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ABSTRAKT:

Lucie Kasalova

Mikrobiologicka zatéz surovin pii prostojich v zasobnich tancich a zafizenich
Bakalaiska prace

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Zdravotnicka bioanalytika

Cil prace:

Cilem bakalatské prace je zjistit, zda suroviny pouzivané pro potravinaiskou
vyrobu je mozné vyuzivat po dobu doporuceného skladovani, ale i po uplynuti této
doby a v jaké mife jsou ovlivnény naristem mikrobil. Déle charakterizovat klasické
kultivaéni metody vyuzivané v mikrobiologii potravin a popsané postupy
stanovovani mikroorganismu v potravinach.

V experimentalni ¢asti, kterd se zabyva testovanim surovin (ovocnych
koncentratll) uchovavanych v zésobnich tancich, se pokusime zjistit, v jaké miie
podléhaji mikrobiologické zatézi. Pro porovnani vysledki experimentalni c¢asti
budou zvolena dvé mista odbéru vzorku — prvni na panelu u zdsobniho tanku, druhé

na michacim tanku, kdy jde surovina do vyrobni ¢asti.

Metody:
Teoretickd Cast je zaméfena na popis kultivacnich metod pouzivanych
v mikrobiologickych laboratotich pro stanoveni jednotlivych druhii mikroorganismd,
pfedevSim stanoveni celkového poctu mikroorganismi, stanoveni poctu plisni a
kvasinek atd.
V praktické casti byly sledovany odlisSnosti v po¢tech mikroorganismt
v ovocnych koncentratech pti prostojich ve vyrobni sféfe, kdy dochazelo k odbérim
vzorkil v priib&hu uzivani suroviny 3 krat az 6 krat. Ukolem této bakalaiské prace
bylo zjistit, v jaké mife se v suroviné nachazi mikrobiologicka zatéz a ovéfit, zda je

tato surovina samoudrzna i po uplynuti doby doporucené ke spotfebovani.



Vysledky:

Ve vzorcich ovocnych koncentrati byly pocitany jednotlivé stanovované
kolonie mikroorganismii. Pocitani kolonii bylo provadéno u kazdého vzorku
jable¢ného a hroznového koncentratu paraleln€ na dvou Petriho miskach.

Pro jable¢ny koncentrat je vhodna doba skladovéani v zasobnich tancich 2
meésice. Z vyslednych dat je patrno, Ze tato surovina miize byt oznacena jako
samoudrzna, protoze vysledky mikrobiologické zatéze odpovidaly mikrobiologickym
parametriim stanovenych pro skladovani v tancich jesté¢ o vice jak 2 mésice déle a
doslo tak k vyuziti celé suroviny pro vyrobu.

U hroznového koncentrdtu je tomu naopak. Ze ziskanych vysledki je
viditelny nartst mikrobidlni z4téZe s dobou skladovani, kdy v suroviné doslo k velké
mikrobidlni zatézi jesté pred skoncenim doporucené doby skladovani. Proto neni

mozné oznacit hroznovy koncentrat jako samoudrznou surovinu.

Zavéry:
Ze zjisténych vysledkl je patrné, Ze vysetfované suroviny se od sebe lisi. A to
jak slozenim, kde se liSi sacharidy (fruktéza v jableném koncentratu, D-glukdza

v hroznovém koncentratu), tak 1 naslednou mikrobiologickou zatézi, ktera byla

mnohem vy$$i u hroznového koncentratu, jak vyplyva ze ziskanych hodnot.

Klicova slova: ovocny koncentrat, mikroorganismy, kultivaéni metody



ABSTRACT:

Lucie Kasalova

Microbiological load of raw materials at downtimes in storage tanks and equipments
Bachelor thesis

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Health bioanalytics

Background:

The aim of bachelor thesis is to find out whether the raw materials, used for
food production, can be used for the recommended storage period but also after this
period and to what extent they are affected by the increase of microbes. Further
characterize the classical cultivation methods used in food microbiology and the
process for the determination of microorganisms in food.

In the experimental part, which deals with the testing of raw materials (fruit
concentrates) stored in storage tanks, we try to find out to what extent they are
subject to microbiological stress. For the comparison of the results of the
experimental part, two sampling points will be selected - the first on the panel for the
tank, the second on the mixing tank, where the raw material goes into the production

part.

Methods:

The theoretical part is focused on description of cultivation methods used in
microbiological laboratories for determination of individual microorganisms,
especially determination of total number of microorganisms, determination of
number of molds and yeasts etc.

In the practical part, the differences in the number of microorganisms in fruit
concentrates were observed in the production sphere, where the samples were taken
during the use of the raw material 3 times to 6 times. The aim of this work was to
find out to what extent the microbiological burden is found in the raw material and to
check if the raw material is self-sustaining even after the recommended period for

consumption.



Results:

In the fruit concentrate samples individual colonies of microorganisms were
counted. Counting colonies was performed on each sample of apple and grape
concentrate in parallel on two Petri dishes.

For Apple concentrate, storage times in storage tanks should be 2 months. It
can be seen from the results that this raw material can be labeled as self-sustaining
since the results of the microbiological load corresponded to the microbiological
parameters determined for storage in the tanks for more than 2 months longer and the
whole raw material for production was used.

The grape concentrate is the opposite. From the results obtained, the increase
of the microbial load with storage time is visible, when the raw material has a large
microbial load before the end of the recommended shelf life. Therefore, it is not

possible to mark grape concentrate as a self-sustaining raw material.

Conclusions:

The results found show that the raw materials under investigation differ from
one another. Both the composition of carbohydrates (fructose in apple concentrate,
D-glucose in grape concentrate) and the subsequent microbiological load, which was

much higher in the grape concentrate, as evidenced by the obtained values.

Keywords: fruit concentrate, microorganisms, cultivation methods
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ZADANI - CIL PRACE:
Cilem bakalatské prace je zjistit, zda suroviny pouzivané pro potravinaiskou

vyrobu je mozné vyuzivat po dobu doporuceného skladovani, ale i po uplynuti této
doby a v jaké mife jsou ovlivnény nartistem mikrobu.

V teoretické casti bylo cilem prace zpracovat reSerSi literatury na téma
mikrobiologie potravin. Dale charakterizovat klasické kultiva¢ni metody vyuzivané
v mikrobiologii potravin a popsané postupy stanovovani mikroorganismui
v potravinach.

V experimentalni Casti, ktera se zabyva testovanim surovin (ovocnych
koncentratll) uchovavanych v zasobnich tancich, se pokusime zjistit, v jaké mife
podléhaji mikrobiologické zatézi. Pro porovnani vysledkli experimentalni ¢asti
budou zvolena dvé mista odbéru vzorku — prvni na panelu u zasobniho tanku, druhé

na michacim tanku, kdy jde surovina do vyrobni ¢asti.
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ZKRATKY:

atd. = a tak dal

apod. = a podobné

BAT = bakterie rodu Alicyclobacillus
CP = celkovy pocet mikroorganismt
CS. = Cislo Sarze

DNA = deoxyribonukleova kyselina
HZKO = hroznovy koncentrat

JAKO = jable¢ny koncentrat

KTJ = kolonietvorné jednotky

LAS = Lataliv anaerobni systém

OSA = acid tolerantni bakterie

PK = plisn¢ a kvasinky

SP = mezofilni a termofilni mikroorganismy
SAA = anaerobni sporotvorné mikroorganismy
TSA = trypton sojovy agar

tzn. = to znamena
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TEORETICKA CAST
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1. UVOD
Mikrobiologické rozbory potravin a jejich surovin se provadéji k riznym ucelim,

a proto maji rizné zaméteni. Ugelem je kontrola priibéhu technologickych postupt a
tim 1 kontrola kvality a hygienické nezavadnosti vyrobki.

Bézné potraviny obsahuji vzdy mikroorganismy, aniz to ptredstavuje zdravotni
riziko pro spotiebitele. Dokonce i tzv. teplem sterilované potraviny nejsou sterilni,
nebot’ jde pouze o tzv. technickou sterilaci, jez ni¢i ty mikrobidlni druhy, které¢ by se
v potravin¢ mohly béhem jejiho skladovani pomnozit. Pii sterilaci mohou piezivat
spory termorezistentnich bakterii.

