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ABSTRAKT

Ve své praci jsem se za&fil na sledovani mikrobialni jakosti vybranych tayen syf.
Vzorky tavenych syr byly hermeticky uzaieny a dlouhodabskladovany f riznych tep-
lotach. Ve vzorcich tavenych sybyly sledovany zejména celkovédip mikroorganisn,
sporulujici mikroorganismy, potenciélrpatogenni mikroorganismy a mikroorganismy,
které mohou rénit technologické vlastnosti tavenych sy6tanoveni byla provedena kul-
tivacnimi metodami, specifickymi pro dané skupiny mikigenismii. Dale byly pouzity
identifikaéni testy a metody pro vybrané druhy mikroorgariise specifickymi vlastnost-

mi.

ABSTRACT

The aim of my work is focused on a mikrobiology liyaof model samples of processed
cheese. The samples of processed cheese werdrnmngtored at different temperatures.
All samples were hermetical. The microbiology assycomprised determination of total
numer of microorganisms, spore-forming microorgansis pathogenic microorganisms
changing technological properties of processed ssheEhe determinations were realised
by cultivation methods, identification tests andnbgthods which are specific for characte-

ristic microorganisms.

Sterilized processed cheese - Tavené sterilovagé sy

Total numer of misroorganisms - CPM - Celkovétganikroorganisni
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1 MIKROBIOLOGICKE ZKOUSENI POZIVATIN

Mikrobiologické zkou$eni pozivatin se provadi stzmm dle normyCSN 560100.

»Tato norma stanovi Zgoby vzorkovani a metody mikrobiologického zkouS§Hi].

Touto normou sefidime @i hodnoceni mikrobiologické kvality tavenych &yr
mikrobiologické kvality progedi @i vyrobeé, provoznich zézeni. Norma obsahuje ustano-
veni spolénd pro vzorkovani k mikrobiologickému vyBati a mikrobiologickému zkou-
Seni [11].

1.1.1 Zasady odebirani vzorka

»Pocet vzorki musi vystihovat slozeni celé vy&stané partie tak, aby bylo mozno po-
soudit nejen povahu, ale i stupa rozsah mikrobialniho z&i§téni [11]. Vzorky musi
fadre znaeny, aby nedochazelo k zam. Fxi odbéru vzorki se zohletluje povaha vySet-
fované potraviny, zjsob vyrobniho procesu, @ini a baleni a Zisob gFepravovani a

uchovavani [11,13].

P vySetovani partie z kontinualnich vyrobnich linek, mbgt vyloutena moznost
sekundarni kontaminace vyrabkvzorek se odebira bez ohledu n&giovyrakknych jed-

notek nejméa& po dvou kusech [11].

1.2 Kultiva éni vySeteni

1.2.1 Obecné zasady kultivace a vyjafbvani vysledki

Detekce patogennich mikroorganismnusi byt provagha tak, aby jejich iitomnost
byla spolehli¢ vylou¢ena. Proto je wlezité vzorky co nejdokonaleji homogenizovat. Kro-
me¢ piimé kultivace na selekti¢n diagnostické fdy se vzorky musi pomnozit
v neselektivni pdé a rozizolovat kZovym rozérem na vhodnou pevnougu. Ri zjisténi
piitomnosti podmiéné patogennich mikroorganismnebo mikroorganisinkteré indikuji
zmeny hygienickych vlastnosti potravin, je nutné stana@t jejich pagty v CFU/ml. Proto
se vzdy kultivuje pesré odvazené nebo odifené mnozstvi vzorku a vzorek se vzdy do-

konale zhomogenizuje [11,12].
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1.3 Inaktivace mikroorganizmi

Pri inaktivaci vysSi teplotou musime mit nigteli, Ze se nei jen nesporulujici mik-
roorganismy, ale také vegetativni formy sporulejicinikroorganism. Fxi kultivaci inak-
tivovanych vzork se zjifuje paet spor. Zatéti vzorki 80°C po dobu 15 min sniZuje
podstaté zachytnost Siny sporotvornych mikroorganigmOdolnost vegetativnich bu-
nék i spor wvici teplok je ovliviiovana povahou a sloZenim piesti. Vysoky dinek ochra-
ny vykazuji bilkoviny a #které ionty a tedy zvysuji termorezistenci mikraongmi. Inak-

piedpokladany peet zji¥ovanych mikroorganisi[11].

Pfi nedostaténé homogenizaci se mikroorganismy nachézejici setiupotraviny

aspesre vyhnou inaktivaci a f@zivaji delSi dobu vysSi teploty [11].

1.4 Kultivace za anaerobnich podminek

Identifikace mikroorganisiy pro rEZ je kyslik toxicky, probiha kultivaci na agaro-
vych plotnach. Petriho misky se vlozi do anaerasta¢ kterém se vzduch nahradiésin
plynu CQ a No. Tento plyn vytldi z prostedi kyslik [11].

1.5 Jakostni rozbor

VysSeteni jakosti umoiuje posouzeni z hlediska mikrobialniho i jakostng#idadova-
telnosti, dodrzeni technologickych posiupodrzeni zasad hygieny a sanitatievgrobe.
Celkovy p@et mikroorganism na neselektivnich zivnychigach MPA a PCA § 30°C u
potravin s dlouhou dobou skladovatelnosti set'aj& zastoupeni furgtkich skupin, které
jsou schopny rnit smyslové a jakostni vlastnosti vyrabkDale se utuje paet kvasinek,

plisni, p&et koliformnich mikroorganisina Escherichia coli [11].

1.5.1 Cileny jakostni rozbor

Cilenym jakostnim rozborem se sleduje vyskyt patoggh mikroorganistin vyskyt
urciteho mikrobialniho druhu a také se #jife prislusny ukazatel nebo fuéki skupina,
jejiz peitomnost v potravié neni gipustna. Sleduje se technologicky postup z hlediska

hygienické arova provozu [11].
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1.5.2 ZjiStovani pa‘tu Escherichia colia ostatnich gram negativnich tginek

Pokud zji§ujeme gitomnost gramnegativnichdipek, tak se vzorek kultivuje na se-
lektivné diagnostickych fidach s laktdzou a indikatoremm. Identifikace kolqmobiha dle
znaki, a v gipad potreby se dale duji biochemicky. Tato metoda se pouziva k rozliSeni
zastup@ celedi Enterobacteriaceae. Jako identifikovanéEscherichia coli se povazuji
vSechny kolonie o velikosti 2 — 3 mm okrouhlé smawm okrajem, ploché s vroubkovanym
okrajem, zrnité nebo matné. Kolorkscherichia coli, které &pi laktozu, jsou celéervené
bez ohledu na to, zda maji kovovy lesk. Podle oy mohou kolonie gpici laktézu mit

i vzhled izovy scervenym centrem [11].

Bakterie celedi Enterobacteriaceae rostou v koloniich  #tSich, okrouhlych
s pravidelnym okrajem, sinvypouklych, hladkych, velmi lesklych, hlenovityeghmeért

intenzivre cervenych [11].

Bakterie roduKlebsiella vytvareji velke, sklovité, bezbarvé aizove, vazké kolonie.
Salmonella, Shigella,Citrobacter, kmenyProteus které g 37°C netvdi povlaky jako i
laktézu opozdné Sepici kmenyEscherichia coli, vytvai bezbarveé kolonie. &Sina kmeid
protei vytvari pri kultivaci 37°C piisvitné, plazivé kolonie. Kmeny rodeseudomonas,
vytvéreji kolonie velké kolem 5 mm, s vroubkovanym nemtalnym okrajem, Sedeé
s perl&@ovym leskem. Bdu ve svém okoli odbarvuji do Zlutozelené barvystidgci rodu
Pseudomonas se nejastji kultivuji na krevnim agaru. Rly se inkubuji fi 37°C 24 hodin
[11,17,18].

