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KLiCOVA SLOVA

mléko, stiibro, nanotechnologie, antibakteridlni t¢inky

TITLE

The microbiological evaluation of milk during of storage under different conditions
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UvVOD

Soucasti denni konzumace potravin jsou i mléné vyrobky, piedev§im konzumace
syrového mléka. Tento druh potraviny je zdrojem dilezitych Zzivin, jak pro cloveka
v dospélém veku, tak kategorii détské populace. V této vékové skupiné mléko zaujima
nezbytnou roli pro spravny vyvoj jedince a funkci jeho metabolickych déju (Gajduasek, 2003;
Kucdera, 2008). Zaroven muze konzumace mléka prispét ke zlepSeni sportovniho i fyzického
vykonu dospélého jedince a to diky nutriénim hodnotdm mlécného vyrobku. I pies to, ze
mensi procento populace konzumaci mléénych produkti zacind zatracovat, stile se najde
mnoho lidi, kteti mléko a mlééné vyrobky konzumuji ¢asto a radi (Pawlas, 2011).

Na cCeskych trzich se stdle vice objevuji rizné druhy mlécénych produkt. Pokud se
zaméfime na mléka tekutd, v nyn&jsim obchodnim fetézci se setkdvame s mléky ochucenymi,
nizkotu¢nymi, polotu¢nymi, plnotuénymi, déle do této kategorie mizeme zatradit mléka
trvanliva a mléka urcend k rychlé spotfebé. Pokud bychom se ohlédli v odd€leni mlé¢nych
produkti v supermarketech i mensich obchodech, jist¢ bychom narazili na dal$i nabidky
riznych druht mlék.

Ceska i zahraniéni populace se neustale snazi vybirat co nejvice kvalitni potraviny.
Pravé v dnesni dobé, kdy je trendem zdrava vyziva, rizné druhy diet a fitness menu, se ¢im
dal tim vice populace ohlizi na kvalitu potravin a tim i jejich trvanlivost.

V mé praci se tedy budu zabyvat syrovym mlékem, které je urcené k rychlé spotiebé a
jeho minimalni trvanlivost neptesahuje vice, nez Sest dni. Vzhledem ke zlepSeni doby
trvanlivost tohoto mléka budou v této praci predmétem zkoumani lahve oSetfené sttibrnymi
ionty. Tyto Castice byly na lahve naneseny pomoci nanotechnologie a mély by pfispét

k prodlouzeni trvanlivosti mlééného vyrobku.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 SloZeni syrového mléka

Pokud se na mléko zadivame z pohledu fyziologie, mizeme fici, Ze je to vlastné sekret
mlécné zlazy samice, napt. kravy, které¢ slouzi jako potrava pro novorozend mléd’ata po
ptichodu na svét. Pokud vezmeme v potaz celkové slozeni mléka, je ovlivnéno nékolika
faktory. Témi jsou naptiklad druh zvifete a jeho geneticky profil, podminky prostfedi, ve
kterém zvife Zije, etapa kojeni, zdravotni stav zvifete a jeho vyziva a dalsi (Gajdasek, 2003;
Briezina, 1990; Pereira, 2014). Slozeni mléka lze tedy rozdé¢lit na ptvodni a neptivodni
slozky (Brezina, 1990). Nadale se mléko oddé¢luje na dvé hlavni frakce a to lipidovou a
vodnou (Ontsouka et al., 2003). Kdyz se zaméfime na rozdéleni na zakladé pivodnich a
nepuvodnich slozek, mizeme fici, Ze mezi plivodni Cést patii latky, které vznikly béhem
latkové pfemény pii sekreci mlééné Zlazy, oproti tomu slozky neplivodni se dostaly do
tekutiny jinou cestou, pfedevsim krevnim obéhem savce, stykem s technickym zafizenim pfi
plnéni mléka do lahvi ¢i pisobenim okolniho prostfedi. Déleni mléka z pohledu zralosti je
rozdéleno na nezralé mléko nazyvané mlezivo a zralé mléko (Gajdasek, 2003; Brezina,
1990; Cepicka, 1995).

Jak jiz bylo feceno, mléko obsahuje fadu Zivin dilezitych pro rozvoj a fungovani
jedince. Jedna se tedy o koloidni systém, ktery je na jedné stran¢ sloZzen pfedevSim z
bilkoviny, lehce stravitelného tuku, laktéozy a vody (Gajdisek, 2003; Biezina, 1990; Jost,
2011). Tyto slozky spadaji do hlavnich latek obsazenych v mléce. Na strané druhé lze zminit
sloZky vedlejsi, a to nékteré mineralni latky, stopové prvky a pfedevSim vitaminy skupiny B a
A. Tyto vyzivové slozky se v mléku vyskytuji v rizném poméru (Gajdisek, 2003; Biezina,
1990). Podil jednotlivych slozek je rozdélen nasledovné: 87 % zaujima voda, druhou nejvice
zastoupenou slozkou je laktoza 4-5 %, nasleduje tuk s hodnotou 3-4 %, dale 3 % bilkovin,
0,8 % mineraly a nakonec pouhych 0,1 % zastupuje skupina vitamint (Pereira, 2014).
V mléku ale mizeme naleznout i1 dalSi vedlejsi latky, které se podileji na udrzovani
fyziologickych funkeci, a to imunoglobuliny, antimikrobialni latky, enzymy a jejich inhibitory,
rustové faktory, ale i hormony. Bohuzel ¢im dal ¢astéji dochazi v mléku k detekci cizorodych
latek, jimiz jsou napiiklad pesticidy, veterinarni 1é¢iva, herbicidy, dezinfekéni latky a dalsi

(Gajdusek, 2003; Biezina, 1990; Ingr, 2003; Janstova et al., 2014).
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V tabulce ¢. I je patrny rozdil mezi slozenim kravského, koziho a ov¢iho mléka

v

tuku, oproti zbyvajicim dvéma savcim. Proto je tedy i vhodnéjsi a zaroven dostupnéjsi pro

naSe laboratorni pokusy.

Tabulka I: Zakladni sloZeni mléka

Mineralni
Zvire Tuky Bilkoviny Sacharidy latky SuSina
Krava 3,9 2,6 4,6 0,7 12,7
Koza 4,5 3,0 4,3 0,8 13,3
Ovce 7,5 4,6 4,6 1,0 32,8

1.1.1 Bilkoviny

Bilkoviny v mléku spadaji do skupiny dusikatych latek. Jsou to vysokomolekularni
polymerni slouceniny, které jsou slozeny z aminokyselin (Bfezina, 1990). K jejich syntéze
dochézi na drsném endoplazmatickém retikulu buriky a pozdé&ji jsou zpracovany v Golgiho
komplexu (Linzell and Peaker, 1972). Tvofi nejrozsifené;jsi skupinu latek v mléce, kterou lze
jeste rozdélit na dvé ¢asti z hlediska jejich biologickych ucinkt a primarni struktury (Biezina,
1990; Pereira, 2014). Prvni ¢asti jsou kaseiny a druhou bilkoviny syrovatky. Pokud bychom
chtéli bilkoviny obecné rozdélit dle molekulové formy, mluvili bychom o fibrilarnich
bilkovinach a sféroproteinech, mezi které patfi pravé bilkoviny mléka. Kravské mléko a jiz
vySe zminované mléko ov¢i a kozi spadaji do tzv. kaseinovych mlék. Je tomu tak z divodu,
ze kasein, jakoZto bilkovina mléka zaujima v tomto produktu nejvétsi podil. Tvoti az 75%
z celkového obsahu bilkovin v mléce. Pokud bychom se zaméfili na zménu bilkovin v mléce
pii procesu fermentace, zjistili bychom, ze se celkovy obsah aminokyselin a jejich slozeni
ptili§ nelisi (BFezina, 1990; Janstova et al., 2014; Forman, 1994). Obsah bilkovin v mléce

se méni pouze o 1,4 — 1,8 % za den (Ferneborg, 2016).
1.1.1.1 Kaseiny

V kravském mléku zaujima kasein 75 — 79 % celkovych dusikatych latek. Ve své
molekule obsahuje C, H, O, N, Sa P a je uspofadan do frakci, které tvofi komplexy

uspotadané ve formé micel. Zajimavosti je, ze v jednom mililitru mléka mizeme nalézt az

17




10™ micel. Tato kaseinova micela je zpravidla tvofena koloidnim fosfore¢nanem vépenatym,
protoze je zde 300 az 500 komplext, které jsou vzajemné provazany prave diky fosfore¢nanu
vapenatému. K tomu, aby doslo k vytvofeni micel, je tieba teploty vyssi jak 5 °C. Diky jeho
slozeni se tedy kasein fadi mezi fosfoproteiny. Micely jsou siln¢ hydratované a vazi na sebe
az Ctyfnasobek hmotnosti vody. Diky tomu jsou kaseinové micely oteviené a maji houbovitou
strukturu. Kasein téz obsahuje aminokyseliny serin a threonin, které jsou na kyselinu vazané
pomoci esterové vazby. Pokud vezmeme v potaz jednotlivé frakce kaseinu, uvidime, ze se lisi
ve vlastnostech, jako je naptiklad molekulovd hmotnost, elementarni slozeni, obsah
aminokyselin a také hodnota izoelektrického bodu. Na zéklad¢ frakci délime kaseiny na alfa,
beta a kappa. Obecné kaseiny jako takové jsou vysledkem selektivniho $tépeni, kterého se
ucastni latka zvana plazmin (BFezina, 1990; Janstova et al., 2014; Spreed, 1995; Jost,
2011).

Na Obrazku 1 mizeme vidét strukturu kaseinové micely, jejiz soucasti je fosfore¢nan

vapenaty, ktery ma odpovédnost za strukturu a stabilitu téchto micel.

O submicelle
):/ protruding
chain

calcium
phosphate

Obrazek 1: Struktura kaseinové micely (Gaucheron, 2005)

Alfa kaseiny obsahuji nejvice fosforu ze vSech vysSe uvedenych frakci a dé€li se na
podskupiny jedna a dva. Zajimavosti je, ze alfa kaseiny nikdy neobsahuji aminokyselinu
cystein. Beta kaseiny jsou druhou nejvice zastoupenou frakci, obsahuji mén¢ fosforu a je u
nich znamo devét genetickych variant této beta skupiny. Zaroven je tato frakce
nejhydrofobnéjsi, a to pravé diky niz§imu obsahu fosforu. Na jedné stran¢é obsahuje vysoky
obsah valinu, prolinu, leucinu, ale mize obsahovat i methionin. Na strané druhé tyto frakce
kaseinu nikdy neobsahuji aminokyseliny cystein a cystin. Vezmeme-li Vv potaz posledni

frakci, a to kappa kaseiny, setkdme se se skute¢nosti, ze tato frakce ma charakter ochranné¢ho
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koloidu a stabilizuje frakce ptedchozi (Bfezina, 1990; JanStova et al., 2014; Spreed, 1995;
Jost, 2011).

1.1.1.2 Syrovatkové bilkoviny

Syrovatkové bilkoviny, téz zvané jednoslovné jako syrovatka, zastupuji 15-18 % z
celkového mnozstvi bilkovin v mléce. Syrovatka je tedy mlécné sérum, které je ziskdvano
béhem vyroby syrt po odstranéni kaseinu a mlé¢ného tuku v pribéhu koagulace. Ta mize byt
provedena bud’ pomoci enzymatickych, nebo kyselych dé&ji. Na rozdil od kaseint je
syrovatkova bilkovina rozpustna (Biezina, 1990; Jost, 2011). V dnesni dob¢ jsme schopni
rozlisit syrovatku sladkou, jejimz zastupcem je syr a syrovatku kyselou, kterou vétSina lidi
zna pod nazvem tvaroh. Mezi témito produkty je znacny rozdil, co se tyCe obsahu
jednotlivych slozek.

Syrovétkové bilkoviny jsou latky globularniho charakteru, které maji rozdilné vlastnosti a na
zaklad¢ této skuteCnosti se déli na laktoglobuliny, laktalbuminy, sérovy albumin,
imunoglobuliny, proteosopeptonové frakce a sekrecni slozky. Stejné jako tomu bylo u
kaseinu, mohou se jednotlivé frakce téchto bilkovin nachazet v riznych genetickych druzich

(Bfezina, 1990; Forman, 1994; Jost, 2011).
1.1.2 Lipidy

Lipidy v mléce maji pomérné slozité strukturni zastoupeni (Jost, 2011). Jejich obsah se
muze ménit z celkového mnozstvi od 7 do 7,7 % (Ferneborg, 2016). Lipidy se v mléce
nachazeji ve formé& tzv. globuli, které jsou obklopeny lipoproteinovou membranou. Diky
jejich struktufe a tim dobrému rozptylu svétla na téchto €asticich se podileji pravé globule na
bélosti mléka. Tyto utvary jsou odolné vici travicim enzymum pochazejicich z pankreatu, ale
pouze tehdy, nejsou-li pfed tim podrobeny procesu traveni v zalude¢nich $tavach. Mluvime
tedy o triglyceridech (TAG), které zaujimaji 98 - 99 % frakce mlééného tuku a tvoii tedy
prevladajici skupinu (Pereira, 2014; Jost, 2011). Jsou slozeny ze tfi mastnych kyselin, které
tvofi jednu glycerolovou molekulu. Mastné kyseliny, které nejsou navazany na glycerol,
mizeme pojmenovat jako volné mastné kyseliny (Jensen, 1995). Dalsi ¢asti tuku mléka jsou
2 % diacylgylceridd, zvanych také jako DAG. Jako posledni slozku nesmime opomenout
monoglyceridy, jako je 1% fosfolipidi, 0,5 % cholesterolu a pouhych 0,1 % zastupujicich

volnych mastnych kyselin. Vzhledem k vyzivé zvifat se mohou v tucich vyskytovat stopova
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mnozstvi uhlovodikd, vitamint, které jsou v tucich rozpustné a dalsi latky, jez byly zavedeny

do zvitecich krmiv (Pereira, 2014; Jost, 2011).
1.1.2.1 Mastné kyseliny

Mlécny tuk tvoii pfiblizné 400 riznych mastnych kyselin a z tohoto diivodu je mlécny
Mastné kyseliny s kratkym fetézcem maji vliv na rozhodujici chutové vlastnosti mléka. Maji
vliv téZ na jeho zluklost (Jost, 2011). Tyto kyseliny se pievazné nachazeji v mlééné plazmé,
ale pokud dojde k poklesu pH, jsou schopné ptechazet pravé do tukové faze (Bfezina, 1990).
Mnozstvi a slozeni mastnych kyselin vyskytujicich se v mléce zavisi na ptivodu zvitete, stadiu
laktace, fermentace nebo vyse uvedenych krmivech. VétSina mastnych kyselin je ziskana
pravé z krmiv nebo mikrobidlni aktivity z zaludku krav, pfesnéji Casti zvané bachor.
S ohledem na celkovou tukovou frakci se zde vyskytuje 70 % nasycenych mastnych kyselin,
detailnéji kyselina palmitova, myristova, stearova a kapronova (Pereira, 2014; Jost, 2011).

Zbylé procento se sklada z mastnych kyselin nenasycenych, tedy kyseliny olejové,
linolenové a linolové. Diky konjugované kyseling linolové, ktera spadd do skupiny trans
mastnych kyselin, stoji za zminku proces biohydrogena¢nich reakci, kterych se ucastni
gastrointestinalni mikroby pfeZzvykavci. Diky témto reakcim dochézi k pozitivnimu pfinosu
téchto latek na lidsky organismus, jako je naptiklad pozitivni vliv na kardiovaskularni systém,
imunitni funkci téla a téz tyto latky maji protirakovinné vlastnosti. Déje se tomu tak z ditvodu,
ze kyselina linolenova a linolova maji schopnost zvySovat HDL cholesterol. Konzumace
mlééného vyrobku tedy piedstavuje az 70 % zkonzumované CLA za den (Pereira, 2014;
Jost, 2011; Nadeem et al., 2015).

Jak jiz bylo feceno, celkovy tuk se vyznacuje vy$§im obsahem nasycenych mastnych
kyselin, které s sebou samoziejmé nesou i n¢jaka zdravotni rizika, jako naptiklad zvysené
riziko kardiovaskuldrnich onemocnéni. Toto onemocnéni zvySuje pifedevSim kyselina
myristova a laurova, vzhledem k jejich aterogenité. Tyto sloZky mlééného tuku miize chovatel
regulovat predev§im krmenim. Vybornou strategii je pfidavani rostlinnych olejl, rtiznych
slune¢nicovych a Inénych semen do vyzivy dojnic. Tim se zvysi obsah nenasycenych
mastnych kyselin a bioaktivnich slou¢enin v mléce (Nadeem et al., 2015).

Pokud vezmeme v potaz mlé¢ny tuk a jeho zménu béhem procesu fermentace, zjistime
u n¢ho jisté zmeény, a to predevsim v zastoupeni volnych mastnych kyselin. Jejich mnozstvi se

méni v zavislosti na druhu a slozeni mléka, svou roli hraji také enzymovy proces laktézy a
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aminokyselinova degradace. Nadale mtze dochazet k jistym zménam v poméru volnych
mastnych kyselin pfi mikrobiologickych a technologickych procesech béhem vyroby mléka
(Forman, 1994).

1.1.3 Sacharidy

Slozkami sacharidi v mléce mohou byt jak jednoduché, tak slozené sacharidy. Mezi
jednoduché fadime glukozu a galaktozu, ze kterych jsou nasledné tvotfeny sacharidy slozené,
jako je naptiklad laktoza. Nekteré sacharidy jsou v mléce vazané na bilkoviny. Piikladem jsou
imunoglobuliny kravského mléka, které obsahuji jak galaktézu, fukozu, ale 1 mandzu

(Bi‘ezina, 1990).
1.1.3.1 Laktoza

Tento sacharid se nachazi pouze v mléce (Pereira, 2014). Je tedy nazyvan jako
mlécény cukr. Ten je obsazen pfiblizné v 50 % z celkového obsahu suSiny odstfedéného
kravského mléka (Jost, 2011). Laktéza ma vliv na vlastni chut’ a barvu mlécnych vyrobkd,
které jsou zpracovavany za vysoké teploty, jako jsou naptiklad UHT mléko, mléko zahus§téné
a jiné produkty (BFezina, 1990). Oproti vyse uvedenému tuku se koncentrace laktozy v mléce
téme& neméni. Denni odchylka ¢ini maximalné 0,9 % (Ferneborg, 2016). Nesmime
opomenout slozky, ze kterych se laktdza sklada.

Jsou jimi jedna molekula glukozy a jedna galaktozy (Jost, 2011). Obé tyto slozky
spadaji do sacharidii zvané hexdzy (Biezina, 1990). Laktoza je syntetizovana v mlééné zlaze
reakci zvanou fosforylaci, kdy ze dvou molekul glukézy dojde ke vzniku jedné molekuly
galaktozy. Muzeme tedy fici, ze k syntéze jedné molekuly laktozy je potieba dvou molekul
glukozy (Jost, 2011; 14). Cely tento d&j probiha v Golgiho aparatu buriky a pro tuto syntézu
jsou kromé glukédzy tieba jesté dalsi proteiny, jako je naptiklad vySe uvedeny laktalbumin.
V mléce mé predevsim regulacni funkci, protoZe se podili na udrzovani osmotického tlaku,
ktery ma za kol do mléka piivadét vodu (Ferneborg, 2016). Nejcastéjsim rozkladem laktozy
je fermentativni mlécné kvaSeni, které nasleduje po jeji enzymové hydrolyze (Forman,
1994).

Co se tyCe vstfebavani laktdézy po poziti mlééného produktu, dochazi k nému diky
enzymu laktaza, ktery obsahuje sliznice tenkého stfeva. Diky tomu dojde k hydrolyze laktozy,
naslednému vstiebani a transportu do jater ve form¢ dvou monosacharidovych podjednotek

glukozy a galaktdzy. Pomoci portalni zily je galaktoza pifevedena na glukozu. Zajimavosti je,
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ze pii nedostatku tohoto enzymu se muze jiz u jedinct détského veéku objevit tzv.: intolerance
laktozy (Pereira, 2014).