OhroZeni zdravi konzumenta, vyvolané vyskytem nezadoucich mikroorganismu
v potravinach nastdvd pii nedodrzeni zakladnich sanita¢nich a hygienickych
podminek, pfi nedodrzeni technologického postupu, pfi nesprdvném skladovani
potravin nebo jejich surovin apod. V nékterych piipadech této technologické nebo
distribu¢ni nekazné sice nedochazi k ohrozeni konzumenta, ale ke zhorseni kvality
vyrobku z hlediska jeho senzorickych nebo nutri¢nich vlastnosti.

Zdravotni nezavadnost (,,bezpecnost™) potravin a jeji protiklad (rizikovost) je v
soucasné¢ dobé jednim z hlavnich probléml potravinaiské vyroby. Bezpecné jsou
potraviny, které neobsahuji patogenni nebo podminéné patogenni organismy ani
cizorodé¢, zdravi Skodlivé nebo toxické latky. K zabezpeceni potravin pied témito
Skodlivymi faktory je zapotiebi rozsahly systém preventivnich opatieni, ktery zacina
u surovin, probiha ptes vyrobu a distribucni sit’ az do podnikl spolecného stravovani
a domadcnosti spotiebitele.

Pro zajisténi zdravotni nezavadnosti vyrobku, podléhaji suroviny, ale 1 hotové
produkty kontrole v mikrobiologické a analytické laboratofi.

Prace byla vytvofena ve spolupraci s potravinafskym zavodem zpracovavajicim

Cerstvé ovoce, ovocné koncentraty a pyré.
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2. MIKROORGANISMY DULEZITE V POTRAVINARSTVI
V bézné praxi jsou v kvalitativnim mikrobiologickém rozboru potravin dilezité

jen mikroorganismy, které se rozhodujici mirou podileji na kaZeni potravin a surovin
a mikroorganismy dulezité z hlediska zdravotni nezavadnosti potravin (Betina,
1988).

Po kvalitativnim stanoveni izolatli z potravin, tj. spocitani mnozstvi kolonii na
agarové plotné a po prepocitani na 1g vySetfovaného vzorku, se piikroci k rodové
identifikaci mikroorganismdi.

Na zadklad¢ vzhledu kolonii (barva, povrch, konzistence, ...) jsou
mikroorganismy narostlé na kultivac¢ni ptidé rozdéleny na bakterie, kvasinky a plisné.
V nékterych piipadech je tézké od sebe odlisit kvasinky od bakterii nebo plisni, proto
je tieba zhotovit jesté preparat pro mikroskopii (Betina, 1988).

2.1 BAKTERIE

Bakterie jsou jednobunétné prokaryotické mikroorganismy, které nemaji
morfologicky diferencované jadro odd€lené jadernou membranou od cytoplazmy, ale
maji DNA, ktera pfedstavuje chromozom bakteridlni buniky (Tvrdon, 1986).

Pii identifikaci bakterii se urcuji zdkladni morfologické, kultivacni, fyziologicke,
biochemické a dalSi vlastnosti urcité¢ kultury. Na zdklad¢ zjisténych vlastnosti se
bakterie klasifikuje do pfislusného rodu a druhu. Pfi identifikaci se musi vychazet
z Cisté kultury, pro kterou je potieba znat jeji zakladni poZadavky na vyzivu a
kultivaci (napf. druh a konzistenci média, pH, vztah ke kysliku, optimalni teplotu

kultivace) (Betina, 1988).

2.1.1 BAKTERIE DULEZITE V POTRAVINARTVi
Kvantitativni a kvalitativni mikrobiologické zkoumani potravin vyZzaduje

spolehlivé diagnostické vysledky pomoci malého poctu diferencianich zkousek.
V bézné potravindiské praxi se doporucuje sledovat jen bakterie, které maji osobity
vyznam z hlediska potravinaifské mikrobiologie. Jsou to zejména bakterie, které se
vyznamné podileji na kaZzeni potravin a potravinovych surovin a bakterie dulezité
z hlediska zdravotni nezavadnosti potravin.

Patogenni bakterie se v potravinach nesmi vyskytovat. Za patogenni se povazuji

wrve

Podminéné patogenni a toxinogenni bakterie se miizou vyskytovat v povoleném
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poctu nebo vibec ne, zavisi to na druhu vySetfovaného vzorku a pro n¢ho platnych
norem. Podminén¢ patogenni bakterie zplsobuji onemocnéni jen v urcitych
podminkach a mohou byt pfiinou alimentarnich (potravinovych) infekci.
Toxinogenni bakterie mohou vyvolat alimentarni intoxikaci toxickym metabolitem,
ktery nékdy nepodléha destrukci ani pii tepelné tpravé potravin (napt. stafylokokovy
enterotoxin).

urcuji tyto znaky: barvitelnost dle Grama, zékladni morfologické vlastnosti buriky,
tvorba spor, produkce oxidazy a katalazy, zptisob zuzitkovani glukozy v aerobnich a
anaerobnich podminkach (Betina, 1988).

Ptitomnost Alicyclobacillus acidoterrestris a zejména jeho spor, je v soucasné
dobé hlavnim problémem ovoce a zeleniny v potravinairském primyslu. Tyto
bakterie tvofici spory zpisobuji zhorseni kvality ovocnych §t'av a koncentrati, které
jsou pficitany produkci metabolitl (nezddouci zmény chuti a viiné kontaminovaného
vyrobku). Alicyclobacillus acidoterrestris je odolny vi¢i pasterizaci. Tepelné
zpracovani muze zni¢it vegetativni formy, pficemz je prakticky nemozné vyloucit
tepelné odolné spory. Membranova filtrace je bézné pouzivana metoda pro eliminaci
mikroorganism v primyslu. Nicmén¢ kvuli vysoké viskozit¢ ovocnych koncentratt
pouziti této metody neni efektivni a spotfebuje velké mnoZstvi energie. Proto jsou
vyvijeny nové alternativni metody pro inaktivaci spor Alicyclobacillus
acidoterrestris (Djas et al, 2011; Christopher , 2011).

Kombinované vysokotlaké a tepelné zpracovani ukézalo uc¢innost pro kontrolu
spor A. acidoterrestris. Uginnost kombinované kontroly se viak miize zménit na
koncentraci jable¢ného dzusu. Je pravdépodobné, Ze rozdily v dostupnosti vody
vysvétluji vetsi odolnost spor viici vysokotlaké inaktivaci v koncentratech Stavy nez

ve zifedénych stavach (Sun-Young Lee et al., 2006).

2.2 PLISNE
Vl1aknité houby neboli plisné piedstavuji velmi heterogenni skupinu eukaryotnich

mikroorganismii nalezicich mezi houby (Fungi). Jsou to jednobunééné az
mnohobunééné organismy, tvofici vldknit¢ povlaky na povrchu nebo uvnitf
substrati. Podle pfitomnosti nebo typu rozmnozovani ndlezeji technicky dulezité

plisn¢ do téchto taxonomickych jednotek:
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1. do podkmenu Zygomycotina a jsou charakterizovana jednobunécnym, t;.
nepiehradkovanym myceliem a pohlavni rozmnoZzovani se déje endosporami

2. do podkmenu Ascomycotina, charakterizovaného prehradkovanym myceliem
a pohlavnim rozmnozovanim za tvorby askospor tvofenych v asku,
nepohlavni rozmnozovani nastdva exosporami

3. do podkmenu Deuteromycotina (Fungi imperfecti, tj. houby nedokonal¢)
s prehradkovym myceliem, avSak pouze s nepohlavnim rozmnoZovanim

(Cempirkova, 1997).

