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ANOTACE

Cilem této prace je zjistit mikrobiologickou kvalitu @  udrznost  proteinovych
presnidavek a nasledné¢ stanovit, zda latky, izolované zrostlin jsou schopné prodlouzit
trvanlivost téchto proteinovych piesnidavek. V teoretické ¢asti jsou popsany zakladni slozky
vyzivy, ale i energetickd hodnota potravin a alternativni sméry ve vyzive. V neposledni fadé¢ tu
jsou popsany vybrané druhy bakterii, byliny a fytochemikalie, které obsahuji. V experimentalni
¢asti je potom popsan piesny postup stanoveni a identifikace mikroorganismu, vyroby extrakti,
stanoveni antioxidacni aktivity a rozsahu oxidace lipidi a ovéfeni spravnosti stanoveni

antimikrobidlni aktivity pfidavkem extrakt do realnych vzorkd.

KLICOVA SLOVA

Bylinné extrakty, mikroorganismy, pfesnidavky, vyvazena strava

ANNOTATION

The aim of this work is to determine the microbiological quality and shelf life of protein
snacks and subsequently determine whether substances isolated from plants are able to prolong
the shelf life of these protein snacks. The theoretical part describes the basic components of
nutrition, but also the energy value of foods and alternative trends in nutrition. Last but not
least, selected types of bacteria, herbs and phytochemicals that they contain are described. In
the experimental part is described the exact procedure of determination and identification of
microorganisms, production of extracts, determination of antioxidant activity and extent of lipid
oxidation and verification of correct determination of antimicrobial activity by adding extracts
to real samples.

KEYWORDS

Herbal extracts, microorganisms, snacks, balanced diet
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Uvod

V posledni dobé je veden stale vétsi tlak na kvalitu potravin a jejich slozeni. S tim je
spojena i snaha dbat o své télo a zajimat se o potraviny, které¢ konzumujeme. Velkym hitem je
1 alternativni stravovani, které 1 pies své nevyhody ma mnoho zastancti. Neustale se hledaji
metody, jak odleh¢it rizna jidla a vykompenzovat jidelnickem sedavy zptisob Zivota, ktery
vétSina populace ma. Béhem téchto zmén vSak muize dochédzet k nedostatecnému piijmu
zakladnich zivin. K tomu dochdzi zejména diky nedostatecné informovanosti o dané dieté nebo
o vyzivovych hodnotach potravin. Z toho dtivodu se na trh dostavaji ptipravky nahrazujici tento
ptijem, at’ uz se jedna o proteiny, vitaminy, antioxidanty nebo mineraly.

Dalsim faktorem pro vyvoj téchto doplikii je neustdle se zrychlujici zpisob Zzivota.
V dnesni dobé ma malo kdo ¢as v klidu posedét u snidané nebo obéda. I z tohoto divodu se
vyrobci pfedhani v prakti¢nosti baleni, aby bylo mozné kdykoliv dany dopln¢k zkonzumovat,
jenze spolu s tim roste riziko kontaminace mikroorganismy nebo moznost senzorickych zmén
potravin.

Cilem této prace, bylo ve spolupraci s vyrobci proteinovych ptesnidavek vyrobit
kvalitni a zdravotné€ nezdvadné proteinové piesnidavky. Nejprve byla zjiSténa mikrobiologicka
kvalita jiz vyrdbénych ptesniddvek, mikroorganismy v presniddvkach byly izolovany
a identifikovany. Dale byly vyrobeny a testovany rostlinné extrakty, které mély rust

mikroorganismil potlacit a zabezpecit mikrobiologickou kvalitu piesnidavek.

16



1 Teoreticka ¢ast
1.1 Zakladni slozky vyzivy

Lidsky organismus ma né¢kolik zékladnich fyziologickych potfeb, mezi které patii
napftiklad potieba dychani, vody, spanku, vylu¢ovani, vyméSovani a v neposledni fadé potieba
pfijimani potravy. Diky posledni zminéné pak télo dokaze vyuzit pfijaté latky jako zdroj energie
a material pro rast.

Pti dodrzovani spravné vyzivy je tieba kontrolovat vyvazenost stravy ze stranky
kvantitativni i kvalitativni. Kvantitativnim hlediskem je mysleno, zda energie ziskand z pfijaté
potravy, odpovida jejimu vydeji. Jinak fedeno spotfeba energic u clovéka se sedavym
zameéstnanim nebude tak vysoka jako n¢koho, kdo mé fyzicky t€z8i zaméstnani. Stejné tak jiné
energetické ndroky ma dite, adolescent nebo kojici Zena. VSechny tyto faktory je proto tfeba
zohlednit pii vybéru potravy (Freeland-Graves a Nitzke, 2013).

Pokud bychom stravu posuzovali z kvalitativniho hlediska, budeme se zaméfovat
hlavn€ na obsah zivin. Je tieba zajistit jejich vyvazeny, ale hlavné dostatecny pfisun, ktery je
nezbytny pro spravné fungovani organismu. Jedna se hlavné o sacharidy, proteiny, lipidy,
mineraly, vitaminy a ¢asto opomijenou vlakninu. V nasledujicich kapitolach je popsano, pro¢
jsou vyse zminéné latky tolik dilezité. Posledni kapitola se tyka antioxidantti. Antioxidanty
nepatii mezi zakladni vyzivové latky, ale jsou pro lidské t€lo nezbytné, protoze napomahaji

udrzovat rovnovahu v lidském téle a snizuji aktivitu volnych radikala (Zlatohlavek, 2016).

1.1.1 Sacharidy

Sacharidy, z latinského saccharum — cukr, jsou hlavnim zdrojem energie. Mlizeme je
délit podle funkce na rezervni a stavebni. U Zivocichil jsou rezervni ukladany jako jaterni (z
1/3) a svalovy glykogen (2/3), ktery v ptipadé potieby télo vyuzije jako okamzity zdroj energie.
U rostlin se miizeme s rezervnimi sacharidy setkat v podobé¢ Skrobli nebo rostlinnych gum. Se
stavebnimi sacharidy se muizeme setkat v podobé chitinu, ale i jako souc¢astmi hormond,

koenzymu nebo glykosid (Koolman a R6hm, 2012; Tomasik, 2004).
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1.1.1.1 Déleni sacharidi

Z chemického hlediska je miizeme délit podle poctu cukernych jednotek na mono-,
oligo— a polysacharidy.

Monosacharidy jsou tvoieny pravé jednou cukernou slozkou a podle umisténi
hydroxylové skupiny je délime na aldozy (glukoza) a ketozy (fruktoza). Rozdil, ktery je mezi
témito strukturami, mizeme vidét na obrazku 1. Dale miizeme monosacharidy délit podle poctu
uhlikd na tridzy, tetrozy, pentdzy, hexdzy atd. A pravé do posledni zminéné skupiny patii pro
tkané v téle, pfiemz erytrocyty a mozek jsou na ni zcela zavislé; spottebuji ptiblizné 150 g
glukozy za 24 hodin. V ptipadé nedostatku glukozy v plasmé, je té€lo schopné ji ziskat
z glykogenu, ktery je ulozen pravé v jatrech (viz. rezervni sacharidy) nebo si ji vytvofit
z nesacharidovych zdroji jako jsou aminokyseliny nebo mastné kyseliny procesem
glukoneogeneze (Velisek, 2002; Tomasik, 2004).

CH,OH
HOCH, _O OH
H & e H,OH
OH H
O
// CH,OH
HC C=0
H=—CH HO——H
HO——H H——OH
H——OH H—OH
H—-OH CH,OH
CH,OH
Glukoza Fruktoza

Obrazek 1: Znazornéni struktury glukézy a fruktozy
(ptevzato z https://www.quora.com/What-is-the-difference-in-
structure-between-glucose-and-fructose, stazeno dne 18.12.2018)
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Oligosacharidy obsahuji ve své molekule dvé az deset cukernych podjednotek.
Nejrozsitengjsi jsou disacharidy, naptiklad maltéza, kterd je slozena ze dvou molekul glukdzy.
Dalsim zéastupcem je laktoza, takzvany mléény cukr, ktery vznika spojenim glukozy
a galaktodzy. Sacharoza neboli fepny cukr je sloZen z glukozy a fruktozy. Tyto disacharidy jsou
vétsinou Stépeny v tenkém stieve, kde jsou pritomny piislusné enzymy.

Posledni skupinou jsou polysacharidy. Ty se skladaji z vice nez deseti cukernych
jednotek. Pokud jsou v jednotkach desitek, oznacujeme je za nizkomolekularni. V piipadé, ze
se sacharid sklad4d ze stovek podjednotek, fadi se mezi vysokomolekuldrni. A pravé tyto
vysokomolekularni polysacharidy vyziva organismus pievazné k dlouhodobému zdroji

energie, prikladem takovych je glykogen nebo Skrob. Posledni zminény se sklada ze dvou

oligosacharidi, kterymi jsou amyldza a amylopektin. Jejich strukturu mizeme vidét na obrazku

2 (Velisek, 20 02; Tomasik, 2004).

Amylopektin -

Obrazek 2: Zobrazeni struktury amyldzy a amylopektinu a souvislosti ve struktufe Skrobu
(pfevzato a upraveno z https://www.biotechacademy.dk/undervisning/gymnasiale-
projekter/biologiske-katalysatorer-forbedrer-broedet/teori/amylopektin/ dne 18.12.2018)
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1.1.1.2 Zdroje sacharidi v potravé
Hlavnim zdrojem sacharidl pro ¢lovéka je rostlinnd strava. Zasluhu na tom ma i fakt,
ze jiz tolikrat zminovana gluk6za vznika béhem procesu fotosyntézy. Sacharidy proto mizeme
nalézt v ovoci, zeleniné a obilovinach. V Evrop¢ to je hlavné pSenice, v Jizni Americe kukufice
a Vv Asii ryze. U potravin zivocisného ptivodu se jako jediny zdroj sacharidi vyuziva mléko
a vyrobky z né&j vyrobené. Je to z toho divodu, ze obsahuje oligosacharid laktézu. V tabulce

¢islo 1 mizeme vidét mnozstvi sacharidd v riznych potravinach (Tomasik, 2004).

Tabulka 1: Zastoupeni sacharidi v potravinach (KlimeSova, 2013)

Potravina Porce MnozZstvi MnoZzstvi sacharida
Varené brambory 1 porce 200 g 34 g
Varena ryZe 1 porce 90 g (syrovy stav) 629
Banan 1ks 120 g 289
PSeni¢ny chléb 1 platek 709 329
Syr eidam (30%) 2 platky 3049 149

1.1.2 Proteiny

Nazev této skupiny pochazi zteckého proteinos neboli prvorady nebo zékladni.
Proteiny patii mezi hlavni Ziviny, které neni mozné nahradit. Diky jejich struktute je télo
vyuziva na obnovu a vystavbu poskozenych tkani, na tvorbu enzymu, hormont a dalsich latek
obsahujicich dusik jako jsou porfyriny (zakladni kamen pro hemoglobin), puriny a pyrimidiny
(nukleové kyseliny) a v neposledni fadé kreatinin.

Proteiny jsou vysokomolekularni latky, jejichz relativni molekulova hmotnost je
v fadech 10%az 10°, skladajici se z aminokyselin (AMK). Z toho vyplyva, ze proteiny obsahuji
skupiny amino (-NH) a karboxy (-COOH). Ty jsou mezi sebou svazany peptidickou vazbou,
kdy vznika amid (-NH-CO-) (Koshland, 2018).

1.1.2.1 Déleni aminokyselin
Ackoliv bylo prokazano ptiblizné 700 aminokyselin, v proteinech se objevuje pouze 20.
Ty se oznacuji jako biogenni aminokyseliny. Ty miZeme dé&lit na esencialni, které jsou
nezbytné a organismus je musi pfijmout v potravé. Dalsi jsou semiesencialni (nezbytné pouze

v ur¢itych okamzicich Zivota) a neesencialni, kam se fadi aminokyseliny, které si organismus
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Vv ptipadé potfeby umi vyrobit z esencialnich aminokyselin. V tabulce 2 je vycet biogennich

aminokyselin a klasifikace (Koshland, 2018; Stransky, 2011).

Tabulka 2: Biogenni aminokyseliny a jejich klasifikace (Trumbo et al, 2002)

Esencialni Semiesencialni Neesencialni
Izoleucin Arginin Alanin
Leucin Tyrozin Asparagin
Valin Cystein Aspartat
Lyzin Glutamin Serin
Methionin Glycin Kyselina aparagova
Typtofan Prolin Kyselina glutamova
Fenylalanin Cystein
Treonin
Histidin

1.1.2.2 Zdroje proteini v potravé

Proteiny v lidské stravé mohou byt Zzivo¢isného nebo rostlinného pivodu. Pomér mezi
témito bilkovinami by mél byt u dospélého ¢loveka 1:2. V ptipad€ déti nebo fyzicky aktivnich
jedincti potom 1:1.

Zivo&iiné bilkoviny, které jsou obsazeny ve vejcich, mléku nebo masu, jsou bohatsi na
esencidlni aminokyseliny a povazuji se za plnohodnotné bilkoviny, avSak musime 1 zde
rozliSovat jejich plivod. Toto tvrzeni je pravdivé u mléénych a vajecnych bilkovin nikoliv
U masa. Tam totiZ musime rozlisit, zda je ptivod bilkovin ve svaloviné nebo v pojivové tkani.
V tomto piipad¢ je totiZ vyzivova hodnota nizsi.

Rostlinné bilkoviny miiZeme ziskat zejména ze s¢ji, lusténin, obilnin, ryZe nebo ofecht.
Tyto bilkoviny vSak byvaji mén€ hodnotné, to je zptisobeno tim, Ze nékteré zdroje neobsahuji
vSechny pottebné aminokyseliny. Tém, jejichz zastoupeni je nedostatecné se fika limitni
aminokyseliny. Nejcastéji to byva lyzin, ktery se limitné vyskytuje v obilovinach a u lusténin
metionin. Proto je tieba kombinovat jednotlivé suroviny, aby dochazelo ke kompenzaci.
Limitni aminokyseliny vSak mliZeme objevit 1 u Zivoc¢isné stravy, ptikladem je fenylalanin

v hovézim mase nebo metionin v kravském mléce (Zayas, 1997).
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1.1.3 Lipidy

Nazev pochazi z feckého lipos coz v piekladu znamena tuény. Lipidy mizeme podle
jejich konzistence rozd¢lit na oleje a tuky. V téle funguji jako stavebni latka ale hlavné jako
zasobni latka v podkozi a kolem nékterych organti. Asi nejznaméjsim lipidem je cholesterol.
Ackoliv je v dnesni dobé velkym strasdkem, télo by se bez néj neobeslo. Je totiz schopné z n¢j
syntetizovat steroidni hormony, zlu¢ové kyseliny nebo vitamin D. Ditkazem nepostradatelnosti
tohoto tuku je i fakt, ze v piipadé nedostatku, si ho télo dokaze v jatrech syntetizovat. Podle
bilkoviny, ktera je na cholesterol navazana rozliSujeme dva typy a to LDL a HDL cholesterol.
LDL je onen,,zly“, ktery pti vy$§im mnozstvi v krevnim ob&hu zpuisobuje aterosklerdézu. Oproti
tomu HDL je jeho ,,hodny* pfitel. Stara se totiz o to, aby LDL cholesterol doputoval do jater
a odtud zlu¢i z téla pry¢ (Machova, 2015; Chalupova, 2008; Silvernagl a Despopoulos, 2004).

Ackoliv tuky dodévaji jidlu charakteristickou chut’ a viini, jsou nejhtife stravitelnou
soucasti potravy. A to i presto, ze maji dvojnasobnou energetickou hodnotu v porovnani se
sacharidy nebo proteiny. Pro télo je ale snazsi pro zisk energie zpracovat glukozu nebo alkohol.
Tuky, které pfijimame ve stravé, oznaujeme jako triacylglyceroly (= triglyceridy). Divodem
je jejich chemicka struktura, obsahuji pravé jednu molekulu glycerolu, ktery vaze tii mastné

kyseliny (MK). Obvykle maji sudy pocet uhlikd a udrzuji linearni fetézec (Murray, 2002).

1.1.3.1 Déleni mastnych kyselin

Mastné kyseliny délime podle tii zakladnich znakt, a to podle typu vazby mezi atomy
uhliku, podle délky uhlikového fetézce (4-20 atomii uhliku) anebo podle typu izomerie.

Podle typu vazby miZeme mit nasycené mastné kyseliny, které neobsahuji nasobnou
vazbu, nebo nenasycené, které naopak obsahuji jednu nebo vice nasobnych vazeb.

Délku potom rozdé€lujeme na mastné kyseliny S kratkym (4-8 uhliki), sttedné dlouhym (8-
12) nebo dlouhym fetézcem (vice nez 12).

Posledni moznosti je dle typu izomerie. Mastné kyseliny miizeme nalézt v konfiguraci cis,
kdy jsou vodiky u uhlikl, mezi kterymi je dvojna vazba na jedné strané fetézce, nebo naopak
trans konfigurace dvojnych vazeb, vodiky jsou na opacné strané fetézce.

Vsechny tyto vlastnosti ovliviiuji fyzikélné chemické vlastnosti mastnych kyselin.
Naptiklad s délkou fetézce stoupa bod tani tuku, oproti tomu klesa s vyssim poctem nasobnych
vazeb u nenasycenych MK, ale trans izomery maji vyssi bod tani nez cis.

Obecné plati, ze nenasycené mastné kyseliny maji na organismus ptiznivéjsi dopad nez

nasycené. Vyzkumy prokazaly, ze strava bohatd na mononenasycené mastné kyseliny snizuje
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riziko vzniku aterosklerdzy a napomaha tkanim odolavat oxidaénimu stresu. Proto je tieba

vvvvvv

1.1.3.2 Zdroje lipidi v potravé

Lipidy, stejn¢ jako sacharidy a proteiny pochézi z rostlinnych i zivo¢isnych zdroji. Maji
stejnou chemickou skladbu, ale jiné fyzikalni vlastnosti.

