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ANOTACE

Tato prace se zabyva monitoringem mikroorganismi u nékolika druh@ proteinovych
ptesnidavek, jez se liSily svym sloZenim a zplisobem Upravy a vlivem pfirodnich extrakti na
pritomnost mikroorganismt. V teoretické ¢asti jsou popsdny suroviny pouzivané ve zdravé
vyzive, chemické latky pfirozené se vyskytujici v rostlinach, jez mohou mit antimikrobidlni
ucinky a v neposledni fadé jsou popsany prave jednotlivé rostliny. V experimentalni ¢asti je
kromé monitoringu mikroorganismii v pfesnidavkach sledovdna i1 antimikrobidlni aktivita
u vybranych etanolovych rostlinnych extraktti. Antimikrobidlni aktivita je zaméfena na bakterii
Bacillus cereus, ktera se v presnidavkach vyskytovala nejcastéji, a kterd tvoti dva druhy toxinil,

jez mohou zpiisobovat alimentadrni onemocnéni.

KLICOVA SLOVA: alternativni strava, proteinové piesnidavky, piirodni extrakty,

mikrobiologie

ANNOTATION

This work deals with the monitoring of microorganisms in several types of protein
snacks, which are different in their composition and method of treatment and influence of
natural extracts for the presence of microorganisms. The theoretical part describes the raw
materials used in healthy nutrition, chemicals naturally occurring in plants, which can have
antimicrobial effects and than there are individual plants described. In the experimental part,
except for the monitoring of microorganisms in overdoses, antimicrobial activity is also
monitored in selected ethanol plant extracts. The antimicrobial activity is focused on
Bacillus cereus, which occurs most often in snacks, and which produces two kinds of toxins

that can cause foodborne illness.

KEYWORDS: alternative diet, protein snacks, natural extracts, microbiolgy
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UvVOoD

V posledni dobé je trendem sledovat slozeni jidelni¢ku. Cim dél ¢ast&ji jsou do ngj
zafazovany potraviny, které jsou nejen nutri€né zajimavé, ale maji ptiznivy vliv na nase zdravi
a kondici. V literatufe ¢i na internetu Ize nalézt n€kolik druht diet, které slibuji vahovy tubytek,
svalovy prirtstek ¢i vice energie. Mezi takové patii i diety s vysokym obsahem proteinii. Diive
diety zahrnovaly v jidelnicku velkd mnoZstvi vajec nebo masa, coz ptinaselo riziko naptiklad
v obsazenych tucich, které dlouhodobym uzivanim mohly zplsobit zdvazné zdravotni
problémy. Na trhu jsou nyni k dostdni druhy potravin, které jsou jak s vysokym obsahem
proteind, tak 1 vitaminil, minerali a dalSich cennych latek, jako fenolické latky, které piisobi
proti oxida¢nimu stresu. VétSina téchto surovin je bezlepkova, a proto je vhodna pro alergiky.
Pouziti téchto ingredienci vSak nese fadu rizik. Potravinova strava z téchto surovin casto
neprochazi vyraznou tepelnou upravou, aby se zachovala biologickd hodnota bilkovin,
a proto je velké riziko pfitomnosti mikrobii. Dal§imi kritickymi body jsou pak transport
a skladovani.

Protoze vSechny tyto suroviny ¢i hotové produkty lze zatadit do zdravé vyzivy, je
nepfipustné, aby pro lepsi udrzitelnost byly pouzity chemické latky, které zaruci delsi
trvanlivost. Proto jsou vyrobci nuceni pouzit takové latky, které jsou v souladu se zdravym
zivotnim stylem a zvysi kvalitu a drznost vyrobkua. Pfirodni extrakty jsou idedlni volbou,
protoze tada rostlin obsahuje spoustu cennych a zdravi prospéSnych latek, které mimo jiné
vykazuji antimikrobidlni aktivitu.

Cilem této diplomové prace bylo monitorovat mikrobidlni Cistotu 7 druht proteinovych
presnidavek, které se liSily jak slozenim, tak technologickou upravou. Soucasti experimentu
byla izolace ptevladajici kontaminujici bakterie, kterou byla bakterie Bacillus cereus. Tato
bakterie vyizolovana z proteinovych piesnidavek byla pouzita ke sledovani antimikrobidlni

aktivity u vybranych rostlinnych extrakti.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Alternativni strava

Optimalni slozeni jidelnicku a zastoupeni jednotlivych slozek stravy se mize u riznych
diet liSit. Obecné by meél jidelni¢ek obsahovat z nejveétsi Casti sacharidy, které jsou
nejrychlej$im zdrojem energie, dale tuky a jako posledni bilkoviny (Obrazek 1). Tyto poméry
jednotlivé slozky ziskany. Z nejvétsi Casti by mély byt zastoupeny obiloviny, zelenina
a ovoce. V menSim mnoZzstvi pak ofechy, luSténiny, maso, vejce a mlécné vyrobky

(Kunova, 2005; Skolnik a Chernus, 2011).

Jak by mél vypadat vyvazeny jidelni¢ek

Obrazek 1: Obecny model vyvazeného jidelni¢ku

(pfevzato z http://www.ferpotravina.cz/clanky/jak-by-mel-vypadat-vyvazeny-jidelnicek, stazeno dne 1. 5. 2018)

V poslednich letech je trendem dodrzovani urcitych typa diet nebo zatfazovani novych
potravin do stravy, a to jak ze zdravotnich divodd, tak z moralniho piesvédceni. Mezi takové
vyzivoveé smery patii vegetaridnstvi a veganstvi. Tedy diety, které neobsahuji Zadné maso, ¢i
potraviny zivocisného ptivodu. Alternativni strava mize pro lidsky organismus pfinést nékolik
pozitiv, jako snizeni vahy ¢i mnozstvi cholesterolu v krvi. Dulezity je i psychologicky efekt,
protoze pokud clovék konzumuje zdravé potraviny, sam se citi zdravé a spokojené

(Evers et al., 2013).
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Potravinové diety lze rozdélit z nékolika aspektt, at’ je to z hlediska obsahu jedné nebo
vice slozek ve strave, €1 zptisobem Upravy daného pokrmu. Ptikladem je tzv. raw, neboli syrova
strava, pii které se potravina upravuje maximalné pti teplote 45 °C, coz je hrani¢ni teplota, pii
které jsou zachovany vSechny cenné latky a enzymy. Nékteti lidé jsou nuceni dodrzovat urcité
druhy diet ze zdravotnich divodua. Piikladem je strava bezlepkova, ¢i bezlaktézova (Kunova,
2005).

Alternativni zptsoby stravy maji vSak i sva rizika. Lidé neznali spravnych vyzivovych
pravidel, si ¢asto sestavuji svlij jidelni¢ek sami, a pfestoze jsou v ném zastoupeny suroviny,
které jsou na prvni pohled ,,zdravé®, miize byt ve stravé vyznamny deficit cennych zivin.
T¢lo muze postradat zelezo, vapnik nebo jod. Dlouhodobym praktikovanim takovych diet pak
mohou nastat zdravotni problémy. Nékteré druhy diet jsou naptiklad pro déti vyslovené

nevhodné, jako jiz zmiflovana ,,raw* strava (Cundiff a Harris, 2006).

1.1.1 Dieta s vysokym piijmem proteintu

Tento typ diety je oblibeny zejména u sportovct. Béhem poslednich let se vSak tento typ
stravy stal popularnim 1 pfi snizovani télesné hmotnosti. Existuje nckolik typh
vysokoproteinovych diet, naptiklad dle Atkinsona, pficemz zakladem této stravy je uzivani
nizkého obsahu sacharidl a vysokého mnozstvi bilkovin a tukli. Nékolik studii vSak prokézalo,
7e vetsi ztratu hmotnosti, a to béhem 3 aZ 6 mésici, mize podpofit dieta obsahujici naopak
nizky obsah tuki a vysoké mnozstvi bilkovin a sacharidi. Vyhodou diety dle Atkinsona je ten,
ze vysoky obsah proteinli navazuje pocit sytosti a snizuje chut’ k jidlu. V souvislosti s dietou
obsahujici vysoké mnozstvi proteinil je vSak podezieni, Ze tento typ stravy zvySuje riziko
onemocnéni srdce, ledvin, kosti a jater (Johnston et al., 2004; Araya et al., 2000).

V zavislosti na slozeni jednotlivych jidel u vysokoproteinové diety, je doporucovan
celkovy denni pfijem v rozmezi od 2000 do 2800 kcal (kilokalorii) za den. ZvySeny piijem
bilkovin podporuje fyzickou aktivitu, diky které dochazi ke sniZovani vahy a ztraté tuku v téle
(Kim, J., et al., 2016). Nékteré diety s velice vysokym ptijmem proteint (az 4,4 g/kg za den)
jsou Casto praktikovany u sportovcil se zvySenym vydejem energie. Pro udrzeni svalové hmoty
u sportovct je optimalni pfijem 1,3 gramt bilkovin na 1 kg vahy (Rafii et al., 2015). V tabulce
1 jsou uvedeny hodnoty jednotlivych slozek potravy véetné celkového denniho piijmu, a to jak
u normalni, tak i u vysokoproteinové diety. Celkovy denni pfijem, zastoupeni sacharidii i tuki

jsou u obou diet podobné, 1i§i se pouze zastoupenim prave proteinti (Antonio et al., 2014).
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Tabulka 1: Zastoupeni jednotlivych sloZek potravy u normalni a vysokoproteinové diety

(Antonio et al., 2014)
g/kg/den Normalni dieta Vysokoproteinova dieta
Kecal 26,2 -29,2 28,9-399
Sacharidy 29-30 2,8-3,2
Proteiny 1.8-19 23-44
Tuky 77 -79 79 - 87

1.2 Proteiny

Proteiny, nékdy zvané bilkoviny, jsou latky obsahujici dusik a jsou formovany
z aminokyselin (AMK). SlouZi jako hlavni strukturalni slozka svall a dalSich tkani v lidském
téle. Kromé& toho ovlivituji produkci hormont, enzymil, hemoglobinu a mohou byt 1 zdrojem
energie, prestoze primarn¢ t€lo vyuziva energii ze sacharidl a tuki (Whitford, 2005). Proteiny,
které jsou pro lidsky organismus potifebné, je nutno metabolizovat na jejich nejjednodussi
formu, tedy aminokyseliny (Obrazek 2). Lidské té€lo pro sviij spravny rlst
a metabolismus potiebuje 20 AMK, z nichz 12 (u déti 11), je neesencidlnich, a mohou byt
télem samy syntetizovany. Zbyvajici AMK nelze syntetizovat, a proto musi byt piijmuty ze

stravy (Sharma a Shan, 2010).
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Obrazek 2: 20 zakladnich AMK

(pfevzato z https:// www.redbubble.com/people/compoundchem/works/14423088-20-amino-acids-physiological-

structure-version, upraveno, stazeno dne 1. 5. 2018)
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1.3 Zdroje proteini

Zdroje proteinil jsou velice rozmanité. Patfi mezi né potraviny zivocisného i rostlinného
puvodu a dopliky stravy (Jay a Falvo, 2004). Mimo to, je dulezité¢ urcit takzvanou uc¢innost
bilkoviny, ktera urCuje jeji kvalitu a stravitelnost. Kvalita udava dostupnost a zastoupeni
jednotlivych AMK a stravitelnost uvazuje nad nejlepSim vyuzitim proteinti pro lidské télo.
Typicky se bilkoviny Zivocisného plvodu povazuji za tzv. kompletni bilkoviny, protoze
obsahuji vS§echny esencialni AMK. Naopak rostlinné bilkoviny jsou neuplné, protoZe postradaji
jednu ¢i dvé esencidlni AMK. To muze byt problémem u alternativnich zplsobi stravy,
napfiklad u vegetarianti, ktefi by méli konzumovat nékolik druhii zeleniny, ovoce

a luSténin, aby si zajistili pfijem vSech nezbytnych AMK (Sharma a Shan, 2010).
1.3.1 Proteiny Zivo¢iSného piivodu

Prave proteiny zivoc¢iSného ptivodu jsou z hlediska kvality potravin hodnoceny nejlépe,
a to diky kompletnimu zastoupeni jednotlivych AMK. Patii mezi n€ vejce, mléko, maso a ryby.
Pfestoze bilkoviny zZivoc¢isného ptivodu jsou spojovany s vysokym piijmem nasycenych tukt
a cholesterolu, existuje fada studii, jeZ prokazuji jejich pozitivni piinos pro lidské zdravi
(Lim et al., 2008; Ustunol, 2014; Nadathur ef al., 2017).

Piijem zivociSnych proteint byl hodnocen u t&€hotnych Zen v pozdnim stadiu
téhotenstvi, pficemz se ukéazalo, ze konzumace bilkovin ma pozitivni vliv na optimalni porodni
vahu u novorozenctli. Naopak nizka konzumace proteinti ziskanych z masné a mlééné stravy
vedla k nizké hmotnosti u narozenych déti (Ustunol, 2014). Na druhou stranu bylo zjiSténo
nekolik zdravotnich rizik spojenych s konzumaci proteini pochazejicich z zivoc¢iSnych zdrojti.
A to predevSim kardiovaskularni onemocnéni zptsobené zvysSenou konzumaci nasycenych
tuk a cholesterolu, jeZ jsou soucasti tohoto typu bilkovin nebo onemocnéni pohybového

aparatu (Sharma a Shan, 2010).
1.3.2 Proteiny rostlinného ptivodu

Rostlinné proteiny jsou vysokym zdrojem AMK, avsak nejsou tzv. kompletnim zdrojem
bilkovin, a proto je nutné kombinovat nékolik typl potravin, aby lidské t€lo pfijmulo vSechny
esencialni AMK, které si nedokaZe vytvofit samo. Kromé¢ AMK obsahuji rostlinné proteiny
vlakninu a fytochemikalie, tedy biologicky aktivni latky, jako karotenoidy nebo kyselinu
linolenovou. Vyhodou oproti zivo€iSnym proteiniim, je u rostlinnych proteini nizky obsah
nasycenych tukii a cholesterolu. Mezi hlavni zdroje rostlinnych proteint patti lusténiny, ofechy

a soja (Sharma a Shan, 2010).
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1.4 Syrovatka

Syrovatka je bila az nazloutla tekutina, kterd se ziskava pti sraZzeni mléka. Syrovatka je
jednou ze dvou hlavnich slozek kravského mléka, ptfi€emZz druhou slozkou je kasein.
Pomér syrovatky a kaseinu je 1:4. VSechny slozky syrovatkové bilkoviny obsahuji vysoka
mnozstvi esencidlnich a rozvétvenych AMK, vitamini a minerall, pfestoze difive byla tato
slozka kravského mléka povazovdna za odpad. Nejvétsi vyuziti ma syrovatka ve zdravé
a sportovni vyZive, je soucasti pecenych vyrobki, emulgatorti, détskych vyziv a pouziva se pri
1é¢ebnych procedurach. Mezi dulezitou slozku v syrovatce je AMK cystein, kterd zvysuje
hladinu glutathionu, jez ma silné antioxida¢ni G¢inky, a tim napomahé organismu bojovat
s nepfiznivymi vlivy z okoli a chranit pfed oxidacnim stresem. Také obsahuje vysokou
koncentraci AMK s rozvétvenym fetézcem (BCAA - branched chain amino acids), které hraji
velkou roli v regeneraci tkang, a proto jsou oblibenym sportovnim doplitkem. Zpiisobt, jak se
syrovatka ziskava, je nckolik a 1i§i se konecnym zastoupenim jednotlivych slozek ve
vyslednych produktech (Counous, 2000; MacLeann ef al.; 1994; Ha a Zemel, 2003).

Zékladnim zpisobem je filtrace syrovatky, pii které je odstranéna velka Cast laktozy
a tukl. Vysledny produkt je nasledné suSen pii vysokych teplotach, coz zpiisobi denaturaci
bilkovin a tim vznikne méné kvalitni produkt s niz$i biologickou vyuZitelnosti. DalSim
zpusobem pfipravy syrovatkovych proteinti je iontova vyména, kdy se jednotlivé slozky
syrovatky déli dle jejich elektrickych néboji a susi, ale jedna se opét o denaturovany produkt.
Mikrofiltrace, neboli Cross-Flow Microfiltration, je metoda piekiizené filtrace, kterd se provadi
za nizkych teplot, tlaku a normélnim pH. Pii této metodé jsou pouzity filtry
o ruznych velikostech pdori a dochazi tak k nékolika stupiiim filtrace (mikrofiltrace,
ultrafiltrace). Touto metodou se ziskava méné denaturovany a dobie biologicky vyuZitelny
protein s vysokym obsahem vapniku. Nevyhodou je pak finan¢ni narocnost této techniky.
NejvysSim stupném pii zpracovani syrovatky je pak hydrolyza, a to diky enzymatickému
Stépeni peptidovych vazeb, diky kterym je vysledny produkt natrdveny a rozd€leny na
jednotlivé a 1épe vsttebatelné fetézce AMK. Pravé diky tomu je proces traveni a zatfazeni do
metabolismu zrychleny, a tak dochazi k podpote anabolickych procest v metabolismu
a zkraceni regenerace po fyzickém vykonu. Opét je nevyhodou finan¢ni narocnost této metody

(Onwulata a Huth, 2008; Foegeding et al., 2002).
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1.4.1 Druhy syrovatkovych proteini

Pii zpracovani syrovatky vznikaji rozdilné produkty, které se 1i$i nejen technologii
ptipravy, ale 1 zastoupenim jednotlivych slozek jako bilkovin a mineral. Tyto produkty jsou
nazyvany syrovatkovy proteinovy koncentrat (WPC), syrovatkovy proteinovy izolat (WPI)

a hydrolyzovany syrovatkovy protein (Jay a Falvo, 2004; De Wit, 1998)

1.4.1.1 Syrovatkovy proteinovy koncentrat (WPC - Whey Protein Concentrate)
Syrovatkovy proteinovy koncentrat je produkt vznikajici pfi zpracovani syrovatky,

obsahuje 20 — 89 % proteinl a obsahuje vysoké mnozstvi biologicky aktivnich latek. Pfi vyrobé

WPC je ze syrovatky odstranéna voda, laktoza a nékteré mineraly, a tak je vhodnym doplitkem

pro sportovce (Sharma a Shan, 2010; Onwulata a Huth, 2008).