2.2.1 VYSKYT PLISNI A JEJICH VYZNAM V POTRAVINARSTVIi
Hlavnim rezervodrem plisni je ptida, z niz se dostavaji do vzduchu, na organicky

material pfevazné rostlinného ptivodu, na exkrementy zvifat a primyslové predméty
uloZené ve vlhku. RUznd barviva konidii 1 endospor plisni chrani tyto buiiky pied
nepiiznivymi vlivy ultrafialové slozky slune¢niho svétla, a proto se plisné vyskytuji
jako velmi Castd vzdusna kontaminace.

Vyznam plisni je dan jejich fyziologickymi vlastnostmi. Vzhledem k pfisné
aerobni povaze se mohou rozmnozovat vét§inou pouze na povrchu napadeného
materidlu. Pfisn€ aerobni povaha spolu se Sirokym enzymovym vybavenim
umoznuje plisnim napadat nejriznéj$i material vcetné kiaze, tkanin, papiru,
syntetickych barviv, nékterych plastl apod. Plisné jsou schopny se rozmnoZovat také
za pomérn¢ nizké vodni aktivity prostiedi, a proto piednostné¢ napadaji povrch
dZemu, marmelad, chleba i riizného peciva, piipadné i navlhlé suroviny, jako mouku,
skladované obili, mak, soju, araSidy atd. Napadeny material pak jizZ neni vhodny pro
pfipravu potravin. Schopnost rozmnoZovat se i za velmi nizkého pH umoziiuje
v kyselém ovoci, ovocnych stdvach, dzemech a marmeladach).

Mimotadné vysoky negativni vyznam maji plisn€ z hlediska tvorby mykotoxini
(napt. plesniva jablka mohou byt zdrojem toxinu patulinu, ktery je produkovan
nékterymi peniciliny a aspergily). Nékteré plisné jsou patogenni pro ¢lovéka nebo
zvifata, jiné vyvolavaji alergické reakce u citlivych jedincti. Nékteré druhy jsou
fytopatogenni.

Pozitivni vyznam maji plisn€ jako producenti antibiotik a organickych kyselin

(citronové, fumarové, itakonové, glukonové a Stavelové) a pii provadéni
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specifickych oxidaci slozitych chemickych sloudenin pii vyrobé 1éki (Silhdnkova,
2002)

2.3. KVASINKY
Kvasinky jsou eukaryotni organismy, které patfi mezi houby. Netvofi

taxonomickou skupinu a je proto obtizné je piesné¢ definovat. Pfevazné se
rozmnoZzuji pucenim a pouze vyjimecné¢ piehradecnym délenim. Nékteré kvasinky
tvofi pravé mycelium a nebo pseudomycelium (Bendova, 1985).

Cesky nazev dostaly pro schopnost vétsiny druhti zkvaSovat monosacharidy a
n&které disacharidy, pfipadné i trisacharidy na etanol a oxid uhli¢ity (Silhankova,
2002).

Podle zpisobu sexudlniho rozmnozovani se kvasinky rozdé€luji do tii hlavnich
tiid:

1. rody tvotici askospory (Ascomycotina)

2. rody tvofici bazidiospory nebo sporidie a heterokaryotni mycelium

s prehradkami (Basidiomycotina)
3. rody, u nichZ neni znama tvorba pohlavnich spor (Deuteromycotina,
»kvasinkové mikroorganismy*)

Kvasinky hraji diileZitou roli jak pfi vyrobé, tak pii znehodnocovani potravin.
Neustaly a rostouci vyznam téchto mikroorganismil vedl k vyvoji jejich taxonomie,
nomenklatury a identifikace. Kvasinky jsou tradi¢né charakterizovany, klasifikovany
a identifikovany pomoci morfologickych a fyziologickych znakii (napf. tvar bunek,
zpiisob sexualni a asexualni reprodukce, anaerobni fermentace a aerobni "asimilace"
cukri a urcité pozadavky na rust).
Kromé béznych diagnostickych testl poskytuji biochemické metody dilezité¢ tidaje
pro charakterizaci kvasinek. Podobnosti nebo rozdily v nejdilezitéjSich
makromolekulach v buiikdch (DNA, RNA, proteiny a polysacharidy) lze pouzit k
objasnéni nejen stupné pifibuznosti, ale také k odhaleni evolu¢nich spojeni (Dedk,

1987).
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2.3.1. VYSKYT KVASINEK A JEJICH VYZNAM V POTRAVINARSTVI
Kvasinky a kvasinkovité mikroorganismy jsou v pfirodé¢ velmi rozsifeny.

Protoze maji vétSinou pouze sacharolytické schopnosti, vyskytuji se pfedevsim na
materialech obsahujicich cukry, tj. na ovoci a na cukernatych potravinach.

Rozmnozovani kvasinek je podminéno jejich fyziologickymi vlastnostmi, tj.
potifebou cukru, odolnosti ke kyselému prostiedi, u nékterych druha také toleranci
k vysokému osmotickému tlaku a je omezeno jejich neschopnosti Stépit bilkoviny.

Kvasinky se rozmnozuji mnohem pomaleji nez bakterie, a proto s nimi mohou
soutézit jenom za podminek, jez jsou pro bakterie nepfiznivé (nizké pH, nizky
oxidoredukéni potencidl apod.). Z téchto divodl se kvasinky uplatiuji pfi kazeni
kompottli, ovocnych mostl a jinych ovocnych vyrobkd.

Negativné se uplatiuji také patogenni kvasinky (hlavné rod Candida,
Cryptococcus neoformans, rody Filobasidiella a Malassezia a n€které druhy rodu
Trichosporon). VétSinou zpusobuji tyto kvasinky vaZznd onemocnéni pouze u

oslabenych jedinct a pfi poskozeni imunitniho systému.

3. ZAKLADNI PRINCIPY MIKROBIOLOGICKE ANALYZY
POTRAVIN KULTIVACNIMI METODAMI

3.1 ODBER VZORKU
Dulezitou soucésti mikrobiologického rozboru je spravny odbér vzorki.

Vzorkovani je stanoveny postup, pii kterém je ¢ast latky, materidlu nebo vyrobku
odebrana tak, aby poskytla reprezentativni vzorek. Volba odbérového mista, zptisob
odbéru, vzorkovaci pomiicky, podminky transportu do laboratofe a uskladnéni pied
vlastnim zpracovanim nesmi tedy ovlivnit jakost vzorku reprezentujiciho
posuzovany celek. Spravnost provedeni je nezbytnym ptedpokladem pouZitelnosti a
srovnatelnosti dosazenych vysledk jednotlivych analyz (Demnerova, 2016).

Musi byt odebrano vZzdy tolik ndhodné vybranych vzorki, aby vystihovaly svymi
vlastnostmi 1 masivnosti a druhem mikrobidlni kontaminace vySetfovanou
pozivatinu. Nutnost vySetfeni do ur€ité miry reprezentativniho souboru vzorkl
vyplyva ptedevSim ze skutec¢nosti, Ze 1 mezi potravinami téhoz druhu 1 téze Sarze

mohou byt rozdily v mnozstvi a sloZzeni mikroflory (Hruby, 1996).
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3.2 ZPRACOVANI VZORKU POTRAVIN

3.2.1 ODBERNAVAZKY
Ptiprava navazek vzorku se provadi ihned po otevieni obalu sterilnimi

nastroji v bezprostfedni blizkosti plamene. Hmotnost navazky se fidi ptisluSnou
normou a navazka musi vystihnout cely vzorek, coz znamend, ze musi byt
zastoupeny slozky ve stejném poméru, v jakém se vyskytuji v ptivodnim vzorku.
Hmotnost navazky je obvykle pro kvantitativni vySetfeni 10 gramti nebo 10 ml, pro

pfimé ockovani vzorku je to 1 ml (Brozkova, 2016).

3.2.2 REDENI VZORKU
Piiprava suspenze se fidi dle normy CSN EN ISO 6887-1 Mikrobiologie potravin

a krmiv — Uprava analytickych vzorke, piiprava vychozi suspenze a desetinasobné
fedéni — Cast: Veobecné pokyny pro piipravu vychozi suspenze a desetindsobnych
fedéni.

