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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva mikrobiologickou kvalitou raw tyCinek. Teoreticka Cast prace se
vénuje raw Sstravovani, ty¢inkam, jejich technologii a mikrobiologii. Déle obsahuje seznameni
s bakterii Bacillus cereus jako ptvodcem enterotoxikozy. Cast je také vénovana esencialnim
olejim. Nakonec jsou popsany analytické metody a pfistroje pouzité v zavéru experimentalni
casti. Experimentdlni Cast prace popisuje piipravu tyCinkové smési, jeji nasledné
mikrobiologickeé testovani s riznymi mnozstvimi p¥idaného esencialniho oleje a jeji chemickou
analyzu. Piidavkem rymovnikového oleje doslo ke snizeni po¢tu bakterie B. cereus a zvysila

se antioxidac¢ni aktivita.
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TITLE

Microbiological quality of raw food bars.

ANNOTATION

This master thesis deals with microbiological quality of raw food bars. The theoretical part talks
about the raw diet, raw food bars and their technology and mikrobiology. It also contains an
introduction to the bacteria Bacillus cereus as a food contaminant and cause of enterotoxicosis.
Essential oils are also explained. The last part of theory describes the analytical methods and
machines used in the end of the experimental part. The experimental part of the thesis describes
the preparation of the raw food bar dough, its microbiological testing with various amounts of
added essential oil and finally its chemical analysis. By adding the essential oil, the amount of

B. cereus in the bars was lowered and the antioxidant activity was increased.
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UVOD

Raw tyCinky jsou v poslednich letech oblibenou svacinou mnoha lidi. Jsou vyrabéné
z ptirodnich surovin, jsou vegetarianské, bezlepkové a casto i veganské. Diky svému
ovocnému (nejcastéji datlovému) zékladu jsou skvélym zdrojem energie bez piiliSného

zatizeni organismu a nalezly velky tspéch ve svété moderniho raw stravovani.

Podstatou vyroby tyc¢inek je nulova tepelna uprava. Diky tomu si ty¢inky nejlépe zachovaji
své ziviny a nutri¢ni hodnotu. Zaroven vsak tento styl pfipravy nepfinasi témét zadnou
ochranu proti mikrobtim. Tepelna tGprava, ktera vede k usmrceni vétsiny mikrobiologickych
kontaminanti, zde chybi. V disledku toho jsou raw ty¢inky nachylné k mikrobialni

kontaminaci a kazeni. Jejich trvanlivost je tak pomérné kratka.

Cilem moji préce je otestovat mikrobiologickou kvalitu vlastnorué¢né pfipravenych raw
ty¢inek a nasledné¢ zkoumat moznosti jejich antimikrobidlni ochrany. Toto zkoumani
spociva v ptidavku malého mnozstvi esencialniho oleje, ktery by diky vysokému obsahu
tékavych aromatickych latek mohl pasobit antimikrobidlné a vylepsit tak trvanlivost ty¢inek
a jejich mikrobidlni kvalitu. Zaroven také provedu analyzu ty¢inek z chemického hlediska

stanovenim obsahu polyfenolickych latek a jejich antioxidacni kapacity.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Raw stravovani

Jednim z modernich trendi v oblasti stravovani je rostouci zajem vefejnosti o piijimani
zdravé stravy v souvislosti s péci o své fyzické a duSevni zdravi. Piisnéjsi pozadavky
konzumentd na zdravou, pfirozenou, pfirodni a zdravi prospéSnou stravu daly vzniknout
novému typu stravovani, tzv. ,,raw food diet‘‘. Ta zahrnuje pouze minimalné zpracované
suroviny, zejména ovoce, zeleninu, ofiSky, seminka, obiloviny, lusSténiny. Tyto
nezpracované suroviny by mély byt nejpiirozenéj$im zdrojem zivin pro organismus, které
by tak mély byt lehce zpracovatelné a nepiinaset t€lu zadné negativni G¢inky. Zaroven by
mély byt dobrym zdrojem zdravi prospé$nych latek, napf. vitamind ¢i antioxidanti. Takovy
zpisob stravy by rovnéz mél pomdahat v prevenci chronickych onemocnéni, v nékterych
ptipadech i rakovinotvornych (Tantamango-Bartley et al., (2013); Brozkova et al., (2016)).
Avsak ani tento zpiisob neni bezchybny. Konzumenti této diety, kteti ¢asto rovnéz dodrzuji
pfisnou veganskou stravu, ¢asto maji potize s nedostatkem vitamind, napi. B12, ktery je
obsazen z velké Casti v zivoéiSnych produktech, ale v rostlinnych chybi (Pawlak et al.,
(2014); Raba et al., (2019)). Je proto dulezité, aby lidé praktikujici raw stravovani byli dobie
informovani o slozeni a obsahu Zivin. Pfijem esencialnich latek je pak cCasto nutné

podporovat riiznymi potravinovymi dopliky.

1.2. Raw tycinky

Raw tyc€inky pfedstavuji pomérné novy typ potraviny. Slouzi jako jednoduchy a rychly zdroj
pfirozené energie a nutri¢nich latek. Jsou vyrabény bez umélych ptidavki cukru ¢i jinych
sladidel a konzervantl. Jejich sloZeni je pfevazné veganské a tyCinky jsou tak vhodnym
a zdravym zdrojem Zzivin pro velmi Sirokou ¢ast populace. Jednim z hlavnich problémt raw
ty€inek je kratka trvanlivost, kterd vyplyva z jejich sloZeni a absence potravinovych aditiv.
Kviili tomu jsou nachylné k mikrobialni kontaminaci a kaZeni. Tento fakt se vyrobci snazi
eliminovat napf. piidavkem nejriznéjSich potravin s pfirozenymi antimikrobialnimi
vlastnostmi, které by trvanlivost prodlouzily. NejpouZzivangjSimi potravinami jsou skofice
ajiné vytazky (z ovoce €i jiného koteni) obsahujici velké mnoZzstvi aromatickych latek, které
maji prokazatelny antimikrobialni ucinek (Clemente et al., (2016); Suriyaprom et al.,

(2022)).
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1.2.1. Technologie pripravy raw tyc¢inek

Ty¢inky jsou vyrabény jako smés suSeného ovoce, ofiskd, obilovin, jinych pfirozenych
sladidel a dalSich piisad majicich pfiznivy vliv na organoleptické vlastnosti. Neexistuje
jednotné slozeni, suroviny je mozné spolu rizné kombinovat a existuje velké mnoZzstvi

ruznych receptur.

Mezi nejpouzivanéjsi druhy suSeného ovoce patii datle, merutiky, fiky, rozinky, banan ¢&i
mango. SuSené ovoce pouzivané pro vyrobu tyCinek je suseno pouze pii nizSich teplotach
do 50 °C (Bourdoux et al., 2016), aby se co nejvice zamezilo ztraté Zivin a organoleptickym
zménam (Jayaraman a Gupta, 2020). Z ofiskt je nutné zminit hlavné mandle, keSu ofechy
a ara$idy. Ptirodnich sladidel je mnoho, uz samotné susené ovoce je Casto velmi sladké, ale
lze pouzit med, ¢i néktery ze sladkych sirupt (kokosovy, datlovy, ¢ekankovy, javorovy atd.).
Nekteré dalsi ptisady, veétSinou pouzivané pro ochuceni, jsou napt. kokos, skofice, karamel,

kakao.

Vsechny pouzité suroviny jsou zhomogenizovany do jednotné hmoty, ze které jsou nasledné
tvarovany tyc¢inky. Ty déle neprochédzi Zadnou tepelnou ¢i chemickou upravou (nékdy
K usnadnéni baleni zahrnut krok krat$iho suSeni pii nizké teploté maximalné do 43 °C pro
zachovani enzymi) (Bavcon Kralj et al., 2017), jsou baleny do vétSinou plastovych oball

a tim jsou pfipraveny k prodeji.

1.2.2. Mikrobiologie raw tyc¢inek

Jednim z nejbéznéjsich rizik pii vyrobé raw tyCinek je mikrobialni kontaminace. Ani
suroviny, ani hotovy produkt nejsou tepelné zpracovany. Opravdu piirodni a veganské
ty¢inky by navic nemély obsahovat zadna aditiva. Jakykoliv mikroorganismus, ktery se
béhem vyrobniho procesu dostane do tésta, mize byt potencidlnim kontaminantem. Je tedy
dilezité, aby prostory, kde vyroba probih4, byly pravidelné¢ a dikladné Ccistény
a desinfikovany. PouZité suroviny je rovnéz tieba kontrolovat co do jejich mikrobiologické

Cistoty, mohou totiz obsahovat mikroby ¢i jejich spory (Alp a Bulantekin, 2021).

1.2.2.1. Kontaminace vyrobniho procesu

Nejbéznéjsi  kontaminujici bakterie vyrobnich prostiedi zahrnuji rody Listeria,
Pseudomonas nebo Micrococcus, schopné tvofit biofilm na rtiznych povrsich, zejména na

téch drsnéjSich, ale 1 na hladkych, ¢i wuvnitf potrubi, pomoci vrstvy kyselych
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mukopolysacharidi (Mazaheri et al., 2021). Mezi dal$i kontaminanty patii napt. rody
Bacillus a Staphylococcus, koliformni bakterie nebo spory mnoha druht plisni, diky svému
béznému vyskytu v ovzdusi (Le Gentil et al., 2010).

1.2.2.2. Kontaminace surovin

Kontaminace ovocnych surovin neni natolik problematickd, jelikoz ovoce nepiedstavuje
idedlni prostiedi pro rist bakterii. Snizené pH vlivem obsahu organickych kyselin (kyselina
jable¢na, citronova atd.), a obsah dal$ich mikrobicidnich latek, napf. kyselina benzoova
(brusinky) nebo rtizné éterické oleje (citrusy) brani vétSin€ bakterii v preziti. SuSeni ovoce
tento fakt jesté posiluje snizenim aktivity vody a tim jeji dostupnosti pro mikroorganismy.
Mezi bézné kontaminanty tak patii predev§im kvasinky a plisné, které bez potizi prezivaji
v nehostinnych podminkéach. Nejcastéji ptitomné rody plisni jsou Penicillium, Fusarium,
Mucor ¢i Rhizopus a kvasinek napt. Saccharomyces ¢i Rhodotorula (Hernandez et al.,
(2018); Abbas et al., (2019)).

Ptidavné slozky jako napt. med a sirupy, obsahujici velké mnozstvi sacharidi, mohou byt
kontaminovany riznymi druhy osmofilnich kvasinek ¢i plisni. Ty jsou adaptované na
prostiedi s vysokym osmotickym tlakem a jsou schopné v ném piezivat. Mezi zastupce patii
napt. rody Zygosaccharomyces nebo Eurotium. Je také mozné v téchto surovinach nalézt
spory bakterii Bacillus ¢i Clostridium, piezivajici nevhodné podminky (Vazquez-Quifiones
etal., 2018).

Ofechy jsou dal§im potencidlnim kontaminantem. Pfi jejich sbéru a baleni je dilezité dbat
na spravné suSeni. V nedostate¢né vysuSenych plodech se Casto rozristaji plisné. Za
a Fusarium (Bui-Klimke et al., 2014). Aflatoxiny, produkované rodem Aspergillus, se
vyznacuji svou karcinogenitou a teratogenitou, jejich konzumace mize vést az k odumieni

plodu (da Silva et al., 2021). Kontroly pfi suseni tak musi byt velmi striktni.

1.3. Bacillus cereus

Bacillus cereus je grampozitivni, fakultativné anaerobni bakterie ty¢inkovitého tvaru.
Vyskytuje se bézné témet po celém svéte. Je schopna piezit v mnoha riznych prostredich,
nalézame ji tedy ve vzduchu, ve vodé, v pidé. Casto je piitomna napf. na kiizi Zivogichii
a jako soucast stravy pronika dovniti do organismu, kde je soucasti stievni mikroflory

(Mohammadi et al., (2022); Ehling-Schulz et al., (2019)).
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Jedna z typickych vlastnosti této bakterie je schopnost tvofit odolné spory jako soucast svého
zivotniho cyklu. Uvnitf spory mikroorganismus pieziva i v prostfedi se Spatnymi Zivotnimi
podminkami (vysoké nebo naopak nizké teplota, nedostatecna dostupnost vody v prostiedi,
nepiiznivé pH atd.) (Setlow, (2014); Carlin, (2011); Mathot et al., (2021)). Po zlepSeni
okolnich podminek spora praskne a mikroorganismus je schopny dalsiho zivota. Sporulace

je hlavni pfi¢inou velmi rozsifeného vyskytu bakterie.

1.3.1. Kontaminace potravin

Bacillus cereus je diky svému Sirokému vyskytu oznacovan jako jeden z nejbéznéjsich
potravinovych kontaminantti. Je zodpovédny za az 12 % vSech otrav z potravy na svété
(Grutsch et al., 2018). Kviili tvorbé spor a vyskytu ve vzduchu je prakticky nemozné ho
z potravy kompletné odstranit tepelnou upravou (Stenfors Arnesen et al., (2008); Carlin,
(2011)). Obecné plati, ze v kazdé stravé né&jaké mnozstvi mikrobu pifijmeme. Problém
spociva v mnozeni bakterii ve stravé po tepelné uprave. V takové je napt. Bacillus cereus
schopny mnozit se pii teplotich 5 — 60 °C vysokou rychlosti a jiz za né€kolik hodin mutize

zpusobovat potize (Jessberger et al., (2020); Ehling-Schulz et al., (2019)).

V piipadé, ze pocet CFU (kolonie tvoticich jednotek) Bacillus cereus ve stravé piekroci
hodnotu 10° CFU v 1 gramu (FDA, (2012); Ehling-Schulz et al., (2019)), vzroste mnozstvi
vyprodukovanych toxinti na aroveti, ktera znaéi riziko enterotoxikézy pro ¢lovéka. Uginnou
prevenci mnoZeni bakterii je rychlé zchlazeni tepeln€ upravenych potravin
a pokrmi na teplotu 5 °C. Vhodné je také potraviny nasledné pfed poddvanim dikladné
prohtat (alespon 70 °C) (FDA, (2012); Mohammadi et al., (2022)).

1.3.2. Produkované toxiny

Bacillus cereus produkuje dva toxiny vyznamné jako kontaminanty potravin. Tyto toxiny
vétSinou nemaji velmi zavazné G¢inky a enterotoxikéza tak méa pouze mirny prabéh. Starsi

priibéh.