1.4.1.2 Syrovatkovy proteinovy izolat (WPI — Whey Protein Isolate)

Dal§im produkt pfi zpracovani syrovatky je nazyvan syrovatkovy proteinovy izolat
a patfi k nejdostupnéjSimu zdroji bilkovin (vice nez 90 %). Béhem zpracovani dochazi
k odstranéni vyznamného mnozstvi tuku a laktozy, a proto je vhodny 1 pro jedince s intoleranci

k laktéze (Geiser, 2003; Onwulata a Huth, 2008).

1.4.1.3 Hydrolyzovany syrovatkovy protein

Hydrolyzovany protein vznika rozs§tépenim dlouhych fetézcl syrovatkového proteinu
(koncentratu nebo izolatu), diky ¢emuz je snadnéji té€lem absorbovan, a je velice cennym
a dostupnym zdrojem bilkovin. Diky hydrolyze se nesnizuje biologicka vyuzitelnost, a proto je
to jeden z nejdostupnéjSich zdrojti bilkovin. Je soucasti détské stravy a vyzivovych doplikt

(Pena-Ramos a Xiong, 2003).

1.5 Kasein

Kasein je hlavni sloZzkou kravského mléka, obsahuje az 80 % bilkovin a je zodpovédny
za jeho bilou barvu. Bilkoviny obsaZzené v mléce, a tedy 1 kaseinu, maji vyznamny podil pro
udrzeni sprdvného pomeéru zivin a vitaminl v lidském téle. Stejné jako syrovéatka, je kasein
kompletnim proteinem a obsahuje diilezité mineraly jako vapnik a fosfor (Deutz et al., 1998).
Kromé slozeni je kasein atraktivni diky svym chemickym vlastnostem. Diky schopnosti kaseinu
tvotit micely, jsou v Zaludku uvoliiovany AMK do krevniho fecisté 1 nékolik hodin, ¢imz je

zajisténo lepsi vyuziti dusiku (Boirie et al., 1997).
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1.6 Suroviny pouZivané ve zdravé stravé

1.6.1 Ofrechova masla

V ramci alternativni stravy jsou v oblibé pouzivana ofechova masla, a to diky jejich
sloZzeni. Obsahuji totiz vysoké mnoZstvi proteinll, nenasycenych mastnych kyselin (MK)
a vapniku. Mezi nejznadmé;jsi patii araSidové maslo, ale na trhu jsou k dostani 1 mésla z mandli,
keSu nebo vlasskych ofecht (Ros, 2010). Nevyhodou ofechovych masel je mozné riziko

spojené s pritomnosti aflatoxinid a dalSich cizorodych latek (Truckess et al., 1994).

1.6.1.1 ArasSidové maslo

Arasidové, jinak zvané burdkové maslo, je oblibenou potravinou jiz nékolik desitek let,
a to pfedevsim v USA (Spojené staty americké). Nyni se arasidové maslo objevuje v nékolika
alternativnich stravéch, jako je ,,raw* (syrova) strava nebo pii dietach bohatych na proteiny
(Blomhoff et al., 2006). Piestoze je arasidové maslo tvofeno témét z poloviny tuky, obsahuje
pro télo cenné polynenasycené MK a zadné trans MK, které naopak mohou télu skodit. Kromé
tukt je arasidové maslo 1 vyznamnym zdrojem proteinti, mineralnich latek, jako je draslik ¢i
mangan, ale je 1 bohatym zdrojem vitamint. Nejvyznamnéjsi je vitamin E, ktery je silnym
antioxidantem, a tak napomaha lidskému organismu zbavovat se volnych radikal (Hathorn

a Sanders, 2012).

1.6.1.2 Mandlové maslo

Tento druh masla je diky svému slozeni a vlastnostem ¢im dél Cast€ji zatfazovan do
jidelni¢ku. Obsahuje mononenasycené MK, vlakninu a vysoké mnozstvi AMK (Ros, 2010).
Je bohatym zdrojem vitaminu E, riboflavinu (vitamin B;), hot¢iku, vapniku a manganu. Dale je
silnym antioxidantem. Mandlové maslo napomaha udrzet spravnou hladinu glukézy v krvi,

snizuje hladinu cholesterolu a mé protizanétlivé ucinky (Spiller et al., 2003).
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1.6.2 Oleje

1.6.2.1 Lnény olej

Lnény olej se ziskava lisovanim seminek Inu seté¢ho za studena. Obsahuje vysoké
mnozstvi MK, které¢ podporuji spravnou ¢innost srdce a nervové soustavy (Okinyo-Owiti et al.,
2015). Snizuje mnozstvi LDL (lipoprotein s nizkou hustotou) cholesterolu v krvi a ma
a vldkniny napomdhaji snizovat hladinu cukru v krvi a podporuji spravné
zazivani (Goyal, et al., 2014). Zajimavosti u Inéného oleje je pfitomnost fytoestrogent, tedy
rostlinnych latek podobajici se Zenskym hormontm, které maji vliv na menstruacni cyklus

a mohou napomahat pii 1é€bé neplodnosti (Brooks et al., 2004).

1.6.2.2 Chia olej

Tento olej, ktery je vhodnou alternativou Zivoc¢isného oleje pro vegetariany, je bohatym
zdrojem esencidlnich MK a dalSich vitamind a minerald. Vyrabi se lisovanim chia seminek,
které v kontaktu s tekutinou bobtnaji, a tak ve stfevech pusobi jako prebiotikum. Mimo to
obsahuje vysoké mnozstvi vlakniny, ktera podporuje spravné zazivani a navazuje rychly pocit
nasyceni, proto je vhodny pfii dietdch. Obsahuje linolovou a linolenovou kyselinu, vitaminy A,
B, E, D a minerdly jako Zelezo, sira, hof¢ik a je bohatym zdrojem antioxidanti (Ayerza Jr.
a Coates, 2007). Pravé diky antioxidantim je vhodnym kosmetickym doplitkem. Chia olej je
vyznamnym rostlinnym zdrojem bilkovin, a je doplitkem stravy pro sportovce. Diky schopnosti
vazat na sebe vodu napomaha lepSimu vstfebavani Zivin a mize pomoci dehydratovanému

organismu (Marineli et al., 2014).

1.6.2.3 Kokosovy olej

Tento druh oleje je jeden z nejpouzivanéjSich rostlinnych olejii po celém svéte jak
v potravinaistvi, tak 1 v kosmetickém primyslu. Vyhodou je jeho slozeni, diky kterému je
kokosovy olej staly na vzduchu, nezlukne a je vhodny i pro tepelnou upravu. Kyselina laurova
obsazena v oleji upravuje hladinu cholesterolu, ptisobi preventivné proti vysokému tlaku a ma
antibakteridlni a antimikrobidlni G¢inky (Nevin a Rajamohan, 2004). Kokosovy olej ma
blahodarné uc¢inky na plet’ a pfi pouziti v dutin€ stni zabraiiuje tvorbé zubniho kazu. Diky
obsahu MK se stiedné dlouhym fetézcem snizuje pocit hladu a bylo prokazano, ze dlouhodobou

konzumaci kokosového oleje mtze dojit ke snizeni vahy (McClernon et al., 2007).
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1.6.3 Mouky

PSeni¢na mouka je nejvice pé€stovana potravinaiska obilnina na celém svété, avsak lepek
miiZe zpusobovat fadu zdravotnich problémiti (Akerberg a Zacchi, 2000). Cim dél vice obyvatel
trpi intoleranci k lepku ¢i dokonce alergii na tuto bilkovinnou slozku v mouce. A proto Ize na
trhu nalézt mouky z jinych obilovin, které maji jak mnohem pestiejsi slozeni, tak dokonce

pfiznivé ucinky na lidské zdravi (Pourafshar et al., 2015).

1.6.3.1 RyZova mouka

Tento druh mouky, ktery je nejvice pouzivany v Asii, Japonsku a Indii, je pouze
rozemleta ryZe na jemny prasek, kterym lze nahradit klasickou mouku. Dle druhu pouzité ryze
a technologie, jakou je ryZova mouka piipravovana, rozliSujeme nékolik druhi (Kim, 2013).
Na trhu Ize nalézt ryzovou mouku z bilé, ¢i hnédé ryze. Hnéda ryze je bohatd na vldkninu
a obsahuje vys$si mnozstvi vitaminli a minerall oproti ryzi bilé a obsahuje fenolické slouceniny
a flavonoidy (Deng et al., 2013). Krom¢ toho bylo provedeno nékolik studii, které potvrzuji
pozitivni U€¢inky hnédé ryZe na lidské zdravi. U muzl a Zen stfedniho véku, byla bila ryze
nahrazena hnédou, pficemz u sledované skupiny doslo ke snizeni vyssiho tlaku (Behall, et al.,
2006). Déle bylo tymem védcl zjisténo, ze hnédd ryze miZe snizit riziko diabetu 2. typu
(Panlasigui a Thompson, 2009). RyZova mouka je b&Zné pouZivana jako zahustovadlo,
do omacek, polévek a pti peCeni, avSak ¢im dal ¢astéji nahrazuje mouku pSeni¢nou, protoze
narozdil od ni neobsahuje lepek. Mimo to chrani jatra a je vysokym zdrojem vldkniny (Baek

a Suyong, 2014).

1.6.3.2 Pohankova mouka

Pohanka piivodné pochédzi z Asie, ale diky nepfitomnosti lepku se stala skvélou
alternativou pSeni¢né mouky, a tak je rozsifena po celém svété. Obsahuje rutin, tedy glykosid,
ktery snizuje hladinu cholesterolu v krvi a zvySuje pruznost cév (Kreft er al., 20006).
V pohankové mouce jsou pfitomny dal§i polyfenoly, ale také vitaminy, jako thiamin
(vitamin B,), riboflavin (vitamin B;) a vitaminy E a C. Z hlediska nutri¢niho sloZeni, je pohanka
zajimava diky pfitomnosti velkého mnozstvi AMK a polynenasycenych MK
(Quettier-Deleu et al., 2000). Kyseliny linolové a linolenova obsazené v pohance mohou

snizovat hladinu cholesterolu a upravovat hladinu cukru v krvi (Su-Que et al., 2013).
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1.6.3.3 Kukufi¢na mouka

Kukufice je po pSenici a ryZi nejcastéji pestovanou obilovinou na svété. Kukufiéna
mouka je zdkladem mnoha pokrm, at’ uz kukuti¢nych placek nebo polenty. Diky skrobu, ktery
obsahuje, se hodi k zahust'ovani polévek a kukuficnou strouhankou se Casto obaluje maso.
patii fosfor, hot¢ik, mangan, zinek, zelezo a méd’ (Gwirtz a Garcia-Casal, 2014). Obsazena
vlaknina napomahd sprdvnému zazivani a kukufi¢nd mouka vykazuje antioxida¢ni UcCinky.
Déle napomaha vstiebavat cholesterol, a tim sniZzovat riziko srde¢niho onemocnéni.
Ma ptiznivé ucinky na pokozku, protoze kukufice je bohatym zdrojem B-karotenu (Burton

a Ingold, 1984).

1.6.3.4 Cirokova mouka

Tento druh mouky je odolny vii¢i suchu, a proto je péstovan v nejriznéjSich koutech
svéta. Stejné jako ryzova, 1 mouka z ¢iroku neobsahuje lepek, a proto je oblibenou alternativou
pSeni¢né mouky. Cirokova mouka se pouziva jako piisada do pekarenskych vyrobkt, obilnych
kasi, ale 1 samostatn¢ jako ptiloha. Jeji vyhodou je opét vyzivovd hodnota. Pfestoze také
obsahuje vysoké mnozstvi bilkovin, oproti ryzové a kukufiéné mouce ma vyssi obsah zeleza,
karotenu, niacinu (vitamin Bs) a tryptofanu. Jedinou nevyhodou této mouky je nedostatecné
mnozstvi lysinu, tedy esencidlni AMK (Keregero a Mtebe, 1994). Tento nedostatek je feSen
vyvojem novych odriid s vy$§im obsahem lysinu a lepsi vytéznosti. Cirok napoméha lidskému
organismu zbavovat se oxidacniho stresu. Je silnym antioxidantem a mé dokonce vyssi
antioxidac¢ni kapacitu nez ovoce (Lee ef al., 2011). Zajimavosti je, Ze tepelnd uprava nesnizuje
antioxida¢ni vlastnosti této mouky, naopak ji zvySuje. Dal§im pozitivem ¢iroku jsou jeho
hladinu cholesterolu v krvi a jatrech a naopak zvySuje hladinu ,,zdravého* cholesterolu, tedy
HDL (lipoprotein s vysokou hustotou). Cirok obsahuje vysoké mnozstvi polyfenolickych latek

a snizuje hladinu cukru v krvi (Kim, J., 2012; Benson et et al., 2013).
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1.6.3.5 Jahlova mouka

Jahly se ziskavaji loupanim prosa, a proto je tato mouka Casto nazyvdna prosna.
Loupanim prosa vznikaji asi milimetr velké zluté kulicky, které jsou vSestrannym doplitkem
v kuchyni. Stejné jako pifedchozi mouky, je 1 jahlova bezlepkova. Je vhodna k ptiprave slanych
a sladkych druhti peciva, ¢i k zahusténi omacek a polévek. Jahlova mouka obsahuje vysoké
mnozstvi bilkovin, vldkniny, a je zasadita, takze napomaha proti paleni zahy a zaZivacim
problémiim. Proso pusobi jako prebiotikum, a tak vyzivuje stfevni mikrofloru (Kam et al.,
2016). Je bohatym zdrojem niacinu (vitamin Bs), hot¢iku, Zeleza a zinku (Devi ef al., 2014).
Mimo jiné vykazuje silnou antioxidac¢ni kapacitu a obsahuje serotonin, tedy hormon ovliviiujici

naladu, napéti hladkého svalstva a spanek (Dykes a Rooney, 2006; Young, 2007).

1.6.4 Kolagen

Hovézi kolagen je Casto pfidavan do proteinovych doplnki stravy k podpote svalového
rustu. Ziskava se ze zbytki pfi zpracovani v masném prumyslu (chrupavky, pojiva, odiezky
ktze). V takovém stavu je v meziproduktu obsazeno vysoké mnozstvi tuku, a proto je
chemickymi procesy odstranén, a tak vysledny produkt obsahuje az 97 % bilkovin (Wu ef al.,
1981). Hovézi kolagen obsahuje vysoké mnozstvi AMK a mimo to ma kolagen ptiznivé tcinky

na spanek a spravné zazivani (Declan Troy ef al., 2006).

1.6.5 Inulin

Inulin, neboli rostlinnd rozpustna vldknina, je Casto pfidavana do doplikl zdravé
vyzivy. Plni totiz funkci prebiotik, a tak vyzivuje bakterie v tlustém stfeve, kde je dale Stépen
na MK a podporuje tak spravné zazivani a vstiebavani zivin (Meyer a Stasse-Wolthuis, 2009).
Inulin se nejcastéji ziskava z kotene cikorky, ale 1 synteticky. Kromé& dopliiki stravy, Ize inulin

nalézt ptirozené v cibuli, ¢esneku a chiestu (Niness, 1999).
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1.7 Rostlinné extrakty

Byliny a kofeni byly ¢lovékem pouZivany jiZ od pradavna. At uz jako lé¢iva ve starém
Egypté a Cing, nebo jako konzervaéni latky v antickém Recku a Rimé&. V dnesni dobé jsou
byliny a kofeni vyuZivany jako ochucovadla, konzervanty, ale i k medicinskym ucellim.
V gastronomii jsou pfidavany do pokrmi pro své Siroké pouziti (Charles, 2013).
Mimo senzorickych vlastnosti, které ptijemné ovlivni chut’ hotového pokrmu, jsou byliny
Z hlediska slozeni maji nizkou kalorickou hodnotu a jsou povazovany za vysoky zdroj
antioxidantl a latek s moZnou biologickou aktivitou (Wong a Kitts, 2006).

Otrava z jidla je pomérné Castym problémem, at” uz v rozvojovych nebo vyspélych
zemich. Vyrobci potravin se snazi neustale zdokonalovat své technologie, véetné konzervace,
uchovani a udrznosti samotnych vyrobki. ProtoZze v dnesni dobé je trendem ptidavat do
potravin, nebo potravinovych vyrobkii co nejméné syntetickych konzervantl, je snahou
vyvinout takovou ochranu, ktera bude pochézet z ptirody. Proto jsou rostlinné extrakty skvélou
volbou 1 diky jejich dostupnosti. Slozky obsazené v rostlinach vykazuji jak ptiznivé €inky na
lidské zdravi, tak 1 antimikrobialni aktivitu, kterou Ize vyzit pti technologické uprave potravin.
Proto jsou 1éCivé rostliny podrobné studovany ve farmaceutickém primyslu, a diky tomu jsou
u velkeé ¢asti z nich popsany fyziologické, terapeutické a klinické pochody. Bylo popsano pies
1000 slou€enin zodpovédnych za antimikrobialni aktivitu, které byly izolovany z rostlin
(Hashish a Amani, 2013).