Podstatou metody je pfipravit vychozi suspenzi tak, aby bylo dosaZeno
rovnomérné distribuce mikroorganismt ptitomnych ve zkouseném vzorku. V piipadé
potieby lze piipravit i desetindasobnd fedéni ke snizeni poctu mikroorganismi tak,
aby bylo moZno pocitat jejich kolonie (interni materialy).

Jako univerzalni fedici roztok se bézn€ pouziva sterilni fyziologicky roztok
s peptonem. Tekut¢ vzorky se promichaji, pevné a kaSovit¢ vzorky se
zhomogenizuji. Aby nedoslo k teplotnimu Soku mikroorganismt, je velmi dilezita
teplota fediciho roztoku, ta by méla odpovidat teploté vzorku (béZné laboratorni
teploté) (Brozkova, 2016).

Pro pfipravu vychozi suspenze v experimentdlni ¢asti bylo pouZito primérni
fedéni, u kterého je faktor fedéni d = 10”. Vychozi suspenze (primarni fedsni) je
suspenze, roztok nebo emulze ziskana poté, kdy odvazené ¢i objemové odmeéiené
mnozstvi vyrobku uré¢eného ke zkouseni bylo smichano s devitindsobnym mnoZzstvim

fediciho roztoku.

3.3 KVALITATIVNI ANALYZA
Cilem kvalitativniho stanoveni vzorku je prokazat pfitomnost ¢i nepfitomnost

jediné kolonii tvofici jednotky (KTJ) detekovaného mikroorganismu v 10g vzorku.
Pro moznost zachytu a priikkazu ptitomnosti 1 KTJ v potravinovém vzorku je nutno
nejprve pritomny mikroorganismus pomnozit. Toto pomnozeni se provadi bud’
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v selektivnich nebo v neselektivnich tekutych ptdach. Selektivni média obsahuji
latky podporujici rist vybraného rodu ¢i druhu mikroorganismi a zaroven inhibuji

rust doprovodné mikroflory ve vzorku (Demnerova, 2016).

3.4 KULTIVACNI MEDIA
Kultivaéni — zivna — média jsou koncipovana tak, aby vyhovovala vS§em narokiim

dané¢ho mikroorganismu na vyzivu (dostatek zivin a zdroji energie), pH, osmoticky
tlak, redox potencial a dalsi.

Kultivaéni piida pfedstavuje definovanou smés latek tekuté, polotuhé nebo tuhé
povahy, kterd obsahuje pfirodni a/nebo syntetické soucasti urcené k pomnozeni nebo
zachovani zivotaschopnosti mikroorganismd.

Pii ptipravé jednotlivych pid se postupuje podle konkrétni normy a podle
doporuc¢eni vyrobce. K rehydrataci pid se pouzivd destilovand, ptipadné
deionizovana voda. Pfedepsané mnozstvi dehydratované pidy se odvazi a nasype se
do poloviny potfebného objemu destilované vody ve vhodné nadobé. Zbytek vody se
lije po sténach nadoby, aby doslo k dokonalému splachnuti prasku. Po promichani se
agarové pudy nechaji asi 15 minut bobtnat, nabobtnani agaru umozni jeho snadnéj$i
rozpusténi.

Zivné pudy se sterilizuji autokldvovanim nebo filtraci. Sterilizace
autoklavovanim se provadi v autoklavu, obecné trva 15 minut pti 121°C za tlaku 0,1
MPa, piicemz do doby sterilizace se nepocita ¢as potiebny k docileni teploty 121°C a
néasledné zchlazeni. Zivna média lze také sterilizovat filtraci za podminek vakua nebo
pretlaku. Pouzivaji se sterilni membrany nebo filtry s pory o praiméru 0,22 pm a
sterilni filtracni zatizeni.

Hotové Zivna média se po sterilizaci rozpliuji do pfislusnych kultivacnich nddob
nebo se uchovavaji pfimo v lahvich a ptfed pouzitim se rozehtivaji a temperuji na

teplotu 45-50°C (Cupakova, 2008).

3.5 IZOLACNI TECHNIKY
Pro uplnou charakterizaci mikroorganismli pfitomnych ve vzorcich potravin,

vody apod. je nutné ziskat Cistou kulturu, kterd obsahuje pouze buiiky jednoho druhu.

Pro izolaci mikroorganismli vyznamnych v potravinaiském primyslu se vyuZzivaji
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techniky ¢arkovani nebo roztéru na plochu pfislusného agarového média v Petriho

misce, nebo tzv. metoda pielivu.

3.5.1 1ZOLACE ROZTEREM
Pti izolaci roztérem se 0,1-0,3 ml analyzované suspenze rovhomérné rozetie po

povrchu predsusené¢ho agarového média v Petriho misce pomoci ozehnuté sklenéné
zahnuté ¢inky ve tvaru hokejky. Pfi vhodném nafedéni vychozi suspenze narostou po

kultivaci na povrchu agaru jednotlivé kolonie mikroorganismt (Demnerova, 2016).

3.52 IZOLACE PRELIVEM
Vzorek nafedény desitkovym fedénim v objemu 1 az 2 ml se napipetuje do

sterilni Petriho misky a ptelije se ptisluSnou agarovou ptidou vytemperovanou na 45-
50 °C. Krouzivymi pohyby se docili rovnomérného rozprostieni bunék v agaru. Po
ztuhnuti agarové pudy se suspenzi bun¢k nasleduje kultivace za vhodnych podminek

(Demnerova, 2016).

3.6 INKUBACE
Po zaockovani pidy musime nechat mikroorganismy inkubovat pfi jejich

optimalni teploté rlstu, coZ je pro kvasinky vétSinou 26-30 °C, pro plisné¢ 20-28 °C,
pro mezofilni bakterie 30-37 °C, psychrofilni 20 °C a termofilni 50-55 °C. Agarové
desky se kultivuji prevracené, tj. vickem na podloZce (tzv. zavéSeny agar), aby
nedoslo ke stékani zkondenzovanych par z vicka na kulturu.

Pti optimélnich podminkéch je doba potifebna pro dostatecny nartst kultury (tzv.
inkubacni doba) riznd (u bakterii a kvasinek 24-48 hodin, u plisni 2-5 dnt1)
(Demnerov4,2001).

Mikroorganismy se zna¢né€ lis§i svymi naroky na pfitomnost nebo nepiitomnost
kysliku. V zavislosti na stupni tolerance vii¢i molekularnimu kysliku je moZno
mikroorganismy klasifikovat do nasledujicich skupin:

- aerobni mikroorganismy vyzaduji pro svlj metabolismus jako kone¢ny

akceptor elektronti kyslik (napt. rody Pseudomonas, Vibrio, Mycobacterium);

- fakultativn€ anaerobni mikroorganismy mohou rist v aerobnich i anaerobnich

podminkach (napft. rody Escherichia, Staphylococcus, Bacillus);
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- mikroaerofilni organismy nerostou dobie za pfitomnosti vzdusného kysliku,
vyzaduji specifické slozeni atmosféry — zejména zvySenou tenzi CO, (napf.
rody Campylobacter, Lactobacillus);

- anaerobni mikroorganismy vyzaduji absenci kysliku v prostiedi, kyslik na n¢

pusobi toxicky a odumiraji (napft. rod Clostridium) (Cupakova, 2008).

3.7 HODNOCENI A INTERPRETACE VYSLEDKU NA PEVNYCH PUDACH

Pro stanoveni poctu mikroorganismii na pevnych piadach se pouzivaji dvé
kultivacni techniky, a to ockovani zalévanim do pevnych agarovych pid (metoda
zaliti) a ockovani roztérem na povrch pevné pidy (metoda roztéru).