1.1.4 Mineralni latky

Mineralni latky spadaji do latek zvanych také jako soli mléka. Muzeme se tak setkat
s vyskytem tzv. makroelementti a mikroelementti v mléce. Latky, jako jsou chloridy, citraty,
hoi¢ik a dalsi, se fadi v mléce mezi makroelementy, oproti tomu selen se zinkem jsou fazeny
do skupiny druhé, a to mikroelementti (Gajduasek, 2003; Navratilova et al., 2012). Ob¢ tyto
skupiny latek maji velky vyznam ve vyzivé, protoze jsou zdrojem fosforu a vapniku. Pokud
bychom se podivali na vztah minerdlnich latek a bilkovin, zjistili bychom, Ze soli mléka
vyznamn¢ ovliviluji fyzikalni stav a stabilitu bilkovin v mléce. Nadale existuje vztah mezi
solemi a mléénymi lipidy ve smyslu, Zze diky katalytické Cinnosti mléénych soli miize

dochazet k oxidaci lipidi (Biezina, 1990).

Obsah soli vmléce kolisa, protoze neni lehké stanovit pfesny obsah soli daného
mlécného vyrobku. V mléce se ale nachazeji v mnozstvi 0,6 — 1,1 % (Navratilova et al.,
2012). Jednotlivé soli se v mléce nachazeji bud’ v roztoku, nebo koloidni formé, jsou ale
vazané na organické slouceniny mléka a prechdzi do mléka z krevni plazmy savce (Bfezina,
1990; Marbook and Pretty, 2003). Pokud bychom vzali v potaz proces fermentace, nema
Zzadny vyznamny vliv na obsah mineralni latek v mléce a to predevS§im 1 z vySe uvedeného
divodu, ze obsah téchto latek v mléce kolisa (Forman, 1994). Jak jiz bylo zminéno vyse,
vapnik a fosfor zastupuji slozky, které se podili na nutricnim sloZeni mléka. Jsou proto zavislé
na obsahu dané bilkoviny, kterd je pfendsi. V tomto pfipadé se zmifujeme o kaseinu a
vzhledem k tomu, Ze mnozZstvi kaseinu je zavislé na zdravotnim stavu, stravé a Zivotospravy

dojnic. (Biezina, 1990).
1.1.4.1 Fosfor

Fosfor se v mléce nachazi ve formé pravého roztoku a roztoku koloidniho. Ve formeé
pravého roztoku miize byt obsaZen v anorganickych solich, esterech a kaseinovém komplexu.
Zaujima 33 % z celkového obsahu fosforu ve formé pravého roztoku v anorganickych solich.
V kaseinovém komplexu zaujima 20 % a v organickych esterech je to poté pouze 7 %. Ve
form¢ koloidniho roztoku se nachazi v lipidech a to vmnozstvi 1,5 %, ale také
v anorganickych solich s hodnotou 39 %. V Cerstvém mléce se nachazi spole¢né s vapnikem

ve formé suspenze (Bfezina, 1990).
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1.1.4.2 Vapnik

Vépnik se v mléce nachazi v mnozstvi 1200 mg/l a je rozdélen mezi micelarni a
vodnou fazi mléka. Jak jiz bylo feCeno vyse, s micelami se setkavame u tuki, z cehoz vyplyva
ze micelarni faze vapniku bude navazana prave na lipidy. Oproti tomu vodna faze je oddélena
pomoci syrovatkovych bilkovin. Pokud by ale doslo ke zmén¢ pH mléka, zméné teploty c¢i
dalsich fyzikalné chemickych podminek, byl by mozny piechod vapniku z faze micelarni do
faze vodné a naopak (Pereira, 2014). Vapnik je stejné tak jako fosfor dulezity pro spravnou
funkci krevni srazlivosti, svalovou ¢innost, spravny rist kosti a zubi (Gajdasek, 2003).
K jeho vstiebavani dochazi ve stfevni sténé, coz je pozitivni ucinek predevsim pii vyzive déti.
V syrovém Cerstvém mléce je vazan s Kyselinou fosfore¢nou, citronovou a v podob¢ kaseinatu
vapenatého. Stejné jako fosfor se v mléce nachazi v koloidni formé, kde tvoii 30 % ve vazbé
na fosforeCnan vapenaty a 40 % v kaseinovém komplexu. Pasobenim sifidla je vapnik
schopen, pokud je pfitomen v dostate¢né form¢ vytvaret pevnou srazeninu. Z tohoto divodu

je obsah vapniku dilezity pro tvorbu syra (Bfezina, 1990).
1.1.4.3 Draslik

Draslik je mineral obsazeny v mléce, ktery ma zna¢nou fyziologickou funkci pro
udrzovani krevniho tlaku (Franzoi et al., 2018). Rotterdamska studie prokazala, ze
konzumace syrového mléka je z hlediska prevence hypertenze efektivnéjsi, neZ pfijem
dopliku stravy (Pereira, 2014). Zaroven piijem drasliku, ktery je soucasti mlééného vyrobku
poskytuje piiblizné¢ jednu ctvrtinu celkového drasliku dualezitého pro denni piijem
(O’Halloran et al., 2016). Kromé fosforu, se vapnik i draslik v mléce mohou objevovat i ve
vazb¢ na chloridy, které maji za ukol udrzovani osmotického tlaku mléka (BFezina, 1990).

V nize uvedené Tabulce II je uveden obsah jednotlivych minerald v jednom
litru mléka. Jak si mizeme povSimnout, nejvice zastoupeny je zde draslik, poté vapnik a
nasleduji chloridy. Minerélni prvek, ktery v mléce zaujima nejmensi cast, je dle uvedené

tabulky hot¢ik.
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Tabulka I1: Obsah mineralnich latek v kravském mléce (Navratilova et al., 2012)

Mineralni latka Obsah (mg/l)
Fosfor 930
Vapnik 1180
Draslik 1440
Hor¢ik 130
Sodik 500
Chloridy 1100

1.1.5 Vitaminy

MIléko je obvykle bohaté na vitaminy rozpustné v tucich. Témito vitaminy jsou
vitaminy skupiny A, D, E a K. Nachazi se v ném ale i vitaminy rozpustné ve vod¢ (Bosenau
and Boston, 1921). Mezi tyto vitaminy patii pfedevsim tzv.: komplex vitamind B a C.
Vitaminy rozpustné v tucich jsou zavislé na obsahu mlécného tuku. Pravé ztoho diivodu
mléko odtucnéné obsahuje mensi podil vitamini A, D, E a K. V nékterych zemich se
odtu¢néné mléko obohacuje o slozky vitaminu A a D, pravé z divodu zlepSeni jeho nutri¢ni
bohatosti (Pereira, 2014). N¢které vitaminy maji vliv na oxidaéné-redukcni reakce mléka.
Nadéle maji roli antioxidantl lipidi. Mléko je bohaté pfedev§im na vitamin By, ktery je

uzivan jako piirozené barvivo daného mlééného vyrobku (Bfezina, 1990).
1.1.5.1 Vitaminy rozpustné v tucich

Vitamin A se také nazyva retinol (Debier et al., 2005). Je siln¢ zavisly na mnozstvi
karotenoidl v krmivech (Bfezina, 1990). Jeho obsah se méni v zavislosti na ro¢nim obdobi.
Ptes zimu je oproti letnimu obdobi zna¢ny tibytek tohoto vitaminu v mléce (Lindmark et al.,
2003). Retinol a karoteny do mléka ptechazi z krve Zivocicht. Nejvétsi aktivitu ma f-karoten,
ze kterého se pomoci oxida¢niho Stépeni vytvoii dv€é molekuly vitaminu A. Typické zbarveni
mleziva je pravé diky karoteniim, protoze obsahuje az desetkrat vice karotenil a vitaminu A,
nez samotné klasické mléko (Biezina, 1990). Tento vitamin je dilezity pro spravny rist a
vyvoj a méd znacény vliv na zdravi o€i, proto pfi hypovitaminoéze hrozi Seroslepost ¢i
rohovaténi o¢ni sliznice (Debier et al., 2005).
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Vitamin D je téz nazyvany jako kalciferol. Jeho forma D, vznika UV ozafenim
rostlinného ergosterolu, oproti tomu vitamin D3 je nazyvany jako cholekalciferol. Jeho
syntéza oproti vitaminu D, probihd v organismu zivocichii. Pti tepelné upravé mléka jsou ob¢
vapniku a fosforu ve stfevé a tim jejich ukladani do kosti. Cast tohoto vitaminu se béhem
zpracovani mléka ztraci. Zalezi ale na form¢ obalu mlééného produktu (Labronici et al.,
2016).

Vitaminy E fadime mezi antioxidanty, protoze chrani lipidy pfed oxidaci a zaroven
mitochondrie pfed inhibici mastnych kyselin z lipidi. V mléce maji pfedev§im vyznam pro
jeho termostabilitu (Bfezina, 1990). Ze zdravotniho hlediska se vitamin E spojuje se
sniZovanim rizika rakoviny a koronarni srde¢ni pfihodou. TéZ muze stimulovat imunitni
systém a zvysit jeho obranyschopnost (Haug et al., 2007).

Vitamin K tvofi dvé hlavni formy. Je jim vitamin K; a vitamin K, Casto se o vitaminu
K v souvislosti s mlékem nemluvi pravé ztoho divodu, Ze je vném obsazen pouze ve

stopovém mnozstvi (Bfezina, 1990).
1.1.5.2 Vitaminy rozpustné ve vodé

Vitamin B; ma hotkou chut’ a je souc¢asti nékterych enzymd, jako jsou naptiklad FMN
a FAD. Zarovein ma schopnost ucastnit se procest pii opravé DNA. Jeho vodny roztok ma
fluorescenci do zelenozluté barvy, diky tomu je i syrovatka naZloutlého zbarveni. Vznika
pusobenim mikrofléry v bachoru, miZze zasahovat do oxidace kyseliny askorbové. Jeho
zastoupeni v mléce je celé 2 mg/l, ale pii slune¢nim zateni mize dochazet i k jeho ztratam.

Kyselina listova (Bo) je slou¢enina kyseliny glutamové s kyselinou pteroovou. Je také
syntetizovana v bachoru dojnic. Jeji nedostatek muZe pusobit ztraty kratkodobé paméiti,
Vv téhotenstvi nedostate¢ny vyvoj plodu. Oproti tomu jeji zvySeny pfijem sniZuje riziko
hypertenze.

Vitamin Bj, (kobalamin) ve své molekule obsahuje kobalt. Jeho obsah v kravském
mléce znacné kolisa. Celkova hladina je 4 pg/l. Opét se vyskytuje ve vazbé na bilkoviny a
zajimavosti je, Ze se nachdzi pouze v potravinach Zivoc¢isného plivodu.

V cCerstvém mléce nalezneme také vitamin C, ktery za plisobeni enzymt, kovii, svétla
a vzduchu ptechazi na dehydroaskorbovou kyselinu. Ta v mléce tvoii az 33 % z celkového
mnozstvi vitaminu C obsazeného v mléce. Pokud v okoli tohoto vitaminu neni k dispozici

méd’ ¢i Zelezo, plsobi jako antioxidant. V opacném pripad¢ dochazi ke tvorbé komplexti, diky
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nimz pozdéji dojde k oxidaci mlécného tuku. Pokud vitamin C vystavime svétlu, zapfi¢inime
tim jeho ubytek. Na zdklad¢ tohoto poznatku lze odhadnout, jak dlouho na vitamin svétlo
pusobilo. Z tohoto divodu se fadi mezi nejméné stalé vitaminy. Obsah vitaminu v mléce
kolis4a na zakladé¢ druhu dojnic, jejich laktaci a samoziejme zdravotnim stavu mlécné zlazy
dojnice (Gajdisek, 2003; Bi‘ezina, 1990; Pereira, 2014; Navratilova et al., 2012; Haug et
al., 2007).
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1.2 Hygienické pozadavky a technologie mléka

1.2.1 Dojnice

Syrové mléko ma bilou ¢i lehce nazloutlou barvu, je mlééné chuti bez dalSich pacht
(Cepitka, 1995). Dojnice, které poskytuji syrové mléko & mlezivo nesmi trpdt zadnym
nakazlivym onemocnénim. Zvife musi byt v dobrém zdravotnim stavu, bez ptiznakl nakazy,
jez by mohla zapfiCinit kontaminaci a znehodnoceni mléka. Zaroven nesmi trpét pohlavni
nemoci, mit zranéné vemeno, uzivat nepovolené 1éky (Janstova et al., 2012). Kvalitu a obsah
jednotlivych slozek je zavisly na plemenu dojnice, jejim krmeni a zdravotnim stavu. Na
hygienickém hledisku zélezi predeviim doba pied a b&hem jednotlivého dojeni (Cepicka,

1995).
1.2.2 Dojeni

Pted zahdjenim dojeni je tfeba dbat velké Cistoty. Zaroven je od kazdé dojnice
provadéna kontrola mléka tak, aby se zamezilo abnormalitdm jeho kvality a zdroven byly
pohlidany jeho fyzikalné-chemické a organoleptické vlastnosti. Mlezivo je dojeno oddélené,
aby nedochazelo k jeho miseni se samotnym mlékem syrovym. Z pouzitelnosti mlék do
prodeje a k lidské konzumaci jsou vyloucena mléka, kterd pochazi od dojnic do péti dni po
oteleni. Pravé z toho diivodu neni mlezivo michédno s mlékem. Dals§i druh mléka, ktery se
nezapracovava do konzumni slozky, je mléko od dojnic, Které doji méné jak dva litry, dale

mléko z prvnich stiikt a dalsi (Cepitka, 1995; Janstova et al., 2012).
1.2.3 Uchovani a chlazeni mléka

Pro uchovani mléka je vyhrazeno takové misto, aby se zamezilo jeho kontaminaci a
zaroven dal§im zménam, které by mohly ovlivnit jeho samotné slozeni. Diky tomu se i mléko
ithned po nadojeni chladi, aby se zabranilo vyskytu kontaminujicich mikroorganismii.
Samotné mléko ma po nadojeni 33 °C a co nejrychleji musi byt vychlazeno na ptredepsanou
teplotu. Toto chlazeni probihd v mistnosti (mlécnice), kterd je od dojirny a staji oddé€lena a
vybavena za témito ucely. Stény takové mistnosti musi byt snadno omyvatelné, stejné tak
jako podlahy, které jsou navic proloZzeny odtokovym systémem. Zaroven je mistnost dle
ptredpisti vétrana, osvétlena a oddélena od prostor, kde by mohlo dojit ke snadné kontaminaci
mlééného produktu (JanStova et al., 2012). Dalsi pozadavky jsou vzneseny na staje dojnic,
které musi byt svétlé a vzdusné, zaroven Cisté. Hlavnim pozadavkem je ptivod pitné a teplé
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vody. Vedle umyvarny by se mél nachazet sklad dezinfek¢nich prosttedkl a sklad pro umyté
nadobi a dojici zafizeni.

Hotové produkty jsou uskladnény ve vhodnych cCistych skladech a chladirnach,
popiipad¢ mrazirnach. Tyto prostory jsou chranény proti hmyzim Sktdctim, hlodavcim,
rozto¢im a dal$im piipadnym pachim. Pfi jejich manipulaci je tfeba dbat na to, aby nedoslo
k ru¢nimu kontaktu s vyrobky (Forman, 1994).

V piipadé, ze je mléko kazdy den svazeno, musi byt hned chlazeno na teplotu
maximaln¢ 8 °C. Oproti tomu mléko, u néhoz neni svoz kazdodenni, je chlazeno na nejvyse
6 °C. V ptipad¢ mleziva jsou skladovaci podminky stejné. Mlezivo navic miize byt i mrazeno
a predevsim musi byt skladovano oddélené¢ od samotného syrového mléka. Chlazeni je
provadéno v nadrzi, kde je bud’ chladivo odpafeno, nebo dochazi k akumulaci chladu do
ledové vody, kterd obklopuje danou nadobu. Tento styl chlazeni je jak ekonomicky, tak
ekologicky. Nadrze jsou vyrobeny znerezové oceli, maji brouSeny povrch a jsou
dvouplastové, kde se v prostoru mezi sténami nachazi pravé ledova voda. V horni ¢asti je
umisténo michadlo i napoustéci otvor, v dolni ¢asti pak vypoustéci zafizeni. Sanitace nadob

se provadi pokazdém vypusténi (Janstova et al., 2012).
1.2.4 Prijem mléka v mlékarné

Mléko se dopravi do mlékarny pomoci cisteren, ve kterych je mléko uchovano za
urcité teploty. Tyto cisterny jsou oznaceny napisem mléko ¢i potraviny. Uvnitf cisteren se
nachazeji vlnolamy, které pii transportu brani mechanické ¢innosti mléka. Takto vybaveny
automobil muize obsahovat 1 autosamplery, které¢ jsou urCeny k automatickému odbéru
vzorku, jez je potfebny pro mlékarnu, kam je mléko dovazeno.

U takto odebraného vzorku je kontrolovana teplota a pfitomnost rezidui. V piipadé
pozitivniho testu na rezidua inhibi¢nich latek mlékarna nemtze dovezené mléko piijmout.
Nadéle se stanovuje titrani kyselost, popfipadé¢ mérna hmotnost, obsah tuku, bilkovin a
kaseinu a termostabilni bilkoviny. V pfipad¢ piijmu je mléko pomoci Cerpadel preCerpano do

nerezovych tankd.
1.2.5 Odstredéni mléka

Odstiedéni je provadéno pomoci filtri a odstedivek. Principem je, ze mléko obsahuje
rozdilné ¢astecky s mérnou hmotnosti. Tim dojde k separaci tuku a samotného mléka, ¢imz se

mléko ocisti od mechanickych necistot, bunéénych Castic, ale i od ¢asti mikroorganismu.
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Vhodna teplota pro tento proces je 40 — 50 °C. V odstiedivce se odstiedéné mléko situuje
blizko stény bubnu, leh¢i tukova ¢ast je vytlacovana do stiedu, hovofime tedy o smetané a
tézké Castice, které tvoii neCistoty a vySe uvedené bunééné slozky a mikroorganismy jsou
zachytavany na sténé¢ bubnu. Témto cCasticim fikame kal. Odstfedivky mohou byt
diskontinudlni nebo kontinualni. Kontinualni odstiedivky jsou samoodkalovaci. V dnesni
dobé muze byt vyuzivéana i tzv. baktofuga, diky které dochazi k odstranéni bakterii z mléka,

také pomoci odstredivé sily (JanStova, 2012).