1.5.3 Stanoveni p&tu enterokoki

Metoda se pouziva pro zj§li potencionalni moznost kontaminacieeghiho gvodu
a k mikrobiologické kontrole technologickych posiupro toto stanoveni jsou vyuzivany
piedevsim zivné jmly M-Enterococcus agar, nebo agar podle Slanetieavé. Nagko-
vané zivné pdy se kultivuji gi 37°C, 48 hodin. Enterokoky vytigi 2mm, fizové aZ hix
docervené kolonie, n&astji hladké, okrouhlé a lesklé. Tataiga je selektivni a jsou ji
potlatovany streptokoky, mikrokoky i aerobni sporulatgkiéré malo zastoupené kmeny
enterokok na této id¢ také nevyiistaji a je tedy nutné piiat spiSe s vysSimi pty, nez

s €mi zjistenymi kultivaci [11,18].
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1.5.4 Stanoveni bakterii roduProteus

Tento rod s€asto kultivuje na krevnim agaruidia je inkubovanaip22 — 24°C az 48
hodin. VSechny kmeny roderoteus za €chto podminek vyti&ji velké, plazive, bezbarvé
kolonie. Tyto kolonie velice rychle pistaji cely agar. U tohoto roduieme potlait pla-
zivy rast do ohrarienych kolonii: zvySenim obsahu agaru o 5 %&Jifm pidy 96 % etha-
nolem, ktery se nech& odgiaptidanim 0,5 % sodné soli, nebtiganim 1% chloralthydra-
tu [11].

1.6 Stanoveni aerobnich sporotvornych mikroorganisni

Aerobni sporotvorné bakterie se kultivuji v aer@bnpodminkach na PCA, MPA (coz
jsou pevné, neselektivni Zivnégy), po usmrceni nesporulujicich mikroorganismaha-
tim. Inaktivace probihaip70°C, 15 minut. Teplota kultivace je 33°C, dohdtikace je
40-48 hodin. R stanoveni termofilnich aerobnich sportilézorek inaktivujeme ip 95°C
15 minut. Doba trvani inkubace je 72 hodifi,tpplot 55°C. Toto stanoveni poukazuje na
stupa kontaminace suroviny z ¥$iho prostedi, dodrZzovani hygienickych standanfi
vyrobé. Metoda neprokazuje pet veSkerych aerobnich sporotvornych bakterii, tiebo
z tepelr opracovanych vyrobkvykli¢i jen ¢ast Zivych spor a to (dmé intenzitou oSét-
ni blizké letalnim hodnotam pro spory. Tato metpdaxrné spolehliv zachycuje rod
Bacillus[11,12].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 13

2 VZAJEMNE BIOLOGICKE VZTAHY N EKTERYCH
MIKROORGANISM U DULEZITYCH V MLEKA RSTVi

Mikroorganismy vyznamné v mlékarenskémimyslu mohou Zit ve vzajemnych
vztazich. Tyto vztahy @Zeme rozdlit mezi symbiotické, antagonistické a sukcesiwhi-
raznym symbiotickym vztahem ve skupibakterii mli€éného kvaSeni je symbidza bakterii
ze skupiny streptokdks ty¢inkami ml&ného kvaseni (laktobacily). Uviiskupin bakterii
mléného kvaseni existuji také antagonistické vztatgpriklad existuji kmeny laktokak
mléného kvaSeni, které dokazi vyteé antibiotické latky. Doposud prakticky vSechny
inhibujici kmeny byly identifikovany jakd.actococcus lactis subsplactis. Antibiotické
vlastnosti byly dokéazany u kmeén.actococcus lactis subsplactis. Tyto kmeny produkuji

antibiotikum zvané nisin [1].

Ve vztazich bakterii mtéého kvaSeni k jinym mikroorganism byly také zazna-
menanytetné pipady symbiozy a antagonismui Pyrobé emental, které je mozno vyuzit
i na vyrobu tavenych s§r se vyuzivd_ actobacillus fermentum a kvasinkyCandida kru-
sei, kteraprodluzuje trvanlivost tekutych kultur. Peptonizijbakterie dokazi svym pro-
teolytickym (&inkem zgistupnit bakteriim miéného kvaSeni dusikatou vyzivu. Existuji
antagonické vztahyditerych bakterii se streptokoky acitykami ml&€ného kvaSeni, na
které misobi filtrabilni a termostabilni latky, které bypyodukovany bakteriemi maselného
kvaSeni. Sukcesivni vztahy existuji mezi bakteriam&ného kvaseni a bakteriemi propi-
onovymi, torulami a plistmi. Bakterie mléného kvaSeni vyt¥@ji kyselinu mlénou, kte-
ra je ve fornd laktatu zdrojem energie pro mikroorganismy, kieo vyuzivany fi zrani
nékterych tvrdych syir, a to pro propionové bakterie. Laktobacily svoabsiproteolytic-
kou ¢innosti podporuji rozvoj laktokdk kterym poskytuji snadnarigtupné volné amino-
kyseliny. Nekteré streptokoky podporuji rozvoj laktobdciim, Ze jejich proteolytické en-
doenzymy jsou uvdbvany z odurfelych burk a zgistupiuji tak laktobacitm zdroje
dusikaté vyzivy. Podobny vztah jeLactococcus lactis subsplactis a Lactococcus lactis
subspcremoris, které svou slabou proteolytickou aktivitou vyt priznivé podminky

pro rist a mnoZenlieuconostoc dextranicum aLeuconostoc citrovorum [1,2].
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3 TAVENE SYRY

Tavené syry jsou vyrény zattivanim fiznych smisi grirodnich syl, s fiznym stup-
ném prozrani, s pouzitim tavicich soli, a i pménéném tlaku za stalého michani. Cilem
je dosahnout homogenni hmoty o standardizovanyaktrwstech. V podminkaabeské
republiky definuje taveny syr vyhlaska Ministersentdélstvi ¢. 77/2003 Sb. v platném
zreéni, (VyhlaSka ze dne 6. 3. 2003, kterou se stapox¥adavky pro mléko a niéé vy-

robky, mrazené krémy a jedlé tuky) [5].

3.1 Priprava suroviny pro vyrobu tavenych sy

Zakladna surovinou pro vyrobu tavenychisjgou vSechny druhyifrodnich syi, pie-
devSim tvrdych, rkkych, bilych a tvarohu (ktery zvySuje obsah tukospé susSiny). Ke
standardizaci tuku tavenych &ye pouziva maslo, smetana (kter@evyrobek vhodha
piijemné senzoricky zjemnit) tzné tw@nosti, fipadré zahustné plnoténé miléko.

V sowasné dob se velmicasto nahrazuje zakladni suroviriamymi ml&nymi koncentra-

ty, nagf. suSenou syrovatkou, suSenym ésltnym mlékem, kaseinem a kaseinaty.
V Ceské republice se pro vyrobu tavenychisyyuziva Eidamska cihla, Eidamsky blok,
Moravska blok a Primator. Nositelem vyrazné chutiyeovnaného syrového aroma jsou
dohe vyzralé pirodni syry [4]. Dale sefjava pitna voda, zejména pro Upravu obsahu
susiny a ochuzujicifsady (uzena Sunka, uzené &mivmaso, houby, zelenina, femi
apod.). Nezbytnou seéasti vyroby tavenych s§rjisou tavici soli. Ovliviuji fyzikalné che-

mické vlastnosti tavenych syf3].

Surovina pro tavené syry séjpna na zaklad hodnoceni jakosti, na zakkatyzikalne
chemickych hodnot a senzorického posouzeififir&/ené syry pro vyrobu tavenych &yge
skladuji nejvhod#i pfi teplotach okolo 12°C, aby nedochazelo k zhorseikirobiologic-
kych, fyzikalre-chemickych a senzorickych vlastnosti. VSechny géwsiiroviny a fisady
musi byt zdravothnezavadné a musi odpovidaitspusSnym jakostnim normam.l2zitym
ukazatelem kvality a skladby surovin je stapeozrani sy a jejich pH [4].

