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ABSTRAKT

Fosfore¢nany jsou piidatné latky (aditiva) a Vv potravinaiskych technologiich se vyuzivaji
piedevsim za Gcelem upravy pH a emulgaénich vlastnosti, pfipadné pro své antimikrobni
ucinky. V této diplomové praci byl sledovan inhibi¢ni efekt Sesti fosfore¢nanil na vybrané
druhy grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. Pro dané ucely byly pouzity soli
(HEXA 62, HEXA 65, HEXA 68, HEXA 70, HEXA PE a Na,HPQO,), kter¢ se lisily riznou
délkou fetézce. Pro sledovani senzitivity jednotlivych bakterialnich kment bylo vyuZzito
péti koncentraci kazdé soli (0,25 %; 0,50 %; 0,75 %; 1,00 % a 2,00 % wi/v). Uéinky
fosfore¢nant na rist mikroorganizmi byly vyhodnoceny plotnovou metodou stanovenim
poctu zivych bunck. Pozorovanim ristového chovani bakterii bylo zjiSténo, Ze s rostoucim
stupném kondenzace rostl i inhibi¢ni efekt testovanych fosfore¢nanovych soli. Zaroven
bylo prokazano, Ze u gramnegativnich bakterii nebyl v pfevazné vétsiné pozorovan vyrazny
inhibi¢ni ucinek.

Kli¢ova slova: fosfore¢nany, inhibi¢ni efekt, kondenzac¢ni stupen, grampozitivni bakterie,

gramnegativni bakterie.

ABSTRACT

Phosphates are food additives and in food technology are mainly used for adjusting the pH
and emulsifying properties, or for their antimicrobial effects. In this work was studied the
inhibitory effect of phosphate on the six selected species of Gram-positive and Gram-
negative bacteria. For the purposes of salt were used ( HEXA 62, HEX 65, HEXA 68,
HEXA 70, HEXA PE and Na,HPO,) differing chain lengths. For monitoring the sensitivity
of individual bacterial strains were used five concentrations of each salt (0.25%; 0.50%;
0.75%; 1.00% and 2.00% wi/v). Effects of phosphates on the growth of microorganisms
were evaluated plate method by determining the number of living cells. Observing the
behavior of the growth of bacteria, it was found that with increasing trans condensing it
grew even tested the inhibitory effect of phosphate salts. It was also shown that the Gram-

negative bacteria were observed in most pronounced inhibitory effect.

Keywords: phosphates, chelation, inhibitory effects, condensation degree, Gram-positive

bacteria, Gram-negative bacteria.
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UvVOoD

Z mikrobiologického hlediska je nutné si uvédomit, ze potraviny vyuzivané pro vyzivu
jsou jen ziidka sterilni, a vétSinou obsahuji nesCetna mikrobidlni spoleCenstva, jejichz
sloZeni je dano zpracovanim potravin a jejim pivodem. VéEtSina téchto mikroorganizmi
pochazi z ptirozené mikroflory potravinaiskych surovin a z mikroflory do ni vnesené
béhem skladovani, zpracovani a distribuce. Pocty jednotlivych bakteridlnich bunék
v danych potravinach vypovidaji o historii jejich pfipravy. Mikroorganizmy, které se
Vv potraviné mohou vyskytovat, patii mezi plisné, kvasinky, bakterie a protozoa. Zpusobuji
kazeni potravin, nebo jsou nositeli alimentarnich onemocnéni, kterda mohou byt zptisobena

bud’ produkci toxint (botulotoxin, antrax), nebo pfitomnosti samotného mikroorganizmu.

V souvislosti se zajisténim Gdrznosti a zdravotni nezavadnosti je kazeni potravin zavaznym
problémem. Jedna se o soubor né¢kolika na sebe navazujicich pochodd, pti nichz dochézi
Kk tvorbé nepiijemné chutnajicich, zapachajicich ale i zdravi skodlivych latek, které ¢ini
potravinu nepozivatelnou. Pro potlaceni téchto nezaddoucich jevii jsou do pozivatin
pfiddvana potravinarskd aditiva, kterd primarné plsobi proti nezddoucim

mikroorganizmiim a zajiSt'uji tak vystup kvalitnéjsiho vyrobku.

Antimikrobni uc¢inek fosforec¢nant spociva v chelataci divalentnich iontd, které jsou pro
mikroorganizmy esencialni a kK udrzeni bunééné integrity nepostradatelné. Snaha zajistit
minimalni aplikovatelné mnozstvi komercéné dostupnych soli, jez by potlacily rlst

nebezpec¢nych mikroorganizmu, vede stale k dalsim vyzkumum.

Predmétem studie této diplomové prace je sledovat inhibi¢ni ucinky polyfosforecnani
Vrizném kondenzacnim stupni na rast vybranych kmenti potravinaisky vyznamnych
bakterii a na zakladé¢ zpracovanych vysledkl diskutovat teoreticky predpokladany

inhibi¢ni efekt.
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1 FOSFORECNANY

Fosfore¢nany (PO,>), nebo-li fosfaty, jsou soli kyseliny trihydrogenfosforecné (HsPOy).
Fosfore¢nany nachazeji velmi rozmanité pouziti nejen v primyslu, ale jsou také dualezitou
komponentou veskeré zivé hmoty. V piirodé se vyskytuji v mnoha mineralnich soustavach
a plni rozhodujici ulohu v procesu fotosyntézy. Ve formé fosfore¢nych estert jsou soucasti
fosfolipidii, fosfoproteinti, nukleotidii a fady dalSich fyziologicky vyznamnych sloucenin.
Nekteré z nich, a to zejména jejich amonné slouceniny, se vyuzivaji jako hnojiva a ziviny
ve fermenta¢nich pudach. Z hlediska lidské vyZzivy jsou nepostradatelné. Klicovy vyznam
maji fosfore¢nany taktéz v potravinaiském priamyslu. Pfidavek fosfore¢nant K potravinam
umoznuje zlepSit jejich emulgacni vlastnosti a ptiznivé ovlivitluje dobu skladovani.
Polyfosfore¢nany s dlouhym fetézcem, Casto téz nazyvany linearni metafosforec¢nany,
vykazuji antimikrobni efekt, a proto je v poslednim desetileti soustiedéna pozornost na
jejich ptedpokladané inhibi¢ni GCinky wvuéi nékterym technologicky vyznamnym

mikroorganizmum [1, s. 132], [2, s. 638-644].

1.1 Chemicka struktura a nazvoslovi fosforeénanu

Chemie fosforu je nejen rozsahla, ale i pestra a prekracuje tradi¢ni hranice anorganické
chemie nejen pro sklon fosforu tvofit nescetné organické slouceniny, ale také pro fadu
Klicovych roli, které hraje v biochemii Zivych organizmi. Pievazna ¢ast fosforu (az 80 %)
je vlidském téle ulozena v kostech a zubech, zbytek je soustiedén v krvi a mékkych
tkanich. Fosfor je diky svym vlastnostem dulezity v mnoha procesech, napt. ptisobi jako
ochrana pro bunky tim, Ze posiluje bunécny obal, jinde slouzi jako doprovodna latka a
napomaha funkci hormonu. Denni spotieba fosforu u primérného jedince ¢ini 1,0 — 1,5 g

[1, s. 132].

Fosfor poprvé izoloval alchymista Hennig Brangt v roce 1699 - varem zahusSténou moc
destiloval pfi vysokych teplotdich za nepfistupu vzduchu. V ptirod¢ se fosfor vyskytuje
vyluéné¢ v podobé fosfore¢nant, tj. apatit, fosforit, apod. VSechny jeho mineraly
predstavuji ortofosfore¢nany, redukovany fosfidovy materidl se objevuje v Zeleznych
meteoritech. Pohyb fosforu prostfedim cirkuluje ve dvou biologickych cyklech a zahrnuje

predev$im masové vyuzivani fosfore¢nanovych hnojiv [2, s. 95], [3, s. 220-221].
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Kyselina fosforecnd je trojsytnd kyselina, kterd ve vodném roztoku snadno disociuje a
v dasledku pfitomnosti ionizovatelného protonu poskytuje tfi fady soli. V zavislosti na pH
roztoku se fosfore¢nany mohou vyskytovat ve form¢ dihydrogenfosfore¢nant (H,POy),
hydrogenfosfore¢nanti (HPO,%) a fosfore¢nanti (PO,¥). Podle struktury rozliSujeme
fosfore¢nany jednoduché, obsahujici jednotlivé PO,> skupiny, a fosfore¢nany
kondenzované s vazbami -O-P-O-P-O-. Kondenzované fosfore¢nany mohou byt linearni,
cyklické nebo rozvétvené. Soli, které obsahuji jednu skupinu PO,>, oznacujeme jako
ortofosforecnany. Pii vysoké teplot¢ monomery ortofosfore¢nanu kondenzuji a vytvareji
polymerni struktury. Kondenzaci dvou molekul fosfore¢nanu vznika pyrofosfore¢nan.
Polymeraci dvou a vice fosfore¢nanovych fetézct ziskame polyfosfore¢nany. Spojovanim
molekul fosforeénani mohou vznikat struktury linearni, prostorové vétvené, tzv.
ultrafosforeénany nebo metafosforeénany s uzavienymi cykly v fetézci [4, s. 1], [5, s. 725-

739].

Schéma disociace kyseliny trihydrogenfosfore¢né [6, s. 1]:
1) HsPO, + H,0 — H,PO, + H;0"

2) H,PO, + H,0 — HPO,* + H30"

3) HPO,* + H,0 — PO,> + H;0"

Fosfore¢nanovy iont ma strukturu ¢tyfsténu (viz Obr. 1). Centralni atom fosforu navazuje
Ctyfi totozné atomy kysliku. Formalni naboj iontu je 3. Konjugovanymi bazemi
fosfatového iontu jsou HPO,* (hydrogenfosfore¢nan) a H,PO, (dihydrogenfosfore¢nan).

Dihydrogenfosfore¢nan je konjugovanou bazi kyseliny trihydrogenfosfore¢né [7, s. 8].

Nazvoslovi fosfore¢nanti nejcastéji rozdélujeme do 4 zakladnich skupin. Prvni skupina je
na zakladé poctu aniontd a kationtd. Druhym rozdélenim dochazi k pojmenovani
fosforec¢nant podle pocétu vodikii a kationtti a tedy upifesnéni specifity dané soli. Tteti
systém pouzivaji mezindrodni organizace FAO/WHO. Zaklad tohoto systému spociva
Vv ¢iselném vyjadreni poctu kationtli, vodikli a atoml fosforu. Posledni systém zohlediiuje

charakteristické vlastnosti fosfore¢nani [7, s. 7].
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Obr. 1. Tetraedricka struktura fosforecnanového iontu [8]

1.2 Vlastnosti fosfore¢nani a jejich primyslova vyroba

1.2.1 Jednoduché fosfore¢nany

Primyslové jsou ve vyznamnych mnoZstvich vyrabény fosforeCnany sodné, draselné,

amonn¢ a vapenate.

Vsechny tii sodné fosfore¢nany (NaH,PO,, Na,HPO,, NazPO,) se pripravuji neutralizaci
kyseliny trihydrogenfosforeéné hydroxidem sodnym. Ochlazenim roztoku vykrystalizuje
piisluSny fosfore¢nan jako hydrat, ktery se néasledné separuje na odstiedivce. Kalcinaci
Vv rotaéni peci ziskame jejich bezvodé soli. NaH,PO, se vyuziva k apravé povrchu kovu a
rovnéz tvoii souéast kKyselych detergentli. V potravinaiském primyslu se vyuziva jako
stabilizator pH dzust a polévek. Na,HPO,; se pouziva jako prostiedek zabranujici
koagulaci bilkovin v pribéhu zahustovani nebo suseni mléka. NazPO, saponifikuje tuky, a

proto je jeho hlavni vyuziti jako pramyslovy ¢istici prostfedek pro stroje a lahve [4, s. 6].

Draselné fosfore¢nany jsou ve vodé 1€pe rozpustné nez odpovidajici soli sodné. Ptipravuji
se rovnéz neutralizaci kyseliny hydroxidem sodnym s naslednou ochlazovaci krystalizaci.
KH,PO, a K,HPO, se V potravinaiském pramyslu vyuzivaji jako mineralni pifisada do
dzust [4, s. 6].

Fosfore¢nany amonné se pfipravuji neutralizaci kyseliny fosfore¢né amoniakem s
naslednym odpafenim roztoku. Bezvodé amonné soli se vyuZzivaji jako hnojiva, hasici

prasky, piipadné pro nehoflavou tpravu textilu [4, s. 6].

Z vapenatych fosforecnanti se masoveé vyrabi Ca(H,PO,), a to jako bezvoda stl nebo

hydrat. Ptiprava spoc¢iva v neutralizaci kyseliny fosforecné CaO, CaCO3z nebo Ca(OH),
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(viz rovnice piipravy vapenatych fosfore¢nant). Vysledna hustd suspenze je nasledné
vysusena v rozprasovaci susarng. Ca(H,PO,), se vyuziva jako stabilizator mlécnych

vyrobku a jako mineralni ptisada do potravin [4, s. 6].
Rovnice ptipravy vapenatych fosforec¢nanti [4, s. 6]:

Hs;PO, + CaCO; —» CaHPO, + CO, + H,0

1.2.2 Kondenzované fosfore€nany

Kondenzované fosfore¢nanové soli se obecné piipravuji z jednoduchych fosfore¢nanti
alkalickych kovi vydélenim vody za vysokych teplot. VSechny kondenzované
fosfore¢nany jsou za laboratornich podminek rozpustné ve vod€. Vyssi kondenzované
fosfore¢nany reaguji jako soli silné jednosytné kyseliny a ve vodném roztoku disociuji na
fosfore¢nany jednoduché. Rychlost disociace je siln€ ovlivnéna teplotou a pH roztoku [4,
s. 7].

Cyklické fosforecnany, tzv. metafofosforecnany, pti vyssich teplotach v kyselych roztocich
hydrolyzuji nejprve na linedrni kondenzované fosfore¢nany, néasledné az na fosfore¢nany

jednoduché [4, s. 7].

Z kondenzovanych fosfore¢nani je vyznamny difosfore¢nan tetrasodny (Na,P,0;). Vyroba
spociva v nékolika krocich. V prvni fazi neutralizaci kyseliny fosforecné ziskdme roztok
dihydrogenfosfore¢nanu sodného, ktery nasledné vysuSime Vrozprasovaci susarné.

Bezvody Na,HPO, je potom kalcinovan [4, s. 7].

Trifosfore¢nan  pentasodny  (NasP3;O1) se vyrabi kalcinaci hydrogen- a
dihydrogenfosfore¢nanu sodného pfi teploté 300 az 550 °C dle rovnice [4, s. 6], [9, s. 3]:

2 Na,HPO, + NaH,PO, — NasP;04, + 2 H,0

Neutralizaci kyseliny fosfore¢né hydroxidem ziskame roztok smési fosfore¢nanli. Roztok
je nasledné vstiikovan do spalujici véze, kde se rychle susi a tuhd faze kalcinuje na
polyfosfore¢nan. Vyroba se uskuteiiuje jako jednostupiiovy ¢&i dvoustupiiovy proces

[4,s. 7], [10].

Tavenim reak¢ni smési dihydrogen- a hydrogenfosfore¢nanu sodného ve stechiometrickém
poméru vétsim nez 1:2 ziskdme smées kondenzovanych fosfore¢nanti. Délka jejich fetézce

je ovlivnéna reak¢énimi podminkami a naslednym zpracovanim taveniny [4, s. 7].
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Kondenzované fosfore€nany maji rozsédhlé vyuziti. Trifosfore¢nan pentasodny se vyuziva
Vv pracich prascich a detergentech, kde zmékcéuje vodu a zabrafiuje nasledné redepozici
slou¢enin alkalickych zemin na vlakna. V potravinaiském prumyslu se kondenzované
fosforeCnany vyuzivaji pii vyrobé tavenych syrd, suSeného mléka, ale i v masném
priamyslu (viz kapitola 1.4). V primyslu jsou kondenzované fosfore¢nany vyuzivany jako

stabiliza¢ni a dispergaéni ¢inidla pfi piipraveé pigmentti a emulsnich barev [4, s. 7].

1.3 Interakce fosfore¢nanu se sloZkami potravin

Fosfore¢nany mohou interagovat se slozkami potravin. Jedna se pfedevSim o interakce
mezi bilkovinnymi fetézci, v disledku ¢ehoz dochézi ke zméné pH, iontové sily
bilkovinného roztoku a v neposledni fadé¢ k chelataci kovovych kationtd. Fosfore¢nany se
mohou absorbovat na proteiny nebo reagovat s nabitymi skupinami v polypeptidech.
Vysledkem této interakce je tvorba pevnych komplexti a zména charakteristickych
vlastnosti dané¢ho proteinu, jako je hydratace, tvorba gelu nebo bobtnani. Dal$i mozZnosti

interakce a ovlivnéni vlastnosti slozek potravin je reakce mezi proteinovymi skupinami
[7].