Zdrojem zivocisnych lipida je mlécny tuk (kravsky, buvoli), sadlo (veptové, dritbezi),
14j nebo slanina. VSechny tyto potraviny vSak maji vysoky obsah nenasycenych mastnych
kyselin a nizky obsah esencialnich MK. Obsahuji také pomérné vysoky obsah cholesterolu,
ktery je obsazen ve vSech tucich Zivocisného pivodu. Jedinou vyjimkou, kterd napravuje
reputaci ostatnim Zzivo¢iSnym tukim je rybi olej. Ackoliv se v potravinafstvi prakticky
nevyuzivd, ze zdravotniho hlediska se jednd o velmi dilezity prvek. Oproti ostatnim
zivocisnym tukim, vétSina MK, které obsahuje, jsou esencialni nenasycené kyseliny, které si
t€lo neumi samo vyrobit a musi je pfijimat v potravé, a naopak podil nasycenych mastnych
kyselin je velmi nizky (Panek et al, 2002; Svacina, 2008).

Mezi rostlinné tuky fadime oleje, jako jsou olivovy, slunecnicovy, fepkovy atd. a tuky
Z nich vyrobené. Diky tomu, ze obsahuji pfevazné nenasycené MK, jsou ze zdravotniho
hlediska ptiznivejsi nez Zivocisné. I tady se vSak najdou vyjimky. Takovym piipadem je
kokosovy tuk, ktery ackoliv zvySuje hladinu celkového cholesterolu, zvysuje s tim 1 hladinu
LDL. I pfes to, je kokosovy tuk povazovan za zdravéjsi, nez tuky zivoc¢isné (Mensink, 2003;
Svacina, 2008).

Pro srovnani, v tabulce 3 je vidét zastoupeni palmitové, stearové, olejové, linolové

a linolenové kyseliny Vv riznych potravinach.

Tabulka 3: Zastoupeni MK ve 100 g zdrojového tuku (g) (Svacina, 2008, pievzato a
upraveno)

Jedly tuk k.palmitova k. stearova k. olejova  k.linolova k.linolenova
Kufeci maso 23 12 33 18 1
Vepi'ové maso 19 12 19 26
Avokado 20 1 60 18
Kravské mléko 26 11 29 2 1
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1.1.4 Mineralni a stopové prvky

Jedna se o anorganické latky, které se v téle tiCastni vystavby tkéni, ale slouzi také jako
biokatalyzatory (esencialni stopové prvky atd.). Mezi mineralni latky fadime ty prvky, jejichz
denni spotieba je 100 mg a vyssi. Jako stopové oznacujeme prvky se spotiebou nizsi nez
100 mg. Koncentraci téchto latek v potravinach ovliviiuje sloZeni pidy, ve které byly péstovany
nebo odkud pochazela krmiva pro dobytek.

Mineralni latky nezbytné pro ¢lovéka jsou vapnik, sodik, draslik, fosfor, chlor a hoicik.
Stopové potom zelezo, sira, zinek, jod, fluor, selen, méd’, mangan, chrom a hlinik (Zlatohlavek,
2016).

1.1.4.1 Vapnik
Vapnik se podili na stavbé kosti a zub, je ale také dulezity pro pfenos nervovych
vzruchil. Pisobi jako druhy posel u hormonalnich a enzymovych reakcich a dulezitou roli mé
| pti svalové kontrakci a srazeni krve.
Hlavnimi zdroji je mléko, ryby, ofechy, semena a listova zelenina. Doporucend
vyzivova davka je 0,8-1,6 g. V pfipadé nedostatku hrozi organismu svalova ochablost,

zkiehnuti kosti a kiece (Olza et al. 2017; Stransky a Kohout, 2011).

1.14.2 Sodik

Sodik je dilezity pro dodrzeni osmotického tlaku télnich tekutin. Reguluje vodni
rovnovahu Vv téle a napomaha udrZzovat homeostazu krve. Je velmi dulezity i pro spravné
fungovani myokardu.

Doporucena davka je 1,5-2 g, do téla se dostava hlavné ve formé jedlé soli, dalSim
zdrojem jsou mineralni vody a glutaman sodny. Pfi nedostate¢ném piijmu (vyskytuje se pouze
vzacné) muze dochazet k dehydrataci, svalovym kie¢im a sniZeni krevniho tlaku (Stransky
a Kohout, 2011; Svacina, 2008).

1.1.4.3 Draslik
Bez drasliku by bunky, nervy ani svaly nemohly porddné fungovat. Jednd se totiz
0 hlavni intraceluldrni iont, ktery je velmi diilezity pro funkci myokardu a svalovou aktivitu. Je
také nezbytny pro Sifeni nervovych vzruchi.
VétSina potravin, hlavné rostlinného ptivodu jako ovoce, zelenina, ale i mléko, draslik

obsahuje. V ptipadé dlouhodobého nedodrzeni doporucené davky (2,5 g) mize dojit ke slabosti,
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pomatenosti, a nakonec az k srde¢nimu selhani (Stransky a Kohout, 2011; Geissler a Powers,
2017).

1.1.4.4 Hoidik
Kosti, zuby a télni tekutiny by se bez hotciku neobesly. Plsobi také jako aktivator
nekterych enzymu a je nutny pro spravné fungovani nervové soustavy a svaltl.
Vyskytuje se V celozrnnych obilovinach, luSténinach, ofechach, listové zeleniné

a kakau. Jeho doporucena davka je 0,3-0,5 g denné (Stransky a Kohout, 2011).

1.1.45 Chlor
Chlor jde ruku vruce se sodikem, navic je nezbytny pro tvorbu kyseliny
chlorovodikové, ktera je soucasti zalude¢nich §t'av.
Hlavnim zdrojem je opét kuchyniska stl, nedostatek se pfi b&Zzném stravovani
nevyskytuje. Doporuc¢ena davka je 2,5 g denné (Tortora a Derrickson, 2017; Stransky a Kohout,
2011).

1.1.4.6 Fosfor
Posledni ze zastupct je velmi dileZzity pro kosti a zuby. Svou roli mé i pfi traveni
a latkové pfeméné, kterd v organismu probiha pro ziskani energie.
Dobrym zdrojem je mléko a mlécné vyrobky, maso, ryby, vejce a luSténiny. Obiloviny
také fosfor obsahuji, ale ve formé fytatl, které t€lo neumi vyuzit (Uribarri a Calvo, 2017,
Stransky a Kohout, 2011).

1.1.4.7 Stopové prvky

Stopové prvky miiZzeme nazvat mikroelementy. Ty jsou sice nezbytné pro spravné
fungovani organismu, ale télo jich nevyzaduje tolik, jako ostatnich mineralnich latek. Slouzi
jako biokatalyzatory naptiklad krevni barviva, nebo jako soucasti enzymt. Ve vét§Sim mnozstvi
mohou byt pro télo i toxické. Ve stravé, se na rozdil od mineralnich latek vyskytuji prevazné
ve form¢ komplexd.

Jednim z ptikladii mikroelementl je Zelezo. To je soucasti hemoglobinu a myoglobinu,
kde zprostiedkovava ptenos kysliku. Hlavni zdsobarnou Zeleza v téle jsou jatra, kde je ulozeno
v podobé ferritinu. Zelezo se hojné vyskytuje v libovém mase, rybach, Zloutku, listové zeleniné
nebo vnitinostech. Pti jeho nedostatku dochazi k unave, vycerpanosti, chudokrevnosti a snizené

imunité celého organismu. Muzi by méli pfijmout piiblizné 10 mg Zeleza denné. Zeny potom
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jesté o 5 mg vice. Dal§imi zastupci potom jsou selen, mangan, zinek, jod, fluér a dalsi (Stransky

a Kohout, 2011).

1.1.5 Vitaminy

Vitaminy jsou v jidelnicku Casto opomijené latky. Ackoliv se nepodili na zisku energie
jsou nezbytnou soucasti potravy. Ackoliv jsou z chemické stranky rozdilné, najdeme tu
zastupce lipidl, steroidii ale i sacharidii, jsou nepostradatelné. Mohou byt soucasti enzymti,
slouzi jako biokatalyzatory chemickych reakci nebo antioxidanty. Kazdy vitamin, stejné jako
ostatni slozky potravy ma svou doporucenou denni davku, kterd by se neméla piekracovat ani
dlouhodobé¢ nedodrzovat. Mohlo by totiz dojit k hypovitaminoze, coz je stav, kdy ma télo
dlouhodoby nedostatek daného vitaminu. JeSt¢ horSi nésledky pro cely organismus ma
avitaminoza, kdy je vitamin zcela eliminovan. Opakem je potom hypervitamin6za. T¢lo si
ovSem s timto problémem umi ¢asteéné samo poradit, vitaminy se totiz fadi do dvou skupin
a to rozpustné ve vode a rozpustné v tucich. Rozpustné ve vodé¢ neboli hydrofilni jsou vitaminy
skupiny B a kyselina askorbova (vitamin C). U téchto vitaminG je hypervitamindza
nepravdépodobnd, protoze piebytecné mnozstvi je vyplaveno ztéla ven. Do lipofilnich
(rozpustnych Vv tucich) se fadi vitaminy A, D, E, K (Svac¢ina, 2008; Novakova, 2012;
Henderson, 2003).

1.1.5.1 Hydrofilni vitaminy

Jak bylo fe€eno, 1 vitamin C spada do této skupiny. Jeho uplny nedostatek zpisobuje
kurdéje neboli skorbut. Toto onemocnéni se vSak v dnes$ni dobé téméf nevyskytuje, a to 1 diky
tomu, Ze proto, aby se avitaminoze zabranilo, staci méné nez 10 mg denné. Pfi hypovitaminoze
hlavné v obdobi podzimu a konci zimy dochazi ke snizeni imunity a ¢ast&j$im unavam. Vitamin
C je velmi vyznamny antioxidant a je nezbytny pro tvorbu kolagenu. Vyskytuje se zejména
Vv rostlinné stravé (ovoci, zelening, paprice, Sipku, rakytniku atd.) (Svacina, 2008).

Do komplexu vitaminu B se fadi vit. By (tiamin), B2 (riboflavin), Bs (niacin), Bs
(kyselina pantotenova), Bs (pyridoxin), Bz (biotin), Bo (kyselina listovd) a B
(kyanokobalamin). Tiamin se vyskytuje hlavné v ofechach, lusténinach, soje, vepfovém mase
ale 1 jatrech. Je nezbytny pro ziskdvani energie ze sacharidd, tukid a alkoholi. V ptipadé
nedostatku dochazi ke ztraté chuti k jidlu, zmatenosti a nervovym porucham. Jak napovida
nazev riboflavin vyskytuje se vitamin Bz v rybach, ale i v kvasnicich, motskych fasach, mléce,
jatrech nebo obilninach. Je diilezity pro stav o¢i, kiize a funkci srdce. Stejné€ jako tiamin hraje

roli v metabolismu sacharidu a lipida. Pii jeho nedostatku muze dochazet k popraskani koutkt
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ust, zanétim rtl, spojivek nebo svétloplachosti. Ostatni zastupci B komplexu miizeme nalézt
Vv jatrech, zelening, mase atd. Pfi avitamindéze Bz muze dojit ke vzniku onemocnéni zvané
pelagra. Oznacuje se také jako nemoc tii D — dematitis, diarrhoea, demence. Precitlivélost,
ztrata chuti, prijmy a zmatenost jsou totiz zdkladnimi projevy tohoto onemocnéni. Nedostatek
ostatnich vitamini z tohoto komplexu je vzacny a pozorovan spise u problémti se vstrebavanim,

nikoliv u nedostatku v potravé (Novakova, 2012; Svacina, 2008; Geissler a Bowers, 2017).

1.1.5.2 Hydrofobni vitaminy

Vitaminy z této skupiny se vstiebavaji jen v ptitomnosti tukll. Pokud je vstiebavani tukt
poruSeno, dochdzi k projevim nedostatku. Naopak pfi nadbyteném piijmu dochazi
k nadmérnému zachytu v tukové tkani.

Vitamin A (retinol) je dulezity pro tvorbu oc¢nich pigmenti a podili se na ristu
epitelovych bunck, je také silnym antioxidantem. Jeho nedostatek zpusobuje Seroslepost,
zmény na rohovce a spojivkdch a nadmérné rohovaténi kiize. Pii dlouhodobém piebytku
dochazi k hematosklenomegalii (zvétSeni jater a sleziny), anemii nebo vypadavani vlasi.
Dobrymi zdroji jsou jatra, mléko, zloutek a rybi tuk. Provitaminy potom muzeme nalézt
v mrkvi, natové a listové zelenin€ nebo meruitkach (Novakova, 2012; Svacina, 2008).

Karciferol je oznaceni pro vitamin D. Ten se ucastni resorpce vapniku a fosforu ve
sttevech. Pfi nedostatku, zejména u déti, vznika kiivice (rachitis), kterd zptsobuje deformace
dlouhych kosti a hrudniku. Maze to vést az k poSkozeni patete. V opacném piipadé, pfi
hypervitaminoze dochazi ke snizovani vapniku v krvi a usazovani ve sténach cév a organech.
Diky tomu je zvySené riziko vzniku osteopordzy, protoze se vapnik nedostane do kosti.
V potravindch se vyskytuje zejména v rybach, vejcich, mléce a syrech (Svacina, 2008;
Henderson, 2003).

Dalsim zastupcem je vitamin E neboli tokoferol. V téle plisobi jako antioxidant,
pfedchézi rozvoji aterosklerdzy a ma pozitivni t€inek na tvorbu pohlavnich bunék. Nedostatek
je vzacny a spojeny s poruchou distribuce nebo vstiebdvani tukii. Pokud to vSak nastane,
muzeme sledovat anemii, poruchy reprodukce a snizenou antioxida¢ni obranu organismu.
Zdrojem jsou rostlinné a zivoCisné tuky, obilnd zrna, ofechy, kukufice nebo tieba vejce
(Svacina, 2008).

Poslednim zastupcem je vitamin K, coz je souhrnny nazev. Patii sem K3 fylochinon a K>
menachinon. Zatimco fylochinon stimuluje tvorbu faktort pro kaskadu krevni srazlivosti
apuasobi hlavné v jatrech, menachinon podporuje syntézu bilkovin a bunécny rist

a tmineralizaci kosti. P¥i nedostatku tak dochazi k porucham srazlivosti nebo zvySenému riziku
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zlomenin z divodu osteopordzy. Vyskytuje se v listové zelening, rostlinnych olejich a tvorbé

K> ¢aste¢né napomaha stfevni mikroflora (Henderson, 2003; Novakova, 2012; Svacina, 2008).

1.1.6 Antioxidanty

V piedchozich kapitoladch bylo né€kolikrat zminéno, Ze dana latka je dobry antioxidant.
Tim je mysleno, Zze dokaze snizovat aktivitu volnych radikal. V téle totiz béhem aerobnich
metabolickych procest vznikaji reaktivni formy kysliku (ROS). Zahrnuji reaktivni kyslikové
ionty a peroxidy. Organismus se musi oxida¢nimu ptisobeni téchto latek branit. Oxida¢ni stres,
coz je nerovnovaha mezi vznikem volné¢ho radikalu (ROS) a schopnosti tyto radikaly
odbouravat a detoxikovat, se totiz podili na rozvoji mnoha zanétlivych onemocnéni a ma vliv
na fyziologické starnuti (Platenik, 2009).

Samotny termin antioxidant byl zaveden v potravinarské chemii ve 40. letech 20. stoleti
a byla jim myslena latka, kterd je schopna zastavit fetézové radikalové reakce. Pivodné se
vyuzivaly v prumyslovych procesech, aby se zabranilo korozi kovi. Pozdéji se antioxidanty
zaCaly pouzivat jako preventivni opatfeni, pro zamezeni oxidace nenasycenych tuki
Vv potravinach. To mélo totiz za nasledek zmény v nutricnich hodnotdch potravin. AZ po
nékolika desitkach let, védci objevili jejich dulezitost v biochemickych procesech.
Antioxidanty jsou totiZ jednou z moznosti, kterymi se lidsky organismus chrani. (Comert, 2017;
Lorenzo et al, 2018).

V dnesni dobé vime, Ze antioxidacni ochrana téla je komplexni a zahrnuje anatomické
uspofadani, které ovlivituje hladinu kysliku v tkdnich. Déle pak antioxida¢ni enzymy
a antioxidacni substraty, kam se fadi 1 zminéné vitaminy (Platenik, 2009).

Mezi antioxidanty pfijaté potravou patii polyfenoly, karotenoidy (vitamin A),
tokoferoly (vitamin E), glutationy, kyselina askorbova (vitamin C), selen, zinek, mangan
a koenzym Q10.

Zinek, selen a mangan se fadi mezi stopové prvky. Ackoliv se zinek pouzival
v prumyslovych procesech k pokovovani, ohledné jeho antioxida¢nich G¢inkd v organismu
byly dlouho vedeny debaty. Nakonec se zjistilo, Ze zinek Vv téle mlize plisobit dvojim zplisobem,
a to akutnim a chronickym u¢inkem. Chronicky ui€¢inek znamena, ze zinek v organismu pisobi
na enzym superoxid dismutaza (SOD), ktery pfeménuje superoxidovy radikal na méné toxicky
peroxid vodiku. Ten je potom déle rozkladan jinymi enzymy. Kromé& zinku mohou na tento
enzym pusobit i meéd’, mangan nebo selen. Akutni faze se vyskytuje pfi kratkodobém zvyseni
hladiny tohoto kovu v krvi a diky redukci tvorby hydroxidového radikalu z peroxidu vodiku
a superoxida (Formy, 2014; Saul, 2000; Powell, 2000).

28



Koenzym Q10, také zvany jako ubichinon, je funkéné podobny vitaminlim a je soucasti
mitochondrialniho respiracniho fetézce, kde pfispiva k pfeméné energie z potravy na ATP.
Respiracni fetézec je zdrojem kyslikovych radikalda, nasledkem puasobeni radikdli muze
dochazet ke vzniku mutaci mitochondrialni DNA a tim nasledné naruSeni produkce energie.

V posledni dobé se objevily studie, které potvrzuji, Ze antioxidanty napomahaji
pacientim s rakovinou, a to dokonce dvojim zplisobem. Jeden znich je, ze napomdhaji
organismu pacienta a zaroven inhibuji rust rakovinnych bunék (Goodman, 2011; Godic, 2014;

Sarangarajan et al. 2017).

