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ABSTRAKT

Kyselina citronova a octova jsou organické kyseliepce rozpustné, kyselé chuti, déeb
znamé svymi antimikrobialnimi ¢inky. Tyto kyseliny jsou firozenou sotasti ovoce
a zeleniny, v potravirfatvi se vyuzivaji hlavhjako konzervanty. V této praci byl sledovan
vliv kyseliny citrbnové a octové ndi tbakterialni kmenyEscherichia coli Pseudomonas
fragi a Staphylococcus aureugolované z potravinByly zjistovany minimalni inhikini
koncentrace (MIC) obou kyselin. MIC kyseliny citar@ proE. coli je 0,5 % (w/v),
uP. fragije 0,1 % (w/v). Rst bakteriiS. aureusyl zcela inhibovan 0,025% (w/v) kyseli-

nou citrénovou. MIC kyseliny octové pEa coli, P. fragiaS. aureuge 0,025 % (v/v).

Kli¢ova slova: kyselina citronova, kyselina octova, MEScherichia coli Pseudomonas

fragi, Staphylococcus aureus

ABSTRACT

Citric acid and acetic acid are organics acid, welible, of sour taste, well known by its
antimicrobial effects. These acids are natural phathe fruits and vegetables and they are
used as preservative in food-processing industmg. daper contains the observation of the
effect of citric acid and acetic acid on three baat strains Escherichia colj
Pseudomonas fragand Staphylococcus aureussolated from food. The minimum
inhibitory concentration (MIC) of both acids wasteleninated. MIC of the citric acid
onE. coliis 0,5 % (w/v), orP. fragiis 0,1 % (w/v). The growth 0f. aureusvas stopped
completely by the application of 0,025 % (w/v) afric acid. MIC of the acetic acid

onE. coli, P. fragiandS. aureuss 0,025 % (v/v) of acetic acid.

Keywords: citric acid, acetic acid, MIEscherichia coliPseudomonas fragi

Staphylococcus aureus
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UvoD

Alimentarni onemoa¥ni a kaZeni potravin istavaji zZi¥ diskutovanymi problémy
i v sowasné dob. Podle charakteru mikroorganizmu vyvolavajicihn@mocrni a podle
mechanismu jehodinku se onemoaii &li na alimentarni intoxikaci a alimentarni infek-
ci. Onemoctni se nejasgji projevuji zvracenim, @ijmy a bolestmi ticha. Kazenim po-
travin rozumime neclihé pomnoZeni mikroorganiZnepisobujicich rozklad a naslegin
nepozivatelnost potravin. Konzervaci potravin doofl prodlouzeni jejich trvanlivosti

a zpomaleni pomnoZeni mikroorganizm

Mezi nejlEznéjSi konzervani latky pati slabé organické kyselinyiiPodni organické kyse-
liny se vyuZivaji nejen ke konzervaci ovoce a zelgnale i k oSaeni povrchu masa
a difibeZze. Kyselina citrénova i kyselina octova jsairquni latky, &zn¢ se vyskytujici
v potravinach. V fipact jejich pouziti gi dekontaminaci nap chlazené dibeze, by bylo
acelné zjistit jejich minimalni inhildini koncentraci pro bakterie vyskytujici se na pburc

dribeze.
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1 ADITIVA

Aditiva jsou latky, které se bez ohledu na jejigizivovou hodnotu zpravidla nepouzivaji
samostaté ani jako potravina, ani jako charakteristicka peti Fisada. Edavaji
se do potravin id vyrob¢, baleni, pepra¥ nebo skladovantimz se samy stavaji siasti
konené potraviny [26].
Nejcastji se podle delu pouzivani rozeznava Sest hlavnich skupin addiviatek [20]:

» latky prodluzujici udrznost

» latky upravujici aroma

» latky upravujici barvu

» latky upravujici texturu

» latky zvysujici biologickou hodnotu

» dalSi aditivni latky.

Obecné podminky pouzititiplatnych latek jsou popsany ve vyhlagcel/2008 Sb., ktera
zpracovava fislusné pedpisy Evropskych spalenstvi, zarovie navazuje naifmo pouzi-
telné gredpisy Evropskych spalenstvi a upravuje mnozstvi a druhydatnych latek, po-
Zadavky na jejicitistotu a podminky jejich pouziti do potravin, vmicse mohou tyto lat-
ky vyskytovat. Fidatné latky Ize pouzit vifpadech, kdy ve stanovenych mnoZstvich ne-
piedstavuji riziko pro sp#tbitele, @i jejich pouziti fistdva zachovana vyzivova hodnota
potravin a pokud prodluzuji trvanlivost potravinboezlepSuji organoleptické vlastnos-

ti [28].

V dalSi kapitole bude&novana pozornost pouze skuplatek prodluzujici tdrznost.

1.1 Latky prodluzujici udrznost

RozcEluji se na 2 zakladni skupiny latek prodluZujicichiznost potravin:

» antimikrobialni latky, konzervami prostedky nebo-li konzervanty pouzivané
k ochrar proti nezddoucim mikroorganizm

» antioxidanty, které chranikteré slozky potravinied oxidaci [20].
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1.1.1 Antimikrobialni latky

Antimikrobni latky jsou slo&eniny prodluzujici udrznost potravin tim, Ze je &firpged
znehodnocenim Zgobeném nezadoucimi mikroorganizmy.

Antimikrobialni inky ma velké mnoZstviifrodnich sloZzek potravitigkych material.
Rada dal3ich latek je do potravin zang pridano [20].