Tavené syry &lime z celérady hledisek, ovsem nédjezit¢jSim hlediskem je obsah

tuku v suSig. VyhlaSka Ministerstva zetdglstvi ¢. 77/2003Sb. (v platném &mi) rozclu-

je tavené syry na vysokatoe s 60% tuku v susira nizkotégné tavené syry s 30% tuku v



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 15

susire. V odborné literatte Ize najit dleni plnotwnych tavenych syrs 45 — 60 % tuku v

susirgé a poloténych syfi s 30 — 45 % tuku v susin5].

U vyrobki ozn&enych jako tavené syry vyhlaSka omezuje obsah zgksacharid se
sladicim dinkem a ostatnich zdrav@tmezavadnych surovin a stanovuje jejidgfppstné
limity. VyhlaSka definuje takeé tzv. tavené syrow&obky s 51 % hmotnosti suSiny ziskané

pavodem ze syru [5].

3.1.1 Fyzikalné — chemické principy vyroby tavenych syi

NejvetSi podil v pirodnich syrech tvd proteiny, mlény tuk, voda, soli, kyseliny,
zbytky laktézy. Pro dosazeni jemné a homogennkitry bez separace vody, tuku a pro-
teind je nutnd pitomnost latek s emulgujici schopnosti. Tyto |atky vyrobé tavenych
syni pridavaji ve forng tzv. tavicich soli, jejichz zakladni vlastnostisighopnost od&pit

vapnik navazany na kasein. Vapnik se fdgmi tavicich soli vyrni za sodik [19].

Jako tavici soli se v praxi pouZzivaji soli s videgyni anionty (fpedevsim fosfaty, po-
lyfosfaty, v mensi nie citraty) s monovalentnimi alkalickymi kovy (zejnaésodikem]3].

Ve skut€nosti to jsou zejmeéna povrchoaktivni latky [19].

3.2 Vyroba tavenych syni

Vyroba tavenych syr probiha nejasgji diskontinualé nebo kontinual& piicemz u

nés je stéle nejvice ro¥dn diskontinualni zjsob vyroby [3].

3.2.1 Priprava smési pro taveni

SlozZeni tavicich sisi zaleZi pedevSim na pozadavcich na vysledny produkiteZ)-
tou roli zde hraje fedevsim obsah suSiny a tuku v sasSidakladni surovinou pro taveni
jsou tvrdé syry (8&isténé, upravené podle hygienickych, technickych nelsbriologickych
poZadavk). K surovirgé se gida maslo, tvaroh,ffsady a pesr€ navazené mnozstvi tavi-
cich soli. Smss tavicich soli tvii obvykle 2 — 3 % hmotnosti suroviny. MnoZstvi zvi
piedevsim na stupni prozrani suroviny, na druhu soyo® jejim pH. B Spatném davko-

vani fosfatovych tavicich soliige dojit k heknuti syf [3].
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3.22 Proces taveni

Taveni probiha u diskontinuélnihotgmbu v tavicim kotli. Otev je provadn piimym
vstiikem pary do tavené sisi. Mnozstvi pargini 5 az 10 %. NejvySSi davka citratovych a
fosfatovych soli sméinit 3,5 %, gicemz gidavek polyfosfatovych soli sndinit nejvyse
3 % ve finalnim vyrobku. #sluSnou davku duje jakostni norma vyrobku. @v se pro-
vadi @i 0,05 az 0,04 MPa.ifPdosaZeni teploty 85 - 95°C se zastawaed pary a tavenina

se promichava. Celkova doba taveni se pohybujemeni 10 — 15 minut [4].

K vysokotepelnému taveni dochazi plotach 100 - 120°C.&em taveni je sledo-
vana Kivka teploty v zavislosti n&ase. Hotova tavenina musi byt hladka, leskla, nesmi
uvoliovat tuk, nesmi byt pigé4, nesmi se trhat na michadle a odlupovat &d/dtotle. Pro
dosazeni konzistence je mozriadpt k surovig 1 — 12 % pedchozi vyrobené taveniny. Po
utaveni se stanovuje susina, obsah tuku v 8upid a na zaklatzjiStnych vysledk se

upravi technologie vyroby a davka tavicich sol]. [4

3.2.3 Chlazeni a baleni

P pfepras taveniny je nutné zamezit jeji reinfekci. Teplgia formovani a baleni
taveniny nema klesnout pod 65 — 70°C. Tavené syripsnuji a bali do hlinikové fdlie,
z vnitrni strany lakované, do kelimknebo kutizinovych $ev. Chlazeni rize probihat
tiéistupiové, v tunelu (vzduch, voda, solanka neliony odpar). Zabaleny taveny syr se
skladuje pi 4 az 8°C. [4]

3.2.4 Kontrola finalniho vyrobku

U finalniho vyrobku se provede stanoveni suSinku taitracni kyselost (SH) nebo pH,
smyslové (senzorické) posouzeni. Provede se teatoost zkouskaip 37°C po dobu 72
hodin [4]. Tato zkouSka zfi§ije @ritomnost nezadouci sporulujicich mikroorganisiiy-
zikalni vlastnosti se posuzuji na zakldanzistence a struktury. PouZitim stefiiého re-
Zimu se zvySuje tuhost vyrobku, u takto ®Seych syii by nenglo dochazet

k mikrobidlnim zngndm Ehem skladovani [4].

3.3 Mikrobiologie tavenych syri

Taveny syr je vyrobek ziskany zakanim jednotlivych druin syri nebo smisi prirod-

nich syfi v tavici soupra¥ s grisadou tavicich soli (emulgatdr Taveni probihaipsnize-



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 17

ném tlaku a se zébvem piblizné 85°C asi 5 minut, to znamena Ze taveni je mozab br
jako jisty druh pasterace syra. Teplotaie&h sefidi vlastnostmi syra. Tavené syry mohou
byt tuhé, aby se daly dis krgjet, nebo roztiratelné. Trvanlivost a jak@stenych syi
zavisi z hygienického hlediskagvazrie na mikrobiologické hodndtpouzité suroviny, na
mikrobiologickécistott béhem vyroby, a na jakosti oliaha zpisobu skladovani. Z hlediska
mikrobiologického je negtSim nebezpgm tavenych syr piitomnost patogennich mikro-

organisni, a hlavié nebezpé& sporulujicich tyinek rodi Bacillus aClostridium [1].

N¢které technologie vyroby se snazi omezit vliv spgicich mikroorganism
v tavenych syrechifdavkem bakterii miéného kvasSeni twécich antibiotika. Hkladem
mohou byt bakterie produkujici nisin, pdaitlgici nist bakterii roduClostridium. Vysledky
vSak prozatim nejsou vzdy uspokojivé. LepSich \dlglese da dosahnoutiganim nisinu
pifimo Kk surovig. Surovina pouZitd kvyrab tavenych syt byva velice casto
z mikrobiologického hlediska nevyhovujici,age mit vysoky obsah sporulujicich mikro-
organisnii a bakterii roduEscherichia. Bakterie skupinyescherichia tavici teplota 85°C

nic¢i, kdezto zastupdielediBacillus zalfev mohou pezZivat [1].

Zvlase nebezpené jsou sporulujici mikroorganismy dfu@lostridium butyricum, C.
tyrobutyricum, které jsou pivodci nadouvani syr C. sporogenes a C. lentoputrescens,
které zmsobuji bilou hnilobu syr. Bacillus subtilis, B. brevis a B. cereus var mycoides
jsou nebezpmé hlavi tvorbou hakeé chuti u tvrdych sy, ktera se projevi naikdou chu-

ti i u sy tavenych [1].

