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ABSTRAKT

Polyfosforecnanové tavici soli jsou dnes bézné€ pouzivanou soucasti tavenych syrt. V préci
byl srovnan antimikrobni uc¢inek nové vyvinuté polyfosfore¢nanové smési Cremosal AB4
s komer¢né jiz néjakou dobou dostupnou smési JOHA HBS. Antimikrobni tc¢inek byl
testovan na osmi grampozitivnich kmenech nalezicich do rodt Staphylococcus, Bacillus,
Geobacillus, Clostridium, Enterococcus, Lactococcus a Lactobacillus a na jednom
gramnegativnim kmenu rodu Escherichia. V tekutém médiu bylo méfenim optické hustoty
pii vinové délce A = 850 nm testovano pét koncentraci z kazdé fosfore¢nanové tavici soli:
0,1 %, 0,2 %, 0,3 %, 0,4 % a 0,5 % (w/v). Vysledky ukazuji, ze obé polyfosfore¢nanové
smési inhibuji vSechny testované bakterie jiz pii koncentraci 0,1 % (w/v) s vyjimkou
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141 a Escherichia coli CCM 3954. Cremosal AB4
ma tedy stejné dobré antimikrobni u¢inky jako JOHA HBS, v pfipad¢ Enterococcus durans

CCDM 53 vysledky ukazuji G¢inek jeste lepsi.

Kli¢ova slova: taveny syr, tavici stl, polyfosfore¢nany, JOHA, Cremosal AB4, inhibi¢ni

pusobeni



ABSTRACT

Making of processed cheese relies on emulsifying salt mixtures containing polyphosphates
these days. The antimicrobial effect of a new polyphosphate mixture Cremosal AB4 has
been tested, comparing it to the JOHA HBS mixture that has been commercially available
for several years. The effect has been observed in vitro on growth of eight gram-positive
strains of the genera of Staphylococcus, Bacillus, Geobacillus, Clostridium, Enterococcus,
Lactococcus and Lactobacillus and on one gram-negative strain of the genus Escherichia.
Five concentrations of the agents were tested - 0.1 %, 0.2 %, 0.3 %, 0.4 % and 0.5 % (w/v)
and measured in wavelength 850 nm. The results show that both polyphosphates stop the
growth of the selected bacteria at the lowest concentration (0.1 %) except of Lactococcus
lactis subsp. lactis CCDM 141 and Escherichia coli CCM 3954. It was concluded that
Cremosal AB4 has similar antimicrobial effect as JOHA HBS and showed even better effect

in the case of Enterococcus durans CCDM 53.

Keywords: processed cheese, emulsifying agents, polyphosphates, JOHA, Cremosal AB4,
inhibitory effect
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UvVOD

Tavené syry se poprvé v historii objevuji piiblizné pied stoletim. Vznikaji jako novy
zpusob, jak prodlouzit udrznost syrt a dat jim novy tvar. V populaci se v priabéhu desetileti

rychle uchytily a produkce se nasobné zvysuje.

Zakladni surovinovou skladbou tavenych syra jsou ptirodni (vyzralé a Cerstveé) syry,

slozky mléka, stabilizatory, potravinaiské pridatné latky upravujici pH a ochucujici latky.

Nedilnou soucasti tavenych syru jsou ovSem tavici soli, které za vysoké teploty davaji
vznik tavenin¢ rozrusenim kaseinovych mustkd. Diky nim syr dostava plastickou formu,

umoziuji ho tvarovat, roztirat a maji vliv na jeho vyslednou konzistenci.

Tak jako pfirodni syry a ingredience, i tavené syry a tavené syrové vyrobky jsou
nachylné k mikrobialni kontaminaci, at’ uz primarni (vstup kontaminace ze suroviny), tak
sekundarni (vstup kontaminace v prub&hu zpracovani). | kdyz bézn¢ pouzivané tavici teploty
+ 90 °C zneskodni vétSinu vegetativnich bungk, je zde riziko pteziti sporulatl, termofilnich

mikroorganismi nebo sekundarni kontaminace po taveni.

Jednim ze zpusobu, jak lze rist ptipadnych kontaminanti ve vyrobku regulovat, je

pouziti tavicich soli na bazi polyfosfore¢nani, které maji prokdzané antimikrobni G¢inky.

V praktické €asti je srovnana antimikrobni u¢innost nové komeréné dostupné tavici
soli Cremosal AB4 s jiz nékolik let pouzivanou komeréni tavici soli JOHA HBS. Cilem
préce je zjistit, zda ma Cremosal AB4 alespon tak dobré antimikrobni vlastnosti jako JOHA

HBS.



I. TEORETICKA CAST



1 TAVENE SYRY

1.1 Historie vyroby

Pocatky tavenych syrii jsou datovany do prvnich dekad 20. stoleti, kdy ve Svycarsku
v roce 1911 Walter Gerber a Fritz Stettler vyrobili prvni taveny syr z ementalu. Emental
proSel strouhdnim a s pfidavkem citronanu sodného se jim za tepla podaiilo vytvofit
stejnorodou hmotu. Nezavisle od nich v USA se o totéz pokousel James Lewis Kraft a v roce
1916 si nechal podobny vyrobek patentovat, ovSem bez pouziti tavicich soli. Prvni patent,
ktery tavici soli zahrnoval (jmenovité fosfore¢nan sodny), byl vydan Georgovi Herbertovi

Garstinovi v roce 1921 (Ustunol, 2009; Kraft, 1916; Garstin, 1921).

Pivodnim divodem pro vyrobu takovéhoto typu vyrobku byl zijem prodlouzit
udrznost syri a umoznit zménu textury a tvaru syrovych vyrobktl. Postupnym vyvojem
v prubchu desetileti si vSak tavené syry jako takové vyslouzily celosvétové prvni pticky
Vv zplsobu konzumace syrt a zdaleka neslouzi jenom k piivodnim ucelim — dnes jsou diky
této technologii zpracovani kK dispozici fady vyrobkd, které se odliSuji jak technologickymi,
vyzivovymi, tak i senzorickymi parametry. Z dal§ich vyhod taveni syrGi je mozno
vyjmenovat vhodnost pro détskou populaci, velice dobry zdroj bilkovin, vapniku a dal$ich
mineralnich latek v porovnani s rostlinnou potravou, relativné¢ nizkou vyrobni cenu a

vSestranné pouziti béhem piipravu pokrmi véetné jejich dochuceni (Guinee, 2011a).

1.2 Definice tavenych syri v CR

Vyhlaska 397/2016 Sb. o pozadavcich na mléko a mlééné vyrobky, mrazené krémy a
jedlé tuky a oleje definuje skupinu taveny syr jako ,,syr, ktery byl tepeln¢€ upraven tavenim®.
Dale vedle ngj definuje skupiny ,.,taveny syrovy vyrobek* a ,taveny mlé¢ny vyrobek* které
jsou tepelné oSetfeny tavenim. Taveny syrovy vyrobek a taveny mlécny vyrobek obsahuji
oba vice nez 5 % (w/w) laktdzy a taveny syrovy vyrobek musi obsahovat minimalné 50 %
(w/w) suSiny. Vyrobce je (mimo jiné) V téchto pfipadech povinen uvést na vyrobku nazev
skupiny, obsah tuku nebo tuku v susing, obsah susiny a ptipadné ochucujici latky (Vyhlaska
397/2016 Sh., 2020).

Podle technické normy CSN 57 1300 Tavené syry a tavené syrové vyrobky — Spoleéna
ustanoveni je taveny syr vyroben za ptidavku tavicich soli, s nebo bez pridavku dalSich

ptidatnych latek pii zachovani obsahu laktézy maximalné 5 % (w/w). Tavenému syrovému



vyrobku vymezuje, ze minimalné 51 % (w/w) susiny pochazi ze syra (Vyhlaska 397/2016
Sh., 2020; CSN 57 1300, 2000).

1.3 Surovinova skladba a vliv sloZek na vlastnosti taveného syra

Ptehled povolenych slozek jinych, nez syry z vy$e uvedené vyhlasky vyjmenovava,
které dals$i komponenty je mozno pouzit pro vyrobu tavenych syrii a vyrobkii. V ptipade
tavenych a tavenych roztiratelnych syrti se jedna o: maslo, maselny tuk, smetanu a maselny
koncentrat (v ptipad¢, ze taveny vyrobek je pojmenovan druhové pouze ke standardizaci
obsahu tuku), jedlou stl, bakterialni kultury, enzymy, kofeni, sezénni zeleninu a ostatni
zdravotné nezavadné potraviny. Pokud vyrobek neni druhové pojmenovan, lze vyuzit i
ostatni mlécné slozky do stanoveného limitu obsahu laktézy. U tavenych syrovych a
tavenych mléénych vyrobkll se povoluje (za predpokladu splnéni pozadavkl pro danou
skupinu) pouziti také ostatnich mléénych slozek a cukrt se sladicim u¢inkem (Vyhlaska
397/2016 Sh., 2020).