V mikrobiologické laboratofi je nejrozsifenéj$i metoda pro hodnoceni poctu
mikroorganismti deskovd metoda. Deskova ¢ili plotnovd metoda je zalozena na
zjisténi poctu kolonii vyrostlych na ztuzenych pidach za predpokladu, ze kazda
kolonie vznikla z jedné buiiky. Tato metoda umoznuje zjiSténi poctu zivych mikrobt
jak v kapalnych nebo tuhych latkéach, tak i na povrchu predmétii, ve vzduchu apod.
Pouziva se pro zjisténi celkového poctu ptitomnych mikroorganismi nebo pocet
bunék urcité skupiny mikroorganismi, coz je umozné€no pouZzitim selektivnich pud,
na nichZ se mohou rozmnozovat pouze ty druhy mikroorganismi, které chceme
stanovit. Zjistény pocet kolonii se udava jako pocet kolonietvornych jednotek (KTJ,
angl. zkratka CFU = colony forming unit), coZ zahrnuje 1 fakt, Ze nékteré kolonie
nevznikly z jedné bunky.

Odecitani a vyjadieni vysledki:

e Nezjistény zadné kolonie
Jestlize dvé paralelni misky ockované nefedénym vzorkem (napojem) nebo
vychozi suspenzi (ostatni: koncentratem, piikrmem) neobsahuji zadné

kolonie, vysledek se vyjadii takto:

nefedény kapalny vzorek: < 1/ml

Ostatni: < 10/g

e odhad nizkych pocti, 15 a méné kolonii
Jestlize dvé paralelni misky ockované nefedénym vzorkem (ndpojem) nebo
vychozi suspenzi (ostatni: koncentratem, pfikrmem) obsahuji méné nez 15

kolonii, vypocte se aritmeticky pramér m z poctu kolonii z obou misek
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netedény kapalny vzorek: NE = m/ml
ostatni: NE =m * 10/g,

kde NE je odhadnuty pocet mikroorganismii na gram vyrobku

e 15-300 kolonii
Pro vypocet lze pouzit obé paralelni misky dvou po sobé jdoucich fedéni
(celkem 4 misky). Je nutné, aby jedna z misek obsahovala alesponl 15 kolonii.

Celkovy pocet mikroorganismi N na ml nebo g vyrobku se vypocita:

_ C
- (n1+0,1*n2)*d’

kde N je celkovy pocet mikroorganismti v g nebo v ml, XC je soucet vSech
kolonii na vybranych plotnéach, n; je pocet ploten z prvniho fedéni, n; je pocet

ploten z druhého fedéni, d je faktor fedéni n;.
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PRAKTICKA CAST
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4. ANALYZOVANY MATERIAL A ZPUSOB JEHO UCHOVANI

Praktickd cast byla provedena pifimo ve vyrobé a laboratofich potravinaiského
vyrobniho zavodu. Materidlem ke zkoumani praktické casti bakalaiské prace byly
jable¢ny a hroznovy koncentrat, které jsou dodavany v cisternach a uchovavany
v zéasobnich tancich pfed zpracovanim ve vyrobnim procesu.

Ovocny koncentrat je vycefend a zahusténa st'ava, bez pridavku cukru, kyselin
nebo chemickych konzervacnich latek, tzn. koncentrat je 100% ovocny produkt.
Principem vyroby koncentratu (obr. 1) je zahuSténi ovocné $t'avy aZz na koncentraci
rozpustné susiny 65 —70 %. Takto zahus$téna $t'ava je v dusledku nizké aktivity vody
a nizkého pH samoudrznd (tzn., Ze maji takové vlastnosti, jez zabranuji rlstu
kvasinek a plisni a nemusi byt konzervovand) (Vecerkova, 2013). Vyrabi se z
Zerstvého ovoce lisovanim. Cerstva vylisovana §tava je Setrné upravena na &irou
Stavu, ktera je ndsledné¢ zahusténa za hlubokého vakua a nizkych teplot pro
zachovani vsSech pfiznivych organoleptickych vlastnosti, barvy a nutri¢nich hodnot
(Cvrkova 2008; Frutig, 2016).

Jableény koncentrat (JAKQ) je zhuSténa Cistd S$téva ziskdvana z Cerstvé
vylisovanych jablek, ze které se odpaii voda. Doba zpracovatelnosti této suroviny
dodavané v cisternach je 2 mésice. Jable¢ny koncentrat je dodavan od firmy
Zipperle, kterd se fidi mottem, Ze neexistuje odvétvi, pro které je prémiova kvalita
tak dualezita jako pfi vyrobé€ kojenecké vyzivy (Zipperle).

Hroznovy koncentrat (HZKO) je ziskdvan vylisovanim plodi vinné révy a
nasledného odpafeni vody. Pifi dodani koncentratu v cisterné je jeho doba
zpracovatelnosti 1 meésic. Hroznovy koncentrat je doddvan od firmy Agrumaria
Corleone.

Suroviny doddvané v cisternach a uchovavané v tancich jsou neseptické, tzn.,
nejsou zbaveny choroboplodnych zarodkd mikroorganismli. Zasobni tanky jsou
vyrobené z nerezové oceli a jejich objem jima 25 000 litrti suroviny. Schématicky
obrazek zasobniho tanku je na obrazku ¢. 2. Pfed naplnénim zasobniho tanku
surovinou musi byt tank vysanitovan, aby nedoSlo ke zneciSténi nové suroviny.
Sanitaci prochézi celé potrubi, které vede do vyrobni sféry.

Pro suroviny uchovavané v zasobnich tancich, jsou definované limitni hodnoty
mikrobiologické zatéze, které nesmi byt v pribéhu pouzivani suroviny pirekroceny.

Limitni hodnoty, které by méla surovina spliiovat, jsou uvedené v tabulce €. 1.

25



o o o
o ° o
°
) ° e
o

Obr. 1: Schéma vyroby ovocnych koncentrati (zdroj: T. B. Fruit 2018)
Vysvétlivky: 1 — pfijem suroviny, vstupni kontrola ; 2 — kontejnery pro
docasnou akumulaci; 3 — myti; 4 — kontrola kvality; 5 — drceni; 6 — akumulace
duziny, 7 — lisovani; 8 — meziprodukt surového koncentratu; 9 — pasterizace; 10 —
ultrafiltrace, 11 — findlni koncentrace produktu; 12 — chlazeni; 13 — skladovani; 14 —

odeslani produktu

Tab. 1: Mikrobiologické parametry pro suroviny uchovavané v zasobnich tancich

Parametr KTJ
celkovy pocet mikroorganismii/1g 1000
kvasinky/1g 5
plisné/lg 100
Alicyclobacillus/10g 5
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Obr. 2: Schématicky nakres zasobnich tankl (zdroj: interni materialy firmy)

Vzorky byly odebirany v mnozstvi pfiblizné¢ 100 ml na dvou odbérovych

mistech, ktera byla stanovena pro mozné porovnani vyslednych hodnot. Odbéry byly

provadény v riznych ¢asovych intervalech, pro uréeni mikrobidlni zatéze v zavislosti

na Case skladovani, podle toho, vjakém mnoZstvi byly suroviny vyuZivany pro

vyrobu produktti.

Konkrétni data odbéru vzorki jsou uvedena v tabulce 2.
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Tab. 2.: Data odbéru vzorku

JAKO 1 (&5. L 16176/A) JAKO 2 (¢.5. L 16277/B) JAKO 3 (5. L17003/A) HZKO (&.3. E170009)
1. 27.6.2016 1. 6.10.2016 1. 412017 1. 23.1.2017
2. 26.8.2016 2 7.11.2016 2 16.1.2017 2. 21.2.2017
3. 14.9.2016 3 29.11.2016 3 31.1.2017 3 27.2.2017
4 9.1.2017 4] 20.2.2017 4] 17.3.2017
5 17.3.2017 5 10.4.2017

6 5.4.2017
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4.1 LABORATORNIi METODY V MIKROBIOLOGICKE ANALYZE

4.1.1 STANOVENI CELKOVEHO POCTU MIKROORGANISMU
(CP)
Stanoveni vychazi z normy CNS EN ISO 4833:2003(56 0083): Horizontalni

metoda pro stanoveni celkového poctu mikroorganismli — Technika pocitani kolonii
vykultivovatelnych pti 30 °C. Norma specifikuje horizontdlni metodu stanoveni
poctu mikroorganismt pocitanim kolonii vyrostlych na pevné pidé€ po aerobni
kultivaci pti 30 °C (Demnerova, 2016).