P taveni syli se znti velka ¢ast vegetativnich forem mikroorganignSporulujici
mikroorganismy tavici teplotyipZivaji,éasto vsak byvaji oslabenyin& mikroorganisr
zavisi také na forghvody v tavenych syrechiiRlobre provedené emulgaci vznikaji riep

znivé podminky protst mikroorganisna [1].

3.3.1 Sekundarni vlivy na mikrobiologickou kvalitu tavenych syni

Tavené syry jsou nachylné ke kontaminaci @#isin které mohoutrst i @i chladiren-
skych teplotach v prasdi s atmosférou obsahujici nizsi koncentracekysNa kazeni se
podileji nefastji zastupci roduPenicillium (Penicillium commune, Penicillium roqueforti
aj.). Z tavenych syr byvaji takécasto izolaty kvasinky a kvasinkdm podobné mikroerga
nismy. Tyto mikroorganismy mohou v tavenych syrggtvaet nizné skvrny a vady,p

sobenim lipolytickych a proteolytickych enzymak mohou vytviet latky které zpsobuji
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negijemny zapach. Z tavenych symohou byt pilezitostre izolovany i tepeld rezistentni
plisné, nag. Byssochamys fulva a dalSi zastupci tepelnrezistentnich mikroorganisgin
[20,22].

Kromé plisni se sporadicky mohou tavenych syrech vyskto dalSi mikroorga-
nismy, které pezily tavici teplotu nebo které se do tavenycti sigstaly jako sekundarni
kontaminace, papjsou odolné &¢i vnéjSim podminkam. #klady takovych bakterii, které
mohou kontaminovat suroviny pro vyrobu &y tavenych sy, mohou byt najp Staphylo-
coccus aureus [21], Listeria monocytogenes [15,16], a dalSi bakterie. Nezadouci kontami-
naci lze zabranit na@paplikaci nisinu do hotovych vyrobl{16], nebo pidanim kmei

produkujicich antimikrobni latky ke startovacimtkwém [23].
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PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem prace bylo stanovit mikrobialni jakost vybyah, hermeticky uzaenych tave-
nych syii, na fiznych typech pevnychip pro kultivaci mikroorganisi dale pak mikro-

biologicka identifikace vybranych izolovanych bakiteomoci biochemickych test
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5 PRISTROJE, ZARIZENi A POM UCKY

Autoklav

Automatické pipety
Biologicky termostat
Chladntka

Laboratorni sklo

Lednicka

Mikrovinna trouba
Ockovaci box — Biohazard
Plynovy kahan
Homogenizator, (stomacher)
Vahy

Vodni laze
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6 CHEMIKALIE APOMOCNE LATKY

Bromtymolova mod
Glukoza
Krystalova viole
Lugolav roztok
Kysely etanol
Karbofuchsin
Imerzni olej
Chlorid sodny

2% hydroxid sodny

2% peroxid vodiku
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7 CHARAKTERISTIKA ANALYZOVANYCH VZORK U

Mikrobiologicka jakost byla sledovana u hermetickgawenych, dlouhodabsklado-
vanych tavenych syr Byly sledovany sterilované tavené syry (40% wih&isa, 45 % w/w
tuku v susig), vzdy dw SarZze téhoz syru (ozteni | a Il). Ol Sarze byly vyrobeny
v Madeta a.s. Pro vyrobu byla pouZitaésnrirodnich sy, maslo, voda, tavici soli a su-
Sena syrovatka (0,5 % w/w). Tavici teplota byla®@2f tavenina byla péma do hliniko-

vych vantek (75 g) s fivatitelnym vickem [14].

Nesterilované vzorky (N) byly skladovanyipieplo€ 6 + 2 °C. Takto byly vzorky
skladovany 18 (vzorky NI a NlI) a 10&siax (NIII) a poté byla provedena mikrobiologic-
ka analyza, a to vzdy u dvou vzérfozna&eni 1 a 2),ieti vzorek (3) byl nejprve podroben

termostatové zkouSce a poté byla provedena mikiagickd analyza [14].

Ptiklad ozng&eni vzorki syn:
NI1 — vzorek Sarze | skladovany 1&siai, prvni vzorek (1)

NI3T - vzorek Sarze | skladovany 1&siai, tieti vzorek (3) po termostatové zkouSce
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8 KULTIVA CNi PUDY A REDICi ROZTOK

8.1 Odbér vzorku

Odbér vzorka byl proveden vzdy sterilnimi odiovymi IZzicemi do sterilnich ska.
Obsah sé&ku byl homogenizovan s fyziologickym roztokem v gom1:9, ve stomacheru
po dobu 5 —ti minut. Homogenizaci se rozumi rové&iom@ rozptyleni mikroorganisimdo
celého objemu zkouSeného vzorku, ktery jeeday desitkovymredtnim. Homogenizaci
se zabrani fgkazeni velkychtastic @i dalSim stanoveni. Zigob homogenizace vzorku
zavisi na druhu vzorku, jeho konzistenci, rozpustinee vod&, obsahu tuku a podobn
Jakoftedici roztok byl pouzit fyziologicky roztok o pH17,Nespravna a nedostaté ho-

mogenizace 1ive zmsobit nestejnolrné rozptyleni mikroorganisirve vzorku.

8.2 Redni

Ucelem fedni je dosahnout takové koncentrace mikroorgafism vzorku, aby se
vzajemr narostené kolonie v nékovanych fidach nedotykaly nebo se vzajehmeinhi-
bovaly, a zarove byly pctitatelné. Odhadnuti Spatnébedini mize mit za nasledek ne-
piesné celkové stanoveritedni se provadi vigsném powru, aby bylo mozné zjistit

skute&ny paset mikroorganism v pavodnim néedtném vzorku.
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8.2.1 Postup p¥i zpracovani vzorku

Nazorné schéma postupu kuliwého vySeteni celkového pétu Zivotaschopnych bu-
nek, kdy predpokladame Ze z jedné Zivotaschopngkipuwyroste jedna kolonie, ukazuje
obr.1. V8echny kroky znidzamé na schématu byly provedeny ve sterilnim pedstse

sterilnimi pontickami.

HOMOGENIZACE (.1 ml 0,1ml 0.1 ml 0.1 ml 0,1ml

lg wzorku

0,9 ml fyziologického

9 ml
fyziologického
roztoku

roztoku

EEDENT 1071 102 103 1074 10°5

0,1 ml daného Fedénd u roztém
0,5 ml daného Fedénd u pfeliva

m [ = = =
M- = = = T

Obrazek 1. Schéma pracovniho postupupracovani vzonk

8.3 Termostatova zkouska

Principem termostatové zkousky, nebo-li také zkgusichodni sterility, je uzaeny
vzorek v originalnim baleni otestovat ndtpmnost Zivotaschopnych organignkteré by
se mohly za podminek &lu mnozit. V uzakenych obalech dojde po 7 az 10 dnech inku-
bace, pi 35°C k wtSimu zvySeni pdu mikroorganism. Zkouska byla provedena tak, Ze
testované syry byly po dobu jednoho tydne uloZemytedmostatu i 37°C. Po uplynuti
této doby byly vyhodnoceny vysledky.
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8.4 Stanoveni celkového pétu mikroorganismi

Stanoveni celkového ptu mikroorganism (CPM) bylo provedeno dle normy EN
ISO 4833:2003 [8].

Tato norma specifikuje horizontalni metodu stanéyexitu mikroorganism pccita-
nim kolonii vyrostlych na pevné&igé po aerobni inkubaci. Nakované plotny se inkubuji
aerobr pii teplo& 30°C po dobu 72 hodin [8].

PCA (Plate Count agar)

LATKA MNOZSTVI (g/l)
Hydrolyzéat kaseinu 5009
Kvasniny extrakt 25¢g

Glukdza bezvoda 109

Agar 9az18¢g
Voda 1000 ml

pH bylo upraveno na 7,0. Zivnéga se rozpusti ve véaa oltasného michani. Steri-
lizace probiha v autoklavu 121°C 15min. Kultiva@@ 72 hodin.