V dnes$ni dobé pfibyva onemocnéni, které jsou zplsobeny patogeny a sporotvornymi
organismy v potraveé. Problémem vSak je, ze ¢im dal vice bakterii je vii¢i pomocnym latkam
v potravinach, jako jsou stabilizatory nebo konzervanty, rezistentni. Vice nez 90 % onemocnéni
zpusobenych z potravin je zpiisobeno bakteriemi Staphylococcus aureus, Salmonella,
Clostridium, Listeria monocytogenes, Escherichia coli nebo Bacillus cereus (B. cereus). Tyto
bakterie jsou pfitomny piedevs§im ve vejcich, produktech rostlinné vyroby a vodé (Miladi et al.,

2016).
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1.7.1 Antimikrobialni aktivita prirodnich extrakti

Skala pouzitych rostlin, bylin &i kofeni je velice rozmanita. Antimikrobialni u¢innost
byla testovana u extrakt z rostlin, které jsou bézn€ v kuchyni pouzivané jako pepf, cibule,
oregano, rozmaryn, majoranka nebo ¢esnek. Ale i netypické, jako 1€koftice, cypftis, levandule
nebo ylang-ylang (Hammer et al., 1999). Dulezitym faktorem u sledovani antimikrobialni
aktivity je 1 to, jak byl dany extrakt pfipraven. Nejcastéji to pak byvaji extrakty vodné,
etanolové, metanolové nebo v acetonu (Shan ef al., 2007; Liu et al., 2017).

Antimikrobidlni aktivitu Ize sledovat u kvasinek, plisni, ale 1 u patogennich bakterii, které
mohou zpusobit zavazné zdravotni problémy. NejcastéjCimi testovanymi kvasinkami jsou
Candida albicans nebo Saccharomyces cerevisiae, z plisni pak Aspergillus niger nebo
Penicillium chrysogenum. Antimikrobidlni aktivita pfirodnich extraktl je Casto sledovana na
bakteriich Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis ¢i B. cereus (Liu et al., 2017; Hashish a Amani, 2013; Shan et al., 2007).
Néktere studie sledovaly antimikrobidlni aktivitu u Cistych extraktli a komeréné zakoupenych
kment bakterii. Nékteré prace se pak zabyvaly i izolaci bakterii z ur€itych typl potravin, jako
ovocné Stavy nebo maso (Zhang et al., 2009). Najdou se i zajimavé a praktické studie, pfi
kterych byl sledovan vliv extrakti na bakterie pfitomné pfirozené v uUstni dutin€ ¢lovéka

(Palombo, 2011).
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1.8 Antimikrobialni latky a antioxidanty obsaZené v rostlinach

Mnoho chemickych sloucenin, které jsou pfitomny v potravinach piirozené nebo jsou do
potravin cilen¢ pfidavany, maji vliv na rist ¢i mnozeni pfitomnych mikroorganismi. Mezi
piirozené antimikrobialni latky patii naptiklad enzym lysozym, jez je pfitomen ve vajecném
bilku nebo organické kyseliny obsazené v citrusech. Chemické latky se vSak mohou tvofit
v prubéhu zpracovani potravin, jako kyselina mlécna, kterd vznika pii fermentaci jogurtu.
Nékteré slouceniny jsou U€inné na Sirokou Skalu mikroorganismi, jiné jsou zas specifické
a pusobi pouze na Gram pozitivni, ¢i Gram negativni bakterie nebo spory. Antimikrobialni
latky schopné mikroorganismy usmrtit, jsou nazyvany mikrobicidni. Ty latky, které pouze
zastavuji rist mikroorganismt, jsou nazyvany mikrobistatické (Ray, 2008).

Vyznam pfirozenych antioxidacnich u¢inkidi u rostlin je vyuZivan jak pfi samotné
konzervaci potravin, tak k aplikovani esencidlnich antioxidantii in vivo. Rostliny obsahuji
vysoké koncentrace antioxidanti jako polyfenoly, karotenoidy, tokoferoly, glutationy, kyselinu
askorbovou a enzymy s antioxidacni aktivitou. Mimo rostlin byly antioxidanty nalezeny

v mikroorganismech, houbach a ve tkanich zivocichii (Charles, 2012).

1.8.1 Rostlinné fenoly

Fenolické slouceniny neboli fenoly tvoii dilezitou skupinu latek, které se nachazi
v rostlinach a zahrnuji pfes 8000 sloucenin raznych struktur. Vyskytuji se v ovoci, zelening,
ofiskach, seminkdch a kvétindch. Mnoho z nich je studovdno pro svou potencionalni
antioxidaéni aktivitu a maji karcinogenni, antibakterialni, antivirové a protizanétlivé ucinky
(Charles, 2012). N¢kolik experimentalnich a klinickych studii naznacuje, ze pravidelné uZivani
piirodnich produkti bohatych na polyfenoly, mize zlepSit endotelidlni dysfunkci, jez je
zodpovédna za rozvoj aterosklerozy (Yamagata et al., 2015). Tvoti dopliikovy mechanismus
antioxidac¢ni aktivity vetné vyhledavani volnych radikalt (Xing, 2001). ZvySena konzumace
potravin bohatych na polyfenoly je spojovana s lepsi kognitivni funkci u starSich pacienti
s vysokym rizikem kardiovaskuldrniho onemocnéni (Fresco ef al., 2006).

Fenolicke latky jsou obvykle déleny na fenolické kyseliny a jejich analogy, flavonoidy,
taniny, stilbeny, kurkuminoidy, kumariny a dalsi latky s chemickou strukturou, kde je pfitomen
fenolovy kruh (Corella et al., 2012). Vyznamné fenolické sloucCeniny jsou vcetné struktury

znazornény v obrazku ¢. 3.
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Obrazek 3: Chemicka struktura vybranych polyfenoli

(ptevzato z
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c0625?lang=en&region=CZ;https://www.sigmaaldrich.com/catalog/su
bstance/carnosicacid33243365009711?lang=en&region=CZ;https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/rosmarinicacid
360312028392511?lang=en&region=CZ;https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/carnosol33042595780211?lang=e

n&region=CZ, upraveno, stazeno dne 1. 5. 2018)

1.8.2 Tokoferoly

Skupina tokoferolii a tokotrienolli (Obréazek 4) patii do skupiny vitamina E, ktera byla
popsana v roce 1922 Evansem a Bishopem. Jsou ptfitomny v ofiSkach, rostlinném oleji, zatimco
tokotrienoly se nachdzi v obilnych zrnech (Evans a Bishop, 1922). Tokoferoly jsou stabilni,
v tucich rozpustné antioxidanty (Parker, 1989). Vitamin E, tokotrienoly a homology tokoferolu
vykazuji silnou antioxidacni aktivitu a chrani télo pfed kardiovaskuldrnimi nemocemi,
aterosklerdzou a nekterymi druhy rakovin. Do skupiny tokoferolti fadime 4 strukturné odlisné
latky zndmé jako a-tokoferol (vitamin E), B-tokoferol, 6-tokoferol a Y'-tokoferol.

Vitamin E je pro télo velice dilezity pfirodni antioxidant, jez ma pro lidsky organismus
prospésné tcinky. Kromé toho, Ze chréani té€lo pfed oxida¢nim stresem a ma protirakovinotvorné
ucinky, je a-tokoferol stabilizator kozni bariéry, a proto je Siroce pouzivan pii vyrobe
kosmetickych produkti (Sen ef al., 2006). Casto jsou tokoferoly piidavany do syrového
a vafen¢ho masa, které si tak zachovava svoji barvu a vitamin E zabranuje oxidaci tukl
(Formanek et al., 2001, Lavelle et al., 1996). Tokoferoly pfitomné v extraktech rostlin z ¢eledi
zazvornikovitych vykazuji antimikrobidlni aktivitu proti plisni  Apsergillus ochraceous

a bakteriim Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa a MRSA (meticilin-rezistentni

Staphylococcus aureus) (Habsah et al., 2000).
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o-tokoferol a-tokotrienol

Obrazek 4: Chemicka struktura vybranych tokoferola

(pfevzato https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/w530066?lang=en&region=CZ;
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/07205?lang=en&region=CZ;
upraveno, stazeno dne 1. 5. 2018)

1.8.3 Karotenoidy

Karotenoidy jsou v tuku rozpustné zluté az cervené pigmenty, jez jsou syntetizovany
v rostlinach, tasach, bakteriich a kvasinkdch. V lidském téle jsou karotenoidy soucasti
antioxida¢niho obranného systému. Stejn¢ tak v rostlindch maji diky své chemické struktufe
antioxida¢ni vlastnosti (Charles, 2012). Lidskd plazma a tkan¢ obsahuji okolo 20 druht
karotenoidi, zejména B-karoten, lykopen, lutein, B-kryptoxantin a a-karoten (Delgado-Vargas
et al., 2000; Stahl a Sies, 2003).

Za dulezité¢ zastupce karotenoidli (Obrazek 5) v lidské stravé jsou povazovany
B-karoten, lutein, lykopen, astaxantin, zeaxantin a B-kryptoxantin (Fraser, 2004). Karotenoidy
pomahaji ptfedchazet o¢nim chorobam, kardiovaskularnim onemocnénim a nékterym druhim
rakoviny (Paiva a Russell, 1999). Extrakty z tasy Chloroccum huminola maji vysoké
antimikrobidlni a antifungilni GCinky. Nejvice ucinny byl extrakt proti bakteriim
Escherichia coli (E. coli), Vibrio cholerae, Salmonella Typhimurium, proti kvasince

Candida albicans a plisni Aspergillus niger (Bhagavathy et al., 2011).
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Obrazek 5: Chemicka struktura vybranych karotenoidu

(ptevzato z https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/usp/1065480?lang=en&region=CZ,
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/lycopene5368750265811?lang=en&region=CZ,
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/lutein5688712740211?lang=en&region=CZ
upraveno, stazeno dne 1. 5. 2018)
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1.8.4 Kyselina askorbova

Kyselina askorbova je povazovana za jeden z antioxidantti (Du et al., 2012). Jeji L forma
(L-askorbova kyselina) je znama jako vitamin C (Obrazek 6). Hlavnimi zdroji této kyseliny
jsou ovoce, predevsim citrusy a zelenina. V lidské plazmé je pfirozené ptitomen askorbat, ktery
reaguje s ROS, tedy reaktivnimi formami kysliku (Weber et al., 1996). Extrakt z hroznového
vina, ktery je bohaty na vitamin C, vykazuje antimikrobidlni G¢inky proti Gram pozitivnim
(G+) bakteriim, jako Bacillus subtilis, B. cereus a Staphylococcus aureus (Jayaprakasha et al.,

2003).
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kyselina askorbova

Obrazek 6: Chemicka struktura kyseliny askorbové
(ptevzato z https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/ascorbicacid176125081711?lang=en&region=CZ

upraveno, stazeno dne 1. 5. 2018)
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1.9 Charakteristika vybranych druhii rostlin

1.9.1 Lékorice

Tato vytrvala bylina pochézejici z jthovychodni Evropy, Stfedniho vychodu a Indie, je
nyni hojné péstovana v Evropé (Spanélsko, Italie, Francie), Sttednim vychodg (iran, frak, Syrie,
Turecko) a Asii (Cina, Indie). Dortista do vysky az 2 metrdl, stonky jsou dale rozvétveny, na
jejichz koncich vyrtstaji malé, nacervenalé plody. Existuje nékolik druhti 1€koftice, jako perska,
ruska, Span€lskd nebo Cinskd. Nejvice se pouzivaji susené kotfeny nebo oddenky ve forme
cernych tvrdych ty€inek, ale na trhu je k dostani i samotny extrakt. Lékotice ma specifické
aroma, které je velice vyrazné, se sladkym az hotkym nadechem a je podobné anyzu (Charles,
2013).

Mezi aktivni latky v lékofici patii flavonoidy, polysacharidy, asparagin, kumariny,
steroly, taniny a glycyrhizin (5-10 %). Dale cukry (30 %), AMK, aminy a esencialni ole;.
V potravinaiském pramyslu je 1ékofice hojné¢ vyuzivana piredevSim do sladkosti, sirupi,
zmrzlin, likért a alkoholickych népoji (Charles, 2013).

Ptipravky z 1€kotice zklidnuji podrazdénou pokozku a pusobi jako slabé projimadlo.
V ¢inské tradi¢ni medicin€ je pouZivana k 1é¢bé zazivacich problémt, malarie, tuberkulozy,
abscestl, otrav z jidla, ale 1 rakoviny. Je soucésti sirupl, tonik a pastilek proti koufeni.
Zajimavosti je, ze 1€kofice je také povazovana za afrodiziakum a je soucasti mnoha recepti
z kdmasutry pro zvySeni libida. Obsazené flavonoidy, jako likogrodin, vykazuji protinadorove,
antiparazitické a antioxidacni G¢inky (Yang et al., 2015). Retrokalchony izolované ze stonkt
se ukazaly byt efektivni ochranou proti oxidacnimu stresu. Obsazené ptfirodni antioxidanty
mimo jiné snizovaly vyskyt aterosklerdzy, infarktu a snizuji hladinu cukru v krvi (Kataya et al.,

2011).
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1.9.2 Salvgj

Salvéj je stalezeleny polokef pochazejici ze Stfedozemi, ktery dortista do vysky
az 1 metru a kvete v Cervnu a ¢ervenci. Ma dlouhd dievéna stébla s rovnymi vétvemi, které jsou
pokryty jemnymi chloupky a Sedozelenymi listy. Vétve jsou zakonceny fialovymi kvéty, jez
jsou pokryty chloupky a chrani tak medové zlazy pted nepovolanym hmyzem (Charles, 2013).
Mezi pouzivané ¢asti z této vytrvalé rostliny patii sttibrné Sedivé listy a nat’. Listy se pouzivaji
cerstveé, suché, celé, nasekané ¢i drcené. Esencialni olej obsazeny v Salvéji se ziskava destilaci
castecné ususSenych listii s vytézkem okolo 2-3 %, jez je Ciry, bezbarvy az svétle zluty. Ususené
¢asti Salveje jsou siln€é aromatické, sladce bylinné az kofenéné. Viin€ a chut’ jsou nasladle,
citronové az hotké (Charles, 2013; Korbelaf a Endris, 1981).

Aktivnimi latkami jsou esencialni olej, flavonoidy, karotenoidy a organické kyseliny.
K hlavnim slozkam esencialniho oleje patii a-thujon (15-43 %), B-thujon (3-9 %),
kafr (4 - 24 %), eukalyptol (10 %), kamfen, a-pinen, limonen, a-humulen, B-karyofylen
a borneol. Mezi hlavni fenolické latky Salvéje fadime kyselinu rozmarynovou, kavovou,
karnosovou nebo karnosol. Mezi dalsi latky, které 1ze v Salvéji nalézt, patii vitaminy C, E, A
nebo vapnik a nasycené mastné kyseliny (Charles, 2013). Salvéj se pouziva jako kofeni a
dochucovadlo do pokrmii, pfedev§im v Italii a Recku. M4 antiseptické, antifungalni Gginky,
udrzuje v normé krevni tlak a obsahuje estrogen. Poméaha bojovat proti priijmu a salvéjovy Caj
po jidle napoméha traveni, sniZzuje poceni, zklidiiuje kaSel a mirni pfiznaky nachlazeni (Adam
et al., 1998). Salvéj mimo jiné obsahuje estrogen, ma antiseptické a antifungalni u¢inky.
Karnosol, kyselina ursolovd, oleanova, betulin a dalsi latky obsaZené v Salvéji vykazuji
antimikrobialni aktivitu proti vankomycin-rezistentnim enterokokiim,
Streptococcus pneumoniae a MRSA (Horiuchi et al., 2007). Také esencidlni olej ma vysokou
antimikrobialni  aktivitu, pfedev§im k bakteriim E. coli, Salmonella Typhi,

Salmonella Enteritidis, Shigella sonnei, ale 1 kvasince Candida albicans (Bozin et al., 2007).
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1.9.3 Tymian

Tymian pochdzi z jizni a jihovychodni Evropy a nyni je péstovan predevSim ve
Spanélsku, Francii, Italii, Recku, Turecku, Maroku a Jizni Americe. Jedna se o trvaly, bylinny
ket rostouci do vysky okolo 45 cm s dievnatym kotfenem, rozvétvenymi stonky prechdzejici do
vetvicek. Oproti jinym bylindm je tato mensi, stalozelend, az Seda s aromatickymi listy, kvéty
jsou svétle fialové. Mezi pouzivané Casti patii cela susend rostlina, suSené listy, esencialni oleje
a oleoresin. Esencidlni olej je ziskdvan pomoci destilace vodou a parou ¢astecné vysusenych,
nadzemnich ¢asti rostlin. Aroma tymidnu je kvétinové, pronikavé az pal¢ivé kofenéné. Chut’
pak matova, vonici po sené a zatuchliné (Charles, 2013). Mezi aktivni latky v tymindnu patii
Jiz  zminéné esencidlni oleje, taniny, triterpeny (kyselina ursulovd), né&kolik
polymethoxyflavont a polysacharidy. Esencidlni olej obsahuje thymol (30-75 %), karvakrol,
cymen, v-terpinen a eukalyptol. V tymidnu je také obsaZzeno nékolik flavonoidi
a fenolickych kyseliny jako apigenin, luteolin, disosmetin, kaempferol, kvercertin, hesperidin,
kyselina kdvova a rozmarynova (Bozin et al., 2006).