*¥-« ’ Smetana
J Il ) Odstredéne
2N

'

mléko

Mliéko syrové

Obrazek 2: Schéma odstredivky (Kadlec, 2002)

1.2.6 Tepelné oSetieni mléka

Diky tepelnému oSetfeni se mléko stane zdravotné nezavadné, je tedy diky této
technice zbaveno patogennich mikroorganismi a nezadouci technické mikroflory. Timto
zasahem se prodlouzi i doba trvanlivosti mléka (Biezina, 1990). Zaroven se diky tepelnému
oSetieni zlepsi vlastnosti mlécnych slozek, jako je naptiklad vyvoj pozadované chuti (Jost,
2011). Nejprve je teplota postupné zvySovana, diky tomu dojde ke zpomaleni ridstu
mikroorganismil, az jejich Uplnému usmrceni. Letdlni teploty jsou pro jednotlivé druhy
mikroorganismli rizné. Tepelnym oSetfenim nedochazi jen ke zbaveni neZadoucich
mikroorganismi, ale také k potlaceni funkce nékterych enzymii v mléce, jako je predevsim
lipaza, oxidoreduktaza a protedza. Jsou dva hlavni zplsoby, jimiz mizeme mléko tepelné

oSetfit - pasterace, sterilace, ale mtizeme se setkat i s technikou terminace (Biezina, 1990).
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1.2.6.1 Pasterace

Pasterace je proces, kdy je mléko zahtivano na 100 °C a tim dochazi ke zniceni
vegetativnich mikroorganismti, ale zaroven je zachovana nutricni hodnota mlécného
produktu. Jak jiz bylo feceno vysSe, dochédzi k inaktivaci nékterych enzymu, u pasterace
konkrétné ke snizeni aktivity lipazy (Rolf, 2011). Pasterace délime do nékolika druht. Je to
pfedevsim pasterace dlouhodobd, kde dochézi k zédhtevu na piiblizné 65 °C po dobu 30 minut.
Dalsi pasteraci je pasterace Setrnd, kdy se zahfivd na maximalni teplotu 75 °C po dobu
15-20 minut. Pfi tomto druhu pasterace je mozné preziti sporotvornych ¢i termorezistentnich
mikroorganismtl. Dochdzi k denaturaci pouze 15 % syrovatkovych bilkovin a z toho divodu
neni nikterak narusena chut’ mléka. Posledni pasteraci je vysoka pasterace, kdy je mléko
zahtivano na teplotu 85 °C, ale lze teplotu zvysit i nad 100 °C. Doba tohoto zahfevu je
pouhych 5 sekund. Denaturace syrovatkovych bilkovin €ini celych 50 %, vapnik pfechazi na
koloidni formu a jiZ se méni senzorické vlastnosti (Buiika et al., 2013; Kadlec, 2002). Mléko
je po pasteraci chlazeno na teplotu niz§i nez 6 °C. Pokud neni mozné mléko ihned po
pasteraci zpracovat, je skladovano v tzv. tancich. Jsou to nerezové nadoby valcovitého tvaru,
které maji vypouklé predni stény. Pro pasteraci jsou nezbytnd pasteracni zafizeni, jako je

napiiklad kotlovy, trubkovy nebo deskovy pastér (Janstova, 2012).
1.2.6.2 Sterilace

MIéko je pii tomto procesu osetieno v hermeticky uzavienych nadobach. Dochazi zde
K neptimému ohfevu az na teplotu 100 °C. Sterilace je provadéna jiz ve spotiebitelskych
obalech. Uzavér musi byt neporuSeny, tim dojde k likvidaci vSech mikroorganismt, spor a
enzymu. Zarovein je prodlouzena trvanlivost mléka na ne€kolik tydnt. RozliSujeme dva druhy
sterilaci, a to diskontinudlni a kontinudlni. U diskontinudlni sterilizace hraje roli vyhtivana

para, oproti tomu kontinualni je optimalizovéana o slozku regulace tlaku (Janstova, 2012).
1.2.6.3 Terminace

Tento proces zahrnuje oSetfeni mléka na teploty, které jsou pod rozmezim teplot pfi
pasteraci. Rozmezi téchto teplot se nachazi mezi 57-68 °C. Pfi této teploté je tedy mléko
terminovano, a to po dobu 10-15 sekund. Pozadavkem ale je, Ze u takto zpracovaného mléka

nesmi byt inaktivovan enzym fosfataza (Rolf, 2011).

30



1.2.7 Standardizace a homogenizace

Tyto dva kroky zahrnuji Gpravu tukové ¢asti mléka. Standardizace probiha tak, ze se
do tanku napusti pfimo vypocteny objem odstfedéného mléka a smetany. Vyhodou tohoto
kroku je, ze l1ze misit mléka rizné tucnosti a druhu. Dal$im druhem standardizace je vyuziti
zatizeni, kdy meéfici linka méfi tuénost obou slozek pred smichanim. Mé&fi se i teplota a lze
regulovat prutok jednotlivych slozek.

Pti pribéhu homogenizace dochazi ke zmenSeni tukovych kulicek a diky tomu
nedochazi k vyvstavani mlééného tuku pii skladovani mléka. Pro tento proces se pouzivaji
homogenizatory, kdy se mléko nasaje do Cerpadla a pomoci vysokého tlaku se vytvofi mala
Stérbina v homogeniza¢ni hlave, kterou je pak mléko schopné proudit vysokou rychlosti.
V tomto dé&ji dochazi k rozbiti tukovych kulicek, kdy navic dojde jesté k narazovému poklesu
tlaku. Slozeni mléka ale musi byt nasledovné - mléko musi obsahovat dostate¢né mnozstvi
bilkovin a tuk pak musi byt jako kapalina. Dvoustupiiové homogeniza¢ni hlavy se vyuzivaji

pro optimalizaci homogenizace (Buitika et al., 2013; BFezina, 1990, I1. ¢ast; Kadlec, 2002).
1.2.8 Plnéni a baleni

Pokud je distribuce mléka sméfovana do maloobchodni sité, mléko se bali do vratnych
nebo nevratnych oball. V ptipadé velké distribuce se mléko bali do konvi.
Mezi vratné obaly miZeme fadit napiiklad sklenéné lahve. Sklo méa v mlékarenském
potravindi'stvi mnoho vyhod. Povrch skla totiz nevstupuje do chemické reakce mléka, je
vyborn€¢ omyvatelny, 1ze ho desinfikovat a pfi jeho rozbiti ho lze vyuzit pro vyrobu novych
lahvi. Oproti tomu ma i1 své nevyhody. Jsou jimi priniky slunecnich paprskii, diky nimz
mléény tuk rychleji Zlukne, obal je t€Z8i a hrozi jeho rozbiti (Bfezina, 1990, II. ¢&dst). Na
zaklad€ priniku paprskii mohou byt rozloZeny i né€které vitaminy, jako napiiklad vitamin C
nebo B, (Buiika et al., 2013).
Na Obrazku 3 je zobrazena lahvarenska linka, kterd je vyuZivana pro vyrobu a plnéni
sklenénych lahvi. Je zde umisténa mycka lahvi, vakuovy plni¢ soucasné s uzaviratelnym

zafizenim.

31



13 s 11 10 3 2 1

Lahviarenskd linka

(l-gravitaéni vale&kova dréha, 2-odstohovaé prepravek,
3-vykladaé¢ lahvi, 4-zdvojeny destilkovy dopravnik,
5-mycka lahvi, b6-prosvécovaé lahvi, 7-akumulaéni pés,
8-monoblok, 9-zdvojeny destidkovy dopravnik, 10-feté-
zovy dopravnik, ll-mycka pfepravek, 12-vkladaé& lahvi,
13-3tohovaé prepravek)

Obrazek 3: Lahvarenska linka

Nevratné obaly jsou ¢im dal castéj$i oproti obalim vratnym. Mezi jejich vyhody patii
napiiklad snizena ndkladnost na strojni zafizeni, vymizeni skladii s vratnymi lahvemi,
snadnéjsi sterilizace lahvi, lepSi odolnost vici teploté, mald hmotnost, nerozbitnost. Stejné
jako vratné obaly maji i obaly nevratné své nevyhody. Jsou jimi naklady, které jsou vyssi, nez
u skla. Mize se objevit reakce mezi vyrobkem a plastem, coZ se projevi zménou chuti a viiné
vyrobku. V této kategorii mluvime pfedevsim o plastovych a papirovych obalech. Plastové
lahve jsou vyrobeny z polyethylenu, polypropylenu, polystyrenu nebo PVC a jsou zhotoveny
bud’ t€sné pred plnénim mléka, nebo jsou dovazeny hotové (Biezina, 1990, I1. édst).

Vezmeme-li v potaz mléko trvanlivé, je nutné ho balit do sterilnich obalti a asepticky.
VétSinou se zde uplatituji techniky, které vyuZivaji nevratnych obald. Jsou to tedy Tetra Pack,
Tetra Brik nebo Pure-Pack. Tetra znamena, Ze jsou obaly né&kolikavrstvé, piedevsim
Ctyfvrstvé, protoze obsahuji vnéj$i a wvnitini vrstvu zhotovenou z polyethylenu, dale
laminovany papir a hlinikovou folii. Diky tomu nedochézi k priniku svétla do mlééného

vyrobku, a tudiZ nedochézi k rozkladu vitaminti. Zaroven jsou obaly pevné a maji staly tvar

(Bylung, 1995; Biezina et al., 1990, I1. ¢dst).
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1.3 Mikrobiologie mléka

MIléko je vybornym vyzivovym médiem pro vétSinu mikroorganismi, jakou jsou
mikroorganismy zadouci, naptiklad mlécné bakterie, které se vyuzivaji pii vyrobé
fermentovaného mléka, ale také nezadouci mikroorganismy, mezi které spadaji bakterie
patogenni. I kdyz klasické mléko obsahuje vétSinou mén¢ jak 10 zivotaschopnych bakterii
v 1 ml mléka, mize dojit ke kontaminaci ve vyvodnich kanélcich, pfi udrzovani mléka
v uréité teploté, béhem procesu dojeni, atd. (Jost, 2011).

Kontaminace mléka mohou byt primarni a sekundarni. Mezi primarni kontaminaci

patfi:

e Bakterie pochazejici z dutiny a kanalki vemena

e Mikroorganismy vyskytujici se na povrchu vemena, krmiv a prachu, rukou dojice

e Mikroorganismy kontaminujici plochy, se kterymi mléko pfijde do styku jak pfti
dojeni, tak dopravé, filtrovani, chlazeni

e Kontaminace patogennimi mikroorganismy pochdzejicimi z infikovaného vemena

dojnice

Mezi sekundarni kontaminace miZeme zahrnout mikroorganismy, které se mnozi po

predchozi primérni kontaminaci. Ta zavisi na:

e Dob¢, kdy dojde ke chlazeni mléka po jeho nadojeni
e Teploté chlazeni mlé¢ka
e Na dobé¢, po kterou mohou mikroorganismy v mléce rist

e Na dobg, po kterou jsou v mléce provadény metabolické déje

ey

Do vemena se mizou dostat rizné druhy mikroorganismd, ale pfeziji zde pouze ty, které
jsou schopny adaptovat se na jeho vnitini prostiedi, jako je Lactococcus lactis. Na mikrofloru
ma vliv jak zdravotni stav dojnic, tak jejich vyziva. Tyto faktory pfispivaji k pfirozené
obranyschopnosti vemene (Gorner and Valik, 2004). Celkové pocéty a druhy
mikroorganismi zavisi na jeho manipulaci mléka béhem vyrobniho procesu a ¢asu jeho
zpracovani. Mikroflora mléka se méni v Case od jeho opusténi z farmy, dale hraje roli
skladovaci teplota. Ukazatelem téchto problémt je prave stanoveni CPM (Chambers, 2002).

Mikrobiologické pozadavky na syrové mléko a tim paddem jeho pfislusna jakost jsou

uvedeny v Tabulce III. Pocet mikroorganismi je vztazen na CPM pii zachovanych
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ptedepsanych podminkéch, jakymi jsou napfiklad chlazeni mléka do 150 minut po zacatku

dojeni a uchovani mléka pii teploté 4-7 °C, poptipade 4-6 °C (Gorner and Valik, 2004).

Tabulka I11: Kritéria CPM u ti¥id mléka (Gorner and Valik, 2004)

Trida jakosti mléka

Pocet mikroorganismu (cfu/ml)

Q

< 5x10*

< 1x10°

Miléko, které jiz piesahuje hodnotu cfu/ml pies vyse uvedenych 1x10° a tedy jiz

vybocuje ze tiidy jakosti I, se hodnoti jako mléko nestandardni a jsou u ného sledovany pocty

psychrotrofnich, termorezistentnich a koliformnich bakterii. Tyto pocty jsou uvedeny

v Tabulce IV.

Tabulka 1V: Dopliikové mikrobiologické znaky jakosti (Gorner and Valik, 2004)

Druh mikroorganismu

Pocet mikroorganismi [cfu / ml]

Psychrotrofni < 5x10°

Termorezistentni < 2x10°

Koliformni <1x10°
Anaerobni sporotvorné bakterie <1 cfu/0,1 ml

Dal$imi rody €1 skupinami mikroorganismil, které miiZzeme v mléce naleznout a jejichz
nékteré druhy, spadaji pravé do vySe uvedenych psychrofilnich ¢i termorezistentnich skupin,
jsou mikrokoky, enterokoky, laktokoky, streptokoky, nesporulujici grampozitivni tycinky,
sporotvorné gramnegativni tyCinky, kvasinky a plisné (Gorner and Valik, 2004). Zastoupeni
téchto mikroorganismi je u nesporulujicich grampozitivnich ty¢inek (Bacillus spp.),
gramnegativnich ty¢inek (oxidaza pozitivni i negativni), kvasinek a plisni mensi jak 10 %. U
enterokokil se zastoupeni pohybuje v hodnotach od 0 do 50 % a u mikrokokd 30-99 %
(Robinson, 1990).

1.3.1 Psychrofilni mikroorganismy

Psychrofilni mikroorganismy tvoii v Cerstvém stavu mléka pouze nepatrny podil

mlécné mikroflory, ale mohou proliferovat az po skladovani mléka, naptiklad v chladnicce.
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Tento proces je typicky pro bakterie rodu Pseudomonas, Alcaligenes a Flavobacterium.
Dochazi k produkci extraceluldrnich enzymii (proteazy, lipadzy) a naslednym vadam chuti ¢i

poruseni stability UHT mléka (Jost, 2011).
1.3.2 Koliformni mikroorganismy

Mezi koliformni druhy spadaji spadaji bakterie Enterobacteriaceae, kam tadime
predev§im rody Escherichia, Enterobacter, Citrobacter a Klebsiella. Jsou to rody
znehodnocujici mikrofloru mléka, kdy dochazi ke zhorSeni chuté a vin¢ mléka, tvorbé slizu
nebo pfeméné barvy. Tyto mikroorganismy se do mléka dostdvaji kontaminaci syrového
mléka v dusledku jeho manipulace nebo necistého vybaveni pfi jeho technologickém

zpracovani.
1.3.3 Sporotvorné a mlé¢né bakterie

Sporotvorné bakterie, kam fadime rody Bacillus a Clostridium, pfezivaji i pasterizacni
procesy mléka. Bacillus cereus je bakterie schopna ptezivat i v chladni¢kovych teplotach.
Predstavuje zavazny problém pfedevsim v Cerstvém mléce, ale i pasterizovanych vyrobcich.
Oproti tomu Clostridium tyrobutyricum zpisobuje potize spiSe tvrdych syru.

MIécné bakterie spadajici do rodu Streptococcus, Lactobacillus a Leuconostoc jsou
bakterie, které mohou zapfticinit problémy v nedostatecné zamrazeném mléce, protoze pusobi

jeho rychle kvaSeni (Gorner and Valik, 2004).
1.3.3.1 Streptococcus

Jedna se o mlécné bakterie, které maji kokovity tvar, jsou uspofadané do fetizka ¢i
dvojic, které jsou po Gramové barveni v mikroskopu patrny v modro-fialovém zbarveni.
Z toho plyne, Zze je tento mikroorganismus gram-pozitivni, dale neni pohyblivy a netvoii
spory. Diky této bakterii dochdzi k fermentaci kyseliny mlééné pravé na zakladé mlécného
cukru. Optimalni teplota rastu je 37 °C a nizSi. Vyjimkou jsou vSak termofilni druhy
Stretococcus salivarius ssp. termophilus, jehoz nékteré varianty plisobi na krevnim agaru
hemolyzu (Goérner and Valik, 2004). Streptococcus agalactiae je druh patogenni pro
Cloveka, ale pokud je bovinniho typu, nezpisobuje zadné lidské infekce (Ji€¢inska and

Havlova, 1995).
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1.3.3.2 Lactobacillus

Do tohoto rodu mikroorganismu spadaji druhy, které jsou fakultativné anaerobni nebo
mikroaerofilni, nevykazujici pohyb. Maji tvar palicek, fermentuji sacharidy na kyselinu
mlé¢nou, stejné tak jako tomu je u rodu Streptococcus. Procesem fermentace jsou schopné téz
tvofit ethanol a oxid uhlidity.

Do syrového mléka se tyto bakterie dostavaji pfedev§sim z povrchu mlékarenského
zatizeni. Oproti rodu Lactococcus, ktery se v mléce rozmnozuje rychleji, je pomér rodu
Lactobacillus rozhodné mensi. Druhy L. delbrueckii ssp. bulgaricus a L. delbrueckii ssp.
lactis se z rodu Lactobacillus vyuzivaji pro vyrobu syru. Optimalni teplota ristu je pfi
mezofilnich teplotach s hranici do 40 °C (Gorner and Valik, 2004).

1.3.3.3 Leuconostoc

Tyto bakterie jsou gram-pozitivni, nepohyblivé, netvofi spory, maji negativni katalazu
a netvoii hemolyzu. Jejich optimalni teplota ristu je v rozmezi 20-30 °C, ale nékteré jsou
schopné rust i v5 °C. Vyzaduji pfitomnost vitaminu skupiny B a zaroven obsah sacharidu,
ktery je nezbytny pro jejich rist. Stejné jako vySe uvedené mikroorganismy tvoii fermentaci
kyselinu mlé¢nou, ethanol a oxid uhli¢ity. Pfi obohaceni mléka glukézou zde vyborné roste

také L. mesenteroides ssp. mesenteroides (Gorner and Valik, 2004).
1.3.4 Patogenni mikroorganismy

Mezi patogenni bakterie, které mohou plisobit zdvazné zdravotni problémy po poZiti
mléka, patii naptiklad Mycobacterium tuberculosis, Brucella abortus, Coxiella burneti,
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, druhy Salmonella, Campylobacter a
Listeria monocytogenes i Bacillus cereus. Vétsina patogenni mikroflory je ¢asteéné zniCena

pfi pasteraci mléka (Jost, 2011).
1.3.4.1 Bacillus cereus

Bacillus cereus je psychrofilni mikroorganismus schopny tvofit termorezistentni
spory. Jedna se o fakultativné anaerobni, gram-pozitivni ty¢inku. Optimalni teplota pro jeho
rist je 30 °C, minimalni 6 - 10 °C. Zaroven produkuje diarrhogenni a emeticky toxin
(Granum, 1997). Dalsimi virulencnimi faktory jsou fosfolipaza, hemolyzin a dalsi.
Diarrhogenni toxin je mozno inaktivovat pii 56 °C po dobu 5 minut, avSak toxin emeticky je

vysoce termostabilni. K jeho inaktivaci dochazi az pii zahfevu na 128 °C po dobu 90 minut.
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Z tohoto divodu plyne, Ze pfi pasteraci neni mozné tento emeticky toxin inaktivovat, ale spise
dojde k jeho aktivaci (Ji¢inska and Havlova, 1995). Bacillus cereus mizeme napiiklad najit
na rostlinach, hnoji a riznych krmivech. Ke kontaminaci konzumniho mléka dochazi pravé
Vv jeho syrovém stavu pii dojeni (Helgason, et al., 2000).

Ke stanoveni pocti Bacillus cereus dochazi narustem kolonii pfi teplot¢ 30 °C na
selektivné-diagnostické pidé MYP. Tato puda obsahuje mannitol, Zloutkovou emulzi a
polymyxin. Pro prikaz Bacillus cereus v mlékarenském prumyslu jsou tyto metody malo
citlivé, proto se musi provést ,nahromadéni“ tohoto mikroorganismu bud pomoci
membranové filtrace, nebo pomoci tekutého selektivniho média a néslednym stanovenim
metodou MPN (Ji¢inska and Havlova, 1995). Dale byl Bacillus cereus vyuzivan k vyvoji
HACCP, kdy se zjistovala dana teplota a misto ¢asté kontaminace této bakterie (Zwietering
etal., 1996).