8.5 Stanoveni p@tu kvasinek a plisni

Pri stanoveni kvasinek a plisni s&koje ukeny objem zkuSebniho vzorku nebo vy-
chozi suspenze. Pouzivaji se dehydratované kéiiva@dy. Pouzité chemikalie a destilo-
vana voda musi byt podobné jako u dalSich stanppenie o deklarované analytické kva-
lite, bez inhibénich latek, které by mohly kvasinky a pksimaktivovat. Pro zji&ni pri-
tomnosti kvasinek a plisni byl pouZzit agar s chigienikolem, ktery inhibujetst bakterii

[6].

Slozeni:

LATKA MNOZSTVI (g/l)
Kvasniny extrakt 5049

Glukoéza 20,09

Chloramfenikol 0,19
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Agar 15¢g
Voda 1000 mi

Slozky se rozpusti ve véda varu. V pipadt potreby se pH upravi tak, aby po sterila-
ci jeho hodnot&inila 6,6. Sterilizuje se 15 minfipl21 °C. Na plotnu s zivhoudgou se
ockuje rozeérem, nebo se pouzijagliv, kdy se vzorek zalije vytemperovanou Zivnai p
dou. Inkubace probiha 2 - 5 drfi @5°C [6].

8.6 Stanoveni koliformnich bakterii

Pida pro koliformni mikroorganismy obsahuje &wué soli a krystalovou viote Tyto
latky pasobi jako inhibitory na&tSinu mikroorganisri, kroms zastupé ¢eledi Enterobac-

teriaceae [7].

Dehydrovana kompaktni hmota sékthdné smisi s vodou a ponecha se stétotik
minut. Upravi se pH na 7,4 a Zivnada se autoklavuje. Jieba se vyhnoutiphiati pady,
zahivani po pilis dlouhou dobu nebo opakované #ghni. Inokulace se provadi na steril-
ni Petriho misky. Pro stanoveni koliformnich baiktbyla pouzita Endovatula, na které

Ize rozliSit bakterie gpici a ne&fpici laktozu [7].

SloZeni Endo agaru:

LATKA MNOZSTVI (g/l)
Pepton 79

Kvasniny extrakt 39

Lakt6za 10 g

Chlorid sodny 59

Zlugové soli 1,59
Neutralnicerven 0,03 g
Krystalova viol& 0,002 g

Agar 159

Voda 1000 ml
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8.7 Stanoveni stafylokoki

Patogenni stafylokoky se stanovuji na agaru s wienita vysSi koncentraci soli (MSA)

Slozeni MSA:
LATKA MNOZSTVI (g/l)
Pepton 109
Howezi bujon 19
Chlorid sodny 759
D — manitol 10g
Fenolovaervai 0,025¢g
Agar 15¢g
Voda 1000 mi

Koneiné pH se upravi na hodnotu 726 °C, Zivna fida se za atasného promichani
standardizovana, poté je autoklavovamial@1°C 15 min. Kultivace probih&ipm7°C 24
hodin.

8.8 Stanoveni anaerobnich sporulujicich bakterii

Anaerobni sporulujici bakterie byly kultivovany piadé RCA Reinforced clostridial agar.
Slozeni RCA: Reinforced clostridial agar

LATKA MNOZSTVI (g/l)

Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 109

Howézi extrakt 109
Kvasniny extrakt 39
Dextrosa 59
Chlorid sodny 50
Octan sodny 39

Skrob 1g
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L — cystein hydrochlorid 0,59
Agar 13,59
Voda 1000 ml

Pouziti pro kultivaci a stanoveni ¢i6 Clostridium spp. a dalSich anaerobnich bakterii.
Zivna pada se rozpusti v destilované vaalsterilizuje se v autoklavuigeplot 121°C -
15 minut. Docerstw pripraveného Zivného média (vychlazeného na teplcad©°C) na-
ockujeme vypditanéiedni o objemu 0,1 ml, a pagiti suspenze zivnym mediem Kkulti-

vujeme anaerokinpri teplot 30°C 48 hodin.

8.9 Fyziologicky roztok

Fyziologicky roztok se ifipravi nasledovér 8,5 g chloridu sodného se rozpusti ve
1000 ml destilované vody. Taktdipraveny roztok se sterilujeipl21°C po dobu 15 mi-

nut.

8.10 Skupiny zjiStovanych mikroorganismi

V tabulce 1 jsou uvedeny skupiny mikroorganisikteré byly v rdmci nasi studie sle-
dovany. Zarove tabulka uvadi selektivni kulti¢ai pady, na kterych byly tyto mikroorga-

nismy kultivovany.

Tabulka.l. Sledované skupiny mikroorganism

SKUPINA MIKROORGANISMU KULTIVA CNi MEDIUM

Celkovy pa@et mikroorganisrm PCA (Plate count agar)
Koliformni mikroorganismy ENDO agar
Anaerobni mikroorganismy RCA

Kvasinky a plisg GKCHA

Stafylokoky MSA
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9 OCKOVANI A KULTIVACE

9.1 Stanoveni CFU

Po @islusné dob kultivace byly speéitany kolonie vyrostlé na miskach. Celkovéciyo

mikroorganisni na 1 g syra byly vygideny z nasledujiciho vztahu:

c
N= (%—m)m =[crulg]
1 2
c ... p&et narostlych kolonii (saet)

Ny Ny ...paet misek pislusnéhdedeni

d ...prvnifedni zvolené k péitani

9.2 lIdentifikace izolovanych kolonii

9.2.1 Gramovo barveni

Princip barveni podle Grama

Barveni podle Grama je jednou s riggZit¢jSich diagnostickych metodripuréovani
roda bakterii. Jedna se odbarveni fixovaného prepadtésiedné nteni burgk roztokem
j6du. Vznika barvivo — jod — slozky b&né sény, které Ize z butk nékterych rodi nebo
druhi mikroorganisni vyplavit etanolem nebo acetonem. Tyto druhy jsonasavany
jako gramnegativni (G-), jejich b&né stny jsou dobarvovany karbolfuchsinem nebo
safraninem. Mikroorganismy v jejichZz btimych stndch #istdvd komplex zachycen,

ozna&ujeme jako grampozitivni (G+).

Postup barveni podle Grama

K provedeni Gramova testu je zafedti maximald 24 hodin stara kultura mikroorga-
nismi. Déle k barveni pé¢ébujeme tyto roztoky: krystalova vidgle_ugoliv roztok, karbol-

fuchsin nebo safranin, etanol nebo aceton.

Na podlozni sklo se nanese kapka sterilni vodyZihaynou klékou se do ni fenese
malé mnozstvi kultury z Petriho misky. Po rozmidhémspenze se vyt¥iotenky nétr,

ktery se necha zaschnout. Provede se fixace ptapzaé plamenem, preparat seystvi
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krystalovou violeti po dobu 60 sekund a po oplathwodou se fevrstvi Lugolovym roz-
tokem, ¢as pevrstveni je 30 sekund. Nasleduje odbarvovani pagpaacetonem 15
sekund. Preparat se dobarvi karbolfuchsinem 3Gk0r&l. Sklo se oplachne vodou a osu-
Si. Takto pipraveny preparat se mikroskopuje za pouZiti iméraroleje a imerzniho ob-

jektivu.

Hodnoceni barveni podle Grama

Grampozitivni organismy jsou zbarveny fiatoaZ mode, gramnegativni bakterie jsou

éervené neboizoveé.