Prvnim toxinem je emeticky toxin cereulid. Je produkovén pfimo Zivymi buitkami Bacillus
cereus v potraving (Ehling-Schulz et al., (2019); Marxen et al., (2015)). Pasobi toxicky na
jatra. Pfiznaky otravy zahrnuji nevolnost, zvraceni a malatnost. Inkubacni doba je pouze par
hodin. Tento toxin je velmi odolny jak proti vysokym 1 nizkym teplotam, tak i proti

vysokému ¢i nizkému pH (Messelhdusser et al., 2014). Je produkovan zejména
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v potravinach s vysokym obsahem Skrobu (ryze, obiloviny, téstoviny). Ptfiznaky trvaji
obvykle nékolik hodin az 1 den (Marxen et al., (2015); Jovanovic et al., (2021); Dietrich et
al., (2021)).

Druhy enterotoxin (pfesnéji smes enterotoxinii hemolysin BL, nehemolyticky enterotoxin
a cytotoxin K) jsou produkovany v tenkém stifeveé po konzumaci kontaminované potraviny
obsahujici buiiky bakterie. Zptsobuji vodnaté priijmy, bolesti biicha a nevolnost. Inkubac¢ni
doba enterotoxikézy je obvykle 12 — 24 h. Ptiznaky trvaji n€ékolik dni. Tato smés toxini je
velmi mélo odolna proti vysSim teplotam, je inaktivovana jiz po 3 minutach pii teploté
70 °C (Grutsch et al., (2018); Mohammadi et al., (2022); Jovanovic et al., (2021); Dietrich
et al., (2021); Kavanaugh et al., (2022)).

1.3.3. Metody zachytu a detekce Bacillus cereus

Pro posouzeni, zda dana potravina/pokrm jsou nebo nejsou kontaminované je nutné bakterie
znich zachytit a izolovat, pfipadné ur¢it miru jejich kontaminace. Rizné bakterie maji
rozdilné, vétSinou pro dany kmen ¢i pro dany typ potraviny specifické metody, které jsou
uvedené v pfislusnych normach ¢i vyhlaskach (vSechno soucasti Zakona €. 110/1997 Sb.

o potravinach a tabakovych vyrobcich).

VW

Nejbéznéjsi metodou odhaleni kontaminace Bacillus cereus je provedeni mikrobiologického
rozboru, kdy se ur¢ité mnoZstvi sprdvné odebraného vzorku potraviny (obvykle 10 g)
zhomogenizuje v 9x vét§im mnoZstvi fediciho roztoku (zvoleného dle typu potraviny). Takto
pfipraveny homogenat je nasledné nafedén na piislusnou (zhruba ofekévanou) koncentraci
a z tohoto roztoku je sterilni pomickou proveden roztér na povrch zvoleného selektivniho
média. Na tomto médiu (dané normou, pro Bacillus cereus MYP agar) je diky jeho sloZeni
mozné identifikovat sledovanou bakterii podle jeji specifické interakce s médiem (barevné
zmeény, precipitaéni zony). JelikoZz Bacillus cereus je bakterie, kterd se stava toxinogenni
a nebezpecnou pouze pii vysSich koncentracich v potraviné, je dale nutné fddové spocitat
pocet kolonie tvoficich jednotek (CFU) v 1 g potraviny. Tato koncentrace je srovnana
s maximalni doporu¢enou hodnotou CFU/g a potravina mlZe byt oznaena oznafena za

zdravotné zavadnou (Erkmen, 2021).

Mezi dal$i pouzivané metody zachytu a urceni koncentrace patii napt. imunochemické
metody, zaloZzené na interakci antigent s protildtkami. Bacillus cereus je z roztoku po

homogenizaci zachycen imunoafinitnim mechanismem (,,sandwich‘ uspotfddani metody)
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a jeho koncentrace ur¢ena vétSinou pomoci barevné reakce (riist/ubytek absorbance zareni,
nutnost vytvoreni kalibracni zévislosti) (Wang et al., (2009); Zhu et al., (2016); Dixit et al.,
(2011)).

Dalsi, pomérné¢ moderni metodou je detekce pomoci metody PCR, ktera je schopna velmi
ptesné a spolehlivé urcit rod a druh bakterii pomoci izolace jejich DNA. Tato metoda vSak
neni vhodnd pro kvantifikaci bakterii, slouzi tak primarné k urceni piivodce kontaminace

(Liang et al., 2022).

Zvlastni vlastnosti bakterie Bacillus cereus je skuteCnost, Ze ji nelze urcit jako izolovany
druh. Existuje totiz velké mnozstvi druhd, které maji natolik podobné vlastnosti, ze pomoci
béznych laboratornich konfirmacnich testi nemohou byt odliSeny. Stanovuji se proto
souhrnné jako presumptivni Bacillus cereus. Tyto druhy (B. anthracis, B. thuringiensis, B.

mycoides a B. weihenstephaniensis) jsou si velmi blizce ptibuzné, ale méné casto se

vyskytuji (Carroll et al., (2022); Liang et al., (2022)).

1.4. Esencialni oleje

Esencialni ¢i éterické oleje jsou koncentrované olejovité kapaliny obsahujici velké mnoZzstvi
ruznych tékavych sloucenin rostlinného plvodu. VSechny slozky maji vétSinou ptvod
v jediné rostling, proto se oleje Casto nazyvaji podle rostliny, ze které byly ziskany
(levandulovy, eukalyptovy, pomerancovy atd.). Esencidlni oleje jsou hydrofobni
a nemisitelné s vodou. Pro jejich fedéni se vétSinou pouzivaji organickd rozpoustédla jako

ethanol (Linskens a Jackson, (2012); Vora et al., (2024)).

Nézev esencialni je odvozen od slova esence. Znamend, Ze olej obsahuje esenci (vlni ¢i
aroma) urcité rostliny. Nejedna se o stejny vyznam jako u esencialnich mastnych kyselin €1

aminokyselin (zde esencidlni = nepostradatelné).

1.4.1. Benefity a rizika spojené s uzitim oleji

Oleje jsou casto dobrym zdrojem antioxidacnich latek (Vora et al., (2024); Suriyaprom et
al., (2022)), jejich uzivani napomaha v boji proti oxida¢nimu stresu a v odbouravani volnych
kyslikovych radikalt, vznikajicich v lidském téle pfi latkové vymeéné a okyslicovani krve.
Nékteré oleje jsou pouzivany ke zmirnéni ptiznakl nemoci (napf. lokalni anestetické u€inky
ke zmirnéni kaSle, aplikace nékterych olejii na pokozku pro podporu 1écby akné) (Linskens

a Jackson, 2012).
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Pouziti esencialnich olejii s sebou vSak nese i rizika, jednotlivé druhy mohou totiz mit velmi
rozdilné slozeni a ucinky na organismus. Piimy kontakt s kiizi ¢i s ocni sliznici mize
eukalyptovy, ¢ajovnikovy (Tea Tree oil) a levandulovy, s nimiz jsou evidovany piipady
vazného podrazdéni pokozky, otrav, a dokonce potencidlni neurotoxicity u déti, kojencii
a t¢hotnych Zen pfi pfilisné expozici (jako divoce rostoucich rostlin ¢i pfi aromaterapii).
(Wojtunik-Kulesza, 2022; Belghiti et al., (2023)). Dalsim studovanym rizikem je estrogenita
a antiandrogenita Cajovnikového a levandulového oleje. Konzumace téchto oleji mize
prokazateln¢ vést ke gynekomastii (nezhoubny rast mlécnych zldz u jedinci muzského
pohlavi) (Diaz et al., (2016); Henley et al., (2007)). Je proto doporu¢ovano, aby oleje byly
vzdy vyuziviny opatrng a pouze pro vhodné tucely. Casto také oleje byvaji fedény
organickymi rozpoustédly ¢i jinymi oleji, aby jejich ucinky byly zmirnény a byla zvySena

bezpecnost jejich pouziti.

1.4.2. Ziskavani esencialnich oleju

Nejbeéznéjsi metodou ziskavani esencidlnich olejii je destilace s vodni parou (Aziz Zarith
et al., (2018); Hanif et al., (2019)). Tento druh destilace vyuZzivd vysoké tckavosti
aromatickych sloucenin v rostling, které destilaci pfechazi z destilacni smési a jsou jimany
jako esencidlni olej. Rostlina ¢i jeji ¢asti jsou naporcovany na mensi kousky, které jsou
vlozeny do destila¢ni batiky. K rostlinnému materidlu je pfilita destilované voda, je pfipojena
destila¢ni aparatura a smés pfivedena k varu. Vznikajici vodni péara prochazi rostlinnym
materidlem, kde zpiisobuje odpafovani t€kavych slozek a ty nese s sebou do chladice. Tam
jsou po ochlazeni t€kavé slouceniny opét zkapalnény a jiméany. Oproti bézné destilaci jsou
ziskané produkty vysoké €istoty (Masango, 2005). Rekondenzovana voda pouZita v procesu
destilace byva n¢kdy také jimédna a prodavéana jako samostatny produkt, nebot’ si zachovava

slabé aromatické vlastnosti (napft. rizova voda) (Chakravarty et al., 2023).

Dalsi pouzivanou metodou je extrakce organickym rozpousStédlem (Chakravarty et al.,
2023). Nekteré rostliny obsahuji slouceniny maélo tepelné odolné, které by pii destilaci
denaturovaly. Teplotné Setrnéj$i metoda je tedy pouziti napt. hexanu ¢i nadkritického CO2
pro extrakci (Yousefi ef al., 2019). Takovy extrakt vSak obsahuje krom¢ aromatickych latek
1 velké mnozstvi nearomatickych a netékavych organickych sloucenin. Ty plisobi jako

necistoty a Casto je tieba takové extrakty nékolikanasobné ptecistit (Yousefi et al., 2019).
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Méné pouzivanou metodou, kterd je vSak velmi vhodna pro urcité rostliny, je extrakce
lisovanim za studena (Mabhato et al., 2019). Takova metoda neni vhodna pro vétSinu rostlin,
jelikoz neobsahuji dostatek té¢kavych latek na to, aby mohly byt z rostlinného materialu
vylisovany (Schmidt, 2020). U rostlin, které obsahuji takovych latek velké mnozstvi (hlavné
citrusy), je vSak tato metoda relativn€ rychlou a levnou alternativou. V disledku toho jsou

také citrusové oleje Casto podstatné levnéjsi nez jiné esencialni oleje (Mahato et al., 2019).

1.4.3. Vyuziti esencidlnich oleji

Esencidlni oleje jsou nejCasteji pouzivany v aromaterapii (Ali et al., 2015). Aromaterapie je
jednou z metod alternativni mediciny, kterd vyuziva pro 1écbu vonnych latek obsazenych
v olejich. Par kapek esencialniho oleje je zahfivano nad zdrojem tepla (Casto napft. svicka)
nebo pomoci difuze napusSténo do dfevénych tyc€inek, nasledné dochazi k vypafovani
tékavych latek z oleje do ovzdusi. Vdechovéni téchto vonnych latek zaroven s nékterou
formou meditace je vyuzivano k navozeni relaxacnich a uklidiyjicich stavi (Lee et al.,
2017). Bohuzel tento zpiisob 1é¢by neni prokazatelné schopen zbavit se nemoci (Lee et al.,
(2017); Vora et al., (2024)). Muze vsak slouzit k vylepSeni psychického stavu jedince, coz
muze mit pozitivni dopad na prab¢h 1é€by (Lee ef al., (2017); Ali et al., (2015); Vora et al.,
(2024)).

Dalsi vyuziti esencialnich oleji vychazi z jejich ptirozenych pesticidnich G¢inkt. Nekteré
oleje obsahuji latky, které negativné plisobi na hmyz a nekteré ¢lenovce. Tyto negativni
ucinky mohou zahrnovat jednoduché odpuzovani, inhibici jejich ristu a vyvoje, poskozeni
jejich schopnosti reprodukce az smrt organismu (Debboun ef al., 2014). Velkou vyhodou je,
ze tyto latky obsazené v olejich neucinkuji na savce (Nerio et al., 2010). Oleje proto maji
velky potencial v tzv. ,,green* pesticidech. Ty se vyznacuji pouzivanim zpravidla ptirodnich
latek a nulovym negativnim G¢inkem vic¢i jinym zvifatim ¢i piirodé (Koul et al., (2008);
Ayari et al., (2020)). Ackoliv pesticidy na bazi esencialnich olejli nejsou dokonalou ndhradou
téch syntetickych, jejich uzivani je ¢im dal rozsitengjsi pro jejich vyhody, mezi které patii
napf. bezproblémova aplikace v obydlenych oblastech ¢i drasticky méné Skodliva rezidua
v pudé a vodé (Menary, 2008). S rostouci velkoobjemovou vyrobou esencidlnich oleja je
také nutno vzit v ivahu potencialni lepSi cenovou dostupnost. Mezi oleji testovanymi na
pesticidni ucinky byly napi. eukalyptovy, mentholovy, tymianovy, levandulovy ¢i

bazalkovy (Koul et al., (2008); Kang et al., (2018); Ayari et al., (2020)).
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Za zminku stoji také vyuZzivani esencialnich olejti a latek pfitomnych v nich v potravinarstvi,
ptresnégji jako potravinovych konzervantd. Pro tyto ucely jsou esencidlni oleje vyuzivany po
celou historii civilizace. Pfidavani riznych kotfenicich smési, jako napf. skofice, nové koieni,
bergamot, kardamom, zazvor, kmin, fenykl atd. spolu s riznymi citrusovymi oleji (citron,
pomeranc, grapefruit aj.) bylo odjakziva zadouci pro zlepseni organoleptickych vlastnosti
potravy. Zaroven tim byly potraviny (Casto nevédomky) 1épe uchovavany. Navzdory této
historii byly vSak esencialni oleje americkou FDA schvaleny jako ptisada do potravin az ve

20. stoleti (Preedy, 2015).

Pouziti esencialnich olejt, které je zkouméno v této praci, spociva v jejich ptidavani do
potravin za ucelem zlepSeni jejich mikrobidlni kvality a ochranou proti mikrobialni
kontaminaci. Tim je zaroveil vylepSena trvanlivost potravin a sniZeno riziko enterotoxikozy.
Pro tyto tcely bylo testovdno mnoho oleji a jejich antimikrobidlni G¢inky byly potvrzeny
(Rao et al., 2019). Praktickych aplikaci vSak nevidime mnoho, jelikoz matrice skutec¢né
potraviny se muze vyrazné liSit od zivné pudy. Pro dosazeni stejnych ucinkl v realné
potraving tak muize byt vyZzadovdno mnohem vé&tsi mnozstvi oleje, coz miize negativné

ovlivnit jeji chutové a aromatické vlastnosti (Calo et al., 2015).

