek et al.
20035). Povrchovy postiik kyselinou mléénou ma oproti jinym kyselinam tu vyhodu. ze
je pitrozenou slozkou masa a neovliviiuje jeho organoleptické vlastnosti.

EXPERIMENTALNI CAST
Cilem bylo stanoveni antibakteridlniho u¢inku kyseliny kaprylové (CA., Cso) a
kyseliny mlécné na bakterii Escherichia coli. Pokus byl proveden celkem se ¢tyimu
koncentracemi kyseliny kaprylové: 1: 1.5 2 a 2.5 % (w/v) a &tyimi koncentracemi
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kyseliny mlééné: 1.5: 2: 2.5 a 3 % (w/v). Zaroven byl proveden slepy pokus. Ke
kultivaci byly pouzity dva typy zivnvch médii: Plate Count Agar a Endo Agar.

Na zivnou pudu bylo nejprve rozetreno 300 ul kyseliny kaprylové (mlééné) o
dané koncentraci. Byla pfipravena zakladni suspenze kmene E. coli a z ni piipraveno
fedéni 107 a 10°°. Na pudu s kyselinou bylo ockovano 100 ul daného fedéni. Zaroven
byl piipraven kontrolni vzorek, ktery kyselinu neobsahoval. Vzorky byly inkubovany
pii 37°C po dobu 24 hodin.

VYSLEDKY

Vyhodnoceni vzorku je uvedeno v tabulkach 1 a 2.

Na zivné pudé PCA jsou vysledky prokazatelngjsi. Oproti kontrolnimu vzorku
byl u vzorkn, které obsahovaly organickou kyselinu zaznamenan zietelny pokles poétu
E. coli. S rostouci koncentraci kyseliny kaprylové nebo mlééné ubyval pocet
bakterii. U nejvyssi koncentrace kyseliny kaprylové a mlééné byl oproti kontrole pokles
nejvétsi. U koncentraci 1: 1.5 a 2 % (kyselina kaprylova) nebyl zaznamenan vyrazngéjsi
rozdil va¢iku na E. coli. Podobné vysledky byly zaznamenany 1 pii experimentech
s kyselinou mléénou.

Pii pouziti zivné pudy Endo Agar nebyl ubytek E. coli tak znaény jako
v piedchozim pripade. I presto viak lze 1 zde pozorovat klesajici tendenci,

Tabulka 1: Celkové po¢ty mikroorganizm pii aplikaci organickych kyselin na PCA.

Koncentrace kyseliny 0% 1% 1.5 % 2% 2.5% 3 %
. © | (kontrola)
CFU/ml (Kkys. 7.86.10° |5.46.10° | 5.07.10° | 5.08. 2.91. -
kaprylovi) 10° 10°
CFU/ml (kys. mlécna 6.46. 10° - 4,22, 223, | 74.10°| 16.
108 108 10’
9.00E+08
8,00E+08
7.00E+08
6,00E+08
CEU 5,00E+08
4.00E+08
3,00E+08
2.00E+08 -
1,00E+08 a—
0,00E+00 - - - -
K 1% 1,50% 2% 2,50%
koncentrace kyseliny kaprylové

Obriazek 1: Zavislost poc¢tu mikroorganiznm kultivovanych na PCA na koncentraci
kyseliny kaprylové.
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Graf zavislosti poétu mikroorganismu na
koncentraci kyseliny mlécéné (PCA)
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Obrazek 2: Zavislost po¢tu mikroorganizimi kultivovanych na PCA na koncentraci
kyseliny mlééné.

Tabulka 2: Celkové poéty mikroorganizimm pii aplikaci organickych kyselin na Endo
agaru.

. . %% , )
Koncentrace kvseliny 0% 1% 1.5 % 2% 2.5 % 3%
: * | (kontrola)
CFU/ml (kvs. 6.12.10° [5.56.10° | 5.33.10° | 4.97. 3.89. -
kaprylovi) 10° 10°
CFU/ml (kys. mlécna 7.76. 10° - 5.08. 3,87. 2.57. 1.6.
10° 10° 10° 10°
7,00E+08
6 00E+08
5,00E+08
4 00E+08
cru T
3,00E+08 e
2 0DE+08 ——
1 O0E+08 I
0,00E+00 T T T T
K 1% 1,50% 2% 2.50%
koncentrace kyseliny kaprylové

Obrazek 3: Zavislost po¢tu mikroorganizimn kultivovanych na Endo agaru na
koncentraci kyseliny kaprylové.

44
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pocet MO*10° v 1ml

Graf zavislosti poc¢tu mikroorganismu na koncentraci
kyseliny mlécné (EA)
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Obriazek 4: Zavislost po¢tu mikroorganizini kultivovanych na Endo agar na
koncentraci kyseliny mlééné.

ZAVER

Byl prokazan inhibiéni ucinek kyseliny kaprylové i kyseliny mlééné na st
bakterii £. coli. Aplikace organickych kyselin vedla k poklesu poctu téchto bakterii.
Kyseliny kaprylova a mlééna jsou pravdépodobné pouzitelné 1 pro nékteré dalsi
bakterie. Potencialnimu pouziti piimo pro potravinaiské vyrobky vsak musi predchazet
jeste senzorické studie.

1.

wn

o
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Vliv kyseliny mlé¢né na vybrané druhy mikroorganismu
M. LukeSovd, L. Cechova, M. Janalikovd, D. Kramafrova

Ustav potravindiského inZzenyrstvi, Fakulta technologickd, Univerzita Tomase Bati ve
Zling, CZ

Velkym zdravotnim problémem dnesni doby je vyskyt onemocnéni zpusobenych
mikroorganismy kontaminujici potraviny. Proto jsme sledovali antibakteridlni ucinek
kyseliny mlééné na tyto mikroorganismy. Kyselina mlé¢nd je piirodni organickd
kyselina, kyselé chuti, lehce rozpustnd, vznikd mlécnym kvasenim cukrii a je b&Zné
pouzivanym prostfedkem v potravinaiské vyrobé.

Sledovali jsme vliv kyseliny mlééné a jeji nejniz$i inhibi¢ni koncentrace na tyto
mikroorganismy: Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas fluorescens,
Serratia marcescens, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis a
Bacillus cereus. Stanoveni bylo provedeno inkubaci v bujonech, pouZité koncentrace
kyseliny mlécné byly od 0,1 do 1 %, u B. subtilis a B. cereus do 3 %.

Bylo zjisténo, ze jiz aplikaci 0,1% kyseliny dochédzi ke sniZeni CFU/ml vSech
sledovanych mikroorganismii. K absolutni inhibici Escherichia coli, Pseudomonas
fluorescens a Staphylococcus aureus dochédzi 0,5% kyselinou mlécnou. Rist bakterii
Salmonella typhimurium a Micrococcus luteus byl inhibovan 0,25% kyseliny a Serratia
marcescens jiz pii 0,125% koncentraci. Rist bacili byl pozorovan i pifi koncentracich
kyseliny mlécné presahujici 2 %.