1.1.7 Energeticka hodnota potravin

Jak bylo fe¢eno, télo z ptijaté potravy ziskava energii. Mnozstvi této energie se vztahuje
vzdy k urc¢itému mnozstvi potravin. Standardné je to ke 100 g potravy a tuto hodnotu nazyvame
energetickou denzitou neboli hustotou energie v potravé. Jednotkou energie jsou jouly (J), diive
se pouzivalo spise oznaceni kalorie (cal). U potravin se vSak vyuziva prepocet na kilojouly (kJ)
nebo kilokalorie (kcal). Pii pfepoétu mezi témito dvéma jednotkami plati, Ze 1 cal odpovida
4,185 J. Zakladem pro vypocet energetické hodnoty slozek potravy je Cista voda, ktera ma
0 kJ/g nebo 0 kcal/g. Oproti tomu naptiklad sacharidy maji ptiblizné 4 kcal/g = 17 kJ/g a tuky
dokonce 9 kcal/g = 38 kJ/g. Z toho vyplyva, Ze ¢im vétsi procento vody potravina obsahuje,
tim niZ8i energetickou hodnotu ma. Casto miva vétsi objem, ktery vyvola rozsifeni Zaludku
doprovazené dlouhodobéjsim pocitem nasyceni. Oproti tomu strava s vVysokou energetickou
denzitou a malym objemem zasyti na kratsi dobu (Drewnowski, 2018).

Pro charakteristiku potravin z hlediska vyzivové hodnoty byl zaveden pojem ,,nutrient
density*, ktery urc¢uje podil Zivin v potravinach. Je vztazena ke 100 g dané potraviny a vyjadiuje
kolik kJ nebo kcal dané vyzivové latky je v tomto mnozstvi obsaZeno.

Odborniky doporucovany energeticky pfijem je mezi 8000 az 12000 kJ denné.
Samoziejmé, Ze je tieba piihlizet ke kazdému jedinci individualné. Na zéklad¢ fyziologickych
méfeni byl stanoven hmotnostni pomér, vjakém by se mély Zziviny pfijimat, aby télo
prosperovalo (Drewnowski, 2008; 2018) (1 dil proteinu : 1 dil lipidt : 4 dily sacharidi). Pokud
bychom to pfevedli na procenta pfijaté energie, bylo by to 56 % sacharidi, 30 % lipida a 14 %
proteint. V tabulce 4 vidime doporucované denni davky zéakladnich zivin véetné energie

s ohledem na vék (Drewnowski, 2018; Panek, 2002).
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Tabulka 4: Doporucena denni davka Zivin (pievzato a upraveno Panek, 2002, Stransky,

2001)

Ziviny Déti3-6 let  Muz 19-69 let  Zena 19-59 let  Osoby nad 60 let
Energie (kJ) 5800-13000  9240-11340 7560-9240 5267-7216
Bilkoviny (g) 30 70 65 70
Tuky (9) 50 70 65 60
Sacharidy (g) 200 300 230 250
Vapnik (mg) 800 1000 1000 1200
Zelezo (mg) 11 10 15 8
Vitamin A (ug) 400 1000 800 800
Vitamin B1 (mg) 0,6 1,2 1 1,2
Vitamin B2 (mg) 0,6 1,4 1,2 1,2
Vitamin C (mg) 25 100 100 80
Vitamin E (mg) 7 14 12 15

Pro snazsi orientaci v hodnotach dennich davek jednotlivych slozek potravy, byl
ustanoven pojem GDA. Ten se vyskytuje na obalu a poskytuje spotiebiteli tuto informaci
v procentech na danou porci. Pro snazsi orientaci ve vyzivovych hodnotach potravin, byla
sestavena tzv. potravinova pyramida, ktera standardné rozdélena do ctyt pater, kdy pfifazeni
potraviny do patra napovida, jak ¢asto by se méla dana potravina konzumovat. Cim vyse
Vv pyramidg¢, tim by méla byt méné &asto v jidelni¢ku. Ptiklad pyramidy upravenou pro Ceskou
republiku, kterou zvefejnilo Ministerstvo zdravotnictvi vroce 2005 muizeme vidét na
obrazku 3. VVzhledem k tomu, Ze plati, Ze bychom méli konzumovat primarné potraviny, které
jsme schopni vypéstovat v naSich podminkach spocivala Uprava vyZivové pyramidy prave
Vv ¢asteném nahrazeni dovazenych potravin. V prvnim patie potravinové pyramidy miizeme
vidét zakladni suroviny, a to hlavné obilniny, ryzi, téstoviny a pecivo, predev§im celozrnné.
Denné, bychom méli zkonzumovat 3-6 porci téchto potravin. Dalsi patro obsadilo ovoce
a zelenina. Pfednost by méla mit hlavné syrova, pticemz zeleniny by mélo byt alespon o porci
vice nez ovoce. To totiz obsahuje sacharidy, které by mohly piijem energie narusit. Tyto
potraviny jsou dilezité zejména pro piijem vitamind a minerald. Tteti patro je rozdéleno na dvé

¢asti, mlécné vyrobky a maso, ryby i dribez. Pravé v téchto potravinach je velky podil bilkovin.

30



m.uhy:o-am

: 2-3 porce

Sal, tuky, cukry m mw 1-2 porce

Jadna porce — cukr (10 g), tuk (10 @) ’&:i
MMMM&MW

Jedlapotoorﬂ.;krdlcchlm@og) 1 rohiik & houska, 1

ovocnych viodek nebo mish, 1kopocokwmmybawhnyd|
tastovin (125 Q)

Obrazek 3: Vyzivova pyramida upravena pro CR (pievzato z WWw.vimcojim.cz, stazeno
dne 3.1.2019)

Mlé¢nych vyrobkt by mély byt 2-3 porce denné a masa 1-2 porce. V poslednim, ¢tvrtém
patie jsou latky, které jsou nejméné vhodné jako jsou sil, cukry a Zivoc¢isné tuky.

Strava by méla byt pestra, ale hlavné pfimérend véku, pohlavi a pohybové aktivité
kazdého jedince. M¢la by co nejvice vychazet ze zékladnich potravin, napiiklad upfednostnit
maso pfed uzenym nebo tvaroh pred uméle doslazovanymi a dobarvovanymi détskymi vyrobky
(Bobik, atd.). Nemé&li bychom se vyhybat potravinam jako jsou mlécné vyrobky, obiloviny,
maso, ryby, vejce, zelenina a ovoce, pokud to neni ze zdravotniho hlediska nezbytné nutné

(Svacina, 2008).

1.1.8 Alternativni strava

V ptedchozich kapitoldch se prace zabyvala tim, jak mé& vypadat vyvéazena strava.
Existuji ovSem i vyjimky, kdy dochazi k eliminaci nékterych potravin. K tomu dochazi
z mnoha divodu, napiiklad z nabozenského nebo filozofického piesvédceni. Nékdy to vsak
muze byt zpiisob protestu nebo moédni trend.

Ziejm¢ nejrozsifenéjSim smérem je vegetarianstvi. Vyhodou této stravy je zvySeny

ptijem vladkniny a nizsi piijem MK a cholesterolu. Diky tomu i snizeni rizika kardiovaskularnich
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onemocnéni. Problémem vSak muze byt nedostatek vitamini a mineralii a nedostatecnost
pfijmu proteinti. Vegetarianstvi je rozdéleno do ¢tyi zékladnich typii. Nejpiisnéjsi formou je
veganstvi. Je vyloucen piijem jakychkoliv zivoc¢isnych vyrobkl vcetné mléka, vceliho medu,
zelatiny 1 vajec. To muze zptisobit problém naptiklad u vitaminu B12, ktery je pfitomen jediné
v zivocisSnych produktech. Dalsi formou je lakto-vegetarianstvi. Tato strava se sklada
z rostlinnych produkti a mléka a mléénych vyrobki. Stejnou stravu, rozsifenou o vejce si
mohou doptat lakto-ovo-vegetariani. Poslednim typem jsou semivegetariani, ktefi vsSak
nebyvaji povazovani za pravé vegetariany, protoze z jidelnicku vyradili pouze Cervené maso,
ale ryby a dribez konzumuji i nadale. Existuje vSak mnoho variant. Mizeme se setkat
I s frutariany, ktefi maji v jidelni¢ku pouze tepelné neupravované ovoce a zeleninu, nebo
vitariany (téZ zvané jako raw-strava), ktefi konzumuji pouze rostlinné potraviny, a to bud’
syrové nebo tepelné¢ upravené ale zahfaté maximalné na 42 °C, tady ovSem naristd riziko
kontaminace a tim i znehodnoceni potraviny. (Herrmann a Geisel, 2002; Kunova, 2011;
Bevilacqua, 2016).

Dalsim zastupcem je makrobiotika. Jedna se nejen o vyzivovy styl, ale i Zivotni filozofii.
Zakladem je déleni potravin podle sily jin (odstfedivd energie), jang (dostfediva energie)
a harmonické potraviny. Mezi potraviny s odstiedivou energii se tak fadi koteni, cukr, alkohol,
olej, ovoce, mlécné vyrobky a nékteré druhy zeleniny. Oproti tomu mezi jang potraviny patii
ryby, maso, vejce nebo stil. Harmonické jsou potom lusténiny, ryZe nebo obilniny. Cilem této
diety je vytvofit v té€le rovnovahu, kterd jak pfiznivci této metody véti, napomiize tomu, aby
byli odolnéjsi viici nemocem (Strnadelova a Zerzan, 2011; Kunova, 2011).

Jednou z mnoha dal$ich moznosti je délena strava, jejiz principem je zabranéni spoleéné
konzumace potravin s vysokym obsahem proteinti a sacharidi. Posledni zminénou je dieta
podle krevni skupiny, kterd vychazi z pfedpokladu, Ze mezi krvi a trdvenymi potravinami

existuje imunologicka reakce a z toho ditvodu se ke kazdé krevni skupiné hodi jiné potraviny.

1.2 Bakterie

Bakterie jsou nejjednodussi organismy, které 1ze z hlediska bunécné teorie povazovat
za zivé. Radi se do prokaryot, coZ pochéazi z feckého pro pied a karyon jadro. Bylo popsano
vice nez 2000 rodid mezi kterymi nejsou po morfologické strance az tak velké rozdily.
Nejcastéjsi tvar je tyCinkovity, méné Casté potom kulovity, ale mizeme vidét 1 vldknity tvar.

Oproti tomu fyziologicky jsou bakterie velmi rozmanité, ¢ehoz se vyuziva pii

diagnostice bakterii. Jednim z hlavnich znakl, je pfifazeni ke gramnegativnim nebo
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grampozitivnim bakteriim. K ureni rodu se vyuzivd mnoho biochemickych testl, napiiklad
katalaza, oxiddza, fermentace cukrt apod.

Veskeré bakterie byly na zakladé téchto vlastnosti rozdéleny do 33 sekci.

1.2.1 Gram pozitivni koky

Do této skupiny patii aerobni, fakultativné anaerobni i anaerobni rody, které pro svij
rust vyzaduji fadu rastovych latek. Tvar téchto bakterii je kulovity a obvykle se shlukuji do
dvojic, tetrad, fetizki nebo hroznti. Uz toto uskupeni miize byt napomocné pii identifikaci rodu.
Nekteti ze zastupcll patii mezi patogeny, které jsou rizikové pro lidi i zvirata. Jelikoz se ale
jedna o gram pozitivni bakterie, které maji jako hlavni slozku bunééné stény peptidoglykan,
jsou tato onemocnéni léCena penicilinovymi antibiotiky, kterd inhibuji pravé syntézu

peptidoglykanu (Facklam a Elliott, 1995; Courvalin, 2006).

1.2.1.1 Rod Staphylococcus

Nazev pochazi z feckych slov stafylé neboli hrozen a kokkos neboli ovocné jadro nebo
kulicka. Jak je z ndzvu patrné, vyskytuji se nejcastéji ve shlucich, které napadné ptipominaji
hrozen. Tyto bakterie jsou nepohyblivé, nesporulujici a vykazuji pozitivni test na katalazu. Az
na vyjimky jsou fakultativné anaerobni a dokazi rist v piitomnosti 10% NaCl (Strohl, 2001).

Zakladni dé€leni je poté na plasma koaguldza negativni a plasma koaguldza pozitivni,
kdy druhy, které produkuji koagulazu se fadi mezi primarni, pfipadné oportunni patogeny.
Plasma koaguldza pozitivni stafylokoky d€lime na rezistentni a citlivé vici antibiotiku
novobiocinu (Becker et al., 2015).

Mezi nejrizikovéjsi koagulaza pozitivni stafylokoky patii Staphylococcus aureus. Jedna
se o fakultativné anaerobni, mezofilni mikroorganismus, ktery ma mnoho virulen¢nich faktort
a produkuje enterotoxiny. Ty mohou byt pfitomny v potravinach i v pfipadé, ze stafylokok
nebyl kultivacné prokazan. Vyskytuje se na klizi, sliznicich, respiracnim tstroji i v intestinalnim
traktu teplokrevnych zvifat. Mezi potravinami jsou rizikové lahtudkarské vyrobky, susena
a zahusténa mléka, mleta masa a syry s vysokym obsahem soli (Tong et al., 2015).

Ke kultivaci stafylokokl se vyuziva hlavné krevni agar s 5 % berani krve, kdy po 24 h
inkubaci pii 37 °C dochazi k narustu velkych, hladkych, smetanové zbarvenych kolonii. Podle
druhu miZeme vidét iplnou nebo ¢astecnou hemolyzu. Pro pritkaz v kontaminovaném vzorku
se potom vyuziva selektivné-diagnosticky Baird-Parkertiv agar, ktery diky latkam, které
obsahuje, inhibuje narust jinych bakterii a zaroven zpusobuje zabarveni kolonii stafylokokt do

erné lesklé barvy (CSN EN ISO 6888-1).
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1.2.1.2 Rod Enterococcus

Nazev pro tento rod pochazi z feckych slov enteron stievo a kokkos kulicka. Vyskytuje
se, jak z nazvu vypovida, v intestinalnim traktu lidi i zvitat. Sekundarné se mize vyskytovat
v syrovém mléku, mléénych produktech, ale i potravinach s vys$§im obsahem soli jako jsou syry
nebo uzeniny. Vyuzivaji se i jako indikatorové organismy pro susené mléko, kdy jsou diky své
odolnosti k vysokym teplotam indikatory $patné sanitace. Na druhou stranu tvofi vyznamnou
soucast probiotickych preparatt pro hospodaiska zvitata, silaznich kultur a mizeme se s nimi
setkat i v syrafstvi, kdy se pouzivaji n¢které kmeny E. faecalis jako doplikova kultura, diky
které syry ziskavaji vyrazn&jsi chut’ (Giraffa, 1999).

Jedna se o katalaza negativni koky, velmi podobné streptokoktim. Rozdilem ovSem je
jejich rezistence vuci vysokému pH (snasi i hodnotu 8,5) a jejich schopnost rist
V hypertonickém prostiedi s 6,5% NaCl. Zarovei jsou schopné piezit zahtati na 60 °C po dobu
30 minut, rast pii teploté 10 °C ale i 45 °C. Vsech téchto vlastnosti se vyuziva pti identifikaci
(Klaban, 2011).

Pii kultivaci na neselektivnim KA po 24 h pti 37 °C mtzeme vidét Sedobilé kolonie se
zo6nou viridace. Jako selektivné-diagnosticka plida se vyuziva Slanetz-Bartley agar, na kterém
diky redukci TTC na formazan, vyrustaji drobné, karminové ¢ervené kolonie (Slanetz a Bartley,

1957).

1.2.2 Gram pozitivni sporulujici ty¢inky

Sporotvorné bakterie zpisobuji rozklad a kazeni potravin, kdy dochazi ke zménam na
chuti, viini a konzistenci. Diky sporam jsou rody pattici do této skupiny (Bacillus, Clostridium,
Desulfotomaculum, atd.) velmi odolné vucéi fyzikalnim i chemickym vliviim. Z tohoto dtvodu
je tfeba pii stanoveni téchto rodl provést inaktivaci vegetativnich sporotvornych
I nesporotvornych bunék ve vodni lazni a az poté dochazi k vyockovani ptezivajicich spor
(Andre, 2017).

1.2.2.1 Rod Bacillus
Ptislus$nici tohoto rodu se bézné vyskytuji v ptirodé, prevazné v pide, kde dlouhodobé
prezivaji diky odolnym sporam. VétSina ze zastupcti neni pro teplokrevné zivoc¢ichy patogenni,
ba naopak. Rada druhi (B. subtilis, B. brevis, B. polymyxa atd.) produkuje antibiotika
polypeptidové povahy, ¢ehoz se vyuziva pfi jejich primyslové vyrob¢. Piikladem takovych

antibiotik, je novobiocin (Stein, 2005; Fickers, 2012)
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Vyjimku ovSem tvofi Bacillus anthacis, produkujici antraxovy toxin, ktery ma za
nasledek onemocnéni antrax neboli snét” slezinnou. Dalsi vyjimkou je Bacillus cereus. | tady
byla zjisténa produkce toxintli, a to hlavné pii riistu na polysacharidovych substratech. Pravé
tyto toxiny mohou byt pti¢inou otrav (Griffiths a Schraft, 2017).

Azna vyjimky (B. anthracis, B. mycoides) se jedna o pohyblivé sporulujici ty¢inky. Dle
tvaru spor mizeme druhy tohoto rodu rozdélit do tii skupin. Do prvni skupiny se fadi kulaté
nebo ovalné, centralné umisténé spory, které nedeformuji sporangium (Bacillus cereus,
Bacillus anthracis, Bacillus subtilis). Druha skupina je charakteristicka ovalnymi, centralné
nebo  termindlné  umisténymi  sporami  deformujicimi  sporangium  (Bacillus
stearothermophillus). Zastupci posledni skupiny maji kulaté, centralné nebo subterminalné
umisténé spory, které deformuji sporangium (Bacillus globisporus) (Griffiths a Schraft, 2017,
Votava, 2003).