1.4.4. Esencialni olej z rymovniku

V této praci je pouzit rymovnikovy olej neboli esencialni olej ziskavany z rostliny
Plectranthus amboinicus, ¢esky Rymovnik citronovy. Jednd se o aromatickou rostlinu
z ¢eledi hluchavkovitych (Lamiaceae). Rymovnik je u nés ¢asto péstovan jako pokojova
rostlina, nenaro¢na na vyzivu. Nevyrlsta do velkych vysek, cela rostlina je pokryta svétlymi
chloupky. Charakteristickd je svymi masivnimi listy a typickym aromatem (Arumugam
et al., (2016); Akuegbe et al., (2021)). To je nejvice zfetelné po odtrhnuti listu a rozemnuti
mezi prsty. Pochazi z tropickych oblasti Afriky. Listy jsou jedlé, jejich chut’ pfipomina smés
oregana a maty (Bhave a Dasgupta, 2018). Krom¢ gastronomického vyuziti se rostlina
v tradi¢ni mediciné Casto pouziva pii koZnich (zklidiiuje pokozku) a dychacich obtiZich,
nejcastéji piimd inhalace tékavych latek z rozlomeného listku nebo piiprava €ajového

nalevu. Funguje téZ jako G¢inné diuretikum pro detoxikaci organismu (Lukhoba et al., 2006).

Esencidlni olej, ziskany z Cerstvych ¢asti rostliny, obsahuje bohatou smés nejméné 26 latek.
Mezi nejvyznamnéj$i latky tvotici az 99 % oleje patii Carvacrol, Thymol, p-Cymene,
Undecanal, a-Humulene, y-Terpinene, f-Caryophyllene a dalsi (Senthilkumar a Venkatesalu,

(2010); Akuegbe et al., (2021); Arumugam et al., (2016)). Tato smés latek ma kromée
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ucinky, zejména pak Carvacrol a Thymol (Rua et al., (2019); Sivaranjani et al., (2019);
Aguiar et al., (2015)), které predstavuji hlavni slozky rymovnikového oleje. Olej se prodava

jako 100% ¢isty, doporucend davka pro pozitivni ucinek je tak vétSinou pouze nékolik kapek.

1.5. Chemicka a nutri¢ni kompozice raw stravy

Jelikoz raw strava a raw zptsob vyzivy zahrnuji pouze urcité skupiny potravin, je dilezité
sledovat nutricni aspekty konzumovan¢ stravy. Pievazné rostlinna strava je velmi chuda na
vitaminy B12 a D, nenasycené mastné kyseliny, bilkoviny a rizné esencialni aminokyseliny
¢i dulezité¢ stopové prvky jako jod a selen. Tyto latky pochdzi vétSinou z potravin
zivocisného puvodu. Lidem provozujicim vegansky a raw zptisob vyzivy je tak casto
doporucovano tyto nezbytné latky dopliovat prostiednictvim supplementt. To je obzvlast
dalezité u déeti a téhotnych Zen, které potiebuji velmi pestrou a vyvazenou stravu pro spravny
vyvoj. Dal§im z rizikovych faktorti raw stravy je také zvySeny pifijem riiznych latek (napf.
kyselina $tavelova) zptsobujicich sniZeni vyuzitelnosti Zeleza a vapniku (Raba et al, (2019);

Craig, (2009); Piskin et al., (2022); Goérska-Warsewicz et al., (2018)).

Naopak vyhodou této stravy je vysoky pfijem sacharidi, vldkniny, vitamind A, C,
antioxidanti ¢i karotenoidl. Dalsi zdravotni benefity jsou zplsobeny snizenim piijmu
nasycenych mastnych kyselin ¢i cholesterolu. Celkovy kaloricky pfijem je rovnéz nizsi.
Uzivatelé raw stravy tak maji snizené riziko vyskytu kardiovaskularnich onemocnéni
a obezity (Raba et al., (2019); Craig, (2009); Koebnick et al., (2005)). Casto je také uvadéno
snizené riziko rakovinotvornych onemocnéni, to v§ak nebylo uspokojivé prokdzano (Craig,

2009).

1.6. Aktivita voda

Aktivita vody (aw; hodnoty mezi 0 - 1) je fyzikdlné-chemicky pojem, ktery oznacuje
veskerou volnou vodu v potraving. Je vyjadiena jako pomér parcidlniho tlaku vodnich par
ve vzorku ku tlaku vodnich par ¢isté vody (Troller, 2012). Volna (nevazand) voda je dostupna
pro mikroorganismy, které ji nasledn¢ mohou vyuzivat. Klesd s rostoucim osmotickym
tlakem. Potraviny s pfili§ nizkou aktivitou vody pfedstavuji nevhodné prostredi pro pieziti
mikroorganismu (pro bakterie jsou idealni hodnoty mezi 0,9 az 1) (Stevenson et al., 2015).

Aktivita vody rovnéz slouZi jako ukazatel rychlosti enzymatickych a hydrolytickych reakci
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probihajicich v potraviné (rychlost kazeni). Susené potraviny s nizkou aktivitou vody jsou

v

tak mnohem trvanlivéjsi nez potraviny Cerstvé s vysokou aktivitou (Troller, 2012).

Aktivitu je mozné stanovit napt. pomoci méteni teploty rosného bodu (Subbiah ez al., 2020).
Ten souvisi s obsahem volné vody ve vzorku. Analyzovany vzorek je uzavien do méfici
komory, kde je vytvotfena rovnovaha obsahu vodni pary. Nasledné je hledana takova teplota,
pfi které je vzduch plné€ nasycen vodni parou, ale zaroven nedochazi ke kondenzaci. Z této
teploty je mozné zpétné€ urcit obsah volné vody ve vzorku a tim jeho vodni aktivitu. Pro tato
stanoveni jsou vyrabény komercn¢ dostupné analyzatory, které jsou schopné provést analyzu
rosné¢ho bodu v fadu nékolika minut. Dal§im zpiisobem stanoveni aktivity vody je pfimé

meéteni tlaku vodnich par ve vzorku (Subbiah et al., 2020).

1.7. Obsah suSiny

Obsah suSiny v analyzovaném vzorku pfedstavuje procentudlni zastoupeni pevnych slozek
v celkové hmoté. Lze ho definovat i naopak, jako obsah vody v celkové hmotnosti vzorku.
Jeho hodnota je ziskdna pomoci stanoveni obsahu vody. Nejpouzivanéjsi metody stanoveni
obsahu vody jsou napt. chemickeé titracni stanoveni podle Karl Fischera nebo gravimetrické
stanoveni pomoci méfeni ubytku hmotnosti pii suseni (Kowalska ef al. (2018); Nielsen,
2010)). Karl Fischerova titrace je zalozena na jodometrickeé titraci rozpusténého vzorku Karl
Fischerovym roztokem obsahujicim jod. Ten oxiduje pfitomny oxid sificity, avSak pouze
v pritomnosti a za spotfeby vody. Titrace probiha do prvniho ptebytku jodu (Rivera-Quintero

et al., 2024).

A4

Gravimetrické stanoveni je principové 1 pristrojoveé jednodussi a méné finanéné naro¢né.
Vzorek o znamé hmotnosti je umistén do suSiciho prostfedi a susen, obvykle do konstantni
hmotnosti (3 po sobé nasledujici vaZzeni neodhali zménu hmotnosti). Nasledné je vzorek
zvazen a jednoduchym vypoctem urcen obsah susSiny v ném (pomér hmotnosti po a pred
suSenim). Tento proces je automatizovan pomoci modernich analyzatori vlhkosti
(Zambrano et al. (2019); Kowalska et al. (2018)). Nevyhodou tohoto zptisobu stanoveni je
casova narocnost. Pro dostatecnou piesnost trva suSeni bézné alespon nékolik hodin. Oproti
tomu titra¢ni stanoveni je moZné provést automaticky a béhem nékolika minut (Rivera-

Quintero et al., 2024).
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1.8. Celkovy obsah polyfenolickych latek

Polyfenolické latky jsou chemické slouceniny obsahujici jednu ¢i vice hydroxylovych
skupin na aromatickém jadfe. Jedna se o pomérné Sirokou a riznorodou skupinu sloucenin,
od fenolovych kyselin (napf. kyselina hydroxybenzoova, gallova) a flavonoidt (katechin,
anthokyany) az po lignany. VSechny tyto polyfenoly nachdzime bohaté zastoupeny
v ruznych Castech rostlin (seminka, kvéty, plody). Polyfenolické latky se vyznacuji
antioxida¢nimi vlastnostmi, ¢imz jsou pro ¢lovéka zdravi prospesné (Barlocher a Graga,

2020).

Stanoveni obsahu polyfenolickych latek je mozné provést nékolika metodami. Tyto metody
jsou vétsinou spektrofotometrické, zalozené na kvantitativnim stanoveni pomoci pfipravené
kalibra¢ni zavislosti. Je méfen nardst nebo ubytek absorbance testovanych roztokii. Pouziti
téchto metod predchazi extrakce polyfenolickych latek ze vzorku do organického
rozpoustédla a filtrace. Protoze rtizné polyfenolické latky maji riizné silné vlastnosti
a ucinky, jsou stanovovany dohromady jako celkova smés a vysledny obsah vSech
polyfenolickych latek je pro standardizaci vysledki pfepocitdn na ekvivalentni obsah
kyseliny gallové. Ta zaroven slouzi jako standard pro ptipravu kalibrac¢nich zavislosti (Faller

a Fialho (2021); Pavun ef al. (2018)).

1.8.1. Metoda dle Folin-Ciocalteu

Metoda vyuziva pro stanoveni barevnou reakci polyfenolického extraktu s €inidlem dle
Folin-Ciocalteua. Toto Zlut¢ zabarvené <Cinidlo je smési fosfomolybdenanu
a fosfowolframanu. Tyto slou€eniny podléhaji redukci, ¢imz dojde ke zméné zbarveni
roztoku ze zluté na modrou barvu. U analyzovanych roztoki je méfena jejich absorbance pfi
vlnové délce 765 nm. Hodnota absorbance je pfimo imérna obsahu polyfenolickych latek
ve vzorku. Protoze Folin-Ciocalteuovo cinidlo je redukovano nejen polyfenolickymi
latkami, ale 1 dal$imi redukujicimi latkami (napft. redukujicimi cukry) (Everette ef al., 2010).
Proto je kalibra¢ni zavislost pro tuto metodu vytvorena pomoci standardu — kyseliny gallové
a vysledky ziskané analyzou vzorkli pfepocitany na ekvivalent kyseliny gallové (Pavun

et al. (2018); Faller a Fialho (2021))

1.8.2. Metoda HPLC

Nejrozsifenéjsi a nejvhodnéj$i metodou stanoveni polyfenolickych latek v soucasnosti je

pouziti HPLC na reverznich fazich. Extrakt ze vzorku je ddvkovan pfimo do HLPC systému.
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Pouzitim HPLC je mozné nejen stanovit jednotlivé polyfenolické latky, ale zaroven je mozné
tyto latky separovat. Neni tak tfeba prepocitavat vysledky a je ziskana detailnéjsi informace
o obsahu polyfenoli. Je mozné pouzit nékolik riznych detektorti, napt. MS ¢i UV-VIS
(absorbce UV zareni aromatickych jader), u nékterych latek i fluorimetricky ¢i detektor
diodového pole (Giusti et al., 2018). Hmotnostni analyzéator je kli¢ovy k identifikaci
jednotlivych slouc¢enin. Metoda HPLC nachazi velké vyuziti v analyze raw stravy a mnoha
dalSich potravin, kdy je velmi vyhodna separace latek a jednoducha piiprava vzorka
k analyze. Vzorky tekutych potravin (vina, ovocné $tavy) je mozné po nafedéni davkovat
ptimo, pevné vzorky (ovoce, tyCinky aj.) sta¢i podrobit jednoduché extrakci do organického
rozpoustédla. Kromé celkového obsahu polyfenolickych latek nds zde casto zajima

i konkrétni latkové sloZeni a pomér téchto latek (Seruga et al. (2011); Faller a Fialho (2021);
Amidzi¢ Klari¢ et al. (2022); Giusti et al. (2018); Rababah et al. (2011)).

1.9. Antioxida¢ni kapacita

Antioxidacni kapacita vyjadiuje schopnost antioxida¢nich latek, pritomnych ve vzorku,
zhéSet volné radikély vznikajici v organismu. Tyto radikély vznikaji primarné¢ jako vedlejsi
produkt latkovych vymén a jsou zpisobeny hlavné kyslikem (Phaniendra et al., (2015);
Halliwell a Gutteridge, (2015)). Volné radikaly v téle velmi rychle reaguji s dalSimi latkami
a preménuji je rovnéz na radikdly. To je nebezpecné zejména kvili reakci
s makromolekulami (sacharidy, proteiny, nukleové kyseliny), jejichz pfeména naruSuje
rovnovahu organismu. Volné radikaly vznikaji v téle pfirozené, jsou vSak pifirozené zhaSeny
prirozené se tvoficimi enzymy a antioxidanty (glutation peroxidéaza, superoxid dismutaza,
katalaza) (Krishnamurthy a Wadhwani, 2012). Problematické jsou zejména radikély
vznikajici jako reakce na vnéjsi podnéty, protoZe na ty télo nereaguje tvorbou antioxidanti.
Negativni podnéty zplsobujici vznik radikalii jsou napt. cigaretovy kout, alkohol, pesticidy,
ptizemni ozon (Halliwell a Gutteridge, (2015); Phaniendra ef al., (2015). Mezi nejznamé;si
antioxidanty pfijimané v potravé fadime vitaminy A, C, E a rizna ptirodni barviva fenolické

povahy, napt. flavonoidy (Wolf, 2005).

Metody stanoveni antioxidacni kapacity jsou rovnéz zalozené hlavné na spektrofotometrii.
Z pouzitého standardu je pfipravena kalibracni fada a z ni vytvoifena kalibra¢ni zavislost. Ze
vzorku jsou antioxidanty ziskany extrakci do organického rozpoustédla a naslednou filtraci.
Antioxida¢ni kapacita je pro standardizaci vysledkli také prepocitana na ekvivalentni

kapacitu standardni latky Trolox. Pro potieby této prace vSak staci pouZzit zjednodusené
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vyjadreni kapacity, kde je zapotiebi pouze porovnat extrakty vzorkt co do jejich % inhibice

volnych radikald. V tom ptipadé€ neni zapotiebi kalibra¢ni fada (Munteanu a Apetrei, 2021).