Ptiprava pudy: Do 500 ml lahve se odméii 400 ml destilované vody a navazi se
9 g puady Plate Count Agar (PCA je bohat¢ médium vhodné pro rist vsech
kultivovatelnych druha bakterii a kvasinek), necha se nékolik minut stat a promicha
se. Steriluje se v autoklavu 15 min pifi 121°C. Po sterilaci je nutné lahve promichat
pred zatuhnutim. Trvanlivost: 1 mésic pii 4-10°C, 14 dni pii pokojové teplote.

Oc¢kovani: Pro kazdy vzorek se pouziji 2 paralelni misky, kde do kazdé z nich se
naockuje po 1 ml vzorku. Bezprostiedné poté se ptelije inokulum kultivaéni piidou
teplou 45 °C. Inokulum se promicha a ponechd ztuhnout ve vodorovné plose.
Sterilita pidy se ovéfuje kontrolni piidou, kterd obsahuje asi 15 ml ptidy. Provadi se
pro kazdou novou lahev ptdy.

Inkubace: Plotny se inkubuji v obracené poloze dnem vzhiru 3 dny pii 30 °C a
55 °C v termostatu.

Odecitani: Pocitaji se charakteristické kolonie.

4.1.2 STANOVENI PLiSNi A KVASINEK (PK)
Stanoveni vychazi z normy CSN ISO 7954 (56 0087) Mikrobiologie. Vieobecné

pokyny pro stanoveni pocCtu kvasinek aplisni. Technika pocitani kolonii
vykultivovanych pii 25 °C a CSN ISO 21527 — 1 Mikrobiologie potravin a krmiv —
horizontélni metoda stanoveni poctu kvasinek a plisni. Norma specifikuje metodu
stanoveni poctu kvasinek a plisni ve vyrobcich ur¢enych k lidské vyzivé a ke krmeni
zvitat (Demnerova, 2016).

Ptiprava piidy: Do 500 ml lahve se odméti 400 ml destilované vody, navazi 16 g
YGC agaru (Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar, MERCK) nebo 12,64 g
DRBC agaru (Chloramfenikolovy agar s dichloranem a bengalskou Ccerveni,

MERCK), necha se né¢kolik minut stat a promicha se. Steriluje se v autoklavu 15
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minut pii 121 °C. Po sterilaci je nutné lahve promichat pfed ztuhnutim. Trvanlivost:
1 mésic pii 4-10 °C, 14 dni pii pokojové teplote.

Ockovani: Pro kazdy vzorek se pouzivaji dv¢ paralelni misky, kde do kazdé
znich se naoCkuje po 1 ml zkuSebniho vzorku. Bezprostiedné poté se prelije
inokulum kultiva¢ni padou teplou 45 °C. Inokulum se v misce s kultiva¢ni ptdou
peclivé promichd a ponechd se ztuhnout na vodorovné plose. Sterilita pidy se
oveéfuje kontrolni pudou, kterd obsahuje asi 15 ml pidy. Provadi se pro kazdou
novou lahev pidy.

Inkubace: Plotny se inkubuji v termostatu v obracené poloze dnem vzhuru 3-5
dnti pti 25 °C.

Odecitani: Pocitaji se kolonie po 3, 4 a 5 dnech inkubace. Po 5 dnech se vyberou
plotny, kde vyrostlo méné nez 150 kolonii. Pokud jsou plotny pierostlé nebo 1ze
kolonie S$patné pocitat, vychazi se z pocti zjisténych po 4 nebo i po 3 dnech

inkubace. V ptipadé potieby se provede mikroskopické rozliseni.

4.1.3 STANOVENI ANAEROBNiCH SPOROTVORNYCH
MIKROORGANISMU (SAA)
Jde o stanoveni poctu anaerobnich sporotvornych mikroorganismi, které na

selektivni pidé vytvareji charakteristické kolonie. Pfedpis pro postup stanoveni
zpracovan podle internich materiald firmy.

Ptiprava pudy: Do 500 ml lahve se odméii 400 ml destilované vody a navazi se
16 g pidy Schaedler Anaerobe Agar (Oxoid). Nechd se nékolik minut stat a
promicha se. Steriluje se v autoklavu 15 min pii 121 °C. Po sterilaci je nutné lahve
promichat pfed zatuhnutim. Trvanlivost: 3 mésic pii 0-4 °C, 14 dni pfi pokojové
teploté.

Inaktivace: 4 ml vzorku se prevedou sterilni pipetou do sterilni zkumavky a
uzavie zatkou. Inaktivuje se ve vodni lazni na 80 °C 10 min. Zkumavky se poté
thned schladi ve studené vodé.

Oc¢kovani: Pro kazdy vzorek se pouziji 2 paralelni misky, kde do kazdé z nich se
naockuje po 1 ml vzorku. Bezprostiedné poté se pielije inokulum kultivaéni pidou
teplou 45 °C. Inokulum se promicha a ponecha ztuhnout ve vodorovné plose a znovu
prelije jesté jednou vrstvou téhoz agaru. Sterilita plidy se ovéiuje kontrolni ptdou,

ktera obsahuje asi 15 ml ptudy. Provadi se pro kazdou novou lahev ptidy.
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Inkubace: Plotny se inkubuji za anaerobnich podminek. Mezofilni anaerobni
sporotvorn¢ mikroorganismy inkubujeme 72 h pii 30 °C a termofilni anaerobni
sporotvorné mikroorganismy pii 55 °C v termostatu.

Vytvoteni anaerobnich podminek za pouziti systému LAS: Do aplikacniho sacku
se vklada katalyzator a poté naockovana kultivacni pida v Petriho misce. Petriho
miska se vklada vikem nahoru. Aplika¢ni sacek vlozime do vakuovaci komory,
pristroj zaCne vytvaret vakuum a po vycCerpani vzduchu se automaticky vpusti
piredem nadefinované mnozstvi plynu nebo smési plynti z plynové lahve.

Odecitani: Pocitaji se charakteristické sporotvorné kolonie.

4.1.4 STANOVENI MEZOFILNICH A TERMOFILNICH AEROBNICH
MIKROORGANISMU (SP)
Stanoveni mezofilnich a termofilnich aerobnich mikroorganismt podle pfedpisu

zpracovaného podle normy CSN 56 0100: Mikrobiologické zkouseni poZivatin,
pfedméti bézného uzivani a prostiedi potravinaiskych provozoven.

Ptiprava pudy: Do 500 ml lahve se odméii 400 ml destilované vody a navazi se
9 g piady Plate Count Agar, nechéd se nékolik minut stat a promicha se. Steriluje se
v autoklavu 15 min pii 121 °C. Po sterilaci je nutné lahve promichat pred
zatuhnutim. Trvanlivost: 1 mésic pti 4-10 °C, 14 dni pti pokojové teplote.

Inaktivace: 4 ml vzorku se prevedou sterilni pipetou do sterilni zkumavky a
uzavie zatkou. Inaktivuje se ve vodni lazni na 80 °C 10 min. Zkumavky se poté
thned schladi ve studené vodé.

Ockovani: Pro kazdy vzorek se pouziji 2 paralelni misky, kde do kazdé¢ z nich se
naockuje po 1 ml vzorku. Bezprostiedné poté se ptelije inokulum kultivacni ptidou
teplou 45 °C. Inokulum se promichd a ponecha ztuhnout ve vodorovné ploSe.
Sterilita pidy se ovétuje kontrolni ptidou, kterd obsahuje asi 15 ml pidy. Provadi se
pro kazdou novou lahev pidy.

Inkubace: Plotny se inkubuji v obracené poloze dnem vzhiru 3 dny pii 30 °C a 55 °C
V termostatu.

Odecitani: Pocitaji se charakteristické sporotvorné kolonie.
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4.1.5 STANOVENI ACID TOLERANTNICH MIKROORGANISMU (OSA)
Stanoveni poctu acid tolerantnich mikroorganismt, které na selektivni pudé

vytvareji charakteristické kolonie. Pfedpis pro postup stanoveni zpracovan podle
internich materialt firmy.