1.3.4.2 Listeria monocytogenes

Stejné jako Bacillus cereus je Listeria monocytogenes gram-pozitivni bakterie ve tvaru
ty¢ky (Ji¢inska and Havlova, 1995). Byly prokdzany minimaln¢ dva patogenni druhy. Jsou
jimi Listeria monocytogenes a Listeria ivanovii. U Listeria ivanovii bylo prokazano, ze je
patogenni pouze pro piezvykavce, oproti tomu Listeria monocytogenes je patogenni jak pro
piezvykavé savce, tak pro clovéka (Gillet et al., 2010). Listeria monocytogenes je
osmotolerantni. U lidi se listeridzy projevuji riznymi symptomy, ale vétSinou postihuje
pfedevSim osoby se sniZzenou imunitou. Mezi rizikové skupiny patii i1 t€hotné Zeny (Ji¢inska
and Havlova, 1995). Listeria monocytogenes je vnitrobuné¢ny parazit. Tato bakterie je
schopna napadat bunky imunitniho systému a mnozi se v nich (Guillet et al., 2010). Hlavnim
virulen¢nim faktorem je hemolyzin O, tedy listeriolyzin. Mezi dal§i virulen¢ni faktory spada
téz fosfolipaza C, lecitindza, aktin, internaliny a dalsi.

Listeria monocytogenes se do mléka dostava piedevsim z odpadnich vod, pidy, hnoje,
krmiv a vodnich zdroji. Bylo zjisténo, Ze u 52 % vzorkl vykalt hospodaiskych zvifat se tento
mikroorganismus vyskytoval (Ji¢inska and Havlova, 1995). Mléko se tedy kontaminuje mj.
skrze exkrementy dojnic. Tento zpiisob kontaminace je samoziejmé zamezitelny pfedevsim
pii spravné hygienické prevenci (Gelbi¢ova et al., 2011). Zajimavosti je, ze listerie byly
prokazany ve struzkach, kanalech a odvodnovacich zafizeni. Je tomu proto, ze tato zafizeni
prochazi téméf vSemi prostorami vyroby a  listerie se takto mohou Sifit. Listeria

monocytogenes fermentuje cukry na kyselinu mlé¢nou. Jeji optimalni teplota rtstu je
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30-37 °C, ale je schopna rust jesté pii 4 °C. K inaktivaci jejich bun€k je dostacujici zahfev na
72 °C po dobu 15 sekund, ¢ehoz se dosahuje pfi tepelné tipravé mléka.

Pro prukaz Listeria monocytogenes se vyuziva piedmnozeni ve ziedéném bujonu dle
Frasera, nasledném pomnozeni v selektivnim bujonu dle Frasera a vyockovani na dvé
selektivné-diagnostické pidy, jakymi jsou naptiklad PALCAM nebo Oxford. Pro mléko se
ale vétsinou vyuziva selektivni bujon dle Lovetta a pfedpomnozeni se neprovadi. K dispozici
jsou ale i né€které imunotesty, které zna¢né zrychli detekci této bakterie (Ji¢inska and

Havlova, 1995).
1.3.4.3 Staphylococcus aureus

Tato bakterie znemoziuje zdravotni nezavadnost mléka a také ovlivituje jeho jakost.
Je to nepohybliva bakterie kokovitého tvaru, typickymznakem jsou shluky do ,,hrozn*. Jedna
se 0 gram-pozitivni, fakultativné anaerobni bakterie. Optimalni teplota ristu je v rozmezi
30-37 °C. Optimalni pH pro rist této bakterie je 7,0-7,5. Intoxikace timto druhem
mikroorganismu se projevuji bolestmi hlavy, prijmem, zvracenim, nékdy i svalovymi
kfeCemi. PfiCinou je enterotoxin, ktery je produkovan pravé toxigennimi kmeny. Otravy
nejcastéji zpusobuji sérotypy produkujici SEB a SED. Geny, které koéduji toxiny B, jsou
lokalizovany na plazmidech, zatimco geny pro toxiny D jsou kdédovany v chromosomu.
Problémem je, Ze tyto toxiny nejsou inaktivovany pasteraci, jsou rezistentni k enzymim, jez
se tvoii v travicim traktu a zaroven jsou rezistentni k proteazam, které tvoii mlééné bakterie.
Davka staphylokokového enterotoxinu, kterd je minimdalni pro vyvolani onemocnéni, je
stanovena na mnozstvi 1 — 100 mg. Tomu odpovida nardst Staphylococcus aureus v poctu
10° cfu/g. Mezi dalsi virulenéni faktory tohoto kmene patii plazmakoagulaza, staphylokinaza,
lipaza, fosfolipaza, hyaluroniddza a fosfatdza. Téchto virulencnich faktorii se vyuZiva pfti
identifikacnich testech, pro potvrzeni Staphylococcus aureus. Body pro posouzeni zdravotni

nezavadnosti vyrobku jsou shrnuty takto:

e Vyrobek mize zplsobit onemocnéni a byt toxicky, ale Staphylococcus aureus nemusi
byt pomoci kultivace ve vyrobku prokazan
e Vyrobek mize byt zdravotné¢ nezdvadny, i pfes fakt, Ze vném byl nalezen

Staphylococcus aureus ve vysokém mnozstvi, napiiklad 10° cfu/g a vice.

Tyto druhy jsou vegetativnimi komenzaly na respiraénim ustroji, intestinalnim a

urogenitalnim traktu a zaroven jsou béZznou soucdsti mikroflory vemene. Po usidleni pfi
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otvoru struku dojde k jejich kolonizaci otvoru a nasledné produkci toxinti, timto zptisobem se
rozvine onemocnéni tzv. mastitida (Chambers, 2002). Na ¢asticich prachu se mohou dale
Sifit vzduchem a tim kontaminuji dalSi povrchy. Syrové mléko je tedy kontaminovano
predevsim ve fazi dojeni z vemene, ovzdusi, ale muze dojit k jeho kontaminaci i personalem.
Dalsim rizikem jsou dojnice nakazené mastitidou, které vylucuji vysoky pocet
mikroorganismu do mléka. Mléko $patné jakosti, které obsahuje druh Staphylococcus aureus,
obsahuje také nepatogenni mikrofloru, ktera je schopna potlatovat mnoZeni tohoto
toxinogenniho druhu. Pro jeho mnoZzeni je ale vybornym prostiedim pravé mléko pasterované
(Jic¢inska and Havlova, 1995). V mléce kromé druhu Staphylococcus aureus mtizeme nalézt
také Staphylococcus epidermidis (Ji¢inska and Havlova, 1995).

Vseobecné stanoveni Staphylococcus aureus je provadéno kultivaénim postupem, kdy

je vzorek vyockovan na:

e GTK agar pro zjisténi celkového poctu mikroorganismli (CPM). Tato kultivace je
provadéna pii 30 °C po dobu az 72 hodin Snaslednou biochemickou nebo
molekularné-biochemickou identifikaci (Némeckova et al., 2017).

o selektivné-diagnostickou pidu Baird-Parkeriiv agar. Tento agar obsahuje teluriitan

draselny, chlorid litny, glycin a vaje¢ny zloutek (Ji¢inska and Havlova, 1995).

Nadale se Staphylococcus aureus potvrzuje pomoci testll na plasmakoagulazu. U mléka, kdy
jsou ocekavany nizké poéty tohoto mikroorganismu, stanovujeme metodou MPN, kdy
kultivujeme na selektivni bujon s teluri¢itanem draselnym a chloridem sodnym. Pokud ale
mame vzorky, kde je jiz Staphylococcus aureus predpokladan, tedy ofekavame jeho ur€ity
pocet, pocitame op€t kolonie na Baird-Parkerové agaru. Pfi podezieni na mastitidy lze
vyockovat vzorek mléka piimo na krevni agar. Z hlediska imunologického testovani, jsou ¢im

dal tim vice vyuzivany testy ELISA a LAT (Ji¢inska and Havlova, 1995).
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1.4 Nanotechnologie

1.4.1 Nanocastice

Nanocastice se V dnesni dob¢ vyrab&ji ve velkém meéfitku a je o né zvySeny zajem,
predeviim v pramyslu. Cim dal vice se za¢inaji nano&astice pouzivat jak ve zdravotnictvi, tak
potravinaistvi. Ve zdravotnictvi nabizi tyto technologie velkou $kalu vyuziti pfedev§im pii
onemocnéni rakovinou ¢i Alzheimerovou chorobou, jsou pfidavany také do nékterych 1éku.
V soucasnosti se vyuzivaji pfedev§sim konstruované nanocastice. Z hlediska materidla se
nanocastice mohou ptidavat do plastii, kde by mely zajistit jejich vetsi trvanlivost. Zaroven
byl u stiibrnych nanocastic zjistén antimikrobialni ucinek (Winchester et al., 2010). Oproti
jinym ¢asticim obsahuji jejich nanostruktury velky pocet atomi na jednotku objemu a maji
specifické optické, katalytické a biologické vlastnosti (Cao, 2004; Kvitek and Panacek,
2007). Cim mensi nanodastice, tim v&t§i podet vndjsich atomd oproti atomtim, které jsou
zastoupeny ve vnitini ¢asti této struktury. Diky povrchu nanocéstic roste 1 jejich povrchova
energie. Tato skute¢nost muze ale zptisobovat zna¢né problémy pravé pti vyrobé nanocastic.
Je tedy tieba piekonat jejich povrchovou energii. Pravé kvili této skute¢nosti mohou byt
nanocastice termodynamické nebo metastabilni. Stabilizace nanocastic se provadi pomoci
dvou metod. Prvni je elektrostaticka stabilizace, kde je vyuZivano adsorpce iontl a jejich
odpuzovani. Tyto ionty maji stejny ndboj a vazi se na povrch nanocastic. Systém je pak
kineticky stabilni, oproti druhému systému, ktery je stabilizovan termodynamicky a je jim
stericka stabilizace, kde je vyuzivano sorpce makromolekul (Cao, 2004).

V soucasné dobé¢ se vyuzivaji dvé techniky pro syntézu nanocastic. Jsou jimi Top-

down a Bottom-up technika.
1.4.1.1 Top-down technika

Principem Top-down techniky je syntéza nanocastic, ktera vyuziva fyzikalnich
procest zmenSovani ¢astic az do tfidy nanometrt. Pfedev§im se zde vyuziva laserové ablace,
kde je dulezité sledovat pocet pulzi, vykon a velikost laserového paprsku. Na zaklad¢ teéchto
informaci Ize pfipravit nanoc¢astice s riznymi vlastnostmi. Pokud je tato metoda provadéna
Vv tekutém prostiedi, vysledkem jsou ¢istéj$i nanocastice, nez je tomu u typu metody, kdy je
vyuzivano jako prostiedi vakuum (Brito-Silva et al., 2010; Tilaki et al., 2006; Tolaymat et
al., 2010).
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1.4.1.2 Bottom-up technika

Oproti prvni uvedené technice, je Bottom-up technika zaloZzena na principu
chemickych vlastnosti nanocastic. I diky této skutenosti a chemickému prumyslu je tato
metoda vice vyuzivana. Vyuziva se zde chemické redukce. Spolecné ovSem tyto techniky
maji, ze velikost a tvar vysledné nanocéstice je zavisly na experimentalnich podminkéch
jejiho vzniku, tedy redukénich Cinidlech, stabilizatorech a dalSich latek, které jsou do reakci
pridavany. Vzhledem k vyuzitelnosti silnych redukcénich cinidel, jakym je naptiklad
tetrahydridoboritan, nelze tyto ¢astice vyuzivat u biologickych metod.

K této technice se da prifadit i vyroba elektrolytickd. Tato metoda je nejstarsi ze vSech
metod, ale vzhledem Kk optimalizaci a vyvoji jiné technologic a pokroku, se jiz Casto
elektrolyza v tomto oboru nepouziva (Cheon et al., 2011; Panacek et al., 2006; Sharma et
al., 2009).

1.4.2 Str¥ibro

Vyuziti stiibra se datuje jiz do dob ddvno minulych. Nejprve bylo stfibro vyuZzivano
jako ména, pozd&ji se zného zalaly vyrabét Sperky, ale jiz ve starém Rimé obyvatelé
zpozorovali jeho antimikrobialni vlastnosti, coz bylo pfi¢inou vyroby nadob a dalSich
sttibrnych pomiicek. Jesté v dobé, kdy nebylo popséno vyuziti antibiotik pro terapii se prave
sttibro ve formé koloidu vyuzivalo pro lé€bu choroboplodnych onemocnéni. Nadale se
stiibrné ionty ve zdravotnim primyslu rozmohly a vyuZiti nalezly i materidly, které se
pouzivaji na drobné odérky a popaleniny (Chen and Schluesener, 2008). Koloidni ¢astice
stiibra lze pfipravit pomoci oxida¢né-redukénich reakci kovi a nekovi. U stfibra se jedna
detailnéji o mechanismus, kdy dochazi k redukci stéibrné soli pomoci Zeleznatych ionti. Tyto

¢astice jsou nasledné vyuzivany jako soucasti nanostiibra.
1.4.2.1 Nanocastice stiibra

Jak jiz bylo feCeno vySe, zakladnim principem piipravy cCastic stiibra je redukce
stiibrné soli v tvz. komplexujicim prostiedi. Je ale nutny vybér vhodného ¢inidla, ligandu a
také urcité koncentrace systému, kde bude k reakci dochézet. Ligandem je ve vétSing ptipadi
redukujici cukr. V potaz se bere i hodnota pH, kde diky témto parametrim je vyrobce
schopny fidit velikost vznikajici Castice stiibra. Po vzniku nanocastice ve vodné disperzi se
méii praveé jeji vyslednd velikost, kdy je vyuzivano rozptylu svétla na povrchu této Castice.
Pro meéfeni velikosti lze téz vyuzit transmisni elektronové mikroskopie ¢i UV/VIS
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spektroskopie. Pokud chceme zjistit obsah stfibra v nanocastici, 1ze vyuzit také atomové
absorp¢ni spektrometrie (Kvitek and Panacek, 2007).

Vlastnosti nanocastice neurcuje pouze jeji velikost, ale také jeji tvar. Miizeme se zde
setkat jak s tvarem koule, ty¢e nebo dratu, tak i tvarem krychle a dal§ich mnohosténu. Jak jiz
bylo uvedeno vyse, pfi zmenSeni rozméru castice dochazi ke zvétSeni jejitho povrchu, tim se
naskytuje velky prostor pro dalsi reakce, coz je zdkladem pro antimikrobidlni plsobeni.
Teorie tedy fika, ze ¢im menSi povrch ¢astice, tim lep$i antimikrobialni G¢inky (Chen and

Schluesener, 2008; Hajkova and §mejkal, 2010).
1.4.2.2 Antimikrobiilni piisobeni stiibra

V piipad€ nanocastic stiibra se prfedpokladd, ze stiibrné ionty pisobi na disulfidové
vazby bunéénych membran nékterych bakterii a tim dochazi k jejich denaturaci. Zaroven je
velkym pifinosem studie, kterd dokéazala, Ze bakterie si nedokazi vici stfibrnym iontim
vytvotit rezistenci, jako je tomu napiiklad u antibiotik. Jak jiz bylo feeno vyse,
antimikrobidlni aktivita stfibra zna¢n¢ souvisi s povrchem dané nanocastice a tim tedy i jejim
tvarem (Zheng et al., 2004). Pro zkoumani antimikrobialnich vlastnosti stéibra se vyuZzivaji
jednotlivé bakterie, jakymi jsou naptiklad Bacillus subtilis ¢i Escherichia coli (Lee and Lee,
2006). V soucasné dob¢é vyvstavaji na povrch rizné teorie, jak stiibro pusobi na bunky
takovych mikroorganismut. Faktem je, ze pfi antimikrobidlnim ptisobeni stiibra se téméi vzdy
setkdme se zménou struktury a morfologie na buiice daného mikroorganismu. Prvni teorii je
tedy hypotéza, Ze diky t€émto zméndm dochézi ke smrti buniky. Druhou hypotézou je prinik
stiibrnych iontd do bunky mikroorganismu, timto procesem se narusi DNA, ptesnéji dojde
k jeji kondensaci, nasledné ztraté replikac¢nich schopnosti a tim i smrti bunky. Dalsi teorie
tvrdi, Ze se Castice stiibra navazi na membranu buiiky, tato membrana ztrati svou funkeci, coz
je permeabilita bunééné membrany a postupem Casu buitka odumfie. Miize se také jednat o
naruSeni dychaciho fetézce v téle buiiky, naruseni bunécného déleni a tim samotnému zaniku
daného mikroorganismu (Feng et al., 2000; Morones et al., 2005; Sondi and Salopek-
Sondi, 2004).

V praxi se mizeme setkat i s u€inky nanocastic zlata, titanu a dalSich, ale oproti
stiibrnym nanocasticim jsou ty zlaté znaéné¢ méné reaktivni. Tim padem je i jejich
antimikrobialni U¢inek niZsi. Jak jiz bylo feeno, u antimikrobiadlniho G€inku nanocastic se
bere zietel na jejich povrch a velikost. Cim mens$i nanoéastice jsou, tim vy$si maji tento

ucinek a zaroven ¢im vice ploch a hran obsahuji, tim vétsi tento Gcinek je. Zalezi samoziejmé
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i na povrchu, na ktery se nanoé¢astice nanasi. Cim vice zahybii tento povrch m4, tim vice
ploch jsou nanocastice schopny vytvofit a tim siln€j$i antimikrobidlni uc¢inek maji (Allaker
and Memarzadeh, 2014; Seil and Webster, 2012). Stiibro ma ale oproti ostatnim
prostiedklim znacné vyhody pfedevSim v jeho Sirokospektrosti, protoze pusobi jak na rizné
kmeny bakterii, tak i houby, fasy a viry. Oproti jinym prvkim je pfedevSim dlouho stabilni
(Duncan, 2011).

1.4.3 Nanotechnologie v potravinarstvi

Vyuziti nanotechnologii v potravinafstvi nachazi stale vétsitho rozvoje. Jednd se
predevsim o obalové techniky a materialy, které zahrnuji zdokonaleni obalu predevsim
z plastickych hmot, kdy se do takového materidlu ptidavaji rtizné slozky pravé v podobé
nanocastic. Jedna se tedy o aktivni obaly, které mohou pisobit prodlouZeni trvanlivosti
spotiebniho produktu, zlepsit jeho bezpecnost, zamezit kontaminaci ¢i znehodnoceni vyrobku
a dalsi (Sekhon, 2010). Funkci obalového materialu je pfedev§im ochrana produktu, udrzeni
jejiho kvalitniho slozeni a zamezeni dalSi kontaminace takového produktu, kdy dochazi
k zamezeni kazivosti potraviny. Zaroven je obalovy material formou ochrany pied vnéjsimi
vlivy, pfedev§im chemickymi, biologickymi a fyzikdlnimi. Druhym faktorem je, Ze
samoziejme zavisi take na skladovani dané potraviny. Vyvoj nanotechnologie v potravinarstvi
se zabyva technikami aktivnich obalii, které by né&jakym zplisobem reagovaly s potravinou
uvniti a zapticinili jeji vySe uvedenou stalost (Bradley, 2011; Marsh, 2007; Sekhon, 2010).

Jak jiz bylo feceno, zaina se v dneSni dobé vyuZivat tzv.: aktivnich obald, nebo také
inteligentnich obalovych materiali. Principem téchto materialii je aplikace nanocastic do
materidlu pfipadné jeho potah, kdy tyto ¢astice maji antimikrobidlni vlastnosti a jsou potupné
vypoustény do zabalené potraviny. Zaroven samoziejmé nesmi dochézet ke zdravotni
zavadnosti takového produktu (Bradely, 2011). Mezi inteligentnimi obaly se muzeme setkat
s funkci monitoringu dané potraviny a tim 1 informacemi o kvalité¢ potraviny a jeji zméné
v dobé piepravy a skladovani. Mezitim aktivni obaly slouzi zejména k prodlouzeni
skladovatelnosti a zachovani ¢i zlepSeni slozeni dané potraviny (Dainelli et al., 2008; Kruijf
et al., 2002; Sekhon, 2010). Otazkou ale stale zlstava budouci likvidace téchto obalovych
materialt a jejich recyklovatelnost (Bradley, 2011).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie, Zivné pudy, pristroje a pomicky

2.11

2.1.2

Chemikalie
Methylenova modr

Priprava: Methylenova modif byla pfipravena smichanim 5 ml methylenové

modre a 195 ml destilované vody.
70 % ethanol

Zivna média a pracovni roztoky

Roztok citranu sodného

Priprava: Roztok citranu sodného byl ptipraven smichanim 10 g citranu sodné¢ho
a 500 ml destilované vody. Sterilizace probihala pfi 121 °C po dobu

15 minut.