V disledku mechanického napénéni bilkovinného roztoku jsou fosfore¢nany odpovédné za
rozvolnéni bilkovinnych fetézci a vzniku dvoufazového rozhrani plyn-kapalina.
Proteinové skupiny jsou orientovany smérem k vodné fazi, hydrofobni do faze plynné.
Interakce protein-fosforetnan hraje dulezitou roli v procesu denaturace proteintu
indukovanou vysokymi nebo nizkymi teplotami. Ucinnost fosfore¢nanii ovliviuje
predevsim doba jejich ptisobeni. Mezi nejvyznamnéjsi faktory ovliviiujici vysokoteplotni
modifikaci proteinu patii pH média, stupenn hydratace proteinu ¢i ptitomnost jinych iontd
[7].

V potravinaiském primyslu se mohou nékteré druhy fosforeCnani pouzivat k zesileni
ucinkil antioxidantd, jako je napiiklad butylhydroxyanisol (BHA), butylhydroxytoluen
(BHT) ¢i propylgalat (PG) [7].
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1.4 Fosforenany v potravinach

Fosfor je obsazen ve vét§iné potravin v mnozstvi nad 100 mg.kg'l. Vyjimku pfedstavuji
rafinované tuky, kde je obsah fosforu jen stopovy. Bohaty zdroj fosforu ptedstavuji ofechy,

syry a ostatni mlécné vyrobky.

Obsah fosforu ve vybranych potravinach shrnuje Tab. 1 [11, s. 465].

Tab. 1. Obsah fosforu ve vyznamnych potravindach a potravinovych surovin [11]

Maso veprové 1300-2200
Maso kufeci 1200-2500
Maso hovézi 1200-2000
Ryby 1900-3900
Syry 2900-8600
Vejce slepici 2100-2200
PSenice 3000-4100
Chléb celozrnny 1800-2000
RyZe loupana 770-1200
Séja 2900-7900
Vlasské orechy 4300-5100
Brambory 320-580

Rajéata 210-260

Obsah fosforu muize byt vnckterych potravinach zvySen nad pfirozenou hladinu
pouzivanim potravinaiskych aditiv na bazi soli polyfosforecnych kyselin nebo soli kyseliny
trihydrogenfosfore¢né. Nejéastéji se pouzivaji polyfosforeénany sodné a draselné, zejména
dihydrogenfosfore¢nan disodny. Seznam sloudenin fosforu, které l1ze v Ceské republice

pouzivat, je uveden v Tab. 2 [11, s. 465].
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Tab. 2. Seznam sloucenin fosforu pouzivanych v CR pro nékteré druhy potravin
[12, s. 381].

E 338 Kyselina fosfore¢na

E 339 Fosfore¢nany sodné: dihydrogenfosfore¢nany sodny,

dihydrogenfosfore¢nan disodny, fosfore¢nan sodny

E 340 Fosfore¢nany draselné: dihydrogenfosfore¢nan draselny,

dihydrogenfosfore¢nan didraselny, fosfore¢nan draselny

E 341 Fosfore¢nany vapenaté: dihydrogenfosfore¢nan vapenaty,

hydrogenfosfore¢nan vapenaty, fosfore¢nan vapenaty

E450 Difosforecnany: dihydrogendifosforecnan disodny, hydrogendifosfore¢nan
trisodny, difosfore¢nan sodny, dihydrogendifosforecnan didraselny,
difosfore¢nan draselny, difosfore¢nan draselny, dihydrogendifosfore¢nan

vapenaty

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

E452 Polyfosfaty: polyfosfat sodny, polyfosfat draselny, polyfostat

sodnovapenaty, polyfosfat vapenaty

Pridavek fosfore¢nani K potravinam ovliviiuje hydrataci bilkovin a polysacharidi a jejich
koloidni vlastnosti. Vyuzivé se ke zvyseni vaznosti vody v nékterych mastnych vyrobcich a
zajistuje vhodnou texturu u tavenych syrd. Kyselina fosfore¢na se Casto pouziva jako
okyselujici latka pro nealkoholické napoje (napt. Coca-colu) a polyfosfore¢nany jako
¢ifidla piva a vina. U napojt balenych v plechovkéch fosfore¢nany zpomaluji korozi obalu

[11, s. 467-469], [13].

Fosfore¢nanova potravinaiskd aditiva jsou nejedovatd, v piislusSném mnozstvi v
potravinach pro vSechny skupiny lidi, zdravi neskodna. Pti naduzivani fosfore¢nanti mtze
dojit k vyluCovani vapenatych iontii z téla a nasledné k jejich nedostatku. V nékterych

pripadech drazdi oc¢ni sliznici a kuzi. V ptipadé vdechnuti vétSiho mnozstvi mohou
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fosfore¢nanové soli zpusobovat podrazdéni dychacich cest. Pfi poziti mohou vyvolat

zazivaci problémy [14].

1.4.1 Tavené syry

V technologii vyroby tavenych syri nasly fosfore¢nany uplatnéni jako emulgacni Cinidla.
Hlavni surovinou je pfirodni syr, piisadami tavici soli, smetana, maslo, tuky, podmasli a
dalsi ochucujici latky. V bézné praxi se pti taveni pridavaji k pfirodnim syram tavici soli,
které v kratkém Case rozpoustéji a zamezuji jejich vysraZeni tim, Ze ze syra vazi urcity
podil vapniku. Principem vyroby tavenych syrii je vyména vapenatych kationtd v potraviné
sodnymi, ptipadné draselnymi, za kationty tavicich soli. Tim je omezena vazba vapenatych
kationtd na mléénou kyselinu a zahfevem je mozné dosahnout krémové konzistence bez
nezadouci koagulace. Tavici soli ovliviiuji ve finalnim vyrobku rozsah vymény vapenatych
iontd, mimo jiné i pH, krémovani, barvu, chut’, konzistenci i trvanlivost. Obsah soli ve
finalnim produktu nesmi presahnout 3 %. Jako tavici soli se pouzivaji draselné a sodné soli
kyseliny fosforecné nebo citronove, od roku 1929 se zacaly vyuzivat polyfosfore¢nany. Pro
vyrobu roztiratelnych syri se obvykle vyuzivaji fosfore¢nany o pH 6,0-6,3. Nejvice
uplatnované polyfosfore¢nany jsou produkty kondenzace ortofosfore¢nani v linearni
formé¢. Pfi vybéru druhu tavici soli zaleZi na typu suroviny, jeho struktuie a zralosti [15],

[16], [17, s. 91], [18].

1.4.2 Pekaiské vyrobky

Pridavek fosfore¢nanu vapenatého do mouky nebo tésta podporuje kvasné procesy a tim i
biologicky kypfici efekt. Za tcCasti mikrobialnich enzymut probihaji v dusledku
metabolické aktivity bun€k kvasinek chemické piemény latek organickych, obvykle
sacharidd a vznikaji latky energeticky chudsi nebo se nové latky syntetizuji. Pro kvasinky
je fosfor také jednim z biogennich prvki, které jsou pro riist a mnozeni kvasinek nezbytné.
V bunice kvasinek stimuluje enzymy, aminokyseliny a tim vyrazn¢ pfispiva k jejich rastu a
mnozeni [19, s. 148-154], [20].

1.4.3 Ryby

Pridavek polyfosforecanii zajiSt'uje Cerstvost a Stavnatost rybiho masa. U kvalitnich ryb,

fadn¢ zmrazenych a nasledn¢ udrzovanych pii mrazirenskych teplotach, snizuji mnozstvi
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vypuzené vody svalovinou a tim se vyrazné podileji v zachovani retence vody v proteinech.
Po rozmrazeni udrzuji optimalni vlastnosti svaloviny. Navazani polyfosfore¢nani na
proteiny zlepSuje vzhled a vlastnosti porcované svaloviny. Zapfiinuji zménu barvy z
typicky hnédé na bilou s modrym odstinem. Rybi svalovina prosycena polyfosfore¢nany je
vhodna pro ptipravu tvarovanych rybich produkti. Na povrchu ofezi vytvaii zmazovatélou
vrstvu, ktera béhem nasledného formovani zabranuje deformaci svaloviny, ktera by mohla
negativné ovlivnit vytéZznost masa. Pridavek polyfosfore¢nani Vv nadbytecné mite

vvvvv .

zapri¢inuje zhorSeni textury, chuté, a negativné ovlivituje trvanlivost [21].

1.4.4 Masné vyrobky

Pouzivani fosfore¢nanu je vsoucasné dobé povoleno ve vSech masnych vyrobcich.
Nejvyssi povolené mnozstvi &ini 5 g.kg™, které je prepocitavano jako P,Os. V praxi se
davkovani fosfore¢nanovych soli u tepeln¢ opracovanych mastnych vyrobkd pohybuje
v rozmezi od 2-3g na kilogram masa a tuku. Pfi vyrob¢ se pouzivaji prosttedky v praskové
nebo kapalné formé. Uginek jejich ptisobeni v masnych vyrobcich zavisi na délce
bilkovinného fetézce, hodnoté¢ pH a vazbé nékterych kovovych aniontd. Hlavni funkce
fosforeCnant spociva v obnoveni hydratacni kapacity masa po pordzce. Proniknutim
fosfore¢nani do svalové tkdné dojde k ovlivnéni elektrostatickych interakci mezi aktinem
a myozinem. Pohlcovanim soli masem pfispiva k zpevnéni téchto interakci, coz vede k
zeslabeni soudrznosti mezi vladkny. Sul v dile vyvolava odpudivy efekt a vysledkem je
rozsifeni sit€ mezi vlakny. Vlakna aktinu se méni na tenkou vrstvu nabobtnalych struktur.
Vladkna myozinu tvoii dlouhé trojrozmérné prostorové sit€¢ s dodate¢né nahromadénou a

navazanou vodou.

Fosforecnany se v masnych vyrobcich mohou rovnéz uplatiiovat jako dobré chelatacni
¢inidla. Dodavaji vyrobkiim ptirodni chut' a stavnatost, rovnéz zarucuji stabilitu jakosti

[22], [23].

1.5 Fosforeénany a legislativa

Do primyslové vyrabénych potravin se bézné z technologického divodu ptidavaji latky,
které prodluzuji trvanlivost potravin, zvyraznuji nebo obnovuji barvu potravin, zvysuji

nebo reguluji kyselost. Podle platné legislativy se piidatné latky mohou ptiddvat do
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potravin pfi jejich vyrobé, baleni, piepravé nebo skladovéni, ¢imz se samy stavaji nebo se

mohou stat soucasti potraviny [24].

Pridatné latky povolené pii vyrobé potravin, potraviny a skupiny potravin, v nichz se
mohou ptidatné latky vyskytovat, musi dle vyhlasky 4/2008 Sb. spliiovat tyto podminky a
Ize je pouzit [25]:

e jen pii vyrob¢ potravin, pro které jsou urceny,

e maximalné do hodnoty nejvyssiho povoleného mnozstvi (NPM),

e pouze VvV nezbytné nutném mnozstvi potiebném k dosazeni zamySleného
technologického ucinku,

e pouze pokud je prokazana technologicka potieba jejich pouziti,

e pokud v pouzitém mnozstvi neptedstavuji riziko pro spotiebitele,

e ke zvySeni trvanlivosti potraviny nebo zlepSeni jejich organoleptickych vlastnosti.

Kazdé pridatna latka nesouci oznaceni ,,E* kodu prosla dikladnym ovérovacim postupem,
na jehoz zakladé je udéleno povoleni k pouzivani pii vyrob& potravin za piesné
definovanych podminek. Povoleni je vzdy specifické pro uréité druhy nebo skupiny
potravin. Soucasti schvalovaciho postupu jsou specifické toxikologické testy, kterych se
ucastni akreditované laboratofe. Problematikou aditiv v potravinach se zabyva Codex

Committee on Food Additives and Contaminants (CCFAC) [24], [26].

Pouziti fosforecnani je upraveno, stejné jako u ostatnich pfidatnych latek uzivanych v
potravinafstvi, vyhlaskou Ministerstva zdravotnictvi ¢. 4/2008 Sb., kterou se stanovi druhy
a podminky pouziti pfidatnych latek a extrakénich rozpoustédel pii vyrobé potravin (viz.

Tab. 3) [25].
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Tab. 3. Nejvyssi povolené mnozstvi kyseliny fosforecné a fosforecnanu pridavanych do

potraviny nebo skupin potravin [25].

E 338 ‘ ) 700
Kyselina fosforeend Ochucené¢ nealkoholické napoje
E 339 UHT mléko 1 000
Fosfore¢nany sodné Proslazené ovoce 800
Zahusténé mléko do 28 % susiny 1 000
E 340 Pasterovana, sterilovana a UHT 5000
Fosforecnany draselné smetana
Napoje pro sportovce 500
Néapoje na bazi kavy 2 000
E 341 Instantni Caje 2 000
FosforeCnany vapenaté  Masné vyrobky 5000
Tavené syry 20 000
Sual 10 000
E 343 Zmrzliny 1000
Fosforecnany horecnaté  Praskové smési 7 000
Téstoviny 2000
Vyrobky z brambor 5000
E 450 Difosfore¢nany Polévky a vyvary 3000
Surimi 1000
Obilné snidan¢ 5000
E 451 Trifosfore¢nany Pasty z ryb a korysu 5000
Cukrovinky 5000
Zmrazeni m&kkysi a korysi 5000
E 452 Polyfosforeénany = Mouckovy cukr 10 000
Tekuté vejce 10 000
Emulgované tuky 2 000
Aromata 40 000
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Fosforecnany sodné se v potravinafstvi znacéi ciselnym kodem E 339. Predstavuji
ortofosfore¢nany nebo monofosforecnany (dihydrogenfosfore¢nan sodny,
hydrogenfosfore¢nan disodny, fosfore¢nan trisodny). V potravinaiském pramyslu se
pouzivaji jako emulgatory, stabilizatory a tavici soli. Pii vyrobé nealkoholickych napoji se
vyuzivaji v podobé sypkych smési a jejich hlavni funkci je uprava kyselosti. Zabranuji
nezadoucim reakcim kovi v potravinach. PouZivaji se pifi vyrobé tavenych syrl, masnych

vyrobkl a napoju [27], [28].

Fosforecnany draselné (E 340) maji obdobnou funkci jako jejich sodné soli. Rovnéz se
uplatiiuji jako emulgacni nebo stabilizacni Cinidla, odstranuji nezadouci ucinky kovi,
Vv sypkych smésich upravuji kyselost. Pfi vyrobé mastnych vyrobki vazi vytékajici stavy.
Jejich uplatnéni nalezneme taktéz v lékafstvi, kde se vyuzivaji k tpravé pH moci [29],

[30].

Fosfore¢nan hotfecnaty, neboli E 343, se vyuziva jako latka upravujici pH nebo jako
stabilizator. Vykazuje protispékavé vlastnosti. Do potravin se pfidava jako zdroj hot¢iku

[31], [32].

Fosfore¢nan vapenaty (E 341), lze uzit jako stabilizator, protispékavou a Kypriici latku.
Tuto sl nalezneme v pekatskych a cerealnich vyrobcich, v kofenicich smésich, v Zelé a
syrech. Pti vyrobe¢ sterilované zeleniny piisobi jako rosolotvorna latka a ma tedy zpeviujici

ucinky. Odstranuje nezadouci ucinky kovu a zlepsuje kvalitu tésta [33].

Fosfore¢nany amonné (E 342) jsou latky vyrabéné z amoniaku a kyseliny fosfore¢né.
Vykazuji zlepSujici u€inky na kvalitu mouky, pouZzivaji se jako regulatory kyselosti. V EU

nejsou jako potravinova aditiva povoleny [34].

1.6 Vliv fosforeénanii uzivanych v potravinaistvi na lidsky organizmus

Doporucené denni davky fosforu jsou 300-500 mg pro déti do 1 roku, 800 mg pro déti do
10 let a 1200 mg pro dospélé. Téchto davek je pii bézném sloZeni stravy bez problému
dosazeno. Télo dospélého ¢loveka obsahuje asi 400-800 g fosforu, pticemz 85 % z tohoto
mnozstvi se nachazi v kostech a zubech. Jak jiz bylo feceno, fosfor jako esencialni prvek
vystupuje v zivé hmoté viadé funkci, jednd se zejména o funkce stavebni, funkce v

energickém metabolizmu a dale funkce regula¢ni, aktiva¢ni a katalytické [11, s. 467].
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1.6.1 Resorpce fosforu

Fosfor je resorbovén v tenkém stievé prevazné ve formé HPO,”. Resorpce a vyuZitelnost
fosforu je silné zavisla na obsahu vapniku v krvi. Je-li jeden z téchto prvku pfitomen ve
velkém nadbytku, zvysi se exkrece druhého. Stupen resorpce fosforu ovliviiuje slozeni
stravy, vék a zdravotni stav konzumenta. Novorozenci resorbuji z matetského mléka
85-90 % fosforu, z kravského mléka je stupeni resorpce nizsi, asi 65-70 %. Nejlépe se
resorbuji  soli a estery kyseliny trihydrogenfosfore¢né, piipadné soli kyseliny
hydrogenfosfore¢né. Polyfosfore¢nany vykazuji resorpci snizenou [11, s. 467-469], [35, s.
7].