CSN 57 1300 déle dopliiuje, Ze Vv piipadé tavenych syrii druhové pojmenovanych i
nepojmenovanych nesmi piekrocit obsah nemléénych surovin 1/6 obsahu susiny vyrobku,

dodavaji jenom senzorickou jakost a nesmi se jednat o cukry (CSN 57 1300, 2000).

131 Syr

Zékladni surovinou pro vyrobu tavenych syri je pfirodni syr, ktery dodava finalnimu
vyrobku senzorickou i technologickou jakost. Obsah ptirodniho syra v tavenych syrech
dosahuje az 98 % (w/w) (Guinee, 2004). Z technologického hlediska je zna¢nou vyhodou
moznost pouziti 1 syrh, které by nemohly byt prodany V trzni siti, zejména pro mechanické
vady. Mikrobiologicky kontaminované syry jsou k pouziti nevhodné, jelikoz 1 kdyZz bézné
pouzivané tavici teploty usmrti vegetativni formy mikroorganismi, nejsou dostate¢né pro
usmrceni Spor (napiiklad u sporulujicich bakterii druht Bacillus, Clostridium nebo plisni).
Dale, béhem vzduchotésného baleni mtize pouziti takovychto surovin napomahat v rozvoji
anaeroblim. | v ptipadé, Ze by finalni vyrobek nebyl kontaminovan a vSechny zivotaschopné
formy mikroorganismil byly usmrceny, je zde riziko ptfitomnosti bakteridlnich a mykotoxini

ve finalnim vyrobku (Burka et al., 2009).



Z obecnych zéasad pouzivani ptirodnich syri mozno dodat, Ze vyzralé syry pfidavaji
vyslednému vyrobku charakteristické senzorické rysy a cini taveny syr mekci,
roztirateln&jsi, ale i rozpadovéjsi. Piidavek nevyzralych syri naopak pomaha zejména
texturnim vlastnostem, syr je hustsi, poddajnéjsi na krajeni a gumovéjsi. Nevyhodami jsou
horsi tavitelnost a riziko tvorby bublin vzduchu v taveniné z divodu jeji vyssi viskozity.
Z divodu snizeni nakladt na suroviny se v dnes$nich dobach vyrobci uchyluji zejména
K pouziti nevyzralych syrd, mléénych i nemlé¢nych slozek, co ma za nasledek sniZeni

senzorické jakosti a kvality vyrobku (Bunka et al., 2009; Guinee, 2011b).

1.3.2 Mlécné slozky

Obsah produkti mlééné vyroby muzeme rozdé€lit podle funkce, kterou ma dana

surovina plnit ve findlnim vyrobku — Gprava tuku Vv susin¢€ a Giprava obsahu susiny.

Co se tyce upravy tuku v susing, casto vyuzivanymi surovinami jsou maslo, maselny
tuk zbaveny vody, smetana a maselny koncentrat (Vyhlaska 397/2016 Sb., 2020; CSN 57
1300, 2000). Vysledné mnozstvi tuku v susiné v taveném syru ma kli¢ovou roli na jeho
senzorické a technologické jakosti. Podle obsahu tuku v susing Ize také vyrobek oznacit jako
vysokotu¢ny (s obsahem tuku v susin¢ alesponn 60 % w/w) a nizkotu¢ny (do 30 % w/w).
Tavené syry s obsahem tuku v susiné mezi 30 a 60 % (w/w) se podle obsahu tuku neoznacuji.
Plati zde pravidlo, Zze ¢im vyS$Si je obsah tuku ve vyrobku, tim je vyrobek mek¢i,

roztirateln&jsi a ma plngjsi chut’. (CSN 57 1300, 2000; Buiika et al., 2009).

Mezi suroviny vyuzivané pro upravu mnozstvi susiny patii v dne$ni vyrobé zejména
suSené mléko, susend syrovatka a kaseinové koncentraty nebo hydrolyzaty. Pfi udrzeni
reologickych parametrii levné zvySuji obsah suSiny vtaveném syru a umozZiuji jeji
standardizaci za cenu snizeni senzorické jakosti. Naopak, pro snizeni obsahu susiny,

zmek¢eeni a zvyseni roztiratelnosti je mozné pridat do taveného syra vodu (Guinee, 2011).

1.3.3 Stabilizatory

Stabilizatory pomahaji 1épe solubilizovat proteiny pfitomné v taveniné a vytvofeni
potiebné proteinové matrix. Mezi tyto stabilizatory patii zejména tavici soli na bazi

fosfore¢nanti a citronant. Princip pasobeni tavicich soli je popsan niZze v ¢asti 1.4.



Pokud je zapotiebi snizeni obsahu susiny a tuku ve findlnim vyrobku, nachazime zde
vyuziti spektra hydrokoloidd, které umozni ve vyrobku vazat vysoké mnozstvi vody bez
naruseni konzistence vyrobku. Jedna se o ptirodni a modifikované skroby, guarovou gumu,

xanthany, karboxymethylcelulézu nebo karagenany (Guinee, 2011; Burika et al., 2009).

1.3.4 Latky upravujici pH

Pro vytvoreni stabilni proteinové matrix je dilezité, aby tavenina méla spravné pH —
jmenovité mezi 5,6 az 6,0. Pokud se pH dostava postupné od optimalniho rozmezi smérem
dol, ptiblizujeme se izoelektrickému bodu obsazenych proteint, zvysuji se jejich vzajemné
interakce a dochazi k agregaci. Ve vysledném produktu pak nalezneme agregaty proteint,
které narusuji uniformitu taveniny, negativné ovliviuji jeji reologické parametry a ptispivaji

k drobivosti syra.

Pokud by pH od optimalni hranice vzrostlo, vzdalujeme se od izoelektrického bodu
ptitomnych proteint, kvili zdporné nabitym iontim se snizuji jejich vzajemné interakce a
struktura nabyva na gelovitosti a mékké konzistenci. V piipadé vzdaleni se od
izoelektrického bodu dal nejsme schopni ze smési surovin utavit homogenni taveninu,

protoze se proteinova matrix vytvoii pouze v omezené podobné (Guinee, 2011a; Burika et
al., 2009)

Pro Upravu pH se pouZzivaji organické kyseliny — kyselina mlécnd, octova, citronova,

nebo fosforecna (Guinee, 2011a).

1.3.5 Latky upravujici organoleptické vlastnosti

Upravu organoleptickych vlastnosti finalniho vyrobku dosahneme piidanim
kuchynské soli, v ptipad¢ taveného syrového a taveného mlééného vyrobku lze zvysit

sladkou chut’ ptidanim jednoduchych cukri.

Ochucené tavené syry mohou byt vyrabény za pomoci koteni, zeleniny, produkta
masného pramyslu, nebo obecné za ptidavku pozadovanych potravin. VSechny tyto ptidané
potraviny musi spliiovat pozadavky na zdravotni nezavadnost a mohou byt pouzity pouze
Vv mnozstvi, které postacuje na to, aby vysledny vyrobek nabyl charakteristickou chut’ a viini

(Vyhlaska 397/2016 Sb., 2020).



1.4 Technologie tavenych syri

Vyroba tavenych syru a tavenych vyrobki pozistava z nékolika dulezitych krokd:

(Guinee, 2011a):
1. vybér surovin
2. snizeni velikosti ¢astic syra
3. smichani vSech surovin do surovinové smeési
4. taveni surovinové smeési
5. homogenizace (volitelny krok)

6. baleni a chlazeni vyrobku

1.41 Vybér surovin

Vybéru surovin pro konkrétni vyrobek se vénovala podkapitola 1.3. Technologické
parametry jsou ovlivnény zejména zékladni chemickou strukturou taveného vyrobku —
obsahem susSiny, obsahem tuku v suSiné, obsahem dusikatych latek a pH. Senzorick4 jakost
je ovlivnéna zejména typem pouZzitych surovin — vyzralost ptirodniho syra, podil ptirodniho
syra VsuSiné¢ vyrobku, jakost vstupnich surovin, obsah tuku ve vyrobku a ptidavky
ochucujicich slozek (stl, jednoduché cukry, nemlécné potraviny) (Guinee, 2011a; Guinee,
2011b; Burika et al., 2009).

1.4.2 Snizeni velikosti ¢astic syra

Syr se pied smichanim vSech surovin do smési oc€isti pomoci automatickych Skrabek
(zébrana proti priiniku ptipadné povrchové kontaminace do produktu) a poté nafeze na mensi
¢asti. Tyto putuji do vysokorychlostniho drtice, kde je ptirodni syr rozsekan a nadrcen na
dostate¢né malé castice (pod 1 mm). Timto se zvysi stejnorodost vysledné taveniny, velikost
povrchu syra a prostupnost vody do syra. Vyssi velikost povrchu nésledné umozni
rovnomérnéjsi prastup tepla do hmoty a zvysi rychlost tvofeni proteinové matrix (Guinee,

2004).