GTK agar

(Tryptone Glucose Extract Agar)

HiMedia
Slozeni: enzymaticky hydrolyzat kaseinu 50
kvasni¢ny extrakt 30
glukoza 19
agar 15 g
Priprava: Bylo navédzeno 24 g komer¢éné dostupné dehydratované praSkové smési

zivného média na 1000 ml destilované¢ vody. Sterilizace probihala

Vv autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.
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Baird-Parker agar

(Bair Parker Agar Base)

HiMedia
Slozeni: enzymaticky hydrolyzat kaseinu 10g
hovézi extrakt 59
kvasnicny extrakt 1g
glycin 129
pyrohroznan sodny 109
chlorid lithny 5¢
agar 209
Priprava: Bylo navazeno 63 g piipravku do 950 ml destilované vody. Sterilizace

probihala v autokldvu pfi 121 °C po dobu 15 minut. Nasledné byla smés

ochlazena na 45 — 50 °C a asepticky bylo ptidano 50 ml Zloutkové

emulze s teluri¢itanem draselnym (FD 046 Egg Yolk Tellurite

Emulsion).
PALCAM agar

(Listeria Identification Agar Base)
HiMedia

SlozZeni: pepton special
Skrob
Chlorid sodny
Kvasni¢ny extrakt
D-mannitol
Dextrosa
Citran Zelezito-amonny
Eskulin
Chlorid lithny
Fenolova Cerven

Agar

239
19

39
109
0,509
0,509
0,80
15¢
0,089
10g
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Priprava:

Bylo navéazeno 34,44g piipravku do 500 ml destilované vody.

Sterilizace probéhla pti 121 °C po dobu 15 minut v autoklavu. Nasledné

byla smés ochlazena na 50 °C a asepticky pfidan obsah lahvicky

Listeria Selective Supplement (FD 061).

e Mikrobitesty CH-1

e Mikrobitesty K-1

e Mikrobitesty P-1

e Mikrobitesty PRPM-1

2.1.3 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy KERN KB
Analytické vahy KERN ALS 120-4N
Autoklav PS 20A

BACMED 6iG2

Biologicky termostat ST 3 COMF/S
Biologicky termostat BT 120

Denzitometr McFarland

Horkovzdus$ny sterilizator STERIMAT 5104.2
Chladnicka Gorenje RK 6201 BW

Chladnicka Zanussi ZRA 40100 WA

Sterimat 5104.2

Vortex Reax top
2.1.4 Pomiucky

Bézné laboratorni sklo

Bézné plastové a kovové pomiicky
Centrifugacni zkumavky 50 ml
Centrifuga¢ni zkumavky 15 ml
Mikropipety automaticke

Pipety plastové 50 ml

Pipety plastové 10 ml

(MILCOM a.s., Ceska republika)
(MILCOM a.s., Ceska republika)
(MILCOM a.s., Ceska republika)
(MILCOM a.s., Ceska republika)

(KERN, Némecko)

(KERN, Némecko)

(BMT, Ceska republika)
(ASPIAG s.1.0., Ceska republika)
(POL-EKO, Polsko)
(Laboratorni  pfistroje  Praha, Ceska
republika)

(Biosan, Litva)

(BMT, Ceska republika)

(Gorenje, Slovinsko)

(Zanussti, Italie)

(BMT, Ceska republika)

(Heidolph, Némecko)
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2.2 Analyzované vzorky

Pro ucely diplomové prace byly vzorky neodstfedéného mléka dodavany z mlékarny
Juliana Tunéchody. Mléko bylo dopravovano v nestandardizované podobé, v syrovém stavu,
ihned po nadojeni a pasteraci pii 74 °C po dobu 20 s. V experimentalni ¢asti bylo pracovano

S témito Sarzemi mléka:
e Sarze: 7484

Datum spotieby: 7.10.2017

(plnéno do plastovych lahvi oSetfenych stiibrem v koncentraci 20 mg/m?)
o Sarze: 7529

Datum spotieby: 27.10. 2017

(plnéno do plastovych lahvi odetfenych stiibrem v koncentraci 10 mg/m?)
e SarZe: 7561

Datum spotieby: 11.11. 2017

(plnéno do sklenénych lahvi oSetfenych stiibrem v koncentraci 20 mg/m?)
e SarZe: 7605

Datum spotieby: 1.12. 2017

(pInéno do sklenénych lahvi oSetfenych stiibrem v koncentraci 10 mg/m?)
e SarZe: 7632

Datum spotieby: 15.12. 2017
(pInéno do plastovych i sklenénych lahvi oSetfenych stiibrem v koncentraci
10 mg/m?)

Plastové a sklenéné modifikované lahve, byly dodany od firmy Ego 93 s.r.o. Stiibrné
ionty byly ptipraveny metodou vylouceni kovového stiibra z amoniakalniho komplexu, po
naneseni téchto iontd na povrch lahve byly obaly oSetfeny saponatem a vyplachnuty
destilovanou vodou. Pro dalsi experimenty byly zakoupeny vzorky UHT mléka v bézné
obchodni siti v CR.
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2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Provedeni reduktazové a kvasné zkousky

Reduktazovéd a kvasna zkouska slouzi pro sledovani produkti metabolismu danych
mikroorganismi. Tyto zkousky spadaji do zkousek enzymatickych a diky nim je mozné
orientatné vyhodnotit mikrobiologickou jakost mléka. Bakterie, které se nachazi v mléce,
modfi na bezbarvou leukoformu. Dochazi zde k reakci indikatoru na zménu redoxniho
potencialu na zakladé spotieby kysliku bakteriemi. Cim vét§i metabolicka aktivita danych
mikroorganismi v mléce je, tim rychlejsi je odbarveni methylenové modfi.

Do sterilnich zkumavek bylo pipetovdno 10 ml syrového mléka, nasledné doslo
k vytemperovani zkumavek na teplotu 37 °C a poté bylo piidano 250 ul methylenové modii.
Smés byla promichdna na vortexu a inkubovéana pii 37 °C do odbarveni. Nasledné byly

vyhodnoceny vysledky reduktazové zkousky dle Tabulky V:

Tabulka V: Hodnoceni vysledki reduktazové zkousky

Doba odbarveni methylenové Jakost mléka Odhad poétu MO (cfu/ml)
modri
>5 dobra 1-2x10°
2-4 vyhovujici 2x10°°
<2 $patna 2x10%7

Pro hodnoceni kvasné zkousky byl vzorek ponechén pii kultivaci 37 °C a dle doby
kultivace a vzhledu srazeniny bylo posouzeno slozeni mikroflory. Tento test byl proveden
spole¢n¢ s reduktazovou zkouSkou v jedné zkumavce. Hodnoceni kvasné zkousky ndm

ukazuje Tabulka V1.

Tabulka VI: Hodnoceni vysledki kvasné zkousky

Jakost mléka Hodnoceni vysledkii

Celistva sraZenina, porcelanovity vzhled, 1-2
bublinky

Velmi dobra

Méné dobra Srazenina s vice bublinkami, trhliny

Klkovita sraZenina, peptonizace mléka, patrna tvorba

Spatna
plynu
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2.3.2 Provedeni mikrobitestu

Mikrobitesty ptfedstavuji levnou, jednoduchou a piedevsim praktickou metodu pro
urceni zakladnich mikroorganismti. Vyuzivaji se piedev§im pii sledovani sanitace a
dodrzovani technologickych procesii. Tyto testy se skladdaji z prouzku specidlniho papiru,
ktery je napustén vhodnou zivnou pudou s piidavkem indikétoru, a jeho nasdkavost Cini
0,5 ml. Prouzky jsou uloZeny v polyetylenovych obalech, které jsou nadale vyuzity jako
kultivacni prostfedi. Kultivace probiha klasicky v termostatu pti danych parametrech, které
vyzaduje stanovovany mikroorganismus. Mikrobitesty jsou rozdéleny na urc¢ité druhy dle
skupiny stanovovanych mikroorganismil. Zaroven se vyrabé&ji v modifikacich ke stanoveni
v béznych tekutindch, viskdznich tekutinach ¢i pro otiskové metody.

Prouzek mikrobitestu byl namocen ve vzorku mléka (nasékavost 0,5 ml), nasledné
zataven do polyethylenového sacku a kultivovan pfi teplot€¢ 25 °C po dobu 24 hodin pro
stanoveni kvasinek a plisni a pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin pro skupiny koliformnich a
redukujicich mikroorganismli. Vyhodnoceni spocivalo v zaznamenani poctu ptitomnych
suspektnich kolonii MO na testacnim prouzku. Stejny postup byl proveden jak u lahvi s
modifikaci, tak lahvi bez modifikace. Pro pokusy byly pouZity mikrobitesty s oznacenim 1,
vzhledem ktomu, ze se jedna o mikrobitesty, pouZzivajici se pro stanoveni v béznych

tekutinach. Tyto testy byly typu:

e CH-1 koliformni bakterie a E. coli ¢. vyr.: 7

o K-1 kvasinky v tekutinach . vyr.: 303
e P-1 plisné v tekutinach ¢C. vyr.: 406
e PRPM-1 redukujici mikroby v tekutinach ¢C. vyr.: 703

2.3.3 Stanoveni CPM

Pro stanoveni celkového poctu mikroorganismi, byla pouzita ptida GTK. Objem
vzorku 100ul (mléko, poptipad¢ vhodna fedéni vzorku) byl inokulovan na Zivnou pudu GTK.
Kultivace probihala pifi 30 °C po dobu 24 hodin. Néasledné¢ byly zjistovany pocty
mikroorganismi, a to v jednotkach cfu/ml. VSechny tyto experimenty byly provedeny
minimaln¢ v dubletu. Stanoveni bylo provadéno vzdy simultinné ve dvou nezdvislych
vzorcich mléka, a to vlahvich bez wvnitfni modifikace stifibrem a zaroven v lahvich
s oSettenym povrchem (mléko vzdy ze stejné Sarze kvili porovnatelnosti). Znaceni

jednotlivych vzorki bylo provedeno nasledovné:
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e VZ1 lahev bez modifikace vnitiniho povrchu 1

o VZ2 lahev bez modifikace vnitiniho povrchu 2
e VZ1-Ag lahev se stfibrnymi ionty 1
o VZ2-Ag lahev se stfibrnymi ionty 2

2.3.4 Prezivani vybranych bakterii v mléce

Pro ucely diplomové prace byly pouzity kmeny Staphylococcus aureus a Listeria
ivanovii. Tyto kmeny byly nejprve kultivovany na MPA agaru, a to pro Staphylococcus
aureus pii teploté 30 °C po dobu 24 hodin a pro Listeria ivanovii pii 37 °C po dobu 48 hodin.

Po kultivaci byla pfipravena bakteridlni suspenze ve sterilnim roztoku -citranu
sodného odpovidajici densité 0,5 stupné McFarlandovy zékalové stupnice. Tato suspenze byla
nasledné nafedéna na pozadovanou bunéfnou densitu tak, aby vysledna bunécna densita
v mléku byla 10* cfu/ml. Takto pfipravend bun&ena suspenze byla tedy pipetovana do vzorku
mléka pro nasledné testovani. Pocty kolonii byly zaznamenavéany kazdy den a na zéklad¢€ toho

se odvijely dalsi upravy fedéni vzork, jako tomu bylo u stanoveni CPM.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem diplomové prace bylo prokazat antimikrobidlni ucinky stfibrnych iontd,
nanesenych na povrch lahvi, kdy tyto ionty o rtiznych koncentracich pisobily na syrové
mléko. Na zakladé této reakce byly popsany ucinky stiibra v ramci jednotlivych koncentraci a

materidlti. Vysledky této laboratorni prace jsou uvedeny nize.

31 Miléko uchovavané v plastové lahvi (koncentrace Ag” 20 mg/m®)

Den dodani: 3.10. 2017
Den plnéni: 3.10. 2017
Cislo 3arze: 7483

Datum trvanlivosti: do 7. 10. 2017

Doba vyzkumu: 3.10.-11. 10. 2017

3.1.1 Senzorické hodnoceni mléka

V této casti, je uvedeno senzorické hodnoceni modifikovanych plastovych lahvi 0

koncentraci Ag* 20 mg/m? a lahvi bez modifikace. V Tabulce V11, jsou uvedeny vysledky ze

senzorické analyzy, do které bylo zahrnuto pouze ¢ichové a vizualni posouzeni. Hodnoceni

vzorkli nebylo mozné provadét béhem vikendu, proto je zaznam vysledkt uveden pouze

Vv pracovnich dnech.

Tabulka V11: Senzoricky popis mléka v plastovych lahvich bez modifikace/s modifikaci Ag* 20 mg/m?

Den Lahev bez modifikace Ag” Lahev s modifikaci Ag”
Nazloutla barva, mlé¢ny zapach,
Bila barva, mlé¢ny zapach, tekutda | tekuta konzistence, na styku mléka
1 konzistence s lahvi hnédozluté skvrny
Bila barva, mlé¢ny zapach, tekuta Nazloutla barva, mlécny zapach,
konzistence, tvorba mensich tekuta konzistence, mensi tvorba
2-4 srazenin srazenin
Nazloutla barva, zkysly zapach,
Bil4 barva, zkysly zapach, tekuta tekuta konzistence, nazloutlé
7 konzistence, nazloutlé sraZzeniny srazeniny
Bila barva, zkysly zépach, husta
konzistence, sraZeniny po celém Nazloutla barva, zkysly zapach,
8 objemu srazeniny nejsou po celém objemu
Bila az nazloutla barva, zkysly Nazloutla barva, zkysly zapach,
zapach, srazeniny potrhané po celistva srazenina u povrchu, jinak
9 celém objemu tekuta konzistence
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Z Tabulky VII uvedené nize je patrné, ze se senzorika mléka jednotlivych lahvi zna¢né
ménila. U lahvi s Ag" modifikaci mélo mléko v celém objemu této lahve nazloutlou barvu.
Z toho divodu byl proveden pokus, zda je diky stfibrnymi iontim zménéna barva mléka,
nebo jde pouze o odstin modifikované lahve. Po odliti mléka do zkumavky bylo zjisténo, ze je
mléko bilé, z ¢ehoz plyne tisudek, ze nazloutlé zbarveni je zpiisobeno pouze Gpravou povrchu
plastové lahve. Nadale byl charakter jak modifikované, tak lahve bez modifikace téméf stejny.

Rozdil byl pouze ve tvorb¢ srazeniny.
3.1.2 Reduktiazova a kvasna zkousSka

Reduktazova a kvasna zkouska byly provedeny jak u lahvi s modifikovanym vnitifnim
povrchem, tak lahvi bez vnitini upravy. Toto testovani bylo provadéno kazdy den s vyjimkou

vikendu a nadéle po ném. Hodnoceni téchto zkouSek je uvedeno dale.
3.1.2.1 Hodnoceni ml¢ka v 1. dni

Ihned po dodani vzorkli do laboratofe, byly zkumavky naplnéné mlékem pro
reduktazovou a kvasnou zkousku vytemperovany a nasledné pfidana methylenovad modf. Po
4,5 hodinach, byla u zkumavek methylenova modi stale neodbarvena. K jejimu odbarveni
doslo tedy za vice jak 5 hodin, coZ poukazuje na dobrou jakost mléka. SraZenina, ktera byla
hodnocena jako ukazatel kvasné zkousky vykazovala celistvost, porcelanovity vzhled
s malym poc¢tem bublin. Toto hodnoceni kvasné zkousky téz poukazovalo na velmi dobrou
kvalitu mléka. U vysSe uvedenych hodnoceni nebyl mezi neoSetfenymi a oSetfenymi lahvemi

znatelny rozdil.
3.1.2.2 Hodnoceni mléka ve 2. dni

Jak u mléka z lahvi bez modifikace, tak s modifikaci opét po 4,5 hodinach od ptidani
methylenové modie, nebyla modf stale odbarvena. Z toho plyne, Ze k odbarveni methylenova
modie ve zkumavkéch doslo znovu za vice jak 5 hodin, coz stile poukazuje na dobrou jakost
mléka. SraZenina byla opét porcelanovitého vzhledu, celistva, s malym poctem bublin.

Vysledky kvasné zkouSky opét ukazovaly na velmi dobrou kvalitu mléka.
3.1.2.3 Hodnoceni mléka ve 3. dni

K odbarveni methylenové modii doslo opét za vice jak 5 hodin, jakost mléka byla tedy

stale dobra. Srazenina pro hodnoceni kvasné zkousSky byla stale celistva, porcelanovitého
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vzhledu. Objevil se vsak vétsi pocet bublinek. Diky tomu mtzeme hodnotit kvalitu mléka na
hranici s velmi dobrou jakosti a méné dobrou jakosti. Opét mezi vzorky z modifikovanych a

nemodifikovanych lahvi nebyl zaznamenan rozdil.
3.1.2.4 Hodnoceni ml¢ka ve 4. dni

Methylenovd modf byla pfiddna v rannich hodinach, po 2 hodinach od pfidani byla
methylenova modf jiz odbarvena. Vzhled odbarveni najdeme na Obrazku 4. Kvili tomu, ze
srazenina nebyla upln€ patrnd, probéhlo jeji hodnoceni az den sedmy, z ditvodu vikendu.
Nasledné byly srazeniny ohodnoceny jako potrhané po celém objemu, s velkym poctem
bublin. Jakost mléka se tedy pohybovala na hranici vyhovujici a Spatné kvality u vSech
vzorki pro redukujici zkousku a na hranici mén¢ dobré a Spatné kvality mléka pro kvasnou

zkousku.

Obrazek 4: Odbarvené vzorky mléka po reduktazové zkousce

3.1.2.5 Hodnoceni mléka v 7. dni

Pfidani methylenové modii bylo problematické, kvili zhorSené misitelnosti mléka.
Zkumavky, v nichz byla methylenova modf, byly odbarveny jiz za necelé 2 hodiny, coz
ukazuje na Spatnou jakost mléka. SraZeniny, které byly hodnoceny az nésledujici den, byly

potrhané po celém objemu zkumavky, coz téz znaci o Spatné jakosti mléka.
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3.1.2.6 Hodnoceni mléka v 8. dni

Po pridani methylenové modii bylo opét problematické jeji promiseni. Odbarveni se
uskutecnilo znovu do 2 hodin, coz je stalym ukazatelem na Spatnou jakost mléka. Srazenina
poukazujici na hodnoceni kvasné zkousky byla téz potrhdna po celém svém objemu. Jakost
mléka byla tedy celkové hodnocena jako $patna.

Shrnuti reduktazové zkousky pro vzorky mléka z modifikované lahve i lahve bez
modifikace, je patrno v Tabulce VIII. V obou pfipadech je hodnoceni shodné. Pokud vysledky
porovname se studii ve ¢lanku Gorner and Valik (2004), kdy se po¢ty mikroorganismd pro
jests vyhovujici jakost mléka (tfida I) pohybuji v Fadech do 1x10°, miZeme Fici, Ze ve
vyhovujici tfidé I se mléko pohybovalo dle reduktazové zkousky do tfetiho dne. Ve stejném
stylu se pohybovalo i hodnoceni kvasné zkousky. Zadné vyznamné rozdily mezi
modifikacemi tedy nebyly zaznamenany. Oviem miize to byt ditkaz, Ze koncentrace Ag* 20
mg/m? nevykazuje tak vysoké antimikrobilni u¢inky, jako koncentrace niz3i. Tento poznatek

byl jiz uveden u senzorického hodnoceni vzorku.