1.6.2 Kyselina fytova

Fytova kyselina je esterem myoinositolu a kyseliny fosfore¢né. Vyskytuje se v tadé
dulezitych plodin, zejména v obilovinach, lusténinach a olejninach. Fytatovy fosfor ma
snizenou biologickou vyuzitelnost, nebot’ je schopen tvofit komplexy s riznymi kationty.
Vazba iontu je ovlivnéna jeho koncentraci, koncentraci kyseliny fytové, hodnotou pH a
piitomnosti dalSich ionti. Pevna vazba ionti kovli kyselinou fytovou sniZuje jejich
vstiebavani. Afinita kyseliny fytové viici kationtim klesa v tomto poradi: Cu®*, Zn*, Co*,
Mn?*, Fe®*, Ca®". Nedostatek zinku vede k retardaci rastu, nedostatek zeleza zpisobuje
anémii [11, s. 468-469].

V souvislosti s rostouci oblibou cerealnich piesnidavek, séjovych bobu a ofisku, je nutno
zdlraznit, ze vyznam pusobeni kyseliny fytové na mineralni metabolizmus ¢lovéka roste.
Zdravotni komplikace mohou nastat napi. u vegetarianti, zejména bylo-li maso nahrazeno
sojovymi produkty, které jsou na kyselinu fytovou bohaté. Z toho diivodu se vegetarianstvi

nedoporucuje u t¢hotnych a kojicich Zen a u déti [11, s. 468-469].

Kyselina fytova plni i ¢etné biologické funkce. Potlacuje tvorbu reaktivnich radikald,
uplatiiuje se jako antikarcinogen a rovnéz ma také schopnost snizovat krevni cholesterol.

Kyselina fytova je schopna vazat také kationty tézkych kovu [11, s. 468-469], [36].

1.6.3  Nedostatek a piebytek fosforu

Deficit fosforu je extrémné vzacny, jelikoz fosfor je z potravy pomérné snadno dostupny.

Nedostatek fosforu se obvykle projevuje zvracenim, nevolnosti a prijmem. Zvlastni situaci
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predstavuje hypofosforémie u dlouhodobé tézce podvyzivenych jedincd. Jestlize dojde
K intenzivni vyzivové obnové nemocného a je vyznamné zvySen pfivod energetickych
zdrojli, zejména cukrti a bilkovin, spotfeba fosforu se v organizmu vyrazné zvysi a
nedostatek fosforu se projevi vznikem akutnich pfiznakli. To ma za nasledek poruchy,
které jsou soustfedény do nasledujicich ptiznaki: dechové poruchy, poruchy perifernich
nervii (mravenceni, pfechodné obrny), poruchy funkce centralniho nervového systému
(zmény chovani, deprese, agresivita a ob¢as dezorientace a zmatenost) [37], [38].

Nadmérny privod fosforu se neprojevuje zvlast’ akutnimi pfiznaky. Zvyseny ptisun fosforu
se projevuje vétsSinou u zen, které odmitaji mlééné produkty a mléko. Tyto Zeny maji
chronicky zvysené hladiny parathormonu, dochazi k zmenSovani kostni hmoty, vznika
zvysSené riziko zlomenin, zejména v piipadé, kdy strava obsahuje relativné maly obsah

vapniku a nadmérné mnozstvi fosforu [37], [38].
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2 VLIV FOSFORECNANOVYCH SOLI NA MIKROBIALNI
POPULACI

2.1 Antimikrobni u¢inky fosfore¢nant

Antimikrobni ucinek fosforeénanti je chapan jako jejich vedlejsi efekt aplikace
V potravinach. Inhibi¢ni ucinky fosforecnanovych soli jsou popisovany piedevSim u
grampozitivnich bakterii, nékterych mikromycet a kvasinek. U grampozitivnich bakterii je
inhibicni efekt zavisly na kondenza¢nim stupni (délce fetézce) fosforecnant.
Fosfore¢nanové soli s dlouhymi fetézci vykazuji lepsi inhibi¢ni efekt nez fosfore¢nanové
soli s kratkymi fetézci. Tato vlastnost souvisi s odliSnou strukturou bunécné stény a
schopnosti polyfosfore¢nanii vychytavat dvojmocné kationty (Ca?* a Mg?"), které jsou
esencialni pro udrZeni integrity bunééné stény grampozitivnich bakterii tim, ze vytvafeji
pficné vazby mezi molekulami teikoovych kyselin bunétné stény, pficemz dochazi ke
ztraté osmoregulace a poruseni semipermeability cytoplazmatické membrany. V dusledku
tohoto procesu dochazi k potlateni metabolickych funkci vyplyvajicich z uniku substratu.
Fosfore¢nany mohou rovnéz zamezit kli¢eni spor a tvorbé septa pii déleni bunék (napf. u
Bacillus cereus). Antimikrobni u¢inek je do zna¢né miry ovlivnén hodnotou pH daného
média. Vyvoland zména pH, ktera je indukovéna piidavkem fosfore¢nanu, mize ovlivnit

sekvestra¢ni schopnosti [39, s. 9], [40], [41].

Se zvysujici se hodnotou pH roste i tvorba komplext fosfore¢nant s dvojmocnymi ionty.
Fosfore¢nany, které vykazovaly v zivném médiu alkalickou reakci, maji zvySenou
inhibi¢ni kapacitu. Oproti tomu nizké hodnoty pH zpisobuji protonizaci vazebnych mist,
v dasledku ¢ehoz dochazi K pozitivnimu sekvestracnimu ac¢inku. Naproti tomu inhibi¢ni
ucinek fosfore¢nani miZze byt potlacen plisobenim zvySené teploty, kterd vyvolava jejich
hydrolyzu. Neékteré bakterie jsou rovnéz vybaveny enzymy, které jsou schopny
fosfore¢nany hydrolyzovat. Tepelné¢ neupravené potraviny disponuji aktivni fosfatazou
schopnou $tépit fosfore¢nanové soli na niz§i podjednotky a zbavovat je tak inhibi¢nich
ucinkd. Zahifevem dochazi K jejich inaktivaci, proto je pro maximalizaci inhibi¢nich
uc¢inkt fosfore¢nantt doporuc¢ovano, aby ihned po jejich podani do potravin byl proveden

tepelny zahtev [39, s. 9].
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2.2 Pisobeni fosforeénanii na strukturu bunky

Zakladem bunééné stény grampozitivnich i gramnegativnich bakterii je peptidoglykan
(murein), ten se skldda ze dvou typi monomernych aminosacharidovych jednotek, tj.
NAM  (kyseliny N-acetylmuramové) a NAG (N-acetylglukbzaminu). Linearni
polysacharidova vlakna jsou spojena [-(1,4)-glykosidickou vazbou a navzajem zesitovana
kratkymi peptidy. Grampozitivni bakterie disponuji silngjsi vrstvou peptidoglykanu, ktery
je navic prostoupen teikoovymi kyselinami. Gramnegativni bakterie pak, na rozdil od
grampozitivnich, obsahuji vngj$i membranu (fosfolipidovou dvojvrstvu). Do této
membrany jsou zaclenény lipopolysacharidy a lipooligosacharidy, které plni twlohu

endotoxinu [42], [43].

Fosfore¢nany pravdépodobné plsobi v misté fetézcu teikoovych kyselin. Molekula
teikoové kyseliny je bohata na fosforecnanové skupiny a tvofi hustou sit’ negativnich
naboji na povrchu bun&tné stény grampozitivnich bakterii. V disledku pozitivnich
elektrostatickych interakci je teikoova Kyselina schopna navazovat jedno- i dvoumocné
kationty kovii. Navazanim vapenatych ¢i hofeénatych iontd dochazi bezprostfedné
k zastaveni tvorby membranovych struktur a potencialnimu poruseni integrity bunky (viz.

kapitola 2.1) [44], [45].
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Obr. 2. Struktura bunécné stény grampozitivnich bakterii [46]
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2.3 Vybrané skupiny technologicky vyznamnych mikroorganizmii

V nasledujici kapitole budou blize charakterizovany vybrané technologicky vyznamné
mikroorganizmy. Nize uvedeny oddil je zaméfen na bakterie, které byly vyuzity pfi praci

na praktické ¢asti mé diplomové prace.

2.3.1 Rod Clostridium

Rod Clostridium je velmi rozsahly a z potravinaiského hlediska velmi dulezity. Klostridia
zahrnuji grampozitivni, sporulujici bakterie rostouci za anaerobnich podminek. Diky
tvorbé enzymii (peroxiddza, kataldza apod.), které neutralizuji kyslikové a peroxidové
radikaly, jsou nékteré druhy schopny tolerovat mald mnozstvi kysliku (C. perfringens,
C. histolyticum, C. tertium apod.). Vegetativni formy téchto bakterii maji tvar tyCinek a
vétSinou jsou diky peritrichdlné ulozenym bi¢ikiim pohyblivé. Charakteristickou vlastnosti
je tvorba ovalnych ¢i kulatych endospor, které dlouhodobé piezivaji v zemédélsky
obd€lavané puade. Spory jsou vysoce rezistentni vici nepiiznivym podminkdm zevniho
prostiedi, ale i riznym druhtim dezinfek¢nich latek. Jejich umisténi ve sporangiu je pro
rizné druhy typické. Nekteré druhy rodu Clostridium produkuji velmi G¢inné toxiny
(C. botulinum, C. tetani, C. perfringens), schopny vyvolat onemocnéni ¢lovéka i zvifat.
Nejcastéji se jedna o neurotoxikozy, sepse a nekrotizujici infekce meékkych tkani [47, s.

145-146], [48, s. 271].

Ne&kterd klostridia se vyuZzivaji v primyslu jako producenti primyslové dilezitych
substanci (organické kyseliny, enzymy apod.). V syraiském primyslu se za nezadouci
projev povazuje sacharolyticka ¢innost nékterych druhd klostridii, v dusledku které
dochdzi k dufeni syra, pfipadné tvorbé nepiijemné péachnoucich sloucenin (predevSim

mastnych kyselin) [49, s. 112], [50, s. 50-54].

Bakterie Clostridium perfringens byla objevena roku 1891. Vyskytuje se jakou soucast
normalni stfevni mikroflory u zvifat (hovézi dobytek) i lidi. Nepfimou i pifimou
kontaminaci pudy fekaliemi hospodafskych zvifat se muze tento mikroorganizmus dostat
do potravin a u konzumenti vyvolat alimentarni intoxikace. Vegetativni burniky se spolu s
potravinou dostavaji do zazivaciho traktu, kde dochdzi k jejich pomnozeni, sporulaci a

tvorbé enterotoxinu [51, s. 510].
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Obr. 3. Clostridium botulinum pod elektronovym mikroskopem — zvétseni x8000 [52]

2.3.2 Rod Enterococcus

Rod Enterococcus nalezi do celedi Enterococcaceae. Mikroskopicky se jedna o
grampozitivni, ovalné koky uspotadané ve shlucich nebo kratkych fetizcich. Enterokoky
jsou fakultativné anaerobni, katalaza negativni, ale mohou vykazovat pseudokatalazovou
aktivitu a davat tak pozitivni vysledky. Kultivacné jsou enterokoky nenaro¢né, na krevnim
agaru rostou v drobnych Sedobilych koloniich s celistvym okrajem 0 velikosti asi 1 mm.
Nekteré druhy enterokokt produkuji zluty pigment (E. mundtii, E. flavescens). Rostou v
ptitomnosti 6,5 % NacCl, pii pH 6,9 a v teplotnim rozmezi 10 °C — 45 °C. Enterokoky jsou
prirozenou slozkou sttevni mikroflory, vyuzivaji se jako startérové kultury fermentovanych
mastnych vyrobkl, jsou rovnéZ bé&znou soucdsti rostlinnych potravin. Jejich zvysSeny
vyskyt v potravinach mize poukazovat na nedostate¢nou sanitaci vyrobniho zafizeni [51, s.

140-143].

Enterococcus faecalis byl izolovan z feces ¢loveéka a teplokrevnych zivocichd. E. faecalis
tvoti ovalné bunky uspotfadané v parech a v kratkych ftetizcich. Na polotuhych ptidach
tvoii hladké smetanové kolonie. Nepohyblivé koky E. faecalis disponuji fermentativnim
metabolizmem. Glukézu rozkladaji na L(+) izomer kyseliny mlé¢né. Optimalni rastova
teplota pro kultivaci je 37 °C. E. faecalis je ¢astym puvodcem infekci mocovych cest, ale

také gynekologickych zanéta [51, s. 141, 38].
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Obr. 4. Enterococcus faecalis na médiu Slanetz-Bartley [53]

2.3.3  Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus je nejrozsahlejsi ze skupiny bakterii mlééného kvaseni zahrnujici okolo
214 druhd a poddruht. Fylogeneticky patii rod Lactobacillus do kmene Firmicutes, tridy
Bacilli, fadu Lactobacillales a celedi Lactobacillaceae. Mezi probiotické bakterie rodu
Lactobacillus fadime zejména tyto druhy: Lb. acidophilus, Lb. brevis, Lb. casei, Lb. lactis,

Lb. paracasei, Lb. plantarum, Lb. reuteri, Lb. sakei, Lb. salivarius [54].

Bakterie rodu Lactobacillus nalezi mezi grampozitivni, nepohyblivé, nesporulujici
mikroaerofilni, pfipadn¢ fakultativn€é anaerobni, tyCinky disponujici anaerobnim
metabolizmem. Laktobacily maji pomérné vysoké nutriéni pozadavky na rist a
rozmnozovani. Upfednostiiuji mezofilni az mirn¢ termofilni teploty s horni ristovou
hranici 40 °C. Nékteré kmeny (Lb. plantarum, Lb. sakei atd.) jsou schopny rastu i pii
nizkych teplotach blizkych k bodu mrazu. Obecné jsou laktobacily acidotolerantni az
acidofilni. Pfi fermentaci sacharidi tvorbou kyseliny mlé¢né snizuji kyselost prostiedi az
pod hranici pH 4,0. Kyseliny mlééna a octovad jsou v kyselém prostiedi témét
nedisociovatelné a spolu snizkou hodnotou pH potlacuji rist nezadoucich

mikroorganizmu v prosttedi [47, s. 136-137,1], [51, s. 150-153].

Na taxonomii rodu Lactobacillus 1ze pohlizet z ruznych hledisek. Podle kone¢ného

produktu fermentace sacharidi je rod Lactobacillus rozdélen do tii skupin [55]:

e Obligatné heterofermentativni

e Obligatné homofermentativni
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e Fakultativné heterofermentativni

Obligatné¢ heterofermentativni laktobacily fermentuji hexdézy na kyselinu mlécnou,
octovou a CO,. Pentdzy fermentuji na kyselinu mléénou a octovou. Zastupci jsou

napiiklad Lb. brevis, Lb. fermentum [55].

U obligatné homofermentativnich laktobacilli dochazi k fermentaci hex6z vyhradné na
kyselinu mlé¢nou (>90%) podle Embden-Meyerhof-Parnasovy metabolické drahy. Mezi
zastupce této skupiny patii druhy Lb. helveticus, Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii [55].

Fakultativné heterofermentativni laktobacily fermentuji glukdézu a ostatni hexdzy na
kyselinu mlé¢nou nebo smés kyseliny mlécné, octové, mravenci a etanolu podle Embden-
Meyerhof-Parnasovy metabolické drahy. Pentézy fermentuji pomoci indukovatelné
fosfoketolazy. Tato skupina zahrnuje napi. druhy Lb. casei, Lb. plantarum nebo Lb.

rhamnosus [55].

V ptirod¢ se laktobacily nachazeji na povrchu neporusenych rostlin a spolu s ostatnimi
bakteriemi mlécného kvaSeni maji velky vyznam pii vyrob¢ rostlinnych fermentovanych
produktii. V této souvislosti byly nejCastéji izolované a identifikované kmeny Lb.
plantarum, Lb. brevis, Lb. fermentum. Laktobacily jsou rovnéz pfitomny v mléce, kde
vyvolavaji pfirozené kysani, dale pak v masnych a mléénych produktech. Laktobacily jsou
soucasti normalni Gstni flory, gastrointestindlniho traktu a vaginy. Mohou byt spojovany
jako ptvodci novorozeneckych meningitid, abscesii pfipadné endometritid (Lb.

acidophilus) [47, s. 150-153], [51, s. 136-137].