Jako konzervanty se pouZzivagkteré organické kyseliny a jejich sali,anorganické kyse-
liny, jejich soli a estery. Jako fungicidy se podgi nekteré fenoly. Zvlastni pouziti maji
také antibiotika a enzym lysozym. Z anorganickydbu&nin se pouZivaji dusiany

a dusitany [20].

Konzerva&ni &inky maji také jiné organické i anorganické latkyeré se formakafadi

do jinych skupin potraviritdkych aditiv (nap kyselina octova) nebo se do aditiv nezahrnu-
ji (sachardza, chlorid sodny) [20].

Mezi nejpouzivalSi konzervani latky pati kyselina benzoova, ktera se pouziva jako
antimykotickécinidlo, kyselina sorbova, kter4d ma inhibi (&inek protifad® plisni, kvasi-
nek a gkterym drutim bakterii. Kyselina mravénma ze vSech mastnych kyselin nejvyssi
antimikrobialni @&innost. Mezi dalSi organické kyseliny vyuzivanégadétky prodluzujici

udrznost pat kyselina propionova, octova, fumarova, émié a citrénova [20].

1.2 Kyselina citrénova

Kyselina citronova je slaba trikarboxylova hydroygklina (Obr.1). Hoj& se vyskytuje
v citronech, kde tvio 7 az 9 % susiny, v menSim mnozstvi je obsaZemstatnim ovoci,

v rybizu, v malém mnozstvi i v bramborech a v ol stopach i v mléce a mase [3].

CH;-COOH
HO~¢——COOH
CH:-COOH

Obr. 1: Vzorec kysglcitronove.
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1.2.1 Vlastnosti

Kyselina citronova je i pokojové teplat bild krystalicka latka. Vyskytuje se jako bezvodéa
nebo jako monohydrat. Rozpousti se snadno veé,vodtanolu, etanolu a podobnych po-
larnich rozpougtlech. Z chemického hlediska ma kyselina citréndeatnosti jako ostat-

ni karboxylové kyseliny [3].

1.2.2 Vyroba

Primyslow se vyrabi nepravou fermentaci sachapdmoci plisa Aspergillus niger kte-
ry pii kvaSeni produkuje kyselinu citrénovou. Po kvaJerkultura zfiltrovana a kyselina
je z vysledného roztoku vysrazena hydroxidem vagemaSamotna kyselina citronova

se ze vzniklé soli ziskdva za pomoci kyseliny s3rf4].

1.2.3 VyuZiti v potravinaistvi

Kyselina citronova se pouZziva jako potravsi@ fFisada kuli své gijemné kyselé chuti
a je oznaenaciselnym kodem E 330. Pouziva se ihapkonzervarenské praxi, ke snizeni
pH, pisobi jako antioxidant, je stabilizatorem ve vyraibck ovoce, umaiilje tvorbu -

kterych pektinovych géla zabrauje tvork® krystali v cukrovinkach [26].

1.3 Kyselina octova

Vv s

se @zné v rostlinach, a to jak volna kyselina, tak ve férsoli (octari). Jako nasledny fer-
ment&ni produkt pemeny sachari je obsazena v kvasicim ovoci, vétSim mnoz-
stvi [22].

H O

Y/
H—C|3—C\

H O—H

Obr. 2: Vzorec &ljmy octové.
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1.3.1 Vlastnosti

Kyselina octova je za normalnich podminek bezbéagalina ostrého zapachu, dokonale
misitelna s vodou, s etanolem i dimetyléterem.ydgdskopicka, takze pohlcuje vzdusnou

vlihkost. Jeji vodny roztok o koncentragilgizné od 5 do 8 % se nazyva ocet [22].

1.3.2 Vyroba

Pro potravingskeé ely se vyrdbi z vina.i2dny vodny roztok kyseliny octové se ziskava

také biologickou oxidaci etanolu pomoci octové baktroduAcetobactef23].

1.3.3 VyuZiti v potravinarstvi

Kyselina octova se pouziva jako potrav¥sid fisada a je ozrana ciselnym kodem
E 260. Pouziva se jako okyselujici predek, misobi také proti kvasinkdm a bakte-
riim [26]. V konzervarenstvi se kyselina octova piza ke snizeni pH. Nazeleny hrasek
zality 2% solnym nalevem vykazuje pH kolem 6,%¥idBme-li do solného nalevu 0,1%

kyselinu octovou, poklesne pH na 4,8 [14].
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2 ANTIMIKROBIALNI U CINKY KYSELIN

2.1 Antimikrobialni 0 ¢inky kyseliny citronove

Antibakterialni @inek kyseliny citrénoveé byl testovan na mikroorganusYersinia ente-
rocolitica na Zivnych fidach. Byly pouzity koncentrace od 1 do 20 %z ou teplotou
kultivace (4, 20, 40 °C). Vysledky ukazaly, Ze teplotach 4 °C a 20 °C nebyly prokazany
Zadné bakteriostatick&inlky. Naopak pi teplo€ 40 °C kyselina citrébnova vyznarame-

dukovala péty Yersinia enterocoliticf21].

Kyselina citronova byla také testovana Aecobacter butzleri Kyselina citronova byla
pouzita v koncentracich 0,5 %, 1 % a 2 %. KyselimaSech koncentracich inhibovalest
Arcobacter butzlerv ¢isté kultde pi 30 °C.Kyselina citrénova byla velmidnnd, jelikoz

V jiné studii byl sledovan vliv této kyseliny v kdasimaci s nisinem na. butzleri Zde byly
pouzity koncentrace 1, 20, 50 a 100 mM kyselinyoacibvé s a bez nisinu. U vSech kon-
centraci byla prokdzana redukée butzlerj ale pouze u 100 mM kyseliny citronové byl

vySSi €inek pi aplikaci s nisinem [12].