Ke kultivaci Bacillus cereus se stejné jako u stafylokoki, vyuziva krevni agar s 5 %
berani krve, kdy po 24hodinové inkubaci pii 37 °C vyrGstaji velké kolonie (2-7 mm)
s nepravidelnym okrajem, Sedavou barvou a zoénou uplné hemolyzy. Jako selektivné-
diagnostickd ptda se vyuzivda MYP agar, kde narasta v rizovych koloniich se zénou zakaleni

(CSN EN 1SO 7932).

1.2.3 Gramnegativni fakultativné anaerobni ty¢inky

Nejcastéji se vyskytujicimi mikroorganismy v potravinach jsou mikroorganismy
z ¢eledi Enterobacteriaceae. Ta obsahuje vice nez Ctyficet rodu. Vyskytuji se tu oportunné
patogenni ale i obligatné patogenni bakterie, piikladem takovych jsou rody Salmonella,
Shigella, Yersinia, Pantoea atd. Radi se sem i koliformni bakterie rod&i Escherchia,
Enterobacter, Citrobacter a Klebsiella (Janda a Abbott, 2015; Hervert et al. 2017).

Do celedi Enterobacteriaceae spadaji gramnegativni, nesporulujici fakultativné
anaerobni stfevni tyCinky. Diky pfitomnosti peritrichdlnich bi¢ik (umisténych po celé buiice,
nikoliv jen v jednom mist€) je vétSina zastupci pohybliva. Nepohyblivé jsou zastupci rodu
Shigella a Klebsiella, dale také Yersinia pestis a Salmonella Galinarium-Pullorum. (Janda
a Abbott, 2015).
se prirozené vyskytuji v travicim traktu teplokrevnych zvifat, pokud se vykaly dostanou do
vné&jsiho prostiedi, dokazi se adaptovat a prezivat.

Diky jejich vlastnostem se jich vyuzivd jako takzvanych indikatorovych

mikroorganismil. Napftiklad diky jejich odolnosti k vys$Sim teplotam se vyuZzivaji k zjisténi
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spolehlivosti pasterace. Vyuzivaji se ale i ke zjisténi sekundarnich kontaminaci, a to diky jejich
nendro¢nosti na rist, nebo k zjisténi Cistoty vody. V neposledni fad¢é jsou indikatorem
(ne)dostate¢né sanitace a hygieny v potravinatrskych provozech (Hervert et al. 2017).

K identifikaci koliformnich bakterii se vyuziva ptida VCZL, kdy diky zkvaovani
laktozy nartistaji v drobnych cerveno-fialovych koloniich, oproti tomu ostatni pfisluSnici této
Seledi vyrastaji v bezbarvych drobnych koloniich. Kultivace probiha pii 30°C, 24 h (CSN ISO
4832).

1.2.3.1 Rod Pantoea

Zastupci rodu Pantoea jsou pohyblivé, nesporotvorné tyCinky, které se bézné vyskytuji
ve vodeé, pidé, odpadnich vodach, ale i zelenin€. Jedné se o komenzaly a podminéné patogeny
lidi 1 zvitat.

Asi nejrizikovéj§im zastupcem je Pantoea agglomerans, ktera byla ptvodné
oznacovana za rostlinny patogen. Az v 60. letech 20. stoleti se zjistilo, ze se podili na tvorbé
nozokomialnich infekci (onemocnéni vznikajici v souvislosti s hospitalizaci). Postupné bylo
zjisténo, ze se podili na pneumonii, infekci ran, mocovych cest, meningitidé a mnoha dalSich
onemocnéni. Velmi rizikové je potom onemocnéni novorozencl, snimZ je spojena

kontaminace praskové kojenecké vyzivy (Mardaneh, 2013).

W e

1.3 Antimikrobialni u¢inky bylinnych extrakta

Postupem ¢asu se s vyvojem potravinaiského priimyslu zacalo pouZivat novych technik
susSeni, uzeni, soleni, sterilizace nebo kvaSeni. Do neddvna bylo nej€ast&ji pouzivano velké
mnozstvi stabilizatord, barviv a chemickych konzervacnich latek. V dneSni dobé vSak
spotiebitel vyzaduje vyssi kvalitu potravin a co nejmensi mnozstvi téchto chemickych latek.
Z toho diivodu se vyrobci stale Castéji vraci k pouziti ptirodnich latek jako konzervantii a mize
se vyuzit 1 jejich antimikrobialnich G¢inki. Tyto i¢inky mohou slouzit jako nahrada nekterych
technologickych procesti (pasterizace), které by mohly ovliviiovat senzorické vlastnosti
potravin (Davidson et al, 2013).

Diky ptitomnosti pfirodnich fytochemikalii jsou byliny idealni nahradou. Rostliny je
nejéastéji vyuzivaji jako obranu proti mikroorganismiim a jinym $ktidcim. Uginné slozky tak
muzeme nalézt v celych rostlinach nebo pouze nadzemnich (kvét, listy, pupeny, lodyha,

semena) nebo podzemnich (kofen, oddenek, hliza) ¢astech (Moravcova, 2003).
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1.3.1 Vybrané skupiny latek s antimikrobialnim uéinkem

Z chemického hlediska spadaji tyto latky mezi fenoly a polyfenoly, alkaloidy,
glykosidy, terpeny a silice. Do skupiny fenolt a polyfenolii spadaji jesté chinony a flavonoidy.

Fenoly jsou skupinou latek, ktera ma na aromatickém jadie jednu substituci. Mezi
zastupce této skupiny patii kyseliny skoficova, kavova a felurova. Prvni dvé zminéné mizeme
nalézt v matefidousce nebo estragonu a maji antivirové, antibakterialni a antimykotické ucinky.
Kyselina felurova je soucasti bunécné stény obilovin a piirodni estery této kyseliny vykazuji
antimikrobidlni U¢inky. Studie dokazuji spojitost, mezi mirou hydroxylace a antimikrobidlnim
ucinkem. Plati, Ze ¢im vice hydroxylovych skupin, tim vétsi je G¢inek (Cowan, 1999; Dorman
a Deans, 2000).

Chinony jsou pouzivany jako ptirodni barviva. A patii mezi velmi reaktivni slouceniny.
To je zpusobeno jejich chemickou strukturou, skladaji se totiz z aromatického jadra, které je
substituované¢ dvéma karbonylovymi skupinami. V mikrobidlni bufice inaktivuji proteiny
pomoci tvorby komplexi s nukleofilnimi AMK. To ma za nasledek ztratu funkce proteinu
(Ravindran et al, 2012).

Ziejm¢ nejsledovangjsi skupinou s antimikrobialni aktivitou jsou flavonoidy.
Principem je ziejm¢ tvorba komplexti s extracelularnimi proteiny v bunécné sténé
mikroorganismu. Lipofilni flavonoidy mohou i narusovat cytoplazmatickou membranu. Mezi
vyznamné flavonoidy s antimikrobidlnim u¢inkem patfi kemferol, quercetin nebo morin.
Nékteti zastupci maji i silny antivirovy efekt (Cowan 1999, Ravindran et al, 2012).

Alkaloidy jsou heterocyklické dusikaté slouceniny, které se v rostlinach vyskytuji ve
formé& soli organickych kyselin. VétSina zastupcl je pevnd, Spatné€ rozpustnd ve vodé a bez
zapachu. Jednim ze zastupct je berberin. Ten diky schopnosti zasahnout do bakterialni DNA

ucinné bojuje i proti trypanozomam (Ettefagh et al, 2017; Imanshahidi a Hosseinzadeh, 2008).

1.3.2 Charakteristika vybranych rostlin
1.3.2.1 Lékorice
Lékotice nalezi do rodu bobovitych. Jedna se o 1 az 1,5 m vysokou trvalou rostlinu
smalymi cervenymi plody na konci rozvétvenych stonkd. Jednd se o vyznamnou
farmaceutickou surovinu pouZzivanou v tradicni ale i bé€Zné medicin€ a v potravinafstvi.
Vyuziva se hlavné jejiho kotfene. Ten se sbird na podzim a po vysuseni se naseka a vafi se z néj

extrakt. Uvareny extrakt ma ¢ernou barvu vyraznou vini a lehce Stiplavou chut’ (Armanini,
2002).
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Lékoticovy koten Se pouzivad pro 1éCbu gastritid, zaludeCnich viedl, malarie,
tuberkuldzy ale také jako 1€k proti kasli nebo proti rakoving. Extrakt napomaha pfi 1é¢bé viedu,
hemoroidii nebo otrav jidlem. Pfipravky napomahaji zklidnhovat podrazdénou pokozku
a nekteré kultury ji vyuzivaji jako afrodiziakum. Pti dlouhodobém uzivani vSak miize ptsobit
jako projimadlo (Fukai, 2002; Armanini, 2002).

V lékofici nalezneme krom¢& amidl, D-glukozy a sacharozy také kyselinu
glycyrrhizinovou. Ta je asi 50x sladSi nez sachardza a v 1€koftici se vykytuje spiSe ve forme
tvorby zaludecnich $tav napomaha pii 1é€bé zaludecnich viedi. Déle se tu vyskytuji
flavonoidy, polysacharidy, kumariny a latky podobné steroidnim hormontm (Tamova, 2011;

Armanini, 2002).

1.3.2.2 Salvgj

Nazev rodu $alvéj, angl. Salvia, pochazi z latinského salvare neboli 1é¢it. Tento rod
nalezi do ¢eledi hluchavkovité. Jedna se o stalezeleny ket, ktery dortistd jednoho metru. Jeho
stonky a listy jsou obvykle pokryty chlupy. Rostlina ma fialové kvéty, které jsou také pokryty
chloupky pro ochranu medovych 714z pied parazity. Nejcastéji se vyuzivaji listy a nat’. U Salvéje
hispanské se pak jesté pouzivaji jeji seminka, znamé jako chia. Pomoci destilace potom
z ¢astecné nasusenych listl ziskavame bezbarvy az svétle zluty esencialni olej s nasladlou az
hotkou chuti (Sharifi-Rad, 2018).

V dnesni dobé se Salvéj pouziva k 1écbé gastrointestinalniho traktu, nachlazeni, kasle,
bolesti zubll, paleni Zdhy, nadymani ale i pfi nadmérném poceni. Jako kotfeni se vyuziva
napiiklad v Ttalii nebo Recku. Dale ma také protirakovinotvorné, antiflogistické, antibiotické
a antioxida¢ni Gc¢inky. Nesmi se také zapomenout na antimikrobidlni aktivitu vic¢i bakteriim
rodu Streptococcus, Staphylococcus, Escherchia, Salmonella, Shigella a kvasinkdim rodu
Candida (Sharifi-Rad, 2018; Bozin, 2007; Horiuchi, 2007).

Aktivnimi latkami jsou flavonoidy, karotenoidy a organické kyseliny. Z fenolickych
latek zde miizeme nalézt kyseliny rozmarynovou, kavovou, karnosovou nebo samotny
karnosol. Dale tu je vysoké zastoupeni vitaminu A, C, E a vapniku. MliZeme zde také nalézt
estrogen. Z toho divodu se nedoporucuje konzumace t¢hotnym zenam, protoze by mohlo dojit
k potratu plodu (Charles, 2013; Jaradat, 2013).
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1.3.2.3 Tymian

Tymian, znamy také jako matetidouska, je vytrvaly, stdlezeleny, ptiblizn€ 30 cm vysoky
ket. Ma bilé, nariizovelé nebo modrofialové kvéty a ctyfhranné stonky, které odspodu dievnati.
Jedna se o silné aromatickou bylinu s ostiejsi, ale nasladlou chuti i viini (Stahl-Biskup, 2012).

Asi nejdulezitéjsi latkou ziskavanou z tymidnu jsou esencialni oleje. Déle se pro vyrobu
extraktl ale 1 samotné jako kofeni vyuzivaji susené listy. Hlavnimi producenty suSenych listii
jsou Spanélsko, Jamajka a Maroko. Na vyrobu esencialnich olejii jsou péstovany rostliny
prevazné ve Francii, Portugalsku nebo Kanad¢. Tymidn se vyuziva v potravinaiském pramyslu
nejen diky antimikrobiélni aktivité, ale 1 diky velkému mnozstvi antioxidantd a vyrazné chuti
a vuni. V kulinafstvi se vyuziva suseny, Cerstvy ale i v podob¢ oleje. Ve farmacii se vyuziva na
nachlazeni, bolesti v krku, infekce hornich dychacich cest nebo pii zazivacich problémech.
Esencidlni oleje potom napomdhaji pfi dermatologickych obtiZzich a maji antibakterialni
a antifungalni u€inky. Tento olej prokazal antibakteridlni u¢inky na gram pozitivni bakterie,
dale na Pseudomonas aeruginosa, E.coli O157:H7 nebo Listeria monocytogenes vyskytujici se
stale Cast&ji v syrovém mletém mase (Stahl-Biskup, 2012; Solomakos, 2008; Imelouane, 2009).

Mezi aktivni latky v tymianu patii taniny, triterpeny, polysacharidy a jiz zminény
esencialni olej. Ten obsahuje z 30-55% thymol, karvakrol (1-5%), cymen (15-20%), y-terpin
(5-10%) a dalsi latky. Thymol zpusobuje typicky silny kofenény zapach. V tymianu muzeme
nalézt i zastupce skupiny fenolti jako je kyselina kavova nebo rozmarynova. Kromé nich tu jsou
i flavonoidy jako naptiklad apigenin, luteolin, hesperidin nebo naringenin (Bozin, 2006; Stahl-
Biskup, 2012).

1.3.2.4 Galgan

Galgan patii do celedi zazvorovité. Podoba se zazvoru nejen vzhledem ale i chuti, 1 kdyZz
je mnohem aromatictéj$i. Mizeme jej potkat jako zahradni rostlinu S atraktivnimi bilymi
vonnymi kvéty a vyskou az 2 m. Avsak stejné jako u zazvoru se vyuziva hlavné oddenek, ktery
je zlutoSedy. M4 dulezitou roli v kuchynich jihovychodni Asie a Indonésie, kde se vyuziva jako
nasusené koteni ale i Cerstv€ nastrouhany nebo krajeny.

Stale cast&ji se galgan vyskytuje nejen v kuchynich, ale hlavné ve farmaceutickém
odvétvi. M4 totiz antialergické ucinky, kdy jeho extrakt dokdzal G¢inné potlacit alergickou
reakci. Proto se vyuziva pii alergické rymé, ale 1 astmatu. Galgén také prokazal protinadorovou
aktivitu u rakoviny plic a prsu. V neposledni fad¢ také podporuje traveni, napomaha pfi
nevolnostech, snizuje horeCku a pii uziti jako kloktadlo, mize napomahat pii 1é€bé zanctu

dasni, ale i u problému s hornimi dychacimi cestami (Ravindran, 2012; Verma, 2011).
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V této rostliné mizeme nalézt mnoho chemickych latek, diky kterym napomaha pii vyse
zminénych onemocnénich. Jednou z nich je flavonoid galangin, diky kterému ma galgéan proti
nadorovy potencial, ale ktery slouzi i jako antioxidant. Dal$im zastupcem flavonoidl je jiz
zminovany quercetin. Z fenolickych latek miZeme v galganu nalézt kyselinu felurovou,
askorbovou a galovou. Antimikrobialni ucinek této byliny byl dokdzan vici bakteriim rodu
Listeria, Salmonella, Clostridium, Escherchia a Staphylococcus (Ravindran, 2012;
Weerakkody, 2011).

1.3.25 Zazvor

Zazvor patii do Celedi zazvorovitych. Rostlina je pfiblizné metr vysoka a vyriistad ze
silného vétveného oddenku. Ma zluto-Cervené klasy, které vyrtstaji v hustych klasech na
prodlouzenych stoncich (Van Wyk et al, 2005).

Zazvor napomdhd pfi nachlazeni, horeckéch, travicich problémech a jako stimulant
chuti k jidlu. V piedklinickych studiich byla prokazana protinadorova aktivita, kdy indukované
nadory ve stfeve, prsu, Na vajecnicich a pankreatu byly na zvitecich modelech uspésné 1éceny.
(White et al, 2007; Semwal et al, 2015).

Mezi hlavni aktivni latky obsazené v esencialnim oleji zazvoru patii a-zingiberin, citral
A-geranidl, ar-curcumen a Z-citral. Ostatni latky jsou v riizném zastoupeni podle stafi rostlin,
genetiky a mista riistu. SloZeni esencidlnich olejii pfimo ovliviiuje antimikrobialni aktivitu,
protoze kazda ze sloucenin ma specifickou schopnost priiniku nebo naruSeni bakteridlni buniky

(Da Silva et al, 2018; Sasidharan a Menon, 2010).

1.3.2.6 Mata

Tento rod patii do ¢eledi hluchavkovité a nalezi mu asi tficet zastupcli, mezi nimiZ jsou
naptiklad mata vodni, rolni atd. Kromé Antarktidy se vyskytuje na vSech kontinentech. Jedna
se o aromatické byliny s pfisedlymi nebo fapikatymi listy a drobnymi kvéty (Celenk et al,
2008).

V lidové mediciné se mata vyuziva pro 1é€bu bronchitid, plynatosti, nechuti k jidlu,
a antimikrobidlni u¢inky. Kombinace vytazku z maty a medu je Iékem na bolest usi a Zvykani
list M. spicata snizuje bolest zubti a jeji extrakt zastavuje krvaceni. Listy a stonky se pouzivaji
na ochuceni nédpoji, potravinovych doplilka, cukrovinek a zvykacek. Kvéty se daji vyuzit

k aromatizaci omacek, zmrzlin, dresinkd nebo salati (Mahboubi, 2018).
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Antimikrobialni aktivita byla prokazana u esencialnich oleju, které se skladaji hlavné
z piperitonu (38%), piperitenonu (33%) a terpineolu (4,7%). Zbylé slozeni se 1isi podle doby
sbéru esencialniho oleje, ale také podle oblasti, kde rostlina roste a hlavné podle druhu

(Mahboubi a Haghi, 2008).