Obr. 5. Lb. delbruecki a Lb.casei - morfologie bunéek [56]
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2.3.4 Rod Lactococcus

Rod Lactococcus, jinak také mlééna skupina rodu Streptococcus, zahrnuje druhy a
poddruhy Lactococcus lactis, Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp.
cremoris, Lactococcus lactis ssp. hordniae, Lactococcus lactis ssp. tructae, Lactococcus
raffinolactis, Lactococcus garvieae, Lactococcus plantarum, L. piscium, L.

chuangangensis, L. formosensis, L. fujiensis [57].

Laktokoky patifi mezi technologicky nejvyznamnéjsi mikroorganizmy, které se Vv
celosvétovém meéritku podileji na obrovském mnozstvi fermentacnich procesi a po staleti
jsou tyto bakterie vyuzivany k vyrobé potravin a krmiv, nové i potravinovych doplnka a
1éCiv (v pfipad¢ probiotickych kment). V soucasné dobé ma vyuziti startérovych kultur
vyznam pii vyrobé syru, jako syraiské a smetanové kultury. Z potravinaiského hlediska je
dulezitym faktorem jejich autolytickd ¢innost. V prubéhu zrani syri dochazi k produkci
exopolysacharidi a diacetylu, coz ma v kone¢ném dusledku vliv na chut, viini a jejich
texturu. Prumyslové vyuzivané kmeny musi byt schopné odolavat extrémnim podminkam
jako vysoka teplota, pH, osmoticky tlak apod. Lactococcus lactis spp. lactis je obecné vice
odolny vuc¢i vnéjSim podminkdm neZz poddruh cremoris, a to s ohledem na zvySenou

teplotu a koncentraci NaCl [51, s. 136-140], [58].

Rod Lactococcus zahrnuje grampozitivni, nesporulujici bakterie S optimalni rustovou
teplotou kolem 30-38 °C. Laktokoky disponuji striktné fermentativnim metabolizmem, kde
hlavnim produktem fermentace sacharida je L(+) kyselina mlé¢na. Optimalni pH pro rust a
produkci laktatu je v blizkosti pH 6. Zastupci rodu Lactococcus jsou fakultativné

anaerobni s diagnosticky negativni katalazou [51, s. 136-140], [55].

Zdrojem mikrobu jsou mlécné vyrobky, rostliny a suSené potraviny rostlinného ptivodu.

Nepovazuji se za patogeny zvitat ani ¢loveéka [58].

Lactococcus lactis ssp. lactis je v mlékarenském prumyslu nejrozsitenéjSim
mikroorganizmem. Jako soucast ,Cistych mlékarskych kultur se vyuziva k vyrobé
nékterych kyselych mlék, zakysanych smetan a na vyrobu vSech druhu syru [51, s. 136-
140].

Tyto bakterie tvoii kokovité nebo ovalné bunky a vyskytuji se v parech nebo dlouhych
fetizcich. Na polotuhych ptudach tvoti drobné mlééné kolonie. Pro svij rist v syntetickém

médiu vyzaduje pfitomnost vitamint skupiny B, aminokyselin, octanu, oleatu nebo lipoatu.
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Optimalni teplota pro kultivaci Lactococcus lactis ssp. lactis je 30 °C, pfi teploté 45 °C je
jich rust zastaven. Homofermentativnim metabolizmem §tépi sacharidy (laktozu, glukozu,
maltézu) na L(+) kyselinu mlé¢nou. Sacharézu nefermentuji nebo jenom v nepatrné mite.
Nestépi kyselinu citronovou, netvoii diacetyl, acetoin ani CO,. N¢které kmeny poddruhu
Lactococcus lactis ssp. lactis produkuji bakteriocin nisin, ktery inhibuje rozvoj fady
grampozitivnich bakterii, zvlasté anaerobnich sporotvornych, jako jsou klostridia v

tavenych syrech [51, s. 136-140], [55].

Kmeny poddruhu Lactococcus lactis ssp. cremoris byvaji vétSinou izolovany soucasné
s poddruhem Lactococcus lactis ssp. lactis. Jejich charakteristickym rozpoznavacim
znakem je odlisny tvar bunky (Casto jsou vétsi jak Lactococcus lactis a ziistavaji u sebe ve
sméru jejich déleni, proto vznikaji dlouhé fetizky slozené z 20 i vice bungk) [51, s. 136-

140].

Obr. 6. L. acidophilus, L. bulgaricus, L. casei, L. acidophilus a L. lactis — morfologie
bunek [59]

2.3.5 Rod Micrococcus

Rod Micrococcus se fadi do skupiny grampozitivnich kokli a zahrnuje striktné aerobni
druhy uspotadané Casto v tetradach nebo paketech. Mikrokoky rostou v pifitomnosti 5 %
NaCl, cehoz se vyuziva také pii jejich stanoveni. Vyskytuje se hlavné v solenych
potravinach, na kuzi, ve vodé, v prachu, obvykle jsou nepatogenni. Pfislusnici rodu
Micrococcus produkuji pigment a na béznych ptdach mohou tvofit Zluté, oranzové az
intenzivné rizové kolonie. Toto zbarveni je zplsobeno nerozpustnymi karotenoidnimi

barvivy, pfitomnymi v jejich bunkach. Tato barviva chrani buniku pied letalnimi G¢inky
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ultrafialového zafeni, a proto se mohou uvedené bakterie Casto uplatiiovat jako zdroj
vzdusné kontaminace. Dnes je uznano devét druht tohoto rodu, ptficemz nékteré z nich
karotenoidni barviva netvofi. Z diagnostického hlediska se rod Micrococcus fadi mezi

katalaza pozitivni a koaguldza negativni bakterie [47, s. 109], [48, s. 265-266].

Micrococus luteus byl izolovan z lidské kuze, masnych a fermentovanych produkti. M.
luteus vykazuje zvySenou rezistenci vici snizené vodni aktivité a je schopen tolerovat
zvySené koncentrace soli. U vnimavych jedincli miize byt spojovan s bakteriémiemi ¢i

abscesy. Rustové optimum je 37 °C [60].

2.3.6  Rod Pseudomonas

Rod Pseudomonas je typovym rodem celedi Pseudomonadaceae, jez nalezi do kmene
Proteobacteria, domény Bacteria. Bakterie rodu Pseudomonas jsou gramnegativni rovné
ty¢inky o velikosti 1,5-5,0 pum. Vyskytuji se samostatné nebo ve svazcich. Pohyb
pseudomonad je uskutec¢tiovan bi¢iky. Umisténi bi¢ikll je vyhradné termindlni a jejich
mnozstvi a rozmisténi se povazuje za dulezity taxonomicky znak. Pro Pseudomonas
aeruginosu je charakteristicka pritomnost jednoho bi¢iku, zatimco P. fluorescens nebo P.
putida maji bi¢ika vice. Nutriéné se jedna o nenaroény rod. S vyjimkou nékterych druht
rostou za aerobnich podminek na kultiva¢nich pidach jako je krevni agar, Endliv agar,
MacConkey agar, kde tvoii kovove lesklé kolonie. Mladé kolonie maji charakteristickou
ovocnou vini po jasminu ¢i lipovém kvétu. VéEtSina piislusnikd tohoto rodu roste
v teplotnim rozmezi 4-42 °C, optimalni teplota je 35 °C. Pseudomonady se vyskytuji ve
vodé i pudé, na povrchu rostlinnych materiali, ktzi ¢lovéka a zivo¢ichu. Kolonizuji
dokonce ziedéné dezinfekéni roztoky a jsou tolerantni k vy$§im koncentracim soli. Casto
byvaji oznaCovany za pivodce kazeni ryb, masa nebo vajec. K riistu nevyzaduji ristové
faktory a jsou schopny snéaset hodnoty pH nizsich jak 4,5. Pseudomonady netvofti spory ani
pouzdra. Mnoho druhti produkuje solubilni pigmenty napi. zluté, zelené, modré,
fluoreskujici, které uvolituji do vnéjSiho prostiedi. Zpravidla se jedné o latky fenazinového

ptvodu. Bunky produku;ji katalazu, produkce oxidaz mtize byt negativni 1 pozitivni, netvoii

acetoin [61], [62].
P. aeruginosa ptedstavuje jednoznacné nejcastéji izolovany a klinicky nejvyznamng;jsi
druh celého rodu. P. aeruginosa tvofi celou fadu pigmentd, z nich nejcastéji zlutozeleny

fluorescein a modrozeleny pyocyanin. Vyskytuje se hojné v riznych vodach, na rostlinach
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a vpude. Ve velkém mnozstvi mize osidlovat nemocni¢ni prostfedi, kde kontaminuje
katétry, infuzni roztoky, dychaci pfistroje apod. Tato fluorescen¢ni pseudomonada nalezi
k obavanym pivodcim nozokominalnich nakaz. P. aeruginosa vykazuje rezistenci
K riznym druhim bé&zné uzivanych antibiotik. Kolonie vétSiny kment maji typicky
perletovy az kovovy lesk. Na krevnim agaru vyvolava vyraznou zonu uplné hemolyzy. Je
schopna vyvolat zanétlivé infekce popalenin, sepse novorozenctli a devastujici infekce oka.
Kultivacni teplota dosahuje optimalni rozmezi 30-37 °C, zatimco nepatogenni druhy

z fluorescen¢ni skupiny dokazi rast i pii teplotach nizsich [47, s. 34], [63, s. 104], [64].

2.3.7 Rod Salmonella

Bakterie rodu Salmonella jsou gramnegativni ty¢inky ¢eledi Enterobacteriaceae, tadu
Enterobacteriales s charakteristickymi vlastnostmi pro tuto c¢eled - prFitomnost
peritrichalnich bic¢ikt, kultivace pii 37 °C, katalaza pozitivni a oxidaza negativni,
metabolizmus je fakultativn¢ anaerobni a chemoorganotrofni. Biochemicky
nejvyznamnéj$i vlastnosti je schopnost salmonel Stépit mannitol, vyuzivani citratu a
produkce sirovodiku — ta se projevi i na selektivné diagnostickych ptdach XLD (agar
s xylozou, lyzinem a deoxycholatem) a MAL (manitol-arabindza-laktézovy agar), kde
salmonely rostou Vv bezbarvych koloniich s ¢ernym stfedem. Na polotuhych médiich
vytvaii pravidelné kolonie o velikosti 2 az 3 mm. Zvlastnosti rodu Salmonella je predevsim
bohaté zastoupeni sérotypt. Ty jsou urCovany na zakladé¢ kombinace bicikovych,
somatickych a kapsularnich antigend [47, s. 60-61], [51, s. 489-495], [65, s. 72], [66, s.
110].

Bakterie rodu Salmonella jsou spjaty se Sirokym spektrem prostiedi a hostitelti. Salmonely
se vyskytuji prakticky u vSech druhli hospodéiskych zvifat, v rostlinnych produktech,
v ojedinélych ptipadech jsou izolovany z nejriznéjSich typi potravin od zivocisSnych
produkti pies ovoce a zeleninu. Prinikem bakterii do zaZivaciho traktu ¢lovéka se mohou
objevit priijmova onemocnéni, ziidka hnisavé infekce vnittnich orgént. Infekce se projevi

obvykle v rozmezi 12—-36 hodin po poziti kontaminované potravy [67, s. 127-128], [68].

2.3.8  Rod Staphylococcus

Rod Staphylococcus patii do skupiny grampozitivnich kokt, ktera se sklada z vice jak 30

fakultativné anaerobnich nebo anaerobnich rodi, znichz vétSina patii k normalni
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mikrofléfe klize a sliznic Cloveéka. Vegetativni bunky stafylokoka jsou uspofadany
jednotlivé, v kratkych fetizcich nebo shlucich tvaru hroznu. Kolonie mohou byt rizné
velikosti, matné, okraje hladké nebo vroubkované. Barva kolonii je nejcastéji zluta az
oranzova, n¢které kmeny vsak tvori i kolonie bilé. Koky jsou nepohyblivé, nesporulujici.
Stafylokoky jsou vysoce odolné vic¢i podminkam zevniho prostfedi, rostou v Sirokém
rozmezi teplot a v ptitomnosti 10 % NaCl. Stafylokoky jsou rezistentni k bacitracinu a
lysozymu. Na zaklad¢ produkce enzymu plazmakoagulazy jsou stafylokoky déleny do dvou
hlavnich skupin: koagulaza pozitivni (S. aureus, S. lungunensis) a koagulaza negativni
(S. epidermidis, S. warneri apod.). U nékterych zastupci rodu Staphylococcus se
setkavame s tvorbou slizu, tyto kmeny potom piisedaji k povrchu a jsou schopny tvorby
biofilmu. Schopnost adheze a rastu ve formé biofilmu napomaha stafylokokiim
kolonizovat povrchy riznych materiald a vyrobnich zafizeni. Stafylokoky jsou velmi
roz$ifeny v piirodé, nejcastéji kolonizuji kozni pokryv a sliznice zvifat a ¢lovéka. Odtud se
mohou S$ifit do dutiny ustni, dychacich cest, krevniho obéhu a piisobit jako infekéni agens

[47, 5. 98-99], [68, s. 66], [69].

vvvvvv

ptirozené osidluje kizi a oblast nosohltanu a Zije ve vztahu blizkém komenzalizmu.
Vlivem oslabeni imunitniho systému hostitele pronika do tkani a pfispiva ke vzniku
riznych onemocnéni — abscesil, hnisani ran, sepsi apod. Z potravinaiského hlediska jsou
nejvyznamnéjsi hnisavé infekce na rukou. V dusledku manipulace infikované osoby s
potravinami muze dochazet k nasledné sekundarni kontaminaci zpracovavané potraviny a
produkci enterotoxinu. Mezi rizikové skupiny potravin fadime pifedev§im majonézy,

zmrzliny, salaty apod. [48, s. 267], [51, s. 502].
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3 METODY STANOVENI POCTU MIKROORGANIZMU

3.1 Stanoveni celkového poétu mikroorganizmi

V mikrobiologii je nedilnou soucasti stanoveni poctu mikrobidlnich bun¢k v uritém
prostfedi (napf. pii kontrole biotechnologickych procesti, pfi hledani optimalnich
rustovych podminek pro uréity kmen mikroorganizmt,, pfi analytickém stanoveni
vitamint, pfi sledovani 0¢inku dezinfekénich prostiedki nebo pii  zjistovani
mikroorganizml v potravinaiskych surovinach a hotovych vyrobcich, ve vodé a vzduchu)
ur¢eni celkového poétu mikroorganizmi. V potravinaiském prumyslu je stanoveni pocétu
mikroorganizmil velmi dileZzité, nebot’ informuje o kvalité surovin i hotovych vyrobki a o
jejich udrznosti. Sledovanim poctu mikrobd, pfipadné i jejich druhl, se mizeme také
piesvédcCit o vhodnosti technologickych postupil, o bezpecnosti sterilacnich zakroku a také

o sanita¢nich a hygienickych podminkach na daném tiseku vyroby nebo distribuce [70].

Zjistovanim poctu mikroorganizmli je rovnéz nutné pii nékterych biochemickych a
genetickych experimentech. Pro stanoveni poctu bun€k mikroorganizmi v riznych
prostiedich byla vypracovana fada metod, takze pro dany ucel je mozno zvolit metodu
nejlépe vyhovujici. Stanoveni poctu mikroorganizmt se provadi v daném objemu a
piepocitava obvykle na 1 ml nebo 1 g puvodniho vzorku. Pro zjistovani poctu
mikrobidlnich bunék v ur¢itém prostiedi se pouziva jednak pfimé nebo nepiimé pocitani
bunék, jednak stanoveni bunééné hmoty pfitomnych mikroorganizmii nebo metody
sledujici intenzitu biochemické Cinnosti pfitomnych mikrobd. Nejptesnéjsi a nejcitlivejsi
jsou metody zjistujici pocet bunék. Pouzivaji se predevSim pii rozboru potravin, pii
kontrole kvasnych technologickych procesii a pfi kontrole hygienickych a sanitacnich
podminek potravinatskych provozii. Metody stanovujici hmotu biomasy se pouzivaji
V kulturdch mikroorganizmii, zejména pii bilancovani kvasnych procesii. Sledovani
¢innosti pfitomnych mikroorganizmi se pouziva pro rychlé posouzeni mikrobiologické

Cistoty potravin [70].

3.1.1 Piimé stanoveni poc¢tu bunék mikroorganizmii mikroskopickym pocitanim

,Celkovy pocet mikroorganizmii” stanoveny mikroskopickou metodou informuje o poctu a

morfologickych vlastnostech zabarvenych mikrobidlnich bunck a jejich shlukt. Za
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jednotku se pocitaji izolované buiky a jejich ndhodné morfologicky podminéné shluky
(koky, palicky, streptokoky, sarciny apod.), ze kterych by pfi stanoveni kultivacni metodou
mohla vyrtst kolonie. Touto metodou se obycejné stanovi vétsi pocet jednotek, jelikoz
schopnost obarveni buiiky ur¢itym barvivem (nejcastéji methylenova modr) je povazovano
za jeji obecnou vlastnost, nez jeji rtst v prislusSném meédiu. Velmi Casto se zapocitava

ur€ité mnozstvi mrtvych bunék, které jesté nepodlehly 1yze [51, s. 114].