Kyselina citrénovéa byla testovana na mikroorganigiseudomonas fragia Zivnych g-
dach po dobu 10-12 hodirfiB82 °C. Bylo prokadzano, Zze 100 mM kyselina citréadona

redukujici @inek na tuto bakterii [13].

Organické kyseliny se také vyuzivaji k alternatikohncepci vyZivy selat bez antibiotic-
kych stimulatodl rastu. Krmn& aditiva sefglavaji do krmiv selat zacélem stejného anti-
mikrobialniho @inku jako @ podani antibiotik. Kyselina citronova néla pi testovani

vyrazrejSi (inky a tudiz byla pro pouziti Kinto (Eelaim prakticky nevhodna [27].

2.2 Antimikrobialni U €inky kyseliny octové

2.2.1 Kyselina octova

Antibakterialni @inky kyseliny octové byly testovany naileeim mase. Kieci maso ma
normalni pH 5,5-6. # hodnot nad pH 6 je maso povazovano za nevhodné pro vékuov
baleni kwili jeho snizené udrznosti. 1% roztok kyseliny oédwl aplikovan na kieci

prsa. Bylo zji&no, Ze u lactobadilnebyly Zadné inhilshi (cinky po prvnich dnech apli-
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kace, ale od sedmeého dne kyselina octova redukgaily lactobacii. U psedomonad

acelediEnterobacteriaceabyly ztetelné redukujici&inky po celych 22 dni [7].

Na eliminaci patogenz howziho mletého masa byla pouzita 5% kyselina oct&a.
sledky ukazaly, Zze doSlo k redukci o 1 log CFWscherichia colia o 1,5 log CFU/g
u Salmonella typhimuriurfi6].

1% kyselina octova byla pouzita ve fafmpreje na jatsé ho¥zi maso ve dvou provoz-
nich zavodech. Bylo prokazano, Ze tato koncentreegila Zadny vliv na redukci pato-
geni vyskytujicich se na mase. Na reduksicherichia colinentlo také vliv oplachovani
howziho masa 2% roztokem kyseliny octové. Poie$étpovrchu masa 3% kyselinou oc-
tovou doslo k redukci 0 1,5 log. V literégubylo také prokazano, zZe stejnatinfost jako

74 °C tepla voda na patogeny inokulované naaxspmaso ma 2% kyselina octova [15].

2.2.2 Kyselina peroctova

Kyselina peroctova vznikarpreakci kyseliny octove s peroxidem vodiku (OhrK3)selina
peroctovapati k reaktivnim dezinfebnim &innym latkam. Jeji mikrobicidni dinek
se zaklada na oxidaich reakcich, vedoucich mimo jiné k degradaciébaych bilko-
vin [8].

CH,CO,H +H,0, - CH,CO,H +H,0
Obr. 3: Vznik kyseliny peroctove.

Kyselina peroctova se ukazala jako r@aéjSi ze 23 dezinfelnich prostedki proti Ba-
cillus thermoaciduransKyselina peroctovaip0,001 % je baktericidni,ip0,003 % fungi-
cidni a @ 0,3 % sporocidni. Dezinfeki aktivita této kyseliny rive bytfazena timto zjp

sobem: bakterie > viry > bakterialni spory [8].
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3 VYBRANE DRUHY MIKROORGANIZM U

V této préaci bylo pracovano s bakteriemi, kteréyhgblovany z povrchu chlazenéhoidr
beziho masa. Obeg&ise na povrchu dbeziho masa vyskytuji zastugeledi Enterobacte-
riaceae dale nefermetujici bakteri®@g¢eudomongs CampylobacterMoraxella Acineto-

bacter, StaphylococcyBacillus, Clostridium Brochothrix Listeria [6].

3.1 Gramnegativni fermentujici bakterie

Mezi gramnegativni fakultati¢nanaerobni §inky radimeceledi Enterobacteriaceae/ib-

rionaceae Pasteurellaceaa rekteré rody, nezazené déeledi [17].

Celed” Enterobacteriaceaeahrnuje gramnegativniisvni tyéinky, které maji velky vy-
znam z hygienického hlediska. Jde o nesporotvoyEiékly, peritrichni nebo bez &iku,
které maji respif@i i ferment&ni metabolismus. Z hygienického hlediska je akgaitejSi
rod Escherichia jehoZ jednotlivé druhy jsou obyvateltestniho traktu iznych ziv@icha.
Nektefi prislusnici roduEnterobacteryod Escherichiaa rekteré dalSi rody gevnich tyi-
nek zkvasuji laktézu. VSechny lakt6za pozitivni teale ozn&ujeme jako ,koliformni*,

i kdyZ maji iznou hygienickou hodnotu [17].

3.1.1 Escherichia coli

Escherichia coli zijje v tlustém gew teplokrevnych Zivéichi a vyskytuje se tedy

i ve vykalech. Je jednim z n&jézitéjSich zastupt strevni mikrofléry a jeji pitomnost

je nezbytna pro spravnyifi¢h travicich procesve stew [25].

E. coli zkvaSuje cukry (nap glukozu, laktdzu, ¢které pentézy a alkoholické cukry)
za intenzivni tvorby kyselin a plynu. Tz ©€chto cukfi hlavre kyselinu mlénou, pyro-
hroznovou, octovou a mravén pricemz ¢ast kyseliny mraveii rozklada na oxid uhlity

a vodik [17].