1.3.2.7 Rakytnik

Rakytnik nalezi do Celedi hloSinovité. Jedna se o opadavy, trnity az 3-4 m vysoky
dvoudomy keft. Pfirozen¢ se vyskytuje v celé Eurasii a vyzaduje slunnd stanovisté. Ma silny
kotenovy systém s uzliky fixujicimi dusik a je optimalni rostlinou pro ochranu vody a pudy
Vv oblastech postizenych erozi (Suryakumar a Gupta, 2011).

Tato rostlina se dostala do podvédomi hlavné diky svym vyzivovym a léCivym
vlastnostem. Plody a §t'ava z nich pozitivné ovliviiuje funkci zaludku, sleziny, dvanactniku ale
také krvetvorbu. Diky vysokému obsahu vitaminu C, K a B komplexu napoméhd i imunité a ma
protiradiacni G¢inky (Suryakumar a Gupta, 2011; Valicek a Havelka, 2008).

Mezi hlavni fotochemikalie vyskytujici se v rakytniku patii tokoferoly, karotenoidy, jiz
zminéné vitaminy C, K a B, fytosteroly a mastné kyseliny (palmova, olejova, linolova,
linolenova aj.). U extraktl z listd a semen byl zjistén antimikrobidlni G¢inek napftiklad pro
Listeria monocytogenes a Yersinia enterocolitica. Zarovenn bylo béhem analyzovani listd
rakytniku objeveno nové fytochemické 1é€ivo hiporamin, u kterého byla prokézana antivirova
a antimikrobidlni aktivita. Ukdzalo se, Ze ma také inhibi¢ni G¢inek na infekci HIV v bunéénych

kulturach (Suryakumar a Gupta, 2011).

1.4 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Diky neustile se zvySujici rezistenci bakterii na dlouho pouzivand antibiotika, je
dulezité objevovat nové moznosti, které by v budoucnu mohly byt pii boji s bateriemi
napomocné. Piikladem takovych latek jsou jiz zminované extrakty z bylin. Pfi testovani téchto
extraktll je tfeba stanovit citlivost danych bakterii k antimikrobidlnim latkam, které se

v extraktech vyskytuji.

1.4.1 Diskovy difizni test

Tento test fadime spiSe mezi kvalitativni, z toho divodu, Ze nelze kvantifikovat
mnozstvi, které difundovalo o agaru. Jedna se o rychlou, jednoduchou, a hlavné spolehlivou

metodu, ktera se ¢asto rutinn€ vyuziva v fadé klinickych mikrobiologickych laboratotich.
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Tato metoda je zalozena na difuzi testované latky z papirového disku do agaru. Na agaru
je naockovana pfislusnd koncentrace daného mikroorganismu. Kolem disku poté béhem
inkubace vznika diky snizujicimu koncentracnimu gradientu tzv. zona inhibice, kde nedochazi
Kk narastu mikroorganismu (Balouiri, 2016)
mize pridat 5 % defibrinované konské nebo ov¢i kreve. Velmi dilezita je i koncentrace bakterii,
ktera je pomoci vatového tamponu nanasena na agar. Je tieba, aby hustota inokula odpovidala
0,5 stupni zakalové stupnice dle McFarlanda. Inkubace probiha 24-48 hodin pii 37°C. Poté se
meéfi zéna inhibice, ta by méla mit stejny kulovity tvar, jako papirovy disk. Vzdy je nutno,
kromé disku se stanovovanou latkou pouzit i kontrolni disk. Naptiklad pro ovéteni, ze kultura
nebyla poskozena a doslo k nartstu (EUCAST,

http://www.eucast.org/ast of bacteria/disk diffusion methodology/)

Naockovani bakterie Naneseni diski Meéieni inhibiénich
na medium zon

al

=
Obrazek 4: Diskovy difuzni test

(pfevzato z https://media.springernature.com/Iw785/springer-static/image/art%3A10.1007%2Fs11051-
018-4152-3/MediaObjects/11051 2018 4152 Figa HTML.qgif, upraveno, stazeno 28.12.2018)

1.5 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Vyrobci u mnoha potravin a latek deklaruji antioxida¢ni ucinky. Aby bylo mozné
porovnavat antioxidacni u€inky, zejména u potravin, byl zaveden pojem celkova antioxidacni
aktivita (TAA). Ta ndm uvadi schopnost antioxidantli odbouravat radikdly. Metod pro
stanoveni TAA je mnoho, je to zpusobeno tim, ze nizkomolekularni antioxidanty mohou
reagovat riznymi zplisoby. Obecné se postupy dé€li do dvou skupin na metody hodnotici
schopnost eliminovat radialy a metody posuzujici redoxni vlastnosti latek.

Mezi metody hodnotici schopnost eliminovat radikaly patii i metoda pouzivajici DPPH
neboli (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl a je povazovana za jednu ze zakladnich
metodik pro posuzovani antiradikalové aktivity. Principem metody je reakce testované latky se
stabilnim DPPH radikdlem, kdy dochazi kredukci radikdlu za vzniku DPPH-H

(difenylpikrylhydrazin) za ptechodu z fialového do zlutého zabarveni. Tato reakce je zobrazena
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na obrazku 5. Pribéh je sledovan spektrofotometricky a po uplynuti konstantniho ¢asu se méti
ubytek absorbance. Vysledky se poté udavaji v procentech inhibice radikalu DPPH nebo
prepoctené na mnozstvi troloxu (Paulova a Bochotakova, 2003; Teixeria et al, 2013).

Pti pouziti metod posuzujicich redoxni vlastnosti se vyuziva reakce redukcnich ¢inidel
s oxidanty, které redukuji a tim je inaktivuji. Diky tomu, je mozné sledovat antioxida¢ni aktivitu
z pohledu redukéni schopnosti. Meéfeni miry redukce provadime chemicky nebo
elektrochemicky. Pfi stanoveni chemickou metodou se vyuziva metoda FRAP (feric reducting
antioxidant potencial), kdy antioxidanty ve vzorku redukuji komplex Fe3*-TPTZ (Fe**-2,4,6- -
tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin). Nartst absorbance odpovidajici mnozstvi komplexu Fe**-TPTZ je
roven antioxidacni aktivit¢ vzorku. Z elektrochemickych metod se nejcastéji vyuziva cyklicka

voltametrie nebo HPLC metoda s elektrochemickou detekci (Paulova a Bochotakova, 2003).

A0 . . Q,
3 \_ ol

W

O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH - oxidované DPPH-H - redukované
fialové iluté

Obrazek 5: Princip metody DPPH (pifevzato z
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23956973, upraveno, stazeno dne
5.1.2018)
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pomiicky

Homogenizacni sacky s membranou
Kahan

Kryci sklicka

Laboratorni sklo — odmérné valce
L-hokejky plastové

Petriho misky — plastové
Ockovaci klicky

Mikropipety automatické

Pipety plastové 1 ml, 10 ml
Podlozni skla

Pomiicky k navazovani

Stojan na zkumavky

Spicky plastové

Vatové tampony

Papirové disky - blank
Zkumavky

2.2 Pristroje

Autoklav STERILAB, BMT Medical Technology, CR
Autoklav PS 20A, BMT Medical Technology s.r.o0., CR
Horkovzdusny sterilizator STERIMAT 51042, BMT Medical Technology s.r.0., CR
Analytické vahy KERN 442-43, Kern, Némecko

Biologicky termostat Memert INE 500

Denzitometr McFarland DEN-1, BIOSAN, Lotyssko

Vortex, Bio Vortex V1, BIOSCAN, Lotyssko

Laboratorni mikroskop NIKON Eclipse H600L 80i, Japonsko
Termostat Lovibond, Velka Britanie

Centrifuga Universal 320, Hettich, Némecko

Vodni lazen CERTOMAT WR, B.BRAUN, Némecko
Homogenizator Masticator I[UL Basic, Spanélsko

Pocitadlo kolonii Start Count STC-1000, VWR International Svycarsko
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Ultrazvukova vana SONOREX RK 31 BANDELIN, Némecko
Chladnicka Liebherr, Némecko

2.3 Zivna media a jejich p¥iprava

GTK agar: Plate Count Agar (HiMedia, Indie)

Slozeni: Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 59/l
Kvasni¢ny extrakt 2,509/l
Glukéza 19/
Agar 15 g/l

Bylo navazeno 23,5 g smési GTK do 1000 ml destilované vody. Nasledné byl roztok

sterilizovan v autoklavu pti 121°C, 15 minut.

DRBC agar: Dichloran Medium Base w/Rose Bengal (HiMedia, Indie)

Slozeni: Masovy pepton 59/l
Dextrosa 10 g/l
Dihydrogenfosforeénan draselny 19/l
Siran hotecnaty 0,54/l
Bengalska cerven 0,025 g/l
Dichloran 0,002 g/i
Agar 15 g/l

Bylo navazeno 15,79 g zivného agaru DRBC do 500 ml destilované vody. Poté byl
roztok sterilizovan v autoklavu 15 minut pifi 120°C. Po zchladnuti na 50°C a byla sterilné
ptidana lahvicka chloramfenikolu (FD 033 Chloramphenicol Selective Supplement), jejiz

sypky obsah byl nejprve rozpustén ve 2 ml ethanolu.

B-P agar: Baird Parker Agar Base (HiMedia, Indie)

Slozeni: Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 10 g/l
Hovézi extrakt 59/
Kvasni¢ny extrakt 19/
Glycin 12 g/l
Pyrohroznan sodny 10 g/l
Chlorid lithny 59/
Agar 20 g/l
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Bylo navazeno 33,2 g komer¢né¢ dodavané smési B-P agaru. Nasledné¢ bylo toho
mnozstvi rozpusténo v 475 ml destilované vody. Oznacend smés byla autoklavovéana 15 minut
pii 120°C. Po ochlazeni smési na 40-50 °C bylo sterilné ptidano 25 ml Zloutkové smeési

s telluri¢itanem draselnym (FD 046 Egg York Tellurite Emulsion).

MYP agar: Modified MYP Agar Base (HiMedia, Indie)

Slozeni: Masovy pepton 10 g/l
Masovy extrakt 19/
D-mannitol 10 g/l
Chlorid sodny 10 g/l
Fenolova Cerven 0,025 g/l
Agar 12 g/l

Bylo navazeno 23,89 g MYP agaru do 500ml destilované vody. Sterilizace v autoklavu
15 minut pti 120°C. Po zchladnuti na 50°C, byl pfidan roztok Polymyxinu B (FD 003
Polymyxin B Sulphate) bylo sterilné ptidano 50 ml vaje¢ného zloutku (FD045-1VL Egg York

Emulsion).

S-B agar: Slanetz and Barley medium (HiMedia, Indie)

Slozeni: Tryptoza 20 g/l
Kvasni¢ny extrakt 59/
Glukéza 29/l
Hydrogenfosfore¢nan (di)sodny 4 g/l
Azid sodny 0,4 g/l
Trifenyltetrazollium chlorid 0,14/
Agar 15 g/l

Bylo navazeno 33,2 g sypké smési S-B agaru do 500 ml destilované vody. Tento roztok

byl ponoten na 20 minut do vodni pary udrzované pti 100°C.
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VCZL agar: Violet Red Bile Agar (HiMedia, Indie)
Slozeni: Pankreaticky hydrolyzat zelatiny

Kvasni¢ny extrakt

Zlugové soli

Laktoza

Chlorid sodny

Neutralni cerven

Krystalova violet’

Agar

79/l
39/l
1,59/
10 g/l
59/
0,03 g/l
0,002 g/l
15 g/l

Bylo rozpusténo 19,26 g smési VCZL agaru v 500 ml. Roztok byl povaien 20 minut ve

vodni péte udrzované pii 100°C. Tento agar nebyl rozlit do Petriho misek, protoze byl pouzit

k inokulaci zalévanim dle CSN 1SO 4832.

KA: Blood Agar Base No. 2 (HiMedia, Indie)
SloZeni: Proteosovy pepton

Jatrovy extrakt

Kvasni¢ny extrakt

Chlorid sodny

Agar

15 g/l
2,509/l
59/l
59/l
15 g/l

Bylo navéazeno 21,25 g smési do 500 ml destilované vody. Sterilizace v autoklavu pfi

121 °C po dobu 15 minut. Po ochlazeni na 40-50 °C bylo asepticky pifidano 7%  sterilni

defibrinované krve.
M-H: Mueller Hinton Agar (HiMedia, Indie)

Slozeni: Hovézi masova infuse
Kysely hydrolyzat kaseinu
Skrob
Agar

2,0 g/l (300)
17,5 g/l
1,59/

17 g/l

Bylo navazeno 15,2 g media do 400 ml destilované vody. Sterilizace probé&hla

v autoklavu pfi 121 °C po dobu 15 minut.
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Fyziologicky roztok
Slozeni: Chlorid sodny (Merck, Némecko) 8,50/l

Bylo navazeno 8,5 g NaCl do 1000 ml destilované vody, sterilizace probéhla
v autoklavu pfi 121 °C po dobu 15 minut.

Fyziologicky roztok s peptonem
Slozeni: Chlorid sodny (Merck, Némecko) 8,50/l
Pepton (HiMedia, Indie) 19/

Bylo navéazeno 8,5 g NaCl a 1 g peptonu do 1000 ml destilované vody. Sterilizace prob¢hla

v autoklavu pti 121 °C 15 minut.

2.4 Chemikalie a roztoky

Imersni olej pro mikroskopovani

Krystalova violet’, Lugoliv roztok, Karbolfuchsin
60% (v/v) ethanol, potravinaisky, Lach-ner

95% (v/v) ethanol, potravinatsky, Lach-ner

70% (v/v) methanol, potravinaisky, Lach-ner
DPPH

Trolox - 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina
Thiobarbiturova kyselina

BHT

Kyselina trichloroctova

Bavlnikova modi v laktofenolu (S 016)
Oxidéazovy test

Peroxid vodiku

2.5 Komerc¢né dodavané soupravy

ENTERO test 24 (Erba Lachema, CR)
STAPHY test 24 (Erba Lachema, CR)

Cinidlo pro test ACETOIN (Erba Lachema, CR)
Cinidlo pro test INDOL (Erba Lachema, CR)
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2.6 Vzorky

Pro tuto praci bylo k dispozici celkem 11 proteinovych piesnidavek, z nichz sedm bylo
po dobu jednoho roku skladovano pii pokojové teploté. Tyto vzorky byly oznaceny 1A, 2B,
3C, 4A, 5B, 6C, 7A. Ve dvou pripadech byla mikrobiologicka kontaminace zjistovana hned po
vyrobé (0Z1, OZ2P) a dva vzorky oznatené OZ3 a OZ4P byly uchovavany 4 mésice pii
pokojové teploté, z diivodu sledovani kontaminace pii tomto skladovani.

Tyto vzorky se lisily technologickou upravou a pouzitymi surovinami. Ty jsou uvedeny
Vv tabulce 1, poméry jednotlivych surovin vSak vyrobce nesdélil z divodu ochrany vlastniho
vyrobku, nebot’ se jedna o vyvojovy produkt. Vzorky OZ1, OZ2P, 0OZ3 a OZ4P obsahovaly
navic sukralozu a piirodni ¢okoladové aroma. V tabulce 2 jsou uvedeny rozdily v Gpravach
a spojitost s oznacenim vzorkau.

Aby nedoslo ke kontaminaci piesnidavky z vnéjsiho prostiedi, bylo tieba ottit obal 60 %
(v/v) ethanolem. Nasledné bylo tfeba piesnidavku promichat promnutim v rukou alespon jednu

minutu. U dvou z nové doruc¢enych vzorkt nasledovalo senzorické hodnoceni a homogenizace.

Tabulka 5: Seznam pouZzitych surovin a dochucujicich latek vzorky 1-A az 7-A

Suroviny
Ryzova mouka Voda
Cirokova mouka Mleté liskové ofechy
Jahlova mouka Mlety kokos
Pohankova mouka Mleté vlasské ofechy
Kukufi¢na mouka Micelarni kasein
Mandlové maslo MIlécny proteinovy koncentrat
AraSidové maslo Hydrolyzovany hovézi kolagen
Repkovy olej Inulin
Lnény olej Kyselina mlécna
Chia olej Citrusova vlaknina
Kokosovy olej Syrovatkovy proteinovy koncentrat
Dochuceni
Nizkotu¢né kakao Limetkova st'ava
Mleta suSend jablka 100% jable¢ny koncentrat
Mleté susené hrusky 100% jable¢no-hruskovy koncentrat

Ryzovy sirup
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Tabulka 6: Varianty presnidavek

Varianta Zpisob sterilizace NejvysSi teplota Cas pasterace
presnidavky béhem pasterace
1-A | Dospéla 120 g 1x pasterace 80,7 °C 20 min
+ xylitol
2-B Dospéla 120 g 1x pasterace 80,7 °C 20 min
3-C Détska 100 g 1x pasterace 80,7 °C 20 min
4-A  Dospela 120 g 2X pasterace 80,9 °C 2x 20 min
+ xylitol 80,6 °C
5-B | Dospéla 120 g 2X pasterace 80,9 °C 2x 20 min
80,6 °C
6-C  Détska 100 g 2X pasterace 80,9 °C 2x 20 min
80,6 °C
7-A | Dospéla 120 g 1x pasterace + 80,7 °C 20 min
+ xylitol sorban (1mg)
OZ1 Dospéla 120 g 1x pasterace 80,7 °C 20 min
OZ2P Dospéla 120 g 1x pasterace 80,7 °C 20 min
OZ3  Dospéla 120 g 1x pasterace 80,7 °C 20 min
OZA4P | Dospéla 120 g 1x pasterace 80,7 °C 20 min
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2.7 Homogenizace

Aby bylo mozné provést stanoveni kontaminace vzorku, byla provedena homogenizace.
Nejprve bylo tieba ocistit obal, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku. Poté bylo do
homogeniza¢niho sacku s membranou steriln¢ navazeno 10 g vzorku a pfidaino 90 ml
fyziologického roztoku s peptonem. Nasledné byla tato smés 2 minuty homogenizovana

Vv peristaltickém homogenizatoru. Po tomto procesu byl vzorek ptipraven k dalsi analyze.

2.8 Mikrobiologicka analyza

2.8.1 Po&itani narostlych kolonii podle normy CSN EN ISO 4833

Pti stanoveni poctu kolonii se uziva metoda zalivu, kdy se 1 ml suspenze zalije Zivnym
médiem, nebo metoda roztéru L-hokejkou, kdy se napipetuje 100 pl suspenze na agar v Petriho
misce.