K pocitani pod mikroskopem se pouzivaji suspenze o vhodné hustoté, preparaty bez Gpravy
nebo upravené fixaci ¢i barvenim. K pozorovani nezbarvenych bunék se pouzivaji

upravené mikroskopické techniky, napt. fazovy kontrast [70].

Pro pocitani bun¢k se pouzivaji rizné typy pocitacich komtirek (Thomova, Vosahlikova
atd.). Komurky se skladaji ze silného podlozniho skla s vyrytou siti ¢tverct a kryciho skla,
které se poklad4d na boc¢ni listy, ¢imZ vznikd mezi skli€ky prostor o pfesné definované
hloubce. Jinou moznosti je pocitdni mikroorganizmi v zorném poli a naslednym
prepocitanim na plochu kryciho skla. V tomto piipadé pracujeme se zndmym objemem

bakterialni suspenze [69].

3.1.2  Neprimé stanoveni poctu bunék

Nejcastejsim zpiisobem stanoveni poctu zivych bunék pomoci kultivace je pocitani kolonii
vyrostlych na agarovych plotnach. Tato metoda je nejrozsifencjsi, nebot’ umoziuje zjisténi
poc¢tu mikroorganizmu jak v kapalnych nebo tuhych latkach, tak i na povrchu predméta, ve
vzduchu apod. Pouzivame ji pii zjisténi ptezivajicich bunék pii dezinfekénich nebo
sterilacnich zakrocich, v genetickych studiich pii sledovani letalnich G¢inkt pouzitych
mutagenti, apod., ale pfedev§im pii mikrobiologickych rozborech potravin a
potravinarskych surovin vcetn€ vody. Pfi téchto potravinaiskych rozborech muiZzeme
pomoci plotnovych metod zjistit celkovy pocet pfitomnych mikroorganizmt nebo pocet
bunék urcité skupiny mikroorganizmi, coZ je umoznéno pouzitim selektivnich a selektivné

diagnostickych pid [69].

Metoda vychazi ze =zakladniho empirického ovéifeného predpokladu, ze zjedné
zivotaschopné bunky vyriistd jedna kolonie. Pojem ,,Zivotaschopnost” se v tomto piipadé
rozumi schopnost buiiky vytvafet na agarovém zivném médiu viditelné makroskopické

kolonie. ZaocCkovani bakterialni suspenze do agarového média je mozno provadét dvéma
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zptsoby: 1. oCkovanim inokula na ptedsuSené agarové plotny a jeho rozetfenim sterilni
hokejkou nebo 2. zalitim daného objemu inokula vytemperovanym agarem a dikladnym
rozmichanim. Vysledek se udava jako pocet kolonie tvoticich jednotek (KTJ, anglicka

zkratka CFU — colony forming unit, némecky — Kolonien bildende Einheiten) [70].

Suspenzi je nutné pied ockovanim vhodné nafedit, aby na tuhém médiu vyrostly jednotlivé
izolované kolonie, které se neptekryvaji svymi okraji. Obvykle se pouZiva pii fedéni
koeficient 10, bunky se vyfed’uji postupné, aby se zabranilo rozbiti bunék osmotickym
Sokem. Pro ur€eni optimalniho fedéni je nutno odhadnout hustotu pfipravené bakteridlni
suspenze (0-10% bunsk/ml bez opalescence, 10°/ml lehce opaleskuje, 107-10%ml tvoii

mlécny zakal, zavisi na tvaru a velikosti bunék) [70].

Takto stanoveny pocet je obycejné jen urcité procento ze skutecného poctu bakterii. Je to
nasledek skutecnosti, ze dané kultivacni parametry nevyhovuji fyziologickym pozadavkim

vSech rodim a druhtim bakterii [51, s. 114].

Obr. 7. Odecet bakterialnich kolonii (KTJ) [71]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILE PRACE

Cile diplomové prace byly ur€eny nasledovné:

e Vteoretické Casti zpracovat literarni reSerSi tykajici se charakteristiky
fosfore¢nanovych soli. Popsat antimikrobni uc€innost fosforecnani a strucné

definovat testované kmeny bakterii,

e stanovit inhibicni uCinky fosforeCnan v rizném kondenza¢nim stupni na rist
vybranych kmenii grampozitivnich a gramnegativnich bakterii za pomoci indexu

rustu (IR),

e na zikladé zpracovanych vysledkid formulovat zaveéry a diskutovat teoreticky

pfedpokladany inhibi¢ni efekt.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Pristroje, zarizeni a pomiicky

e Analytické vahy KERN 440-47 N

e Autoklav Varioklav H+P

e Automatické mikropipety Hirschmann

e Biohazard box EUROFLOW (Clean Air)
e Biologicky termostat BT 120

e Chladnicka Electrolux

e [Laboratorni sklo

e Sterilni ockovaci klicky

o Spicky pro automatické pipety

e Vortex Heidolph, Reax top

5.2 Pouzité mikroorganizmy

Pro dosazeni cili této prace byly vyuzity ndasledujici kmeny grampozitivnich a
gramnegativnich bakterii. Kmeny byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganizmi (CCM), ze
Sbirky zoopatogennich mikroorganizmii pfi Vyzkumném ustavu veterindrniho lékatstvi
(CAPM), ze Sbirky mlékarenskych mikroorganizmi Laktoflora® (Cultures Collection of
Dairy Microorganisms; CCDM) a ze sbirky Ustavu inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostfedi
(DEPE). Kmeny byly uchovavany na plotnach masopeptonového agaru (MPA), klostridia
na plotnach reinforced clostridial agaru (RCA) a mlé¢né bakterie na MRS a M17 agaru.
Pro ptipravu bakterialni suspenze a pro inokulaci k vlastnimu stanoveni inhibi¢nich a¢inka
danych fosfore¢nanti bylo pouzito masopeptonového bujonu (MPB), reinforced clostridial
broth (RCB) a média M17 obohaceného o laktozu. Kultivace probihala pii 30 =1 °C po
dobu 24 hodin, v ptipad¢ klostridii za anaerobnich podminek. VSechny kultivaéni média

byly ziskany z HiMedia (Bombai, Indie).
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Utinek fosfore¢nanti byl v diplomové préci sledovan u nasledujicich kmenti bakterii:
- Clostridium perfringeus CAPM 5744

- Enterococcus faecalis CCM 4224

- Lactobacillus brevis DEPE T89

- Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141

- Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946

- Micrococcus luteus CCM 732

- Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

- Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420

- Staphylococcus aureus DEPE K38

- Staphylococcus epidermidis DEPE K42

5.3 Kaultivaéni pady

Priprava medii

Po odvazeni odpovidajiciho mnozstvi danych slozek byl obsah infuzni lahve protfepan a
nasledné byly kultivacni pidy sterilizovany v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 20
minut. Poté bylo sterilni Zivné médium rozlito do pfedem piipravenych sterilnich Petriho

misek. Puda byla skladovana v chladnicce.

Masopeptonovy agar (MPA)

Pro uchovani bakterialnich kultur byl pouzit masopeptonovy agar (MPA) o nasledujicim

slozeni:

Slozka mnoZstvi g1
Agar 1509
Beef extrakt (HiMedia) 3090
Chlorid sodny (Lach-Ner) 50¢9

Pepton (HiMedia) 5049
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Destilovana voda 1000 ml

Koneéné pH (pti 25 °C) 6,8 £ 0,2

Masopeptonovy bujon (MPB)

Pro stanoveni inhibi¢nich u¢inkli fosfore¢nanovych soli bylo pfipraveno bakterialni

inokulum v masopeptonovém bujonu (MPB), jehoz slozeni bylo nasledujici:

Slozka mnoZstvi g1
Beef extract (HiMedia) 300
Chlorid sodny (Lach-Ner) 5090
Pepton (HiMedia) 500
Destilovana voda 1000 ml

Koneené pH (pfi 25 °C) 7+ 0,2

Plate Count Agar (PCA)

Pro zjisténi celkového poctu aerobnich bakterii po inhibi¢nim ucinku fosfatovych soli byl

pouzit Plate Count Agar (PCA), jehoz ptiprava byla nésledujici:

Slozka mnoZstvi g.I"
Hydrolyzat kaseinu 50¢g
Kvasni¢ny extrakt 2549
Glukoza bezvoda 1,0g
Agar 159
Voda 1000 mi

Kone&né pH (pti 25 °C) 7+ 0,2
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Agar M17

Celkovy pocet bunék u testovanych kmenti rodu Lactococcus byl stanoven na agaru M17 o

slozeni:

Slozka mnozstvi g.l'1
Trypton 500
Sojovy pepton 5049
Masovy pepton 509
Siran hotfecnaty 0,259
Di-sodium-glycerofosfat 199
Laktoza 509

Agar 1509

Reinforced clostridial agar (RCA)

Anaerobni sporulujici bakterie rodu Clostridium byly kultivovany na pudé RCA

(Reinforced clostridial agar) o slozeni:

Slozka mnoZstvi g1
Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 109
Hovézi extrakt 10g
Kvasni¢ny extrakt 3g
Dextréza 59
Chlorid sodny 50
Octan sodny 30
Skrob 1g
L — cystein hydrochlorid 059
Agar 159

Voda 1000 ml
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5.4 Roztoky a ostatni chemikalie

5.4.1 Zasobni roztoky fosfore¢nani

Za ucelem zjisténi inhibi¢nich ucinkd péti sodnych soli polyfosfore¢nant, které byly v
ruzném kondenzacnim stupni (n = 5, 9, 13, 20 a 28; oznaceno jako HEXA 62, HEXA 65,
HEXA 68, HEXA 70, HEXA PE), a hydrogenfosfore¢nanu sodného (Na,HPO,) byly
ptipraveny jejich 10% roztoky rozpusténim pfislusné navazky v destilované vodé.
Nasledné¢ byly vysterilizovany filtraci (filtr o porozité 0,45 pm) a uchovavany
vV uzavienych nadobach v chladni¢ce pii teplot¢ 5 °C. Pro sledovani senzitivity
jednotlivych bakteridlnich kment bylo vyuzito péti koncentraci kazdé soli (0,25 %;
0,50 %; 0,75 %; 1,00 % a 2,00 % wiv ).

Vsechny sodné soli fosfore¢nant byly poskytnuty firmou Fosfa a.s., Bfeclav-PoStorna.

5.4.2 Fyziologicky roztok
Fyziologicky roztok byl pouzit za u¢elem nafedéni bakterialnich suspenzi.
Ptiprava

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

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

5.5 Priprava suspenze bakterii

Bakterialni suspenze pfislusnych mikroorganizma byly pfipraveny zaockovanim 5 ml
kultivacniho média (MPB, RCA nebo M17) jednodennim inokulem o objemu 25 pl.
Kultury byly inkubovany v termostatu pii teploté pii 30 =1 °C po dobu 24 hodin

(Micrococcus luteus po dobu 48 hodin).

5.6 Dekontaminace pouZitého materialu

Veskery pouzity material (zivné pudy, Spicky, bakterialni suspenze aj.) byl

dekontaminovan v autoklavu pii teploté 135 °C po dobu 30 minut.
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5.7 Sledovani ucinki fosforeénanovych soli na vybrané kmeny

mikroorganizmi

Roztoky fosfore¢nanovych soli byly v daném mnozstvi pfimo dédvkovany do zkumavek
ptislusného zivného média o objemu 5 ml. Takto pfipravena kultivaéni média s rtiznou
koncentraci fosforecnanii byla zaoCkovana 20 pl pfislusSné bakteridlni suspenze
(24hodinova kultura). Zkumavky byly pfichystany tak, aby bylo mozné zachovat
objektivitu a reprodukovatelnost méfeni, tj. kazda z testovanych bakterii byla paralelné
ockovana do 3 zkumavek (pfi dané koncentraci ptislusné soli). Jako pozitivni kontrola
bylo pouzito ¢isté kultivaéni médium, do kterého bylo pipetovano 1000 ml sterilni
destilované vody bez pfislusného fosforecnanu a 20 pl suspenze bakterii. V disledku
absence fosfore¢nanii nebylo ptfedpokladdno dosazeni inhibi¢nich U¢inkdi na rust
testovanych bakterii. V piipad¢ negativni kontroly obsahovaly zkumavky bujon s
fosfore¢nany v piislusné koncentraci bez bunétné suspenze (tzn. Ze nebyly

mikroorganizmy zaockovany).

Burniky byly v bujonech s fosforeénany inkubovany pii teploté¢ 30 + 1 °C po dobu 24 hodin
(Micrococcus luteus po dobu 48 hodin). Poté bylo 100 pul z kazdé zkumavky o¢kovano na
Petriho misku s pevnou pudou (Plate count agar, Reinforced clostridial agar nebo agar
M17) tak, aby bylo moZzné spocitat pocet bakterii rezistentnich k ptsobeni dané soli
Vv pfislusné koncentraci. Plotny byly kultivovany do nasledujiciho dne pii teploté 30 °C, v
ptipad¢ klostridii za anaerobnich podminek po dobu 48 hodin. Nasledné¢ byl na
jednotlivych agarovych plotnach odecten pocet kolonii a ptepocten jako CFU/ml.
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cey

Pouziji-li se pro vypocet dvé (pfipadné vice) Petriho misky stejného fedéni, vysledny pocet

mikroorganizmi se vypocita podle vztahu (1):

N = Z;/n .V [CFU /mi] (1)

kde: N je pocet mikroorganizmti [KTJ.ml™]
Y¢ je soucet vSech kolonii na vSech plotnach pouzitych pro vypocet
n je pocet ploten pouzitych pro vypocet
d je ptislusné pouzité fedéni

V je objem ockovaného inokula [ml]

V ptipad€é vyhodnoceni vysledki dvou Petriho misek po sobé jdouciho fedéni byl pocet

bakterii poc¢itan podle vztahu (2):

kde: N je pocet mikroorganizmii [KTJ.ml™]
C je soucet vSech kolonii na vSech plotnach pouzitych pro vypocet
Ny, N, je pocet misek prislusného fedéni
d je ptislusné pouzité fedéni

V je objem ockovaného inokula [ml]
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Rast bakterii pfi dané koncentraci soli byl hodnocen jako index ristu (IR) podle

nasledujiciho vztahu (3):

(RBF —NK)
PK

IR = -100 % (3)

kde: IR je index ristu

RBF je pocet bakterii (vyjadieny jako CFU/ml) testované kultury vyrostenych na

miskéch po kultivaci v médiu s pfislusnou koncentraci sodnych soli fosforecnant
NK je pocet bakterii (vyjadieny jako CFU/ml) vyrostlych v pfipadé negativni
kontroly pro pfislusnou koncentraci fosfore¢nanu

PK je pocet bakterii (vyjadieny jako CFU/ml) vyrostlych v piipadé pozitivni
kontroly

Index rdstu vyjadfuje relativni srovnani rGstu bun€k v prostiedi s piislusSnym
fosforecnanem pii dané koncentraci ve srovnani s podminkami bez inhibi¢ni latky. Nizsi

hodnota indexu rtistu tedy znamend vétsi inhibici rastu.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 VIiv fosforeénani na rast bakterii

Inhibi¢ni efekt ucinku Sesti fosforecnanovych soli na rist vybranych bakterii byl testovan u
10 bakteridlnich kmend pomoci odectu mikrobialnich bun¢k a prezentovan na zakladé¢
hodnoty indexu rastu. Vliv fosfore¢nand byl sledovan u osmi grampozitivnich bakterii
(Clostridium perfringens CAMP 5744, Enterococcus faecalis CCM 4224, Lactobacillus
brevis DEPE T89, Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141, Lactococcus lactis subsp.
cremoris CCDM 946, Micrococcus luteus CCM 732, Staphylococcus aureus subsp. aureus
DEPE K38 a Staphylococcus epidermidis DEPE K42) a dvou gramnegativnich bakterii
(Salmonella enteritidis CCM 4420 a Pseudomonas aeruginosa CCM 3955).

Z namétenych hodnot poctu bakterialnich kolonii a vypoétenych hodnot indexu rastu byly
sestrojeny grafy znazorfiuyjici vliv daného fosfore¢nanu na testovany bakterialni kmen, tj.
zavislost ristu bakterie na koncentraci dané soli (0,25 %; 0,50 %; 0,75 %; 1,00 % a 2,00 %
w/v ). Tabulky s vypoctenymi indexy rustu pro jednotlivé fosfore¢nanové soli jsou u vsech

testovanych mikroorganizmti uvedeny v ptilohach této diplomové prace.