1.9.1. Metoda DPPH

Tato metoda stanoveni antioxidacni kapacity je zalozena na reakci s Cerstvé piipravenym
methanolickym roztokem radikalu DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl). Roztok DPPH ma
v radikalové formé tmavé fialové zbarveni a je stabilni. V pfipad¢ pfitomnosti latek
s antioxida¢nimi UCinky v extraktu zacnou tyto latky volny radikdl DPPH zhaset, ¢imz
dochazi k ubytku absorbance reakéni smeési pfi 517 nm. Pfi pouziti této metody je
standardnim postupem piiprava kalibracni zavislosti pomoci standardni latky Trolox
(synteticky a ve vod¢ rozpustny ekvivalent vitaminu E) (Lucio et al., (2009); Munteanu
a Apetrei, (2021)). Nasledn€ jsou analyzou ziskané vysledky pfepocitany na ekvivalentni
antioxidacéni kapacitu latky Trolox. Pro zjednoduSeni je rovnéz mozné vynechat kalibracni
zavislost a pouze porovnat vzorky proti slepému vzorku pomoci % ubytku absorbance

roztokid (Zhong a Shadidi (2015); Moharram a Youssef (2014)).

1.9.2. Metoda ABTS

Principem této metody je reakce extraktu s kation-radikalem ABTS™ (2,2¢-azinobis(3-ethyl-
2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)). Ten je vytvafen pfimo v roztoku oxidaci ABTS. Pro
jeho oxidaci je bézn¢ pouzivan peroxid vodiku v kombinaci s peroxidazou. Dal§i mozZnosti
oxidace je napf. pomoci peroxodisiranu draselného. Antioxidanty v extraktu po ptidani do
roztoku zhasi pfitomny radikal, ¢imZ dochazi k ubytku absorbance reakéni smési. Ta je
méfena pii vinové délce 734 nm. U této metody je standardnim postupem pouziti latky
Trolox na kalibra¢ni zavislost a nasledné vyjadieni vysledkd (Zhong a Shadidi (2015);

Moharram a Youssef (2014)).

1.10.Spektrofotometrie ve viditelné oblasti

Pti stanoveni celkového obsahu polyfenolickych latek a antioxidacni kapacity u vzorkt raw
ty¢inek bylo vyuzivano principu spektrofotometrie ve viditelné oblasti. Spektrofotometrie je
analyticka metoda pouzivand k méfeni vlastnosti vzorkd spojenych s absorpci svételného
zateni riznych vlnovych délek. Jedna-li se konkrétné o viditelnou oblast, pak jsou
proméfovany vinové délky vrozsahu 390 — 760 nm. Mezi nejcastéjsi vyuziti
spektrofotometrie patii zkoumani absorp¢niho spektra latky ¢i roztoku, kdy je proméfovana

absorpce zafeni vSech vlnovych délek, urcovani absorpénich maxim latek, urovani
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isosbestickych bodii indikatorovych roztoki, ale zejména kvantitativni stanoveni obsahu

urcité latky v roztoku (Yoon (2016); Morris (2015)).

Spektrofotometrie je metodou referencni, absorpce zafeni analyzovaného vzorku je
srovnavana s absorpci tzv. slepého vzorku, ktery mé identické slozeni, neobsahuje vsak
stanovovanou latku. Timto postupem je zkouman pfipadny vliv matrice roztoku na miru
absorpce zafeni. Tento pozadavek je vyfeSen jinak u riznych typt konstrukei

spektrofotometrt.

1.10.1. Typy spektrofotometri

Nejjednodussim typem konstrukce je jednopaprskovy spektrofotometr. Zareni vychazejici
ze zdroje prochazi pouze jednou optickou rovinou. Absorbanci slepého vzorku je tak nutné
zméfit zvlast a jeji hodnotou upravit vSechny dale méfené vzorky. Toto feSeni je zdaleka

nejlevnéjsi.

Vyhodnéjsim stylem konstrukce je spektrofotometr dvoupaprskovy. Zafeni je pomoci
systému zrcadel déleno na 2 rovnobézné paprsky. Je tak mozné zaroven métit absorbanci
slepého vzorku i1 analyzovaného vzorku zaroven. Software pfistroje Casto také umozZiiuje

meéfené hodnoty automaticky upravovat o hodnoty slepého vzorku

Dal$im typem stojicim za zminku jsou spektrofotometry s diodovym polem. Ty jsou
konstruovany tak, Ze na rozdil od pfedchozich modelt neméti absorbanci pii jednotlivych
vlnovych délkach postupné, ale jsou schopny proméfit cely rozsah vinovych délek najednou.
Tim dojde k vyznamnému zkraceni doby analyzy, coz se nejvic projevuje u zkoumani

absorpCnich spekter. Diodové spektrofotometry jsou vSak vyrazné drazsi (Réty et al., 2004).

1.10.2. Vyuziti spektrofotometrie pro stanoveni kvantity

Toto vyuziti je mozné na zdklad¢ platnosti tzv. Lambert-Beerova zdkona. Ten tikd, zZe
absorpce svételného zareni roztoku je pfimo umérna koncentraci latky v roztoku, ktera tuto

absorpci zptsobuje. Lambert-Beertiv zakon Ize také vyjadiit pomoci vztahu:
ABS = exlxc (1)

kde ABS je absorbance roztoku, € je molarni absorp¢ni koeficient (specificky pro kazdou
latku), 1 je délka optického prostfedi a ¢ je koncentrace dané latky v roztoku (Hardesty

a Attili, 2010).
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Pomoci této znalosti dokazeme urcit neznamou koncentraci latky v roztoku métenim jeho
absorbance a naslednym porovnanim hodnot s absorbanci roztoku obsahujicim zndmé
mnozstvi stanovované latky. Pro tyto ucely vyuzivame principu kalibrac¢ni zavislosti. Je
zapotiebi standardni roztok obsahujici pfesn¢ dané mnozstvi latky. Z takového roztoku je
pfipravena kalibra¢ni fada rizné ziedénych roztokl. U téchto roztoki je prométena jejich
absorbance pii konkrétni vinové délce (idedln¢ pii absorpénim maximu latky).
Z namétenych hodnot je sestavena linearni zavislost absorbance na koncentraci latky
v roztoku a nalezena jeji rovnice (rovnice pfimky). Nasledn¢ je proméiena absorbance
roztoku s neznamou koncentraci pii stejné vinové délce a koncentrace latky je stanovena

vypoctem z jeho absorbance pomoci rovnice zavislosti (Burgess, 2007).
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1. Pomiicky pro mikrobiologickou ¢ast

Homogenizacni sacky

Homogenizacni sacky s membranou
Kahan

Kovové a plastové pomticky

Kryci sklicka

Laboratorni sklo (kadinky, odmérné valce)
Latexové rukavice

L-hokejky (plastové)

Mikropipety automatické Discovery Comfort (BiotTech, Ceské republika)
Mikropipety automatické Finnpippete (Thermo Scientific, USA)
Mikrotitracni desticky

Ockovaci jehla

Ockovaci klicky

Petriho misky (sklenéné, plastové)

Pipety jednorazové plastové 1 ml, 10 ml
Podlozni skla

Pomiicky k navazovani

Silikonova podloZka

Stojan na zkumavky

Spi¢ky plastové

Tteci miska s tlouckem

Zkumavky + vicka

2.2. Pristroje pro mikrobiologickou ¢ast

Anaerostat Oxoid AnaeroJar 2,5 1 (UK)

Analytické vahy KERN 442-43 (Némecko)

Autoklav PS 20A, BMT Medical Technology s.r.o. (Ceska republika)
Autoklav Sterilab, BMT Medical Technology s.r.0. (Ceska republika)
Cidlo na sledovani teploty a vlhkosti LOG32, TFA Dostmann (Némecko)
Dekontaminaéni autoklav SYSTEC VX40, BioTech (Ceska republika)
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Denzitometr McFarland DEN-1, BIOSAN (Lotyssko)
Homogenizator Masticator IUL Basic (Spanélsko)
Horkovzduiny sterilizator STERIMAT 51042, BMT Medical Technology s.r.o. (Ceské
republika)

Chladnicka Liebherr (Némecko)

Laboratorni mikroskop BX 41, OLYMPUS (Japonsko)

Mixér Eta TWIXER ETA601190000 (Ceska republika)
Mraznicka Whirloop (USA)

Termostat LOVIBOND, Thermo Scientific (USA)

Termostat ST1/B/40 Basic, POL-EKO-APARATURA (Polsko)
Vodni lazet CERTOMAT WR, B. BRAUN (Némecko)

Vortex Bio Vortex V1, BIOSAN (Lotyssko)

2.3. Kultiva¢ni média a jejich priprava

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

Slozeni: gram/litr
enzymaticky hydrolyzat kaseinu 10,00
hovézi extrakt 5,00
kvasni¢ny extrakt 1,00
glycin 12,00
pyrohroznan sodny 10,00
chlorid lithny 5,00

agar 20,00

Konec¢né pH (pfi 25 °C) 6,8+0,2

Priprava:

Navazit 63,00 g ptipravku do 950 ml destilované vody. Sterilizovat v autoklavu pii 121 °C
po dobu 15 minut. Ochladit na teplotu 45-50 °C a asepticky piidat 50 ml zloutkové emulze
s teluriC¢itanem draselnym (Egg Yolk Tellurite Emulsion, FD 046, HiMedia, Indie).
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DG 18: Dichloran Glycerol Medium Base (HiMedia, Indie)

Slozeni: grami/litr
masovy pepton 5,00
glukoza 10,00
dihydrogenfosfore¢nan draselny 1,00

siran hotfe¢naty 0,50
chloramfenikol 0,10
dichloran 0,002
agar 15,00

Konec¢né pH (pii 25 °C) 5,6+0,2

Priprava:

Navazit 15,80 g ptipravku do 500 ml destilované vody. Asepticky ptfidat 110 g glycerolu
(Sigma-Aldrich, USA). Sterilizovat v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

DRBC: Dichloran Medium Base with Rose Bengal (Oxoid, UK)

Slozeni: gramu/litr
masovy pepton 5,00
D-glukoza 10,00
dihydrogenfosforecnan draselny 1,00

siran hotfecnaty 0,50
bengalska Cerven 0,025
dichloran 0,002

agar 15,00

Kone¢né pH (pfti 25 °C) 5,6+0,2

Priprava:

Navazit 15,75 g ptipravku do 500 ml destilované vody. Sterilizovat v autoklavu piti 121 °C
po dobu 15 minut. Po ochlazeni na 50 °C asepticky pfidat rozpustény obsah lahvicky
Chloramphenicol Selective Supplement (FD 033, HiMedia, Indie).
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Fyziologicky roztok

Slozeni: grami/litr
chlorid sodny (Merck, Némecko) 8,50
Priprava:

Navazit 8,50 g NaCl do 1000 ml destilované vody, sterilizovat v autoklavu pii 121 °C po

dobu 15 minut.

Fyziologicky roztok s peptonem

Slozeni: gramiy/litr
chlorid sodny (Merck, Némecko) 8,50
pepton (HiMedia, Indie) 1,00
Priprava:

Navazit 8,50 g NaCl a 1,00 g peptonu do 1000 ml destilované vody. Sterilizovat v autoklavu
pti 121 °C po dobu 15 minut.

GTK: Tryptone Glucose Extract Agar (HiMedia, Indie)

SloZeni: gramt/litr
kaseinovy hydrolyzat 5,00
kvasni¢ny extrakt 2,50
glukoza 1,00

agar 15,00

Konec¢né pH (pii 25 °C) 7,0+0,2
Priprava:
Navazit 23,50 g smési do 1000 ml destilované vody, sterilizovat v autoklavu pii 121 °C po

dobu 15 minut.
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KA: Blood Agar Base No. 2 (HiMedia, Indie)

Slozeni: gramt/litr
proteosovy pepton 15,00
jatrovy extrakt 2,50
kvasni¢ny extrakt 5,00
chlorid sodny 5,00

agar 15,00

Koneéné pH (pfi 25 °C) 7,4+0,2
Piiprava:
Navazit 21,25 g smési do 500 ml destilované vody. Sterilizovat v autoklavu pii 121 °C po

dobu 15 minut. Ochladit na 40-50 °C a asepticky ptidat 7 % sterilni defibrilované krve.

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

SloZeni: gramt/litr
hovézi masova infuze 9,00
kaseinovy hydrolyzat 17,50
Skrob 1,50

agar 17,00

Konec¢né pH (pii 25 °C) 7,3+0,1
Priprava:
Navazit 45,00 g sméesi do 1000 ml destilované vody. Sterilizovat v autoklavu pti 121 °C po

dobu 15 minut.
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MYP: Modified MYP Agar Base (HiMedia, Indie)

Slozeni: grami/litr
pepton 10,00
masovy extrakt 1,00
D-mannitol 10,00
chlorid sodny 10,00
fenolova Cerven 0,025
agar 15,00

Konec¢né pH (pfi 25 °C) 7,2+0,2

Piiprava:

Navazit 23,00 g smési do 450 ml destilované vody, sterilizovat v autoklavu pii 121 °C 15
minut. Ochladit na 55 °C a sterilné ptidat lahvi¢ku Polymyxin B Sulphate (FD 003, HiMedia,
Indie) a 50 ml zloutkové emulze (Egg Yolk Emulsion, FD 045, HiMedia, Indie).

Peptonova voda

Slozeni: grami/litr
chlorid sodny (Merck, Némecko) 5,00
pepton (HiMedia, Indie) 10,00
Priprava:

Navazit 5,00 g NaCl a 10,00 g peptonu do 1000 ml destilované vody. Sterilizovat v autoklavu
pii 121 °C po dobu 15 minut.
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TSC: Tryptose Soy Citrate Agar (MiMedia, Indie)

Slozeni: grami/litr
tryptosa 15,00
sojovy pepton 5,00
kvasni¢ny extrakt 5,00
pyrosifi¢itan sodny 1,00
citran zelezito-amonny 1,00

agar 15,00

Konec¢né pH (pii 25 °C) 7,6+0,2

Piiprava:

Navazit 21,00 g smési do 500 ml destilované vody, sterilizovat v autoklavu pti 121 °C 15
minut. Ochladit na 50 °C a steriln¢ ptidat lahvicku T.S.C. Supplement (FD 014, HiMedia,
Indie).

VCZL: Violet Red Bile Agar (HiMedia, Indie)

Slozeni: grami/litr
masovy pepton 7,00
kvasni¢ny extrakt 3,00
zluCové soli, smés 1,50
laktosa 10,00
chlorid sodny 5,00
neutralni Cerven 0,03
krystalova violet’ 0,002
agar 15,00

Konec¢né pH (pii 25 °C) 7,4+0,2
Piiprava:
Navazit 41,53 g smési do 1000 ml destilované vody. Neautoklavovat. Sterilizovat ve vodni

lazni (99 °C, 30 minut).
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VCZG: Violet Red Bile Glucose Agar (HiMedia, Indie)

Slozeni: grami/litr
masovy pepton 7,00
kvasni¢ny extrakt 3,00
zluCové soli, smés 1,50
laktosa 10,00
chlorid sodny 5,00
neutralni ¢erven 0,03
krystalova violet’ 0,002
agar 12,00

Konec¢né pH (pii 25 °C) 7,4+0,2
Priprava:
Navazit 38,50 g smési do 1000 ml destilované vody. Neautoklavovat. Sterilizovat ve vodni

lézni (99 °C, 30 minut).