9.2.2 KOH test

U jednotlivych bakterii je mozno ékit Gramovu reakci pomoci rychlého testu KOH,
zaloZzeného na rozdilném sloZeni &tmé sény grampozitivnich a gramnegativnich bakte-
rii. Na podlozni sklo se kadpne 2% roztok hydroxiaselného a dotho se pomoci kiky
rozete ¢ast bakterialni kolonie z Petriho misky. U gramregeéch bakterii se tvio tah-
nouci viskdzni hmota. U grampozitivnich bakteriia® hmota netud, protoze silna pep-

tidoglykanova vrstva jejich b@tiné sény je k &inkam louhu odolna.

9.2.3 Oxidazovy test

Cytochromoxidaza je enzym, ktery se podili na akidéch procesech v bige. Je {i-
tomen u vSech aerofilnich bakterii s resfiien metabolismem. Podstatou testu je reakce
derivati p-fenylendiaminu se Zelezem obsaZzenym v cytochvgoio respirénich kom-
plexech. Fitomnost cytochromoxidazy je detekovana barevngakcemi pomociijslus-
nych¢inidel.

24 hodinova kultura se nanese sterilnékdiu na prouzek papiru, ktery byl nasycen
nidlem. Je-li test pozitivni, vznikneghbem 10ti sekund tmawialové zbarveni (Wursterova
mod).

9.2.4 Oxidaéné—fermentagni test (OF test)

Cilem testu je zjistit zkvasovani glukozy. ¥gact pozitivniho testu vzniklé organic-

ké kyseliny zg@sobi znénu acidobazického indikatoru — reéak snes zeZloutne. Reakce



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 32

jsou vedeny ve zkumavkach ve dviaadach s parafinem (jako fermefntg a bez parafinu

(oxidani).

SloZeni média pro OF test:

LATKA MNOZSTVI (g/l)
Pepton 109

Chlorid sodny 50

Glukosa 109
Bromtymolova mod 0,02 g

Agar 159

Voda 1000 mi

Konesné pH (i 25°C) 7,2+ 0,2

Postup fFipravy OF testu

Do infuzni ldhve se navazi jednotlivé sloZzky méalaoté je lahev dopéna destilova-
nou vodou na dany objem. Rozpimst agar se rozplni po cca 5 ml do zkumavek, &ane
kovovymi zatkami a autoklavuje po dobu 15 min. Teat@ kultura se vpichem zavede do
dvou zkumavek s médiem pro fermentaci duktedna zkumavka se zakapne parafinem,

nebo parafinovym olejem, pro vytkeni anaerobniho prdetli.

Hodnoceni OF testu

Varianty, které mohou nastaiti fnodnoceni OF testu jsou shrnuty v tabulce 2.
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Tabulka 2. Hodnotici tabulka pro OF test

Zkumavka bez parafinu

Zkumavka s parafinem

Vysledek

Barva média se nemni

Barva se nesmi

Nerozklada glukézu

Barva média se nemni

Médium zeZloutne

Anaerobni oxidace

Médium zezloutne

Barva se n&mi

Aerobni oxidace

Médium zeZzloutne

Médium zeZloutne

Fermentace iawed

Médium zmodra

Barva se néni

Alkalizuje — nerozklada glu

Médium potrhané, zezZloutlé.

Médium potrhané, zedtoy

I Fermentace za vzniku plyn

o

9.2.5 ENTERO test

ENTEROtest se vyuziva pro zakladni identifikaci mikgamismi. ENTEROtesty

jsou plastové desky, kazda pro 6 izolat Pro kazdy izolat je deno 16 jamek. Jamky

obsahuji vysuSené médium pro jednotlivé biochemielsfy. Do jamek se automatickou

pipetou davkuje 0,1 ml suspenze vySeaného kmene. Suspenze #@navi z 24 hodino-

vé kultury rozptylenim kolonie ve 3 ml sterilnihgzifologického roztoku. DalSi Upravy

jako prevrstveni parafinovym olejem &igavekcinidla po inkubaci se daji dle pokyri
piilozenych v ENTEROtestu. Hodnoceni vyslégio 18 — 24 hodinové inkubadii 87°C,

se @la dle originalni tabulky, nebo pomoci softwarovginogramu TNW Pro 6.5.
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10 VYSLEDKY A DISKUSE

Na zaklad kultivacnich metod bylo zji&ho paetni zastoupeni vSech bakterii (cel-
kovy patet bakterii), kvasinek a plisni ve vybranych tawéngyrech. Vysledky byly za-

znamenany do tabulek. Tyto tabulky jsou uvedeniiloze I.

Z uvedenych vysledkv tabulce 4, ktera je uvedena #ilpze |, vyplyva, Ze celkové
pocty mikroorganisni se u studovanych vzarkavenych syir skladovanych 18 a 10&wi-
ci pohybovaly v pétechradow desitek a stovek tigicna 1 g vyrobku. Zarowebylo zjis-
téno, Ze nejméhmikroorganisni bylo gfitomno u vzork NIl., nejvice mikroorganisiu
vzorka NI, které byly vyrobeny o rok poz{l. K podobnym vysledikm jsme dosgli i pfi

analyze provedené o 4égice pozdji, jak uvadi tabulka 5, ktera je uvedeniVigze I.

Vysledky byly porovnany s izenim komise ES. 2073/2005. Z tohoto porovnani
vyplyva Ze tyto tavené syry nejsou vhodné pro komaci. ProtoZe v tomto ki@eni jsou
uvedeny pouze @ty patogennich mikroorganism(zejménaSalmonella a Listeria) a
nejsou zohlesiovany mikroorganismy kazici potraviny a potenaigdatogenni mikroorga-
nismy, bylo gistoupeno k hodnoceni mikrobialni jakosti tavengghi i dle v sodasnosti
jiz neplatné vyhlasky 132/2004 Sbh, ktera uvatismsjSi kritéria (tabulka 3) Nasledujici
tabulka ukazuje maximalni fipustné hodnoty obsahu vybranych mikroorgaism

v tavenych syrech a v ostatnich potravinach.

Tabulka 3. Maximalni fspustné hodnoty vybranych mikroorganism potravinach.

N&které giklady v této tabulce jsour@vzaty z neplatné vyhlasky 132/2004 Sb

MIKROORANISMUS MAX. HODNOTY V POTRAVINE
CPM 10"

Enterobacteriaceae 10

Bacillus cereus 10"

Clostridium perfringens 10+

Satfylokoky koagulazopozitivni 10

Listeria, Salmonella spp. 0 negativni v 50 g
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U vyrobki bylo zjiS€no mnoZstvi mikroorganisinpresahujici fipustné poéty. Bylo
zarove zjiSttno zn&né mnozstvi koliformnich bakterii a stafylokokZastupci&chto bak-
terii, podobs jako kmeny sporulujicich bakterii, mohou byt paié@mé patogenni. Proto

tyto vyrobky nelze dopotiit ke konzumaci.

Z tabulek 4 a 5 vyplyva Ze mikrobiologicka jakosdovanych hermeticky uzsar
nych, dlouhodob skladovanych tavenych siyse ani po 12 —ti i 18 —ti vyraZmeneni.
Tato identifikace a hodnoceni pegito dne 5.11.2007.

Z tabulek 6 a 7 vyplyva, Ze z tavenychisfgly izolovany vice grampozitivni bakterie
nez bakterie gramnegativni, coz Ize Wi tim, Ze grampozitivni bakterie jsou obé&cn
odolrgjSi nez grampozitivni bakterie a mohou t&k#t i tavici teploty. Ze 44 izolovanych
kmeni mikroorganisni 28 kmeri rozkladalo peroxid vodiku, oxida¢ fermentativni me-

tabolismus vykazovalatSina izolovanych bakterii, u 7 kmiebyla detekovana i produkce
plynu.

Z tabulky 8 vyplyva Ze se v dlouhohodobkladovanych tavenych syrech vyskytuji
psychrotrofni mikroorganismy a halofilni mikroorgemy a mikroorganismy které jsou

schopny st za zvySenych koncentracich soli.