6.1.1  Vliv fosfore¢nanovych soli na Clostridium perfringens CAPM 5744

Rust Clostridium perfringens CAPM 5744 byl vyrazné inhibovan fosfore¢nany HEXA 68,
HEXA 70 a HEXA PE a to ve vSech testovanych koncentracich (0,25 %; 0,50 %; 0,75 %;
1,00 % a 2,00 % w/v Nejnizsi hodnoty indexut ristu (IR), a tedy nejvétsi inhibice, byly u

vyse testovanych soli stanoveny na hodnotu 0,1 %.
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Obr. 8. Ucinky vybranych fosforecnanii na riist bunék Clostridium perfringens CAPM
5744

U soli HEXA 65 byl pozorovan 55% narast bunék pii koncentraci 0,25 % w/v, k dalsi
redukci hustoty bakteridlnich bunék doslo se zvySujicimi se koncentracemi této soli,
pti¢emz v nejvyssi dané koncentraci 2,00 % w/v bylo inhibi¢ni pisobeni soli HEXA 65
vyhodnoceno jako nejuéinngjsi (Obr. 8). V 2,00 % wi/v koncentraci vykazovala inhibi¢ni
ucinek na rast a mnozeni bunék Clostridium perfringens CAPM 5744 i sil HEXA 62.

V nejnizsich koncentracich (0,25% a 0,50% w/v) byl reduk¢ni efekt této soli nevyznamny.

Jako nejmén¢ ucinna sil vici bunkam C. perfringens CAPM se jevil hydrogenfosforec¢nan
sodny (Na,HPO,4) u kterého bylo pozorovano primérné snizeni hustoty bakterialnich

bunék pouze o 35 % oproti pozitivni kontrole.

6.1.2  Vliv fosfore¢nanovych soli na Enterococcus faecalis CCM 4224

Inhibiéni u€inky testovanych fosforecnanti na rast Enterococcus faecalis CCM 4224 jsou
prezentovany na Obr. 9. Dle grafu lze usuzovat, Zze u vSech fosfore¢nanovych soli
dochazelo ve vSech koncentracich k obdobnému inhibi¢nimu u¢inku na testovany kmen
bakterii. Tento trend Ize vypozorovat i z hodnot indexu ristu, které jsou uvedeny v piiloze
Pl B. Z obrazku 9 je patrné, ze po aplikaci soli HEXA 68 v koncentraci 0,75 % w/v doslo
po 24 hodinové kultivaci k nejvyssi inhibici rustu bunék E. faecalis CCM 4224. Redukce
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ristu bunék byla stanovena na hodnotu 7 %. Podobny efekt na rist bun¢k E. faecalis
CCM 4224 vykazovala i sil HEXA 70, kterd v nejnizsi koncentraci (0,25 % w/v) sniZzovala

index rastu na 10 %.
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Obr. 9. Ucinky vybranych fosforecnanii na riist bunék Enterococcus faecalis CCM 4224

Inhibi¢ni ¢inky vici rustu bunék E. faecalis CCM 4224 byly zjistény také u soli HEXA 62
a HEXA PE. Z uvedenych dvou fosfore¢nant byl jako ucinngjs$i vyhodnocen HEXA 62,
ktery ve vSech testovanych koncentracich redukoval primérny index rastu o 80 %. U

fosfore¢nanu HEXA PE doslo pii stejnych koncentracich k redukci ristu bunék pouze o
76 %.

Nejméné ucinnym fosforeCnanem vicéi bunkam E. faecalis CCM 4224 byl HEXA 65, u
néhoz byl zjistén pokles rustu bunék pii nejvyssi sledované koncentraci (2 % wi/v) o 40 %.
V nejnizSich koncentracich danych soli byl vyhodnocen jako nejméné redukénim

fosfore¢nanem Na,HPO,. Index rtstu byl ode¢ten na hodnoté 60 %.

6.1.3  Vliv fosfore¢nanovych soli na Lactobacillus brevis DEPE T89

Plsobeni fosfore¢nanti na rust bun¢k Lactobacillus brevis DEPE T89 je vyjadieno na
Obr. 10 jako index rustu bunék po 24 hodinové kultivaci pfi teplote¢ 30 °C. Z grafu je
patrné, Zze se stoupajici koncentraci vSech testovanych fosfore¢nani byl zaznamenan

v

vyraznéjsi inhibi¢ni efekt na rast bun€k L. brevis DEPE T89. Zaroven je mozné si
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pov§imnout, ze inhibi¢ni efekt na rast Lactobacillus je vétsi nez u testovanych
grampozitivnich mléénych kokd (Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141,
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946).

U fosforecnanu HEXA 68 byl sledovany inhibi¢ni efekt tak vyrazny, ze i V nejnizsi
testované koncentraci (0,25 % w/v) byl index ristu stanoven na pouhych 5 %. Koncentrace
této soli v intervalu od 0,50 % w/v a vySe zapii¢inila témét uplnou inhibici rastu bunék L.
brevis DEPE T89. Viibec nejnizsi zaznamenana hodnota indexu rdstu (1.10" %) u viech
testovanych mikroorganizmti byla pozorovana pravé u bunék L. brevis DEPE T89 a to
v koncentraci 2,00 % w/v.

100 -
90 - —I-
80 -

70 -
60 - |_
50 -

40 -
30 -
20 -
10

Index ristu (%)

HEXA 62 HEXA 65 HEXA 68 HEXA 70 HEXA PE Na2HPO4
Pouzity fosforecnan

0,25% 1 0,50% 0,75% m1,00% m2,00% mPK

Obr. 10. U¢inky vybranych fosforecnanii na rist bunék Lactobacillus brevis DEPE T89

U fosfore¢nani HEXA 68, HEXA PE a HEXA 70 nebyl pozorovan rast bunék L. brevis
DEPE T89 v koncentracich 0,50; 0,75; 1,00 a 2,00 % w/v. Zaroven bylo u soli HEXA PE
zjisténo, ze v koncentraci 0,25 % w/v vykazuje pouze nepatrny inhibi¢ni efekt na rust

buné¢k Lactobacillus, protoze doslo k redukci ristu bunék o 20 %.

Jako nejméné Gc¢inny fosfore¢nan vuci rastu L. brevis DEPE T89 se jevil Na,HPO,. I pfi
nejvyssich aplikovanych koncentracich této soli byl zaznamenan narist tohoto kmene. Pfi
koncentraci 1,00 % w/v a 2,00 % w/v doslo ke shodné redukci rustu, a to na 25 %. V

nizSich koncentraci Na,HPO, byly zaznamenany zanedbatelné inhibi¢ni G¢inky.
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Dals$im fosfore¢nanem, ktery vykazoval slabsi inhibi¢ni u¢inky nez ostatni testované soli,
byl HEXA 65. U tohoto fosfore¢nanu sice pii koncentraci 2,00 % w/v nebyl zaznamenan
rast bunék L. brevis DEPE T89, takze doslo k Gplné inhibici rustu, avSak pokud byl HEXA
65 aplikovan v koncentracich nizsich, doslo pouze k minimalnim inhibi¢nim uéinkiim na
rast L. brevis DEPE T89. Obdobné se v prostfedi bakterie L. brevis DEPE T89 choval i
fosforecnan HEXA 62, pii 2,00 % w/v koncentraci této soli byl jeho rist zcela potlacen,

v koncentraci 0,50 % w/v atakoval index rustu kontrolniho vzorku.

6.1.4  Vliv fosfore¢nanovych soli na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141

Dalsi bakterie, na které byly testovany inhibi¢ni ucinky vybranych fosfore¢nani v
koncentracich 0,25 — 2 % wi/v, byla Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141. Stejné
jako u ptfedchazejicich bakterii byl i u L. lactis CCDM 141 tento efekt sledovan po 24

hodinové kultivaci pfi teploté 30 °C a vyhodnocen jako index rustu.

U vsech testovanych fosfore¢nanti nebyly v koncentracich 0,25 — 0,75 % w/v zjistény
vyznamné inhibi¢ni G¢inky na rist bakterii L. lactis CCDM 141. U fosfore¢nanu HEXA 65
pak bakterie vykazovaly v téchto testovanych koncentraci oproti kontrole shodny index
rastu (Obr. 11). V nejvyssi sledované koncentraci (2,00 % w/v) byly zaznamenany nejvyssi
inhibi¢ni G¢inky u fosfore¢nanu HEXA PE, ktery redukoval rlst bakterii na 5 %. V niZ8ich

koncentracich nebyl u tohoto fosfore¢nanu zaznamendn vyraznéjsi inhibi¢ni efekt na rist

testovanych laktokokii.
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Obr. 11. Uéinky vybranych fosforecnanii na riist bunék Lactococcus lactis subsp. lactis
CCDM 141

U dalsich dvou fosfore¢nant, HEXA 68 a HEXA 70, byl v koncentracich 1,00 — 2,00 %
W/V pozorovan témét stejny inhibiéni ucinek na rast bun¢k L. lactis CCDM 141. Oba
zminované fosfore¢nany v danych koncentracich redukovaly hustotu bun¢k bakterii o cca
88 %. U fosfore¢nanu HEXA 70 si lze pov§imnou toho, Ze mezi koncentracemi 0,25 az
0,75 % wi/v nebyl shledan vyznamny rozdil v inhibi¢nim pusobeni této soli na bunky L.
lactis CCDM 141, v obou sledovanych koncentracich byla pozorovana redukce bunék na
cca 33 %. Podobny ucinek na testovany kmen Lactococcus mél v koncentracich 0,50; 0,75
a 1,00 % w/v i fosfore¢nan Na,HPO, (redukce ristu na 40 %), v nejvyssi testované
koncentraci (2,00 % w/v) bylo zjisténo snizeni hustoty bakterialnich bun¢k na 66 % oproti
kontrole. Z uvedenych fosfore¢nani byl jako nejucinnéjsi vyhodnocen HEXA 70, ktery
téméf ve vSech koncentracich vykazoval nejniz$i index riistu oproti kontrole, primérna

hodnota IR byla stanovena na 25 %.

6.1.5 Vliv fosfore¢nanovych soli na Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946

Z vysledki uvedenych na Obr. 12 je patrné, ze ztestovanych fosfore¢nanovych soli
vykazovaly vyrazngjsi inhibi¢ni efekt na rist bakterie Lactococcus lactis subsp. cremoris
CCDM 946 soli HEXA 68 a HEXA 70. Sl HEXA 68 byla schopna pfi koncentraci 2,00 %
w/v inhibovat rist bakterii o 99 %, fosfore¢nan HEXA 70 o 98 %. Pokud byl fosfore¢nan
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HEXA 70 testovan v koncentraci 0,50 % byla pozorovana redukce hustoty bakterialnich

bunék o cca 50 %.

Fosfore¢nan HEXA 62 vykazoval nejlepsi antimikrobni efekt pfi aplikované koncentraci
2,00 % w/v, kde byl schopen redukovat rast bun¢k L. cremoris CCDM 946 0 92 %. Z grafu
je rovnéz patrné, Ze byl zpozorovan trend zvySujici se uc¢innosti daného fosforecnanu s jeho

rostouci koncentraci.
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Obr. 12. U¢inky vybranych fosforecnanii na rist bunék Lactococcus lactis subsp. cremoris
CCDM 946

U dalsich dvou fosfore¢nani, HEXA 65 a HEXA PE, byly v koncentraci 2,00 %
pozorovany témet stejné inhibicni G¢inky na rast L. cremoris CCDM 946. Obé testované
soli v téchto koncentracich snizovaly hustotu bunék bakterialni suspenze o 45 %. Pokud
byl fosforecnan HEXA PE aplikovan v koncentraci 0,75 a 1,00 % wi/v, byla hustota
suspenze testovanych bakterii redukovana na cca 43 %, po aplikaci fosfore¢nanu HEXA
65 v téze koncentraci doslo k redukci rtstu pramérné na 40 %. Ponékud odlisné bylo
chovani bunék L. cremoris CCDM 946 v prostiedi koncentrace 0,50% w/v, protoze
V tomto piipadé bylo pozorovano, ze fosforecnan HEXA 65 redukoval hustotu bun¢k na

10 %, zatimco fosfore¢cnan HEXA PE na 55 %.

Fosfore¢nan HEXA 65 vykazoval ve vSech testovanych koncentraci (0,25 — 2,00 % wi/v)
podobnou ucinnost a byl tedy schopen snizovat rust bunék L. cremoris CCDM 946 pod
hranici 30 %.
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Nejméné ucinnym fosforeénanem vuéi bunkam L. cremoris CCDM 946 byl fosfore¢nan
sodny (NaHPQO,4). Ve vsech aplikovanych koncentracich tohoto fosfore¢nanu byl
zaznamenan rust testovaného kmene. Pii koncentraci 0,25 % a 2,00 % w/v doslo k redukci

rustu bunééné populace o cca 5 %.

6.1.6  Vliv fosfore¢nanovych soli na Micrococcus luteus CCM 732

Inhibiéni G¢inky sledovanych fosfore¢nanovych soli na rust Micrococcus luteus CCM 732
jsou znazornény na Obr. 13. U testovanych fosforecnantt HEXA 62, HEXA 65, HEXA 68 a
HEXA 70 lze pozorovat, ze vrozmezi koncentraci 0,25 — 2,00 % wlv, s vyjimkou
koncentrace 0,75 % w/v, doslo po 48 hodinové kultivaci kK iplnému potlaceni rastu bun¢k
M. luteus CCM 732. Ponékud odlisné ucinky vykazoval fosfore¢nan Na,HPO,. Z hodnot
indexti rustu lze usuzovat, Ze nejmensi inhibi¢ni G¢inky vykazoval v koncentraci
1,00 % wi/v, v koncentraci 2,00 % w/v pak doslo k pozvolnému nartstu hustoty bunék a pti

této koncentraci byla hodnota indexu rastu 17 %.
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Obr. 13. U¢inky vybranych fosforecnanii na rist bunék Micrococcus luteus CCM 732

U vSech testovanych fosforecnanti byly minimdlni antimikrobni U¢inky sledovany v
koncentraci 0,75 % wi/v. Fosfore¢nany HEXA 62 a HEXA 70 zde dokonce atakovaly

hranici indexu ristu kontrolniho vzorku a byly proto vyhodnoceny jako nejméné uc¢inné.
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Fosforecnan HEXA 62 snizoval hustotu bunék bakterii o necelé jedno procento. Pii
aplikaci fosfore¢nanu HEXA 68 a HEXA PE doslo k redukci bunék M. luteus CCM 732
pod 30 %.

6.1.7 Vliv fosfore¢nanovych soli na Staphylococcus aureus subsp. aureus DEPE K38

Ovlivnéni rastu bunék po ptsobeni fosfore¢nantu v koncentracich 0,25 — 2,00 % w/v bylo
testovano také u bakterii rodu Staphylococcus. Uéinky zvolenych fosfore¢nanti na rist
bunék Staphylococcus aureus subsp. aureus DEPE K38 po 24 hodinach inkubace pii 30 °C

jsou prezentovany na Obr. 14.

V¢ ristu S. aureus DEPE K38 byly nejucinnéjsi soli HEXA 62, HEXA 65, HEXA 68,
HEXA 70 a HEXA PE. Jak je patrné z grafu i z hodnot indext ristu zaznamenanych
v ptiloze Pl H, u téchto fosfore¢nani byla prokézdna téméf Uiplna inhibice ristu bunék jiz
po aplikaci v koncentracich 0,25 % w/v a vysSich. Rust S. aureus DEPE K38 v Zivném
médiu s piidavkem fosfore¢nanu HEXA 68 o koncentraci 0,25 a 0,50 % w/v byl prakticky
srovnatelny a byla pozorovana redukce bakterialnich bunék na 0,6 %. Podobné se choval i
fosfore¢nan HEXA 70, s vyjimkou koncentrace 0,50 % w/v bylo zjisténo, Ze s rostouci

koncentraci dané soli, se inhibi¢ni efekt na rust bun¢k S. aureus DEPE K38 zvysuje.
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HEXA 62 HEXA 65 HEXA 68 HEXA 70 HEXA PE NaZHPO4

Index ristu (%)

Pouiity fosforeénan
0,25% 1 050% m0,75% mWM1,00% mWM2,00% MmPK

Obr. 14. Ucinky vybranych fosforecnani na rist bunék Staphylococcus aureus subsp.
aureus DEPE K38
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Pti aplikaci fosfore¢nanu Na,HPO, ve vSech sledovanych koncentracich (0,25 — 2,00 %
w/v) byl zaznamenan riist bun¢k testovaného kmene, Vv nejvyssi dané koncentraci (2,00 %
w/v) se index rustu redukoval na 33 %. V koncentracich 1,00 % w/v a nize byl prokdzan

témét shodny rast bunék (66 %) S. aureus DEPE K38.

Nejlepsi antibakteridlni G¢inky vac¢i bunkdm S. aureus CCM, v jehoz pfitomnosti byl
zjistén pouze minimalni nardst bunék S. aureus DEPE K38 ve vSech sledovanych
koncentracich, vykazoval fosforecnan HEXA 62, protoze primérnd hodnota IR byla

stanovena na 0,1 %.