Tymidn je jedna z nejCastéji pouzivanych bylin v italské a francouzské kuchyni, jez dava
pokrmiim typické aroma. (Charles, 2013). Krom¢ gastronomie je tymidn pouZivan pii
nachlazeni, bolestech v krku, bronchitidach, infekcich hornich dychacich cest a zazivacich
a antitusivni ucinky. Extrakt z tymianu a olej jsou vhodné pfi koZnich problémech, ale maji
1 antimikrobidlni, antifungélni a antibakterialni G¢inky (Beddows a Charanjit Jagait, 2009).
Esencialni olej plisobi antibakteridlné proti 13 druhiim bakterii a 6 druhtim plisni, dokonce
1 na multirezistentni bakterie Pseudomonas aeuruginosa a E. coli. Bylo prokdzéano, ze vice nez
samotny tymian, je silnym antioxidantem pravé esencialni olej. Pfidanim extraktu z tymianu
do slune¢nicového oleje bylo zpozdéno zluknuti a pti smazeni okolo teplot 85-105 °C ztistal
zachovan a-tokoferol, tedy vitamin E. Tymem védct bylo také objeveno, Ze tymidnovy olej
vykazoval velice vysokeé antibakterialni a antioxidaéni U€inky pfi aplikaci na kufeci maso, a tak
by tento olej mohl byt pouzit jako prevence pifed onemocnénimi, které mohou byt zpiisobeny

nevhodnou upravou masa (Fratianni ef al., 2010).
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1.9.4 Galgan

Galgan je 1é¢iva rostlina podobnd zézvoru jak vzhledem, tak svou chuti, avSiak mnohem
smési a polévek. Suseny muze slouzit jako kotfeni, ale i Cerstvé nastrouhany nebo nakrajeny,
stejné jako zazvor. Dortstd do vysky az 2 metrt a na koncich stonkl vyristaji bilé vonné kvéty
(Mayachiew a Devahastin, 2008). Plody jsou Cervené tobolky, které obsahuji hotka zrna.
Z rostliny se pouZziva pravé oddenek. Mezi fenolické latky obsazené v galganu patii kyseliny
galova, ferulova a askorbova (Nampoothiri ef al., 2014).

Kromé gastronomie je galgan znam pro své blahodarné ucinky. Podporuje traveni,
napomaha pfi nevolnostech, bolestech zaludku a snizuje horecku. Pfi lokalni aplikaci na ktzi
pomaha bojovat s bakterialnimi a plisnovymi infekcemi. Mimo zazivaciho traktu ma galgan
pfiznivy vliv na horni cesty dychaci a extrakt z kofene se pouzZivad jako Ustni voda nebo
kloktadlo pfi 1écbé zanétu dasni. Dale bylo provedeno nékolik studii, které se zabyvaji moznymi
ucinky galganu proti rakoving, a to pankreatu, zaludku, stfev, jater a prsu (Zeng et al., 2015).
Banan Khojasteh a Javanmard Khameneh, 2016). Galgan také vykazuje antimikrobidlni
aktivitu, a to proti bakteriim rodu Staphylococcus, Listeria, Salmonella, Clostridium a E. coli

(Weerakkody et al., 2011).

1.9.5 Anyz

Anyz je jednoleta rostlina pochazejici z Egypta, Recka a zapadni Asie, jez doriistd do
vysky okolo piil metru. Zemé exportujici anyz jsou Turecko, Libanon a Spanélsko. Z anyzu se
nejvice pouzivaji vyzrald sucha semena, esencidlni olej a Cerstvé listy. Anyz ma vyrazné
matoveé, kafrové az sladké aroma pfipominajici lékofici nebo fenykl, za které je Casto
zaménovan. Mezi aktivni latky v anyzu patii anetol, ktery je 1 soucasti fenyklu ¢i badyanu
a casto je pouzivan v potravinaistvi nebo ptidavan do ustnich vod. Dalsi slozkou anyzu je
glykosid rutin, ktery je obsazen napfiklad 1 v pohance a upravuje hladinu cholesterolu v krvi
(Charles, 2013). Anyz vykazuje silné antimikrobialni G€inky proti bakterii Staphylococcus
aureus, kterd zpusobuje alimentdrni onemocnéni, naopak proti bakteriim E. coli nebo

Pseudomonas aeruginosa nebyly prokézany zadné inhibi¢ni u¢inky (Giilgin ef al., 2003).
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1.9.6 Chilli

Z této rostliny, ktera je povazovana za afrodiziakum, jsou v gastronomii pouzivany
cerstvé plody, ale 1 uvnitf obsazend seminka. Pokrmiim dava chilli typické kotfenéné aroma
a pikantni chut’. Pravé pikantni chut’ je diky pfitomnosti kapsaicinu v chilli paprickach (Floyd,
2007). Kapsaicin se stal predmétem studie antimikrobialni aktivity proti nékolika bakteriim
pritomnych v potrave, a to proti patogentim Staphylococcus aureus a E. coli, ale inhiboval 1 rlst
bakterie Bacillus subtilis (A Omolo, 2014). Chilli je silnym antioxidantem, upravuje hladinu

cukru v krvi a obsahuje vysoké mnozstvi vitaminu C, K a zeleza (Bhattacharya ef al., 2010).

1.9.7 Rakytnik

Tento aZ dva metry trnity ket kvete v dubnu az v kvétnu. Ma dlouhé podzemni vyhonky
a vétve, které¢ jsou v mladi Supinaté, na kterych jsou stiidavé umistény fapikaté a kratce
kopinaté listy. Kvéty jsou sméstnané do kratkych jehnéd, pestikové tvoti kratké, chudé hrozny.
Plody jsou zluté a hnéd¢ teCkované (Korbelat a Endris, 1981). Rakytnik se vyskytuje predevsim
v jihoevropskych zemich, u nas jako ozdobny ket a nyni je hojné¢ pe€stovan pro svou Sirokou
Skalu vitamina A, C, E, K a mineralt jako hoicik, Zelezo a fosfor. Rakytnik napomaha
organismu bojovat proti oxidacnimu stresu, ochranuje jatra pted cirh6zou a posiluje imunitni
systém (Gao, 2003; Ganju et al., 2005). Extrakt z rakytniku vykazuje antimikrobidlni ucinky,
a to k bakteriim E.coli, Salmonella Typhi, Shigella dysenteriae, Streptococcus pneumoniae

a Staphylococcus aureus (Yogendra Kumar ef al., 2013).

1.9.8 Skorice

Skoftice pochazi pavodem ze Sri Lanky a Indie, ale dnes je hojn¢ péstovana i v Africe
a Jizni Americe. Jedna se o tropicky, stfedné¢ velky stalozeleny strom, pfiCemz nejvice
aromatické jsou listy a klira. Prave stfedni ¢ast kliry se pouziva jako koteni, které ma sladke,
dievité¢ az kofenéné aroma. Chut’ je velice pronikavd a mirné pikantni. Hlavni slozkou
esencialniho oleje je cinnamaldehyd (az 80 %), ktery dava skofici typické aroma (Charles,
2013). Kromé potravinafstvi, je skofice pouzivana ve farmaceutickém a kosmetickém
prumyslu. Plsobi proti akné a ma ptiznivy vliv na zazivani. Vykazuje také antibakterialni
u¢inky, a to proti bakteriim Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,

Streptococcus faecalis nebo E. coli (Nabavi et al., 2015).
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1.9.9 Zazvor

Zazvor, pochazejici pravdépodobné z jihovychodni Indie, je listnatd, trvald bylina
dortstajici do vySky jednoho metru. Zazvor se vyuziva nejcastéji ve form¢ oddenkt, jako
esencialni olej a oleoresin. Viné i aroma jsou velice vyrazné, erstvé, sladké a stiplavé. Cerstvy
zéazvor je velice kofenény, vonici po citronu (Charles, 2013). Hlavni slozky v esencidlnim oleji
tvoii zingiberen (40 %) a kurkumen (20 %). Cerstva a pronikavé chut’ je dana diky netdkavym
latkam, jako gingerol a paradol, kterému jsou pfipisovany piiznivé U€inky na lidské zdravi
(Charles, 2013; Kundu ef al., 2009). Cerstvé nadrceny zazvor je hojné pouzivan predevsim pii
vyrobé pernicki, suSenek, nakladané zelenin€ a je soucasti kari kofeni. Zazvor je Siroce
pouzivan pii vafeni, zejména v asijské a orientalni kuchyni k dochuceni potravin (Charles,
2013).

Zazvor je antibakterialni, antifungalni a ptisobi proti parazitiim. Je souc¢asti sirupt proti
travicim a Zalude¢nim potizim, zptisobené cestovatelskymi nemocemi (Iwami et al., 2011).
Je také hypoglykemicky, snizuje hladinu cholesterolu v krvi, protizanétlivy a ptiznivé ovliviiuje
imunitu. Stimuluje peristaltiku, sekreci slin a zalude¢nich §tav. SlouCeniny gingerol, shogaol,
Gingerol také vykazuje antimikrobidlni aktivitu proti Bacillus subtilis a E. coli (Ficker et al.,
2011). Bakterie a plisn€ je schopny inhibovat i esencialni olej pfitomny v zazvoru. Nékolik
studii také prokazalo, ze esencialni olej ze zazvoru ptlisobi proti volnym radikalim, a snizuje
rist tumord. Zazvor obsahuje vice nez 12 dilezZitych sloucenin, diky nimz je az 40x G€inné;si

antioxidant, nez vitamin E (Singh et al., 2008; Masuda ef al., 2004).

1.9.10 Zelena kava

Zelenou kavou jsou nazyvana neprazend kavova zrna z rostliny Coffea Arabica.
Z prazenych kévovych zrn se ptipravuje fada lahodnych népoji, ale praveé prazenim kéava ztraci
vétsinu svych cennych latek (Daglia ef al., 2000). Zelen4d kava obsahuje vysoké mnozstvi
chlorogenové kyseliny, kterd je velice silnym antioxidantem. Upravuje hladinu cukru v krvi
a snizuje krevni tlak (Priftis et al., 2015; Song et al., 2014). Zelena kava ma také antimikrobialni
ucinky, a to proti Gram pozitivnim bakteriim jako Bacillus cereus nebo Clostridium sporogenes

(Suarez-Quiroz et al., 2013).
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1.10 Rod Bacillus

Rod Bacillus zahrnuje velice rozsadhlou skupinu aerobnich ¢i fakultativné anaerobnich
Gram pozitivnich tyc€inek, které za ptitomnosti kysliku tvoti jednu endosporu (Votava, 2010).
Spory byvaji castymi kontaminanty potravin a klinického materidlu. Jsou rezistentni
k chemickym dezinfekénim latkam a k teplu, UV zafeni, avSak autoklavovani je pii 120 °C nici
béhem 15 minut (Peutherer ef al., 1999).

Bakterie rodu Bacillus jsou enzymové bohaté¢ vybaveny a rozkladaji nejriiznéjsi
organické slou¢eniny. Obsahuji amylolytické enzymy (amylasy), tedy enzymy §tépici Skrob, ¢i
pektolytické enzymy, které Stépi rostlinné pektiny. Nejvice se vSak projevuji proteolytickymi
enzymy, které se podileji pfi aerobnim a anaerobnim rozkladu bilkovin. Mezi nejznamé;jsi
druhy vpatii Bacillus cereus, Bacillus subtilis ¢1 Bacillus anthracis (Votava, 2010;
Stenfors Arnesen et al., 2008).

Pro pfesnou identifikaci bacili Ize pouzit metodu hmotnostni spektrometrie
MALDI -TOF, pii které je na krystaly matrice se vzorkem aplikovano laserové zafizeni, jez
zpusobi desorbci molekul. Po vypocitani poméru m/z a porovnani s knihovnou je vzorek
identifikovan. Mezi pouZzivané matrice patii napt. kyselina oa-kyano-4-hydroxyskoticova
(HCCA). Metoda patii k nejpfesnéjSim, a proto je tento pfistroj v dneSni dobé soucasti
Spickovych laboratofi i pfesto, ze jeho potfizovaci cena €ini okolo 7 miliona (Croxatto et al.,

2012).

1.10.1 Bacillus cereus

Mezi nejzndméjsi zastupce rodu Bacillus patii bakterie Bacillus cereus, ktera oproti
jinym druhiim z rodu Bacillus tvoti velké buiiky (1 x 3 az Sum). Je pohybliva, nema pouzdro,
bézné se vyskytuje v prostiedi a byva kontaminantem potravin. B. cereus je schopen
rust rozmezi od 4 do 50 °C, avSak optimalni ristova teplota je 30 °C. Dal§im parametrem je i
Siroké Skala optimalniho pH (4,9 — 9,3).

Na krevnim agaru roste B. cereus v nepravidelnych Sedozlutych aZ zelenych drsnych
koloniich a wvytvafi B-hemolyzu se zapachem po mySiné. Mezi dalSi média slouZici
k identifikaci bakterie B. cereus patii pida MYP (mannitol, yolk, polymyxin B), na které tvoti
typické drsné rizové kolonie (negativni mannitol) s rtizovou zoénou precipitace (pritomnost

lecitinazy) (Peutherer et al., 1999; Ray, 2001; Ehling-Schulz et al., 2004).
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Jako konfirmace se provadi zaoCkovani typickych kolonii B. cereus do glukézového
agaru, kdy zluté zbarveni celého sloupce pidy znaci vyuzivani glukézy. Dale se provadi
VP test (Voges-Proskaueriv test), pficemz riizové zbarveni znaci tvorbu acetoinu. Lze také
provést test na redukci dusicnanti, ktery je opét v piitomnosti B. cereus pozitivni (Cervené
zbarveni) (CSN EN ISO 7932).

B. cereus tvoti dva typy enterotoxini, které mohou zplsobovat enterotoxikozy
projevujici se do 12 az 13 hodin po poziti potraviny nevolnosti, prijmem ¢i zvracenim. Prvni,
termostabilni emeticky toxin odolava zaludecni S§taveé, vyvolava emetickou formu
enterotoxikdzy a zplsobuje zvraceni. Druhy, termolabilni enterotoxin je pfi¢inou vodnatého
prijmu a casto je zamenovan s toxinem produkovanym bakterii Vibrio cholerae. Enterotoxiny
této bakterie poskozuji strukturu bunék stievniho epitelu a vyvoldvaji tak zanétlivou reakcei
(Stenfors Arnesen et al., 2008; Votava, 2010; Peutherer et al., 1999). Infekéni davka u obou
toxint, kterd vyvola zdravotni problémy, je v rozmezi 10°-10° CFU/g. Nékteré studie viak
udavaji, ze zazivaci potize spojené s pritomnosti enterotoxini vyvola davka uz v mnozstvi
10> CFU/g. Mezi rizikové potraviny patii vafena ryze, pudinky, bramborova kase ¢&i jatrova

pastika, tedy potraviny obsahujici obiloviny nebo $krob (Stenfors Arnesen et al., 2008).

Obrazek 7: Vzhled bakterie B. cereus na pudach a) KA, b) MYP, 30 °C, 24 hodin

(foto autor)
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1.11 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Stanoveni citlivosti bakterii k antimikrobidlnim latkam je jedna z nejpouzivanéjSich
metod, jak vyhodnotit riist dané bakterie v pfitomnosti antimikrobidlni latky. V praxi to
nejcastéji byva stanoveni citlivosti konkrétnich bakterii na vybrana antibiotika. AvSak velky
problém dne$ni doby je rezistence bakterii k antibiotikim. To vede k hledani novych,
bezpecnych a efektivnich latek s antimikrobialnim tc¢inkem z alternativnich zdroji, jako jsou
rostlinné extrakty (Hashish a Amani, 2013).

Mezi zakladni metody, které se ke zjiStovani citlivosti pouzivaji, délime na kvalitativni
(difuzni diskovy test) a kvantitativni (MIC, E-testy). Principem téchto metod je urceni citlivosti

dané bakterie k antimikrobialni latce (Hashish a Amani, 2013).

1.11.1 Diskovy difuzni test

Tato rychld, jednoducha a spolehliva metoda slouzi ke stanoveni -citlivosti
mikroorganismil k antimikrobidlni latce. Evropské zemé ve spolupraci s odbornymi pracovisti
vyvinuli techniku zvanou EUCAST, ktera slouzi pro stanoveni citlivosti na ATB a zahrnuje
vSechny kritické body pii praci v laboratofi. Po inkubaci za danych podminek (teplota, ¢as), je
odecitana zona inhibice (Matuschek et al., 2014). Béhem inkubace dochézi k rastu az do
inhibi¢ni koncentrace gradientu difuze testované latky. Poté, co je této koncentrace dosazeno,
piestava bakterie riist a dojde k vytvoreni inhibi¢ni zony. Inhibi¢ni zény jsou kulovitého tvaru
a ,,opisuji* tvar papirového disku. Dle tloustky, pH a koncentrace agaru se vSak tvar i velikost
zony mohou liSit. Mezi predepsanymi agary se nejcastéji pouziva pida Mueller-Hinton (Hasish

a Amani, 2013; Jorgensen a Turnidge, 2015).