1.4.3 Smichani surovin do surovinové smeési

Provadi se v tzv. tavicim kotli, kde poté dochazi k vlastnimu taveni surovinové smeési.
Ptidavek vSech surovin do smési a jejich pfedmichani rovnomérné rozdistribuuje Castice
smési a pfipravi je na rovnomérné taveni. V této fazi je mozno piidat i tzv. krém — taveninu
z pfedchozi varky (anglicky rework), jejiz pouzitim je zvySena stabilita struktury pfi

krémovani a zjemni konzistenci vysledného produktu (Guinee, 2004; Burika et al., 2009).

1.4.4 Tavenisurovinové smeési

Tavici kotel je nasledné uzavien a evakuovan. Pomoci pfimého vstiiku pary (Burka et
al., 2009) je smé&s za neustalého michani rychle zahiivana na tzv. tavici teplotu. Tato teplota
je v literatufe uvadéna s relativné Sirokym rozmezim 75-120 °C, ovSem realné vyuzivané
teploty v diskontinualnim zptisobu vyroby jsou okolo 90 °C (Guinee 2011a; Guinee 2004;
Burika et al., 2009). Pokud se taveny syr vyrabi kontinuadlnim procesem, taveni probiha
V nerezovych trubkéch pfti teplotach 130-145 °C a krom¢ pasteracniho ma i sterilacni efekt

(Burika et al., 2009).

Tato faze vyroby je klicova pro vytvofeni proteinové matrix, ktera probiha

Z nasledujicich krokd:

e Monovalentni kationty z tavicich soli vychytavaji vapnik z fosfoserinovych

mistki mezi kaseinem podle rovnice:

H,O,t,F
A—C00~Ca?* ~00C — B + P Nat =—5

H,O,t,F
~ % A—CO00 Na* + B—CO0 Na* + (P),Ca?*,

kde A a B =zna¢i zbytky kaseinu nebo jejich hydrolyzati, P znaci
fosfore¢nanovou ¢ast tavici soli, t znaci plisobeni tavici teploty a F zna¢i michani

(voln¢ podle Guinee, 2004; Burika et al., 2009).

e Diky vychytani vapenatych Kationti pomoci tavici soli a nahrazeni
monovalentnimi kationty se pfitomné zbytky kaseinu rozpusti v taveniné a

mizou uplatnit své emulgacni schopnosti (Guinee, 2011a; Burika et al., 2009)



e Vysoka teplota rozpousti tukové kulicky v syru a za soucasného michéani se

snizuje jejich prumér. Vznika hustd emulze o/v, kde proteiny slouzi jako

emulgatory (Guinee, 2011a).

Obrazek 1: TEM snimek vzorku taveného syra (Vollmer et al., 2021)

Na obrazku 1 se nachazi snimek z transmisniho elektronového mikroskopu (TEM)
vzorku taveného vyra po 15 minutich taveni. Jsou zde zformované tukové kulicky o
primérech cca 0,5-10 pm emulgované do proteinové matrix (1A). Na rozhrani (1B) mezi
tukovou kuli¢kou (f) a kaseinovou matrix (m) mizeme pozorovat tenkou vrstvu kaseinu
(Sipky), ktera brani agregaci tukovych kulicek. MiiZeme ji pozorovat také v difundované
podobé jako pronikani kaseinové matrix k tukové oblasti (1C). Na obrazku 1D mtzeme
pozorovat detail kaseinové matrix, s pfiblizenim (1E) a s pfiblizenim na oblast s vysokym

vyskytem elektront (1F).

1.4.5 Homogenizace

Je volitelnou soucasti vyroby taveného syra. Thned po taveni muzeme hmotu

homogenizovat pomoci vysokotlakového homogenizatoru, kterym docilime snizeni



velikosti tukovych kulic¢ek a jejich lepSimu rozptylu v ramci hmoty. Oba tyto faktory pak
zvySuji stabilitu vysledného produktu v case (Guinee, 2011a).

1.4.6 Baleni a chlazeni vyrobku

Pro zachovani idrznosti vyrobku je vyhodné plnit utaveny syr do obalil jesté za vysoké
teploty (nad 60 °C). Vyuzivad se plastovych kelimkl, zatavenych tub, zatavenych
hlinikovych obald aj. Po zabaleni je vyhodné vyrobek rychle zchladit, jelikoz ¢im déle
vyrobek chladne, tim se stdva tuzsi a méné roztiratelny. Pii dlouhém chlazeni je zde také

riziko rozvoje sporulati (Burika et al., 2009).



2 MIKROBIOLOGIE TAVENYCH SYRU

Puvod kontaminace tavenych syrt zahrnuje oblasti od produkce mléka az po vyrobnu
kone&ného vyrobku. Cim déle jsou meziprodukty vyroby tavenych syri skladovany, tim

vys$si riziko nesou pro vysledny produkt (Oliveira et al., 2016).

Z mikrobiologického hlediska je velice vyznamné, aby vysledny produkt neobsahoval
zadné zivotaschopné formy mikroorganismt, nebo jejich mnozstvi musi byt nezdvazné pro
zdravi spotiebitele. Vzhledem k pouzivanym tavicim teplotam mezi 70-95 °C a rychlému
ochlazeni na skladovaci teploty 4-8 °C dochazi k usmrceni vegetativnich bunék témét vsech
znamych bakterii, kvasinek a plisni. Nedochéazi ov§em k usmrceni spor, a proto je nutno se
zam¢éfit zejména na sporulujici mikroorganismy, jelikoz hodnoty produktu (pH > 4,5, vodni
aktivita aw > 0,85) to umoziiuji (Guinee, 2004; Burika et al., 2009; Burnikova a Burika, 2015).
Pouziti vyssich tavicich teplot neni vhodné, protoze dochazi ke snizeni kvality taveného syra

(Lazarkova et al., 2010).

2.1 Bakterie tvorici spory

Sporulujici bakterie relevantni pro problematiku tavenych syrii zahrnuji zejména (Burka et

al., 2009; Buikova a Burika, 2015):

e Psychrofilni a psychrotrofni anaerobni bakterie rodu Clostridium (C. estertheticum,

C. gasigenes nebo C. algidicarnis)

e Mezofilni bakterie s optimem rastu mezi 15 a 45 °C — anaerobni hnilobné bakterie
s proteolytickou aktivitou (C. sporogenes, C. putrefaciens), acidotolerantni
anaerobni bakterie maselného kvaseni (C. butyricum, C. tyrobutyricum a C.
pasteurianum) a fakultativni anaeroby (Bacillus cereus, Nialia circulans,

Paenibacillus macerans a Brevibacillus laterosporus).

e Termofilni bakterie s optimalni teplotou rustu nad 45 °C (Weizmannia coagulans,

Geobacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis)

V oblasti produkce mléka je moznost pienosu sporulat, které mize byt pouzito do
vyroby zrajiciho syru. Toto zahrnuje striktni anaeroby rodu Clostridium i aerobni rod
Bacillus a jemu podobné — obsah spor se na farmach v blizkosti produkce mléka pohybuje

v koncentracich 10°-10°% CFU/g. Dalsi moznou cestou kontaminace sporulaty je silazovana



potrava dobytka (zejména C. tyrobutyricum), nebo jejich vykaly. V prub&éhu samotné vyroby
je moznost preneseni spor do vyrobku skrz zpracované mlééné suroviny (syry, susené mléko,
susena syrovatka), nemlééné suroviny (kofeni — az 10® CFU/g, potraviny), nebo obalovy
material (Oliveiraetal., 2016). Pokud klostridia nebo bacily a jim podobné rody kontaminuji
vysledny vyrobek Vv dostatecném mnozstvi, spory vykli¢i ve vegetativni formy a zplsobi

kazeni vyrobku nebo i epidemie (Liicking et al., 2013).

Zmény na vyrobku v pfipadé kontaminace klostridiemi zahrnuji snizeni pH vyrobku (v
disledku produkce organickych kyselin), produkci plynu, nezadouciho aroma (produkce
tekavych kyselin) a strukturdlni zmény (v disledku proteolyzy). Z analyzy patogenniho
zastupce rodu Clostridium (C. botulinum) bylo zjisténo, ze minimalni pH a teplota pro rist
jsou 5 °C a pH 4,7. Spory si uchovaly pfi skladovani pii 2-4 °C zivotaschopnost po dobu

dvou az péti let pii zachovani produkce botulotoxinu (Buiika et al., 2009).

Kontaminace sporami rodu Bacillus zahrnuji zmény podobné ,béznému* kazeni
potravin — nezadouci aroma a zmény ve struktufe. Dulezitym faktorem je ovSem nebezpeci
vzniku onemocnéni gastrointestinalniho traktu, které se projevuji prijmy a zvracenimi
(Oliveiraetal., 2016) a jsou zpisobeny ,,skupinou Bacillus cereus®, ktera zahrnuje 8 kment
schopnych zpusobit alimentarni onemocnéni: Bacillus cereus, B. anthracis, B. cytotoxicus,
B. mycoides, B. weihenstephanensis, B. toyonensis, B. thuringiensis a B. pseudomycoides
(EFSA, 2016).