Pfi pocitani je tfeba zohlednit pocet kolonii. Pokud misky obsahuji 15-300 kolonii
vyuziva se rovnice, kdy zjistime pocet cfu/g vzorku (Rovnice 1). 2C je celkovy soucet
typickych kolonii na vybranych miskach. V znaci pipetovany objem inokula, ni je pocet misek
z prvniho pouzitého fedéni, N2 je pocet misek z druhého pouzitého fedéni a d je faktor prvniho

pouzitého fedéni. Vysledek se zaokrouhluje tak, aby obsahoval dvé ¢islice rizné od nuly.

Rovnice 1: Rovnice pro vypocet poctu kolonii (cfu) na gram potraviny

2C

N =
V-(n;+01 -ny)-d

V piipad€, Ze na misce naroste méné nez 15 kolonii, vyuzivd se vztahu pro odhad
nizkych pocti (Rovnice 2). K vypoctu se vyuZzivaji misky nao¢kované vychozi suspenzi, tedy
nultym fedénim. Hodnota m odpovida aritmetickému praméru poctu kolonii z obou misek, d je

potom faktor fedéni vychozi suspenze.

Rovnice 2: Rovnice pro odhad nizkych pocti
N=m-d?
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2.8.2 Stanoveni celkového po¢tu mezofilnich aerobnich a fakultativné anaerobnich

mikroorganismii (CPM kultivaéni metodou, CSN EN ISO 4833)

Stanoveni celkového poctu mikroorganismti patii mezi zdkladni vySetfeni potravin,
slouzi ke sledovani mikrobiologické Cistoty a tim i kvality potravin a surovin, ze kterych se
potraviny skladaji. Podle normy se pouziva agar GTK (glukdza, trypton, kvasni¢ny extrakt). Po
kutivaci se pocitaji vyrostlé kolonie a vypo¢ita se pocet cfu/g.

Celkové pocty byly stanoveny u vzorku, které byly dodany jiz s extrakty bylin. Nékteré
vzorky nebyly pasterovany a bylo tfeba zjistit, zda extrakty inhibuji nartist bakterii. Po
homogenizaci, kterd je popsana v bod¢ 2.7 byl napipetovan 1ml z homogeniza¢niho sacku do
Petriho misky. Nasledné byl tento homogenat zalit roztavenou pudou GTK. Poté bylo
desitkovym fedénim pfipraveno fedéni 102, To bylo zaockovano stejnym zpiisobem, tedy 1 ml
byl zalit agarem GTK. Dale bylo toto stejné fedéni pouzito pro roztér L-hokejkou na pidu GTK,
pipetovano tedy bylo 100 pl. Byly tedy ziskany, tfi po sob¢ jdouci fedéni. Kazdé fedéni bylo
naockovano na dvé Petriho misky. Po kultivaci pfi 30 °C, 24h byly spocitany kolonie
a vyjadfeny v poctu cfu/g.

2.8.3 Stanoveni koliformnich mikroorganismii v potravinach (CSN ISO 4832)

Touto metodou stanovujeme rody Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella a Escherchia.
Arbitrazni pidou je VCZL, skladajici se z krystalové violeti pro inhibici gram pozitivnich
mikroorganismil, neutralni ¢ervené, ktera slouzi jako indikator zkvaSovani laktozy, Zluci pro
inhibici doprovodnych mikroorganismt a laktézy jako ziviny. Koliformni bakterie nardstaji
v drobnych ¢ervenofialovych koloniich.

Po homogenizaci, kterd je popsdna v bod¢ 2.7, byl do prazdné Petriho misky
napipetovan 1 ml suspenze pfimo z homogenizaéniho sacku (fedéni 101) a byl zalit roztavenou
pidou VCZL a dokonale promichan. Stejnym zptisobem bylo provedeno naockovani
i v pfipadé nasledujiciho fedéni (102). Kazdé fedéni bylo naotkovano na dvé Petriho misky.
Po utuhnuti byl jesteé agar prelit téZe ptidou pro zajisténi prostiedi, kultivace probihala 72 h pfi

30 °C aerobné. Poté byly pocitany typické kolonie a vyjadieny v cfu/g.

2.8.4 Stanoveni poctu enterokok

Stanoveni enterokoktl neni obsazeno v norméch. Je to z toho diivodu, Ze n€které druhy
mohou byt souc¢ésti tzv. startovacich kultur. Stanoveni proto probiha ve chvili, kdy je podezieni,

ze by znehodnoceni potravin mohlo byt zplisobeno prave enterokoky. Jedna se o bakterie, které
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jsou velmi odolné a dobie snasi i vyssi teploty, pH nebo zvySeny obsah soli. Pti stanoveni rodu
Enterococcus proto vyuzivame pudu podle Slanetz-Barleyové. V ni je obsazen azid sodny,
ktery inhibuje narust doprovodné mikroflory a trifenyltetrazolium chlorid (TTC), ktery je
enterokoky redukovén na cerveny formazan. Enterokoky nartistaji v karminové Cervenych
koloniich.

Po homogenizaci, kterd je popsdna v bod¢ 2.7, bylo na pidu S-B naoc¢kovéano 100ul
suspenze piimo z homogenizaéniho sa¢ku, tedy fedéni 107, a rozetfeno L-hokejkou. Stejné tak
bylo provedeno naockovani i v piipadé fedéni 102, kdy byl 1 ml piavodniho
zhomogenizovaného vzorku smichan s 9 ml fyziologického roztoku. Kazdé tedéni bylo
naoCkovano na dvé Petriho misky. Nasledné byly misky ulozeny do termostatu pii 37 °C

a inkubovany 72 h acrobné&. Poté byly pocitany typické kolonie.

2.8.5 Horizontalni metoda stanoveni po¢tu presumptivniho Bacillus cereus
(CSN EN ISO 7923)

Pomoci této metody je stanovovan pocet presumptivnich neboli piedpokladanych
prislusnikti druhu Bacillus cereus. Pomoci konfirma¢nich testii totiz neni mozné odlisit
B.cereus od ostatnich, byt fidce se vyskytujicich, zastupct tohoto druhu. Arbitrazni pudou je
MYP agar (mannitol, yolk, polymixin B). Vyuziva se tu proteolytickych vlastnosti bakterie
B. cereus, ten totiZ nezkvaSuje manitol a diky indikatoru fenolové cerveni tak narlsta
v riizovych koloniich. Zloutek se vyuziva pro zjisténi aktivity lecitinazy a polymixin B sulfat
inhibuje doprovodnou mikrofloru.

Po homogenizaci, kterd je popséna v bod¢ 2.7, bylo na Petriho misku s MYP agarem
napiperovano 100 ul piislusného fedéni (10" a 102) a rozetieno L-hokejkou. Kazdé fedéni bylo
naockovano na dvé Petriho misky. Nésledovala inkubace pti 30 °C, 72 hodin aerobné a po¢itani

typickych kolonii.

2.8.6 Metoda stanoveni koagulaza-pozitivnich stafylokoki (CSN EN ISO 6888-1)

Stanoveni koagulaza pozitivnich stafylokokl je zalozeno na slozeni pudy, kdy se
vyuziva vajecny zloutek pro zjisténi aktivity lecitindzy, telluriCitan draselny, ktery je koagulaza
pozitivnimi stafylokoky redukovdn na cerny telurid, a chloridu lithném, ktery inhibuje
doprovodnou mikrofloru. Arbitrazni pudou je proto puda podle Baird-Parkera s vajecnou

emulzi. Diky teluridu zde stafylokoky nartistaji v drobnych ¢ernych koloniich.
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Po homogenizaci, ktera je popsdna v bod¢ 2.7, bylo na Petriho misku s B-P agarem
napipetovano 100 pl suspenze v fedéni 10 a 102 a fadné rozetfeno L-hokejkou. Pro kazdé
fedéni byly naockovany dvé Petriho misky. Inkubace probihala pti 37 °C po dobu 72 hodin

aerobn¢. Po inkubaci byly spocitany typické kolonie.

2.8.7 Stanoveni celkového poctu kvasinek a plisni u vyrobki s vodni aktivitou vyssi

nez 0,95 (CSN EN ISO 21527-1)

Stanoveni poctu kvasinek a plisni probiha na jedné zivné ptid¢, avsak pii vyhodnocovani
se pocty uvadi zvlast. Vyuziva se k tomu ptida DRBC, ktera se sklada z dichloranu, bengalské
cerven¢ a chloramfenikolu. Bengalska cerven napomaha pfi identifikaci plisni a kvasinek kdy
kvasinky rostou razové. Zaroven spolu s vy$§im pH pudy a dichloranem napomaha inhibovat
rozrustani plisni se vzdusnym myceliem. Chloramfenikol pak napoméha inhibici riistu bakterii.

Po homogenizaci, kterd je popsana v bod¢ 2.7, bylo na Petriho misku metodou roztéru
L-hokejkou zaockovano 100 pl fedéni 10! a 102 vzdy ve dvou opakovanich. Nasledovala

inkubace pti 25 °C po dobu 5 dni a pocitani narostlych kolonii.

2.9 Identifikace mikroorganismu

Jednim zcild této prace bylo vyizolovat mikroorganismy, kontaminujici tyto
presnidavky a identifikovat je. Ztoho divodu byly mikroorganismy, které narostly na
selektivné diagnostickych piidach, pfeockovany na neselektivni medium KA a Miieller-
Hintondv agar (kultivace 24 h, 37 °C) a byly podrobeny dalS$imu testovani jako je barveni dle
Grama, tvorba katalazy a oxidazy.

Vybrané kolonie byly definitivné identifikovany pomoci metody MALDI-TOF
v Pardubické nemocnici, Krajské nemocnici Pardubického kraje, oddéleni mikrobiologie
MUDr. Lucii Barekovou, Ph.D. a byly pouzity pii sledovani antimikrobidlni aktivity
rostlinnych extraktii. Po dobu experimentu byly kultury uchovavany na pidé KA a M-H pfti

chladnickové teploté.

2.10 Vyroba rostlinnych extrakti

Rostlinné extrakty byly pfipravovany na Katedfe analytické chemie, z koteni a bylin
bézné dostupnych na ¢eském trhu. Jednalo se o extrakty galganu, 1ékofice, tymianu, Salvéje,
majoranky, maty, rakytniku a zazvoru. V tabulce 7 je soupis pouzitych extrakti a jejich

koncentrace.
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Tabulka 7: Pripravené extrakty a jejich vysledna koncentrace

Bylina Koncentrace (mg/ml)
Galgan — Galgan oddenek, F-Dental Hodonin 35,60
Lékoftice — Lékorice kofen, F-Dental Hodonin 34,18
Tymian — Tymian list, F-Dental Hodonin 45,54
Salvéj — Salvgj list, F-Dental Hodonin 29,59
Mata — zdroj vlastni 37,62
Rakytnik — Plody, Fruwe, s.r.o., Kladno 45,54
Zazvor — Zazvor mlety, Kotanyi 48,81

Pracovni postup je zobrazen na obrazku 6. K navazce bylin byl pfidan ethanol a nasledné
umistén do ultrazvuku. Nasledné byl odpipetovan co nejvétsi objem ethanolu. Nasledovalo
doplnéni ethanolu. Tento postup byl opakovan dvakrat. Poté byl extrakt centrifugovan 15 minut
pti 5000 otackach za minutu. Nasledné byly extrakty zvaZeny a umistény do susarny. Vysusené
extrakty byly rozpu$tény zvazeny a rozpustény v takovém mnozstvi 60 % (v/v) EtOH, aby doslo
k dokonalému vymyti a rozpusténi celého extraktu. Z téchto hodnot byla dopocitana
koncentrace extraktu. Po rozpusténi byl roztok kvalitativné preveden do sterilni plastové

zkumavky a po celou dobu byl uchovéavan v chladnicce.

2 g matrice + Sliti extraktu + Sliti extraktu + Centrifugace Rozpusténi extraktu
20 ml 60% EtOH | | 15ml60%EtOH | | 15ml60% EtOH extraktu + v hejmensim

10 min 10 min 10 min | suseni24h, [ | mozném mnosstvi
ultrazvuk ultrazvuk ultrazvuk 37°C EtOH (10 ml)

Obrazek 6: Pracovni postup piipravy extraktl

2.11 Stanoveni antimikrobialni aktivity — diskova difizni metoda

Po identifikaci mikroorganismi a pripravé extraktd, nasledovalo stanoveni
antimikrobialni aktivity pomoci diftzni diskové metody. Metoda byla provedena dle
mezinarodniho postupu sledovani citlivosti na antibiotika EUCAST diskova difizni metoda,
verze 7.0 z ledna 2019

Jednalo se o test antimikrobidlni aktivity u bakterii, které byly stanoveny
a identifikovany Vv dodanych vzorcich. Na test byla tfeba 24h kultura, kultivovand na
neselektivnim diagnostickém mediu. V tomto pfipadé se jednalo o0 M-H agar. Nasledn¢ byla
z kultury pomoci fyziologického roztoku pfipravena suspenze o hustoté 0,5 stupné dle

McFarlanda. Tato suspenze byla pomoci sterilniho vatového tampdnu nanesena na celou plochu

55



Petriho misky s M-H agarem. Nasledn¢ byly na takto inokulovanou putdy steriln¢ naneseny
prazdné disky o velikosti 6 mm, na které bylo napipetovano 12 ul extraktu (pfi pipetovani
vetsiho objemu nedoslo k nasati celého objemu do disku a extrakt se vyplavil i mimo né&j). Na
jednu Petriho misku bylo umisténo maximaln¢ Sest papirovych diskl, a to z toho divodu, ze
pii vys$§im poctu, by mohlo dochazet ke splyvani inhibi¢nich zon. Kromé extraktii byl na jeden
disk nanesen i slepy pokus v podobé 60 % (v/v) EtOH. Inkubace byla 24 h pti 37 °C

a nasledovalo odec¢teni inhibi¢nich zon. Veskera stanoveni byla provedena v dubletu.

2.12 U&innost extrakta v realnych vzorcich

Vybrané nejucinngjsi extrakty byly pfedany vyrobci, ktery pripravil sérii pasterovanych
a nepasterovanych presnidavek s ptfidavkem téchto extrakti. Nasledn€¢ byl proveden
mikrobiologicky rozbor ihned po vyrobeni piesnidavky a dale pak po tydnu. Vzorky byly
uchovavany pii pokojové teploté.

Vzorky byly oznaleny galgan, 1€kofice, Salvéj, galgan — P, I€kotice — P, salvéj — P.
Oznaceni P znamenalo, Ze se jednd o pasterovany vzorek. Po homogenizaci, kterd je popsana
v bodé€ 2.7, bylo ptfipraveno druhé fedéni pomoci desitkového fedéni. Nésledovalo rozockovani
na prislusna media. Postup je popsan v kapitolach 2.8.1 az 2.8.7. Nasledovala inkubace 48 h,

pri teplotach, které jsou uvedeny u postupii. Po inkubaci byly spocitany typické kolonie.

2.13 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Pro stanoveni antioxidacni aktivity bylo tfeba pfipravit extrakty ze samotnych
presnidavek. Ty byly po mikrobidlnim stanoveni uschovany rozprostfené mezi dva pecici

papiry v mrazicim boxu. Schéma ptipravy je zobrazeno na obrazku 7.

2 g matrice + Odpipetovat 10 ml + Odpipetovat 10 ml + Centrifugace
20 ml 70% MetOH 10 ml 70% MetOH || 10 ml 70% MetOH extraktu
10 min ultrazvuk 10 min ultrazvuk 10 min ultrazvuk

Obrazek 7: Schéma ptipravy extraktu z presnidavek

2.13.1 Kalibra¢ni rada

Kalibracni fada se pfipravovala zlatky Troloxu, pfipravil se zéasobni roztok
0 koncentraci 250 pg/ml v 95% (v/v) EtOH. Z tohoto roztoku byla nasledné pfipravena
kalibra¢ni fada o koncentracich 1, 2, 5, 10, 15 a 20 pg/ml do 10 ml odmérnych ban¢k. Z takto
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pfipravenych roztoki bylo do zkumavky odpipetovano 500 pl a pfidano 5 ml methanolického
roztoku DPPH radikalu o koncentraci 25 pg/ml. Po protiepani se nechaly obsah zkumavek 20
minut (fixni ¢as) reagovat v temnu. Pfesn¢ po uplynuti 20 minut byla zmétena absorbance pii
517 nm. Doba, po kterou reakce probihala byla vybrana, protoze v tomto ¢ase jiz nedochazelo
ke snizovani absorbance. To dokazuje obrazek 11 v piiloze. Spolu s kalibra¢ni ktivkou byl
promé&ien i slepy vzorek, kde bylo do zkumavky napipetovano 500 ul 70% (v/v) MetOH a 5 ml
roztoku DPPH. Zbyly postup byl totozny jako pro kalibra¢ni fadu. Graf pro kalibra¢ni fadu je

na obrazku 12 v ptilohach.

2.13.2 Méreni vzorku

Ziskany extrakt z ptesnidavky byl upraven stejn¢ jako kalibraéni roztoky. Do zkumavky
bylo odpipetovano 500 pl daného vzorku a bylo ptidano 500 ml roztoku DPPH o koncentraci
25 pg/ml. Po promichani se zkumavky umistily do temna, aby mohla probéhnout reakce. Po
uplynuti 20 minut byla méfena absorbance pfi 517 nm. VSechny vzorky byly stanovovéany
vzdy dvakrat a to tak, Ze z kazdé presnidavky byly pfipraveny dva extrakty a kazdy extrakt byl

zpracovan a zmeien dvakrat.