M¢dium s naockovanou bakterii N
) Disk s extraktem () Kontrolni disk

Inhibi¢ni zony

Obrazek 8: Diskovy diftizni test

(ptevzato z https://www.researchgate.net/figure/Schematic-representation-of-disk-diffusion-

assay-for-evaluation-of-antibacterial figb 275772079, upraveno, stazeno dne 1. 5. 2018)
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1.11.2 Dilu¢ni metoda

Tato metoda se pouziva ke kvantitativnimu stanoveni antimikrobidlni aktivity urcité
skupiny latek. Cilem této metody je urcit minimdlni inhibi€ni koncentraci (MIC), tedy
koncentraci, pfi které testovand latka inhibuje viditelny rast bakterii. Lze 1 stanovit minimalni
baktericidni koncentraci (MBK), coz je minimalni koncentrace latky, pfi které je inhibovan rlst
mikroorganismil z 99,9%. Nejcastéji byva u testované latky provedeno dvojkové fedéni tak,
aby vznikla co nejSirsi Skala koncentraci. Jako médium lze pouzit ptidy dle Mueller-Hintona ¢i
BHI. Dle povahy metody (mikrodilu¢ni, makrodilu¢ni) se pipetuje ur¢ity objem média spolu
s testovanou latkou a suspenzi testovaného mikroorganismu s naslednou inkubaci (16-24 hodin)
pii teploté, ktera je pro dany mikroorganismus nejvhodnéjsi. Pokud je metoda provadéna na
mikrotitra¢nich destickach, dojde k vyhodnoceni zakalu pomoci fotometru nebo zvétSovaciho
zrcadla. Pro stanoveni MBK se po inkubaci obsah zkumavek vyockuje na pevné ptidy a po
kultivaci dojde k vyhodnoceni. Je sledovano, zda mikroorganismus v pfitomnosti urcité
koncentrace antimikrobialni latky roste, ¢i nikoliv (Hasish a Amani, 2013; Jorgensen

a Turnidge, 2015).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem diplomové prace byla mikrobiologicka analyza proteinovych piesnidavek dle
plamych CSN EN ISO norem (CSN EN ISO 4833-2, CSN EN ISO 7923,
CSN EN ISO 21527 - 1) a b&zné pouzivanych metod v laboratofi. Pfesnidavek bylo 7 druh,
které se liSily slozenim a technologii ptipravy, jako dobou pasterace, ¢1 pouzitim konzervantu
a stabilizatoru (Tabulka 2). Byl provadén monitoring mikroorganismili, kdy nejprve byly
zjiStény ptivodni poCty a zastupci mikroorganismii a poté byly nejCastej$i mikroorganismy
izolovany identifikovany pomoci biochemickych testi a metodou MALDI-TOF. Ve vSech
vzorcich byly nejcastéjs$i mikroorganismy izolovany a byl u nich testovan antimikrobialni efekt
piipravenych extraktii. Mezi vybrané rostliny, ze kterych byly extrakty pfipraveny, pattily

zéazvor, chilli, skofice, tymian, ale i mén¢ obvykl¢ jako rakytnik, anyz, zelena kava, 1ékotice ¢i

galgan.
Tabulka 2: Varianty proteinovych presnidavek
Ovzz':;ie:i 1-A 2-B 3-C 4A | 5B 6-C 7-A
Varianta [l)ggp;T Dospéla | Détska [1); Sp;ljl Dospéla | Détska ?; (S)p;lf
pfesnidavky xylitol 120 g 100 g xylitol 120 g 100 g xylitol
o Ix
stfli))iliisz(:::c 1x Ix Ix 2x 2x 2x pasterace
T pasterace | pasterace | pasterace | pasterace | pasterace | pasterace| + sorban
P Y (1 mg)
Nejvyssi
80,9 °C; | 80,9 °C; | 80,9 °C;
w I3 0 [+) [+ ’ 2 2 2 2 2 o]
gg}slz;znft;aa;fg::: 80,7 °C 80,7 °C | 80,7°C 80. 6 °C | 80. 6 °C | 80, 6 °C 80,7 °C
Cas pasterace 20 minut | 20 minut | 20 minut 2x. 20 2x. 20 2x. 20 20 minut
minut minut minut
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2.1 Pomiicky

automatické mikropipety

¢erna podlozka

Erlenmayerovy banky

homogeniza¢ni sacky s membranou
kadinky

injekéni stiikacka plastova

filtry na injekéni stiikacku

kahan

L-hokejky (sklenéné, plastové)

nizky

ockovaci jehla

ockovaci klicky

odmérné valce (500 ml, 100 ml, 50 ml)
Petriho misky plastové

pipety 0,1 ml (sklenéné, plastové)
plastové Spicky

plastové zkumavky

podlozni a kryci sklicka

pomicky k navazovani (lodicky, 1zicky)
prazdné disky na testovani antimikrobidlni aktivity
sterilni vatové tampony

stojan na zkumavky

zkumavky (sklenéné, plastové)
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2.2 Pristroje

analytické vahy KERN 442-43, Kern, Némecko
autoklav PS 20A, BMT Medical Technology s.r.o.
autoklav Sterilab, BMT Medical Technology s.r.0., CR
AW Sprint Novasina TH-500, Svycarsko
dekontaminaéni autoklav SYSTEC VX40, BioTech, CR
denzitometr McFarland DEN-1, BIOSAN, Lotyssko
homogenizator Masticator TUL Basic, Spanélsko
horkovzdusny sterilizator STERIMAT 51042, BMT Medical Technology s.r.o0., CR
chladnicka Liebherr, Némecko

mikroskop BX 41, OLYMPUS, Japonsko

termostat Lovibond, Thermo Scientific, USA

vodni lazen CERTOMAT WR, B. BRAUN, Némecko
vortex Bio Vortex V1. BIOSAN, LotySsko

2.3 Priprava pid a kultiva¢nich médii

BHI — Brain Heart Infusion Broth — bujon z mozkosrdcové infuse (HiMedia, Indie)

SloZeni: gramu/litr
teleci mozkova infuse (extrakt) 200 (7,78)
hovézi srdcova infuse (extrakt) 250 (9,72)
proteosovy pepton 10,00
chlorid sodny 5,00
hydrogenfosforecnan (di)sodny 2,50
dextrosa 2,00

Priprava: Navazit 37,0 g pfipravku do 1000 ml destilované vody a zahtivat do Uplného

rozpusténi. Sterilizovat v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.
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DRBC — Dichloran Medium Base with Rose Bengal — ptida s dichloranem, chloramfenikolem

a bengalskou ¢erveni (HiMedia, Indie)

SloZeni: gramu/litr
masovy pepton 5,00
D-glukoza 10,00
dihydrogenfosfore¢nan draselny 1,00

siran hotecnaty 0,50
bengalska cerven 0,025
dichloran 0,002

agar 15,00

Priprava: Navazit 15,75 g ptipravku do 500 ml destilované vody. Sterilizovat v autoklavu pfi
121 °C po dobu 15 minut a po ochlazeni na cca 50 °C asepticky piidat rozpuStény obsah

lahvicky antibiotika chloramfenikol (Chloramphenicol Selective Supplement).

Fyziologicky roztok
SloZeni: gramu/litr
chlorid sodny (Lachner, CR) 8,50

Priprava: Navazit 8,5 g NaCl do 1000 ml destilované vody, sterilizovat v autoklavu pfi

121 °C po dobu 15 minut.

Fyziologicky roztok s peptonem

SloZeni: gramu/litr
chlorid sodny (Lachner, CR) 8,50
pepton (HiMedia, Indie) 1,00

Priprava: Navazit 8,5 g NaCl a 1 g peptonu do 1000 ml destilované vody. Sterilizovat

v autoklavu pfi 121 °C po dobu 15 minut.
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GTK - Plate Count Agar - ptida s glukozou, tryptonem a kvasni¢nym extraktem (HiMedia,

Indie)

SloZeni:

enzymaticky hydrolyzat kaseinu
kvasni¢ny extrakt

glukdza

agar

grami/litr
5,0

2,5

1,0

15,0

Priprava: Navazit 23,5 g pfipravku do 1000 ml destilované vody a zahtivat do Uplného

rozpusténi. Sterilizovat v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

KA — Blood Agar Base No. 2 — krevni agar (HiMedia, Indie)

SloZeni:
proteosovy pepton
jatrovy extrakt
kvasni¢ny extrakt
chlorid sodny

agar

grami/litr
15,0

2,5

5,0

5,0

15,0

Priprava: Navazit 21,25 g ptipravku do 500 ml destilované vody a zahtivat do Uplného

rozpusténi. Sterilizovat v autoklavu pii 115 °C po dobu 10 minut. Poochlazeni na 40-50 °C

asepticky ptidat 7 % sterilni defibrinované krve.

MALT — MALT Extract Agar (HiMedia, Indie)

SloZeni:
sladovy extrakt
mykologicky pepton

agar

grami/litr
30,0

5,0

15,0

Priprava: Navazit 50,0 g ptipravku do 1000 ml destilované vody a nechat 15 minut nabobtnat.

Sterilizovat v autoklavu pti 115 °C po dobu 10 minut.
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M-H — Mueller Hinton Agar (HiMedia, Indie)

SloZeni: gramu/litr
hovézi masova infuse (extrakt) 300 (2,0)
kysely hydrolyzat kaseinu 17,5

Skrob 1,5

agar 17,0

Priprava: Navazit 38,0 g ptipravku do 1000 ml destilované vody a zahtivat do uplného

rozpusténi. Sterilizovat v autoklavu pii 115 °C po dobu 10 minut.

MYP — Modified MYP Agar Base - pida s mannitolem, zloutkem a polymyxinem (HiMedia,
Indie)

SloZeni: gramu/litr
masovy pepton 10,00
masovy extrakt 1,00
D-mannitol 10,00
chlorid sodny 10,00
fenolova Cerven 0,025

agar 12,00

Priprava: Navazit 43,0 g ptipravku do 900 ml destilované vody a nechat zahtivat do ipIného
rozpusSténi. Sterilizovat v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut. Ochladit cca na 55 °C
a asepticky pfidat sterilni roztok Polymyxinu B (FD 003 Polymyxin B Sulfhate), aby jeho
koncentrace byla 100 jednotek (UI) na 1 ml média a 100 ml sterilni zloutkové emulze (FD 045
Egg Yolk Emulsion) na 1000 ml média. Pfed nalitim dobfe promichat.
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S-B — Slanetz and Bartley Medium — pida dle Slanetz-Bartleyové (HiMedia, Indie)

SloZeni: gramu/litr
tryptoza 20,0
kvasni¢ny extrakt 5,0
dextrdza 2,0
hydrogenfosforecnan (di)sodny 4,0

azid sodny 0,4
trifenyltetrazolium chlorid 0,1

agar 15,0

Priprava: Navazit 46,5 g ptipravku do 1000 ml destilované vody a za soucasného

promichavani opatrné zahtivat do Uplného rozpusténi. Neautoklavovat! Poté ihned ochladit na

50 °C.

2.4 Testované vzorky (proteinové presnidavky)

Mikrobiologicka analyza byla provedena u 7 vzorkl proteinovych ptresnidavek, které se
lisily jak slozenim, tak technologickou tpravou (Tabulka 3). Pfed samotnym zpracovanim byly
tasticky se vzorky fadn€ promnuty v rukou po dobu asi jedné minuty, aby byl jejich obsah fadn¢
promichén. Poté byly o€istény 60% etanolem, pfedevsim u uzavéru.

Celkem bylo testovano 6 sérii proteinovych ptfesnidavek ze stejné Sarze s riznym
casovym rozestupem. Po prvni analyze nasledovaly dalsi, a to po 2 a 4 tydnech, déle po 4, 5
a 6-ti mesicich (Tabulka 4). Cilem bylo monitorovat, zda se s rozestupem ¢asu zméni pocty
pritomnych mikroorganismil v zavislosti na slozeni pfesnidavky a technologickém postupu
ptipravy. Pro ovéteni byla u vzorkil premétena 1 aktivita vody.

Suroviny pouzité k vyrob¢ proteinovych piesnidavek jsou uvedeny v tabulce 3. Presné

sloZzeni neni uvedeno z divodu ochrany firemniho tajemnstvi.
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Tabulka 3: Suroviny pouzité k vyrobé proteinovych presnidavek

Suroviny

syrovatkovy proteinovy koncentrat

repkovy olej

micelarni kasein

Inény olej

mlécny proteinovy koncentrat (détska verze)

chia olej

hydrolyzovany kolagen (hovézi)

kokosovy olej

mandlové maslo

ryZova mouka

araSidové maslo

¢irokova mouka

mleté liskové ofechy

jahlova mouka

mleté vlasské ofechy

pohankové mouka

mlety kokos

kukufi¢na mouka

inulin

voda

kyselina mlécné

citrusova vlaknina

Dochuceni

limetkova $t’ava

mletéd suSena jablka

100% jable¢ny koncentrat

mleté suSené hruSky

100% jable¢no-hruskovy koncentrat

yZOovy sirup

nizkotuéné kakao

Tabulka 4: Casovy rozestup testovani vzorkii proteinovych piesnidavek

Cislo série | Casovy rozestup
1. 0*
2. po 2 tydnech
3. po 1 mésici
4. po 4 mésicich
5. po 5 mésicich
6. po 6 mésicich

*prvni testovani provedené ihned po obdrzeni vzorka

2.5 Homogenizace vzorku

Homogenizace byla provedena pro vSechna mikrobiologickd stanoveni stejnym
zpusobem. Vzorek byl po sterilnim otevieni asepticky navazen a zhomogenizovan ve
fyziologickém roztoku s peptonem (10 g vzorku + 90 ml roztoku) po dobu dvou minut
v peristaltickém homogenizatoru. Po homogenizaci bylo ze sacku s membranou odebrano

potfebné mnoZstvi k nasledné mikrobiologické analyze.
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2.6 Metody mikrobiologické analyzy

Vsechna stanoveni byla vzdy provedena dle platnych CSN EN ISO norem.

2.6.1 Stanoveni celkového poctu mezofilnich aerobnich a fakultativné

anaerobnich mikroorganismi (CSN EN ISO 4833-2)

Tato metoda slouzi ke zjisténi celkového poctu mezofilnich a fakultativné anaerobnich
bakterii (CPM) ve vzorcich potravin. Principem je pocitani vyrostlych kolonii na Petriho misce
(PM) s piidou GTK (glukéza, trypton, kvasnicny extrakt) po kultivaci pii 30 °C po dobu 24-48
hodin. Nasledné jsou vyhodnoceny vyrostlé kolonie a dle vztahu (Rovnice 1) je vypocteno

mnozstvi CFU na 1 gram vzorku, kde 2C je soucet kolonii na vybranych miskach, n, je pocet

misek z prvniho pouZzitého fedéni, n, je pocet misek z dal§iho pouzitého fedéni a d je faktor

Rovnice 1: Vztah pro vypoc¢et CFU/g ve vzorcich potravin

B zC
V- +01-n,)-d

N

Nastane-li situace, Ze na PM bude pfitomno méné nez 15 kolonii, pro vypocet se pouzije
vztah pro odhad nizkych poctii (Rovnice 2), kde m je aritmeticky primeér a d je faktor fedéni

vychozi suspenze.

Rovnice 2: Vztah pro vypocet nizkych pocti ve vzorcich potravin
N = m
- d
Po sterilnim otevieni vzorku byla provedena homogenizace dle postupu v odstavci 2.5
s naslednym fedénim (107, 10%). Poté bylo na piidu GTK zao&kovano 100 pl vzorku metodou

roztéru L-hokejkou s naslednou inkubaci pii 30 °C po dobu 24 hodin a vyhodnocenim dle

CSN EN ISO 4833-2.
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2.6.2 Stanoveni enterokoki

V potravindch neni stanoveni enterokokl zakotveno v normé&, nebot nékteré druhy
byvaji soucasti Cistych kultur. Provadi se pouze v ptipad¢, je-li podezieni na kaZeni potravin
v pritomnosti enterokokii. Enterokoky jsou velmi odolné vii¢i podminkam prostiedi, snaseji
vysoké obsahy soli, vys$si pH i teploty. Pro detekci bakterii rodu Enterococcus se pouziva ptida
dle Slanetz-Bartelyové (S-B). Ta obsahuje azid sodny (selekéni tlak pro doprovodnou
mikrofloru) a trifenyltetrazolium chlorid (TTC), ktery enterokoky redukuji na cerveny
formazan.

Po sterilnim otevieni vzorku byla provedena homogenizace dle postupu uvedeném v
odstavci 2.5. Poté bylo na piidu S-B zaockovano 100 pl vzorku pfimo z homogeniza¢niho sacku
(fed&ni 10™") metodou roztéru L-hokejkou s naslednou inkubaci pti 37 °C po dobu 24 hodin a
naslednym pocitanim typickych kolonii. Pocty enterokokti (CFU/g) byly pocitany dle rovnice

1, ptipadné dle rovnice 2.

2.6.3 Horizontalni metoda stanoveni po¢tu presumptivniho Bacillus cereus -

Technika po&itani kolonii vykultivovanych p¥i 30 °C (CSN EN ISO 7923)

Touto metodou je stanoven pocet tzv. presumtivnich bakterii Bacillus cereus, tedy
ptedpokladanych pfisluSnikii tohoto druhu. ArbitraZzni ptidou je MYP agar (Mannitol Yolk
Polymyxine B agar), ktery je zaloZzen na proteolytickych schopnostech bakterie B. cereus. Pro
zjisténi hemolytické Cinnosti bakterie B. cereus byly mimo normu sledované vzorky
zaockovany na pevnou pudu KA (krevni agar), na kterém roste B. cereus ve velkych
Sedozelenych koloniich se zonou B-hemolyzy a typickym zdpachem po mysSing, ale také pro
zjisténi jinych mikroorganismi, které rostou jen na nutri¢n¢ bohatych pudach (streptokoky,
stafylokoky).

Po sterilnim otevieni vzorku byla provedena homogenizace dle postupu v odstavci 2.5
s naslednym fedénim (10™', 107%). Na pady MYP a KA bylo zao&kovano 100 pl vzorku metodou
roztéru L-hokejkou s naslednou inkubaci (MYP — 30 °C, KA — 37 °C) po dobu 24 hodin a
naslednym pocitanim typickych kolonii. Po¢et mikroorganisml byl pocitan dle rovnice 1,

ptipadné dle rovnice 2.
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2.6.4 Stanoveni celkového poctu kvasinek a plisni u vyrobki s vodni aktivitou

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

Zjistovani piitomnosti kvasinek a plisni se provadi spolecné na jedné ptdé
a z vysledku lze usuzovat trvanlivost a skladovatelnost vyrobkd, ¢i troven hygieny a sanitace
ve vyrobé€. Stanoveni probiha na ptidé DRBC (Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar),
kdy jednotlivé slozky pidy inhibuji rozrastani plisni, vzdusného mycelia a usnadnuji rozliSeni
kvasinek od plisni. Soucasné byla pouzita i pida MALT pro zachyceni vSech kvasinek a plisni.