2.2 Jiné grampozitivni bakterie

Vedle sporulujicich bakterii, které jsou ¢ast&j$im rizikem pro kontaminaci kvili jejich
schopnosti prezit tavici teploty, nelze zapominat na jiné grampozitivni nesporulujici
bakterie. Mezi né lze zatadit naptiklad Staphylococcus aureus, ktery je schopen se
rozmnozovat pii teploté 7 °C a pH 4,0 (Buiikkova a Burika, 2015). Do produktu piechazi
sekundarni kontaminaci, pokud je hotova tavenina balena pfi teplotach nizSich, nez 60-70°C
(Bunka et al., 2009). I kdyZ nebyl pozorovan narust, stafylokoky prezily v tavenych syrech
180 (5 °C) a 270 dni (22 °C) (Linton a Harper, 2008).

Dalsim z patogent zptisobujicich alimentarni onemocnéni je Listeria monocytogenes,
kterou mtze byt produkt kontaminovan obdobné jako stafylokoky. V Evropské unii je

povinnosti tuto hrozbu pii kazdé vyrobé vyhodnotit a doporucit pro dany produkt vhodné



skladovaci podminky (Martinez-Rios et al., 2019; Natizeni komise ES ¢. 2073/2005, 2020).
Nebezpeci pro skupinu tavenych syrt spociva v schopnosti nékterych kment tohoto druhu

se uspésné rozmnozovat i pii teploté 1 °C a pH 4,8 (Buiika et al., 2009).

2.3 Ostatni mikroorganismy

Vedle grampozitivnich sporulujicich a nesporulujicich bakterii je zde potencialni
nebezpeci kontaminace zastupci rodu Salmonella, patogenni Escherichia coli O157:H7,
bakteriemi rodd Lactobacillus a Pseudomonas zpisobujicich jejich kazeni, nebo
mikromycetami rod Penicilium a Cladosporium (Buiikova a Burika, 2015). Podminky ristu

a sledovani tavenych syri v ¢ase jsou podrobné popsané ve studii (Linton a Harper, 2008).

2.4 VIliv slozeni vyrobku a technologii na mikroorganismy ve vyrobku

Vyslednou mikrofloru vyrobku Ize ovlivnit n€kolika zplsoby. Mezi né miiZeme
zaradit naptiklad tavici teplotu, vodni aktivitu taveného syra a jeho pH, obsah tuku a tavicich

soli (Burika et al., 2009).

2.4.1 Tavici teplota a teplota skladovani

Jak jiz bylo zminéno vySe, pouZita tavici teplota méa zasadni vliv na Zivotaschopnost
mikroorganismil v hotovém vyrobku. Pokud se jedné o vsadkovou vyrobu, bézn¢ pouzivané
tavici teploty 70-95 °C postaci pouze k eliminaci vegetativnich bunék mikroorganismd. Tyto
vyrobky je pak nutno skladovat v chladirenskych teplotich a maji dobu skladovani
omezenou V fadech mésict (Guinee, 2004). V piipad¢, Ze to obal dovoluje, je mozno
takovéto vyrobky sterilizovat v obalu, inaktivovat vyskytujici se spory a podstatné navysit
dobu skladovani (Lazarkova et al., 2010).

Produkce tavenych syri kontinualni metodou vyzaduje taveni v kratkém case (sekundy)
o vysoké teploté (az do 145 °C), sterilacni efekt takovéto metody ji pak pii aseptickém
naplnéni vyrobku do obalu mikrobiologicky stavi na tiroven syri sterilizovanych v obalu
(Burika et al., 2009).



2.4.2 Vodni aktivita

Dostupnost vody je jednim zklicovych faktori pro pfeziti a rozmnoZovani se
mikroorganismil. Jakmile klesa pod urcitou hranici, zévislou na typu zkoumaného
mikroorganismu, dany mikroorganismus ztraci schopnost rozmnozovat se a nasledné
nepieziva. Mikroorganismy maji vyvinuté mechanismy pro ochranu pied osmotickym

stresem — napfiklad hromadéni K* ionti, glutamatu, glutaminu, GABA aj. (Jay et al., 2005).

Vodni aktivita aw tavenych syra se pohybuje v rozmezi 0,91 az 0,96 (Buitkkova a Buiika,
2015). Tyto hodnoty vétsinou postacuji k inhibici produkce botulotoxinu C. botulinum —
studie (Glass a Doyle, 2013) ukazuje, Zze u hodnot pod 0,944 nebyl nalezen v produktu zadny
botulotoxin, u hodnot nad 0,957 byl. Mezi t€émito hodnotami zaleZelo na konkrétnim sloZeni
vyrobku — zejména obsahu suSiny, soli, pH vyrobku a obsahu hydrogenfosfore¢nanu

sodného.

2.4.3 pH vyrobku

pH tavenych syrt se pohybuje v rozmezi 5,6 az 6,0. Tato slabé kysela oblast neni pro rlst
mnoha mikroorganismii piekazkou, ovSem kone¢ny antimikrobni G¢inek zéalezi na typu
organickych kyselin obsazenych ve vyrobku. Vhodnou ptisadou se jevi kyselina mlé¢na,
kterou je mozno omezit produkci botulotoxinu. Jeji sodné a draselné soli ji zabranuji taktéz,

ovSem bez snizeni pH (Burika et al., 2009).

2.4.4 Obsah tuku

Bylo prokédzano, Ze se snizujicim se obsahem tuku ve vyrobku se sniZuje produkce
botulotoxinu, rtst sporotvornych anaerobl a také sniZuje aktivitu mnoha bakterii jako
napiiklad rod Salmonella nebo Listeria monocytogenes (Buinikova a Bunka, 2015). Pro tuto
aktivitu existuje vice teorii — tuk miiZe tvofit ochrannou bariéru vici antimikrobnim latkam
ve vodni fazi, nebo lipofilni ¢ast antimikrobnich latek miZze interagovat spiSe s tukem nez
s fosfolipidovou membranou bakterii. RovnéZ sniZzuje u€innost vice antimikrobnich latek —
monolaurinu, nisinu produkovanym naptiklad Lactococcus lactis, kyseliny sorbové nebo -

hydroxymaselné kyseliny (Bunka et al., 2009; Glass a Doyle, 2013).



2.45 Tavici soli

Antimikrobni w€inky tavicich soli jsou popsany pievazné viaci grampozitivnim
mikroorganismim. Princip inhibice spociva v jejich vlastnosti pevnéji vazat polyvalentni
kationty kovt (vapnik, hoi¢ik) nez monovalentni. Vazi se na teichoové kyseliny bunécné
stény bakterii, vytvareji zde mlstky a membranu jako celek destabilizuji. V jinych ptipadech
bylo prokazano, ze vazbou divalentnich iontti kovli blokuji vybrané nezbytné fyziologické
procesy rustu. Ve vysledku tak vykazuji baktericidni efekt, ktery roste s prodluzujici se
linearni délkou fetézce fosforeCnanu. Navic, fosforeCnany s dlouhym fetézcem inhibuji

germinaci spor u sporotvornych bakterii. (Buika et al., 2009).

Studie (Akhtar et al., 2008) zjistila, ze testované polyfosfore¢nany snizuji sporulaci

Clostridium perfringens izolované z kontaminovanych potravin.



3  TAVICIi SOLI

Tavici soli tvofi funkéné zasadni skupinu ingredienci tavenych syri a tavenych

syrovych vyrobk.

Nejcastéji vyuzivané, komeréné dostupné tavici soli jsou predevsim smési sodnych soli
kyseliny fosfore¢né a citronové (napiiklad JOHA® PZ6, JOHA® 189, JOHA® HBS nebo
Solva® NZ 10), ovsem miizeme se v literatue setkat i se solemi kyselin mlééné, jable¢né a

vinné, amonnymi solemi a glukonolaktony (Guinee, 2011a; Martinez-Rios et al., 2019).

3.1 Fosforecnany

Fosfore¢nany jsou solemi kyseliny trihydrogenfosforecné H3POs a maji spole¢nou
(PO4) skupinu. Pokud ma dana sul pouze jednu fosforecnou skupinu, fadime ji mezi
ortofosfore¢nan (ortofosfat). Za spravnych podminek (vysoka teplota) mizou ve vodném
roztoku dvé¢ takovéto skupiny odstépit vodu a kondenzovat za vzniku polymeru. Takovyto
polymer, tvofen dvéma (POas)™ skupinami, nazyvame pyrofosfore¢nan (pyrofosfat). Pokud se
této kondenzace ucastni vice fosfore¢nych skupin, miize vzniknout (podle podminek)
linedrni polymer, ktery nazyvame polyfosforecnan (polyfosfat), nebo v ptipad€ kondenzace
do kruhu metafosfore¢nan (metafosfat). Kondenzace mize probéhnout také ve vSech
rovinach za vzniku 3D struktury, ultrafosfore¢nanu (ultrafosfatu) (Guinee, 2011a; Burika et
al., 2009).