6.1.8  Vliv fosfore¢nanovych soli na Staphylococcus epidermidis DEPE K42

Na Obr. 15 je prezentovano pisobeni testovanych fosfore€nanti na rast bunék
Staphylococcus epidermidis DEPE K42 po 24 hodinové kultivaci pii 30 °C. Pfitomnost
ur¢itych fosfore¢nanti v zivném médiu vyrazngji ovliviiovala rust bun¢k S. epidermidis

DEPE K42.

Z vysledkti uvedenych na Obr. 15 je patrné, ze z testovanych fosfore¢nanti vykazovaly
vyrazny inhibi¢ni efekt na rust bunék S. epidermidis DEPE K42 soli HEXA 62, HEXA 65,
HEXA 68. U téchto fosforecnanti byla pozorovana téméf uplna inhibice ristu bunék jiz po
aplikaci testovanych soli v koncentracich 0,25 % w/v a vySSich. Nejniz§i namétena
hodnota indexu ristu (1.10'3 %) byla pozorovana u soli HEXA 68 a to v koncentraci
2,00 % wl/v, fosfore¢nan HEXA 62 a HEXA 65 redukoval rist bunék pii stejné koncentraci

na cca 6.107 %.

V porovnani SvySe diskutovanymi fosforecnany byl pii aplikaci soli HEXA PE v
koncentracich 0,25 a 0,50 % w/v zjistén intenzivné&jsi nartst bun€k S. epidermidis DEPE
K42, nicmén¢ s rostouci koncentraci prislusné soli se inhibi¢ni efekt zvySoval. V ptipadé
tohoto fosfore¢nanu doslo pii koncentraci 0,25 % w/v kredukci rastu o 90 %, pii

koncentraci 0,50 % w/v 0 93 %.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

100 ~
90 A
80 A
70 -
60 - -
50 A
40 A
30 A
20 A

Index ristu (%)

HEXA 62 HEXA 65 HEXA 68 HEXA 70 HEXA PE Na2HPO4

Pouzity fosforecnan

0,25% 1050% m0,75% mW100% mW200% MPK

Obr. 15. Ucinky vybranych fosforecnanii na rist bunék Staphylococcus epidermidis DEPE
K42

Nejméné ucinnym fosfore¢nanem vici bunkam S. epidermidis DEPE K42 byl fosfore¢nan
HEXA 70. U tohoto fosfore¢nanu nebyla ani pii nejvyssi aplikované koncentraci zjiSténa
uplnd inhibice ristu, se zvySujici se koncentraci nastal pouze pokles ristu bun¢k a index
ristu v nejniz§i testované koncentraci atakoval hranici 3 %. Podobné se jevila i sul
Na,HPQ,4, nicméné v koncentracich 0,75 — 2,00 % w/v byl zaznamenan trend zvySujiciho
se inhibi¢niho u¢inku fosfore¢nanu s jeho rostouci koncentraci, vyjimkou byla aplikace
toho fosfore¢nanu v koncentraci 0,50 % w/v, kde byla pozorovéana viibec nejnizsi citlivost

vici testovanému kmenu stafylokoka.

6.1.9  Vliv fosfore¢nanovych soli na Salmonella Enteritidis CCM 4420

Na Obr. 16 je graficky znazornén index rustu gramnegativnich buné¢k Salmonella
Enteritidis CCM 4420 po 24 hodinové kultivaci v pfitomnosti sledovanych fosfore¢nanti o
koncentracich v rozmezi 0,25 — 2,00 % w/v. U testovanych fosfore¢nanovych soli lze
pozorovat, ze dle predpokladanych poznatki z teoretické ¢asti diplomové prace (viz.
kapitola 2), byly inhibi¢ni G¢inky, Vv porovnani s grampozitivni bunikou bakterii, vyrazné
snizeny a tato skutecnost se i rovnéz projevila v hodnotdch indext ristu zobrazenych

v ptiloze Pl K.
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Jako nejucinngjsi fosfore¢nany pusobici inhibi¢né na rust bun€k S. Enteritidis CCM 4420
byly vyhodnoceny soli HEXA 65 a HEXA 70. Tyto fosfore¢nany sice v koncentracich
1,00 % w/v a niz§ich nevykazuji vyrazny inhibi¢ni efekt, nebo dokonce v jejich
ptitomnosti atakuji hodnoty indexd ristu Vv kontrolnich vzorcich, avsak v koncentracich
vysSich nez 1,00 % w/v doslo k redukci rastu bun¢k S. Enteritidis CCM 4420 alespon pod
hranic 50 %.

Nejnizsiho inhibi¢niho efektu na rast bakterii S. Enteritidis CCM 4420 bylo dosazeno pii
pusobeni fosforecnanu HEXA 68 v koncentraci 0,25 % wi/v, kdy bylo pozorovano snizeni
nartstu bun¢k 0 1 %, v koncentracich 0,75 — 2,00 % wi/v byl zaznamenan trend zvysujiciho
se inhibi¢niho G¢inku daného fosforeénanu s jeho rostouci koncentraci, v koncentraci
0,50 % wl/v pak byla pozorovana redukce indexu rustu vacéi bunkam S. Enteritidis CCM
4420 o 64 %, v dasledku ¢ehoz bylo z danych soli dosazeno nejvyraznéjsiho inhibi¢niho
efektu.
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HEXA 62 HEXA 65 HEXA 68 HEXA 70 HEXA PE Na2zHPO4
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Obr. 16. Ucinky vybranych fosforecnanii na riist bunék Salmonella Enteritidis CCM 4420

U fosforecnani HEXA PE a Na,HPO, byl pozorovan ¢asteCny inhibi¢ni efekt pfi
koncentracich 0,50 — 0,75 % w/v. Zaroven bylo u zminénych soli zjisténo, Ze tyto
fosfore¢nany maji zanedbany efekt na rist bun€k S. Enteritidis CCM 4420 v koncentraci
0,25 a 2,00 % w/v. Pokud byl aplikovan fosfore¢nan HEXA PE v koncentraci 2,00 % wi/v,
byla hustota bakteriadlnich bunc¢k redukovédna na 87 %, po aplikaci fosfore¢nanu Na,HPQO,

Vv téze koncentraci doslo k redukci ristu na 68 %. Ponékud podobné bylo chovani bunék
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S. Enteritidis CCM 4420 v prostiedi fosforecnanu HEXA 62 o koncentraci 2,00 % wi/v,
protoze v tomto ptipad¢ bylo zaznamenano snizeni poctu bunék o cca 70 %, v koncentraci
0,75 % w/v pak doslo k naristu testovaného kmene v hustoté bun¢k prevysujicich o 1 %

kontrolni vzorek, IR byl stanoveno na hodnotu 101 %.

6.1.10 Vliv fosfore¢nanovych soli na Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

Poslednim mikroorganizmem, u kterého byly testovany inhibi¢ni ucinky zvolenych
fosforetnant v koncentracich 0,25 — 2,00 % wl/v, byla gramnegativni bakterie
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955. Zmény indexu rustu bakterii v pfitomnosti

fosfore¢nand jsou prezentovany na Obr. 17.

Nejméné ucinnym fosfore¢nanem vuci bunikam P. aeruginosa CCM 3955 byl fosfore¢nan
HEXA 62. U tohoto fosfore¢nanu nebyla ani pii nejvyssi testované koncentraci 2,00 % w/v
zjiSténa inhibice riistu, nastala pouze redukce riistu bun¢k o 30 %. Pfi aplikaci dané soli
v koncentraci 1,00 % w/v se index rdstu vyrazné snizoval, atakoval hranici 7 %. V

koncentracich 0,75 % w/v a nizsich byl vyse aplikovany fosfore¢nan neucinny.

U fosforecnant HEXA 70 a HEXA PE si lze povSimnou toho, Zze pii koncentraci
0,25 — 0,50 % w/v nebyly u téchto soli zaznamenany prakticky zadné inhibi¢ni uc¢inky.
AvSak pfi pouziti v koncentracich 0,75 % w/v a vysSich jiz doSlo k inhibici ristu
testovanych bunék P. aeruginosa CCM 3955. U fosfore¢nanu HEXA PE byl zaznamenan
trend zvySujiciho se inhibi¢niho uéinku s jeho rostouci koncentraci, pii aplikaci v
koncentracich 0,75 % w/v a 1 % w/v byla pozorovana redukce rustu bunék o 60, respektive
88 %. Pokud byl fosforecnan HEXA PE piidan do kultiva¢niho média v koncentraci
2,00 % w/v, doslo jiz k inhibici ristu bun¢k P. aeruginosa CCM 3955 o0 91 %.
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Obr. 17. Ucinky vybranych fosforecnanii na riist bunék Pseudomonas aeruginosa CCM
3955

Fosforecnany HEXA 65 a HEXA 68 byly vyhodnoceny jako nejucinngjsi viici bakterii P.
aeruginosa CCM 3955 v koncentraci 2,00 % w/v, protoze pii této aplikaci bylo dosazeno
vyznamného inhibi¢niho ristu a index rustu byl ode¢ten na 21 %, respektive 19 %. Pokud
byl fosfore¢nan HEXA 65 aplikovan do Zivného média v koncentraci 1,00 % wi/v a nizsi

doslo k redukei ristu bun€k nejméné o 45 %.

Nejlepsi antibakterialni G¢inky vac¢i bunkam P. aeruginosa CCM vykazoval
hydrogenfosfore¢nan sodny (Na,HPQO,). Jiz pii aplikaci tohoto fosfore¢nanu v nejnizsi
testované¢ koncentraci (0,25 % w/v) doSlo k poklesu indexu rlistu na pouhych 9 %,
s rostouci koncentraci se tento efekt zvySoval. V koncentraci 2,00 % doslo ke snizeni poctu

bunék o 98 %.

6.2 Souhrnna diskuze

Jednim z cilti této prace bylo sledovat inhibi¢ni G¢inky vybranych fosforeCnant na rist
bakterii. Za timto Ucelem bylo vybrano 10 kmenti bakterii, z nichz 2 kmeny patii mezi
gramnegativni bakterie (rod Pseudomonas a rod Salmonella) a 8 kmenti mezi bakterie
grampozitivni (grampozitivni koky a sporulujici bakterie rodu Clostridium). Bakterie byly

vybrany tak, aby soubor testovanych kmena zahrnoval bakterie, které mohou byt zdrojem
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kontaminace kosmetickych a potravinafskych surovin, nebo bakterie odolngjsi k

nepiiznivym vliviim prostiedi, které mohou byt izolovany z potravin (rod Clostridium).

Pro testovani inhibi¢nich uc¢inkt fosforec¢nanti byly pouzity jejich sodné soli, které byly
poskytnuty firmou Fosfa a.s., Bfeclav-Postorna. Pro dané ucely byly pouzity soli (HEXA
62, HEXA 65, HEXA 68, HEXA 70, HEXA PE a Na,HPQO,), které se lisily délkou fetézce.
Pro srovnani moznych inhibi¢nich G¢inka byly vSechny fosfore¢nany testovany u celého

souboru bakterii v rozmezi koncentraci 0,25 — 2,00 % w/v.

Z vysledkt experimentl vyplyva, ze gramnegativni bakterie nejsou k u€¢inkiim zvolenych
fosfore¢nant citlivé. Z testovanych gramnegativnich bakterii je vic¢i plsobeni
fosfore¢nanovych soli nejvice odolna Salmonella Enteritidis CCM 4420, u které byla po
24 hodinové kultivaci zjiSténa v pritomnosti fosfore¢nant inhibice rustu pievysujici
kontrolni vzorek o vice nez 1 % (sil HEXA 62 v koncentraci 0,75 % w/v). Vyrazngjsi
inhibi¢ni efekt na rist bun¢k salmonel vykazovaly fosforecnany HEXA 68 a HEXA 70,
které byly schopny pii koncentraci 0,50 % w/v, respektive 0,25 % w/v, redukovat hustotu
bakterialni suspenze alesponn 0 80 %. Inhibi¢ni efekt byl rovnéz zjistén pii plisobeni
fosfore¢nanu Na,HPO,, u n¢hoz po jeho aplikaci v koncentraci 0,50 % w/v doslo

k potlaceni rustu bun¢k Salmonella Enteritidis CCM 4420 o 70 % oproti kontrole.

Toto zjisténi bylo v souladu s vysledky experimentu Juréové (2011), ktera rovnéz
nezaznamenala vyrazné€js$i inhibi¢ni ucinky fosforecnanovych smési na rist bakterie
Salmonella Enteritidis. Nejvyssi inhibice bylo dosazeno pfi aplikaci fosfore¢nanové smési

s obsahem soli HEXA 68 a HEXA 70 [72].

Z naSich experimentd provedenych na sérii fosfore¢nant vyplyva, Ze jako citlivgjsi ze
skupiny gramnegativnich bakterii vic¢i pusobeni fosforecnanti se jevi Pseudomonas
aeruginosa CCM 3955. Pokud byla tato bakterie kultivovana v pfitomnosti fosfore¢nanu
Na,HPO, ve vSech aplikovanych koncentracich (0,25 — 2,00 % w/v), byl zaznamenan
pouze jeji nepatrny narast. Fosforecnany HEXA 68, HEXA 70 a HEXA PE v nejvyssi
aplikované koncentraci (2,00 % w/v) rovnéz snizovaly index rustu, a to pod hranici 20 %.
Toto skutecnost je pomérné zajimava, jelikoz bakterie rodu Pseudomonas jsou povazovany
za bakterie vcelku odolné vii€i neptiznivym vliviim prostfedi, a tedy i zvySenému obsahu

soli.
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Jini autofi uvadi, ze bakterie P. aeruginosa vyznamnégji reagovala na piitomnost
polyfosfore¢nani (HEXA 68 a HEXA 70) az pfi nejvyssich zkoumanych koncentracich

(2,00 % w/v), a to vétSinou zpomalenim rustu, Gplné inhibice rovnéz dosazeno nebylo [39].

Grampozitivni bakterie byly k testovanym fosforeCnanim vice citlivé nez bakterie
gramnegativni. Nejvice odolné viéi ptisobeni fosfore¢nanim byly kmeny Staphylococcus
aureus subsp. aureus DEPE K38 a Staphylococcus epidermidis DEPE K42. Z testovanych
fosfore¢nant nevykazuje vyraznéjsi inhibi¢ni efekt vii¢i ristu grampozitivnich bakterii sil
Na,HPO,. Pokud byly aplikovany fosfore¢nany HEXA 62, HEXA 65, HEXA 68 a HEXA
70, byly bakterie rodu Staphylococcus vyrazn€ inhibovany ve vSech testovanych
koncentracich (0,25 — 2,00 % wi/v). U kmene Staphylococcus epidermidis DEPE K42 byl
zjistén rist bunék po pridani fosforecnanu HEXA PE do média v nejnizs§i zvolené

koncentraci.

Podle Lorencové (2010), v podminkach in vitro, pasobila na S. aureus CCM 3953
inhibi¢né 0,40% w/v koncentrace polyfosforecnanu HEXA 68. Polyfosfore¢nan HEXA
70 tak silné inhibi¢ni u¢inky nevykazoval, vyrazné snizeni maximalni hodnoty rustu bylo
dosazeno v koncentraci 2,00 % w/v. V prostiedi koncentraci nizSich dosSlo pouze

k prodlouZeni lag faze této bakterie [73].

Dalsi testované bakterie byly kmeny nalezici do rodu Lactococcus, Lactococcus lactis
subsp. lactis CCDM 141 a Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946. Pokud
porovname Géinky jednotlivych fosfore¢nant na bunky Lactococcus lactis subsp. cremoris
CCDM 946, je zfejmé, ze nejvyssi inhibicni efekt mély soli HEXA 68 a HEXA 70.
Davodem je, s nejvyssi pravdépodobnosti, jejich vyssi stupenn kondenzace. Jak jiz bylo
prezentovano v teoretické c¢asti diplomové prace, delsi fetézce fosfore¢nani disponuji
zesilenou schopnosti vyvazovat dvojmocné kationty kovii a mohou tak porusit integritu

bunéénych stén ¢i membran [39, s. 9].

Druhy z vySe zminéného rodu Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141, byl ucinné
potlacovan piidavkem nejvyssi aplikované koncentrace polyfosforecnani HEXA 68,
HEXA 70 a HEXA PE. Muzeme tedy konstatovat, ze bakterie z rodu Lactococcus byly

spolehlivé inhibovany piidavkem fosfore¢nanii s vyssim kondenzacnim stupném.

Utinky fosfore¢nant na riist bakterii rodu Lactococcus nejsou zatim v literatufe piilis

popsany. Bunka a kol. (2010) poukazuji na schopnost nékterych bakterii kmene
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Lactococcus lactis produkovat nisin. Nisin naruSuje permeabilitu cytoplazmatické
membrany tim, ze interaguje s fosfolipidy a snizuje tak odolnost vegetativnich bunék.
Z definice této teorie tedy vyplyva, ze spolehlivé inhibice ristu bun¢k laktokokti by mélo
byt dosazeno i piidavkem fosforecnani v niz§im kondenza¢nim stupni. Z vysledkti naseho

experimentu nebylo této skute¢nosti dosazeno [74].

