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Abstract: Raw food diet, raw foodism (rawism) or vitarianism is a diet based on consuming
mainly or even exclusively uncooked food up to a temperature of 42 °C. Raw food is rich in
fibre, minerals, antioxidants and vitamins. Mixing, juicing, soaking, sprouting and fermenting
are integral in raw diets The only heating allowed is with a dehydrator. However, uncooked
food is at risk of bacterial contamination or even food poisoning.

Microbial representation was determined for raw bread prepared according to a recipe for
alternative ways of eating. Mold was visible on the bread surface after three days of storage at
room temperature. We also investigated the influence of the microbial representation and the
amount of antioxidants in the prepared raw bread depending on the presence of Lactobacillus
acidophilus and Fusarium. The effect of Lactobacillus acidophilus on the growth and
multiplication of Fusarium langsethiae in raw bread was not confirmed. But the effect of
Lactobacillus acidophilus on the production of mycotoxins was established (T-2, HT-2,
neosolaniol, diacetoxyscirpenol). According to our results, this bread should therefore be
consumed immediately and not stored.
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UvOD

Raw veganstvi, vitarianstvi nebo syrova strava, znamenaji zptisob stravovani ¢i stravu,
pii které se konzumuji pfevazné nebo vyhradné nezpracované a tepeln€ neupravené potraviny
(Awuchi et al., 2020). Dle Ferratové et al. (2019) nesmi teplota Gpravy stravy ptresahnout
42-45 °C. Mezi povolené potraviny patii ovoce, zelenina, seminka a ofechy, vejce, maso, ryby,
moiské fasy, med, mléko a mlééné vyrobky. Strava miZze obsahovat jednoduse zpracované
potraviny, jako jsou fermentované potraviny (zeli, kimchi), syr, jogurt ¢i kefir, dale nakladané,
dehydratované, mrazené potraviny a oleje lisované za studena. Povolené vSak nejsou Upravy
jako homogenizace, pasterace ¢i pouziti pesticidli, hnojiv nebo potravinaiskych aditiv
(Ferrarova et al., 2019; Raba et al., 2019; Awuchi et al., 2020).

MATERIAL A METODIKA

Raw chléb byl pfipraven podle zasad raw stravovani (vitarianstvi). V prvotni fazi
vyzkumu byl proveden mikrobiologicky rozbor pouzitych surovin (Tabulka 1). Po sterilnim
otevieni byly odebrany reprezentativni vzorky surovin o hmotnosti 10 g do homogeniza¢niho
sacku. Jednotlivé navazky surovin byly zhomogenizovany s 90 ml fyziologického roztoku
s peptonem. Vyjimkou byla chia seminka, provensalské koteni a psyllium, jejichz navazka byla
2 g. Pro homogenizaci téchto surovin bylo pouzito 98 ml fyziologického roztoku s peptonem.
Homogenizaci jsme ziskali prvni fedéni (107"). Poté byl odebran 1 ml vychozi suspenze do
zkumavky s 9 ml fyziologického roztoku s peptonem (popt. peptonové vody u datli), ¢imz
vzniklo druhé fedéni (107?). Opakovanim tohoto kroku, tedy odebranim 1 ml z fedéni druhého
do 9 ml fyziologického roztoku s peptonem (popi. peptonové vody) jsme ziskali tieti fedéni
(1073). Redéni &tvrté (10%) vzniklo naslednym odebranim 1 ml z tfetiho fedéni do 9 ml
fyziologického roztoku s peptonem (popt. peptonové vody). Vzdy byla zockovéana dvé fedéni
ve dvou opakovénich (CSN EN ISO 6887-1).
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Tabulka 1 PouZité suroviny