Po sterilnim otevieni vzorku byla provedena homogenizace dle postupu uvedeném v
odstavci 2.5. Poté bylo na pidy MALT a DRBC zaockovano 100 pl vzorku ptimo
z homogeniza¢niho sa¢ku (fedéni 10™) metodou roztéru L-hokejkou s naslednou inkubaci pii

25 °C po dobu 2-5 dni a naslednym pocitanim typickych kolonii.

2.7 Identifikace mikroorganismii

Cilem prace bylo izolovat z proteinovych piesnidavek pievladajici kontaminujici
bakterie, identifikovat je a nasledné pouZit ke stanoveni antimikrobialni aktivity pfipravenych
extraktii. Pfevladajici kontaminujici bakterie byly pieockovany na pidy MYP a KA, protoze
na ptvodnich miskach mohly byt pfitomny ve smési. Po kultivaci (30 °C, 24 hodin) bylo
provedeno barveni dle Grama a test na tvorbu katalazy. Byly vybrany G+ ty€inky, které byly
po celou dobu experimentu uchovavany na piidach MYP a KA. Vybrané kolonie pouzité k
naslednému stanoveni antimikrobidlni aktivity extrakti byly identifikovany metodou

MALDI-TOF na VSCHT Praha.

2.8 Priprava rostlinnych extraktu

Extrakty byly vyrabény ve spolupréci s doc. Ing. Liborem Cervenkou, Ph.D. zpiisobem
uvedenym na obrazku 9 z bézn¢ dostupnych bylin a koteni, které 1ze zakoupit v obchodnich
fetézcich, 1€karnach a internetovych obchodech.

Etanolové extrakty byly nafedény 60% etanolem tak, aby jejich vysledna koncentrace
byla 100 mg/ml a u vybranych extrakti 60 mg/ml (Tabulka 5). Po rozpusténi byly pomoci
injekéni stfikacky s filtrem prevedeny do sterilni plastové zkumavky a nasledné pouzity
k analyze. Takto upravené extrakty byly po celou dobu experimentu uchovavany v chladnicce

ve sterilnich plastovych zkumavkach.
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Filtrace extraktu

ULTRAZVUK 10 g matrice + Sliti extraktu + o Filtrace
30 gmatrice || 20mI60% EtOH || 15ml60%EtoH |  *odpareni -
. . dosucha (37 °C) extraktu
10 minut 10 minut

+ 5 ml 60% EtOH

Obrazek 9: Schéma pripravy extrakti

Tabulka S: Extrakty pouzité ke sledovani antimikrobialni aktivity

Koncentrace
Vzorky extraktia
extraktu (mg/ml)

Anyz 1 — Anyz plod, F-Dental 100
Chilli 1 — Chilli mleté, World of spices 100
Chilli 2 — Chilli papricky plod, F-Dental 100
Chilli 3 — Chilli papricky plod, F-Dental 100
Galgan 1 — Galgéan oddenek, F-Dental 60

Kava 1 — Zelena kava surova, mleta
arabica, Phoenix monopol 100

Kava 2 - Zelena kava surova, mleta
arabica, Phoenix monopol 0
Lékorice 1 — Lékotice koten, F-Dental 100
Lékorice 2 — Lékotice koten, F-Dental 100
Rakytnik 1 — Rakytnik plod, F-Dental 100
Rakytnik 2 — Rakytnik plod, F-Dental 100
Skorice 1 — Skofice mleta, Kotanyi 100
Salvéj 1 — Salvgj list, F-Dental 60
Tymian 1 — Tymian list, F-Dental 100
Tymian 2 — Tymian drhnuty, Kotanyi 100
Zazvor 1 — Zazvor mlety, Kotanyi 100
Zazvor 2 — Zazvor mlety, Kotanyi 100
Zazvor 3 — Zazvor mlety, F-Dental 100
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2.9 Metody sledovani antimikrobialni u¢innosti extrakta

V pribeéhu semestru bylo obdrzeno nékolik vzorkl ptirodnich extraktl, u kterych byla
stanovena antimikrobialni aktivita pomoci diskového difuzniho testu. Poté byly vybrany 4
nejlepsi extrakty a pouzity pro dilu¢ni bujéonovou metodu. VSechna stanoveni byla provedena

vzdy v dubletu.

2.9.1 Difuzni diskova metoda

Antimikrobidlni aktivita u vSech obdrzenych rostlinnych extraktii byla hodnocena
pomoci difuzni diskové metody. Cilem bylo vybrat rostlinné extrakty s nejvyssi antimikrobialni
aktivitou. Pro analyzu byla zapottebi vzdy 24 hodinové kultura, a proto den pfedem, byly
sledované bakterie naockovany na KA a inkubovany (30 °C, 24 hodin). K analyze bylo pouzito
6 bakterii izolovanych z proteinovych presnidavek. Bakterie byly identifikovany metodou
MALDI-TOF. Na PM s pudou Mueller-Hinton (M-H) byla po celé plose misky naockovana
pomoci sterilntho vatového tamponu suspenze testovanych bakterii o hustoté
0,5 McFarlandovy zédkalové stupnice. Difizni agarova metoda pro zjisténi antimikrobialni
aktivity extraktQ byla provadéna dle ¢lanku (Matuschek et al., 2014). ProtoZe se tento ¢lanek
zabyva stanovenim citlivosti na antibiotika, postup jsme pievzali a modifikovali ke stanoveni
antimikrobialni aktivity. Také kultivacni teplota bakterie byla ptizpisobena dle identifikace
bakterie pomoci MALDI-TOF na 30 °C. Na kazdou PM bylo umisténo maximalné 6 sterilnich
papirovych disku tak, aby mély mezi sebou dostatecny rozestup a vysledné inhibicni zony se
nepiekryvaly. Poté bylo na kazdy disk nadavkovano pomoci automatické pipety presné 10 pl
testovaného extraktu. Na kazdé misce byl proveden i slepy pokus, v tomto piipadé bylo
davkovéano 10 pl 60% etanolu. Misky byly inkubovéany (30 °C, 24 hodin) a nasledn¢ doslo
k odecteni inhibi¢nich zon.

Pfed samotnym testovanim bylo nutné optimalizovat pipetovany objem na disky, pficemz
ideélni byl objem pravé 10 pul extraktu. Pokud bylo pipetovano vice, extrakt nebyl dostatecné

diskem pohlcen a vzlinal.
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2.9.2 Dilu¢ni bujonova metoda

Dilu¢ni bujénovéd metoda byla provedena u extrakt z galgdnu, lékofice, Salvéje
a tymianu. Tyto extrakty byly nafedény dvojkovym fedénim, a to v koncentracich
50 — 0,0976 mg/ml. K provadeéni dilu¢ni bujonové metody byla pouzita bakterie izolovana
z proteinovych piesnidavek.

Nejprve byla z 24 hodinové kultury inkubované na KA pii 30 °C pfipravena suspenze
bakterie o denzité 1,5.10° CFU/ml do bujénu BHI. Pro ovéfeni denzity bunék bylo ze suspenze
bakterie o koncentraci 1,5.10* CFU/ml odpipetovano 100 pl na padu GTK. Po kultivaci pii
30 °C, 24 hodin, byla spocitana skutecna koncentrace zivotaschopnych bun¢k v CFU/ml.

Do prvni zkumavky byly pipetovany 2 ml BHI bujonu a 2 ml pfislusného extraktu
o koncentraci 100 mg/ml a poté bylo provedeno dvojkové fedéni. Do kazdé z nafedénych
zkumavek bylo pipetovano 100 pl suspenze bakterie, kdy vysledna koncentrace bakterie ve
zkumavkach byla 7,1.10° CFU/ml. Poté byly zkumavky inkubovany (30°C, 24 hodin).
Nasledné¢ byl ve zkumavkach sledovan zékal a jejich obsah byl vyofkovan roztérem 1 zalivem

na piidu GTK a kultivovan (30 °C, 24 hodin). Po kultivaci doslo ke spoc¢itani vyrostlych kolonii.
2.10 Ovéreni ucinnosti extraktu v realnych vzorcich

Pro ovéfeni uCinnosti rostlinného extraktu na realnych vzorcich proteinovych
piesnidavek, byl vybran jeden piirodni extrakt, ktery vykazoval nejlepSi antimikrobiadlni
ucinek. Extrakt byl pfidan v u¢inné koncentraci do realnych vzorki presnidavak soucasné
s bakterii izolovanou z téchto pfesnidavek.

Nejprve byla z 24 hodinové kultury inkubované na KA pti 30 °C pfipravena suspenze
bakterie o denzité 1,5.10° CFU/ml do fyziologického roztoku. Pro ovéfeni denzity bunék bylo
ze suspenze bakterie o koncentraci 1,5.10* CFU/ml odpipetovano 100 pl na pidu GTK.
Po kultivaci pti 30 °C, 24 hodin, byla spocitana skute¢na koncentrace zivotaschopnych bunék
v CFU/ml. Nasledné bylo odvazeno 10 g vzorku proteinové ptesnidavky, do kterého bylo
piidano 100 pl suspenze bakterie a 1 ml extraktu o koncentraci 100 mg/ml. Po fadném
promichani vSech slozek byl odebran 1 g takto pfipravené smési do 9 ml fyziologického
roztoku. Z této suspenze bylo vyockovano 100 ul na pidy GTK, MYP a KA a po kultivaci
(30 °C, 24 hodin) byly pocitany typické kolonie na miskach. Smés presnidavky, bakterie
a extraktu byla uchovana pfii laboratorni teplot¢€, stejnym postupem upravena a vyokovana na

pevné pudy po 24 a 48 hodinach.
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2.11 Stanoveni aktivity vody

Ve vzorcich proteinovych piesnidavek byla zmeéfena aktivita vody. Do sterilnich
a suchych plastovych kaliskti bylo odvazeno okolo 10 gramii vzorku, které byly jednotlivé

umistény do ptistroje AW Sprint. Kazdy vzorek byl zanalyzovan 3x.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Celkové pocty mezofilnich aerobnich a fakultativné anaerobnich

mikroorganismi (CSN EN ISO 4833-2)

Celkové pocty byly stanoveny na pudé GTK u vzork proteinovych presnidavek s riznym
casovym rozestupem tak, aby mohlo byt porovnano, zdali se poCty mikroorganismu
s rozestupem Casu v proteinovych presnidavkach zméni ¢i nikoliv. Jelikoz u vétSiny vzorka
nebylo napocitano vice nez 15 kolonii na misce, byl pouzit vypocet pro odhad nizkych pocti
(Rovnice 2).

Jak je uvedeno v tabulce 6, kterd znazoriiuje CPM v Casovém sledu, nejvyssi pocty MO
byly hned po prvnim zpracovani u ptesnidavky 1-A (dospéla s xylitolem, 1x pasterovand).
ukazalo nejvyssi CPM u vzorku 2-B (dospéla, 1x pasterovand). Stanoveni CPM po 2 tydnech
ukazalo u nékterych vzorka (2-B, 3-C a 5-B) vyssi pocty nez po prvnim testovani a bylo
zjisténo, Ze fedici roztok (fyziologicky roztok), byl kontaminovan. Sledovani mikrobidlni
kontaminace provedené po jednom mesici ukazalo, Zze hodnota CPM nepiesahla
u zadnych ze vzorkd hodnotu 10° CFU/g. Testovani provedené po 4, 5 a 6 mésicich ukézalo,
7e celkovy pocet nepfesahl hodnotu 1.10° CFU/g ani u jednoho vzorku proteinovych
presnidavek. Ceska vyhlaska 132/2004 Sb., ktera je vSak od 10. 10. 2006 neplatna v kategorii
,Potraviny ur¢ené k uspokojeni narokl pfi zvySeném té€lesném vykonu a ke sniZovani télesné
hmotnosti®, vymezuje nejvyssi piipustny celkovy pocet mikroorganismii (CPM), a to 5.10°/g
vzorku. Z pohledu celkovych poctii mikroorganismu Ize proteinové presnidavky povazovat za
zdravotn€ nezavadné.

Z provedeného monitoringu lze usoudit, ze rozdilnd technologickd uprava piresnidavek
(pasterace), méla vliv na CPM, protoze vzorky 1-A, 2-B a 3-C, které po prvnim testovani
vykazovaly vyssi hodnoty celkovych poctii oproti ostatnim, byly pasterovany pouze jednou.
Celkové pocty mikroorganismii nam udéavaji udrzitelnost dané potraviny a dle nasich vysledka
lze usoudit, ze diky provedené pasteraci a pouziti kvalitnich surovin, je doba spotieby
piesnidavek minidln€ ptl roku, nebot’ poCty mikroorganismu s ¢asem klesaly. Lze také vyvodit,
7e pouziti xylitolu ani sorbanu nemélo Z4dny vliv na mikrobidlni kontaminaci nebo na udrznost

potraviny.
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Tabulka 6: Celkové pocty mikroorganismi v proteinovych piesnidavkach
na pudé GTK v ¢asovém sledu

Prvni testovéni Testovani Testovani

Vzorek po 2 tydnech po 1 mésici
CFU/g CFU/g CFU/g
1-A 7,4.10° 6,7.10° 3,0.10°
2-B 2,2.10° 9,5.10° 5,0.10°
3-C 1,8.10° 3,8.10° 2,5.10°
4-A 5,5.10° 1,1.10 <1,0.10*
5-B <1,0.10? 5,0.10 <1,0.10*
6-C 1,2.10° 5,3.10 2,8.10°
7-A 5,0.10° 3,8.10° <1,0.10°

Testovani Testovani Testovani

Vzorek po 4 mésicich po 5 mésicich po 6 mésicich

CFU/g CFU/g CFU/g
1-A <1,0.10° <1,0.10? <1,0.10?
2-B <1,0.10° <1,0.10 <1,0.10
3-C <1,0.10° <1,0.10* <1,0.10*
4-A <1,0.10° <1,0.10 <1,0.10
5-B <1,0.10° <1,0.10 <1,0.10
6-C <1,0.10° <1,0.10* <1,0.10
7-A <1,0.10° <1,0.10* <1,0.10

* Vzorek — oznadeni vzorku od vyrobce (Tabulka 2)

3.2 Stanoveni enterokoku

Enterokoky, pfestoze jsou rezistentni vic¢i nepfiznivym podminkdm a pieZivaji
i dlouhodobé zah¥ivani na vyssi teploty, ani v jedné z testovanych sérii v pouZitém fedéni 10~
nebyly detekovany (Tabulka 14 v ptiloze). Neptitomnost enterokokli mtize byt diky provadéné

pasteraci proteinovych presnidavek a pouziti kvalitnich surovin.
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3.3 Horizontilni metoda stanoveni poctu presumtivniho Bacillus cereus

(CSN EN ISO 7932)

U kazdé série testovanych vzorkl byly vyhodnoceny typické kolonie na pidach MYP
a KA. Naptdé MYP tvofii B. cereus charakteristické rizové velké kolonie se zonou precipitace.
Na KA tvoii drsné Sedozelené kolonie se znatelnou B-hemolyzou. ProtoZe na pidé byly
pritomny 1 jiné mikroorganismy, nez B. cereus (G+ koky, jiné G+ tyCinky), byly podezielé
kolonie pfeockovany opét na pidy MYP a KA. Po ziskani ¢istych kultur bylo provedeno
barveni dle Grama (Obrazek 14 v ptiloze) a test na kataldzu, jez mé rod Bacillus pozitivni.

Testovani mikrobiologické kontaminace po 5 a 6 mésicich jiz neprokazalo ptfitomnost
bakterie B. cereus (Tabulka 7).

Ceska vyhlaska 132/2004 Sb., ktera je vsak od 10. 10. 2006 neplatna, udavé nejvyssi mezni
hodnotu pro B. cereus v kategorii ,,Potraviny uréené k ptimé spotieb&*, a to 10*/g. Ve stejné
vyhléasce, ale v kategorii ,,Potraviny ur¢ené pro kojeneckou a détskou vyzivu®“, je udavana
nejvyssi mezni hodnota 10%/g. V natizeni Komise (ES) 1441/2007, které udava limitni hodnoty
mikroorganismil v riiznych druzich potravin, je na B. cereus zamétena kategorie potravin
»dusend pocatecni kojenecka vyziva a suSené dietni potraviny pro zvlastni 1€cebné ucely urcené
pro kojence do Sesti méesict véku*, kterd definuje maximalni pfitomnost této bakterie pii konci
vyrobniho procesu, a to v nejvy$§im mnozstvi 500 KTJ/g, tedy 5.10* CFU/g. Pfestoze vzorky
proteinovych piesnidavek nespadaji do této kategorie potravin, obsahuji i druhy urcené pro
détskou vyzivu (vzorky 3-C a 6-C). Protoze celkové pocty bakterie B. cereus neptesahly po
jednom mésici 10* CFU/g, vzorky by uvedenou legislativu spliiovaly.