U gramnegativnich tynek, které byly oxidaza negativni &y oxidacn¢ ferment&ni
metabolismus, byl proveden ENTEROtest. Vysledky nejstabulce uvedeny, bylo vSak
zjisténo, Ze ze vzork sym byly izolovany gevazrie bakterieEscherichia coli a zastupci

roduHafnia. Tyto bakterie byvaji &n¢ izolovany z potravin, vod a prastdi [17].

Kromé bakterii celedi Enterobacteriaceae byly ve vzorcich zachyceny oxidaza pozi-
tivni gramnegativni §inky, pravépodobré zastupci roduPseudomonas. Grampozitivni
aerobni tyinky vétSich rozndri detekované po inaktivaci vegetativnich forem vy8plo-
tou jsou pravépodobré zastupci rodBacillus a grampozitivni anaerobnicinky deteko-
vané po inaktivaci vegetativnich forem vysSi temlojsou pravépodobré zastupci rodu

e

ment.

Tavené syry jsou vyrobky, které jseasté&né oSeteny proti fistu mikroorganistri jiz
béhem vyrobniho procesu. Nelze vséki, Ze dojde k usmrceni vSech forem mikroorga-
nismi, proto maji tyto vyrobky omezenou dobu pouZitetnasrlase jsou-li skladovany

pii pokojoveé teplot. Tyto vysledky potvrdili i Schar a Bosset [9], kt@rovedli experi-
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ment se sledovanim tavenych syru a fondu@gkojove teplat. Jejich zagry jsou podob-
né s nasimi vysledky. Ifpsto, Ze tavené syrydhto autol byly oSefeny proti mnozeni a

rastu mikroorganisrin, tak po 10 nasicich doSlo k jejich kazeni.

Studiem mikrobialni jakosti analégavenych syir se zabyval také Muir a kol., kfe
vzorky analog tavenych syir oSetovali nisinem. V &chto vzorcich byly detekovany nizké
pocty mikroorganisni bez vlivu na sloZzenithto vyrobKi. Tyto nizké péty mikroorga-
nismi byly pravépodobré dany oSdéenim tavenych syra jejich analog nisinem, ktery

ma antibakterialni dinky. [10]
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11 ZAVER

V této praci bylo kultivénimi metodami zjifovana pitomnost mikroorganisin
v dlouhodols skladovanych, hermeticky uzanych tavenych syrech. Protoze syry nebyly
pied uzayenim ani po uzaeni do obal oSeteny proti fistu mikroorganisrin, byl u nich
zZjistén zna&ny naist mikroorganism, piesahujici tisice bwk na 1 g vyrobku. Z izolova-
nych mikroorganisrin pievladaly grampozitivni bakterie, zejména sporulugierobni a

anaerobni §inky. Z tohoto dvodu nelze uvedené vyrobky dopéitikke konzumaci.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

CPM

GKCHA

PCA

RCA

MSA

G-

OF

G+

KOH

CFU

Celkovy p@et mikroorganisr
Chloramfenicol yeast glukose agar
Plate Count agar

Reinforced Clostridial Agar
Mannitol Salt Agar Base
Gramnegativni bakterie

Médium pro fermentaci cukr
Grampozitivni bakterie

Hydroxid draselny

Kolonie tvdici jednotky
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PRILOHA |

Obrazek 1. Ukazka néstu mikroorganisri dle druhu vzorku naiznych médiich.




Obrazek 2. Ukazka rozdiluistu stejnych mikroorganisim(fakultativré anaerobnich) ip

raznych podminkéach kultivace. Na obrazku je zn&smankultivace vievo f aerobnich

podminkéach a vpravaipanaerobnich podminkéach.
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Tabulka 4. P&ty mikroorganisni ve vzorcich tavenych syskladovanych 10 a 18&siQ.

. ] Sporulaty Sporulaty —Kvasinky a
CPM  Koliformni Stafylokoky
VZOREK aerobni anaaerobni  pjignx

CFU/g CFU/g CFU/g
CFU/g CFUI/g CFU/g

NI1 1,86.1° 163.1¢ 1,02.1¢ 156.1¢ 4,00.1¢ 0
NI2 335.1°¢ 380.1° 500.1¢ 1,03.1¢ 450.1¢ 0
NI3T |6,17.1° 6,35.1¢ 570.1¢ 3,17.1¢ 200.1¢ 550.1¢
NII1 3,15 . 1( 0 1,22.1¢ 1,00.1¢ 3,00.1¢ 0
NII2 | 458.1¢ 0 4,8¢.1C 0 1,35.1¢ 0
NI3T | 1,28.16C 0 3,10.1¢ 0 3,50 . 1¢ 5

NHiL |4,88.1° 8,20.1¢ 5,10.1¢ 2,00.1¢ 1,10.1¢ 1,02 .16
N2 |6,00.1¢ 6,76.1¢ 4,10.1¢ 500.1¢ 2,00.1¢ 1,56 .1¢
NII3T |6,97.1¢ 651.1¢6 6,36.1¢ 350.1C¢ 2,02.1¢ 6,90 . 1¢

Tabulka 5. P&ty mikroorganisni ve vzorcich tavenych syskladovanych 14 a 22&siQ.

Koliform- Sporulaty Sporulaty Kvasinky a
CPM ] Stafylokoky ] ] ]
VZOREK ni aerobni anaaerobni plisre
CFU/g CFU/g
CFU/g CFU/g CFU/g CFU/g
NI1 2,27 .1° 0 6,95.1¢ 6,30.2¢ 150.1¢ 4,00 . 1¢
NI2 6,82 .1¢ 0 3,64.1¢ 9,C 1,26 . 1¢ 0
NII1 727 . 1¢ 0 159.1¢ 182.1% 156.1¢ 0
NII2 1,55. 1F 0 930.1¢ 545.1¢ 1,28.1¢ 0
NHiL  [4,82.1° 850.1¢ 2,85 1¢* 6,36.1¢ 1,31.1¢ 458 .1¢
N2 [2,09.1° 825.1¢ 4,70.1¢ 727.1¢ 750.1¢ 7.11. 16

Tabulka 6. Identifikace mikroorganisnziskanych s vybranych vzarkavenych syi. skla-
dovanych 10 a 18 é&sial.

OF test
VZOREK | GRAM KOH H202 ae- OXI
aerobni robni anaerobnl’alnaerOan TEST
plyn
plyn
CANIlI3Tsp | G+ KOK G+ + + - + -
CBNIlI3Tsg | G+ KOK G+ - + - + -
CCNII3Tsg | G+ KOK G+ - + - + -
CD NIlI3Tsg | G+ KOK G+ - + - + -
CF NIl1 G-TYC G+- + + - + - +
CH NII2 s G+TYC G+- + + - + - +
CI NII2sg G+TYC G+- + + - + - -
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OF test
VZOREK | GRAM KOH H202 ae- - OX
. . .anaerobni TEST
aerobni robni anaerobni
plyn
plyn

CJINII3T |G+ KOK - - + - + -
CKNII3T |G+ TYC - + + - + -

CL NI2 G+ TYC - + + - + -

CM NI2 G+ TYC - + + - + -
CNNI2Zsg |G+ TYC - + + - + -
CONI2s; |G-TYC + + + - + - +
CP NI2 s| G-TYC + + + - + - +
GA NIlI2 PLISEN + - + -