Vyrobek Hmotnost [g] Vyrobce Zemé piivodu

Datle bez jader 250 Provita Ceska republika
Dynova mouka 250 Ingredience Ceska republika
Dyiiovd mouka 300 Zdravi z ptirody Ceska republika
Dyiiovd mouka 500 Natural Ceska republika
Chia semena 500 Provita Ceska republika
Provensalské koreni 25 Sonnentor Ceska republika
Psyllium 100 Valdemar GreSik — Natura Ceska republika
Sezam loupany 100 Country life Ceska republika
Slunecnicova mouka 300 Zdravi z ptirody Ceska republika
Stl motska jemna 1000 Country life Ceska republika

Stanoveni celkového poc¢tu mikroorganismi N [CFU] v 1 g vzorku bylo vypocitano

podle nésledujici rovnice:
— Xc
T V-(ny+0,1my)d (1)

kde >'c = soucet spocitanych kolonii z ploten pouzitych k vypoctu ze dvou po sobé
nasledujicich fedéni; V = objem inokula ockovaného vzorku do kazdé plotny [ml]; n; = pocet
ploten pouzitych k vypoctu z nizsiho fedéni; n» = pocet ploten pouzitych k vypoctu z vyssiho
fedéni; d =tedici faktor odpovidajici nizSimu fedéni (CSN ENISO 7218 zména A1; Kroutilova,
2017).

Pro stanoveni celkového poctu mezofilnich aerobnich a fakultativné anaerobnich
mikroorganismu bylo pouzito III. a IV. fedéni jak pro metodu zalivu 1 ml inokula rozehtatou
pudou GTK (Plate Count Agar), tak pro metodu roztéru 0,1 ml inokula L-hokejkou na GTK
agar. Plotny byly inkubovany pii 30 °C 24-48 hodin (CSN EN ISO 4833-2). Podle vyse
zminéné rovnice (7) byl nasledné stanoven celkovy pocet mikroorganismu.

I. a II. fedéni bylo pouzito pro stanoveni poctu koliformnich bakterii metodou zéalivu
1 ml inokula piidou VCZL (Violet Red Bile Agar). Pidy byly inkubovany pii 30 °C
24-48 hodin (CSN ISO 4832 s modifikaci). Nasledné byly spogitany narostlé Eervenofialové
kolonie a byl stanoven poc¢et mikroorganismt v 1 g vzorku dle rovnice (7).

Pro zjisténi poctu kvasinek a plisni bylo na ptidu DRBC (Dichloran Medium Base with
Rose Bengal) inokulovano a L-hokejkou rozetteno 0,1 ml II. a IIl. fedéni. Po inkubaci
probihajici pii 25 °C 5 dni byly dle rovnice () stanoveny podty (CSN ISO 21527-1).

Ke stanoveni xerofilich plisni bylo metodou roztéru inokulovano 0,1 ml I. a II. fedéni
na pudy DG18 (Dichloran Glycerol Medium Base). Po 30 dnech pti 25 °C byly stanoveny pocty
s vyuzitim rovnice (7) (CSN ISO 21527-2 s modifikaci).

Stanoveni poctu bakterii rodu Bacillus cereus bylo provedeno metodou roztéru. Pady
MYP (Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar Base) byly naockovany inokulem 0,1 ml
IL. a III. fedéni. Po inkubaci pii 37 °C po dobu 24-48 hodin byly spocitany pocty podle rovnice
(1) (CSN EN ISO 7932 s modifikaci).