Tabulka V111: Shrnuti reduktizové zkousky pro plastové lahve bez modifikace/s modifikaci Ag* 20 mg/m?

Den Jakost mléka P¥iblizny pocet cfu/ml
1 Dobré 1-2x10°
2 Dobra 1-2x10°
3 Dobra 1-2x10°
4 Vyhovujici/$patna 2x10%%/2x10%”
7 Spatna 2x10°%”
8 Spatna 2x10%7

3.1.3 Hodnoceni mléka dle mikrobitestu

Vzhledem k ovéfeni hodnoceni mléka, byly provedeny mikrobitesty na jednotlivé
mikroorganismy, uvedené v experimentalni ¢asti vySe. Na zdklad¢€ vysledkli mikrobitesti, 1ze
konstatovat, ze ve vSech pfipadech byly pritomny redukujici a koliformni mikroorganismy.
Oproti tomuto zjisténi nebyly v Zadném vzorku zaznamenany kvasinky a plisné. Vysledky
mikrobitestl byly stejné jak u vzorkli nemodifikovanych lahvi, tak i vzorki z modifikovanych

lahvi. Kone¢né shrnuti vysledki jednotlivych kultur jsou popsany v tabulce 1X. nize.
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Tabulka I1X: Hodnoceni mikrobitesii pro plastové lahve bez modifikace/s modifikaci Ag* 20 mg/m?

Den CH-1 K-1 P-1 PRPM-1
1 + - - +
2 + - - +
3 + - - +
4 + - - +
7 + - - +
8 + - - +

CH-1: koliformni bakterie a E. coli, K-1: kvasinky v tekutinich, P-1: plisné v tekutinich, PRPM-1: redukujici mikroby
Vv tekutinach, +: pozitivni nalez, -: negativni nalez

3.1.4 Stanoveni CPM u vzorku mléka

Stanoveni CPM na GTK agaru bylo provadéno kazdy den po dobu trvanlivosti mléka
a nasledné jesté dalsi dny po uplynuti této expirace. Vysledky byly vztazeny vzdy na jednotky
cfu/ml. Timto stylem byla prace provedena pro jednotlivé typy Sarzi i srovnavaci vzorky. Pro
lepsi orientaci byly vysledky uspotadany do tabulek, uvedenych v jednotlivych ptilohach.

V Ptiloze €. 1 je patrné, ze v prib&hu 1.-3. dne vykazovaly modifikované lahve svij
antimikrobidlni Gcinek, ale dalSi dny doSlo ke srovnani poctu mikroorganismii mezi
modifikovanymi a nemodifikovanymi lahvemi. Pokud bychom vzali v potaz vysledky
reduktazové zkousky u téchto lahvi v Tabulce VIII, v§imli bychom si, ze téz 1. a 2. den se
pocet MO pocitanych na GTK shoduje s hodnotou dobré jakosti mléka uvedené v této
tabulce. Nadale i dal$i dny dochazi ke shod¢ téchto vysledkt. Grafické znazornéni vysledki

na GTK mtzeme vidét v Grafu 1.
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Graf 1: CPM u mléka v plastovych lahvich bez modifikace/s modifikaci Ag* 20 mg/m?

Jak je patrno, vypodtem CPM na GTK byl ov&fen fakt, ze koncentrace Ag® 20 mg/m?
neni vhodna pro prodlouzeni trvanlivosti mléka. Z toho divodu tedy nevyhovuje pozadavkiim
pro naSe dal$i pokusy pravé z diivodu, ze funkce antimikrobidlniho uc€inku sttibra trva pouze
par dni. Tento efekt je patrny i na vySe uvedeném Grafu 1 a zarovein nema zadny vysledny
efekt na celkovou trvanlivost vyrobku, c¢ehoz si mizeme povSimnout na vysledcich
z posledniho dne analyzy. Zde se poc¢et MO v lahvi s modifikaci navysil, oproti poétim MO

v lahvi bez modifikace Ag".

3.2 MlIéko uchovavané v plastové lahvi (koncentrace Ag” 10 mg/m?)

Den dodani: 23.10. 2017
Den plnéni: 23.10. 2017
Cislo sarze: 7529

Datum trvanlivosti: do 27. 10. 2017
Doba vyzkumu: 23.10.-31.10. 2017

3.2.1 Senzorické hodnoceni mléka

V této ¢asti, stejné tak jako tomu bylo u vzorki plastovych lahvi s modifikaci Ag*

20 mg/mz, je uvedeno senzorické hodnoceni modifikovanych plastovych lahvi a lahvi bez
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modifikace o koncentraci Ag* 10 mg/m?. Nize v Tabulce X, jsou opé&t uvedeny vysledky ze
senzorické analyzy, do které bylo zahrnuto pouze ¢ichové a vizudlni posouzeni. Hodnoceni
vzorkli nebylo mozné provadét béhem vikendu, proto je zaznam vysledki uveden pouze

Vv pracovnich dnech.

Tabulka X: Senzoricky popis mléka v plastovych lahvich bez modifikace/s modifikaci Ag* 10 mg/m?

Den Lahev bez modifikace Ag” Lahev s modifikaci Ag”
Bila barva, mléény zapach, tekuta Bila barva, mléény zapach, tekuta
1 konzistence konzistence
Bila barva, mlé¢ny zapach, tekuta Bila barva, mlé¢ny zapach, tekuta
konzistence, menSi srazenina u konzistence, mensSi srazenina u
2-5 povrchu povrchu
Bila barva, zkysly zapach, husta Bila barva, mlé¢ny zapach, tekuta
konzistence, u povrchu zluta konzistence, u povrchu bila
8 srazenina srazenina
Bila barva, zkysly zapach, husta
konzistence, zietelné oddéleni Bilé barva, mlé¢ny zapach,
9 vodné fize a srazeniny smetanova konzistence

U koncentrace Ag* 10 mg/m? si mizeme poviimnout, Ze byl rozdil jednotlivych lahvi
znatelné€j$i. Vzhled mléka v lahvi byl jiz 1 u postiibfeného materialu bily, coz bylo nejspise
zpuisobeno poloviéni koncentraci stfibrnych iontti. Nadale mléko v lahvich oSetfenych
sttibrnymi ionty vykazovalo jiny charakter, oproti mléku v lahvich bez modifikace. Nejen, Ze
vydrzelo déle tekuté, ale zaroven vykazovalo po del$i dobu mlé¢ny zapach.

Pokud porovname plastové modifikované lahve obou koncentraci, je vidno, Ze na
prvni pohled by se plastové lahve s koncentraci Ag® 10 mg/m2 zdaly vhodnéj$i pro dalsi
pokusy.

3.2.2 Hodnoceni mléka dle mikrobitestu

Ve stejném stylu, jako bylo provedeno hodnoceni mikrobitesti u modifikovanych
lahvi koncentrace Ag* 20 mg/m?, byly provedeny i mikrobitesty u koncentrace Ag* 10 mg/m?.
Vzhledem k faktu, 7e hodnoceni mikrobitestli U lahvi modifikovanych koncentraci Ag"
20 mg/m? nebyly zaznamenany rozdily v hodnoceni, bylo rozhodnuto provadét testy u
koncentrace Ag* 10 mg/m? jednou za dva dny. Z vysledki bylo mozno opét konstatovat, Ze ve
vSech ptipadech byly koliformni a redukujici mikroorganismy piitomny, ovSsem u vzorka
z lahvi modifikovanych, obsahovaly papirky zna¢né mensi nartst kolonii, nez vzorky z
nemodifikovanych lahvi. Dikazem této skuteCnosti je Obrazek 5, pro koliformni MO a

nasledné Obrazek 6 pro redukujici MO.
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Obrazek 5: Mikrobitesty CH-1 pro mléko z plastové lahve bez modifikace/s modifikaci Ag* 10 mg/m?

Obrazek 6: Mikrobitesty PRPM-1 pro mléko z plastové lahve bez modifikace/s modifikaci Ag* 10 mg/m?

Plisn¢ a kvasinky nebyly opétovné zaznameniny v Zadném ze vzorkl. Shrnuti

celkovych vysledkt pro mikrobitesty je uvedeno v Tabulce XI. nize.

Tabulka X1: Hodnoceni mikrobitesti pro mléko z plastové lahve bez modifikace/s modifikaci Ag”*

10 mg/m?
Den CH-1 K-1 P-1 PRPM-1
1 + - - +
3 + - - +
5 + - - +
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3.2.3 Stanoveni CPM u vzorku mléka

Stanoveni CPM na GTK agaru bylo provadéno stejnym zptsobem, jako u vzorkt mléka
uchovavanych v lahvich o dvojnasobné koncentraci. Zachyt MO v mléce probihal tedy opét
kazdy den po dobu trvanlivosti mléka a nasledné jest¢ dalSi dny po uplynuti této lhity.
Vysledky byly vztazeny vzdy na jednotky cfu/ml pro lepSi piehlednost a srovnani
jednotlivych vysledkt. Pro lepsi orientaci byly vysledky uspofadany do tabulek, uvedenych
Vv jednotlivych ptilohach a z nich pro lepsi piehlednost vytvotfeno grafické zpracovani dané

Sarze, které je patrno v Grafu 2.
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Graf 2: CPM u mléka v plastovych lahvich bez modifikace/s modifikaci Ag* 10 mg/m?

Z Grafu 2 je tedy patrno, ze v prubéhu 1. a 2. dne se poCty mikroorganismt u
klasickych lahvi zvysily, oproti tomu pocty u lahvi s upravenym vnitinim povrchem ziistaly
na stejné hodnoté. Tento zachyt je patrny na obrazku v Pfiloze ¢. 2. Nadale se jejich pocet
MO sice zvysil, ale oproti ndristu MO u vzorkl z nemodifikovanych lahvi byl polovi¢ni. | na
zéklad¢ grafického znézornéni vysledkii, si mizeme povSimnout zna¢ného rozdilu, mezi
Grafem 1 a Grafem 2. Detailngjsi informace CPM jednotlivych vzorkti jsou uvedeny
v Ptiloze €. 3.

Na zakladé¢ hodnoceni vysledkli mlzeme fici, Ze antimikrobialni uUCinek stfibra
v koncentraci Ag* 10 mg/m? na plastovych lahvich byl prokdzan a miZe byt pficinou
prodlouzeni trvanlivosti mléka. Zaroven si opet ovéiujeme, ze tato koncentrace a plastové

lahve jsou velmi vhodné pro nase dalsi pokusy.
59



3.3 MiIéko uchovavané ve sklenéné lahvi (koncentrace Ag" 20 mg/m®)

Den dodani: 7.11. 2017
Den plnéni: 7.11. 2017
Cislo 3arze: 7561

Datum trvanlivosti:

Doba vyzkumu:

do 11. 11. 2017
7.11.-15.11. 2017

3.3.1 Senzorické hodnoceni mléka

V senzorickém hodnoceni mléka u sklenénych lahvi s modifikaci Ag* 20 mg/mz, jsou

opét uvedeny vysledky ze senzorické analyzy, do které bylo zahrnuto pouze cichové a

vizualni posouzeni. Hodnoceni vzorkii nebylo mozné provadét béhem vikendu, stejné tak jako

u vzorkl plastovych lahvi, proto je zaznam vysledki uveden pouze v pracovnich dnech.

Senzorické hodnoceni je shrnuto v Tabulce XII.

Tabulka X11: Senzoricky popis mléka ve sklenénych lahvich bez modifikace/s modifikaci Ag* 20 mg/m?

Den Lahev bez modifikace Ag” Lahev s modifikaci Ag”
Bila barva, mlé¢ny zapach, tekuta Bila barva, mlé¢ny zapach, tekuta
1 konzistence konzistence
Bila barva, mlé¢ny zapach, tekuta
Bila barva, zkysly zapach, tekuta konzistence, mensi srazenina u
2-4 konzistence, mensi tvorba sraZenin povrchu
Bila barva, zkysly zapach, tekuta
Bila barva, zkysly zapach, tekuta konzistence, nartzovély prouzek
7 konzistence, nazloutla srazenina pod srazeninou
Bila barva, zkysly zapach, srazené | Bila barva, zkysly zapach, srazené
8 mléko mléko, bez prouzku
Bila barva, zkysly zapach, srazené | Bila barva, zkysly zapach, srazené
mléko, malo patrny rozdil srazené | mléko, bez prouzku, patrna vodna
9 a vodné faze faze a srazenina

Z této tabulky je patrno, ze mléko z lahve oSetfené stfibrnymi ionty vykazovalo delsi

dobu mlé¢ny zapach, oproti mléku pochazejicim z lahvi bez modifikace. Zaroven se u mléka

z lahvi modifikovanych Ag" objevil sedmy den nariizovély prouzek, ktery u lahvi bez

modifikace nebyl zaznamenan. Tento zachyt prouzku je vidét v Pfiloze ¢. 4. Dle Tabulky XII

je v8ak patrno, ze tento prouzek jiz nebyl dalsi den pozorovan.
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3.3.2 Reduktazova a kvasna zkouska

Vzhledem Kk tomu, ze byly tyto zkousky provedeny u mléka zlahvi o modifikaci
koncentrace Ag* 20 mg/m? i plastovych lahvi bez vnitini upravy, byly tyto testy provedeny i u

vzorkt ve sklenénych lahvich z divodu srovnani.
3.3.2.1 Hodnoceni mléka v 1. dni

V den odbéru u sklenénych lahvi, byla pfidana k mléku methylenovd modf opé€t ihned
po dodani mléka do laboratote a jeho vytemperovani na pozadovanou teplotu. Po 8 hodinach,
byla methylenovd modi odbarvena, a to u lahvi bez modifikace. Oproti tomu mléko
obsahujici methylenovou modf a pochézejici z modifikovanych lahvi odbarveno zatim nebylo
a zlistdvalo modré. I pfes to doslo k odbarveni za vice jak 5 hodin u obou piipadl, coz znaci
na dobrou kvalitu mléka, ale u mléka z postiibienych lahvi na kvalitu lepsi. Zarovenl byla u
tohoto mléka celistva srazenina, porcelanovitého vzhledu. Toto hodnoceni potvrzuje jeho
dobrou jakost. U mléka z nemodifikované lahve byla srazenina potrhana po celém objemu

zkumavky, coz znaci $patnou jakost mléka.
3.3.2.2 Hodnoceni mléka ve 2. dni

Pfidani methylenové modii prob&hlo v rannich hodinach, u vzorkd zlahvi bez
modifikace doslo k odbarveni jiz po necelych 4 hodinach. Vysledkem je tedy vyhovujici
jakost mléka. Oproti tomu vzorky z modifikovanych lahvi byly odbarveny za vice jak 5
hodin. Jakost mléka je tedy stale dobra. Kvasna zkouska probihala stejnym zptisobem jako
predchozi den. Vysledky reduktazové i kvasné zkousky jsou zachyceny na Obrazku 7. Mléko
v lahvich bez modifikace bylo tedy hodnoceno jako mléko $patné kvality, oproti lahvim se

sttibrnymi ionty, které vykazovaly velmi dobrou jakost mléka.

61



Obriazek 7: Reduktazova a kvasna zkouska pro sklenéné lahve bez modifikace/s modifikaci Ag* 20 mg/m?

3.3.2.3 Hodnoceni mléka ve 3. dni

Tteti den bylo hodnoceni jak kvasné, tak reduktazové zkousky stejné, jako predchozi

den.
3.3.2.4 Hodnoceni mléka ve 4. dni

Od pridani methylenova modti byly vzorky z lahvi bez modifikace jiz po necelych 3
hodinach ¢astetné odbarveny, oproti tomu methylenova modi z vzorktu, pochazejicich
z modifikovanych lahvi, nejevila znamky odbarveni. Vzhledem k tomu, Ze srazeniny byly
hodnoceny opét po vikendu, byly u obou piipadi potrhané po celém objemu, z ¢ehoz nelze
soudit spravnou kvalitu mléka diky zkresleni hodnoceni. Reduktizova zkouska ale
poukazovala u vzorku z lahvi bez povrchové ttravy na vyhovujici az Spatnou kvalitu, oproti

dobr¢ kvalité mléka z lahvi s povrchovou upravou.
3.3.2.5 Hodnoceni mléka v 7. dni

Sedmy den vykazovaly vzorky z lahvi neoSetfenych stfibrnymi ionty po piidani
methylenové modie odbarveni z jedné tfetiny jiz po 30 minutach. Po jedné hodin¢€ bylo
odbarveni celistvé. Oproti tomu u vzork z modifikovanych lahvi methylenova modf, stale

nevykazovala svij odbarvovaci efekt. Z toho soudime, ze mléko z neupravenych lahvi se
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nachazelo jiz ve S$patné jakosti, oproti tomu mléko z upravenych lahvi mohlo vykazovat
vyhovujici jakost i vzhledem k posouzeni kvasné zkousky, kdy u obou vzorki byly srazeniny

potrhané u povrchu zkumavky.
3.3.2.6 Hodnoceni mléka v 8. dni

Odbarveni methylenové modii u vzorki mléka z nemodifikovanych lahvi, probéhlo do
mén¢ jak jedné hodiny, zaroven srazenina byla potrhand po celém objemu zkumavky. Diky
témto vysledkim byla jakost mléka hodnocena jako Spatna. Zkumavky s mlékem
pochazejicim z lahvi modifikovanych, vykazovaly odbarveni v rozmezi 2-4 hodin, srazenina
byla téz potrhana a s bublinami. Z tohoto vysledku bylo usouzeno, Ze kvalita mléka zistava
na vyhovujici trovni.

Shrnuti vysledki pro reduktazové zkousky provedené u vzorkd mléka z jednotlivych

lahvi, je patrno v Tabulce XI1I a Tabulce X1V nize.

Tabulka X111: Shrnuti reduktizové zkousky pro mléko ze sklenéné lahve bez modifikace Ag* 20 mg/m?

Den Jakost mléka Piiblizny pocet MO /1 ml
1 Dobra 1-2x10°
2 Vyhovujici 2x10%°
3 Vyhovujici 2x10°°
4 Vyhovujici / §patnd 2x10°%/2x10%"
7 Spatna 2x10%7
8 Spatna 2x10%7

Tabulka X1V: Shrnuti reduktazové zkousky pro mléko ze sklenéné lahve s modifikaci Ag* 20 mg/m?

Den Jakost mléka Piiblizny pofet MO /1 ml
1 Dobra 1-2x10°
2 Dobra 1-2x10°
3 Dobra 1-2x10°
4 Dobra 1-2x10°
7 Vyhovujici 2x10%°
8 Vyhovujici 2x10°°
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Z téchto uvedenych tabulek mizeme vidét rozdil mezi sklenénymi lahvemi bez
modifikace a lahvemi s modifikaci Ag®. U druhého p¥ipadu ziistava jakost mléka stale ve
vyhovujicich mezich az do osmého dne, oproti mléku z lahvi bez modifikace Ag”, jez se na
zéklad¢ reduktazové i kvasné zkousky zda byt nekonzumovatelné jiz od dne ¢tvrtého. Tento
experiment mizeme porovnat i s teorii uvedenou ve ¢lanku Gorner end Valik (2004), kde
pocty MO pohybujici se do fadu 1x10° vykazuji na jakost mléka v tiid& 1. Tato tiida je jests
vyhovujici tfida jakosti mléka. U lahvi bez modifikovaného povrchu vyhovovalo mléko této
tfidé jakosti pouze do tietiho dne. U lahvi, které proSly modifikaci splinovalo mléko tiidu
jakosti I az do dne osmého, coz je znac¢ny rozdil. I diky tomuto srovnani mizeme soudit, ze
rozdil mezi témito lahvemi experiment vykazuje. Zaroven ale bylo zhodnoceno na zaklad¢
diskuze svedoucim diplomové prace, Zze provedeni kvasné a reduktazové zkouSky neni
vhodnym ukazatelem hodnoceni celkové jakosti. Je tomu z duvodu, ze do experimentu
zasahuji dny, kdy neni mozné odbarveni hodnotit. Pravé proto byly nasledné reduktdzové a

kvasné zkousky u plastovych a sklenénych lahvi s koncentraci Ag* 10 mg/m? vynechany.
3.3.3 Hodnoceni mléka dle mikrobitesti

Diky provedenym mikrobitestim u mléka plastovych lahvi s modifikovanym 1
nemodifikovanym povrchem jednotlivych koncentraci stfibrnych iontl, bylo usouzeno, ze
Z hlediska nepfitomnosti plisni a kvasinek v pribéhu téchto hodnoceni, budou tyto
mikrobitesty u lahvi sklenénych vynechany. Pro ovéfeni, zda se vyjime¢né ve vzorcich plisné
nebo kvasinky nevyskytuji, byly tyto testy provedeny v prvnich dvou dnech. Mikrobitesty pro
redukujici a koliformni mikroorganismy byly nadale provadény denné¢, kvili porovnani
nartsti jak pro modifikované a nemodifikované plastové lahve, tak lahve sklenéné.