B. cereus byva kontaminantem v mnoha technologickych procesech, naptiklad pti vyrobé
syra, kterda zahrnuje 1 produkci syrovatky. Pravé syrovatka je jednou z ingredienci
v proteinovych presnidavkach. Ve clanku monitorujicim pfitomnost bakterie B. cereus
v riznych fazich vyroby, byla bakterie pfitomna nejvice prave pii vyrobé syrovatky. Diivodem
je, ze B. cereus je soucasti biofilmu, ktery je uvniti nerezovych trubek vedouci syrovatku.
Koncentrace bakterie byla nejvyssi prave na konci potrubi, kde se biofilm hromadi (Pirttijéarvi,
1998). Dalsi rizikovou surovinou muze byt i1 ryze, ktera je ve vzorich presnidavek ptfitomna ve

formé ryzové mouky, a kterd je Casto kontaminovana prave bakterii B. cereus (Sarrias, 2003).
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Tabulka 7: Celkové pocty Bacillus cereus ve vzorcich proteinovych presnidavek
v ¢asovém sledu

Prvni testovéni Testovani Testovani

Vzorek po 2 tydnech po 1 mésici
CFU/g CFU/g CFU/g
1-A 2,8.10° 7,5.10 <1,0.10?
2-B 2,8.10° 4,5.10 <1,0.10?
3-C 2,3.10° 5,3.10 2,3.10°
4-A <1,0.10° 1,1.10 <1,0.10*
5-B 2,5.10° 5,0.10 <1,0.10*
6-C 8,9.10° 4,3.10° <1,0.10°
7-A 5,5.10° 3,8.10° <1,0.10°

Testovani Testovani Testovani

Vzorek po 4 mésicich po 5 mésicich po 6 mésicich

CFU/g CFU/g CFU/g
1-A <1,0.10° <1,0.10? <1,0.10?
2-B <1,0.10° <1,0.10 <1,0.10
3-C <1,0.10° <1,0.10* <1,0.10*
4-A <1,0.10° <1,0.10 <1,0.10
5-B <1,0.10° <1,0.10 <1,0.10
6-C <1,0.10° <1,0.10* <1,0.10
7-A <1,0.10° <1,0.10* <1,0.10*

* Vzorek — oznadeni vzorku od vyrobee (Tabulka 2)

3.4 Stanoveni celkového poctu kvasinek a plisni s aktivitou vody vySsi

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

Kvasinky nebyly v koncovém fed&ni 107 identifikovany v 7adné z testovanych sérii
proteinovych presnidavek (Tabulka 15 v pftiloze). Plisné byly identifikovany na miskéach
s pitdami DRBC a MALT, a to ihned po prvnim zpracovani proteinovych piesnidavek a u
testovani provedeném po 2 tydnech (Tabulka 16 v ptiloze). Narostlé plisn¢ byly pfeoCkovany
na pidu MALT technikou pfipravy obrovskych plisni a byly posouzeny makroskopické 1
mikroskopické znaky. U plisn€ narostlé po prvnim zpracovani bylo nasledn¢ dle atlasu urceno,
7e se jednd o plisenn rodu Penicillium (Obrazek 13 v pfiloze). Stejnym zpisobem byly
identifikovany plisné€ vyrostlé v testovani provedeném po 2 tydnech. Bylo urceno, ze se jedna
o plisné rodu Cladosporium a Fusarium. VSechny plisné¢ byly s nejvétsi pravdépodobnosti

kontaminace z okolniho prosttedi (material, vzduch, ...).
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3.5 Identifikace mikroorganismu

Cilem prace bylo izolovat z proteinovych piesnidavek pievladajici kontaminujici
bakterie, kterou v naSem piipad¢ byla bakterie B. cereus. Tato bakterie byla pouzita ke stanoveni
antimikrobialni ucinnosti extraktl. Po vyhodnoceni vzhledu kolonii na miskach MYP a KA
byly vybrany ty kolonie, které na MYP tvofily drsné riZové kolonie se zonou precipitace a na
KA tvorily Sedozelené neohrani¢ené kolonie se zonou hemolyzy. Tyto vybrané kolonie byly
pieockovany na pudy MYP a KA, aby nebyly pfitomny ve smési, a po kultivaci (30 °C,
24 hodin) byla provedena konfirmace pomoci barveni dle Grama a test na tvorbu katalazy,
ktery byl pozitivni. Ze vSech testovanych vzorkl proteinovych piesnidavek byly vybrany G+
tyCinky, které byly po celou dobu experimentu uchovavany na pidach MYP a KA. Vybrané
kolonie pouzité k naslednému stanoveni antimikrobidlni aktivity byly identifikovany metodou
MALDI-TOF na VSCHT v Praze Ing. Sabinou Purkrtovou, Ph.D. (Tabulka 8). K identifikaci
bylo vybrano 6 bakterii, které se vyskytovaly v riznych typech ptesnidavek (5-B 2x
pasterovana, 7-A 2x pasterovand + xylitol + sorban, 3-C détska 1x pasterovana, 4-A 2x
pasterovana + xylitol, 6-C 2x pasterovana) a byly izolovany z testovani provadéné s Casovym

rozestupem (prvni testovani, testovani po 2 tydnech, po 1 mésici).

Tabulka 8: Vyhodnoceni vybranych bakterii metodou MALDI-TOF

Oznaceni bakterie | Série vzorku Vzorek Vyhodnocena bakterie
1 1. 5-B Bacillus cereus
2 1. 7-A Bacillus cereus
3 2 7-A Bacillus cereus
4 3. 3-C Bacillus cereus
5 3 4-A Bacillus cereus
6 3. 6-C Bacillus cereus

*Série vzorku — Casovy rozestup testovani vzorkt (Tabulka 4), Vzorek — oznaceni vzorku od vyrobce (Tabulka 2)
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3.6 Sledovani antimikrobialni aktivity prirodnich extrakta

V pribéhu semestru bylo obdrzeno n¢kolik vzorka pfirodnich extraktli, u kterych byla
stanovena antimikrobidlni aktivita pomoci difuzniho diskového testu. Extrakty s nejvyssi
antimikrobialni aktivitou byly nésledné pouzity pro dilucni bujéonovou metodu. VSechna

stanoveni byla provadéna vzdy v dubletu.

3.6.1 Difuzni diskova metoda

Cilem difuzni diskové metody bylo jednak urcit extrakty s nejvyssi antimikrobidlni
aktivitou, ale 1 porovnat vliv plivodu vzorku, ze které¢ho byl extrakt ptfipravovan. Pro ptipravu
extraktu bylo pouzito bézné dostupné kotfeni z obchodii balené v hermeticky uzavienych
pytlickach a obsah byl najemno namlety (Kotanyi). Pro porovnani byly pouzity rostliny od
spolecnosti F-Dental, ktera dodala rostliny v papirovych sa€cich. VSechny hodnoty inhibi¢nich
z6n jednotlivych extraktli jsou uvedeny v tabulkach 9-11.

Extrakty Kava 1, Kava 2, stejn¢ tak jako Zazvor 1 a Zazvor 2 byly pfipraveny ze
surovin od stejného vyrobce. Odlisné oznaceni bylo pouze z diivodu rozdilné navazky pfi jejich
ptipravé a jejich vysledné inhibi¢ni zony byly téméf totozné. Je zajimavé, Ze extrakty Kava 1
a Kava 2 se liSily svymi koncentracemi, ale pfi méfeni vykazovaly totoZzné inhibi¢ni zony
(9,3 mm). Suroviny na piipravu extraktu Tymian 1 a Tymian 2 byly odli$né a praveé u této
dvojice extraktli se inhibi¢ni zdény liSily. VEtsi antimikrobialni aktivitu vykazoval extrakt
Tymian 1, ktery byl pfipraven z listl tymidnu od dodavatele F-Dental. Tymian 2 byl pfipraven
od vyrobce Kotanyi, pod ndzvem tymian drhnuty. Divodem rozdilnych hodnot mtize byt i to,
ze firma Kotdnyi je mezinarodni spolec¢nost dodavajici koteni témét do vSech obchodnich
fetézcl. Kvili naplnéni poptavky tak mohou byt pouzity rostliny, které casto byvaji nejasného
ptvodu nebo horsi kvality, oproti mensim spole¢nostem, jako je pravé F-Dental. Nejvétsi
inhibi¢ni zony tvofily extrakty z tymidnu, galganu, lékofice a Salvéje, které byly pouzity
k testovani antimikrobidlni aktivity extraktl dilu¢ni bujonovou metodou. Zajimavé je, ze
extrakt Salvéj 1 byl piipraven o koncentraci 60 mg/ml, a i presto vykazoval mnohem vyssi
inhibi¢ni ucinky oproti nékterym extraktim pfipravenych o koncentraci 100 mg/ml. Extrakt
Galgan 1 byl podroben diftzni diskové metodé 2x a pokazdé vykazoval odlisné hodnoty
inhibi¢ni zény (9,1 a 13,4 mm). Divodem muize byt nepatrné odliSnd denzita ptipravené
suspenze bakterie B. cereus. Extrakt Lékorice 2 byl testovan také 2x, u tohoto extraktu vSak

byly zjistény podobné inhibi¢ni zony (11,8 a 12 mm).
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Rozdily v namétenych hodnotéach byly zjistény 1 u stejnych druhti extrakta. Protoze byly
extrakty obdrZeny postupné v pribéhu celého méteni, byly pojmenovany odlisné (Rakytnik 1,
2, Zazvor 1, 2, Chilli 2, 3). Prestoze extrakty Rakytnik 1 a Rakytnik 2 byly vyrobeny ze
surovin od stejného dodavatele (F-Dental) a byly pfipraveny o totozné koncentraci, vykazovaly
odli$n¢é inhibi¢ni zony (8,4, 10,5 a 10,2 mm). Diivodem je rozdilna doba uchovavani exrakta
v chladni¢ce. Extrakt Rakytnik 1 byl dlouhodobé uchovéavan v chladnicce (2 mésice) a ukazalo
se, ze dlouhodobym skladovanim se antimikrobialni G€innost snizuje. Extrakty Chilli 2 a Chilli
3, které¢ byly také pfipraveny ze stejnych surovin, tvofily obdobné inhibi¢ni zény
(9,3 29,5 mm). Méné€ odliSnou inhibi¢ni zonu (10 mm) vykazoval extrakt Chilli 1, ktery byl
piipraven ze suroviny od vyrobce World of Spices. Mensi rozdily byly také v naméfenych
inhibi¢nich zénach u extraktl ze zdzvoru. Zazvor 1 a Zazvor 2 z kotfeni od Kotanyi tvotily
inhibicni zony (7,2 a 7,9 mm), Zazvor 3 od dodavatele F-Dental pak 8,3 mm.

V ¢lanku sledujicim antimikrobidlni aktivitu zazvoru proti B. cereus tvoril extrakt
v zavislosti na pouzité koncentraci inhibi¢ni zony v rozmezi od 9,6 do 11,6 mm, pfi¢emz nami
zji§téné inhibi¢ni zony byly v hodnotach 7,2 — 8,3 mm (Tajkarimi ez al., 2010). Ve studii autorti
Giilgin et al. (2003) byla sledovéna antimikrobidlni aktivita extraktu z anyzu proti bakteriim
Staphylococcus aureus a Proteus mirabilis, pticemz byly namétfeny inhibi¢ni zony pro obé¢
bakterie 9 mm (Giilgin et al., 2003). Nami namétend inhibi¢ni zéna pro Anyz 1 byla 9,8 mm.
V praci autort Yogendra Kumar et al. (2013) studujici antimikrobidlni Gc¢inky extraktu
z rakytniku, byly zjistény inhibi¢ni zony proti bakterii E. coli v hodnotach 10,5 — 11,6 mm
a proti Staphylococcus aureus 8,6 — 13,6 mm v zavislosti na pouzité koncentraci extraktu
(Yogendra Kumar et al., 2013). Nami pak byly zjistény inhibi¢ni zony pro extrakt Rakytnik 1
8,4 mm a Rakytnik 2 10,2 mm. Nizka hodnota u extraktu Rakytnik 1 je nejspis z divodu
dlouhodobého skladovani extraktu v chladnicce.

Inhibi¢ni zéna u extraktu ze skofice v praci autorti Tajkarimi et al. (2010) byla proti
bakterii B. cereus v rozmezi 10,3 — 12 mm (Tajkarimi et al., 2010). V dal§im ¢lanku studujici
antimikrobialni aktivitu extrakti ze skofice proti B. cereus jsou uvadény hodnoty inhibi¢ni zon
10, 14 a 15 mm, nami pak byla zjiSténa inhibi¢ni zona extraktu ze skotice 8,9 mm (Ateb a Erdo,
2003). Divodem rozdilnych hodnot pak muze byt odlisna koncentrace extrakti.

V praci autorit Nader ef al. (2017) studujici etanolové extrakty ptipravené ze zazvoru
vykazovaly proti bakteriim jako Staphylococcus aureus nebo Pseudomonas aeruginosa
inhibi¢ni z6ny v rozmezi 13 — 16 mm, nase zjisténé hodnoty pak byly 7,2 — 8,3 mm (Nader et
al., 2010). Rozdilné¢ hodnoty lze pfisuzovat vétsi odolnosti B. cereus oproti bakteriim

Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa.
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Ve studii Bacon et al. (2017) sledujici antimikrobialni aktivitu chilli papricek dosli k
vysledku, ze vodny extrakt pravé z chilli inhiboval rist bakterii jako E. coli ¢i Listeria
monocytogenes, a to v hodnotach od 7,5 az 9,5 mm inhibi¢ni zény (Bacon et al., 2017). Nami
byla stanovena inhibi¢ni zona u extraktu z chilli v hodnotach 9,3 — 10 mm.

Nejvetsi inhibicni zony tvorily extrakty z tymidnu, galganu, 1ékofice a Salvéje. Extrakt
z 1ékoftice proti bakterii Lactobacillus acidophilus ve studii vykazoval inhibi¢ni zénu 15,1 mm
(Ajagannanavar et al., 2014). V dalsi praci pak bylo zjisténo, ze extrakt z lékofice tvotil zony
8 a 9 mm u bakterie B. cereus (Ateb a Erdo, 2003). Nami byla namétfena inhibi¢ni zéna u
exraktu z Iékofice v hodnotach 11,8, 12 a 14,1 mm. V ¢lanku sledujicim antimikrobialni aktivitu
u Salvéj€ a tymianu byly uvedeny inhibi¢ni zény u obou extraktii okolo 15 mm, pfi¢emz nami
bylo zji§téno, Ze extrakt Tymian 1 vykazuje inhibiéni zonu 11,3 mm a extrakt Salvéj 1 14,4 mm
(Liu et al., 2017). Prace studujici antimikrobidlni aktivitu proti bakterii B. cereus zjistila
inhibi¢ni zonu extraktu z galganu pii difuzni diskové metodé 11 mm, ndmi byly zjistény
hodnoty 9,1 a 13,4 mm (Oonmetta-aree et al., 2006). Piestoze se vétS§ina nami naméefenych
hodnot s hodnotami v ¢lancich liSila, 1ze rozdily ptisuzovat rozdilné ptiprave extraktl, odliSnym
kmentm bakterii, které byly ke stanoveni antimikrobidlni aktivity pouZity i riznym podminkadm

v laboratofi.

Tabulka 9: Vyhodnoceni difizni diskové metody u vybranych rostlinnych extrakti

Inhibi¢ni z6na (mm)
Te;:fl"a“"’ Pouzity Rakytnik | Lékofice | Chilli | Anyz Lékofice| $alvéj | Tymién | Galgan
en Blank Blank

B oo | extrakt 2 1 2 1 2 1 1 1
. i 9 15 9 9 9 11 11 11 9

8 10 14 9 | 10 9 13 11 12 9

) 6 9 12 10 | 12 7 12 11 12 9

8 11 13 11| 9 8 12 11 12 9

5 7 12 16 10 | 13 10 13 10 12 9

8 8 14 9 9 10 12 11 12 10

4 8 11 16 11 | 11 11 12 10 11 9

8 12 14 10 | 12| 11 12 10 12 10

. 6 11 15 10 | 8 9 12 10 10 8

6 12 15 9 9 7 11 9 12 9

] 7 9 12 8 7 12 10 9 9

8 8 13 8 7 12 10 10 9

primér 73 10,2 141 | 95 | 98| 88 120 | 103 | 113 | 91

* Testovany kmen — oznaceni bakterie (Tabulka 8), Pouzity extrakt — Tabulka 5
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Tabulka 10: Vyhodnoceni difizni diskové metody u vybranych rostlinnych extraktiu

Inhibi¢ni zéna (mm)

Telif’l‘e’;“y Pouzity | g | Rakytnik | Salvéj | Chilli | o | LékoFice | Chilli| Skofice | Zézvor | o | Kéva |Kéva
B oonn | extrakt 1 1 1 2 3 1 3 1| 2
. 11 9 13 | 10 7 12 8 9 8 9 7

11 9 12 | 10 6 12 8 10 8 8 11
) 9 8 17 | 10 6 12 9 9 7 10 8 | 8
9 7 15 9 6 11 10 9 8 11 10 | 12
3 13 9 17 | 10 7 12 11 10 10 12 8 | 8
11 9 16 | 12 7 14 10 9 10 11 12 | 13
. 12 9 10 | 10 7 12 10 8 9 7 13 | 9
11 9 14 | 1 7 11 11 8 8 7 9 | 10
s 10 8 14 | 10 6 12 7 8 8 6 9 | 10
11 8 17 9 6 11 7 8 8 6 8
12 8 14 | 9 6 12 9 10 8 6 7
6 12 8 14 | 10 7 11 11 9 8 6 9
primér 11,0 8,4 144 | 100 | 65 11,8 | 93| 89 8,3 83 | 93 | 93

* Testovany kmen — oznaceni bakterie (Tabulka 8), Pouzity extrakt — Tabulka 5

Tabulka 11: Vyhodnoceni difizni diskové metody u vybranych rostlinnych extraktiu

Inhibi¢ni z6na (mm)
Te]i;?l\e/zny Pouzity Blank Zazvor | Zazvor | Tymidn | Tymidn Blank Tymian | Kava | Rakytnik | Salvéj | Galgan
B. cereus extrakt 1 2 1 2 1 1 1 1 1
8 8 9 10 8 7 12 8 10 13 12
! 8 8 8 11 9 12 11 8 10 14 12
2 9 8 8 10 7 7 2 7 10 13 15
9 7 8 9 8 6 11 8 11 14 14
3 10 8 9 10 8 7 12 7 10 13 13
11 8 9 11 7 6 12 8 12 14 13
4 6 6 7 10 7 6 13 10 11 14 15
6 6 7 10 7 6 12 11 12 15 13
s 6 6 7 9 8 . - - - - -
6 6 7 10 7 6 12 9 9 15 15
6 12 8 8 9 8 11 10 10 10 15 12
13 7 8 9 7 7 11 11 11 15 13
primér 87 | 72 7,9 9,8 7,6 7,4 10,7 | 88 10,5 14,1 | 134

*Testovany kmen — oznaceni bakterie (Tabulka 8), Pouzity extrakt — Tabulka 5
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3.6.2 Dilucni bujonova metoda

Cilem dilu¢ni bujénové metody, ktera byla provadéna nad rdmec diplomové prace, bylo
zjistit koncentrace extraktli z galgdnu, Iékofice, tymidnu a Salvéje, pii které dojde k inhibici
bakterie B. cereus. Po vyhodnoceni vyockované samotné suspenze bakterie B. cereus bylo
zjisténo, ze pocty kolonii na pidé GTK neodpovidaly pfipravené denzite, protoZe na miskach
odpovidaly potty kolonii koncentraci 10> CFU/ml, tedy o ¥ad nize. Z toho lze vyvodit, Ze pii
experimentu bylo do zkumavek s extrakty realnd zaokovano 7,1.10° CFU/ml bakterie
B. cereus.