Micrococcus luteus CCM 723 patiil mezi ,,problémové® grampozitivni bakterie, jejichz
rist nebylo mozné v prostiedi fosforecnani ptredvidat. Micrococcus luteus CCM 723 se
projevil jako velmi citlivy na pfitomnost polyfosforecnani HEXA 62, HEXA 65, HEXA
68, HEXA 70 a HEXA PE, kdy jiz od 1,00% koncentrace byl spolehlivé znemoznén
jakykoliv narast. Piekvapivé pak pusobily aplikace téchto soli v koncentraci 0,75 % wiv,
kdy byl opét zaznamenan nartst. Zda se tedy, ze pii aplikaci meznich koncentracich
uvedenych fosfore¢nanti, dochdzi k pfizpisobeni bakterie danym podminkdm. Snizeny
inhibi¢ni efekt vi¢i rastu bunék Micrococcus luteus CCM 723 projevil zasadity

fosfore¢nan Na,HPO,.

V literatufe byl publikovan Vliv U¢inku sodnych fosforeCnani na rist potravinaisky
vyznamnych bakterii. Z vysledki experimentu Buitkové a kol. (2011) Ize konstatovat, ze
Micrococcus luteus CCM 723 se jevil jako velmi citlivy na pfitomnost polyfosfore¢nant
HEXA 68 a HEXA 70, kdy jiz od 0,30% w/v koncentrace byl spolehlivé znemoZznén
jakykoliv narust [39]. K obdobnym vysledkiim dospéla i Lorencova (2010). Prekvapivé
ucinkoval zasadity fosfore¢nan TRIKRYSTAL, kdy jeho ptidavek v 0,50% w/v
koncentraci zpusobil celkovou inhibici bunék M. luteus CCM 732 [73].

Dalsi bakterii, na které byly testovany inhibi¢ni u¢inky fosfore¢nanti, byla Enterococcus
faecalis CCM 4224. Testovana bakterie byla kultivovana po dobu 24 hodin v prostiedi
fosfore¢nanovych soli o koncentracich 0,25 — 2,00 % w/v. Bunky E. faecalis CCM 4224
nebyly v prostfedi aplikovanych fosfore¢nanti vyrazné inhibovany a to ani pii aplikaci
nejvyssi sledované koncentrace (2,00 % w/v). VSechny aplikované fosfore¢nany snizovaly
hustotu bakterialni suspenze pod hranici 40 %. Nejnizsi Gcinnost vykazoval zasadity

polyfosfore¢nan Na,HPO, v koncentraci 0,25 % wiv.

Lorencova (2010) pii studiu ucinku fosforecnanovych soli na rist bun¢k Enterococcus
faecalis CCM 4224 zjistila antimikrobidlni efekt polyfosforecnanu HEXA 68 (v

koncentraci 1,00 % w/v). V zavislosti na zvySujicim se mnozstvim tohoto
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polyfosfore¢nanu do kultivacniho média doslo od hodnoty 0,10 % w/v k pozvolnému
snizovani rastové rychlosti a prodluzovani genera¢ni doby. Stl HEXA 70 takovy trend
chovani nevykazovala. 1 pfi aplikaci nejvyssich koncentraci (2,00 % w/v) dochazelo

k mnozeni daného mikroorganizmu [73].

Piesné slozeni fosfore¢nani HEXA 68 a HEXA 70 neni znamo (ktery z nich disponuje
delSim fetézcem, nebo zda obsahuji piimési jinych soli), proto neni mozné zdivodnit
odli$nost trendl inhibi¢nich G¢inkti prezentovanych Lorencovou. Na zidklad¢é dosaZenych
vysledkt Ize pouze usuzovat, ze polyfosforecnan HEXA 68 ma vyssi stupen kondenzace
nez HEXA 70.

Na potlaceni rustu sporulujici bakterie Clostridium perfringens CAMP 5744 byly
nejucinngjsi soli HEXA 68, HEXA 70 a HEXA PE, kdy jiz nejnizsi testované koncentrace
téchto soli zapfiCinily uplnou inhibici. Stejny efekt vyvolaly i 2,00% w/v pfidavky soli
HEXA 62 a HEXA 65. Polyfosfore¢nan Na,HPO, ani v nejvyssi aplikované koncentraci

(2,00 % w/v) nezpusobil vyznamngjsi inhibici.

Pro porovnani vysledku ristu testovanych bakterii rodu Clostridium v tavenych syrech
s obsahem smeési fosforeCnand, je patrné, ze vyraznéjSiho pokles poctu bun¢k klostridii
bylo dosazeno pfi aplikaci smési s obsahem polyfosfore¢nanu HEXA 68. Pocet bunék se
po Sestém dnu od aplikace snizil o 70 %. Za piedpokladu delSiho Casového pusobeni
inhibi¢nich smési (tj. 117 dnli od aplikace) bylo dosazeno obdobného vysledku i
v prostiedi polyfosfore¢nanu HEXA 70 [73].

Poslednim mikroorganizmem, u které¢ho byly testovany inhibicni ucinky zvolenych
fosforetnanit v koncentracich 0,25 — 2,00 % w/v, byla bakterie mlééného kvaSeni
Lactobacillus brevis DEPE T89. Efektivniho u¢inku bylo dosazeno pii aplikaci
polyfosfore¢nant HEXA 68, HEXA 70 a HEXA PE, kdy na pfitomnost téchto soli
reagovaly bunky L. brevis DEPE T89 jiz v prostfedi 0,50% wi/v koncentrace. Prekvapivé
ucinkovala sil HEXA 62 a HEXA 65, kdy 2,00% w/v piidavky té€chto soli v médiu,
znemoznovaly narast bunék L. brevis DEPE T89, ale nizsi ho povolovaly. Na zakladé
niz§tho kondenza¢niho stupné, nebyla inhibice ofekdvand ani pii aplikaci nejvyssi
testované koncentrace. Nejméné ucinnym fosfore¢nane vici buiikam L. brevis DEPE T89
byl fosfore¢nan Na,HPO,. V testované koncentraci 1,00 a 2,00 % w/v nastal pouze pokles

rastu bunék.
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ZAVER

Predlozena diplomova prace byla zamétena na sledovani inhibi¢nich G¢inkt Sesti sodnych
fosfore¢nanovych soli v riizném kondenza¢nim stupni na vybrané kmeny grampozitivnich
a gramnegativnich bakterii. Fosfore¢nany, které byly v praktické casti diplomové prace
vybrany (HEXA 62, HEXA 65, HEXA 68, HEXA 70, HEXA PE), se v potravinaiskych
technologiich pfedevS§im vyuzivaji za Ucelem tUpravy pH a emulga¢nich vlastnosti,

ptipadné pro své antimikrobni G¢inky. Na zakladé dosazenych vysledki lze konstatovat:

e Vv podminkach in vitro nebyly prokdzany vyznamné inhibi¢ni u¢inky fosfore¢nanti na
rist gramnegativnich bakterii, nejnizsi hodnoty IR byly pozorovany pti aplikaci

fosforeénanu Na,HPO,,

e nejvice citlivym kmenem byl viéi sledovanym fosfore¢nanovym solim rod
Staphylococcus, respektive Staphylococcus aureus DEPE K38. Vyjimku tvofil

ptidavek sodného fosfore¢nanu Na,HPQO,,

e nejniz§i redukce rastu grampozitivnich bunék byla zaznamenana u bakterie
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141, kdy u vsech testovanych fosfore¢nanti

v

nebylo ani pfi nejvyssich koncentracich dosaZzeno vyznamné;jsi inhibice,

¢ na rod Lactococcus nejlépe ptsobila sl HEXA 70,

e celkové nejucinngjsi byly soli HEXA 68, HEXA 70 a HEXA PE. Obecné lze tedy
konstatovat, Zze ¢im vy$$i byl kondenzacni stupenn daného fosforeCnanu, tim se

zvysoval i jeho nasledny antimikrobni efekt,

e zasadity fosfore¢nan Na,HPO, neprojevil G€innost ani v prostiedi nejvyssi testované

koncentrace, a proto byl vyhodnocen jako nejméné ti¢inny.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BHT

BHA

CCFAC

CFU

E 338

E 339

E 340

E 341

E 342

E 343

E 450

E 451

E 452

FAO

IR

KTJ

MAL

MPA

MPB

NAG

NAM

PG

RCA

XLD

Butylhydroxyanisol
Butylhydroxytoulen

Kodexovy vybor pro potravinarské aditiva a kontaminanty
Kolonie tvotici jednotku (Colony forming unit)
Kyselina fosfore¢na

Fosfore¢nany sodné

Fosfore¢nany draselné
Fosfore¢nany vapenaté
Fosfore¢nany amonné

Fosfore¢nany hotec¢naté
Difosfore¢nany

Trifosforecnany

Polyfosforecnany
Organizace pro vyzivu a zem&délstvi
Index rlstu

Kolonie tvofici jednotku
Manitol-arabin6za-laktézovy agar
Masopeptonovy agar
Masopeptonovy bujon
N-acetylgluk6samin

Kyselina N-acetylmuramova

Propylgalat

Kultivacni ptida pro identifikaci klostridii (Reiforced Clostridial agar)

Agar s xylozou, lysinem a deoxycholatem
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SEZNAM PRILOH

Pl Inhibi¢ni u€inky fosfore¢nant na vybrané kmeny mikroorganizmu



PRILOHA PI: INHIBICNI UCINKY FOSFORECNANU NA
VYBRANE KMENY MIKROORGANIZMU

Ptiloha PI A: Vliv fosfore¢nanovych soli na rist bun¢k C. perfringeus CAMP 5744

Sledovana Index rastu v %

sil 0,25% 0,50% 0,75% 1% 2%
HEXA 62 87,3 95,1 29,5 15,1 8,40
HEXA 65 53,6 25,9 25,3 6,00 4,80.10°
HEXA 68 8,60.10° | 6,10.10% | 2,20.10% | 5,10.10° | 1,60.10°
HEXA 70 8,80.10% | 3,10.10% | 1,20.10% | 7,10.10° | 1,30.10°
HEXA PE 3,70.101 | 2,70.10% | 9,30.10° | 5,60.10° | 6,20.10°
Na,HPO, 48,2 51,2 68,6 84,3 78,9
PK 100

*PK — pozitivni kontrola

Piiloha PI B: Vliv fosfore¢nanovych soli na rust bun¢k E. faecalis CCM 4224

Sledovana Index ristu v %

sul 0,25% 0,50% 0,75% 1% 2%
HEXA 62 19,5 19,2 16,9 26,1 23,7
HEXA 65 16,6 37,8 43,6 34,7 39,3
HEXA 68 22,9 13,4 7,40 30,3 33,3
HEXA 70 9,90 15,1 21,7 18,8 35,1
HEXA PE 20,8 20,3 32,9 28,3 20,0
Na,HPO, 58,9 11,5 13,1 31,9 24,9
PK 100

*PK — pozitivni kontrola

Ptiloha PI C: Vliv fosfore¢nanovych soli na rist bun€k L. brevis DEPE T89

Sledovana Index rustu v %

siil 0,25% 0,50% 0,75% 1% 2%
HEXA 62 73,7 95,4 51,2 9,7 1,00.10°°
HEXA 65 66,8 45,6 57,6 46,1 4,10.10°
HEXA 68 5,70 1,90.10° | 2,90.10* | 1,30.10° | 1,30.10°
HEXA 70 11,5 3,80.10° | 1,10.10° | 5,10.10* | 1,90.10"
HEXA PE 79,7 5,20.10* | 5,90.10% | 4,10.10° | 9,60.10°
Na,HPO, 89,4 93,1 76,5 25,3 25,3
PK 100

*PK — pozitivni kontrola




Ptiloha PI D: Vliv fosfore¢nanovych soli na rist bunék L. lactis CCDM141

Sledovana Index ristu v %

sul 0,25% 0,50% 0,75% 1% 2%
HEXA 62 78,7 37,1 47,8 75,3 78,1
HEXA 65 93,8 92,7 99,3 73,0 54,5
HEXA 68 88,2 58,9 24,7 6,20 16,3
HEXA 70 31,4 36,5 32,6 17,9 7,60
HEXA PE 53,9 43,8 315 58,4 5,60
Na,HPO, 58,4 42,1 39,3 41,0 66,3
PK 100

*PK — pozitivni kontrola

Piiloha PI E: Vliv fosfore¢nanovych soli na rast bunék L. cremoris CCDM 946

Sledovana Index ristu v %

sul 0,25% 0,50% 0,75% 1% 2%
HEXA 62 38,7 27,2 19,7 11,6 8,10
HEXA 65 40,5 10,4 38,7 35,8 38,1
HEXA 68 22,5 6,90 22,5 16,2 1,10
HEXA 70 15,0 53,2 20,2 25,4 2,60
HEXA PE 56,1 54,3 43,9 42,8 35,8
Na,HPO, 97,7 90,2 77,5 83,8 94,8
PK 100

*PK — pozitivni kontrola

Piiloha PI G: Vliv fosfore¢nanovych soli na rast bunék M. luteus CCM 732

Sledovana Index rastu v %

sitl 0,25% 0,50% 0,75% 1% 2%
HEXA 62 2,00.10% | 2,10.10% 99,3 1,90.10% | 6,50.107
HEXA 65 1,70.10" | 7,20.10° 89,3 2,50.10" | 8,30.107
HEXA 68 1,90.10% | 7,60.10° 69,3 6,60.10% | 5,60.10°
HEXA 70 7,90.10° | 1,70.10* 97,4 6,20.10% | 6,70.10°
HEXA PE 1,50.10*" 24,5 63,3 6,30.10% | 1,30.10°
Na,HPO, 19,3 59,1 16,83 6,10 17,3
PK 100

*PK — pozitivni kontrola




Ptiloha PI H: Vliv fosfore¢nanovych soli na rist bun¢k S. aureus DEPE K38

Sledovana Index rustu v %

siil 0,25% 0,50% 0,75% 1% 2%
HEXA 62 1,70.10* | 1,30.10* | 1,50.10% | 8,50.10% | 7,50.10°
HEXA 65 3,10.10% | 3,10.20% | 3,10.10% | 2,60.10% | 1,60.10*
HEXA 68 6,60.10% | 6,10.10% | 3,10.10" 1,10.10% 1,20.10%
HEXA 70 2,50.10™ 1,60 1,50.10% | 9,10.10° | 8,60.10%
HEXA PE 4,10.10% | 3,00.10% | 3,20.10' | 350.10% 2.70.10*
Na,HPO, 66,6 50,0 66,7 66,7 33,3
PK 100

*PK — pozitivni kontrola

Piiloha PI I: Vliv fosfore¢nanovych soli na rist bunék S. epidermidis DEPE K42

Sledovana Index rustu v %

siil 0,25% 0,50% 0,75% 1% 2%
HEXA 62 3,60.10" | 7,50.10% | 5,60.10° | 9,50.10% | 7,10.10°
HEXA 65 4,30.10% | 2,90.10" | 1,10.10* 6,30.10% | 6,30.10°
HEXA 68 3,50.1071 | 2,10.10" | 9,70.10° | 9,20.10% | 9,70.10°
HEXA 70 2,50 2,40 1,80 1,30 1,20
HEXA PE 9,50 7,20 2,40.10* 1,10.10% | 8,20.10*
Na,HPO, 22,2 57,2 4,80 2,10 6,80.10™
PK 100

*PK — pozitivni kontrola

Piiloha PI J: Vliv fosfore¢nanovych soli na rist bunék P. aeruginosa CCM 3955

Sledovana Index ristu v %

sul 0,25% 0,50% 0,75% 1% 2%
HEXA 62 73,8 30,3 55,9 7,20 70,8
HEXA 65 34,9 39,5 22,6 54,4 215
HEXA 68 45,1 76,9 6,20 22,6 19,5
HEXA 70 87,2 61,0 40,5 12,8 6,70
HEXA PE 45,1 44,1 11,3 12,3 9,20
Na,HPO, 9,70 9,20 3,10 10,8 2,60
PK 100

*PK — pozitivni kontrola




Ptiloha PI K: Vliv fosfore¢nanovych soli na rust bunék S. Enteritidis CCM 4420

Sledovana Index rastu v %

sul 0,25% 0,50% 0,75% 1% 2%
HEXA 62 44.4 44,4 101,3 54,2 69,4
HEXA 65 77,8 45,8 90,2 75,0 34,7
HEXA 68 99,8 18,1 50,0 48,6 50,0
HEXA 70 29,2 76,4 36,1 84,7 45,8
HEXA PE 88,9 38,9 51,4 38,9 87,5
Na,HPO, 75,0 48,6 61,1 30,6 68,1
PK 100

*PK — pozitivni kontrola