V ramci druhuE. coli se vyskytuje mnoho patogennich krmieRozdlujeme je nactyii
skupiny [9]:

1. EnteropatogenniE. coli (EPEC) — zpisobuje novorozenskéijmy, pri kterych docha-
zi k velmi rychlé dehydrataci organismu. U tohotodnu nebyla prokazéna tvorba ente-

rotoxina.
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2. Enterotoxigenni E. coli (ETEC) — @i vstupu do traviciho astroji osidluji tenkéesto
a zpisobuji pojmy u dti a dosplych osob. ETEC mohou produkovat dva typy entero-

toxint: termolabilni a termostabilni enterotoxin.

3. Enteroinvazivni kmeny E. coli (EIEC) — pronikaji do bug a v nich se mnoZi,

u postizenych vyvolavaji dyzentericky syndrom.

4. Enterohemoragické kmeny E. coli (EHEC) — maji podobny zjsob adherace jako
kmeny enteropatogenni, vazou se aledpvSim v tlustém igw. Zpisobuji ucloveka
onemocgni typu dysenterie¢asto komplikované uremicko — hemoragickym syndro-

mem.

3.2 Gramnegativni nefermentujici bakterie

Jedna se o chemoorganotrofni bakterie se zastupiotika ¢eledi.Celed” Pseudomona-
daceaezahrnuje gramnegativni rodytgkovitych bakterii s aerobnim metabolismem [18].
Pseudomonady jsou Vipde velmi rozsfené. Nachazi se wigach, ve vodach
a v exkrementech¢lovéka i zvikat. Netvdi spory. Syntetizuji kataldzu a oxidazu,

z kultivacniho hlediska nemaji vysoké naroky na zivn@dyp|[9].

3.2.1 Pseudomonas fragi

Pseudomonas frage proteolyticka a lipolytickd nefermentujicicigka. Hraje kléovou
roli v kazeni potravin ziv&Sného fivodu. Tvdi ¢asto mikroflérucerstvych a zkazenych

potravin z masa, @beze a ryb, ale vyskytuje se také v mléce a ¥myigh vyrobcich [1].

Podle literatury je az 61 % pseudomonad vyskyithice na mase. fragi a na vepovém
mase se vyskytujB. fragi ze 76-79 %. Minimalni pH praist P. fragije 5,0 az 5,3. Kon-
centrace C@®nad 10 % zfsobi inhibici Gstu [1].

3.3 Grampozitivni koky

Tato skupina zahrnuje aerobni, fakultaianaerobni i anaerobni chemoorganotrofni rody,
které vyZadujiadu Gstovych latek pro gy rast [17].

Rod Staphylococcusna schopnost zkvaSovat cukry za tvorby kyseliiz&produkovat

Zluty az oranzZovy pigment. Nigstji se vyskytuje na &Zi a mukdznich membranach tep-

lokrevnych zviat ac¢lovéka nap. v dutirg ustni. Roste v rozmezi teplot 10—-40 °C ardob
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snasi vysoké koncentrace chloridu sodného (az 10&4aké hostiteletiady bakteriofad.

Mezi patogenni druhy patStaphylococcus aurewssibspaureus[18].

3.3.1 Staphylococcus aureus subsp.aureus

S. aureugozeznavame od zbyvajicich dfytkteré netvé toxiny, na zaklad jeho schop-
nosti koagulovat krevni plazmu. @gobuje anginu, hnisavé oneme&chkize, hnisani ran
a hnisavé onemoéni poragnych kosti.S. aureugprodukuje enterotoxin, ktery se vyskytu-
je v Sesti antigennich formach A az E. Enterotoxiprodukovany za vhodnych podminek
v potraviré vyvolava alimentarni intoxikaci. Z&t8inu stafylokokovych otrav je odpéd-

ny enterotoxin A. Intoxikace se projevuje typickymiiznaky, jako je zvraceni,i&e

v krajin¢ brisni, pajmy, bolesti hlavy a dehydratace. Po 24 hodin&déhnaky rychle ode-
znivaji, ale pro &i, lidi nemocné a staré ime byt tato alimentarni intoxikace smrtelna.

K otrawé dochazi ob§ejns tehdy, je-li koncentrace bek S. aureud0° az 10/g [19].
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4 CILBAKALA RSKE PRACE
Cilem této bakai&ké prace bylo:

1. vteoretické ¢asti charakterizovat kyselinu citronovou a octov@opsat jejich

vlastnosti, vyuZziti v potravirfatvi a jejich antimikrobialni &inky;

2. charakterizovat gramnegativni nefermentujici ba&tE'seudomonas fragigram-
negativni fermentujici bakteriEscherichia colia grampozitivni kokyStaphylo-

Coccus aureusubspaureus;

3. v praktické ¢asti stanovit minimalni inhibni koncentrace kyseliny citronové

a octove na vybrané bakterialni kmeny.
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. PRAKTICKA CAST
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5 METODIKA

5.1 Pouzité pristroje, zarizeni a ponticky:
> Asepticky @kovaci box
> Biologicky termostat 37 °C, 30 °C - Laboratortigtroje Praha
» Plynovy kahan
» Parni sterilator — autoklav -H+P Varioklav
» Vahy — KERN 440.47N
» Chladntka - Elektrolux
» Laboratorni sklo
» UV z&ic¢
> Spekol
» Mikroplate leader Tecan, SUNRISE s SW Magellanzee},11, Tecan, Australia
» Spektrofotometr s diodovym polem, Libra S6
» Mikrotitracni destéka
» Mikropipety — 1 — 10Qu BIOHIT

» Multikanalova pipeta - 100l
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5.2 Kultiva éni pady

5.2.1 Masopeptonovy bujon (MPB)

Mnozstvi (g/l)

Latka MPB 2xMPB
Masovy vytazZeK.........ccoeiiii i 30 6,0
Pepton......coo 5,0 10,0
NACH. .. e 3.0 6,0

Priprava fdy:

Jednotlivé sloZky bujénu byly navazeny do 1000,0destilované vody a byly rozpgaty.
Konetné pH bylo upraveno na 6,8-7. Sterilace phdé v autoklavu H 121 °C po dobu

15 minut.