2.4. Chemikalie a roztoky pro mikrobiologickou ¢ast

Anaerogen Oxoid (UK)

ethanol, > 98 % (PENTA Chemicals, CR)
glycerol, > 98 % (Sigma-Aldrich, USA)

imersni olej pro mikroskopovani

krystalova violet’, Lugoliv roztok, karbolfuchsin
parafinovy olej

peroxid vodiku 3%

2.5. Komerc¢né dodavané soupravy a testy

BCET-RPLA kit na detekci enterotoxinu produkovaného Bacillus cereus (Oxoid, UK)

2.6. Pouzité suroviny

Suroviny pouZité¢ na vyrobu raw tyCinek byly v bio kvalité¢ od spolecnosti Kaufland, Lidl
a od soukromych vyrobctli. Nésledujici tabulka (tab. 1) uvadi informace o produktech, jako

jsou Sarze, datum minimalni trvanlivosti, hmotnost, zem¢ piivodu a vyrobce.
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Tabulka 1 - prehled surovin pouzitych na vyrobu raw tycinek

Surovina Vyrobce Zoeme Sarze Hmotnost MH."
puvodu trvanlivost
MB
Datle sufené  industry fran 230517/101 3x200g  30.04.2024
S.1.0.
Merufiky = California o 14525 2x200g  09.08. 2024
suSené Direct
Ovesne | o wnficld | Nemecko | V2311874 500 g 23.08.2024
vlo¢ky
Mandle o oisic Némecko 12321066 2x200g  02.05.2024
prazené
et Andrea Ceska
Med kvétovy | - g idlova republika o g o
. P&kny- o
Skofice Unimex Ceska 1 1380452 25 09. 2025
mleta 10 republika

2.7. Pravidla mikrobiologické analyzy

Vsechna mikrobiologicka stanoveni byla provedena vzdy v dubletu. Pfi stanoveni byly
dodrzovéany zésady aseptické prace jako je sterilizace materidlll a pomucek, dezinfekce

prostedi a likvidace kontaminovaného odpadu.

2.8. Mikrobiologicky rozbor surovin

Byl proveden rozbor zakoupenych surovin na vyrobu ty¢inek. Z kazdé suroviny byl odebran
reprezentativni vzorek. Ten byl, spolu s pfisluSnym fedicim roztokem, umistén do
peristaltického homogenizatoru ¢i do Erlenmeyerovy banky se sklenénymi perlami
(mandle). Homogenat byl nasledné nafedén desitkovym fedénim (1 ml homogenatu +
9 ml fediciho roztoku) a pouzit pro rozbor suroviny. VSechny suroviny byly testovany na
nékolik skupin mikroorganismli pomoci vhodnych pomnozovacich ¢i selektivnich ptd
v souladu s piislugnymi CSN normami. Jelikoz nasim cilem bylo (az na vyjimky) ziskat
pouze kvalitativni idaj o potencialni kontaminaci a u Zadné ze surovin jsme nepiedpokladali

vysokou kontaminaci, byly pro tyto rozbory pouZity pouze prvni dvé fedéni.
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Nasledujici tabulka (tab. 2) obsahuje seznam pouzitych surovin, jejich odebiranych mnozstvi
pro rozbor, fedicich roztokli pouzitych pfi jejich rozboru a objemil pouzitych fedicich
roztokli. VSechny suroviny byly pfed odbérem fadné promichdny pro snadné odebrani

reprezentativnich vzorki.

Tabulka 2 - podminky pro rozbor jednotlivych surovin

. MnoZstvi potiebné Pouzity fedici Objem Fediciho
Surovina
pro rozbor [g] roztok roztoku [ml]

Datle 10 Peptonova voda 90

Meruiky 10 Peptonova voda 90

Med 10 Peptonova voda 90

Mandle 10 Fyziologicky roztok 90
S peptonem

Ovesné vlocky 10 BP0 SR 90
S peptonem

Skofice ) Fyziologicky roztok 08
S peptonem

2.8.1. Stanoveni celkového poctu mezofilnich aerobnich a fakultativné

anaerobnich mikroorganismii kultivaéni metodou

Stanoveni je provadéno dle normy (CSN EN ISO 4833) a pouzivéa se pro odhad celkové
kontaminace suroviny/potraviny. Homogenat ptislusného zifedéni je inokulovan metodou
rozté€ru na povrch neselektivni ptidy GTK. Po inkubaci je spocitdn pocet CFU na miskéch
a vypocitana celkova koncentrace CFU v 1 g suroviny. Vypocet je provadén pro vSechny

rozbory a pudy vzdy stejné, pomoci rovnice 2:

_ xc
V:(n1+0,1'ny)d

[CFU/g] )

kde, 2C je soucet kolonii spocitanych na vybranych miskach, ni je pocet misek z prvniho
pouzitého fedéni, n2 je pocet misek z nasledného pouzitého fedéni, V je objem pouzitého

homogenatu (obvykle 1 nebo 0,1 ml) a d je faktor nejmensiho pouzitého fedéni pro vypocet.
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Postup:

Po tadném promichani bylo odebrano piislusné mnozstvi suroviny (viz tab. 2). Odebrany
reprezentativni vzorek byl smichan s pfisluSnym mnozstvim fediciho roztoku (tab. 2). Po 2
minutach homogenizace v peristaltickém homogenizatoru/v baice se sklenénymi perlami
byl ze sacku/baiiky odpipetovan homogenat. Ten byl dale nafedén desitkovym fedénim. Ob¢
fedéni byly plastovou L-hokejkou rozetfeny po povrchu pidy GTK. Misky s ptidami byly
vloZeny do termostatu — inkubace pii 30 °C po dobu 24-48 h. Po inkubaci byly spocitany
kolonie na miskach a pomoci rovnice 2 vypocitan celkovy pocet CFU v 1 g suroviny (norma

CSN EN ISO 4833).

2.8.2. Stanoveni celkového poctu plisni a kvasinek

Po f4dném promichani bylo odebrano ptislusné mnozstvi suroviny (viz tab. 2). Odebrany
reprezentativni vzorek byl smichan s pfisluSnym mnozstvim fediciho roztoku (tab. 2). Po 2
minutdch homogenizace v peristaltickém homogenizatoru/v bance se sklenénymi perlami
byl ze sacku/baiiky odpipetovan homogenat. Ten byl dale nafedén desitkovym fedénim. Obé
fedéni byly plastovou L-hokejkou rozetfeny po povrchu piidy DRBC. Misky s ptidami byly
vloZeny do termostatu — inkubace pii 25 °C po dobu 5-7 dni. Po inkubaci byly spocitany
pocty kolonii na miskdch a pomoci rovnice 2 vypocitdn celkovy pocet CFU

v 1 g suroviny (norma CSN ISO 21527-1).

2.8.3. Stanoveni osmofilnich plisni a kvasinek

Po fadném promichéani bylo odebrano ptislusné mnozstvi suroviny (viz tab. 2). Odebrany
reprezentativni vzorek byl smichan s pfisluSnym mnoZstvim fediciho roztoku (tab. 2). Po 2
minutdch homogenizace v peristaltickém homogenizatoru/v bance se sklenénymi perlami
byl ze sacku/banky odpipetovan homogenat. Ten byl dale nafedén desitkovym fedénim. Obé
fedéni byly plastovou L-hokejkou rozetfeny po povrchu pidy DG18. Misky s pidami byly
vloZeny do termostatu — inkubace pii 25 °C po dobu 7-14 dni. Po inkubaci byly spocitany
pocty kolonii na miskdch a pomoci rovnice 2 vypocitan celkovy pocet CFU

v 1 g suroviny (norma CSN ISO 21527-2).

2.8.4. Stanoveni koliformnich mikroorganismii

Po fadném promichani bylo odebrano pfislusné mnozstvi suroviny (viz tab. 2). Odebrany

reprezentativni vzorek byl smichan s pfisluSnym mnozZstvim fediciho roztoku (tab. 2). Po 2
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minutach homogenizace v peristaltickém homogenizatoru/v bafice se sklenénymi perlami
byl ze saCku/baniky homogenat. Ten byl dale nafedén desitkovym fedénim. Ob¢ fedeéni byly
plastovou L-hokejkou rozetfeny po povrchu pidy VCZL. Zarovei bylo provedeno druhé
stanoveni metodou zalivu. 1 ml obou koncentraci byl napipetovan do Petriho misek, kde byl
nasledné proveden jejich zaliv roztavenou ptidou VCZL. Po promichani krouZivym
pohybem a utuhnuti pidy byly misky jesté jednou pielity velmi slabou vrstvou téze pidy
(pro zajisténi fakultativné anaerobnich podminek). Misky s pidami byly vlozeny do
termostatu — inkubace pii 37 °C po dobu 24-48 h. Po inkubaci byly spocitany pocty kolonii
na miskdch a pomoci rovnice 2  vypoCitin  celkovy  pocet CFU

v 1 g suroviny (norma CSN ISO 4832).

2.8.5. Stanoveni Celedi Enterobacteriaceae

Po f4dném promichéani bylo odebrano ptislusné mnozstvi suroviny (viz tab. 2). Odebrany
reprezentativni vzorek byl smichan s pfislusSnym mnozstvim fediciho roztoku (tab. 2). Po 2
minutdch homogenizace v peristaltickém homogenizatoru/v bance se sklenénymi perlami
byl ze sacku/banky odpipetovan homogenat. Ten byl dale nafedén desitkovym fedénim. Obé
fedéni byly plastovou L-hokejkou rozetieny po povrchu pidy VCZG. Zaroven bylo
provedeno druhé stanoveni metodou zalivu. 1 ml obou fedéni byl napipetovan do Petriho
misek, kde byl nasledné proveden jejich zaliv roztavenou piadou VCZG. Po promichéani
krouzivym pohybem a utuhnuti piidy byly misky jesté jednou prelity velmi slabou vrstvou
téze pudy (pro zajisténi fakultativné anaerobnich podminek). Misky s pidami byly vloZeny
do termostatu — inkubace pii 37 °C po dobu 24-48 h. Po inkubaci byly spocitany pocty
kolonii na miskach a pomoci rovnice 2 vypocitdn celkovy pocet CFU

v 1 g suroviny (norma CSN EN ISO 21528).

2.8.6. Stanoveni koagulaza pozitivnich stafylokoki

Po tadném promichéani bylo odebrano pfislusné mnozstvi suroviny (viz tab. 2).
Odebrany reprezentativni vzorek byl smichan s pfisluSnym mnozstvim fediciho roztoku
(tab. 2). Po 2 minutdch homogenizace v peristaltickém homogenizatoru/v bafice se
sklenénymi perlami byl ze sacku/banky odpipetovan homogenat. Ten byl dale nafedén
desitkovym fedénim. Ob¢ fedeéni byly plastovou L-hokejkou rozetieny po povrchu pudy B-
P. Misky s plidami byly vloZeny do termostatu — inkubace pii 37 °C po dobu 24-48 h. Po
inkubaci byly spocitany pocty kolonii na miskdch a pomoci rovnice 2 vypocitan celkovy

pocéet CFU v 1 g suroviny (norma CSN EN ISO 6888-1).
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2.8.7. Stanoveni po¢tu presumptivnich bakterii Bacillus cereus

Po fadném promichani bylo odebrano pfislusné mnozstvi suroviny (viz tab. 2). Odebrany
reprezentativni vzorek byl smichan s pfisluSnym mnozstvim fediciho roztoku (tab. 2). Po 2
minutach homogenizace v peristaltickém homogenizatoru/v baice se sklenénymi perlami
byl ze sacku/banky odpipetovan homogenat. Ten byl dale nafedén desitkovym fedénim. Obé
fedéni byly plastovou L-hokejkou rozetfeny po povrchu ptidy MYP. Misky s padami byly
vloZeny do termostatu — inkubace pii 30 °C po dobu 24-48 h. Po inkubaci byly spocitany
pocty kolonii na miskdch a pomoci rovnice 2 vypocitan celkovy pocet CFU

v 1 g suroviny (norma CSN EN ISO 7932).

2.8.8. Stanoveni poctu bakterii Clostridium perfringens

Po fadném promichani bylo odebrano pfislusné mnozstvi suroviny (viz tab. 2). Odebrany
reprezentativni vzorek byl smichan s pfislusSnym mnozstvim fediciho roztoku (tab. 2). Po 2
minutdch homogenizace v peristaltickém homogenizatoru/v bance se sklenénymi perlami
byl ze sacku/banky odpipetovan homogenat. Ten byl dale nafedén desitkovym fedénim. Obé
fedéni byly plastovou L-hokejkou rozetfeny po povrchu piidy TSC. Misky s piidami byly
vlozeny do anaerostatu spolu s chemickym ¢inidlem vytvaiejicim anaerobni prostiedi. Cely
anaerostat byl umistén do termostatu — inkubace pti 37 °C po dobu 24-48 h. Po inkubaci
byly spocitany pocty kolonii na miskach a pomoci rovnice 2 vypocitan celkovy pocet CFU

v 1 g suroviny (norma CSN EN ISO 7937).

2.9. Mikrobiologicka analyza raw tyCinek

2.9.1. Vyroba raw tycinek

JelikoZ analyzované suroviny nebyly kontaminované, bylo moZzné je pouzit k vyrobé
tyCinek. TyCinky byly pfipraveny podle vybraného receptu, nalezeného na internetu. Pti

vyrobé byly dodrzeny specifikovand mnoZstvi surovin a postup vyroby.
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Recept: gramil

susené datle 200
suSené merunky 100
ovesné vlocky 110
mandle prazené 200
med 100
skoftice 5
Postup:

Susené datle a susené merunky namocit na 1 h do vody (pouzita sterilni voda). Poté slit
ptebyte¢nou vodu, piesunout ovoce do mixéru. Pfidat vlocky, mandle, med a skofici a vSe
rozmixovat do homogenni smési. Z takto pfipravené smési tvarovat tyCinky. Ty jsou po
utuhnuti pfipraveny ke konzumaci. Po ptipravé té€sta byl proveden jeho mikrobiologicky
rozbor pro ujisténi, ze tésto bylo pfipraveno asepticky a nebylo béhem procesu

kontaminovano.

Z ptipraveného tésta bylo odebrano 10 g reprezentativniho vzorku. Ten byl smichan
v homogeniza¢nim sacku s 90 ml peptonové vody a podroben 2 min homogenizace
v peristaltickém homogenizatoru. Z homogenatu byly piipraveny fedéni 10" a 1072 Tato
fedéni byla metodou roztéru inokulovana na neselektivni pidu GTK (CSN EN ISO 4833),
selektivni piidu MYP pro Bacillus cereus (CSN EN ISO 7932) a selektivni piidu DRBC pro
kvasinky a plisné (CSN ISO 21527-1). Misky byly umistény do termostatii a inkubovany pfi
podminkach danych pfisluSnymi normami. Po inkubaci byly odecteny pocty kolonii na

miskach a pomoci rovnice 2 vypocitany koncentrace CFU/g tésta.