Druhé ¢ast vyzkumu byla zaméfena na ptipravu raw chleba, jeho mikrobiologickou
a chemickou analyzu. Raw chléb byl pfipraven podle receptu na webové strance RAWMANIA
(s ¢astecnou upravou) v souladu se zdsadami aseptické prace. V mixéru byly rozmixovany datle
(4 kusy) spole¢né s nabobtnanym psylliem (4 1zicky ve 150 ml sterilni destilované vody) a chia
seminky (3 1Zi€ky v 75 ml sterilni destilované vody). Hmota z mixéru byla zapracovana do
sypké smési obsahujici slunecnicovou (225 g) a dynovou mouku (100 g), sezam (3 1zice),
provensalské koteni (1 1zice), lahtidkové drozdi (4 1zicky) a sil (1 1zicka) (Raw slune¢nicovy
chléb, 2014). Vytvoteny bochanek byl nasledné nakrijen na ctvrtiny. Y chleba nebyla
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zaockovana a byla ponechana jako negativni kontrola (NK). Dalsi % chleba byla zaockovana
1 ml Lactobacillus acidophilus (LA) odpovidajici 4 jednotkdm McFarlandovy zakalové
stupnice, tedy 7,8 x 10° CFU.g"!. Tieti % chleba byla zaotkovana 1 ml plisni Fusarium
langsethiae (FU). Posledni "4 chleba byla zaoCkovana 1 ml Lactobacillus acidophilus
(8,4 x 10° CFU.g") a 1 ml Fusarium langsethiae (orientaéné 1,4 x 10* CFU.g!) (LA + FU).
Jednotlivé ¢tvrtiny chleba byly nakrajeny na 0,5 mm pléatky ovalného tvaru. Po rozloZeni na
miizku byly suSeny v termostatu pti 41,5 °C po dobu 5 hodin.

Byla provedena mikrobiologicka analyza tésta pied susenim a nasledn¢ i samotného raw
chleba, tedy tésta po péti hodinach suSeni. Ze vzorku tésta nebo ususeného chleba bylo
navazeno 10 g vzorku, k némuz bylo pfidano 90 ml fyziologického roztoku s peptonem.
Ockovano bylo I. a II. fedéni. Stanoveni probihalo obdobnym zptisobem jako pii rozboru
jednotlivych surovin popsanym vyse. Navic byl v tésté¢ i raw chlebu stanovovan pocet bakterii
rodu Lactobacillus, kdy byly pudy MRS (Lactobacillus MRS agar) zaockovany 0,1 ml inokula
piislusného tedéni. Inokulum bylo rozetfeno pomoci L-hokejky. Plotny byly inkubovany
v mikroaerofilnim prostiedi 3 dny pii 37 °C, poté byly spocitdny pocty bakterii rodu
Lactobacillus podle rovnice (1) (CSN 56 0094).

VYSLEDKY A DISKUSE

Identifikace plisni probéhla na zakladé makroskopickych a mikroskopickych znaki.
Kvasinky a bakterie byly identifikovany pomoci vzhledu kolonii na jednotlivych agarech, dale
pomoci Gramova barveni a biochemickych testii. V nékterych piipadech bylo k urceni
mikroorganismli pouzito MALDI-TOF MS ve spolupraci s firmou MeDila spol. s.r.o.,
Pardubice. Celkové pocty mezofilnich aerobnich a fakultativné anaerobnich mikroorganismt
byly stanoveny na pidach GTK. Pro detekci presumptivniho Bacillus cereus byla pouzita ptida
MYP. Pada VCZL slouzila k detekci koliformnich mikroorganismi. Ke stanoveni poétu
kvasinek a plisni s aktivitou vody vyssi nez 0,95 byl rozbor proveden na pidach DG18 a pida
DRBC byla pro detekci osmofilnich kvasinek a plisni (Tabulka 2 a Tabulka 3).

Tabulka 2 Mikrobiologicky rozbor surovin pouzitych k vyrobé raw chleba

Surovina Pocet mikroorganismii [CFU:g'l] na jednotlivych pidach
GTK MYP VCZL DRBC DG18
Dynova mouka <1,0x10® |1,1x10* <1,0x 10" | 1,0x10° 1,4x 10°
Dyiova mouka 2 <1,0x10® | <1,0x10° | <1,0x10" | <1,0x10%> | <1,0x10?
Dyfova mouka 3 <10x10° | <1,0x10° |<1,0x10" |<1,0x 102 | <1,0 x 102
Slune¢nicova mouka <1,0x10° | <1,0x10° | <1,0x10" | <1,0x10*> |<1,0x10?
Sezam <1,0x10° |<1,0x10° |<1,0x10' | <1,0x10*> |<1,0x10?
Susené drozdi <1,0x10° | <1,0x10° |<1,0x10' | <1,0x10*> |<1,0x10?
Chia semena <50x10° | <50x10° |<50x10" [<50x10* |25x10°
Datle <10x10° | <1,0x10° | <1,0x10" |<1,0x 102 | <1,0x 10
Psyllium pierostlé <5,0x10° |33x10° <5,0x10% | <5,0x10%
Provensalské kofeni <50x10° | <50x10° |7,5x10% <5,0x10* | <5,0x10%