V ramci Evropského spolecenstvi je pouziti téchto latek limitovano nafizenim (Natizeni
EP a Rady ¢. 1333/2008, 2021). Tabulka 1 uvadi seznam povolenych fosfore¢nanovych

tavicich soli, jejich chemické vzorce a E-kody.



Tabulka 1: Seznam povolenych tavicich soli na bazi fosforec¢nanii (Natfizeni EP a Rady ¢.

1333/2008, 2021)

Skupina Latka Vzorec E-kod
Fosforecnan sodny NasPOa4
Hydrogenfosfore¢nan sodny NaH2PO4 E339
Dihydrogenfosfore¢nan sodny NaxHPO4
Ortofosforecnany
Fosfore¢nan draselny KsPO4
Hydrogenfosfore¢nan draselny KH2PO4 E340
Dihydrogenfosforecnan draselny K2HPO4
Difosfore¢nan sodny NasP.0O7
Dihydrogendifosfore¢nan sodny NazH2P207
Pyrofosfore¢nany E450
Difosfore¢nan draselny K4P207
Dihydrogendifosfore¢nan draselny K2H2P207
Trifosforec¢nan sodny NasP3010
Trifosforecnany E451
Trifosforecnan draselny K3P3010
Polyfosfore¢nan sodny (NaPOg3)n
Polyfosfore¢nany E452
Polyfosforecnan draselny (KPO3)n

Dulezitou schopnosti fosfore¢nanti je Gprava pH ve vysledném vyrobku. Vzhledem

k tomu, ze idealni pH tavenych syrti se pohybuje V tzkém rozmezi mezi 5,6 — 6,0 (viz.

kapitola 1), tak i mensi odchylka od tohoto rozmezi znamena zhorSeni jakosti vyrobku.

Riizné fosforeCnany maji ve svych roztocich rozlicné pH, a proto se do vysledné smési

tavicich soli voli komponenty tak, aby kromé jinych funkci smés zabezpecila jeho optimalni

hodnotu. Do jisté miry se také chovaji jako pufry (Burika et al., 2009).

Fosfore¢nany jakoZto tavici soli maji také schopnost odstépovat z prostiedi a vazat na

sebe mono-, i polyvalentni kationty kovt. Tato schopnost z nich déla nepostradatelné

suroviny pro pouziti v tradi¢ni vyrobé tavenych syrt. Vazba kationtd je ovlivnéna vice

faktory, zejména (Guinee, 2011a; Burika et al., 2009)




e Konkrétnim kationtem — tavici soli maji vyss$i schopnost véazat polyvalentni

ionty (Ca?*, Mg?"), nez monovalentni (Na*, K*)

e Teplotou — s vyssi teplotou se rovnovaha reakce posouva dale na stranu vazby

S polyvalentnim kationtem

e Délkou fetézce — ¢im vyssi je pocet atomu fosforu v molekule, tim afinita ke

kationtim (a reaktivita) obecné roste

3.2 Citronany

Citronanové tavici soli jsou odvozeny od kyseliny citronové. Realné se vyuzivaji
trisodné citronany vzhledem k faktu, ze mono- a disodné soli pfili§ snizuji pH a potazmo
snizuji stabilitu emulze. Vysledkem pak Casto byva uvolnéni vody. Jejich vlastnosti jsou
podobné ortofosforecnaniim — maji slabou afinitu k polyvalentnim kationtim (pfesto vyssi,
nez k monovalentnim) a nizkou schopnost solubilizovat proteiny. Vyznacuji se ovSem
vysokou pufrovaci kapacitou. V praxi je mizeme najit ve smésich s fosfore¢nanovymi

tavicimi solemi, pfedevsim aplikovanych do blocku a platka (Guinee, 2011a).



4 NOVE POSTUPY VE VYROBE TAVENYCH SYRU

Technologie vyroby tavenych syrti a tavenych syrovych vyrobki se jakozto jedno
Z mladSich odvétvi nadéle vyviji, aby splnilo pozadavky moderni doby. Vyvoj se
Vv poslednim desetileti zamétuje napiiklad na redukci obsahu sodiku, tukt (a pouziti
rostlinnych nahrad za mlécny tuk), nebo fortifikaci riznymi probiotiky, prebiotiky a
vitaminy (Talbot-Walsh et al., 2018).

4.1 Redukce obsahu sodiku

Vzhledem Kk rostoucimu trendu kardiovaskularnich onemocnéni se Vv populaci
doporucuje obecné snizit piijem sodiku. Tavené syry obsahuji jak chlorid sodny, tak 2-3 %
tavicich soli na bazi sodnych fosfore¢nanti, a tedy jsou bohatym zdrojem sodiku (Talbot-

Walsh et al., 2018).

Snizit obsah sodiku ov§em neni jednoduché — sniZeni chloridu sodného vede k sniZeni
stability produktu, snizeni davkovani tavicich soli zase zhorSuje homogenizaci tuku
v produktu (Talbot-Walsh et al., 2018). Refenim se zd4 byt do jisté miry nahrada tavicich
soli na bazi sodiku draslikem (Bunka et al., 2012; Nogueira et al., 2018). Pii pouziti
draselnych soli se ov§em zvysuje hotkost produktu, a tudiz klesa jeho kvalita (Nogueira et
al., 2018).

Resenim tohoto problému miize byt kombinace tavicich soli na bazi sodiku a drasliku
(Talbot-Walsh et al., 2018) nebo pouziti tzv. ,,blokatorti hotkosti® — argininu, kvasni¢ného

extraktu a hydrolyzath ze zeleniny (Ferrdo et al., 2018; Khetra at al., 2016).

4.2 Redukce obsahu tuku a pouZziti rostlinnych nahrad

Snizeni obsahu tuku ma v tavenych syrech, a hlavné v tavenych syrovych vyrobcich
fadu vyhod — snizuje cenu produktu a energetickou naloz téchto vyrobku (Talbot-Walsh et
al., 2018). Bylo ovSem zjisténo (Johnson et al., 2009), Ze chut a textura vyrobku je
ovlivnéna, pokud se obsah tuku ve vyrobku snizi o vice nez 50 %. Timto zplsobem tedy

nelze jednoduse tuk ze surovinové skladby odstranit.

Jednim ze zpusobt, jak sniZit vyrobni ndklady a snizit obsah cholesterolu v tavenych

syrovych vyrobcich, je zaménit mléény tuk za rostlinny (Cunha et al., 2012; Rinaldoni el al.,



2014). Nova studie (Ramel a Marangoni, 2018) ukazala, ze 49 % nahrada mlé¢ného tuku za
fepkovy spridavkem 5 9% ovesného proteinu zachovala technologické parametry
vyrobeného vyrobku. Tato studie ukazuje potencial do budoucna pro pouziti rostlinnych

nahrad tuku bez obétovani technologickych parametrti produktu (Talbot-Walsh et al., 2018).

4.3 Fortifikace tavenych syri

Fortifikace tavenych syru a tavenych syrovych vyrobka se stala oblibenym zptisobem
vyrobct, jak zvySit zajem zakaznikli o své vyrobky. Fortifikace se zabyvaji zejména

probiotiky, prebiotiky, vitaminy a jinymi makronutrienty (Talbot-Walsh et al., 2018).

Prvni uspé&s$nou fortifikaci probiotické kultury za pouziti spor rodu Bacillus provedli
(Ehsannia a Sanjabi, 2016). Jak je jiz popsano v kapitole 2, grampozitivni spory lehce
prezivaji tavici teploty a poté se vyskytuji ve findlnim vyrobku. Po 60dennim skladovani
byla ve vyrobku zjisténa koncentrace bakterii vice nez 10° CFU/g a tudiz spliiuje pozadavky
na oznaceni jako probioticky vyrobek. Analyzou konkrétnich druhd rodu Bacillus

v tavenych syrech ,,requeijdo cremoso* se zabyva napiiklad studie (Soares et al., 2019).

Jinym zptiisobem nez pouziti zivé probiotické kultury, je zakomponovani prebiotik,
ktera slouzi jako zdroj zivin pro mikrofloru lidského traviciho ustroji, jako jsou napiiklad
rody Lactobacillus nebo Bifidobacterium (Ferrdo et al., 2016). K tomuto lze vyuzit ze
skupiny hydrokoloidti naptiklad inulin, galaktooligosacharidy, nebo xylooligosacharidy a
zaroven tak Caste¢né nahradit obsah tuku ve vyrobku (Ferrao et al., 2018; El-Assar et al.,
2018; Belsito et al., 2017).

Dalsi variantou, jak zvySit zajem o vyrobky, nahradit latky ztracené tepelnou upravou
nebo zvysit variabilitu nutrientd v tavenych syrech a tavenych syrovych vyrobcich, je
fortifikace vitaminy (Talbot-Walsh et al., 2018). Vitaminy rozpustné v tucich (A, D, E) jsou
dobie tepeln¢ stabilni a po jejich pfidani do surovinové smési se dostavaji do produktu

v doporucenych koncentracich (Hrncirik, 2010; Johnson et al., 2005).