EC NIlI2 G- KOKT + - + - + -

EB NIII2 G- KOKT + + + - + - -
SE NIZ G+ KOK - + + - + -

SA NIII2 G+ TYC + + + - + - -
SB NIII1 G+ KOK - + + - + -

SC NIlI1 G+ KOK - + + - + -

SD NII2 G+ KOK - - + - + -

SF NIlI2 G+ KOK - - + - + -

EAZ2 NIII2 G-+ KOK T + + + + + + -
EAL NIIST |G-+ KOKT + + + + + + -
ED NI2 G+ KOK - - + - + -

EF NIZ G+ KOK - - + - + -

EE NIT3 G+ KOK - - + - + -

EG NITZ G+ KOK - - - - - -

AB NIII1 G+ KOK - + + + + +

AA NIII3T G+ TYC Sk - + + - + -

AC NIII2 G+ KOK - + + + + -

AD NI2 G+ KOK - - + - + -

AE 12 NIlz |G+ TYC SF - + + + + -

AF NII2 G+ TYC SF - + + - + -

AG NI2 G+ KOK - - + - - -

AH NI2 G+ KOK - - + - + -

Al NI2 G+ KOK - - + - + -

AJ NIII3T G+ TYC SF - + + - + -

AK NII3T G+ KOKT - + + + + +

AL NIII2 G- KOKT + + + + + + -
CA NIII3Tsp |G+ KOK - + + - + -

AM NIT3 KVASINKA + - - - -

AN NIIT3 G+ KOK - + - - - -

AO NIIT3 G+ TYC SF - + - - - -

+ pozitivni reakce

- negativni reakce
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Tabulka 7. Vysledky identifikace mikroorgani@mzpracované o ve 12 a 20¢sici

skladovani a vyhodnoceni jejich vlastnosti.

OXIDA C | FERMEN
VZOREK VZHLED KOLONIi GRAM KOH -Ni -TACNI
+PLYN +PLYN
CO1 | NIlI2 | bila, mala G-TYC + + +
COz |NIN2 |bila, mali G-TYC + + +
COZ |NIlI2 |rozlézava bil G+ TYC - - -
C04 |NI2 bila, mal: G+ KOK - - -
COE |NIlI1 |velké rozlézav G+TYC - - -
CO€ |NIlI2 |Zzlutobila, mal G+ KOK - - -
CO7 |[NIlI2 | prasvitnd mal. G+ KOK - - -
COE |NI2 prihledna mal G+ KOK - - +
CO€< |NI2 prihledna mal G+ KOK - - -
C1C |NI2 prihledna mal G+ KOK - + -
C11 |NII2 Zluté G+ KOK - - -
C1z |NII2 slizovité, rozlézav G+ KOK - - -
C1Z |[NIlI2 | malé piihledne G+ TYC - - -
S14 |NI1 zp. neodl., ¢ervenik. G+ KOK - + -
S1t |[NI2 pudu odbarvuj G- TYC + - -
S1¢ |NI1 pudu odbarvuj G+ KOK - - -
S17 |NI1 pudu odbarvuj G+ KOK - - -
S1¢ |NI2 pudu odbarvuj G+ KOK - - -
S1¢ |NII2 | ptdu odbarvuj G+ KOK - - -

S2C |[NIlI1 | Zp.odbarvuje do Zlg, Zluthl G+ KOK - - -

S21 |[NIlI2 | Zp.odbarvuje do Zta, Zlutdl  G+KOK - - -

S2Z |NIlI1 | neodbarvuje fdu G+KOK - - -
E2Z | NI béZova koloni G-TYC + + pl + pl
E24 | NI béZova koloni G-TYC + + pl + pl
E2E | NI béZova koloni G-TYC + + pl + pl
E2€ | NI béZova koloni G-TYC + + pl + pl
E27 | NI béZova koloni G-TYC + + + pl
E2E | NI béZova koloni G-TYC + + pl + pl
E2S | NI oslizlé ¢ervené koloni G-TYC + + -
E3C | NI oslizlé ¢ervené koloni G-TYC + + -
E31 | NI kovowvy lesl G-TYC + + + pl
E3Z | NI béZova kolore G-TYC + + + pl
E3Z | NI béZova koloni G-TYC + + + pl
P34 |NII1  |vyrazre Zluté kolonit G+ KOK - - -
P3t |NII2 bézové G+ KOK - - -
P3¢ |NII1 | Zluté vyrazné kolon G+ KOK - - -
P37 |NII1 |béZové G+ KOK - - -
P3¢ |NIlI1 | prihledna koloni G+ KOK - - -
P3¢ |NII1 bézové G+ KOK - - -
P4C |[NII1 | prihledné koloni G-TYC + + -
P41 | NII1 béZové k G+ KOK - - -

A42 |NII1 béZova koloni G+KOK
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OXIDA C | FERMEN
VZOREK VZHLED KOLONIi GRAM KOH -Ni -TACNI
+PLYN +PLYN
A43 | NIl1 Zluté kolonie G+KOK - -
A44 | NII1 bézova koloni G+KOK - - -
A45 |NI2 bézova koloni G+KOK - + -
A46 |NI2 bézové koloni G+KOK - - -
A47 |NI2 bézova koloni G+KOK - - -
A48 | NII2 bézova koloni G+KOK - - -
A49 |NII2 Zluté kolonit G+KOK - - -
A50 |NI1 bézova koloni G+KOK - - -
A51 |NI1 bézova kolonit G+KOK - - -
A52 |NII2 bilé kolonie G+KOK - - -
A53 | NII2 bilé kolonie G+KOK - - -
A54 |NIII2 |rozlézavé Zluto bézo\k. G-TYC + + + pl
A55 [NIII2 |jemné malé kolon G- KOK + + + pl
A56 |NIII1 |bilé kolonie G+KOK - - -
A57 |NIII1 |bilé kolonie G+KOK - + -
+ pozitivni reakce

pl

Zp.

negativni reakce

tvorba plynu

Zivna jida
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Tabulka 8. Identifikace mikroorganisnziskanych s vybranych vzarkavenych syi. skla-
dovanych 14 a 22 &sial.

KULTIVACE
NA ZIVNE
ZKVASQVANI KULTIVACE PUDE S 6,5% KULTIVACE P Rl 10<T,
VZOREK GRAM LAKTOZY PRI pH 9,5 NaCl TEPLOTE 45C  10dni
CO1l NII2|G-TYC - + - - +
C02 NIII2 |G-TYC + + - - +
C04 NI2 |G+TYC - +++ + 24hod -
CO05 NIII1 | G+ KOK + + + 24hod -
C06 NIlI2 | G+ KOK + + + 24hod -
CO07 NIII2 | G+ KOK + + - - -
C08 NI2 |G+ KOK + + + 24hod -
C09 NI2 |G+ KOK + + + 24hod -
C10 NI2 |G+ KOK + + + 48hod -
C11 NII2 |G+ KOK + + + 24hod -
C12 NII2 | G+ KOK - + + 24hod -
C13 NII2 |G+ TYC + + + - -
S14 NI1 |G+ KOK - + + - -
S15 NI2 |G+ KOK + + + 24hod -
S16 NIl | G+ KOK - + + 24hod -
S17 NIl [G-TYC + + - - +
S18 NII2 [G-TYC + + + 24hod +
S19 NII2 |G-KOKT + + - - +
E26 NIl [G-TYC + + - - +
E27 NIl [G-TYC + + - - +
E28 NIl [G-TYC + + + - +
E32 NIl [G-TYC + + - - +
E33 NIl [G-TYC + + - - +
P37 NIl [ G+ KOK + + + - -
P38 NIl [ G+ KOK - + + 24hod -
P39 NII1 [G+ KOK + + + - -
A42 NII1 [G+TYC sp. - + + 24hod -
A43 NII1 | G+ KOK - + + 24hod -
Ad4  NII1 | G+ KOK - + + - -
A45 NI2 | G+ KOK + + + 24hod -
A46 NI2 | G+ KOK - + + 24hod -
A48 NII2 | G+ KOK - + + 24hod -
A49 NII2 | G+ KOK - + + 24hod -
A54 NII2 |G-TYC + + - - +
A56 NIII1 | G+ KOK + + + 24hod -
A57 NIII1 | G+ KOK + + + 24hod -
+ pozitivni reakce

negativni reakce

TYC sp. sporulujici &inky