GTK (Plate Count Agar) = agar s glukozou, tryptonem a kvasnicnym extraktem ke stanoveni celkového poctu
mikroorganismt; MYP (Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar Base) = agar pro pocitani a izolaci Bacillus cereus
v potravinach; VCZL (Violet Red Bile Agar) = agar s laktozou, krystalovou violeti, neutralni ¢erveni a Zlu¢ovymi
solemi ke stanoveni koliformnich bakterii; DRBC (Dichloran Medium Base with Rose
Bengal) = chloramfenikolovy agar s dichloranem a bengalskou cerveni, DG18 (Dichloran Glycerol Medium
Base) = dichlornan glycerolovy agar pro stanoveni poctu kvasinek a plisni.

Z mikrobiologického rozboru jednotlivych surovin pouzitych k ptipravé raw chleba
byla zjisténa vysokd kontaminace dynové mouky plisnémi Aspergillus spp., Penicillium spp.

46



a rodu Mucor. Déle byla potvrzena ptitomnost Bacillus spp. a kvasinek. Z tohoto diivodu byla
tato surovina vyfazena a nahrazena dynovou moukou jinych vyrobcti. Dynové mouka 2 a 3
vykazovaly celkové niz$i nartist na pidach MYP, DRBC a DG18 a zaroven byly tyto nartsty
niz$i nez limit metody. Také sluneCnicova mouka, sezam a suSené¢ drozdi vykazovaly nizsi
hodnoty, nez jsou limity metody. Ve studii Fay et al. (2021) byl identifikovan toxinogenni
Bacillus cereus na povrchu i vné sezamovych semen. Chia semena obsahovala xerofilni plisné
v hodnoté& 2,5 x 10* CFU/g. Pfi mikrobiologickém rozboru datli byla prokazana piitomnost
plisn¢ Aspergillus brasiliensis. Kolonie Bacillus licheniformis, Cronobacter sakazakii, plisné
rodu Penicilium a kvasinky byly detekovany v psylliu. Provensalské bio kofeni vykazovalo
piitomnost koliformnich bakterii (7,5 x 10> CFU/g). Oproti experimentalni ¢asti v praci autorky
Prochéazkové (2016) bylo nami testované kofeni vyznamné méné€ kontaminované.
Mikrobiologicky rozbor tésta i chleba ukazal piitomnost Bacillus licheniformis,
Cronobacter sakazakii, kvasinky, Aspergillus spp., Penicillium spp. a Mucor spp., které se do
raw chleba dostaly jiz surovinami. Krom¢ vyse zminénych ptid byl pro mikrobiologicky rozbor
tésta a raw chleba pouzit navic MRS agar (Tabulka 3). MRS agar slouzil ke stanoveni
zaockovaného Lactobacillus acidophilus a vysledky ukazuji o jeden fad niz§i nartst. Pro
hodnoceni vlivu Lactobacillus acidophilus na rust plisni rodu Fusarium langsethiae bylo
zapotiebi delsi inkubace, ackoli se jiz po 3 dnech objevila viditelnd pliseii. Divodem byly
neuspokojivé vysledky mikrobiologického rozboru tésta a chleba ihned po ususeni. Vliv
Lactobacillus acidophilus na rast plisni rodu Fusarium langsethiae byl tedy hodnocen po
7 dnech pii pokojové teploté a nasledné byl proveden mikrobiologicky rozbor pro stanoveni
plisni. Radové byly hodnoty FU a LA + FU stejné (Tabulka 3, piida DRBC), coz naznaduje, Ze
Lactobacillus acidophilus neinhiboval rist Fusarium langsethiae. Ve spolupraci s Vyzkumnym
ustavem pivovarskym a sladatskym v Brné byl vSak prokazéan vliv Lactobacillus acidophilus
na produkci mykotoxini, kdy doslo k potla¢eni produkce mykotoxint (T-2, HT-2, neosolaniol,
diacetoxyscirpenol). V rozporu s nasimi vysledky je ovSem zjiSténi Salah-Abbes et al. (2021),
kdy bakterie Lactobacillus plantarum inhibovala rast Fusarium graminearum. Polty
koliformnich bakterii na ptidach VCZL se pohybovaly od 2,9 x 10> CFU/g do 4,2 x 10> CFU/g.