Znatelny byl zdkal u vSech extrakti s koncentracemi 0,196 a 0,0976 mg/ml.
U koncentrace 0,781 mg/ml byl zdkal pfitomen pouze u extraktu z galganu. Koncentrace
extraktii 25 a 3,125 mg/ml s nejvétsi pravdépodobnosti inhibovaly rist bakterie B. cereus,
protoze ve zkumavkach nebyl viditelny zakal, jako u zkumavek s niz§imi koncentracemi
testovanych extrakta.

Protoze bylo ptipraveno dvojkové fedéni v Siroké Skale, pro ovéteni inhibice byl na
pevné misky vyoCkovan pouze obsah zkumavek s koncentracemi extrakti 25, 3,125, 0,781,
0,196 a 0,0976 mg/ml. Dle pocti kolonii vyrostlych na miskdch byly vypoéteny hodnoty
CFU/ml bakterie B. cereus pii dané koncentraci extraktu (Tabulka 12). Pti koncentracich
extraktii 0,196 a 0,0976 mg/ml nebyl prokdzan Zadny inhibicni u¢inek. Pti koncentracich 25
a 3,125 mg/ml byl inhibi¢ni u¢inek u extraktl z 1€kofice, tymianu a galgdnu. Nejmensi inhibi¢ni
ucinek vykazoval extrakt ze Salvéje, u kterého 1 pfi koncentraci 25 mg/ml bylo mnoZstvi
bakterie B. cereus 7,6.10* CFU/ml.

Prace zabyvajici se antimikrobidlnimi G¢inky etanolového extraktu z tymianu uvadéla
koncentrace MIC v rozmezi 0,075 — 1,100 mg/ml pro testované bakterie (Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, E. coli,
Mycobacterium smegmatis) (Liu et al., 2017), nékteré pak v rozmezi 75 — 150 mg/ml, dle druhu
bakterie (Hashish a Amani, 2013). MIC extraktu z tymianu 0,075 mg/ml uvedena v praci autorti
Liu et al. (2017), kterou lze pfirovnat k nami sledované koncentraci 0,0967 mg/ml, by byla
v naSem piipadé nedostacujici, protoze pii této koncentraci tymian nevykazoval Zadné inhibicni
ucinky. Extrakt z Salvéje inhiboval rust riiznych bakterii v koncentracich 2 — 8 mg/ml (Kamatou
et al., 2007). V préci studujici antimikrobidlni aktivitu etanolového extraktu z 1€kotice byly
uvedeny hodnoty MIC v rozmezi 6,25 — 12,5 mg/ml (Ajagannanavar et al., 2014). MIC
metanolového extraktu z galganu byla v ¢lanku uvedena v koncentracich 0,04 — 1,28 mg/ml

(Liu et al., 2017).
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Protoze denzita bakterie B. cereus byla velice nizkd, nepodafilo se antimikrobidlni
ucinky ptirodnich extrakti vyhodnotit ani stanovit MIC. Porovnadnim nami zjiSténych
inhibic¢nich u¢ink a MIC uvedenych v ¢lancich l1ze alespoil okomentovat tak, Ze jisty inhibi¢ni
ucinek extrakty maji, nelze vSak s jistotou fici, pii jaké koncentraci. Hlavnim problémem byla
piiprava suspenze bakterie B. cereus, kterd neochotné tvoii celistvy zékal. Tato bakterie pii
inkubaci ve zkumavkach tvofi blanku na hladiné pomnozovaciho média, a tim nedojde
k rovhomérnému pomnozeni v celém objemu zkumavky. Jedinou moznosti by bylo toto
stanoveni optimalizovat a zopakovat. Protoze toto stanoveni bylo provadéno nad ramec
diplomov¢ prace, nebyla z ¢asovych divodi tato metoda vice optimalizovana. Jediny vysledek,
ktery 1ze z tohoto pokusu interpretovat je, ze pii koncentraci extrakt 25 mg/ml doslo k inhibici
rustu bakterie B. cereus. Vzhledem k aktudlnimu a zajimavému tématu je tato prace moznym

namétem pro dalsi studenty, ktefi se chtéji zabyvat touto tématikou.

Tabulka 12: Pocty Bacillus cereus CFU/ml p¥i jednotlivych koncentracich rostlinnych
extrakta

Testovany Pocty Bacillus cereus CFU/ml
extrakt c=25 c=23,125 c=0,781 c=0,196 c¢=0,0976
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
Salvéj 7,6.10 5,4.10° 7,2.10° >300.10* >300.10*
Léko¥ice 1,0.10° 3,7.10° 6,5.10° >300.10* >300.10"
Tymian 1,3.10 2,6.10 1,2.10* >300.10* >300.10*
Galgan 2,6.10 3,7.10 >300.10* >300.10* >300.10*
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3.6.3 Ovéreni ucinnosti vybraného extraktu na realnych vzorcich

Pro ovéfeni ucCinnosti pfirodniho extraktu na realnych vzorcich byl pouzit extrakt
z galgdnu o koncentraci 100 mg/ml a vSech 7 druhti proteinovych presnidavek. Po vyhodnoceni
vyoCkované samotné suspenze bakterie B. cereus bylo zjiSténo, ze pocty kolonii na piidé¢ GTK
neodpovidaly pfipravené denzité, protoze na miskach pocty kolonii odpovidaly koncentraci
10> CFU/mL. U v8ech vzork proteinovych presnidavek byla zjisténa hodnota bakterie B. cereus
mensi nez 1,0.10*> CFU/g (Tabulka 17 v ptiloze). Z t&chto vysledki nelze vyvodit, 7e extrakt
z galganu o koncentraci 100 mg/ml mél inhibi¢ni u¢inky. Vysvétlenim pro nepfitomnost
bakterie B. cereus ve vzorcich je, Ze suspenze, kterd byla do redlnych vzorki zaockovana nebyla
vlivem homogenity vzorku spravné rozptylena. Také nebyl zaznamenan rozdil v poctech
pfi Casovém rozestupu. Ke zjisténi vhodné koncentrace extraktii pro pouZiti v redlnych vzorich
bude nutné provést dalsi testovani, které by zahrnovalo pifipravu smeési s extraktem jiz ve
vyrobe¢, aby doslo k dostate¢nému rozptyleni za sou¢asného posouzeni vlivu extraktu ve smési
po pasteraci presnidavek. V praxi je vSak pouzita koncentrace 100 mg/ml extraktu ptili§ vysoka
a realnd ptiprava takové koncentrace by vyzadovala vysokou spotifebu surovin na piipravu
extraktu, coz by prakticky i cenové bylo nevyhodné. V ¢lanku studujicim antimikrobialni
aktivitu galganu proti bakterii Staphylococcus aureus byla zjisténa hodnota MIC 0,325 mg/ml
(Oonmetta-aree et al., 2006).

64



3.7 Stanoveni aktivity vody

Aktivita vody byla zméfena u vzorki proteinovych piesnidavek pouze pro ovéfeni,
a to z diivodu, zda pouZit stanoveni pro kvasinky a plisné s niz§i (CSN EN ISO 21527-2) ¢&i
vys$si (CSN EN ISO 21527-1) aktivitou vody. Hodnoty u vSech vzork byly pravé okolo
hodnoty 0,95 (Tabulka 13). Kvasinky a plisn¢ byly nakonec stanoveny dle normy
CSN EN SO 21527-1.

Tabulka 13: Aktivita vody u proteinovych presnidavek

Vzorek aw
1-A 0,948
2-B 0,958
3-C 0,952
4-A 0,949
5-B 0,957
6-C 0,953
7-A 0,950

*Vzorek — oznaceni vzorku (Tabulka 2)
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4 ZAVER

V diplomové préci byla nejprve vypracovana reSerSe zameifujici se na alternativni smér
vyzivy, konkrétné na vysokoproteinovou dietu. Dale bylo popsdno nékolik méné znamych
druhti oleji, mouk, nebo surovin jako syrovatka a kasein, které jsou ¢im dal vice zafazovany
do jidelnicku a diky svému slozeni maji pfiznivé UCinky na lidské zdravi. ReSerSe se také
zamétuje na nékolik druht rostlin, které diky obsahu polyfenolll a jinych chemickych latek
uvedenych v teorii, mohou vykazovat antimikrobialni aktivitu a zaroven posiluji organismus
cloveka.

Soucésti experimentu byl monitoring pfitomnosti mikroorganismi u 7 druhti proteinovych
piesnidavek, které se liSily technologii pfipravy a svym slozenim. V horizontu ptl roku byly
provadény mikrobiologické rozbory, jenz sledovaly pocty pfitomnych mikroorganismi, a bylo
zjisSténo, ze v prevazujicim poctu se ve vzorcich pfesniddvek vyskytovala bakterie
Bacillus cereus. Tato bakterie muze pii vysokych koncentracich produkovat dva druhy
enterotoxini, které mohou zpisobovat zazivaci potize. Pravé bakterie Bacillus cereus byla
z presnidavek vyizolovdna a pouzita ke sledovani antimikrobidlni aktivity u ptirodnich
extrakti.

V experimentalni Casti byly testovany etanolové rostlinné extrakty diskovou diftzni
metodou. Nejvetsi inhibi¢ni uéinky byly zjistény u extraktli z lékotfice, galgdnu, tymianu
a Salvé¢je, u kterych byla provedena bujonova dilu¢ni metoda. Extrakt z galgdnu byl také pouzit
k posouzeni inhibice bakterie Bacillus cereus v redlnych vzorcich presnidavek. U dilucni
bujonové metody se nepodafilo stanovit presnou minimalni inhibi¢ni koncentraci
u sledovanych extrakti. Pfi¢inou byla obtiznd a nepfesnd piiprava suspenze bakterie
Bacillus cereus. Tato bakterie se v tekutych piidach neochotné pomnozuje a tvofi slizovitou
blanku na hladiné média ve zkumavce, coz zptisobi nehomogenni pomnozeni v celém objemu
pomnozovaciho média.

Vysledkem této prace je, ze pocty mikroorganismi, které kontaminovaly vzorky
proteinovych presnidavek, s rostoucim casem klesaly. Jiz po 4 mésicich byl celkovy pocet
mikroorganismt konstatni a nepfesahl hodnotu 10° CFU/g, stejn& tak jako pocty bakterie
Bacillus cereus. Ve vzorcich presnidavek nebyly pfitomny zadné kvasinky, ani enterokoky.
Pouze u dvou vzorkil byly identifikovany plisn€, které byly s nejvétsi pravdépodobnosti

kontaminace z okolniho prosttedi.
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Z provadéné difuzni diskové metody lze usoudit, Ze ptirodni extrakty vykazuji
antimikrobialni u¢inek. U extraktd z galganu, 1€kofice, tymianu a Salvéje se vSak nepodafilo
z nedostatku extrakti potiebnych k analyze a z ¢asovych diivoda stanovit MIC. Na rozdil od
technologickych procesti, jako pasterace, pii které¢ dochazi ke znehodnoceni cennych latek
v potravinach (enzymy, bilkoviny), pfirodni extrakty v nizkych koncentracich neovliviuji
senzorické vlastnosti vyrobku a jejich pfiprava neni technologicky naro¢na. Diky pestrosti
a rozmanitosti pouziti pfirodnich exraktd by se dalsi studium antimikrobialni aktivity mohlo

stat predmétem vyzkumu dalSimi studenty.
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6 PRILOHA

Tabulka 14: Celkové mnozZstvi enterokoki v CFU/g ve vzorcich proteinovych

Obrazek 10: Vorky proteinovych piesnidavek (foto autor)

- 1

presnidavek v ¢asovém sledu

Prvni testovani Testovani Testovani

Vzorek po 2 tydnech po 1 mésici
CFU/g CFU/g CFU/g

1-A <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°
2-B <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10
3-C <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°
4-A <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10
5-B <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°
6-C <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10
A <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°
Testovani Testovani Testovani

Vzorek po 4 mésicich po 5 mésicich po 6 mésicich

CFU/g CFU/g CFU/g

1-A <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°
2-B <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°
3-C <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°
4-A <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10
5B <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°
6-C <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10
A <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°

*Vzorek — oznaceni vzorku od vyrobce (Tabulka 2)
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Tabulka 15: Celkové mnoZstvi kvasinek v CFU/g ve vzorcich proteinovych presnidavek

v ¢asovém sledu

Prvni testovani Testovani Testovani
Vzorek po 2 tydnech po 1 mésici
CFU/g CFU/g CFU/g
1-A <1,0.10? <1,0.10? <1,0.10°
2-B <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°
3-C <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°
4-A <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°
5-B <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°
6-C <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°
A <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°
Testovani Testovani Testovani
Vzorek po 4 mésicich po 5 mésicich po 6 mésicich
CFU/g CFU/g CFU/g
1-A <1,0.10? <1,0.10? <1,0.10°
2-B <1,0.10* <1,0.10* <1,0.10°
3-C <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°
4-A <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°
5-B <1,0.10 <1,0.10 <1,0.10°
6-C <1,0.10* <1,0.10* <1,0.10°
A <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°

*Vzorek — oznaceni vzorku od vyrobce (Tabulka 2)
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Tabulka 16: Celkové mnozZstvi plisni v CFU/g ve vzorcich proteinovych presnidavek

v ¢asovém sledu

Prvni testovani Testovani Testovani
Vzorek po 2 tydnech po 1 mésici
CFU/g CFU/g CFU/g
1-A 5,0.10° <1,0.10? <1,0.10°
2-B <1,0.10* <1,0.10* <1,0.10°
3-C <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°
4-A <1,0.10° 1,0.10 <1,0.10°
5-B <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°
6-C <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°
7-A <1,0. 10 <1,0.10* <1,0.10°
Testovani Testovani Testovani
Vzorek po 4 mésicich po 5 mésicich po 6 mésicich
CFU/g CFU/g CFU/g
1-A <1,0.10? <1,0.10? <1,0.10°
2-B <1,0.10* <1,0.10* <1,0.10°
3-C <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°
4-A <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°
5-B <1,0.10 <1,0.10 <1,0.10°
6-C <1,0.10* <1,0.10* <1,0.10°
A <1,0.10° <1,0.10° <1,0.10°

*Vzorek — oznaceni vzorku od vyrobce (Tabulka 2)
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Obrazek 11: G+ ty¢inky izolované z proteinovych presnidavek na pidach MYP a KA z
testovani provedeném po 1 mésici, 30 °C, 24 hodin (foto autor)

Obrazek 12: Plisen Penicillium, pida DRBC, 25 °C, 3-5 dni, vzorek 1-A, série ¢. 1,
I1. Fedéni (foto autor)
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Obrazek 13: Mikroskopicky preparat plisné Penicillium, vzorek 1-A, série ¢. 1, zvétSeno
400x (foto autor)

Obrazek 14: Mikroskopicky preparat barveni dle Grama bakterie Bacillus cereus,
zvétSeno 1000x (foto autor)
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Obrazek 15: Testovani antimikrobialni aktivity difizni diskovou metodou, piida M-H,
30 °C, 24 hodin (foto autor)

*E — blank (60% etanol); A — Anyz ; L — Lékofice 2; Ch — Chilli 3, R — Rakytnik 2

Tabulka 17: Poéty Bacillus cereus CFU/g v realnych vzorcich proteinovych piesnidavek

Prvni testovani Testovani Testovani
Vzorek po 24 hodinach | po 48 hodinach

CFU/g CFU/g CFU/g

1-A <1,0.10? <1,0.10? <1,0.10?
2-B <1,0.10? <1,0.10? <1,0.10?
3-C <1,0.10? <1,0.10? <1,0.10?
4-A <1,0.10? <1,0.10? <1,0.10?
5-B <1,0.10? <1,0.10? <1,0.10?
6-C <1,0.10? <1,0.10? <1,0.10?
7-A <1,0.10? <1,0.10? <1,0.10?

*Vzorek — oznaceni vzorku od vyrobce (Tabulka 2)
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