2.9.2. Uchovani tésta na raw tycCinky

Té&sto na tyCinky bylo pfipraveno ve velkém objemu. Nasledné bylo rozdéleno na né€kolik
dilti po zhruba 200 g. Tyto dily byly vakuové uzavieny a uchovavany v mraznicce pti teploté
-80 °C. Dily tésta byly béhem jednotlivych ¢asti laboratorni analyzy postupné rozmrazovany
a pouzivany. Tim byla zarucena jeho dostate¢nd trvanlivost pro provedeni vSech analyz
a méteni. Zaroven diky tomu nebylo nutné pfipravovat nové té€sto z novych surovin, nebylo

tedy nutné provadét nové mikrobiologické rozbory.
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2.9.3. Vybér vhodné kultury Bacillus cereus

Pti vybéru kultury vhodné pro tuto praci byla dalezita pouze dvé hlediska. Pouzitd kultura
musela vykazovat spolehlivy riist, a hlavné vysokou produkci toxint. Ta byla dulezita pro

nasledné srovnani ty¢inek s riznym obsahem piidavaného rymovnikového oleje.

Pro srovnani byly k dispozici dvé kultury a to kultura Bacillus cereus ATCC 7064 a kultura
Bacillus cereus CCM 2010. Ob¢ kultury byly inkubovéany v idedlnich podminkach, pii
teploté 37 °C v prostiedi bujonu. Byly pouzity dva druhy bujont a to M-H bujon a BHI
bujon, opét pro srovnani a nalezeni nejlepSiho prostfedi pro maximalni produkci
enterotoxinu v kultute. Pro srovnani produkce toxinti riznych kultur v riznych bujonech byl

pouzit BCET-RPLA kit pro detekci produkovaného enterotoxinu.

2.9.3.1.BCET-RPLA test

Tato komer¢n¢ dodavana testovaci souprava, doddvana firmou Oxoid, je vyuZivana pro
detekci pfitomnosti enterotoxinu, ktery produkuje Bacillus cereus. Pro tuto detekci vyuziva
imunochemického principu reversni pasivni latexové aglutinace (RPLA). Protilatky,
navazané na latexovych casticich, vytvari spojeni s enterotoxinem rozpusténym v roztoku.
V disledku toho dochézi ke shlukovani latexovych ¢astic — aglutinaci. Ta je pozitivnim

dikazem pfitomnosti enterotoxinu.

Tento kit slouZi pouze pro detekci toxinu (citlivost 2 ng/ml) a neni schopen urcit jeho piesnou
koncentraci v roztoku. ProtoZe vSak roztoky jsou v ramci testu nékolikrat fedény, je mozné
sledovat, pfi kterém ziedéni jiZ neni koncentrace toxinu dostatecna pro vyvolani aglutinace.
Touto cestou je mozné roztoky rtiznych kultur mezi sebou porovnat a ziskat tak alespon

semikvantitativni informaci o mnoZstvi toxinu.

Obsah testovaci sady:

TD951 — Senzitivizovany latex se specifickymi protilatkami proti B. cereus (krali¢i 1gG)
TD952 — Kontrolni latex s nespecifickymi kralicimi IgG (negativni kontrola)

TDY53 — Kontrolni enterotoxin B. cereus (lyofilizovany)

TD954 — Redici roztok — fosfatovy pufr obsahujici hovézi sérovy albumin
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Postup:

Roztoky pro pouziti v testu byly odebrany piimo ze zkumavek s inkubovanymi kulturami B.
cereus v M-H nebo BHI bujonu. Odebrany podil byl nejprve centrifugovan (20 min, 4 °C,
900g). Supernatanty byly pievedeny do ¢istych zkumavek.

Pro kazdy testovany roztok byly na mikrotitra¢ni desti¢ce vyhrazeny 2 fadky po 8 jamkach
+ 2 tadky pro kontrolni enterotoxin. Do vSech jamek krom¢ prvni v kazdém tadku bylo
napipetovano 25 pl fediciho roztoku. Poté bylo do prvnich dvou jamek v kazdém tadku
pipetovano 25 ul prislusného testovaného roztoku. Nasledné bylo pomoci pipety v kazdém
radku provedeno dvojkové fedéni (posledni jamka ponechéna pouze s fedicim roztokem).
Nakonec bylo do vSech lichych fadka ptidano 25 pl senzitivizovaného latexu a do vSech
sudych fadka 25 pl kontrolniho latexu. Test byl ponechan pfi laboratorni teploté po dobu
24 h. Poté byly odecteny vysledky proti cernému pozadi.

Odecet vysledkii:

Vsechny sudé tadky musi byt negativni (kontrolni latex). V fadku s enterotoxinovou
kontrolou musi byt vSechny jamky pozitivni (pozitivni kontrola). VSechny posledni jamky
(pouze ftedici roztok) musi byt rovnéz negativni. V pfipadé, Ze tyto podminky nejsou
splnény, test nefunguje spravné a vysledky nelze povazovat za spolehlivé. V piipadée splnéni
podminek pozorujeme aglutinaci v lichych tadcich a odecitame, pii kterém ziedéni

aglutinace mizi.

2.9.4. Testovani vlivu rymovnikového oleje na mikrobiologickou kvalitu
raw tyCinek

Pro kazdé opakovani analyzy byl rozmraZen novy dil tésta. Raw tyCinky pouZivané pii
analyze jejich mikrobiologické kvality byly uméle zaokovavany kulturou Bacillus cereus
ATCC 7064. Jako nejspolehlivéjsi metoda se ukézala pfima inokulace klickou do tésta.
Kultura byla inkubovana v BHI bujonu a z n¢j vzdy pfipravena 24 h kultura roztérem na
M-H agar. Cilem bylo zao¢kovani na koncentraci alespon 10® CFU/g. Tésto bylo po

inokulaci diikladn€ promichéno a rozdéleno na 4 ¢asti.

Do takto pfipravenych porci tésta bylo nasledné pfidano rizné mnoZstvi esencidlniho oleje
zrymovniku (viz tab. 3). Postup ziskdni rymovnikového oleje je uveden v kapitole

analytické ¢asti prace (kapitola 2.13). Tésto bylo opét ditkkladné promichéno a vytvarovano
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do tyCinek. Poté znich byl proveden okamzity mikrobiologicky rozbor podle nize

uvedeného postupu.

Z kazdé tyCinky bylo odebrano 10 g reprezentativniho vzorku. Po smichani s 90 ml
peptonové vody a 2 min homogenizace v peristaltickém homogenizatoru byly odpipetovany
jednotlivé homogenaty. Ty byly nafedény desitkovym fedénim na fedéni 102 a 10-3. Tato
fedéni byla metodou roztéru inokulovana na selektivni pidu MYP pro Bacillus cereus.
Misky byly ponechany v termostatu pii teplotd 30 °C po dobu 24-48 h (norma CSN EN ISO
7932). Po inkubaci byly odecteny pocty kolonii na miskach a pomoci rovnice 2 vypocitany

koncentrace Bacillus cereus v 1 g jednotlivych tyCinek.
Tabulka 3 - pridavky rymovnikového oleje do podilii tésta

Pridany objem

Podil tésta rymovnikového oleje [pl]
1. 0
2. 20
3. 40
4. 80

Po 24 h inkubace ty€inek (30 °C) zaockovanych kulturou a rymovnikovym olejem byly
srovnany po¢ty CFU/g Bacillus cereus v ty¢inkdch pomoci dalSich mikrobiologickych

rozbori. Ty byly provedeny dle niZe uvedeného postupu.

Z kazdé tyCinky bylo odebrano 10 g reprezentativniho vzorku. Po smichani s 90 ml
peptonové vody a 2 min homogenizace v peristaltickém homogenizatoru byly odpipetovany
jednotlivé homogenaty. Ty byly nafedény desitkovym fedénim na fedéni 10~ a 104, Tato
fedéni byla metodou roztéru inokulovana na selektivni ptidu MYP pro Bacillus cereus.
Misky byly ponechany v termostatu pfi teploté 30 °C po dobu 24-48 h (opét dle normy CSN
EN ISO 7932). Po inkubaci byly odefteny pocty kolonii na miskach a pomoci rovnice

2 vypocitany koncentrace Bacillus cereus v 1 g jednotlivych tyCinek.

Pomoci srovnani pocti CFU/g v ty¢inkdch s riznym obsahem rymovnikového oleje byly
sledovany potencialni antimikrobialni Gcinky tohoto oleje a tim potencidlni vylepSeni

mikrobiologické kvality raw tyCinek.
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Byl také proveden pokus o srovnani antimikrobidlniho u¢inku riznych koncentraci oleje
pomoci BCET-RPLA testu na detekci enterotoxinu produkovaného B. cereus. Z tyCinek
s riznym obsahem oleje byly ziskany extrakty, které byly po centrifugaci a ptefiltrovani
podrobeny stejnému testu, jako pii testovani kultur B. cereus pro pouziti v experimentu

(stejné podminky testu i centrifugace jako kapitola 2.9.3.1)

2.10.Pomticky pro analytickou ¢ast

Automatické pipety

Hlinikové misky

Kadinky 50, 100 ml

Odmérné banky 25, 100, 500 ml
Odmérné valce 10, 25 ml
Plasova vicka

Plastové a sklenéné zkumavky
Plastové misky Aqualab

Spi¢ky na pipety

2.11.Pristroje pro analytickou ¢ast

Analytické vahy KERN 442-43 (Némecko)

Centrifuga Sorvall ST4R Plus Series (USA)

Dvoupaprskovy UV-VIS spektrofotometr Shimadzu UV-2600 (Japonsko)
Ptistroj pro méfeni vodni aktivity Aqualab TDL (USA)

Ptistroj pro stanoveni suSiny KERN MLB 50-3C (Némecko)

Software pro spektrofotometr UV-Probe 2.70 (Shimadzu, Japonsko)
Ultrazvukova lazen Bandelin SONOREX RK 31 (Némecko)

2.12.Chemikalie a roztoky pro analytickou ¢ast

DPPH (2,2-difenyl-1-pikryhydrazyl), volny radikal, > 98 % (Sigma-Aldrich, USA)
Folin-Ciocalteu ¢inidlo, 2M, > 98 % (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina gallova, > 98 % (TCI, Japonsko)

Methanol CHROMASOLVTM, 99,9 % (Honeywell, USA)

Uhli¢itan sodny, > 99 % (Lach-Ner, Ceska republika)
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2.13.Destilace rymovnikového oleje

Rymovnikovy esencidlni olej byl ziskan destilaci s vodni parou piimo z Cerstvého
rostlinného materialu. Cerstvé listy rymovniku byly rozlamany na mensi kousky a vloZeny
do destilacni banky spolu s objemem destilované vody dostate¢nym pro ponoieni vSech listi
(cca 1200 ml). Barka byla pfipojend k destilacni aparatufe (jeji konfigurace je viditelna
v priloze — obrazek €. 5). Po ohfati topnym hnizdem na dostatecnou teplotu zacala z baiky
destilovat vodni para, kterd s sebou nesla 1 malé mnozstvi tékavych latek z rymovniku. Tato
smés par po priuchodu sklenénou trubici kondenzovala na chladici, ktery byl soucasti
aparatury. Kondenzat z chladice ptekapal do dalsiho systému sklenénych trubicek, kterym
se prebytecnd kondenzovana voda vracela zpatky do destila¢ni baniky. Kondenzovany olej
se diky své niz8i hustoté drZel na hladin€ tohoto systému a byl tak akumulovan v trubicce.
Destilace probihala 4 h. Po ukonceni destilace byla ze systému vypusténa piebyte¢na voda

a nasledn¢ i vydestilovany ole;j.

Z divodu nedostate¢ného objemu destilacni banky a velkého mnozstvi rostlinného materialu
potfebného pro ziskadni dostatku oleje byla celd destilace provedena ctytikrat, vzdy
s Cerstvymi listy. Celkem bylo zpracovano 676,88 g rostlinného materialu a ziskano 1,142 g
esencidlniho oleje. Ten byl uzavien do sklenéné vialky a vicko obaleno parafilmem pro
utésnéni. Vialka byla umisténa do plastové zkumavky a ta do chladnicky. Cilem tohoto

uskladnéni bylo minimalizovat ztraty zplisobené evaporaci oleje.

2.14.Stanoveni aktivity vody raw tycinek

Pro stanoveni vodni aktivity v tyCinkach ¢i tyCinkovém tést€ byl pouzit automaticky
analyzator od firmy Aqualab. K pfistroji dodané plastové misky byly vzdy naplnény
ty¢inkovou smési tak, aby bylo pokryto jejich dno. Nasledné byly misky po jedné vkladany
do analyzatoru. Pfistroj pomoci specidlné nastaveného laseru ur¢il hodnotu aktivity vody pfi
25 °C. Kazda analyza trvala pfiblizné 15 — 20 min. VSechna méfeni byla pro ptesnost

nekolikrat opakovéna a vysledky zprimérovany.

2.15.Stanoveni obsahu suSiny u raw ty¢inek

Stanoveni obsahu suSiny/vlhkosti v ty€¢inkové smési bylo provedeno gravimetricky. Byl
pouzit automaticky analyzator od firmy KERN. Do pfistroje bylo na hlinikové misce vlozeno
mnozstvi smési o pfesn€ zndmé hmotnosti. Smés byla jemné rozetfena po co nejvétSim

povrchu misky pro urychleni stanoveni. Po spusténi analyzy byla smés uvnitf pfistroje
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suSena ohfevem pii 105 °C. Pfistroj automaticky kazdych 20 sekund odecital hmotnost smési
a celd analyza probihala do konstantni hmotnosti (3 po sob¢ jdouci méfeni hmotnosti
nezaznamenaly rozdil). Po ukonceni pfistroj automaticky porovnal pocatecni a koncovou
hmotnost smési a pomoci nich urcil procentualni hodnotu obsahu suSiny. Méieni bylo opét

provadéno nékolikrat a vysledky primérovany.