II. PRAKTICKA CAST



5 CILPRACE

Pro ucely vypracovani prace byl cil vymezen nasledovné:

e Srovnat Vv podminkach in vitro inhibi¢ni ucinky polyfosfore¢nanovych smési
Cremosal AB4 a JOHA HBS vii¢i osmi grampozitivnim bakteriim a pro srovnani

vuci jedné gramnegativni bakterii.

e Antimikrobni G¢inky obou polyfosfore¢nanovych smési testovat u vSech bakterii

Vv péti raznych koncentracich.



6 POUZITE MATERIALY A ZARIZENI

6.1 Pristroje a pomicky
e Osobni bioreaktor Biosan RTS-1C
e 50 ml zkumavky TubeSpin®
e Automatické mikropipety Biohit, Nichyrio
e Anaerocult® A
e Zasobni lahev COz s pfisluSenstvim
e Autoklav Systec 2540EL
e Biologicky termostat Memmert INE 600
e FlowBox Clean Air
e Densi-la-meter
e Vortex Mixer Labnet

e Ostatni b&Zné pomicky a vybaveni mikrobiologické laboratofe (pfedvazky,
analytické vahy, lednice, laboratorni sklo, bakteriologické klicky, plastové

zkumavky, stojany na zkumavky, $picky pro automatické pipety)

6.2 Bakterialni kmeny

V bakalafské praci bylo pouzito devét bakterialnich kment, které pochazeji ze Sbirky
mlékarenskych mikroorganismii Laktoflora® pifi Vyzkumném ustavu mlékarenském
(CCDM), z Ceské sbirky mikroorganismi (CCM) a ze Sbirky zoopatogennich

mikroorganismu pii Vyzkumném ustavu veterinarniho lékatstvi (CAPM).
e Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953
e Clostridium butyricum CAPM 6342
e Clostridium sporogenes CAPM 6329
e Bacillus cereus CCM 2010

e Geobacillus stearothermophilus CCM 2062



e Enterococcus durans CCDM 53
e Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141
e Lactobacillus helveticus CCDM 142

e Escherichia coli CCM 3954

6.3 Kultiva¢ni média
e Masopeptonovy agar (MPA)
e Masopeptonovy bujon (MPB)
e MRS agar (de Man, Rogosa and Sharpe agar)
e MRS bujon (de Man, Rogosa and Sharpe broth)
e Reinforced clostridial agar (RCA)
e Reinforced clostridial broth (RCB)
e Mueller-Hinton broth

Vsechna kultivaéni média byla ziskana z HiMedia (Bombai, Indie).

6.4 Chemikalie

e Cremosal AB4 (Fosfa a.s., Bfeclav) — tavici sl na polyfosfore¢nanové bazi
e JOHA HBS (BK Giulini GmbH, Ladenburg) — tavici stl na polyfosforecnanové bazi

e Kyselina askorbova



7 METODIKA

7.1 Uchovavani mikroorganismii a priprava suspenze

Mikroorganismy byly uchovavany na miskach s MPA (S. aureus, B. cereus, G.
stearothermophilus, E. coli), MRS agaru (Ent. durans, L. lactis subsp. lactis, Lactobacillus
helveticus) a RCA v piipadé obou klostridii. Pro pfipravu bakterialni suspenze k o¢kovani
bylo pouzito MPB, MRS broth a RCB. Dany kmen byl kultivovan po dobu 24 hodin pfi
teploté 30 + 1 °C (G. stearothermophilus pii 55 °C) za aerobnich podminek, klostridia a

Lactobacillus helveticus za anaerobnich podminek (pomoci vyvijeée anaerobniho prostiedi).

7.2 Priprava zasobnich roztokii fosforecnanovych soli

Zasobni roztoky polyfosfore¢nanovych smési byly piipraveny 0 koncentraci 10 %
(ptepocteno na obsah P20s) rozpusténim piislusné navazky v destilované vodé. Sterilace
probéhla filtraci “za studena” s filtrem o porozité 0,22 um. Uchovavani zasobnich roztok
probihalo vuzavienych nadobach vtemnu pii pokojové teploté. Maximalni doba

uchovavani byla jeden tyden.

7.3 Stanoveni inhibi¢nich acinki fosforeénanovych smési

Pro sledovani inhibi¢nich G¢inkt polyfosfore¢nanovych smési bylo vybrano osm
grampozitivnich bakterii a pro srovnani jedna gramnegativni. Stanoventi citlivosti probihalo
pfi péti koncentracich kazdé ze smési (0,1 %; 0,2 %; 0,3 %; 0,4 % a 0,5 % w/v, piepocteno
na obsah P20s). Odpovidajici mnozstvi zasobnich roztoka bylo pipetovano piimo do
sterilnich 50 ml zkumavek TubeSpin® a doplnéno sterilnim bujonem do celkového objemu
30 ml (Mueller-Hinton broth pro S. aureus, B. cereus, G. stearothermophilus, Ent. durans a
E. coli, RCB pro klostridie a MRS broth pro L. lactis subsp. lactis a Lactobacillus

helveticus).

Bakterialni suspenze byla standardizovana na hodnotu McFarland 0,5. V ptipadé
bakterii G. stearothermophilus, C. butyricum, C. sporogenes a Lbc. helveticus byla suspenze
standardizovana na hodnotu 1,0 z diivodu, Ze pfi standardizaci na hodnotu 0,5 byla opticka
hustota pfili§ nizka vzhledem K velikosti bunék a citlivosti pfistroje. Po standardizaci bylo

do ptipravenych zkumavek o¢kovéano 100 pl homogenizované suspenze sledované bakterie.

Paraleln¢ byla kazda koncentrace ofkovana do dvou zkumavek, pro sledovani

neinhibovaného ristu byla kultivovana i pozitivni kontrola — misto adekvatniho mnoZzstvi



ptipraveného zasobniho roztoku polyfosfore¢nanové soli byla pipetovana sterilni
destilovana voda. Pro stanoveni pfipadné kontaminace kultiva¢niho bujonu, respektive pro
kontrolu aseptické prace, byla paralelné kultivovana negativni kontrola, kdy zkumavky
obsahovaly odpovidajici mnozstvi polyfosfore¢nanové smési a byly doplnény do objemu 30

ml pfislusnym bujonem, aniz by byly zaockovéany bakteridlni suspenzi.

Pted vlastni kultivaci a po ni byl vzdy odebran vzorek o objemu 1 ml. Tento vzorek
byl vytedén desitkovou fadou a v objemu 100 ul ockovan na Petriho misky a byl stanoven
pocet mikroorganismu (jako CFU/mI). Pouzité kultiva¢ni pudy byly shodné s pidami, na

kterych se mikroorganismy uchovavaly (viz. kapitola 7.1).

Vlastni kultivace a zaznam ristu probihala na pfistroji Biosan RTS-1C. Tento
zaznamnik ristu méfi v nastavenych casovych intervalech hustotu bunécné suspenze pii
vinové délce A = 850 nm (v grafech zaznamenavano jako OD). Fakultativné anaerobni a
mikroaerofilni bakterie byly kultivovany ve zkumavkach s membranou propustnou pro
plyny, klostridie byly kultivovany v hermeticky uzavienych zkumavkach. Pro podporu rastu
anaerobnich bakterii (klostridii) byl do vzorku pfidan sterilni roztok kyseliny askorbové (na
vyslednou koncentraci 0,025 %) jako antioxidant a pfed hermetickym uzavienim zkumavky
byla atmosféra ze zasobni lahve sterilné vyménéna za CO». Nastaveni parametrt kultivace

je popsano nize v tabulce 2.