Ptiprava pidy: Do 500 ml lahve se odmé&fi 400 ml destilované vody a navazi se
14,8 g pudy Orange Serum Agar (Oxoid), neché se n¢kolik minut stat a promicha se.
Steriluje se v autoklavu 15 min pii 121 °C. Po sterilaci je nutné lahve promichat pred
zatuhnutim. Trvanlivost: 1 mésic pii 4-10 °C, 14 dni pii pokojové teplote.

Ockovani: Pro kazdy vzorek se pouziji 2 paralelni misky, kde do kazdé z nich se
naoCkuje po 1 ml vzorku. Bezprostiedné poté se prelije inokulum kultivaéni ptidou
teplou 45 °C. Inokulum se promicha a ponechd ztuhnout ve vodorovné plose.
Sterilita pidy se ovétuje kontrolni pidou, kterd obsahuje asi 15 ml pidy. Provadi se
pro kazdou novou lahev ptdy.

Inkubace: Plotny se inkubuji v obracené poloze dnem vzhiru 3 dny pii 30 °C v
termostatu.

Odecitani: Pocitaji se charakteristické kolonie.

4.1.6 STANOVENI BAKTERIi RODU ALICYCLOBACILLUS (BAT)
Stanoveni poctu bakterii rodu Alicyclobacillus na selektivni pidé BAT agar

(Alicyclobacillus acidoterrestris Medium) a konfirmace na TSA agaru (Trypton
sojovy agar). Predpis pro postup stanoveni zpracovan podle internich materialt
firmy.

Alicyklobacily jsou G+ sporulujici bakterie, jejichZz optimalni riist je pfi nizké
hodnot¢ pH a zvySené teplot¢. BAT agar podporuje rist bakterii rodu
Alicyclobacillus. Nizka hodnota pH v kombinaci s vysokou teplotou inhibuje rist
kontaminujici flory.

Ptiprava pidy: Do 500 ml lahve se odmé&ii 400 ml destilované vody a navazi se
11,6 g BAT agaru a zahieje se k varu, dokud nedojde k ipInému rozpusteéni. Steriluje
se v autoklavu 15 min pii 121 °C. Po sterilaci je nutné lahve ochladit na 45-50 °C,
promichat a nalit do sterilnich Petriho misek, nechat ztuhnout. Pfipravené Petriho
misky mohou byt skladovany pii teploté 2-8 °C az 2 tydny.

Pracovni postup: Vzorek je inokulovan roztérem 0,1 ml na povrch na predem
vysusen¢ misky s BAT agarem.

Inkubace: Plotny se inkubuji v 3 dny pfi 45 °C v termostatu.
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Odecitani: VSechny kolonie, vyrostlé na BAT agaru, jsou pocitany jako suspektni
(podezielé) alicyklobacily. Suspektni kolonie konfirmujeme dal$im testovanim. Pro
potvrzeni jsou dobie izolované kolonie pfeoCkovany na TSA agar a BAT agar.
Vzhledem k neutrdlni hodnot¢ pH TSA agaru na tomto agaru alicyklobacily

nerostou, ale na BAT ano.
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5. HODNOCENI VYSLEDKU

Ve vzorcich ovocnych koncentratli byly pocitany jednotlivé stanovované kolonie
mikroorganismi.

Pocitani kolonii bylo provadéno u kazdého vzorku jablecného a hroznového
koncentratu paralelné na dvou Petriho miskach (v tabulkdch zna¢eno pomoci znaku
/", v ptipad€ nulového vysledku na obou Petriho miskach znaceno ,,0).

Na prvnim odbérovém misté (panel u zasobniho tanku) dochazelo k odbéru
vzorkli az po dvouminutovém odpusténi suroviny (pfedevSim u hroznového
koncentratu), aby doslo k procisténi odbérového mista. Tato ¢ast potrubi, kde byl
vzorek odebiran, neni pfimo vybaveno ke standardnim odbértim.

Vysledné hodnoty pro jablecny koncentrat z odbéri u zasobniho tanku jsou

uvedeny v tabulkach 3-5.

Tab. 3: Vysledné hodnoty pro jable¢ny koncentrat (¢.5. L 16176/A) pii odbéru na

panelu u zésobniho tanku.

JAKO 1 (L 16176/A)

datum CP | OSA | PK | BA | BAT/8 | SP/3 | SP/5 | SAA/3 | SAA/S
odbéru T 0 0 5 0 5
27.6.201 | 8/2 6/3 1/1 0 1/4 0 0 0
6
KTJ/g 50 45 10 | <10 <10 25 <10 <10 <10
26.8.201 | 44/5 | 31/4 | 37/4 0 0 0 0 0 0
6 5 2 8
KTJ/g 495 | 365 | 425 | <10 <10 <10 | <10 <10 <10
14.9.201 | 3/0 | 3/0 1/0 0 0 0 0 0 0
6
KTJ/g 15 15 <10 | <10 <10 <10 | <10 <10 <10

Legenda: JAKO — jable¢ny koncentrat, CP — celkovy pocet mikroorganismi, OSA — acid

tolerantni mikroorganismy, PK — plisn¢ a kvasinky, BAT — bakterie rodu

Alicyclobacillus, SP — mezofilni a termofilni aerobni mikroorganismy, SAA — anaerobni

sporotvorné mikroorganismy, KTJ — pocet kolonietvornych jednotek
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Tab. 4: vysledné hodnoty pro jable¢ny koncentrat (¢.8. L16277/B) pti odbéru na

panelu u zésobniho tanku.

JAKO 2 (L16277/B)
datum CP OSA PK BAT | BAT/ | SP/30 | SP/55 | SAA/30 | SAA/5S5
odbéru 80
6.10.2016 0 0 0 0 0 0 0 0 0
KTJ/g <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
7.11.2016 0 0 0 0 0 0 0 0 0
KTJ/g <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
29.11.2016 | 236/56 | 360/536 | 300/340 0 0 0 0 0 0
KTl/g 1460 4480 3200 <10 <10 <10 <10 <10 <10
9.1.2017 | 208/344 | 128/160 | 37/32 0 0 0 0 0 0
KTl/g 2760 1440 345 <10 <10 <10 <10 <10 <10

Legenda: JAKO — jable¢ny koncentrat, CP — celkovy pocet mikroorganismi, OSA — acid
tolerantni mikroorganismy, PK — plisn¢ a kvasinky, BAT — bakterie rodu
Alicyclobacillus, SP — mezofilni a termofilni aerobni mikroorganismy, SAA — anaerobni

sporotvorné mikroorganismy, KTJ — pocet kolonietvornych jednotek
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Tab. 5: vysledné hodnoty pro jable¢ny koncentrat (¢.5. L17003/A) pti odbéru na

panelu u zésobniho tanku.

JAKO 3 (L17003/A)

datum CP OSA PK | BA | BAT/8 | SP/3 | SP/5 | SAA/3 | SAA/S
odbéru T 0 0 5 0 5
4.1.2017 4/7 5/2 1/0 0 0 5/4 0 2/5 0
KTl/g 55 35 5 <10 <10 45 <10 35 <10
16.1.201 | 224/28 | 144/15 | 78/7 0 0 0 0 1/1 0
7 0 4 8
KTJ/g 2520 1490 780 | <10 <10 <10 | <10 10 <10
31.1.201 0 0 1/0 0 0 0 0 0 0
7
KTl/g <10 <10 <10 | <10 <10 <10 | <10 <10 <10
20.2.201 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7
KTJ/g <10 <10 <10 | <10 <10 <10 | <10 <10 <10
17.3.201 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7
KTJ/g <10 <10 <10 | <10 <10 <10 | <10 <10 <10
5.4.2017 0 0 0 0 0 0 0 0 0
KTJ/g <10 <10 <10 | <10 <10 <10 | <10 <10 <10

Legenda: JAKO — jable¢ny koncentrat, CP — celkovy pocet mikroorganismi, OSA — acid
tolerantni mikroorganismy, PK — plisn¢ a kvasinky, BAT — bakterie rodu
Alicyclobacillus, SP — mezofilni a termofilni aerobni mikroorganismy, SAA — anaerobni

sporotvorné mikroorganismy, KTJ — pocet kolonietvornych jednotek
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Odbéry vzorkll byly provedeny dale z michaciho tanku, ktery stoji t€sné ptred
vstupem do vyrobni ¢asti. Schématicky nakres zapojeni michaciho tanku je zobrazen
na obrazku ¢. 2. Pti vyhodnocovani téchto vysledkt doslo ke znacnému snizeni poctu
mikroorganismii v disledku toho, Ze surovina prochazi ze zéasobniho tanku do
michaciho tanku potrubim a je vybavena odbérovym mistem k zamezeni rizika
kontaminace vzorkl z okolniho prostredi.