2.16.Priprava vzorki k analyze polyfenolii a antioxida¢ni kapacity

Vzorky tyCinkového tésta pouzité k analyze byly rozmélnény v tfeci misce. Z kazdého
vzorku bylo odebrano dvakrat 5 g materidlu (s analytickou piesnosti, viz tabulka 4).
Odebrané navazky byly néasledné ve zkumavkach smichany s 20 ml 80% vodného roztoku
methanolu. VSechny navazky byly extrahovany v ultrazvukové 1azni po dobu 30 min. Po
extrakci byly obsahy zkumavek umistény do centrifugy a roztoky byly stoeny (5000 RPM,
10 min). Po centrifugaci byla z kazdé zkumavky pomoci pipety odebrana vrchni, ¢ird vrstva
roztoku (cca 5 ml) do ¢isté zkumavky. Takto pfipravené extrakty byly nasledné rozdéleny
do 2 podild (a, b) pro vétsi pocet opakovanych meéteni téhoz extraktu a uchovany pii

— 25 °C pro dalsi analyzu.

Tabulka 4 - prehled navazek tycinkovych smési pro extrakci

Odebrané navazky

SloZeni tésta pro extrakei [g]

T 4,9797
oleje
i om 5,1130
5,5441
20 pl oleje
5,0899
4,9501
40 pl oleje
5,2027
5,2236
80 pl oleje
5,2764
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2.17.Stanoveni celkového obsahu polyfenolickych latek

Stanoveni bylo provedeno metodou dle Folin-Ciocalteua. Pro tyto ucely byl pfipraven
zasobni roztok standardni latky — kyseliny gallové. Z tohoto roztoku byla fedénim do 10 ml
odmérnych ban€k piipravena kalibra¢ni fada. Piehled informaci o pfipravé kalibracnich

roztokl je uveden v tabulce 5.

Ptipravend koncentrace zasobniho roztoku kyseliny gallové byla 510 pg/ml (navazka

0,0255 g)

Tabulka 5- priprava kalibracnich roztokit pro stanoveni obsahu polyfenolickych latek

Roztok Pipetovany objem Koncentrace kyseliny
zasobniho roztoku [ml] gallové v roztoku [pg/ml]

Kal. roztok 1 0,5 25,5
Kal. roztok 2 1 51

Kal. roztok 3 1,5 76,5
Kal. roztok 4 2 102
Kal. roztok 5 3 153
Kal. roztok 6 4 204
Kal. roztok 7 6 306
Kal. roztok 8 8 408

Dale byly pfipraveny reakéni smési. Ve zkumavce bylo smichano vzdy 5 ml destilované
vody, 0,5 ml F-C ¢inidla nafedéného vpoméru 1:3 a 300 pl analyzovaného
extraktu/kalibra¢niho roztoku/80 % methanolu (slepy vzorek). Reakéni smés byla
protifepdna a ponechdna 5 min v temnu. Po 5 minutach byl do reak¢nich smési ptidan 1 ml
5% vodného roztoku uhli¢itanu sodného. Reakéni smési byly opét promichany a vraceny do
temna pro probéhnuti reakce na dobu 30 min. Tato reak¢ni doba byla experimentalné
stanovena jako optimalni sledovanim kinetiky reakce pomoci spektrofotometru. Graf
optimalizace je uveden v pfiloze (obrazek ¢. 2). Po ubéhnuti reakéni doby byly roztoky
naplnény do kyvety a spektrofotometrem byla zmé&fena jejich absorbance pii 765 nm proti

80% methanolu.
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Z absorbanci kalibracnich roztokti byla vytvorena kalibra¢ni zavislost. Do jeji rovnice byly
nasledné dosazeny hodnoty absorbanci extraktii (upravené o hodnotu absorbance slepého
vzorku) a tim vypocten celkovy obsah polyfenolickych latek v nich, vyjadieny jako
ekvivalentni koncentrace kyseliny gallové (GAE). Tento obsah byl dale pfepocitan na

mnozstvi v 1 g susiny analyzovaného vzorku.

2.18.Stanoveni antioxidacni kapacity tycinek

Toto stanoveni bylo provedeno metodou DPPH. Nebyla pfipravena zddna kalibra¢ni fada,

vysledky jsou pro Uc€ely porovnani uvaddény zjednodusené jako % inhibice volného radikalu.

Reakéni smés byla pfipravena smichanim 5 ml Cerstvé pfipraveného methanolického
roztoku DPPH radikalu s 300 pl analyzovaného extraktu/80% methanolu (slepy vzorek).
Reakéni smés byla vlozena do temna na 30 min. Tato reakéni doba byla rovnéz
experimentalné stanovena jako optimdlni sledovanim kinetiky reakce pomoci
spektrofotometru pii 517 nm. Graf optimalizace je uveden v ptiloze (obrazek ¢. 3). Po
ub¢hnuti reakéni doby byly roztoky naplnény do kyvety a spektrofotometrem byla zmétena

jejich absorbance pii 517 nm proti 80% methanolu.

Naméfené hodnoty absorbanci byly porovnany s hodnotou absorbance slepého vzorku (kde
predpokladame nulové zhaseni radikalu) a byla vypoctena % inhibice volného radikalu podle

vztahu 3:

I (%) = A"A;OA”Z «100 3)

kde Ao je absorbance slepého vzorku a Ay, je absorbance analyzovaného vzorku.

52



3. VYSLEDKY A DISKUSE

3.1.Vysledky mikrobiologickych rozboriu surovin

Tabulka 6 - vysledné hodnoty kolonie tvoricich jednotek (CFU)/g rozborii jednotlivych surovin pro vyrobu

tycinek
Suroviny
, Mandle Datle Meruiky Skorice O " Med
Stanovené vlo¢ky
mikroorganismy
B. cereus (CFU/g) < 10? <10? <10? <10? <10° <10?
Celkové pocty
mikroorganismii <10 345 <10 2,8x 10° <10 <10
(CFU/g)
Koagulaza-
pOZitiVni 2 2 2 2 2 2
stafylokoky <10 <10 <10 <10 <10 <10
(CFU/g)
Koliformni
bakterie (CFU/g) 10 =10 <10 <10 <10 <10
Celed’
Enterobacteriaceae <10 <10 <10 <10 <10 <10
(CFU/g)
Clostridium
perfiingens <10° <10? <10? <10? <10? <10?
(CFU/g)
Kvasinky (CFU/g) <10>  <10? <10? <10? <10? <10?
Plisné& (CFU/g) <10? <10? <10? <10? <10? <10?
Osmofilni
mikroorganismy = < 10? <10? <10? <10? <10? <10?
(CFU/g)
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Z vysledki mikrobiologickych rozbort surovin je vidét, Ze v prevazné vétsing piipada byly
suroviny vyborné mikrobiologické Cistoty. U zadné z testovanych potravin nebyl nalezen
zadny vyskyt pievazné vétSiny skupin mikrobiologickych kontaminantti. Berthold-Pluta
et al. (2021) a Sajad Shah et al. (2022) ve svych pracich uvadi podobné vysledky rozbora
suSeného ovoce a ofecht. Jejich antimikrobidlni ochrana procesem suSeni zabraiuje
mnozeni bakterii a plisni. Sereia et al. (2017) pisi ve své publikaci o slabé mikrobialni
kontaminaci medt, kterd bézné nepiesahuje 10> CFU/g. Jedinou vyjimkou byl rozbor na
vSeobecnou kontaminaci pomoci pudy GTK. Na té byl nalezen maly narast bakterii
u suSenych datli a ve skofici. VEtsi koncentrace CFU/g ve skofici je nejspiS dusledkem
pfitomnosti spor, které jsou pomérné béznym a c¢astym kontaminantem koteni, jak uvadi
napt. Mathot et al. (2021) ¢i Carlin (2011). Dalsi kolonie byly v malém poctu nalezeny i na
pudach MYP. Z obou téchto ptid byly kolonie izolovany na krevni agar pro identifikaci. Na
zaklad¢ identifikace z pid GTK a MYP byly tyto kolonie oznaceny jako ptislusnici rodu
Bacillus. To bylo nésledn¢ potvrzeno pomoci Gramova barveni (grampozitivni tyCinky).
Protoze se nejednalo o druh B. cereus, byla tato kontaminace zanedbatelna. VSechny

suroviny byly déale pouZzity pro vyrobu raw ty€inek a dal$i experimenty.
3.2.Vysledek mikrobiologického rozboru po pripravé tésta

Tabulka 7 - vysledné hodnoty kolonie tvoricich jednotek (CFU) na gram tésta z rozboru tésta pro

kontrolu kontaminace

. Stanovel.ly B. cereus C.elkove po.ctyo Plisné Kvasinky
mikroorganismus mikroorganismi
Vysledné CFU/g <10° <10? <10° <10°

Rozbor tésta po jeho piipraveé neukazal zddnou vyznamnou kontaminaci. Na pidach GTK
a MYP byl pozorovatelny maly vyskyt kolonii rodu Bacillus, pravdépodobné v disledku
pouziti slab& kontaminovanych datli a skofice. Tentokrat vSak byl vyskyt kolonii na miskéach
ptili§ maly (< 10 kolonii), aby bylo misky moZné pocitat a pouZzit ve vypoctu. Proto byla
koncentrace CFU/g dle normy CSN EN ISO 7932 uréena jako pod minimalni pogitatelnou
hodnotou. Kontaminace rodem Bacillus pro ucely experimentu neni zdvadni a oproti
samotnym surovindm je vyrazné¢ mensi, tésto bylo tedy pfipraveno asepticky a bylo tak

mozné piejit k jeho uskladnéni.
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3.3.Vysledek BCET-RPLA testu pro vybér kultury Bacillus cereus

Pii mém pouziti testu byla aglutinace u kultury Bacillus cereus ATCC 7064 z BHI bujonu
pozorovatelnd pii vSech fedénich. Aglutinace u zadné z dalSich kombinaci nebyla
pozorovatelnd az do nejvyssiho zfedéni. Z vysledku je tedy patrné, ze ideédlni kulturou
a prostiedim pro mé potieby je kultura Bacillus cereus ATCC 7064 inkubovana v BHI

bujonu. Pro experimenty byla tedy pouzita tato kultura.

3.4.Ucinky rymovnikového esencialniho oleje na narist B. cereus v raw

tyCinkach

Tabulka 8 - priimérné hodnoty kolonie tvoricich jednotek (CFU) na gram tésta zaockovaného B. cereus s

piidavky oleje
MnoZstvi oleje a ¢as odbéru vzorku Vypo¢itané CFU [*10%]/g
0 pl oleje; okamzité 52+2,5
20 pl oleje; okamzité 28+1,4
40 pl oleje; okamzité 2,2+0,9
80 pl oleje; okamzité 1,3+0,5
0 pl oleje; po 24 h 2,7+14
20 pl oleje; po 24 h 1,5+0,7
40 pl oleje; po 24 h 1,2+0,6
80 pl oleje; po 24 h 0,72 + 0,35

Na prvni pohled je jasné, Ze pfidavek rymovnikového oleje méa zasadni vliv na mnozstvi
mikrobidlni kontaminace B. cereus. JelikoZ rozbory byly provedeny ihned po pfiprave
tyCinek, vyplyva z vysledku také, Ze pridany olej méa okamzité antimikrobidlni ¢inky. Pro
pozorovani jeho plsobeni tak neni tfeba ¢ekat na prob&hnuti suseni. Dle studii Aguiar et al.
(2015); Akuegbe et al. (2021); Arumugam et al. (2016) a Sivaranjani et al. (2019) je
antimikrobialni pisobeni zpiisobeno ptitomnosti zndmych antimikrobialnich sloucenin jako
carvacrol, thymol, y-terpinen, (E)-a-bergamoten atd. v rymovnikovym oleji, které narusu;ji
bunéné membrany bakterii a tim dojde k jejich usmrceni (Ashaari et al., 2021). V kazdé
studii je také uveden rozdilny pomér zastoupeni téchto slozek, ktery je vysvétlen rtiznou

oblasti a dobou rlstu rostliny. S rostoucim mnoZstvim oleje v tyCince roste i jeho
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antimikrobidlni uc¢inek a klesd tak koncentrace Bacillus cereus. Ten je ocividné na
ptitomnost a pasobeni sloucenin v oleji citlivy, coz bylo uspésné prokazano i ve studiich

Erny Sabrina et al. (2014); Manjamalai et al. (2012); Musila et al. (2017).

Zajimavym jevem je klesnuti koncentraci B. cereus ve vSech tyCinkach po 24 h inkubace pii
30 °C, kdy by byl ocekavatelny spiSe nariist koncentraci. Prvni potencidlni pfi¢inou bylo
pusobeni rymovnikového oleje. Ta byla vSak vyloucena, jelikoz k poklesu CFU/g doslo
v disledku slozeni tyCinek. Ta byla testovana analyzou aktivity vody v tyCinkéch.
Opakovanym meéfenim byla ziskdna hodnota aw = 0,786. Tato hodnota aktivity neni
povazovana za optimalni pro riist a pieziti bakterii (Stevenson et al. (2015); Subbiah et al.
(2020)) a mohla by vysvétlovat pokles koncentrace B. cereus v ty¢inkach. Je nutné také vzit
v potaz potencialni obsah antimikrobidlnich slouc¢enin a konzervantti v pouzitych surovinach

(napf. oxid sificity).

Ve druhém provedeni experimentu byla koncentrace B. cereus zaockovana do tésta zhruba
dvakrat vétsi. To bylo pravdépodobné zplsobeno pouze vétSim mnozstvim bunék
odebranym z Petriho misek. Vysledek experimentu potvrdil zavéry z prvniho opakovéni. Po
pridavku esencidlniho oleje byly v okamzitém rozboru pozorovany vyrazné antimikrobialni
ucinky. S rostoucim mnozstvim oleje v tyCinkdch opét klesla koncentrace B. cereus.
Vyznamny rozdil bylo moZzné pozorovat jiZ u ty€inky s nejmenSim mnoZstvim oleje. Ostatni
ptidavky zplsobily imérné silngjsi inhibici nartstu.

Také vysledek rozboru po 24 h suseni z druhého experimentu byl srovnatelny s vysledkem
prvniho opakovani. Koncentrace B. cereus v tyCinkach opét poklesla o necelou polovinu.
Tento rozdil byl opét pfisouzen poklesu aktivity vody v ty¢inkovém tésté, kterd nebyla

dostacujici pro optimalni pteziti bakterii (0,786).