Tabulka 2: Parametry kultivace v osobnim bioreaktoru RTS-1C

Anaerobni nebo
Fakultativné anaerobni MO mikroaerofilni MO
(Mueller-Hinton Broth) (klostridia, mlécné
bakterie)
Rychlost otacek (RPM) 500 0
Frekvence reverznich 1 0
otacek (s1)

Teplota (°C) 30* 30
Objem vzorku (ml) 30 30
Frekvence méteni (min) 30 30

*teplota inkubace G. stearothermophilus 55 °C




8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Vliv polyfosfore¢nanovych smési na Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je grampozitivni, patogenni, nesporulujici bakterie, ktera mize
kontaminovat tavené syry pievazné formou sekundarni kontaminace (naptiklad pienos
z kiize pracovnika). Na obrazku 2 lze vidét inhibicni efekt polyfosfore¢nanovych
testovanych soli na testovany kmen S. aureus subsp. aureus CCM 3953. Pied kultivaci bylo
zjisténo ve vzorcich 2,3-4,2 - 10° CFU/mI, v kontrolnim bujénu Ve stacionarni fazi bylo
naméfeno 5,1 - 108 CFU/mI. V piipadé piitomnosti obou testovanych soli byl obsah bunék
bakterie limitovan pod 10 CFU/ml.
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Obrazek 2: Vliv testovanych fosfore¢nanovych smési na rist Staphylococcus aureus subsp.
aureus CCM 3953



8.2 VIiv polyfosfore¢nanovych smési na Clostridium butyricum

Clostridium butyricum je anaerobni sporulat, ktery je béZznym kontaminantem
ptirodnich syru (piispiva naptiklad k dufeni) (Buiika et al., 2009) a tudiz muze piechazet i
do syra tavenych. Jak je uvedeno v podkapitole 2.4.5, polyfosforeénanové tavici soli maji
ucinek i na sporulujici bakterie, jejichz spory piezivaji i tavici teploty. Z obrazku 3 je patrné,
ze C. butyricum CAPM 6342 bylo pln¢ inhibovano i koncentraci 0,1 % (w/Vv) v piipadé obou
soli (< 10 CFU/ml). Pfed kultivaci bylo zjisténo 2,8-3,7 - 10° CFU/ml, ve stacionarni fazi
kontroly bylo zjisténo 8,7 - 10’ CFU/m.
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0,8

0,6

oD

0,4

0,2

Cas [h]

—0% ——0,10% 0,20% 030% ——040% ——0,50%

Clostridium butyricum Joha HBS

0,8

0,6

oD

0,4

02

0 10 20 30 40 50 60 70
Cas [h]
— 0% ——0,10% 0,20% 030% ——0,40% ——0,50%

Obrazek 3: Vliv testovanych fosfore¢nanovych smési na rtst Clostridium butyricum
CAPM 6342



8.3 VIliv polyfosfore¢nanovych smési na Clostridium sporogenes

Clostridium sporogenes CAPM 6329 bylo testovano ze stejnych diavoda jako C.
butyricum. Jako v ptipad¢ vyse, C. sporogenes bylo inhibovano i nejnizsi koncentraci tavici
soli v obou piipadech (< 10 CFU/mI). Po zaogkovani bylo naméieno 2,8-3,7 - 10° CFU/m,
kontrola méla ve stacionarni fazi 3,4 - 108 CFU/ml. Grafy z testovani C. sporogenes se

nachazi na obrazku 4.
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Obrazek 4: Vliv testovanych fosfore¢nanovych smési na rst Clostridium sporogenes
CAPM 6329

8.4 Vliv polyfosfore¢nanovych smési na Bacillus cereus

Bacillus cereus je zastupcem aerobnich grampozitivnich sporulatii. Podobné jako u

klostridii, bézné tavici teploty nedokazi eliminovat spory, a proto je vhodné testovat i



aerobniho zastupce. Tento Bacillus je rovnéz typickym kontaminantem piirodnich, a tudiz i
tavenych syrd. Z obrazku 5 je patrné, ze Bacillus cereus CCM 2010 byl Gplné inhibovan
pouzitim uz 0,1 % (w/v) koncentrace obou testovanych soli. Ihned po zaoc¢kovani byla
v bujénech zjisténa koncentrace 3,8-4,6 - 10 CFU/ml, ve stacionarni fazi u kontrolniho
vzorku bez ptidavku polyfosfore¢nanovych smési 6,5 - 108 CFU/mI. Testované
fosfore¢nanové soli inhibovaly rast vyse zminéného kmene, na agarovych plotnach nebyla

zaznamenana piitomnost kolonii (< 10 CFU/ml).
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Obrazek 5: Vliv testovanych fosfore¢nanovych smési na rist Bacillus cereus CCM 2010

8.5 Vliv polyfosfore¢nanovych smési na Geobacillus stearothermophilus

Geobacillus stearothermophilus je dalsim zastupcem aerobnich sporulujicich bakterii.

Hlavnim rozdilem mezi timto mikroorganismem a Bacillus cereus je to, ze G.



stearothermophilus je termofilni bakterii a ma tak schopnost pfezivat extrémni teploty —
proto se také vyuziva jako referencni mikroorganismus na posouzeni sterilaéni ucinnosti
(Rutala et al., 2019). Obdobn¢, jako v dalsich ptipadech vybranych sporulujicich bakterii, i
G. stearothermophilus CCM 2062 byl tplné inhibovan (< 10 CFU/ml) i nejniZsi koncentraci
obou testovanych polyfosfore¢nanovych smési. V piipadé odbéru vzorku pted kultivaci bylo

zjisténo 2,1-3,0 - 103 CFU/ml, po kultivaci 9,2 - 10’ CFU/ml, jak ukazuje obrazek 6.
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Obrazek 6: Vliv testovanych fosforecnanovych smési na rist Geobacillus
stearothermophilus CCM 2062.

8.6 Vliv polyfosfore¢nanovych smési na Enterococcus durans

Enterococcus durans je grampozitivni nesporulujici bakterie mlééného kvaSeni, ktera

vykazuje vyssi odolnost vic¢i vyssim teplotam nez jiné nesporulujici bakterie. V ptirodnich



syrech se muze vyskytovat jako nezakysova bakterie mlécného kvaseni (Engels a

Diisterhoft, 2022). Zbytkova mnozstvi mikroorganismti a jejich metabolismus mohou

zhorSovat jakost tavenych syri. Jak ukazuje obrazek 7, plsobeni dvou

polyfosfore¢nanovych smési se v ptipadé Ent. durans CCDM 53 lisilo.

oD

oD

Obrazek 7:

Enterococcus durans Cremosal AB4
1,6
1,4

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

Cas [h]

—0% 0,10% 0,20% 030% ——040% —0,50%

Enterococcus durans Joha HBS
1,6
1,4

1.2

0,8
0,6
0,4

0,2

0 W
0 6 12 18 24 30 36 42 48
Cas [h]
— 0% 0,10% 0,20% 030% ——040% —0,50%

Vliv testovanych fosfore¢nanovych smési na rtst Ent, durans CCDM 53

Cremosal AB4 inhiboval rGst pfi vSech testovanych koncentracich, JOHA HBS pouze

pfi dvou nejvyssich — 0,4 % a 0,5 % (w/v), pfi ostatnich tfi koncentracich se prodluzovala

lag faze rlstu.

Na zac¢atku kultivace bylo v bujénech zjisténo 2,3-2,7 - 10° CFU/mlI, ve

staciondrni fazi U pozitivni kontroly 7,9 - 108 CFU/mI. V piipadé vsech péti testovanych

koncentraci smési Cremosal AB4 bylo naméfeno < 10 CFU/ml. Pti koncentraci 0,1 % (w/v)

smési JOHA HBS doslo ke snizeni poétu bunék pfiblizné o fad (6,5 - 10’ CFU/mI). Pouziti

vyssich koncentraci dale snizovalo pocet bunék - 9,6 - 10° CFU/ml po aplikaci 0,2 % (w/v)



a 5,7 - 10* CFU/ml po aplikaci 0,3 % (w/v). Pii aplikaci 0,4 % a 0,5 % smési JOHA HBS
nebyl detekovan zadny rist bunék (< 10 CFU/ml). Jak jiz bylo zminéno vyse a je patrné z

obrazku 7, Cremosal AB4 pfti vSech koncentracich rist zastavil (< 10 CFU/ml).

8.7 VIliv polyfosforeénanovych smési na Lactococcus lactis subsp. lactis

Jako zastupce starterové kultury (pouzivané napiiklad pii vyrobé syri holandského
typu) byl pouzit Lactococcus lactis subsp. lactis (Engels a Diisterhoft, 2022). Jedna se o
nepatogenni grampozitivni bakterii, ktera nezptisobuje kazeni tavenych syrt. Na obrazku 8
je shrnuty vliv testovanych tavicich soli na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141. Ani
jedna z testovanych latek rist tohoto mikroorganismu vyrazné neinhibovala, se zvySujici se
koncentraci dochazelo pouze k postupnému prodluzovani lag faze. Na pocatku kultivace
bylo zjisténo 3,4-4,0 - 10° CFU/ml, ve stacionarni fazi u pozitivni kontroly nasledné 7,8 -
108 CFU/ml. Je nutné zminit, Ze se zvysujici se koncentraci polyfosfore¢nanu dochézelo
mirné k poklesu po¢tu bunék, pti aplikaci 0,5 % (w/v) obou soli se pohyboval pocet bunék

pfiblizné o dva fady nize, nez v ptipadé kontroly (naméfena hodnota 6,4-8,5 - 106 CFU/ml).