2.13.3 Vyhodnoceni vysledkii

Namétené hodnoty absorbance vzorkt, byly pomoci vzorce (Rovnice 3) pievedeny na
procenta inhibice. Po dosazeni této hodnoty do rovnice grafu, kterou jsme ziskali po vytvoreni
grafu kalibra¢ni fady zavislosti inhibice na koncentraci, jsme dostali koncentraci v pg/ml.
Nasledné bylo tfeba zohlednit objem, do jakého byl piivodni vzorek extrahovan a ptivodni
mnozstvi vzorku. Po téchto pfepoctech jsme zjistili, jakému mnozstvi Troloxu (pg) odpovida
antioxidacni aktivita v jednom gramu vzorku. Nasledn¢ doslo ke statistickému srovnani
metodou Tukey — metoda pro parové porovnani v programu OriginPro9. Hodnoceni bylo
formou oznaceni pismenem, kdy oznaceni stejnym pismenem znacilo statisticky stejné

hodnoty.

Rovnice 3: Prepocet absorbance — koncentrace

100 - absy,,orku

% inhibice = 100 — Ths
blank
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2.14 Stanoveni rozsahu oxidace lipidi s vyuZitim thiobarbiturové kyseliny

Oxidace lipidii neboli Zluknuti je problém u potravin obsahujici velké mnozstvi lipidu.
Dochazi tu k reakci hydroperoxida s kyslikem za vzniku malondialdehydu (MDA). Tento
aldehyd vytvari komplex s kyselinou thiobarbiturovou za vzniku rizového komplexu, ktery je
mozné spektrofotometricky zméfit pii vinové délce 532 nm. Vzorek je méfi i pti 600 nm, tato
vlnova délka napomaha korekci ¢ervenych latek, které mohou byt ve vzorku piitomny.

Vyuzily se extrakty presnidavek, které byly pfipravovany pro zkousky antioxidacni
aktivity. Do zkumavky s vickem byly napipetovany 2 ml vzorku a 2 ml pfedem pfipravené
smési skladajici se z 20% (v/v) kyseliny trichloroctové, 0,01 % (v/v) BHT a 0,65% (v/v) TBA.
Zkumavky se uzaviely a po dobu 30 minut byly zahiivany na 70°C. Po uplynuti ¢asu
a ochlazeni byla métena absorbance pii 532 a 600 nm. Mé&feni probihalo vzdy v dubletu.
Rozsah oxidace lipida byl vypocitan na zakladé tzv. malodialdehyd ekvivalentu (MDAeq.)

v nmol/l. Tento vztah dokazuje rovnice 4.

Rovnice 4: Vypocet MDAeq.

nmol) _ [As32 — 4s00

MDAeq. ( I 155000

]- 106
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3 Vysledky

3.1 Stanoveni koliformnich mikroorganismii v potravinach (CSN ISO 4832)

Stanoveni koliformnich mikroorganismti probéhlo pro ovéfeni sanitace provozu
a kvality pouzitych surovin. Protoze nedoslo k nartistu vy$§imu nez 15 kolonii, byl pouzit vztah
pro odhad nizkych poc¢t (Rovnice 2).

U vzorki 1-A, 2-B, 3-C, 4-A, 5-B, 6-C a 7-A, 0Z1, 0OZ3 a OZ4P Kk narustu na médiu
VCZL nedoslo, mizeme tedy fici, e ve vzorcich se nachdzi méné nez 1,0.10' cfulg
presnidavky. To znaci dobrou sanitaci provozu. U vzorku OZ2P doslo k néarlstu jedné kolonie,
ktera prorustala do média. Z toho divodu byla bakterie vyizolovana izolaci ¢arkovanim na
neselektivni medium a pomoci metody MALDI-TOF uréena jako Pantoea gaviniae. Nejednalo

se tedy o koliformni mikroorganismus.

3.2 Stanoveni poctu enterokokii

Enterokoky byly testovany z diivodu jejich schopnosti piezivat pii vyssich teplotach
a celkové odolavat neptiznivym podminkam pro rast. U zddného ze vzorkli nedoslo k narGstu,

pocet enterokokt je tedy nizsi nez 1,0.10% cfu/g presnidavky.

3.3 Horizontalni metoda stanoveni poctu presumptivniho Bacillus cereus

(CSN EN SO 7923)

U vzorki 1-A, 6-C, 7-A a OZ2P nedoslo na pidé MYP k nértstu zddnych typickych
kolonii. Poget presumptivniho Bacillus cereus je tedy mensi nez 1.10% cfu/g vzorku. U vzorkt
0OZ3 vybrany kolonie pro identifikaci. Pomoci MALDI-TOF bylo zjiSténo, Ze se jedna
o Bacillus subtilis. Vysledky ostatnich vzorku jsou v tabulce 8.
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Tabulka 8: Celkové pocty presumptivniho Bacillus cereus

Vzorek cfulg
1-A <1,0.10?
2-B 1,0.102
3-C 2,0.102
4-A 4,0.10°
5-B 2,0.10?
6-C <1,0.10?
7-A <1,0.10?
0z1 2,0.10?

OZ2P <1,0.102
0z3 4,0.10°
0z4P 7,0.10?

3.4 Metoda  stanoveni  potu  koagulaza-pozitivnich  stafylokokii

(CSN EN I1SO 6888-1)

Pocitany byly typické ¢erné drobné kolonie, které narostly na B-P agaru. Souhrn je

v tabulce 9. Bez naristu byly pidy 1-A, 4-A a 7-A. Pravé tyto vzorky spojuje ptidani xylitolu

do presnidavky. Je tedy mozné, a né€které studie (Tapiainen, 2001) to potvrzuji, ze tato latka
Tabulka 9: Celkové pocty koagulaza pozitivnich stafylokoku

Vzorek cful/g
1-A <1,0.10?
2-B 1,0.103
3-C 4,0.10°
4-A <1,0.10?
5-B 1,0.10%
6-C 3,1.10?
7-A <1,0.10?
0z1 2,1.10°

0z2P 7,0.102
0z3 7,0.10?
0z4P 2,0.10°
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napomaha inhibici ristu pritomnych stafylokokti. U téchto vzorki byl pocet stanoven jako nizsi

nez 1,0.10% cfu/g.

3.5 Stanoveni celkového poctu kvasinek a plisni u vyrobkii s vodni aktivitou

vys$§i nez 0,95 (CSN EN ISO 21527-1)

Pouze u jednoho vzorku byla na pidé DRBC objevena plisen. Jelikoz se jednalo
0 ojedinély vyskyt, jedna se o vzdusnou kontaminaci. Tato plisen byla obarvena bavinikovou
modfi a bylo ureno, ze se jedna o plisen rodu Cladosporium. Mizeme tedy fici, Ze mnoZzstvi

kvasinek i plisni bylo nizsi nez 1,0.102 cfu/g piesnidavky.

3.6 Identifikace mikroorganismu

Bylo vybrano 7 kolonii z riznych agari a vzorkt, které byly identifikovany. Jejich
ptehled a vysledky testi jsou uvedeny v tabulce 10.

Vsechny tyto kolonie byly obarveny dle Grama a byl proveden test na katalazu
aoxidizu. U kolonie z VCZL agaru byl po prokazani negativni oxidizy proveden

ENTEROtest. Podle vysledki Enterotestu se s 81,5 % shodou jednalo o Enterobacter pyrinus.

Tabulka 10: Vysledky identifikace mikroorganismi

Cislo  Oznaeni Pivodni Gramovo Kataliza Oxidiaza  ldentifikace
kultury vzorku agar barveni
1 3-C B-P +, koky + - Staphylococcus
aureus
2 0Z2P VCZL -, ty&inky + - Pantoea
gaviniae
3 0Zz1 MYP +, ty¢inky - - Enterococcus
caseliflavus
4 0z3 B-P +, ty¢inky + - Bacillus
licheniformis
5 0z4P MYP +, koky + - Staphylococcus
warneri
6 0z3 MYP +, tyGinky + + Bacillus
subtilis
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Tato shoda vsak nebyla dostacujici a z toho divodu byla kultura spolu s ostatnimi
odeslana na vysetfeni metodou MALDI-TOF do Pardubické nemocnice. Vybrana kultura
z agaru dle B-P po pfeockovani byla po provedenych testech zao¢kovana na STAPHY'test,
ktery z 93% potvrzoval Staphylococcus chromogenes. Ani toto identifika¢ni skoére nebylo

dostatecné a proto byl vzorek odeslan na identifikaci na MALDI-TOF/MS.

3.7 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Identifikované bakterie byly zaoCkovany na M-H agar. Byly pouzity i kultury ze sbirky
Staphylococcus aureus (CCM 3953), Bacillus cereus (CCM 2010) a E.coli (CCM 4717).
Ptipravené extrakty byly napipetovany na papirové disky a po kultivaci se sledovala inhibi¢ni
z6na. Ptehled inhibiénich zon pro jednotlivé extrakty a pro bakterie je v tabulkach 11 a 12.
Nejlepsi antimikrobidlni ucinky byly prokazany u Salvéje (u vétSiny bakterii méla inhibicni
z6na prumér vétsi nez 12 mm), 1ékotice (pramérné mély inhibi¢ni zony 9 mm) galganu, kde
byl primér vice nez 8§ mm. Pravé tyto tfi extrakty byly vybrany pro testovani v realnych

vzorcich.

Tabulka 11: Vyhodnoceni antimikrobialni aktivity ¢ast I.

Inhibi¢ni zony (mm) - primér

Lékorice 11 10 11 10,5 6
Salvéj 11,5 12 8 12 10
Tymi4n 6 9,5 6,5 8 6
Galgan 11 8 8 8,5 6
Zazvor 9 8 6 9 6
Mita 6 6 6 6 6
Rakytnik 7 6 8 9 6
EtOH 6 8 8 6 6

Prumér disku 6 mm
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Tabulka 12: Vyhodnoceni antimikrobialni aktivity ¢ast II.

Inhibi¢ni z6ny (mm) - pramér
Extrakt
S. warneri B. licheniformis = E. casseliflavum B. subtilis
LékoFice 13 10 11 12
Salvéj 12 13 13,5 14
Tymian 6 6 6 7,5
Galgan 12 10 11 10
Zazvor 6 6 6 6
Mata 6 6 6 6
Rakytnik 10 6 6 8
EtOH 6 6 9 6

Prumér disku 6 mm

3.8 U¢innost extrakti v realnych vzorcich

Po kultivaci byly pocitany typické kolonie. Testovani bylo provedeno v den vyroby a po
tydnu. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach 13 a 14. Pfi homogenizaci 7 dni po vyrobé&
nepasterované vzorky v sacku jevily bombaz. Pii obou téchto testovani byly vybrany podezielé
kolonie, které pterostly MYP agar. Byly obarveny podle Gramma a otestovany na katalazu
a oxidazu. Jednalo se o gram pozitivni, katalaza, oxidaza pozitivni koky. V dal§im ptipadé se
jednalo o drobné¢ kolonie, které opét narostly na MYP agaru. Jednalo se také o gram pozitivni,
katalaza a oxidaza pozitivni koky. Dalsi pfipad byly kontrolni testy pro potvrzeni enterokoki,
protoze barveni dle Gramma prokazalo gram pozitivni koky a bakterie na SB agaru. Nasledné
byla provedena izolace ¢arkovanim na MPA a poté test na kataldzu a oxiddzu. Byl proveden
také preparat z kolonii plisni a kvasinek, které narostly na DRBC. Ten potvrdil pfitomnost

kvasinek a pliseni byla ur¢ena jako zastupce rodu Mucor.

63



Tabulka 13: Po¢ty mikroorganismii na jednotlivych pidach — prvni testovani

Salvé; Salvéj—P  Lékofice LékoFf’ice ~ Galgin  Galgan—P
cfulg
DRBC <1010°  <1010° DI 0102 <1010 <1007
GTK Pterostlé zastupcem rodu Bacillus
VCZL  <1,0.10% <1,0.10* 1,0.10* <1,0.10* 1,0.10 <1,0.10*
B-P 6,0.102 1,0.10? <1,0.10? 2,5.10? <1,0102  <1,0.10°
S-B <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10? <1,0.10? <1,0.10° <1,0.10?
MYP 1,5.102 1,0.10? 2,5.10? 1,0.102 4,5.102 5,0.10?

Tabulka 14: Pocty mikroorganismii na jednotlivych pudach — testovani po tydnu

Lékoftice —

Salvgj Salvéj—P  Lékotice P Galgan | Galgan—P
cfulg
DrRBC  Pferostle g 5902 34100 <p0102  PRerostle g 4902
rod Mucor rod Mucor
5 Pterostlé 5 Pterostlé 5 Pterostlé
GTK >3,0.10 rod Mucor >3,0.10 rod Mucor >3,0.10 rod Mucor
VvCZL  <1,0.10* <1,0.10! <1,0.10! <1,0.10* <1,0.10* <1,0.10*
B-P 2.0.102 <1,0.102 4,5.102 2.0.102 2,0.102 <1,0.10?
S-B 1,2.10° <1,0.102 1,0.10° <1,0.10? >3,0.10° <1,0.10?
MYP 15102  <1.0.10° 19105 | [Prerostlé 5,0 Plerostlé
rod Mucor rod Mucor
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3.9 Stanoveni antioxidacni aktivity

Vysledky méfeni jsou V tabulce 13. Vzdy byly pfipraveny dvé navazky vzorku a kazda
navazka byla zmétena dvakrat. Ze statistického hlediska jsou hodnoty s oznacenim € nejvyssi.
Vzorky OZ3 a OZAP maji vysledky oproti ostatnim vzorkim velmi rozdilné. Pti
srovnani se vzorky OZ1 a OZ2P je tfeba zohlednit, Ze prvni dva zminéné byly stanovovany po

4mési¢nim skladovani pti pokojové teploté. Z toho divodu mohlo dojit k poklesu antioxidacni

aktivity vzork.

Tabulka 15: Vysledky méfeni antioxidacni aktivity s vyuzitim DPPH radikalu

Vzorek Pramér (ng/g Troloxu) Smérodatna odchylka
1-A 20,69 ° 1,75
2-B 22,57°¢ 6,53
3-C 34,16 ¢ 6,97
4-A 15,78 3,12
5-B 33,29° 4,84
6-C 22,01° 1,85
7-A 16,71° 5,37
0z1 35,18 ° 7,39

0Oz2P 29,26 0:¢ 6,45
0z3 2,202 1,46
0z4P 5,542 3,34

Aritmeticky primér + smérodatna odchylka, riznd pismena ve sloupci znaci statisticky

vyznamny rozdil (n = 4), p < 0,05

3.10 Stanoveni rozsahu oxidace lipidi

Pro posouzeni rozsahu oxidace lipidd bylo opét provedeno statistické srovnani

oxidace lipida. Tyto hodnoty jsou v tabulce 14. Pokud to porovname s vysledky antioxidacni
aktivity, je tu vidét souvislost. Pravé u vzorku 1-A, 2-B a OZI je i vyssi hodnota antioxidantu.

Ty totiz oxidaci lipidd brani. Oproti tomu vzorky 4-A a OZ4P vykazuji vyssi hodnotu MDAeq.

a nizS$i antioxida¢ni aktivitu.
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Tabulka 16: Vysledky rozsahu oxidace lipida

Vzorek MDAeq. Primér Smeérodatna
(nmol/ml) (nmol/ml) odchylka
A 0097 0.100° 0003
0064 0.087° 0003
3 0135 0.139° 0,003
B e o
5B 838 0,123 be 0,006
6-C ol o oo
A 0135 0.139° 0003
0z1 0097 ooser 0003
072 0179 0.126° 0,003
om UE oo
0Zz4P 8:132 0,145 ¢ 0,003

Aritmeticky primér + smérodatna odchylka, rizné pismena ve sloupci
znadi statisticky vyznamny rozdil (n = 2), p <0,05

66



4 Diskuze

Vzorek OZ1 byl senzoricky srovnatelny se starou susenkou, kterd byla nevhodné
skladovana. Suroviny, které vyrobce uvedl, v chuti nijak vyrazné citit nebyly. Z mého hlediska
byl vzorek OZ2P chutové velmi nevyrazny az mdly a ani hrudkovita konzistence nebyla
piijemna. U ostatnich vzorkti nebylo senzorické a chutové hodnoceni uskute¢néno z divodu
mozné kontaminace vzorku pti dlouhodobém skladovéni pii pokojové teploté. Realné vzorky
doplnéné o extrakty, které nebyly pasterované, byly velmi tekuté a pfi testovani po tydnu byla
baleni velmi nafoukla. Oproti tomu vzorky, které pasteraci prosly mély stejnou koncentraci
jako vzorky piivodni a zména ani po tydnu uchovavani v pokojové teploté nebyla patrna.

Z mikrobiologického hlediska je kvalita pfesnidavek ptivodné dodanych vzorkd OZ1,
0Z2P, OZ3, OZA4P, ale i vzorkd, které byly rok uchovavany pti pokojové teploté (1-A az 7-A)
dobrd, a to 1 presto, ze byly nalezeny jiz zminéné bakterie. Hlavnim ukazatelem jsou pocty
téchto bakterii. Je to z toho diivodu, Ze nékteré bakterie jsou schopné tvofit toxiny, které mohou
zpusobit selhani organismu. Tyto toxiny mohou tvofit zastupci rodu Bacillus i Staphylococcus.
Do roku 2006 byla v platnosti vyhlaska ¢. 132/2004, ktera stanovovala maximalni pocet
bakterii, které se v potravinach mohou vyskytovat tak, aby byla potravina jesté nezavadna. Pro
détské presnidavky je pocet u zminénych rodi stanoven na maximalné 102 cfu/g. U potravin
uréenych K p¥imé spotiebé je to potom 10* cfu/g. Vzhledem k vysledkiim lze tedy fici, Ze
pfesnidavky jsou 1 po ro€nim skladovani pfi pokojové teploté vhodné k béZné konzumaci
I podle starsich a ptisngjsich pravidel. V dnesni dob¢ se kvalita potravin fidi Nafizenim komise
Evropského spolecenstvi ¢. 2073/2005 a novelizace nafizeni ¢.1441/2007. Toto nafizeni
stanovuje u potravin uréenych k pfimé spotfebé piitomnost bakterii Listeria monocytogenes
a dale, Ze nesmi obsahovat bakterie ani toxiny v koncentraci, kterd by mohla vyvolat poskozeni
lidského zdravi. Z toho vyplyva, Ze 1 podle tohoto natizeni je vzorek v potradku.