5.2.2 Masopeptonovy agar (MPA)

Latka Mno¥s(g/l)
MaSOVY VYEAZEK......oeueeie e e e e e e e a0 3,0
PepPION. . e 0,0

AGA .. e e e e a2 15,0

Priprava fdy:

Jednotlivé slozky byly navazeny do 1000,0 ml degtihé vody a byly rozpuSty. Kone-
né pH bylo upraveno na 6,8-7. Sterilace ghté v autoklavu p 121 °C po dobu 15 minut.
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5.3 Chemikalie
Fyziologicky roztok

» Chlorid sodny (dodavatel Ing. P. Lukes)
Priprava roztoku— 8,5g chloridu sodného bylo rozptrid v 1000 ml destilované vody

a sterilovano $ 121 °C po dobu 15 min.

Kyselina citronova

» Potravindska E330 (dodavatel Miroslav Parnsky)

Kyselina octova

» Kyselina octovaist4 (Lachemo n.p. Brno)
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5.4 Pouzité bakterialni kmeny

Pouzité bakterialni kmeny byly poskytnuty Ustaveatrgvindského inzenyrstvi FT UTB
ve Zlirg. Bakterialni kmeny byly izolované z chlazenychalebych kiat od firmy Racio-
la Jehltka s.r.o., v obdobi Gnor -fédzen 2006. V Tabulce 1 jsou uvedeny biochemické

charakteristiky vybranych kmén

Tabulka 1: Biochemicka charakteristika vybranychekin

MIKROORGANIZMUS

Escherichia | Pseudomonas Staphylo-
coli ¢. 66 fragi ¢. 19 COoccus aureus
Zivna pada VRBA ENDO PCA
Kultiva éni teplota 37°C 30°C 37°C
Gram - - +
Fermentace glukézy + - +
Plyn z glukézy + - -
Fermentace laktozy + NT NT
S
< OXI - + -
)
o KAT ¥ ¥ ¥
SCI - NT NT
ONP + - NT
H.S - NT NT
VPT NT - +
- +

Zluty pigment

NT — netestovano, +/- pozitivni/negativni reakce
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5.5 Stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace

P sledovani antimikrobialnich¢inka kyseliny citrbnové a octové byla zjgvana mini-
malni inhibeni koncentrace (MIC). MIC je nejmensi mnoZstvi Yyafk naSem fipadt or-
ganické kyseliny) p které doSlo k zastaveni viditelnéhdstu bakterialni populace
v inokulu. Minimalni baktericidni koncentrace (MB@)dava mnozstvi latky, které nedo-

volilo pieziti Zzadné bakterialni ke z givodniho inokula [10].

5.6 Stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace metodou v mikrotitraéni
destiéce

Pti stanoveni minimalni inhibni koncentrace v mikrotittaich destikach byl hodnocen
vizualni zakal a r&¥eny hodnoty absorbance ¢hem 24 hodinové kultivace

ve spektrofotometrickémiistroji Tecan.

U Staphylococcus aureusyly pouzity 10 %, 8 %, 6 %, 4 %, 2 %, 1 %, 0,504 %,
0,05 %, 0,025 % koncentrace kyseliny octové amitvé@. UPseudomonas fragi Escheri-
chia colibyly pouzity koncentrace u kyseliny octové 4 98621 %, 0,5 % , 0,1 %, 0,05 %
a u kyseliny citronové 10 %, 8 %, 6 %, 4 %, 2 %$,10,5 % , 0,1 %, 0,05 %.

5.6.1 Priprava suspenzi mikroorganisni

Pro @ipravu bakterialni suspenze byla pouzita 24hodiraitura z bujonu. Kultura byla

zredkna s fyziologickym roztokem tak, aby zakal 50 nm byl roven hodn®10,05.

5.6.2 Priprava mikrotitra ¢ni destiéky

Do mikrotitratni desttky bylo sterilré napipetovano doffslusnych jamek 8@l dvojna-
sobré koncentrovaného MPB. Poté byla jamka dépin 100ul kyseliny v @gislusné kon-
centraci. Nakonec bylofjglano 20ul dané suspenze mikroorgani@rfTabulka 2). Destk
ka byla uzaiena vékem a vloZena doifstroje Tecan, kde byla 24 hodirtfana absorban-

ce. Po mafeni destiky byl proveden vizualni odet.
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Tabulka 2: Ukazka testovani a plan pipetovani.

1 2 3
80 ul bujonu 80 ul bujonu 80 ul bujonu
10% kyselina | 50 ul 20% kyseliny | 50 ul 20% kyseliny | 50 ul 20% kyseliny
citrobnova 50 ul H,0O 50 ul H,0O 50 ul H,0
20 ul MO 20 ul MO 20 ul MO
80 ul bujénu 80 ul bujénu 80 ul bujénu
8% kyselina 40ul 20% kyseliny 40ul 20% kyseliny 40ul 20% kyseliny
citrénova | 60 pul H,O 60 ul H,0 60 pl H,0
20l MO 20l MO 20l MO
80 ul bujonu 80 ul bujonu 80 ul bujonu
Kontrola 0% | 100pl H>O 100ul H,O 100ul H,O
20 ul MO 20 ul MO 20 ul MO
80 ul bujonu 80 ul bujonu 80 ul bujonu

Kontrola steri-

ity bujony | 12081 H0 120pl H,0 120pl H,0

5.7 Stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace zkumavkovou metodou

Pt stanoveni minimalni inhibni koncentrace zkumavkovou metodou byl hodnoceu-viz
alni zékal a rfreny hodnoty absorbance po 20 hodinové kultivagrmbstatu $ vinové

délce 550 nm.