Hodnoceni pro koliformni i redukujici mikroorganismy bylo opét pozitivni.
3.3.4 Stanoveni CPM u vzorku mléka

Stanoveni celkového poctu mikroorganismli bylo hodnoceno opét stejnym zpiisobem,
jako u vzorki predchoziho materidlu. I interpretace vysledka se kviili porovnani jednotlivych
materiald a Sarzi neménila. Ztabulky vyhodnocené v Piiloze ¢. 5 je patrny efekt
antimikrobialni aktivity stfibrnych iontii a jejich u¢inku. Pokud bychom mély vysledky
z CPM porovnat s vysledky reduktazové zkousky, vidéli bychom, Ze prvni dva dny se
s vysledky reduktazové zkousky shoduji jak u lahvi bez upravy vnitiniho povrchu, tak u lahvi

modifikovanych. OvSem u dalSich dni dochézi jiz k velmi znatelnému rozdilu vysledku. I
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z tohoto divodu opét potvrzujeme rceni, Ze pokracovani v reduktdzové zkousce nemélo
efektivni vliv na celkové hodnoceni vysledkl. Grafické znazornéni poctu MO v mléce je

vizualizovano v Grafu 3 nize.
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Graf 3: CPM u mléka ve sklenénych lahvich bez modifikace/s modifikaci Ag* 20 mg/m?

Jak je vidét z grafického vyjadfeni, antimikrobidlni ucinek stiibra je patrny 1 ve
sklenénych modifikovanych lahvich, ovSem porovname-li Graf 3 s Grafem 2, usoudime, ze
antimikrobialni u¢inky stfibra jsou v plastovych modifikovanych lahvich lepsi, vzhledem
k CPM. Tento fakt mizeme vysvétlit tvrzenim, jez je sepsano Vv Casti teoretické. Tedy, ze ¢im
vice zahybt a ploch, tim efektivnéjsi antimikrobialni ucinek stfibro prokazuje. Toto tvrzeni by
vyzdvihovalo lahve plastové, vzhledem k jejich materidlu a zaroven tvaru, ve kterém jsou
vyrabény. Ve stfedni ¢asti obalu se totiz nachézi ,,zvInény* povrch, ktery nejspise pozitivné
pfispiva k antimikrobidlnimu G¢inku stiibra.

Nadéle si v hodnoceni vysledkli tohoto experimentu mizZeme povSimnout, Ze je
koncentrace ¢astic modifikovaného povrchu u sklenénych lahvi dvojnasobnd, oproti plastové
lahvi, kde byl prokazan lepsi aktimikrobidlni Gicinek. Proto sklenéné lahve o koncentraci Ag"
20 mg/m? nebudou dale pro experimenty vyuZity. Je tomu i z divodu ekonomického hlediska.
Zamysleme se nad tim, pro¢ by mély byt vyuzivany lahve, které maji vyssi néklady na
pofizeni a mens$i efektivnost, nez lahve, které maji mensi nakladovost na potizeni a lepsi
antimikrobidlni ucinek.
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3.4 MiIléko uchovavané ve sklenéné lahvi (koncentrace Ag*10 mg/m’)

Den dodani: 27.11. 2017
Den plnéni: 27.11. 2017
Cislo 3arze: 7605

Datum trvanlivosti: do 1.12. 2017

Doba vyzkumu: 27.11.-5.12. 2017

3.4.1 Senzorické hodnoceni mléka

V této Casti, jsou u sklenénych lahvi s modifikaci Ag® 10 mg/m?, opét uvedeny
vysledky ze senzorické analyzy, do které bylo zahrnuto pouze ¢ichové a vizudlni posouzeni.
Hodnoceni vzorkid nebylo mozné provadét béhem vikendu, stejné tak jako tomu bylo
Vv ostatnich ptipadech, a proto je zdznam vysledk uveden pouze v pracovnich dnech. Shrnuti

hodnoceni ukazuje tabulka XV.

Tabulka XV: Senzoricky popis mléka ve sklenénych lahvich bez modifikace/s modifikaci Ag* 10 mg/m?

Den Lahev bez modifikace Ag” Lahev s modifikaci Ag"
Bila barva, mlé¢ny zapach, tekuta Bila barva, mlé¢ny zapach, tekuta
1 konzistence konzistence
Bila barva, mlé¢ny zapach, tekuta Bila barva, mlé¢ny zapach, tekuta
2-4 konzistence konzistence
Bila barva, mléény zapach, tekutd | Bila barva, mléény zapach, tekuta
5 konzistence konzistence, na povrchu péna
Bila barva, zkysly zapach, husta Bila barva, mlé¢ny zapach, tekuta
konzistence, na povrchu srazenina | konzistence, na povrchu srazenina
8 S naridzovélou prouzkou S naridzovélou prouzkou
Bila barva, mléény zapach,
Bila barva, zkysly zapach, smetanova konzistence, na povrchu
9 srazenina v celém objemu srazenina

U téchto vzorkii vykazovalo mléko téz delsi dobu mlécny zapach, ale zaroven
vydrzelo déle v tekutéjsSim stavu. Nedoslo k jeho zhoustnuti v celém objemu, ani posledni den
experimentu. Mélo pouze smetanovitou konzistenci.

Pravé z tohoto diivodu bylo vyhodnoceno, ze sklenéné lahve oSetfené stiibrnymi ionty
o koncentraci 10 mg/m? budou pro dalii pokusy op&t vhodn&jsi. Na zakladé toho bylo v dalsi
experimentalni Casti pouzito mléko stejné Sarze, které bylo plnéno jak do plastovych, tak
sklenénych lahvi. V obou piipadech byly lahve modifikovany Ag" o koncentraci 10 mg/m?.

Zaroven k témto lahvim byly dodany i vzorky bez modifikace.
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3.4.2 Hodnoceni mléka dle mikrobitestu

Vzhledem Kk jednotlivym hodnocenim mikrobitesti pro vzorky z plastovych lahvi a
pro vzorky ze sklenénych lahvi s dvojnasobnou modifikaci, bylo usouzeno, ze dalsi
mikrobitesty pro hodnoceni mléka ze sklendnych lahvi o modifikaci Ag® 10 mg/m? je
zbytecné provadét. Je tomu z diivodu, ze nejsou Upln€¢ vhodnymi ukazateli mlécné mikroflory,

na ¢emz se shoduji i uvedena hodnoceni z piredchozich experimentii na sklenénych lahvich.
3.4.3 Stanoveni CPM u vzorki mléka

Stanoveni celkového poctu mikroorganismit bylo hodnoceno opét stejnym zptsobem,
jako u ptfedchozich vzorku. Interpretace vysledkt po celou dobu zistavala stejna. Z tabulky
vyhodnocené v Ptiloze €. 6 je patrny efekt antimikrobidlni aktivity stfibrnych iontd a jejich
ucinku ve sklenénych lahvich o modifikace poloviéni koncentrace.

Z Grafu 4, uvedeném nize, mizeme vidét, ze se pocty mikroorganismi jiz od tfetiho
dne téméf srovnaly, avsak po nékolika dnech pocty u modifikovanych lahvi ptekro¢ily pocty
MO u lahvi bez Gpravy vnitiniho povrchu. Z tohoto divodu plyne, Ze sklenéné lahve nejsou
vhodné pro dal§i pokusy. Mizeme si ale v§Simnout, ze v prib&hu ctvrtého dne byl pocet
1,1x108 cfu/ml, kdy tento vysledek je soucasti shrnuti CPM v Piloze &. 6. Pokud se podivame
na tabulku v Ptiloze €. 1, kde jsou hodnoceny vysledky z plastovych lahvi, zjistime, Ze téméf
stejny pocet vykazovaly modifikované lahve s koncentraci Ag® 20 mg/m2 jiz tteti den.
Z tohoto hlediska lze usuzovat, ze tedy niz§i koncentrace stfibrnych iontd ma vétsi

antimikrobialni G¢inky, coZ bylo feeno jiz vyse.
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Graf 4: CPM u mléka ve sklenénych lahvich bez modifikace/s modifikaci Ag* 10 mg/m?

3.5 Srovnavaci pokus: Mléko uchované v plastové a sklenéné lahvi

(koncentrace Ag" 10 mg/m?)

Den dodani: 11. 12. 2017

Den plnéni: 11.12. 2017

Cislo sarze: 7632

Datum trvanlivosti: do 15. 12. 2017
Doba vyzkumu: 11.12.-20. 12. 2017

Pokusy s mlékem, uchovaném v plastovych lahvich byly provadény na rtiznych sarzich
mléka a stejné¢ tak tomu bylo 1 u lahvi sklenénych. Z tohoto ditvodu bylo tfeba provést
srovnavaci pokus s mlékem stejné Sarze, ktery ndm nadale pomohl pro celkové zhodnoceni

antimikrobialniho (¢inku sttibra.

3.5.1 Senzorické hodnoceni mléka

Jak jiz bylo uvedeno vy3e, koncentrace Ag* 10 mg/m?byla vybréana, jako optimélni pro

dalsi pokus. Z tohoto diivodu, bylo do laboratofe dovezeno mléko vySe uvedené Sarze, které
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bylo naplnéno jak do plastovych modifikovanych i nemodifikovanych lahvi, tak sklenénych

lahvi. Senzorické hodnoceni mléka v obou piipadech, je popsano v Tabulce XVI nize.

Tabulka XVI: Srovnavaci pokus - Senzoricky popis mléka v plastovych a sklenénych lahvich bez
modifikace/s modifikaci Ag* 10 mg/m?

Plastova lahev

Sklenéna lahev

Den Bez modifikace Ag” S modifikaci Ag” Bez modifikace Ag” S modifikaci Ag"
Bilé4 barva, patrny Sedé
Bila barva Bil4 barva Bila barva skvrny na lahvi
Mlécny zapach Mlécny zapach Mlécny zapach Mlécny zapach Tekuta
1 Tekuta konzistence Tekuta konzistence Tekuta konzistence konzistence
Bilé barva, patrny
Bila barva Bil4 barva Bilé barva srazeniny
Mlécny zapach MIléény zapach Mlécny zapach Mléény zapach
2 Tekuta konzistence Tekuté konzistence Tekuta konzistence Tekutd konzistence
Bila barva, bez $edych
skvrn
Bila barva Bila barva Bila barva Patrny sraZeniny
Mlécny zapach Mléény zapach Mlécny zapach Mléény zapach
3 Tekuta konzistence Tekuta konzistence Tekuta konzistence Tekuta konzistence
Bila barva, bez Sedych
skvrn
Bila barva Bil4 barva Bilé barva Patrny srazeniny
Mlécny zapach Mlécny zapach Mlécny zapach Mlécny zapach
4 Tekut4 konzistence Tekutd konzistence Tekutd konzistence Tekuta konzistence
Bila barva, bez Sedych
skvrn
Bila barva Bila barva Bila barva Patrny sraZeniny
Mlécny zapach MIléény zapach Mlécny zapach MIlécny zapach
5 Tekuta konzistence Tekuta konzistence Tekuta konzistence Tekuta konzistence
Bila barva, bez Sedych
Bila barva skvrn
Bila barva MIléény zapach Bila barva Nartz. Srazenina
Zkysly zapach Nar@z. Srazenina Zkysly zapach Zkysly zapach
8 Tekuté konzistence Tekuta konzistence Tekuta konzistence Tekuta konzistence
Bila barva, bez Sedych
skvrn, bez naraz.
Bil4 barva Srazeniny
Bila barva Mlécny zapach Bila barva Zkysly zapach
Zkysly zapach Srazena Bez narQz. srazeniny Zkysly zapach Tekuta konzistence
9 konzistence Tekutd konzistence Srazena konzistence
Bila barva, bez Sedych
skvrn, bez naraz.
Bil4 barva Srazeniny
Bila barva MIécny zapach Bila barva Zkysly zapach
Zkysly zapach Srazena Bez narlz. srazeniny Zkysly zapach Tekutéd konzistence
10 konzistence Tekuta konzistence Srazena konzistence

Jak je patrno z této Tabulky XVI, mléko v plastovych lahvich vykazovalo témét stejny

charakter, jako v ptedchozich ptipadech. Vydrzelo delsi dobu tekuté a zaroven si stale drzelo

mlécnou vini. Zajimavosti je, ze jak u plastové lahve, tak i sklenéné lahve oSetfené stiibrnymi

ionty doslo k vytvoreni nariizovélé srazeniny ve stejny den (den 6). Z tohoto diivodu miizeme

hodnotit, Ze na vznik sraZeniny maji vliv pravé stiibrné ionty. Dalo by se fici, Ze vznik
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nartizovél¢é srazeniny by mohl byt prekurzorem pro zacinajici kazivost mléka u postiibfenych
lahvi. Tento fakt by ale bylo tfeba ovéfit v jiné vyzkumné praci, vzhledem k tomu, Ze toto
nebylo naplni této diplomové prace a dale jsem se v praci timto nezabyvala.

U vzorkli mléka ve sklenénych lahvich bez modifikace vnitiniho povrchu, byl
pozorovan podobny vyvoj, jako v predchozich ptfipadech. Oproti tomu lahve oSetfené
stiibrnymi ionty, obsahovaly jiz od zacatku senzorického hodnoceni mlécné srazeniny.
Zaroven byl patrny Sedy vzhled lahve, kviili modifikaci vnitiniho povrchu. Tento vzhled jiz
druhy den nebyl pozorovan. Nadale byl jak v lahvich bez modifikace, tak i v lahvich s
modifikaci patrny zkysly zapach ve stejny den. Jediny pozitivni vliv na mléko ve sklenénych
lahvich se stfibrnymi ionty byl na mlé¢nou konzistenci, ktera po celou dobu ztstala tekuta.

Z téchto poznatkii, diky nimZz doSlo k ovétfeni pfedchozich vysledkd je patrno, zZe
plastové lahve oSetfené stifbrnymi ionty Ag® o koncentraci 10 mg/m? jsou vhodngjsi
z hlediska senzorického hodnoceni mléka, ale také z hlediska dalSich pokusi. I kdyz v téchto
lahvich vykazovalo mléko del§i dobu mlécny zapach a zaroven vydrzelo del§i dobu tekuté
(ipo trvanlivosti), nebylo mozné zatim hodnotit, zda je mléko vhodné pro konzumaci.
Zaroven nebylo mozné hodnotit, zda maji stiibrné ionty vliv na prodlouzeni trvanlivosti
daného produktu. I z tohoto diivodu byly soucasné¢ hodnoceny jesté dalsi parametry mléka
v lahvich bez modifikace i oSetfenych lahvich, které budou uvedeny v dal§im pribéhu

diplomové prace.
3.5.2 Stanoveni CPM u vzorku mléka

Jak jiz bylo feCeno vySe, pokusy s mlékem, uchovaném v plastovych lahvich byly
provadény na ruznych Sarzich mléka. Stejné tak tomu bylo i u lahvi sklenénych. Z tohoto
duvodu bylo tieba provést srovnavaci pokus s mlékem ze stejné Sarze, aby mikroflora mléka
byla v obdobnych poctech. Tento experiment nam nadale pomohl pro celkové zhodnoceni
antimikrobialniho ucinku stéibra. Pro tento experiment byly tedy vybrany plastové lahve,
protoZze z hlediska antimikrobidlniho efektu stiibra se jevily jako vhodnéjsi a jejich vnitini
povrch byl upraven koncentraci Ag* 10 mg/ m? téz z diivodu, Ze se tato koncentrace jevila jako
ucinngjsi.

V Grafu 5 miZeme vidét rozdily mezi CPM v mléce plastovych a sklenénych lahvi. Je
zde i patrné, 7e se opét plastovd lahev s modifikaci Ag" jevila jako lepsi ukazatel

antimikrobidlni aktivity stibra, oproti modifikované sklenéné lahvi. Zajimavosti vSak je, ze se
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Vv pritbéhu skladovani mléka CMP celkové u sklenénych lahvi navySovaly rychleji, nez u lahvi

plastovych, a to jak u modifikovanych, tak nemodifikovanych.
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Graf 5: Srovnavaci pokus - CPM u mléka ve sklenénych a plastovych lahvich bez modifikace/s modifikaci

Ag* 10 mg/m?

Pro lepsi ptehlednost jednotlivych materiali a rozdilnost mezi jejich modifikacemi,

byly zpracovany jesté dalsi dva grafy uvedené nize. Graf 6 tedy poukazuje na mléko z lahve

vyrobené z plastu a Graf 7 na mléko z lahve sklenéné. Zde si miizeme povSimnout, ze v obou

pfipadech antimikrobidlni aktivita stfibra udrZzovala mléko v modifikovanych lahvich

Vv niz8ich poctech CPM, nez tomu bylo u lahvi bez Upravy vnitiniho povrchu. Zaroven ale

doslo k mensimu navySeni CPM u sklenénych modifikovanych lahvi béhem skladovatelnosti

V poslednim dni. Pfesny pocet CPM miuizeme dohledat v Ptiloze €. 7.
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Graf 6: Srovnavaci pokus - CPM u mléka v plastovych lahvich bez modifikace/s modifikaci Ag* 10 mg/m?
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Graf 7: Srovnavaci pokus - CPM u mléka ve sklenénych lahvich bez modifikace/s modifikaci
Ag* 10 mg/m?

Ptiloha ¢. 7 také ukazuje detailn€j$i pohyb CPM v pribéhu skladovatelnosti mléka.
Miizeme si zde ovétit, ze CPM se pohybuji v predpokladanych poctech, ¢imz mizeme soudit,
ze jde tedy o stejny trend jako v ptedchozich experimentech. Timto miizeme predpokladat, ze
se osvédéila koncentrace Ag* 10 mg/m? v plastovych lahvich jako vhodna Gprava pro prikaz
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antimikrobialni aktivity stfibra. Nyni vezmeme v potaz studii od Necidové et al., (2010), kde
je uvedena tabulka pro CPM, jehoZ vyhovujici limit je do 1,5x10°. Vzhledem k tomu, Ze se ve
studii jedna o mléko kozi, budeme nase vysledky srovnavat pouze v ramci fadovych jednotek.
Z toho je tedy patrno, ze ve srovnavacim pokusu se v tomto limitu pohybovalo mlé¢ko u
nemodifikovanych lahvi do patého dne jak v plastovych, tak sklenénych lahvich. Je zfejmé, ze
mléko z modifikovanych lahvi spliovalo tento limit také do patého dne. Vzhledem k tomu,
e jeho CPM byly v fadech 10° cfu/ml a linearng stoupaly, da se tvrdit, ze mléko nejspise
plnilo limit i ve dni Sestém. V tomto dni ale jeho zachyt nebyl mozny, vzhledem k vikendu.
Nicmén¢ celkového hodnoceni srovnavaciho pokusu je takové, ze plastové lahve s modifikaci
o této koncentraci jsou tedy vhodnéjsi nez lahve sklenéné. Z tohoto divodu byly
modifikované plastové lahve o koncentraci Ag® 10 mg/m2 pouzity pro modelovy experiment

s mlékem zaockovanym definovanou bakteridlni kulturou.