Celkové byly oba experimenty shleddny uspéSnymi. V obou opakovanich se podatilo
prokézat a kvantifikovat antimikrobidlni ucinek rymovnikového esencialniho oleje.
Z vypoctenych hodnot CFU/g v jednotlivych ty€inkach byla sestavena tabulka
procentudlniho sniZeni nariistu B. cereus vlivem ptidavku rymovnikového oleje (viz tabulka

9).
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Tabulka 9 — vysledky procentualniho snizeni naristu B. cereus v tycinkdch s riznym obsahem oleje

Ty¢inka % inhibice po¢tu CFU/g
20 pl oleje 45,50+ 1,30
40 pl oleje 57,43 +£1,49
80 pl oleje 73,68 £ 1,26

S rostoucim mnozstvim rymovnikového oleje v ty€ince rostla i mira inhibice nartstu
B. cereus. U tycCinek s 20 ul byla vypocitdna primérnd hodnota inhibice riistu kolonii jako
45,50 %, u ty¢inek se 40 pl jako 57,43 % a u ty¢inek s 80 ul jako 73,68 %. Vyrazny rozdil
je mozné pozorovat jiz pti ptidavku 20 pl, antimikrobidlni ucinky oleje jsou pomérné silné.
Na ziskané vysledky nebyly aplikovany statistické testy z divodu nedostate¢ného mnozstvi
dat (2 opakovéani). Rozdily v nartstech jsou vSak patrné. Ve studii Musila et al. (2017) bylo
dosazeno podobnych inhibi¢nich vysledkd u bakterii Staphylococcus aureus a Bacillus
cereus s pouZzitim koncentraci rymovnikového oleje 25 a 40 mg/ml. Studie od Sivaranjani et
al. (2019) prokézala inhibici ristu B. cereus pti koncentracich rymovnikového oleje 50
a 100 mg/ml. Ve studiich Ayari et al. (2020) nebo Kang et al. (2018) byly testovany
a potrvzeny antimikrobidlni ucinky jinych esencialnich oleji (tymidnovy, bazalkovy,
skotficovy, mentholovy atd.) v podobnych koncentracich na rtzné bakterie, mezi nimi
1 B. cereus. Ve studii Yang et al. (2023) byly prokazany antimikrobialni G¢inky par

esencialnich oleji z oregana, citronové travy ¢i tymianu na B. cereus.

Porovnani antimikrobialnich uc¢inkti rymovnikového oleje mélo byt provedeno také pomoci
komeréniho BCET-RPLA testu na srovnani mnozstvi vyprodukovaného enterotoxinu.
Vysledky tohoto testu v8ak neprokéazaly Zadny rozdil mezi jednotlivymi ty¢inkami. Test byl

nejspis proveden nespravné.

3.5.Vysledky analyzy aktivity vody v ty¢inkovém tésté

Opakovanym méfenim aktivity vody pomoci pfistroje Aqualab byla v tésté pied zamraZzenim
nalezena hodnota aktivity 0,899 + 0,018. Takova aktivita je na spodni hranici optimélniho
rozmezi aktivit pro preziti bakterii (0,9 — 1) (Stevenson et al., 2015). Tésto tedy jesté bylo

vhodnym prostfedim pro jejich riist a mnozeni.
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Po zamrazeni na -80 °C a op€tovném rozmrazeni té€sta po n¢kolika tydnech byla jeho aktivita
vody testovana znovu, jelikoz tésto pouzité v experimentu proslo timto procesem. V tomto
piipadé byla u té€sta naméfena hodnota aktivity 0,786 = 0,013. Tato hodnota je jiz pomérné
vzdalena od rozmezi 0,9 — 1 a rozmrazené t€sto tak jiz neni idealnim prosttedim pro bakterie.
Tento fakt nejspis vysvétluje, pro€ pocty B. cereus uvniti ty€inek klesly po 24 h inkubace.
Pomoci dvouvybérového t-testu byly hodnoty aktivit srovnany a oznaceny jako statisticky

vyznamn¢ rozdilné (p < 0,05).
3.6.Vysledky analyzy obsahu suSiny v ty¢inkovém tésté

Tabulka 10 - navazky a stanovené obsahy susiny tycinek s rymovnikovym olejem, riizna pismenka v hornim

indexu znaci statisticky vyznamné rozdilné hodnoty (ANOVA) (p > 0,05)

Pristrojem stanoveny

SloZeni ty¢inky NavaZena mnoZzstvi [g] obsah susiny [%]
Bez oleje 4,857; 3,614 79,56 + 0,132
20 pl oleje 3,237; 3,611 80,62 + 0,18
40 pl oleje 3,134; 2,881 80,01 £0,01*
80 pl oleje 3,433; 3,519 80,67 £ 0,50?

Susina ty¢inkového tésta je relativné velkym podilem jeho celkové hmotnosti. To je
vzhledem ke slozeni tésta oCekéavatelné. VétSina surovin (ovesné vlocky, mandle, skofice)
byla v momentu jejich pouZiti ve vyrobé v suSeném stavu. Jediné suroviny s obsahem vody
byly meruiiky a datle, které byly sice zakoupeny v suSeném stavu, ale pfed pouZitim byly
hodinu ponofeny ve vodé¢, a med. Z vysledki analyzy také vidime, ze ptidavek esencidlniho
oleje nemél na obsah suSiny zadny vliv (vysledek ANOVA, vliv parametru mnoZstvi
pfidavku oleje statisticky nevyznamny). VSechny tyCinky mély pfiblizn¢ stejny obsah
susiny, zhruba 80 %. Tento fakt je o¢ekavatelny z diivodu vysoké t€kavosti oleje, ktery se
béhem zéhtevu pii analyze pravdépodobné odpatil. Pfesné hodnoty obsahu suSiny byly

pouzity pii vyjadieni celkového obsahu polyfenolickych latek.

3.7.Vysledky analyzy celkového obsahu polyfenolickych latek
v ty¢inkovém tésté
Prométfenim absorbanci kalibracnich roztokii byla ziskdna kalibra¢ni zavislost, ktera je

uvedena na obrazku 1.
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Obrazek 1 - graf kalibracni zavislosti stanoveni celkovych polyfenolit metodou dle Folin-Ciocalteu

Z grafu kalibracni zévislosti vidime, ze kalibra¢ni zavislost je linearni v celém zkoumaném
rozsahu koncentraci. Kalibrace je tedy pfesnd a vhodné k pouziti pro kvantifikaci neznamé

koncentrace polyfenolickych latek ve vzorcich.

Naméiené hodnoty absorbance analyzovanych extrakti vzorkt byly dosazeny do rovnice
ziskané z kalibra¢niho grafu (viz obrazek 1). Tim byly vypocteny koncentrace celkovych
polyfenolickych latek jako ekvivalent kyseliny gallové (GAE) v 1 ml extraktu. Tyto hodnoty
byly dale upraveny dle ptislusnych reakénich podminek (extrakce do 20 ml, pfepocetna 1 g
vzorku podle navazky, piepocet na 1 g suSiny podle obsahu suSiny). Tyto podminky a finalni

vysledky jsou uvedeny v tabulce 11.
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Tabulka 11 - vypoctené obsahy celkovych polyfenolickych latek ve vzorcich raw tycinek (ekvivalent kyseliny

gallové GAE), riizna pismenka v hornim indexu znaci statisticky vyznamné rozdily (parové t-testy, p < 0,05)

Celkovy obsah Findlni celkovy
Analyzovany polyfenoli z rovnice obsah pol fenoi’ﬁ
extrakt [mg GAE/20 ml po'ytene
extraktu] [mg GAE/g suSiny]
0 pl oleje 4,54+ 0,17° 1,13 +£0,05%
20 pl oleje 5,19 +0,26° 1,21 +0,04°
40 pl oleje 5,44 £0,17° 1,34 +0,03°
80 ul oleje 5,78 £0,30° 1,37+ 0,07¢

Vysledky ukazuji, Ze celkovy obsah polyfenolickych latek v ty¢inkdch vzrostl s ptidavkem
rymovnikového oleje. Stanoveny obsah roste spolu s rostoucim mnozstvim oleje a u ty¢inek
s nejvetsim pridavkem je nejvyssi. Rozdil v obsahu polyfenoli u ty€inek s ptidavkem 40
a 80 ul oleje vSak jiz je statisticky nevyznamny. Rymovnikovy olej obsahuje smés
nejriznéjSich  sloucenin, mezi nimi napf. thymol, p-kumarovd kyselina ¢i
3-methoxygenkwanin (El-hawary et al. (2012); Akuegbe et al. (2021); Ali et al. (2012);
Arumugam et al. (2016)). Tyto slouceniny jsou fenolické povahy a vysvétluji pozorovany

rust jejich obsahu.

Zaroven je také jasné vidét, ze vSechny tyc¢inky vcetné té bez ptidaného esencialniho oleje
maji nenulovy obsah polyfenolickych latek. Ten je dokonce vyrazné€jsi nez obsah téchto latek
v ptidavku oleje. Primérny obsah polyfenoli v ty€ince bez oleje je 1,13 mg GAE a v ty€ince
s 80 ul oleje 1,37 mg GAE. Ostatni pfidavky (20 a 40 pl) maji celkové obsahy
polyfenolickych latek 1,21 a 1,34 mg GAE ve stejném potadi. Rymovnikovy olej tak
rozhodné neni jedinym zdrojem téchto latek ve smési. Polyfenolické latky jsou obsazeny
v mnoha surovinach pouZzitych na ptipravu tyCinek, napf. rutin, kvercetin ¢i katechin v medu
a ve skofici (Ayoub et al. (2023); Rao a Gan, 2014), nebo rtizné fenolkarboxylové kyseliny

v datlich (gallova, hydroxybenzoov4, vanilova ¢i p-kumarovd) (Eid et al., 2014).
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3.8.Vysledky analyzy antioxida¢ni kapacity ty€inkového tésta

Z hodnot absorbanci reak¢nich smési analyzovanych extraktii byly vypocteny % inhibice
volného radikélu pomoci hodnoty absorbance slepého vzorku s predpokladanou nulovou
inhibici. Z méfeni bylo odstranéno né¢kolik odlehlych bodi, které zkreslovaly vysledky.
Vysledky jsou uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 12 - vypoctené % inhibice DPPH radikalu v analyzovanych extraktech, riizna pismenka v hornim

indexu znaci statisticky vyznamné rozdilné hodnoty (parové t-testy, p < 0,05)

Analyzovany extrakt Vypoctena % inhibice
0 pl oleje 55,00 + 0,70?
20 pl oleje 64,03 = 1,81°
40 pl oleje 71,82 +1,02°
80 pul oleje 79,01 + 1,294

Vysledky ukazuji velmi vyrazny rast antioxidaéni kapacity u tyCinek s pfidanym
esencialnim olejem navzdory pouze malym objemim ptidavku. TyCinky s nejvetSsim
mnozstvim oleje — 80 pl — maji velmi dobrou schopnost zhaset volné radikaly, jejich inhibice
dosahuje praimérné 79,01 %. To je vyrazné zlepSeni inhibi¢ni schopnosti oproti tyCince bez
esencidlniho oleje (primérné 55,00 %). Dalsi piidavky, 20 a 40 pl, zpsobuji téméf linearni

rust schopnosti inhibice radikali (64,03 a 71,82 %).

ZlepSeni antioxidacni kapacity tyCinek je vysvétleno sloZenim rymovnikového oleje. Ten
obsahuje latky jako napt. thymol ¢i carvacrol (Senthilkumar a Venkatesalu (2010); Akuegbe
et al., 2021). Ob¢ tyto slouceniny maji vyrazny antioxidacni Gi€inek a jsou v oleji obsaZeny

ve vysokych koncentracich (Ali et al., 2012).

Zaroven je patrné, Ze 1 ty€inka bez piidaného rymovnikového oleje vykazuje vyznamnou
antioxidacéni kapacitu (55,0 %). Ta je dana surovinami pouZitymi pro pfipravu ty¢inek. Mezi
vyznamné zdroje antioxidantl fadime z pouzitych surovin med, skofici ¢i suSené ovoce, coz
jsou potraviny s obsahem polyfenolickych latek, které maji antioxidacni G¢inky. DalSim
dobrym zdrojem antioxidantii jsou i mandle, obsahujici pomérné velké mnozstvi vitaminu E

(Chen et al., 2006).
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4. ZAVER

V teoretické Casti prace byly popsany vSechny okruhy informaci podstatné pro vypracovani
a provedeni experimentu. Byl pfiblizen raw zpiisob stravovani, ktery se zaslouzil o vznik
potravin, jako jsou raw tyCinky. Byla popsana technologie raw tycinek, jejich
mikrobiologicka kvalita a nedostatky. Vypracovana byla rovnéz ¢ast o bakterii Bacillus
cereus, ktera byla nasledné pouzita v experimentu, stejné jako esencidlni olej z rostliny
Rymovniku citronového. Nakonec byly popsany vSechny v experimentu pouzité analytické

metody.

Praktickd ¢ast se zabyvala raw tyCinkami a jejich analyzou. Byly nakoupeny
a mikrobiologicky rozebrany potiebné suroviny. Ty byly nasledné prokazany jako
nekontaminované nebo s kontaminaci, ktera nepiekazela provedeni experimentu. Ze surovin
bylo pfipraveno ty¢inkové tésto. Toto tésto bylo v n¢kolika opakovanich experimentu uméle
zaoCkovano vhodnou kulturou Bacillus cereus a uritym mnozstvim vlastnoruéné
vyrobeného rymovnikového oleje. U takto pfipravenych tyCinek byla sledovéana jejich
mikrobiologicka kvalita a jeji potencialni vylepSeni diky pfidanému oleji. Bylo zjiSténo, ze
esencialni olej ma za nésledek okamzité a vyrazné sniZzeni poctu kolonii tvoficich jednotek

v téchto tyc¢inkéch.

Dale byly tyCinky testovany analyticky za ucelem zjiSténi, zda pfidany rymovnikovy olej
dokéze vyznamné ovlivnit dalsi vlastnosti raw tycCinek, jako obsah polyfenolickych latek
v nich ¢i jejich antioxidacni kapacitu. Metodou dle Folin-Ciocalteu byly stanoveny hodnoty
celkového obsahu polyfenolickych latek, ze kterych bylo patrné vyrazné navySeni jejich
obsahu v tyCinkédch s pfidanym olejem. Také metoda DPPH pro stanoveni antioxidacni
kapacity ukézala, Ze ptidavek oleje mél za nasledek rlst antioxidacnich ucinkl tycinek.
Polyfenolické 1 antioxida¢ni latky byly v ty€inkach obsaZeny i bez oleje, ten vSak jejich

obsah a u¢inky vyznamné zlepsil.

Na zaklad¢ téchto zjisténi jsem dosel k zavéru, Ze ptridavek rymovnikového esencialniho
oleje se zaslouzil o zlepSeni mikrobiologické kvality raw tyCinek a soucasné€ i1 o zlepSeni

dalSich jejich vlastnosti.
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Obrazek 4 - mikrobiologicky rozbor surovin (foto autor)

Obrazek 5 - destilacni aparatura pro destilaci rymovnikového oleje (foto autor)
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Obrazek 6 - detail na jimani predestilovaného oleje (foto autor)
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Obrazek 7 - pripravené a vytvarované raw tycinky s riznymi pridavky oleje (foto autor)

Obrazek 8 - mikrobiologické rozbory jednotlivych raw tycinek (foto autor)
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