Tabulka 3 Pocty mikroorganismi stanovené v tésté a usuSeném raw chlebu

Pocet mikroorganismii [CFU.g!] na jednotlivych piidich
Typ chleba GTK MYP VCZL MRS DRBC
NK Tésto 1,9x 103 <1,0x 10> | 3,1x10? <1,0x 10> | <1,0x10%
Po suSeni 1,3x 103 <1,0x 10> | 3,7x 10? <1,0x 10> | <1,0x10?
LA Tésto 1,2x 103 <1,0x 10> | 4,1 x10? 6,0 x 10* <1,0x 10?
Po suseni 1,7 x 103 <1,0x10* | 2,9x10? 6,3 x 10* < 1,0 x 10?
FU Tésto 1,3x 103 <1,0x 10> | 3,8x 10? <1,0x10> | 7,8x 10°
Po suSeni 2,0x 103 <1,0x 10> | 4,2x 10? <1,0x 10> | 3,0x 10’
LA + FU Tésto 1,4x 10° <1,0x 10> | 4,1 x10? 6,3 x 10* 7.8x 10°
Po suseni 1,1 x 103 <1,0x 10> | 4,0x 10? 6,5 x 10* 2,8x 107

NK = negativni kontrola; LA = tésto zaoCkované Lactobacillus acidophilus; FU = tésto zaockované Fusarium
langsethiae; LA + FU = tésto zaoCkované Lactobacillus acidophilus a Fusarium langsethiae; GTK (Plate Count
Agar); MYP (Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar Base); VCZL (Violet Red Bile Agar); MRS (Lactobacillus
Agar, De Man, Rogosa and Sharpe); DRBC (Dichloran Medium Base with Rose Bengal).

ZAVER
Vitarianstvi je zaloZeno na tepelné ipravé potravin do maximalni teploty 42 °C. Diky
tomu je raw strava bohatd na vitaminy, mineralni latky a antioxidanty. Nevyhodou je vSak riziko
alimentarnich onemocnéni a intoxikaci. Nase vysledky ukazuji, Ze susenim pti 41,5 °C nedoslo
ke zméné poctu mikroorganismi a v téste 1 po ususeni raw chleba bylo jejich mnozstvi stejné.

47



Mikrobiologickym testovanim bylo prokézano, Zze mikroorganismy stanovené v raw chlebu
pochézely ze surovin pouzitych k jeho vyrobé. Ackoli mnohé studie naznacuji vliv laktobacila
na inhibici rastu plisni, v nasi studii nebylo toto tvrzeni potvrzeno. Po zaockovani raw chleba
bakteriemi Lactobacillus acidophilus a plisnémi rodu Fusarium byl prokdzan pouze vliv
Lactobacillus acidophilus na produkci mykotoxind. Chléb je dle naSich vysledki ureny k
okamzité spotiebé. Dukazem byla viditelnd plisent na povrchu chleba jiz po tiech dnech
skladovani pti pokojové teploté.
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