3.6 Modelovy experiment s mlékem zaockovanym definovanou bakterialni

kulturou

Jak jiz bylo feceno, vzhledem k vysledkiim z pfedchozich experimentl byly vybrany pro
dalsi pokusy plastové modifikované lahve o koncentraci Ag® 10 mg/m?. Mléko v t&chto
lahvich bylo nasledné zaockovano definovanou bakterialni kulturou S. aureus a L. ivanovii.
Nasledn¢ byl sledovan nardst téchto kultur na prislusnych agarech a ztoho usouzena
antimikrobialni aktivita stfibrnych ionti.

V obou piipadech byla pro zaofkovani mléka pouZzita bakteridlni suspenze
odpovidajici stupnici 0,5 McFarlanda. Jeji naslednou upravou byl do mléka zaockovan 1 ml

suspenze 1,5x10’ cfu/ml. Vysledna hodnota po&tu mikroorganismil byla tedy 1,5x10% cfu/ml.
3.6.1 Inokulace bakterii S. aureus

Jak jiz bylo uvedeno vyse, do mléka v plastové lahvi jak bez modifikace, tak s modifikaci
Ag” byla zaotkovana dana suspenze S. aureus. Doba skladovani tohoto mléka probihala po
dobu deviti dni. Vysledky byly hodnoceny v jednotkach cfu/ml a znich usuzovana
antimikrobialni aktivita stfibrnych iont.

Z grafu, ktery je uveden niZze mliZeme usuzovat, ze stfibro na vybrany mikroorganismus
vyviji zna¢né antimikrobidlni G¢inky. Je zde i1 patrno, Ze pocty S. aureus V lahvich bez
modifikace postupné stoupaly, oproti tomu pocty v lahvich s oSetfenym vnitinim povrchem

zustavaly téméf na stejné hodnoté.
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Graf 8: Prezivani S. aureus v mléce uchovavaném v plastovych lahvich bez modifikace/s modifikaci
Ag* 10 mg/m?

Nadale je z grafického vyjadreni patrno, ze lahve, které byly modifikovany stiibrnymi
ionty si udrzely pocty S. aureus témer ve stejné hodnoté cfu/ml, v jaké byla tato kultura do
mléka zaoCkovana, tedy pocty v fadech 10%, Oproti tomu nartst mikroorganismii u lahvi bez
modifikace se navysil téméf 26x oproti vychozi densité. Pocty S. aureus se zde tedy
pohybovaly té v tadech 10*. Vzhledem k postupnému mnoZeni této bakterie by bylo mozné
brzy dosahnout po¢td MO v fadech 10%. To je minimalni dévka pro vyvolani onemocnéni
pomoci stafylokokového enterotoxinu, coz zmitiuje i ¢lanek Chambers (2002) citovany v
literatufe. Pfesné poCty S. aureus jsou zaznamenany v Priloze €. 8. Z této tabulky jsou
pfesnéji patrny antimikrobidlni U¢inky stfibra, které byly do diplomové prace piidany i
formou fotografii, které jsou patrny v Ptiloze ¢. 9 a Ptiloze ¢. 10

Zaveérem lze tedy fici, Ze stiibrné ionty znacné plisobi na tuto mikrobialni kulturu a
zamezuji jejimu pfipadnému mnozeni. Pokud vezmeme v potaz i vySe uvedeny clanek,
miizeme vyslovit réeni, Ze lahve s vnitini Gpravou povrchu pomoci Ag® o koncentraci

10 mg/m?, prodlouzi trvanlivost mléka.
3.6.2 Inokulace bakterii L. ivanovii

Jak jiz bylo uvedeno vyse, do mléka v plastové lahvi jak bez modifikace, tak s modifikaci
Ag’ byla zaockovana dana suspenze, tentokrat L. ivanovii. Bylo tomu z diivodu, Ze tato

bakterie dokdze nejen piezivat chladnickové teploty, ale také se pii nich pfirozené mnozit.
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Doba skladovatelnosti tohoto mléka probihala opét po dobu deviti dni. Vysledky byly
hodnoceny v jednotkach cfu/ml a z nich usuzovana antimikrobidlni aktivita stfibrnych ionti,
ktera jiz v prechozim pfipad¢ S. aureus byla zna¢né prokazatelna.

Pohyb pocétu L. ivanovii na pidé PALCAM je patrny v piilozeném Grafu 9 nize. MuZeme
si zde povSimnout, ze u této kultury dochazelo k vyrazné lep§imu mnozeni a tim i piezivani
této bakterie v mléce. Je to diky tomu, Ze se jednd o bakterii, kterd bez problému dokaze
prezivat chladnickové teploty a jesté se pii nich dokaze rychle rozmnoZzovat, ¢imz méa kratkou
generacni dobu. Stale je zde ale vidét antimikrobialni u¢inek modifikované lahve, 1 kdyz kvli

prirozenému mnozeni bakterie neni tak znac¢ny, jako tomu bylo u bakterie ptredchozi.
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Graf 9: Piezivani L. ivanovii v mléce uchovaném v plastovych lahvich bez modifikace/s modifikaci
Ag* 10 mg/m?

U bakterie L. ivanovii dochazelo tedy po celou dobu k postupnému nartstu této kultury,
ale zaroven nartst této bakterie byl v modifikovanych lahvich potlacen. Tento fakt je patrny
Vv Ptiloze €. 11. Z toho miZeme usuzovat dobré antimikrobidlni G¢inky stiibra a tim i moznost
zamezeni mnozeni nékterych patogennich bakterii. Dikazem je tomu 1 pofizena fotografie ze
sedmého dne kultivace, ktera je zobrazena v Piiloze ¢. 12 a Priloze ¢. 13. Vzhledem
Kk prokazatelnosti antimikrobialniho uc¢inku i u této bakterie, se mize i samotna trvanlivost
mléka prodlouzit. Vzhledem ke skute¢nosti, Ze nebyly dohledany studie, které by se zabyvaly
vlivem sttibrnych iontii na syrové mléko, byly veskeré vysledky, hodnoceni a postupy vedeny

formou diskuze s vedoucim diplomové prace.
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4 ZAVER

Hlavnim cilem diplomové prace bylo prokazat antimikrobidlni u€inky st¥ibrnych iontti na
povrchu lahvi z riznych material, do nichz bylo pIlnéno syrové neodsttedéné mléko. Z tohoto
divodu byly nejprve porovnany koncentrace Ag’, kdy materidlem a nosi¢em byly plastové
lahve a nésledné tytéZ koncentrace porovnany u lahvi sklenénych. Na zdklad¢ vysledki byly
porovnany jednotlivé materidly mezi pifisluSnymi koncentraci a z toho konstatovan zavér, ze
plastové lahve s modifikaci vnitiniho povrchu o koncentraci Ag* 10 mg/m? byly vhodn&jsi jak
z hlediska efektivnosti G¢inku sttibrnych iontd, tak i z hlediska ekonomického.

Dtkazem nam byly i jednotlivé zkousky, které doprovéazely dané experimenty u riznych
materialdl a koncentraci Ag’. Byly jimi senzorické hodnoceni mléka, které ukazalo, ze pfi
modifikaci Ag* o koncentraci 20 mg/m? dochazi k optické zmén& barvy mléka, ale pouze
z divodu uchovani mléka v lahvi. Samotnd barva mléka je tedy nezménéna. Zaroven mléko
z modifikovanych lahvi 0 niz8i koncentraci vykazovalo z hlediska senzorického hodnoceni
delsi trvanlivost, coz se prokazalo i na prislusnych testech pro reduktazovou a kvasnou
zkousku a stejné tak byly hodnoceny i samotné mikrobitesty.

StéZejnim ukazatelem byly vSak CPM, které byly hlavnim ukazatelem
antimikrobialniho u¢inku stfibrnych iontl. Proto tyto pokusy byly néasledné samostatné
vyuzity pro ovéfeni Géinnosti stiibra jak v experimentech porovnani mezi materialy, tak
v modelovych experimentech pfii inokulaci S. aureus a L. ivanovii. S. aureus v prub¢hu
experimentu vykazoval viditeln&jsi znamky potlaceni jeho rstu diky Ag®, nez L. ivanovii.
Bylo tomu ale také z divodu, ze L. ivanovii se dokaze bez problému mnozit pfi chladnickové
teploté, oproti S. aureus, pro kterého tyto podminky nejsou Upln¢ idedlni. Nicméné diky
modelovym experimentiim na téchto bakteriich byl stanoven zavér, ze antimikrobidlni G¢inky
Ag® jsou opravdu prokazatelné a efektivngjsi v plastovych lahvich o koncentraci Ag’
10 mg/m?. Takto modifikované lahve mohou byt tedy pfipadnym ditvodem pro prodlouZeni
expirace syrového mléka a pfipadnému potlaceni jeho patogenni mikroflory.

Zaroven je tfeba zminit, Ze tyto experimenty S mlékem, vyuzivajici antimikrobialni
aktivitu stiibra, nebyly v jiné literatufe pojednany. Z toho divodu by bylo tieba stanovit a
vyhodnotit dalsi laboratorni experimenty, které by dosavadni vysledky této pilotni studie

potvrdily a navic i dale objasnily.
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PRILOHY

PRILOHA ¢&. 1: CPM u mléka v plastovych lahvi bez modifikace/s modifikaci Ag"
20 mg/m?

PRILOHA &. 2: CPM na GTK — den druhy, VZ1 x VZ1-Ag (fedéni 10™)

PRILOHA ¢&. 3: CPM u mléka v plastovych lahvich bez modifikace/s modifikaci Ag”
10 mg/m?

PRILOHA ¢&. 4: Nartizovély prouzek u lahve s modifikaci Ag™ 20 mg/ m?

PRILOHA ¢&. 5: CPM u mléka ve sklenénych lahvich bez modifikace/s modifikaci Ag”
20 mg/m?

PRILOHA ¢&. 6: CPM u mléka ve sklenénych lahvich bez modifikace/s modifikaci Ag"
10 mg/m?

PRILOHA &. 7: Srovnavaci pokus - CPM u mléka ve sklenénych a plastovych lahvich
bez modifikace/s modifikaci Ag" 10 mg/ m?

PRILOHA &. 8: Prezivani S. aureus v mléce uchovavaném v plastovych lahvich bez

modifikace/s modifikaci Ag* 10 mg/m?
PRILOHA ¢&. 9: Staphylococcus aureus, fedéni 107 — lahev bez modifikace
PRILOHA & 10:  Staphylococcus aureus, fedéni 10 — lahev s modifikaci

PRILOHA & 11:  Prezivani L. ivanovii v mléce uchovaném v plastovych lahvich bez

modifikace/s modifikaci Ag* 10 mg/m?
PRILOHA ¢&. 12: Listeria ivanovii, fedéni 107 — lahev bez modifikace

PRILOHA ¢&. 13: Listeria ivanovii, fedéni 107 — lahev s modifikaci
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PRILOHA ¢&. 1: CPM u mléka v plastovych lahvi bez modifikace/s modifikaci Ag* 20 mg/m?

Pocet kolonii

Pocet kolonii

Den / fedéni Oznadeni vzorku . . CPM v cfu/ ml
(experiment 1) (experiment 2)
vZ1 1120 1440 .
VZ2 1524 1584 1,410
1/10° VZ1-Ag 904 864 0.9x10°
VZ2-Ag 1056 956 ’
vZ1 204 206 ;
2 VZ2 275 287 2,410
2/10° VZ1-Ag 153 141 5
VZ2-Ag 180 167 16x10
VvZ1 77 86 ;
VZ2 139 143 1,110
3/10° VZ1-Ag 100 118 9.2x10°
VZ2-Ag 70 78 ’
VvZ1 38 60 ;
4 VZ2 66 61 5,710
4110 VZ1-Ag 54 29 6
VZ2-Ag 47 39 4,3x10
vZ1 15 29 .
6 VZ2 253 215 1,3x10
7/10° VZ1-Ag 142 142 .
VZ2-Ag 2 22 8,3x10
VvZ1 361 367 .
6 VZ2 160 155 2,6x10
8/10° VZ1-Ag 445 573 .
VZ2-Ag 315 330 4,3x10
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PRILOHA ¢&. 2: CPM na GTK — den druhy, VZ1 x VZ1-Ag (fedéni 10'1)
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PRILOHA ¢&. 3: CPM u mléka v plastovych lahvich bez modifikace/s modifikaci Ag*

10 mg/m?
Den / Fedéni Vzorek Pocet koloni Pocet kolonii CPM v cfu/ml
(experiment 1) (experiment 2)
vZ1 536 508 .
i VZ2 484 476 0,5x10
1/10 VZ1-Ag 85 84 0.1x10°
VZ2-Ag 108 108
VZ1 412 392 .
VZ2 432 443 4,2x10
2/10" VZ1-Ag 14 5 4
VZ2-Ag 7 8 0.1x10
vZ1 480 532 ;
2 VZ2 444 512 7,3x10
3/10 VZ1-Ag 23 21 Lax10*
VZ2-Ag 7 1
vZ1 484 500 ;
3 VZ2 612 620 5,5x10
4110 VZ1-Ag 10 16 .
VZ2-Ag 3 0 8x10
vZ1 536 640 ,
4 VZ2 600 72 6,310
5/10 VZ1-Ag 46 55 ]
VZ2-Ag 35 41 4,5x10
vZ1 928 772 0
7 vVZ2 1456 1673 1,210
8/10° VZ1-Ag 236 308 10
VZ2-Ag 228 252 2,6x10
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PRILOHA &. 4 : Nartizovély prouzek u lahve s modifikaci Ag® 20 mg/m?
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PRILOHA & 5 : CPM u mléka ve

sklenénych lahvich bez modifikace/s modifikaci Ag”

20 mg/m?
" axo s Pocet kolonii Pocet kolonii
Den / fedéni Vzorek (experiment 1) (experiment 2) CPM v cfu/ml
VZ1 N* N* .
VZ2 N* N* 310
1/10° VZ1-Ag 2104 1544 1 7x10°
VZ2-Ag 1472 1824 ’
VZ1 N* N*
VZ2 N* N~ 3x10°
2/10° VZ1-Ag 393 332 5
VZ2-Ag 256 304 3,2x10
VZ1 692 640 ,
4 VZ2 1240 1360 9,8x10
3/10 VZ1-Ag 75 81 ]
VZ2-Ag 42 43 6,1x10
VZ1 728 1016 .
5 VZ2 920 1032 9,210
4110 VZ1-Ag 176 172 5
VZ2-Ag 116 124 1,5x10
VZ1 728 712 0
7 VZ2 1560 1552 1,1x10
7110 VZ1-Ag 356 420 10
VZ2-Ag 920 800 6,2x10
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PRILOHA ¢&. 6 : CPM u mléka ve sklenénych lahvich bez modifikace/s modifikaci Ag”

10 mg/m?
Den / Fedéni Vzorek Pocet koloni Pocet kolonif CPM v cfu/ml
(experiment 1) (experiment 2)
VZ1 164 232 .
i VZ2 244 252 0,2x10
1/10 VZ1-Ag 108 152 0.2x10"
VZ2-Ag 156 180
VZ1 108 84 .
1 VZ2 70 112 0.9x10
2/10° VZI-Ag 55 49 .
VZ2-Ag 92 72 0,7x10
VZ1 856 712 ;
1 VZ2 312 304 5,510
3/10° VZ1-Ag 216 208 .
VZ2-Ag 544 848 4,5x10
VZ1 976 1792 10’
. VZ2 912 512
4710 VZ1-Ag 1184 1040 1108
VZ2-Ag 1296 960
VZ1 800 832 :
4 VZ2 376 400 6x10
5/10 VZ1-Ag 352 408 ;
VZ2-Ag 648 713 5,3x10
VZ1 960 1088 N
7 VZ2 800 864 9,3x10
10° -
8/10 VZI-Ag 736 656 0, 6x10"
VZ2-Ag 1360 1104
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PRILOHA ¢&. 7: Srovnavaci pokus - CPM u mléka ve sklenénych a plastovych lahvich bez

modifikace/s modifikaci Ag* 10 mg/m?

Pocet kolonii

Pocet kolonii

Den / Fedéni Vzorek (experiment 1) (experiment 2) CPM v cfu/ml
Plast Sklo Plast Sklo Plast sklo

VZ1 81 121 83 67 0,1x10* 0,1x10*

1/10° VZ1-Ag 85 104 85 108 0,1 x10* 0,1x10"
) VZ1 120 55 97 41 1,1x10* 0,5%x10"
2/10 VZ1-Ag 45 12 43 17 0,4x10* 0,2x10*
. VZ1 320 280 592 280 4,6x10" 2,8x10*
3/10° VZ1-Ag 184 136 224 104 2x10* 1,2x10*
, VZ1 768 640 496 704 6,3x10° 6,7x10°
4710 VZ1-Ag 168 336 96 368 1,3x10° 3,5x10°
\ VZ1 264 608 264 496 2,6x10° 5,5x10°
5/10° VZ1-Ag 100 62 86 132 9,3x10° 9,7x10°
A VZ1 880 1184 752 1248 8,2x10° 1,2x10%
8/10° VZ1-Ag 208 896 160 902 1,8x10° 8,9x10°
, VZ1 560 1280 640 1200 6x10™° 1,2x10*
9/10° VZ1-Ag 576 1440 448 1344 5,1x107 1,4x10"
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PRILOHA ¢&. 8: Prezivani S. aureus v mléce uchovavaném v plastovych lahvich bez

modifikace/s modifikaci Ag* 10 mg/m?

Den / Fedéni

Vzorek

Pocet kolonii
(experiment 1)

Pocet kolonii
(experiment 2)

Poéty v cfu / ml

1/10%?

2/102

3/102

4/10%?

7110%

8/10°

9/10?

VZ1

25

26

2,6x10*

VZ1-A

VZ1

22

19

2,1x10*

3,5x10

N
(o]
I
[uiy

VZ1-A

VZ1

3,2x10%

4,3x10

[$)] w
I
w w
i o

VZ1-A

VZ1

2,5x10%

9,4x10

(o] N
© [o)]
© N
[e3] (6]

VZ1-A

VZ1

3x10*

22,5x10

[N

w
[o)]
o) ~
N

N
(o]
R N

VZ1-A

VZ1

2,4x10"

23,6x10

N
N
oD
N
D
oo

VZ1-A

VZ1

2,6x10*

39,6x10

SN
N
[UN
I

VZ1-A

2,1x10*
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©
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PRILOHA &. 9: Staphylococcus aureus, fedéni 10 — lahev bez modifikace

PRILOHA ¢&. 10: Staphylococcus aureus, fedéni 107 — lahev s modifikaci
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PRILOHA ¢&. 11: Piezivani L. ivanovii v mléce uchovaném v plastovych lahvich bez

modifikace/s modifikaci Ag* 10 mg/m?

Pocet kolonii

Pocet kolonii

2/10°

3/10°

4/10*

71107

8/10°

9/10°

VZ1

176

172

Den / Fedéni Vzorek (miska 1) (miska 2) Poéty v cfu / ml
VZ1 12 11 1,2x10°
1/10* VZ1s 9 8 9x10°

1,7x10

VZ1s

VZ1

104

456

488

8,8x10°

4,7x10

VZ1s

VZ1

208

448

304

376

2,6x10°

4,1x10

VZ1s

VZ1

3,2x10’

3,28x10

VZ1s 76

VZ1

512

128

264

1,02x10%

3,8x101

VZ1s

VZ1

2,6x101

3,9x10

VZ1s 120

128

1,2x10%
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PRILOHA &. 12: Listeria ivanovii, fedéni 107 — lahev bez modifikace

PRILOHA ¢&. 13: Listeria ivanovii, fedéni 107 — lahev s modifikaci
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