U kyseliny citronové byly pouzity koncentrace 2%%,1 0,1%, 0,05% a 0,025%
pro baktericPseudomonas fragi Escherichia coliU bakterieStaphylococcus aureusyly
pouzity koncentrace 0,1%, 0,05%, 0,025% ,0,02%4,3%8 0,01% a 0,005%.

U kyseliny octové byly pouzity koncentrace 0,1%053, 0,025%, 0,02%, 0,015%
a 0,005% u vSechitbakterii. Jako kontrolni bylo provedeno stanowedestilovanou vo-

dou a byla taktéZ provedena kontrola sterility zkuky pouze s bujénem.

5.7.1 Pr¥iprava zkumavek

Do zkumavek bylo sterithnapipetovano 2,5 ml dvojnasabkoncentrovaného MPB. Po-

té byla jamka dopkna 2,5ml kyseliny v{islusné koncentraci. Nakonec byldgidano
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10 ul 24 hodinové bakterialni kultury (Tabulka 3). Zkawky byly kultivovany za odpovi-

dajicich teplot.

Tabulka 3: Ukazka koncentraci a plan pipetovani.

K steri-
Koncentrace kyselin| lity 0% 2% 1% 0,5% 0,1%
bujénu
Bujon [ml] 2.5 2,5 2,5 2.5 2.5 2.5
E%’ﬁe"”a citronova 0 0 025 | 0125 0063 125
[anl]smo"a”a voda 25 25 225 | 2375 2438 125
Bakterie [pl] 0 10 10 10 10 10
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Minimalni inhibi éni koncentrace kyseliny citronové n&scherichia

coli

U E. coli byly pouzity koncentrace 10 %, 8 %, 6 %, 4 %, 21%p a 0,5 %. Bylo zjigho,
Ze uvSech koncentraci doslo k inkifdmu (€inku. Fi druhém opakovani byly pouzity
koncentrace 4%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05% a 0,0RE8éliny citronové. Podle grafu
(Priloha 1) je zetelné, Ze koncentrace 0,1 %, 0,05 % a 0,025 %ejiviaji antibakterialni
acinek. Koncentrace 0,05 % d&a na z&atku nmefeni i metodt v mikrotitraini destéce
hodnotu absorbance 0,094&hBm n&reni byl sledovan néast absorbance (0,1109), ktery
nebyl dostatény k tomu, aby bylist viditelny. Koncentraci 0,5 % kyseliny citronon-
Zeme tedy pokladat za MIC (Obr.4).

Ucinek kyseliny citronové na baktetfi. coli byl owiovan zkumavkovou metodou. Zde
byly pouzity koncentrace 2 %, 1 %, 0,5 %, 0,1 %50%, 0,025 %. Z grafu (Obr. 4) vyply-
V4, Ze kyselina citronovadia nakE. coli obdobny vliv jako @ prvni meto@ a byla potvr-

zena MIC 0,5 % kyseliny citronove.

Vliv kyseliny citrénové byl dive studovan nadkterych zastupcicheledi Enterobacteria-
ceae Yersinia enterocoliticdbyla testovangii 4 °C, 20 °C a 40 °C. Bylo zji&o, Zze 1%
kyselina citrbnova nebylacinna ani pi 40 °C [21]. V dalSi studii byla testovan
vliv na Escherichia coli Zde se ukazalo, Ze kyselina citronova slanvyznamny inhikini
cinek. Hi aplikaci 2,6% kyseliny citronové doslo kredukdt. coli pouze
0 0,5 log CFU/ml [4].

Kyselina citronova byla testovana takéAraobacter butzlerikde byla prokazanatinnost
pi 0,5 % [12].
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O Zkumavkova metoda B Metoda v mikrotitraéni desticce

0,91

0,8 1

Absorbance
o o o o o
N w IS o D

o
[N

o

0 0,025 0,05 0,1 0,5 1 2
Koncentrace kyseliny citronove [%]

Obr. 4: Inhibéni inek kyseliny citronové n&. coli, porovnani dvou
metod po 20 hod kultivace u zkumavkové metoidyjg °C a
u metody v mikrotitraéni desttce i 25 °C.

6.2 Minimalni inhibi éni koncentrace kyseliny citronové naseudomo-

nasfragi

Pfi sledovani antibakterialnihoc¢iku kyseliny citronové na kmeRseudomonas fragi
v mikrotitracni destéce byly pouzity koncentrace stejné jakd& ucoli. Pfi prvnim pokusu
bylo zjiS&€no, Ze kyselina citrénova v koncentracich od 10808 % ma inhikini inek,
proto byly @i druhém opakovani pouzité koncentracét@mizeny. Podle grafu {ifoha 2)
je ztetelné, Ze kyselina citrbnova maRafragi antibakterialni tinek pi 0,1 %. Pgatesni
hodnota absorbance byla 0,0963, hodnota absorbapgdehu mefeni o@t velmi mirre

vzrostla, ale bez viditelnéhéstu (0,1018).

Pi metod zkumavkové byly pouzity koncentrace ébpstejné jako uE. coli
(2 % — 0,025 %). Minimalni inhibni koncentrace byla potvrzen& p,1 % (Obr. 5). Roz-
dilné hodnoty absorbance u metod jsousppeny odliSnou teplotou kultivace, jelik&z

fragi je psychrotrofni bakterie, ktera roste rychlgjimizsich kultiv&nich teplotach.
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Pii testovani dinku 100 mM kyseliny citronovéwi P. fragi v teplog 32 °C byl zjiSén
vyrazny inhibéni &inek in vitro [13]. Studie je ve sch&d dosazenymi vysledky v této

praci.