Béhem stanoveni poctu jednotlivych druhit mikroorganismil, se n€kolikrat stalo, Ze na
diagnostickém mediu pro urcity druh, narostly jiné bakterie, nez byly o¢ekavany. To se stalo
u vzorku OZ2P, kdy se podatilo na MYP agaru vykultivovat kolonie, jeZ byly pozd¢ji pomoci
MALDI-TOF/MS urceny jako Enterococcus casseliflavus.

Béhem testovani antimikrobidlni aktivity se pouzival 1 disk napustény rozpoustédlem,
do kterého byly extrahovany byliny. Divodem bylo zohlednéni ethanolu jako latky, ktera
pfirozené inhibuje narlst bakterii. Ocekavalo se, Ze inhibi¢ni zona ethanolu se poté odecte od
hodnot u extraktu. Jak ale dokazuji vySe uvedené tabulky, k inhibici u disku s ethanolem

nedoslo. Test byl nékolikrat opakovan, protoze v jinych piipadech 60% (v/v) ethanol inhiboval
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velmi dobie. Jednou z moznosti, pro¢ k inhibici nedochazi, bylo, ze se nestihne 60% ethanol
dostatecné vsaknout do disku a pfi umisténi do termostatu se ¢ast odpati. Z toho divodu byly
naockované Petriho misky 5 minut ponechany mimo termostat a az po uplynuti ¢asu do n¢j
byly ulozeny. Ani tento zpusob ale neprokazal inhibici. Pfi jiném opakovani byl i tésné pred
oc¢kovanim pfipraven novy roztok 60% ethanolu (v/v). Inhibice byla nakonec prokazana pouze
u Enterococcus casseliflavum, Pantoea ganiviae a Bacillus cereus.

Extrakt z maty jako jediny neinhiboval ani jednu z testovanych bakterii. Tento vysledek
neodpovida vysledkiim studie Bayoub et al. (2002), ktera prokazala inhibici ethanolovym
extraktem z listd u Staphylococcus aureus i Escherchia coli. Inhibici u Bacillus cereus
prokazala studie Shan et al. (2007). Neshodu s ostatnimi studiemi mohl zpusobit rozdilny
postup pii ptiprave extraktil a s tim spojend nizsi koncentrace vysledného extraktu.

Tymian inhiboval pouze Bacillus subtilis, Bacillus cereus (CCM 2010), Pantoea
gaviniae a Staphylococcus aureus izolovany ze vzorku 3-C. Ackoliv inhibici témito zastupci
potvrzuje i studie Benbelaid et al. (2013), inhibice v mém piipadé nedosahovala takovych
priméri jako v ptipadé zminéné studie. Diivodem je, Ze v této studii byl pipetovan na disk 1 mg
extraktu (10ul o koncentraci 100 mg/ml). V mém piipadé se pipetovalo 12 pl o koncentraci
45,54 mg/ml, tedy 0,54 mg extraktu, tedy témé&f polovi¢ni koncentrace. Napiiklad u Bacillus
subtilis studie uvadi primér 18 mm, v mém piipadé se jednalo o 7,5 mm. Jiz zminéna studie
v§ak doklada, ze Escherchia coli by méla byt inhibovana také, jelikoz minimalni inhibi¢ni
koncentrace je 0,500+0,000. Oproti tomu studie Mostafa et al. z roku 2018 uvadi, ze E.coli neni
ani pii koncentraci 10 mg/ml tymidnem inhibovana. Toto zjiSténi potvrzuje mé zjisténi, nebot’
E.coli nebyla inhibovana. Inhibovan nebyl ani Staphylococcus aureus (CCM 3953),
Staphylococcus warneri, Enterococcus casseliflavim a Bacillus licheniformis.

Druhym zastupcem, ktery inhiboval pouze ¢tyfi z deviti testovanych mikroorganismt je
zazvor. Inhibice se projevila u Staphylococcus aureus (CCM 3953), ale i Staphylococcus
aureus izolovaného ze vzorku 3-C, Bacillus cereus a u Enterococcus casseliflavum. Inhibici
prvnich téi zminénych potvrzuje i studie Mostafa et al. (2018), ktera zaroven potvrzuje nulovou
inhibici u Escherchia coli. Inhibici enterokokt extraktem ze zazvoru potom dokazuje Revati
et al. (2015), ktefi testovali rizné zastupce rodu Enterococcus.

Extrakt rakytniku nejlépe inhiboval zastupce rodu Staphylococcus a to 7 mm (S. aureus
CCM 3953), 9 mm (S.aureus ze vzorku 3-C) a 10 mm (S. warneri). Inhibovan byl i Bacillus
subtilis a Pantoea gaviniae. Studie autord Upadhyay et al. (2010) potvrzuje inhibici téchto rodu,
ackoliv v jejich testech vychazely inhibi¢ni zony vétsi. Zaroven fika, ze Escherchia coli je

inhibovana extraktem koncentrovanéj$im nez 500 pg/ml. Je v8ak nutno fici, Ze ve studii byl test
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provadén diftzi do agaru, nikoliv pomoci disku. Citlivost rodu Staphylococcus i na nizkou
davku extraktu z rakytniku potvrzuje i Tian et al. ve své praci z roku 2018.

Prvni ze tfi nejicinngjSich extrakt, které byly vybrany pro vysledné testovani
v readlnych vzorcich, je galgan. Ten stejné jako l€kofice inhiboval vSechny testované rody
kromé& Escherchia coli. Absenci inhibi¢ni zony potvrzuje i studie Oonmetta-Aree et al. (2006),
kde E.coli také nebyla ethanolovym extraktem galganu inhibovana. Ostatni mikroorganismy
byly inhibovany v rozpéti 8-12 mm. Inhibice u Staphylococcus aureus je také potvrzena v jiz
zminéné studii, stejn¢ tak Bacillus cereus. Nejsilngjsi inhibice byla u zastupci rodu
Staphylococcus, kde se jednalo o inhibici 12 mm, a to v ptipadé Staphylococcus warneri. Jedna
se ziejmé o citlivéjsiho zastupce, nez je Staphylococcus aureus (CCM 3953), ktery inhiboval
11 mm. U rodu Bacillus se jednalo o inhibici 10 mm u B. subtilis a 8 mm u B. cereus. Dalsi
studii, ktera tyto teze potvrzuje, je od autora Norajit et al. z roku 2007, ktera dokonce uvadi, ze
je vyssi ucinnost esencialnich olejii nez extrakta.

Jak bylo feceno, I€kotice neinhibovala pouze Escherchia coli. V tomto bodé to bohuzel
neodpovida studii Al-Turki z roku 2008, kde byla E.coli inhibovana velmi dobie. Divodem,
pro¢ se vysledky neshoduji, je rozdilna koncentrace pouZzitych extraktii. Oproti tomu, vysledky
u druhého testované¢ho, kterym byl Bacillus subtilis potvrdily, Ze tato bakterie je extraktem
z 1ékofice inhibovana velmi dobfe. Tato studie také tika, Ze 1€koficové extrakty 1épe inhibuji
gram pozitivni bakterie, jako je pravé rod Bacillus. Oproti tomu studie Irani et al. (2010),
dokazuje, ze pii koncentraci 4 mg extraktu na disku, nedochazi u Escherchia coli k inhibici.
Dalsi testované byly Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus a Enterococcus faecalis.
Inhibi¢ni z6ny odpovidaji hodnotam, které byly prokdzany béhem této prace.

Posledni a nejucinngjsi byl ethanolovy extrakt Salvéje. Ta jako jedind inhibovala
vSechny testované zastupce vcetné Escherchia coli (10 mm) a to i pfesto, Zze se jednalo
0 nejméné koncentrovany extrakt. Antimikrobialni aktivita prokazana ve studii Kivrak et al.
(2009) odpovida vysledkim této prace. Nejcitlivéjsi z testovanych bakterii je Bacillus subtilis,
ktery inhiboval 14 mm, hned za nim je Enterococcus casseliflavum (13,5 mm) a Bacillus
licheniformis (13 mm). Stafylokoky byly inhibovany mezi 11,5-12 mm. Nejmensi inhibi¢ni
z6na byla prokazana u Pantoea ganiviae (8 mm) a Escherchia coli (10 mm). Potvrzuje to teorii,
ktera byla zminéna ve vySe uvedenych studiich a to, Ze gram negativni bakterie, nejsou vici
ethanolovym extraktim citlivé tolik, jako gram pozitivni bakterie.

Béhem testovani extrakti v redlnych vzorcich se ocekdvalo, Ze alesponn jeden
z doporucenych extraktli, bude vykazovat inhibi¢ni vlastnosti. Bohuzel se tak nestalo. Ackoliv

po prvnim testovani byl maximalni pocet baterii na selektivné diagnostickych ptdach

69



6.102 cfu/g, jinak byla vétSina mikroorganismi stanovena na podet mensi nez 1,0.102 cfu/g,
puda GTK byla pierostla zastupcem rodu Bacillus. Pida DRBC, na které byl naockovan vzorek
extraktu z 1ékofice, byla dokonce pterostla plisni rodu Mucor (obrazek c¢islo 13 v piilohach).
K této kontaminaci doslo zfejmé z ptivodnich pouzitych surovin. Pii stanoveni po tydnu, byly
pocty mikroorganismt jeSté hor$i. Pida GTK byla v pfipadé nepasterovanych vzorki
nepocitatelnd a u pasterovanych vzorkidl prerostld rodem Mucor. Tato pliseii narostla
| U nepasterovanych vzorku s pouzitim Salvéje a galganu na pudé DRBC. Na této pudé
v piipadé nepasterované 1ékofice narostly dokonce kvasinky, a to v poétu 3,4.10* cfu/g. Po
tydennim skladovani pfi pokojovych teplotich byly vidét zmény i u pidy SB, kdy vzorek
nepasterovaného galganu byl nepogitatelny (> 3,0.10° cfu/g). Pida MYP byla u pasterované
I€kotice a galganu pierostld plisni rodu Mucor. Ackoliv to po prvnim testovani vypadalo
nadéjn¢, stale plati, ze pasterace je lepSim zplsobem pro zajisténi mikrobidlni Cistoty
presnidavek, a to i pfestoze ve vzorcich testovanych po tydnu byla objevena plisen. Vyrobce
by se tedy mél zaméfit na zpracovavani kvalitngjSich surovin, pfipadné na vyssi teploty pii
pasteraci nebo zménu pH u piesnidavek. Dalsi moznosti, je zajistit koncentrovangjsi bylinny
extrakt, jelikoZ i1 vySe zminéné studie pouzivaly koncentrovanéjsi extrakty.

Je nutno dodat, ze pro dalsi préci je tfeba piipravit koncentrovanégjsi extrakty, nebot
vétsina studii pracovala s extrakty o koncentraci 100 mg/ml, kdezto extrakty pouzité béhem
této prace, byly v rozmezi 29,59 - 48,81 mg/ml.

Hodnoceni vysledki antioxidacni aktivity neni Upln€ jednoznaéné. Je to zplisobeno tim,
ze neni jasn¢ stanovena hranice, odkud by se dalo fici, Ze potravina ma nebo nema dobré
antioxida¢ni ucinky. Z toho divodu je tieba zohlednit sloZeni a vyrobni proces. Z definice
stanoveni metodou DPPH by se dalo fici, Ze ¢im vEtsi mnozstvi na g Troloxu, tim lepsi
antioxida¢ni vlastnosti. Z tohoto pohledu by na tom byly nejlépe vzorky 1-A, 2-B, 3-C, 5-B,
6-C, OZ1 a OZ2P. Oproti tomu vzorky, které byly po dobu 4 mésicti pti pokojové teploté, maji
hodnoty vyrazné nizsi. Vysledky téchto presniddvek byly lepsi nez ty, které jsou dokazany ve
studii Wani a Kumar z roku 2018. Ackoliv se nejednalo o shodné vzorky, jednalo se
0 svacinovy produkt, jez se pouZziva jako dobry zdroj bilkovin. Je vSak tfeba zohlednit proces
pasterace, pii kterém by mohlo dochazet k ubytku antioxidacni aktivity. Studie Oliveira et al.
(2012) zaméfena na broskve a studie Galcel et al z roku 2011, ktera zkoumala vliv pasterace na
antioxidacni aktivitu v ostruZinach, potvrzuje, Ze vlivem pasterace dochazi k minimalnimu
ubytku antioxidac¢ni aktivity.

cvwr

vykazuji i vys$§i hodnoty antioxida¢ni aktivity. Studie Farvin a Surendrajar z roku 2019 a Zou
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a Akoh (2015) potvrzuji pouziti antioxidantti jako prevenci proti oxidaci lipidi. Studie autort
Zou a Akoh z roku 2015, se zabyvala oxidacni stabilitou kojenecké vyzivy, kdy zjistovali, jaky
antioxidant bude mit nejlepsi vysledky. Pti celkovém porovnani vysledkt antioxidacni aktivity
a rozsahu oxidace lipidl, je viditelna shoda s témito studiemi. Naptiklad vzorek OZ4P, ma
velmi nizkou antioxidacni aktivitu a zaroven jednu z nejvysSich hodnot MDAeq. I na tyto
vzorky bylo nahlizeno z pohledu ovlivnéni pasteraci. Studie Elisia et al. (2011) potvrzuje, ze

pasterace neovliviiuje hodnoty rozsahu oxidace lipidi.
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S5 Zavér

V poslednich letech je stale vyssi diraz kladen na kvalitu potravin, které pfijimame a jeji
senzorické vlastnosti. Pfi hodnoceni senzorickych vlastnosti se dokazalo, ze diky pasteraci
dochazi ke zménam konzistence a chuti piesnidavek Z toho ditvodu bylo cilem mé prace zjistit,
zda jsou rostlinné extrakty schopny nahradit pasteraci z hlediska inhibice mikroorganismd.

Nejprve bylo tieba piesné zjistit, jaka mikroflora se v piesnidavkach vyskytuje, aby se
dala specifikovat ucinnost extraktti. Nasledovaly extrakce bylin do ethanolu a samotné
testovani diskovou difizni metodou. Bylo tifeba stanovit, ktery z extrakti vykazuje nejlepsi
inhibi¢ni vlastnosti. V konecné fazi bylo testovano 7 extrakti, které inhibovaly alesponl jednu
z bakterii. Jednalo se o rakytnik, zazvor, 1ékofici, $alv¢j, galgan, tymian a matu. Z téchto
extraktll byly vybrany tii nejlepsi (galgan, Salvéj a 1€koftice), které byly dodany vyrobci pro
vyrobu piesnidavek s ptidavkem téchto extrakti pro ovéfeni, zda jsou schopny inhibovat
ptitomné mikroorganismy. Béhem laboratorniho testovani byl nejucinngjsi extrakt z salvéje,
ktery inhiboval vSechny testované mikroorganismy, ackoliv se jednalo o nejméné
koncentrovany extrakt. Vyrobce pfipravil dvé sady vzorkt, kdy kazdy extrakt byl ptfipraven i
V pasterované verzi.

Tyto vzorky byly testovany v den vyroby a nasledné po tydnu, aby bylo mozné sledovat,
jestli se kontaminace v ¢ase méni. Béhem prvniho testovani nebyly rozdily tak radikalni jako
po tydnu, kdy pasterované vzorky byly prokazatelné kontaminovany pouze plisni, coz mohlo
byt zplsobeno Spatnou kvalitou zakladnich surovin, ale ostatni mikroorganismy se zde
prakticky nevyskytovaly. Oproti tomu nepasterované vzorky byly v mnoha piipadech
nepocitatelné nebo v koncentracich, které jsou u tohoto typu potravin nevyhovujici. Z toho se
da usoudit, ze koncentrace extrakti nebyla dostate¢na, aby fytochemikalie v nich obsazené byly
schopny dlouhodobé inhibovat kontaminanty, které se zde vyskytuji.

V ramci prace byla jesté testovana antioxidacni aktivita a rozsah oxidace lipidii neboli
Zluknuti u ptivodnich vzorki skladovanych 1 rok pifi pokojové teploté. Antioxidacni vlastnosti
mohou byt pfinosem nejen pro konzumenta, ale 1 pro udrZeni kvality piesnidavek, zluknuti je
totiz problémem pii dlouhodobém skladovani, a to nejen pii nevhodnych podminkéch. Pti
porovnani vysledk je tato spojitost mezi mnoZstvim antioxidantl a rozsahem oxidace viditelna
a plati zde nepfimd uméra neboli ¢im vice antioxidantli, tim mensi degradace potraviny
zluknutim. Zarovei se potvrdil ubytek antioxidacni aktivity pii skladovani pti pokojové teploté

(porovnani vzorka OZ1 s OZ3 nebo OZ2P s OZ4P).
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Béhem dalsich praci by bylo tfeba zaméfit se na ptipravu koncentrovanéjsich extrakti,
které by uz mohly byt schopny dostatecné inhibovat ptipadné kontaminanty. Je vSak tieba si
stale davat pozor na kvalitu ptivodnich surovin, jelikoz v pfipad¢ redlnych vzorkl byly zifejmé
pouzity suroviny kontaminované mikroorganismy a ptidané extrakty, ale ani pasterace nebyly
schopny zabranit kontaminaci celého vzorku. Z toho divodu by bylo dobré vyzkouset i jiné
metody, které by mohly zabranit rozvoji patogentl, jako naptiklad uprava pH nebo jiz zminéné

pouziti koncentrovangjSich extraktu.
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7 Priloha

Obrazek 8: Izolace ¢arkovanim — Enterococcus faecalis na padée S-B, inkubace 24h,
37°C (foto autor)

Obrazek 9: Izolace ¢arkovanim - S.aureus na pudé B-P, inkubace 24h, 37°C (foto
autor)
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Obrazek 10: Testovani antimikrobialni aktivity, bakterie Bacillus subtilis, pida M-H,

30 °C, 24 h (foto autor) )
1 — Hiebicek, 2 - Limeta, 3 - Ethanol, 4 - Salv¢j, 5 - Galgan, 6 - Lékotice
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Obrazek 11: Zavislost absorbance roztoku DPPH (517nm) na ¢ase pro vzorek 1-A
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Obrazek 12: Kalibra¢ni fada roztoku Troloxu
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Obrazek 13: Mikroskopicky preparat plisné rodu Mucor, zvétseni 400x (foto autor)
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