Lactococcus lactis Cremosal AB4
16
1,4

1,2

0,8

oD

0,6
0,4

0,2

0 10 20 30 40 50 60 70
Cas [h]

—0% ——0,10% 0,20% 0,30% =—040% -——0,50%

Lactococcus lactis Joha HBS

16
1,4

1,2

0,8

oD

0,6
0,4

02

0 10 20 30 40 50 60 70
Cas [h]

—0% ——0,10% 0,20% 030% ——0,40% ——0,50%

Obrazek 8: Vliv testovanych fosfore¢nanovych smési na rast L. lactis CCDM 141

8.8 Vliv polyfosfore¢nanovych smési na Lactobacillus helveticus

Dal8im zastupcem piitomnym ve startérovych kulturach, tentokrat u ptirodnich syrt
Svycarského typu nebo parmezanu je Lactobacillus helveticus (Engels a Diisterhoft, 2022).
V piipadé vSech koncentraci obou soli byl rust Lactobacillus helveticus CCDM 142
inhibovan (< 10 CFU/ml). Po zao¢kovani byla naméfena hodnota 3,1-4,3 - 103 CFU/ml a ve

stacionarni faze kontroly 9,5 - 107 CFU/mI. Inhibié¢ni pusobeni smési doklada obrazek 9.
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Obrazek 9: Vliv testovanych fosfore¢nanovych smési na rist Lactobacillus helveticus
CCDM 142

8.9 VIiv polyfosforecnanovych smési na Escherichia coli

Posledni testovanou bakterii byla gramnegativni Escherichia coli CCM 3954. Do
prace byla zafazena jako kontrola absence jinych inhibi¢nich faktort, jelikoz z literatury
(Bunika et al., 2009) je znamy zanedbatelny vliv polyfosfore¢nanti na gramnegativni
bakterie. Vysledky pisobeni polyfosfore¢nanovych smési jsou znazornény na obrazku 10.
Pied kultivaci byla naméfena hodnota 2,2-3,2 - 103 CFU/ml, ve stacionarni fazi pozitivni
kontroly byl v bujonu zjistén obsah bunék 6,9 - 10° CFU/ml. Se zvysujici se koncentraci

obou smési dochazelo k mirnému snizovani poétu bunék, pfi nejvyssi koncentraci ptiblizné

stokrat (5,2-7,5 - 10’ CFU/ml).
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Obrazek 10: Vliv testovanych fosfore¢nanovych smési na rist Escherichia coli CCM 3954

8.10 Souhrnna diskuse

Cilem bakalafské prace bylo za pomoci kultivace v bujonu a méteni optické denzity
v near-IR spektru (850 nm) srovnat inhibicni ucinek polyfosfore¢nanovych tavicich soli
Cremosal AB4 vyvinutych ve firmé Fosfa a.s. Bieclav a komer¢né dostupné JOHA HBS, u
niz jiz byly v n€kolika studiich potvrzeny antimikrobni u¢inky (Lorencova et al., 2012). Bylo
vybrano osm grampozitivnich kmend naleZicich do rodt Staphylococcus, Bacillus,
Geobacillus, Clostridium, Enterococcus, Lactococcus a Lactobacillus a jeden gramnegativni

— Escherichia.

Bylo ovéteno, ze antimikrobni ucinek polyfosfore¢nanli je vyrazny na grampozitivni

sporulujici i nesporulujici bakterie — Lorencova et al. (2012) zkoumala u¢inek fosfore¢nant



a polyfosfore¢nanti na bakterie zptisobujici alimentarni onemocnéni s vysledkem, Ze nejlepsi
inhibi¢ni 0¢inek na grampozitivni bakterie poskytuji polyfosfore¢nany. K podobnym

vysledktum dospéli i Borch a Lycken (2007).

Utinek na gramnegativni bakterie nebyva v literatufe asto popisovan (Buiika et al.,
2009). Vysledky dokazuji, ze inhibi¢ni efekt testovanych smési na gramnegativni bakterie

je maly, shoduje se se vysledky uvedené ve studii Lorencové et al. (2012).

Tabulka 3 shrnuje minimalni inhibi¢ni koncentrace jednotlivych testovanych

polyfosfore¢nanovych soli, pii kterych nebyl sledovan riist dané bakterie.

Tabulka 3: Minimalni inhibi¢ni koncentrace testovanych soli

Sledovany MO Cremosal AB4 (% wi/v) JOHA HBS (% w/v)
Staphylococcus aureus 0.1 0.1
subps. aureus CCM 3953 ’ ’
Clostridium butyricum
CAMP 6342 0.1 0.1
Clostridium sporogenes
CAPM 6329 0.1 0.1
Bacillus cereus CCM 2010 0,1 0,1
Geobacillus
stearothermophilus CCM 0,1 0,1
2062
Enterococcus durans
CCDM 53 0.1 0.4
Lactococcus lactis subsp. nestanoveno nestanoveno
lactis CCDM 141
Lactobacillus helveticus
CCDM 142 0.1 01
Escherichia coli CCM 3954 nestanoveno nestanoveno

V ptipad¢ druhu Lactococcus lactis subsp. lactis nebyla stanovena minimalni
inhibi¢ni koncentrace, jelikoz pifi vSech testovanych koncentracich doSlo k narustu této
bakterie. Publikace Lerayer et al. (1996) studovala inhibici bakteriofagi, kdy byl pouzit
kmen Lactococcus lactis subsp. lactis jako starterova kultura a polyfosfore¢nany na tpravu

pH. Bakterie rovnéz nebyly inhibovany pouzitou koncentraci polyfosfore¢nant 0,5 %.

U gramnegativni Escherichia coli nebyla stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace

z rovnakého ditvodu — bakterie rostla pii vSech testovanych koncentracich. K podobnym



vysledkiim také dosla studie Tenderis et al. (2020) kterd zkoumala vliv mlé¢nani a
fosfore¢nanti s riznou linearni délkou na E. coli O157:H7, Staphylococcus aureus a
Salmonella Typhimurium v tepelné¢ upraveném mletém hovézim mase, u E. coli byl

zaznamenan narust pii 10 °C. V teplotnim optimu E. coli 1ze proto o¢ekavat narust vyssi.

Antimikrobini pisobeni nové vyvinuté polyfosfore¢nanové smési Cremosal AB4
vyuzivané jako soucast tavicich soli pii vyrob¢ tavenych syra bylo sledovano v podminkach
in vitro, které se bohuzel mohou od realnych situaci a potravin lisit. Zjisténé vysledky bude
proto potfeba ovétit piidavkem polyfosforeénanové soli Cremosal AB4 do modelové
vytvofenych tavenych syri (za dodrzeni technologického procesu vyroby), které by byly
poté sekundarn¢ kontaminovany zaockovanim vybranymi mikroorganismy. Nasledné by
bylo dobré sledovat vyvoj mikroorganismil v téchto modelovych vyrobcich za podobnych
podminek, jako tomu bylo v tomto experimentu, zejména testované koncentrace
polyfosfore¢nanovych smési, skladovaci podminky — teplota a doba odpovidajici délce
kultivace. Navic bude potieba ovéfit, zda skuteéné v potraving s ptidavkem této testované
tavici soli, resp. zaoCkovanych modelovych vzorcich tavenych syru, nedoslo k pomnozeni
nezadoucich mikroorganismli i béhem del$iho skladovani do uplynuti minimalni doby
trvanlivosti taveného syra. Pokud by doslo k potvrzeni a ovéfeni téchto vysledkt, bude
mozné pokracovat v dalsi fazi vyzkumu, kdy bude mozné ptidavat polyfosfore¢nanovou
smes Cremosal AB4 do potravin pifimo v potravindiskych provozech s cilem co nejvice

redukovat riziko vyskytu nezadoucich mikroorganismi v tavenych syrech.



ZAVER
Bakalaiska prace se =zabyvala srovnanim antimikrobniho u¢inku dvou

polyfosfore¢nanovych soli (Cremosal AB4 a JOHA HBS) v podminkach in vitro. Na zakladé

ziskanych vysledkt Ize konstatovat nasledovné:

e Enhibi¢ni plisobeni polyfosforecnanovych soli na grampozitivni bakterie

v podminkach in vitro bylo prokazano.

e Existuje zavislost mezi koncentraci polyfosfore¢nanové smési a inhibi¢nim u¢inkem

na grampozitivni bakterie.

e Citlivost k polyfosfore¢nanovym smésim je ovlivnéna druhovou piislusnosti

bakterie.

e Utinky smési Cremosal AB4 vii¢i sledovanym mikroorganismiim jsou shodné se
smési JOHA HBS, v ptipadé Enterococcus durans CCDM 53 vykazuje smés
Cremosal AB4 piisobeni lepsi, protoZe inhibuje rist tohoto mikroorganismu pfi niz$i

koncentraci.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CAPM Sbirka zoopatogennich mikroorganismi pii Vyzkumném tustavu veterinarniho

1ékatstvi
CCM  Ceska sbirka mikroorganismii

CCDM Sbirka mlékarenskych mikroorganismt Laktoflora® pii Vyzkumném ustavu

mlékarenském
MO mikroorganismus, mikroorganismy
MPA  masopeptonovy agar
MPB  masopeptonovy bujon
oD hustota bunécné suspenze, opticka denzita
RCA reinforced clostridial agar
RCB  reinforced clostridial broth
RPM  rychlost otacek

TEM  transmisni elektronovy mikroskop
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