O Zkumavkova metoda B Metoda v mikrotitra éni destiéce

0,6

0,5 A
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o o
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o
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0 0,025 0,05 , )
Koncentrace kyseliny citronové [%]

Obr. 5: Inhibéni &inek kyseliny citrénové n#.fragi, porovnani dvou
metod po 20 hod kultivace u zkumavkové metotly30 °C a

u metody v mikrotitrani destéce @i 25 °C.

6.3 Minimalni inhibi éni koncentrace kyseliny citrénové nastaphylo-
coccus aureus subsp.aureus

U sledovani antibakterialnih@idku kyseliny citrbnové na kmef. aureuss mikrotitracni
destce nEla i nejnizsi pouzitd koncentrace 0,025 % intnibiktinek. Absorbance pa-
tecniho inokula byla 0,0919 a ies mirny naist absorbance na 0,1113 nekidtelny vidi-
telny rist (Riloha 3).

U zkumavkové metody éha kyselina citronova vyrazny inhibii (€inek v koncentraci
0,1 %. Rozdilné vysledky u srovnavanych metod @@jmé zpisobeny @iznou teplotou
kultivace (Obr. 6).S. aureugako humanni patogen roste rychlefi pySsi teplog, tedy
pii zkumavkové metot] kde byla pouzita kultivani teplota 37 °C.
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Studie pi kterych byla aplikovanaus kyseliny citrbnové n&S. aureusukazaly, Zze MIC

byla 12,5 mg/ml [41], coZ je jiny vysledek nez tot@raci.

\I:IZkumavkové metoda @ Metoda v mikrotitratni desti¢ce

0,81

0,7 1

0,6 1

0,51
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Absorbance

0,31

0,21

011

0 0,005 0,001 0,015 0,02 0,025 0,05 0,1

Koncentrace kyseliny citronové [%]

Obr. 6: Inhibéni &inek kyseliny citronové n&. aureusporovnéni dvou
metod po 20 hod kultivace u zkumavkové metodly37 °C a

u metody v mikrotitrani desttce i 25 °C.

6.4 Minimalni inhibi éni koncentrace kyseliny octové n&scherichia coli

Kyselina octova byla testovana obdélako kyselina citronova. Byly pouzity koncentrace
od 4 % do 0,025 %. Vliv kyseliny ria coli byl zaznamenén do grafui(l®ha 4). Kyselina
octova ngla u vSech koncentraci u metody v mikrotitradestéce vyznamny antibakteri-
alni &inek. P@&ateni hodnota absorbance (0,0997) se po 24 hodindtikdae téngt ne-
zmenila (0,1002), coz znamena, Ze predi s kyselinou octovou nebylo vhodné pro mno-
Zeni bakteriiE. coli. Pri zkumavkové metod byly opst pouzity niZzSi koncentrace.
Z davodu naiistu absorbance (0,1021ji fxoncentraci 0,02% u zkumavkové metody by
mohla byt potvrzena MIC na hodid,025 % (Obr. 7).

Existuji studie, které se zabyvaffidkem octové kyseliny na bakterte coli piimo na po-

vrchu masa. Odborna studie prokazala, Zze 5% kysadictova snizila goy E. coli
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0 1 log CFU/g ho¥ziho masa [16]. i aplikaci 0,02% kyseliny peroctové secépd burek
E. colisnizil o 0,45 log CFU/g h@eziho masa [5].

‘El Zkumavkova metod® Metoda v mikrotitréni destéce
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Obr. 7: Inhibéni inek kyseliny octové n&. coli, porovnani dvou
metod po 20 hod kultivace u zkumavkoveé metoii\8j@ °C a
u metody v mikrotitréni desttce i 25 °C.

6.5 Minimalni inhibi éni koncentrace kyseliny octové n#&seudomonas
fragi

P sledovani ginka kyseliny octové n&. fragi byly opet pouzity koncentrace od 4 %
do 0,025 %. Bylo zji$ho, Ze kyselina octova dla ve vSech koncentracich inhibi (i-
nek (Riloha 5). Ri nejnizSi koncentraci 0,025 % byla g@&eini hodnota absorbance
0,0909 a v pibéhu mefeni se térér neznénila (0,1001).

Pri zkumavkové metoflbyly koncentrace snizeny az na 0,005 % (Obr.8)i2&ich kon-
centracich nez 0,025 % byl ve zkumavce viditelngisia proto by mohla byt koncentrace

0,025 % povazovana za MIC.

Vliv kyseliny octové byl také sledovan na pseudoéthynna kiecim mase. 5% kyselina

vvvvv
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byla 3% kyselina octova aplikovana sprejovanim oged maso a afp doSlo k redukci

pseudomondd [1].

@ Zkumavkova metod@ Metoda v mikrotitréni destéce
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Obr. 8: Inhibéni inek kyseliny octové n#&. fragi, porovnani dvou
metod po 20 hod kultivace u zkumavkové metodly3p °C a

u metody v mikrotitréni destéce i 25 °C.

6.6 Minimalni inhibi ¢ni koncentrace kyseliny octové n&taphylococcus

aureus subsp.aureus.

Pfi sledovani dginka kyseliny octové na S. aureus byly pouzity koncaerod 10 %

do 0,025 %. Podle grafu iiioha 6) je zetelné, Ze i zde #&m kyselina octova inhibni
Ucinky ve vSech koncentracich. Hodnota absorbatickomcentraci 0,025 % byla 0,0935

a kethem ngfeni byl velmi nizky nérst absorbance na hodnotu 0,1023 bez viditelného za-

kalu.

U zkumavkové metody byly koncentraceébsnizeny, fi koncentracich nizSich nez
0,025% doSlo kviditelnému n#stu ve zkumavkach, proto byla MIC stanovena

na 0,025 % (Obr. 9).
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Kyselina peroctova v kombinaci s hydroperoxidemalbigstovana n&taphylococcus au-
reus v koncentracich od 0,05 % do 4 %. Vysledky uk§zad/S. aureusyl odolny \ici
nizsim koncentracim nez 0,1 %. Tato a vySSi komaeetjiz S. aureusredukovaly

0 5 log CFU/ml [2].

O Zkumavkova metod@ Metoda v mikrotitréni destéce
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Obr. 9: Inhibéni inek kyseliny octové n&. aureusporovnani dvou
metod po 20 hod kultivace u zkumavkové metodly37 °C a

u metody v mikrotitréni desttce i 25 °C.
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ZAVER
V této praci byl dégma metodami sledovan vliv kyseliny citronové a @étma vybrané

druhy bakterii izolované z @lbeziho masa. U obou metod byly pouzity bakt&seheri-

chia coli, Pseudomonas fra@ Staphylococcus aureus

Prvni metoda byla metoda v mikrotitra destéce, kde byly pouZzity koncentrace u vSech
téi bakterii od 0,025 % do 10 % kyseliny citrénovékyseliny octové byly pouZzity koncen-
trace od 0,025 % do 4 % u bakteddscherichia coli a Pseudomonas fragi

u Staphylococcus aureusyly pouzity koncentrace od 0,025 % do 10 %. Kon@ee pro
zkumavkovou metodu byly zvazeny dléedchozich vysledka &elr¢ snizeny. U obou
metod se ri¥ila hodnota absorbance a pozoroval se vliv kysghiroti absorbanci kontroly.
Rozdilné hodnoty absorbance u metod jstejn® zpisobeny #iznou teplotou kultivace.
U desttkové metody fi 25 °C rostly bakteriePseudomonas fragiyrazré rychleji nez

u zkumavkové metody. U bakteB8taphylococcus aureukterym lépe vyhovuje vysSi tep-
lota, byl zaznamenan rychlejsi fgr u zkumavkové metodyiB7 °C. UEscherichia coli
byly také rozdilné hodnoty absorbanci, ale nelakyyrazné jako ®Pseudomonas fragi
Staphylococcus aureuZde je Zejm¢ rozdilnost ddna rozmezim experimentalni chyby

a biologickymi vlastnostmi bakterii.

Kyselina citronova réla totalni inhibéni (€inek naEscherichia colipti 0,5 %. Tato hod-
nota se shodovala jakipmetod v mikrotitratni destéce, tak i pi zkumavkové metod
U Pseudomonas fradgdyla minimalni inhibéni koncentrace 0,1 %. Zde se vysledkgtop
shodovaly u obou metodstaphylococcus aureusyl v mikrotitraini destéce inhibovan
kyselinou citrénovou i f nejnizsi koncentraci 0,025 %. U metody zkumavkbygpri této

koncentraci zaznamenaimst, coZ mohlo byt dano vyssi teplotou kultivace.

Kyselina octova narozdil od kyseliny citrénové&lan vyrazgjSi antibakterialni &inek.

U metod v mikrotitrani destéce byly vSechny koncentracebscherichia coliPseudomo-
nas fragia Staphylococcus aureushibi¢ni. U zkumavkové metody byly koncentrace sni-
Zeny a u vSechitsledovanych bakterii doSlo k vyraznémutiséu absorbance u koncentra-
ce 0,02 %. Z tohotvodu nizeme pokladat hodnotu 0,025 % za minimalni irdmbkon-

centraci.

Zawrem lze konstatovat, Ze kyselina citronovéarinhibi¢ni (ginky na sledované bakterie

v rozmezi 0,025 % - 0,5 %. Kyselina octovélanantibakterialni vliv uz i» velmi nizkeé



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 36

koncentraci (0,025 %). Na gramnegativni bakterééarkyselina octova&si inhibicni viiv
nez kyselina citrénova. Proto bude pro t&et masa vhodijsi kyselina octova, jelikoz
vétSinu mikrofléry povrchu dibeziho masa twd gramnegativni bakterie. Grampozitivni
bakterie byly inhibovany aima kyselinami v koncentraci 0,025 %. Prok&dzanénakito-
bialni (&inky kyseliny citronové a octoveé potvrzuji jejichoiné pouziti k oS&tni povrchu

dribeziho masa.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

CFU Colony forming units (kolonie tvizi jednotku — KTJ)
EHEC EnterohemoragickBscherichia coli

EIEC  EnteroinvazivnEscherichia coli

EPEC EnteropatogenBscherichia coli

ETEC Enterotoxigenritscherichia coli

MBC  Minimalni baktericidni koncentrace

MIC Minimalni inhibicni koncentrace

MPA  Masopeptonovy agar

MPB  Masopeptonovy bujon
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PRILOHA P. VII: FOTOGRAFICKA DOKUMENTACE METODY
V MIKROTITRA CNi DESTICCE

Kyselina citronova Pseudomonas fragi
Koncentrace od 0,5% - 10% + kontrola
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Kyselina citronova -Staphylococcus aureugamky Al — A3
Koncentrace od 0,025% do 4% + kontrola

Kyselina citronova -Staphylococcus aureugamky A4 — A6
Koncentrace od 0,5% do 10% + kontrola



PRILOHA P. VIIIl: FOTOGRAFICKA DOKUMENTACE
ZKUMAVKOVE METODY.

Vliv kyseliny citronové na bakterkscherichia coli