Vysledné hodnoty z druhého odbérného mista jsou zaznamenany v tabulkach 6 a

7. Neni viditelny zadny trend ristu mikrobidlni zatéze s Casem.
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Obr. 3: Schématicky obrazek zapojeni michaciho tanku.(zdroj: interni materialy firmy)
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Tab. 6: Vysledné hodnoty pro jablecny koncentrat (¢.§. L16277/B) pii odbéru

z michaciho tanku.

JAKO 2 (¢.5. L16277/B)

datum CP | OSA | PK | BAT | BAT/80 | SP/30 | SP/55 | SAA/30 | SAA/55
odbéru
6.10.2016 | 2/0 0 2/0 0 0 0 0 0 0
KTJ/g 10 <10 10 | <10 <10 <10 <10 <10 <10
7.11.2016 0 0 0 0 0 0 0 0 0
KTl/g <10 | <10 | <10 | <10 <10 <10 <10 <10 <10
29.11.2016 | 14/13 | 4/0 | 4/2 0 0 0 0 0 0
KTl/g 135 20 30 | <10 <10 <10 <10 <10 <10
9.1.2017 0 272 | 3/1 0 0 0 0 0 0
KTJl/g <10 20 20 | <10 <10 <10 <10 <10 <10

Legenda: JAKO — jable¢ny koncentrat, CP — celkovy pocet mikroorganismi, OSA — acid
tolerantni mikroorganismy, PK — plisné a kvasinky, BAT — bakterie rodu
Alicyclobacillus, SP — mezofilni a termofilni aerobni mikroorganismy, SAA — anaerobni

sporotvorné mikroorganismy, KTJ — pocet kolonietvornych jednotek
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Tab. 7: Vysledné hodnoty pro jable¢ny koncentrat (¢.5. L17003/A)) pii odbéru

z michaciho tanku.

JAKO 3 (&.5. L17003/A)

datum CP | OSA | PK | BAT | BAT/80 | SP/30 | SP/55 | SAA/30 | SAA/SS
odbéru
4.1.2017 | 3/1 2/2 1/0 0 0 4/2 0 4/1 0
KTJ/g 20 20 <10 | <10 <10 30 <10 25 <10
16.1.2017 | 4/8 4/1 7/2 0 0 0 0 0 0
KTJ/g 60 25 45 <10 <10 <10 <10 <10 <10
31.1.2017 0 0 1/0 0 0 0 0 0 0
KTJ/g <10 | <10 | <10 | <10 <10 <10 <10 <10 <10
20.2.2017 0 0 0 0 0 0 0 0 0
KTJ/g <10 | <10 | <10 | <10 <10 <10 <10 <10 <10
17.3.2017 0 0 0 0 0 0 0 0 0
KTJ/g <10 | <10 | <10 | <10 <10 <10 <10 <10 <10
5.4.2017 0 0 0 0 0 0 0 0 0
KTJ/g <10 | <10 | <10 | <10 <10 <10 <10 <10 <10

Legenda: JAKO — jable¢ny koncentrat, CP — celkovy pocet mikroorganismi, OSA — acid

tolerantni mikroorganismy, PK — plisné a kvasinky, BAT — bakterie rodu

Alicyclobacillus, SP — mezofilni a termofilni aerobni mikroorganismy, SAA — anaerobni

sporotvorné mikroorganismy, KTJ — pocet kolonietvornych jednotek

Na obr. 4 a 5 jsou pofizeny fotografie Petriho misek pouzitych pro vySetfeni

celkového poctu mikroorganismil a plisni a kvasinek. Na fotografiich je moZné vidét

porovnani dvou odbérnych mist, které jsou oznaceny: JAKO 1 — odbér z panelu u

zasobniho tanku, JAKO 2 — odbér z panelu u michaciho tanku. Pro kazdé odbérné

misto byly pouzity dvé Petriho misky pro paralelni vyhodnoceni vysledk.
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Obr. 4: Mikrobiologicka analyza — stanoveni celkového poctu mikroorganismit

(zdroj: vlastni fotografie)

Obr. 5: Mikrobiologicka analyza — stanoveni poctu plisni a kvasinek (zdroj:

vlastni fotografie)
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Nésledné porovnani hodnot z obou odbérnych mist je zpracovano na grafech 1-

Stanoveni celkového poctu
mikroorganismu (KTJ/g)
3000
=]
£ 2500
@ 2000
8 1500
€ 1000
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o 0
1. den 29.den 51.den 96 den
M z4sobni tank 0 0 1460 2760
B michaci tank 10 0 135 0

Graf 1: Stanoveni celkového poctu mikroorganismi v jablecném koncentratu ¢.

$. L16277/B.

Stanoveni poctu plisni a kvasinek
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M zasobni tank 0 0 3200 345
B michaci tank 10 0 30 20

Graf 2: Stanoveni poctu plisni a kvasinek v jablecném koncentratu €. §.

L16277/B.
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Stanoveni celkového poctu
mikroorganismu (KTJ/g)
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Graf 3: Stanoveni celkového poctu mikroorganismil v jable¢ném koncentratu €.

§. L 17003/A.
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Graf 4: Stanoveni poctu plisni a kvasinek v jable¢ném koncentratu €. §.

L17003/A.
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U hroznového koncentratu byly provedeny odbéry pouze u michaciho tanku.
Nez doslo k samotnému odbéru vzorku, muselo byt znacné mnozstvi suroviny
odpusténo, protoze hroznovy koncentrat obsahuje ve svém zakladu molekulu D-
glukozy, ktera je vhodnym zdrojem energie pro kvasinky, a proto dochézelo nasledné
ke kvaseni suroviny.

Vysledné hodnoty mikrobiologického zatizeni u hroznového koncentratu jsou
uvedeny v tabulce ¢. 8. Vyvoj mikrobiologické zatizeni v hroznovém koncentratu je

zpracovan v grafech.

Tab. 8: Vysledné hodnoty pro hroznovy koncentrat (¢.5. E 170009) pii odbéru z michaciho

tanku.

HZKO (¢.8. E 170009)

datum CP OSA PK BA | BAT/8 | SP/3 | SP/5 | SAA/3 | SAA/S
odbéru T 0 0 5 0 5
23.1.201 | 78/80 | 110/36 | 112/73 0 0 8/5 0 8/6 0
7
KTl/g 790 730 925 <10 <10 65 <10 70 <10
21.2.201 9/12 3/1 3/1 0 0 6/10 0 15/4 0
7
KTJ/g 110 20 20 <10 <10 80 <10 95 <10
27.2.201 3/5 0 11/3 0 0 12/6 0 8/7 0
7
KTl/g 40 <10 70 <10 <10 90 <10 75 <10
17.3.201 | 22/21 22/21 26/31 0 0 6/4 0 5/5 0
7
KTJ/g 215 215 285 <10 <10 50 <10 50 <10
10.4.201 | 200/20 | 264/26 | 312/31 0 0 6/6 0 4/4 0
7 0 4 2
KTJ/g 2000 2640 3120 | <10 <10 60 <10 40 <10

Legenda: HZKO — hroznovy koncentrat, CP — celkovy pocet mikroorganismi, OSA —
acid tolerantni mikroorganismy, PK — plisn¢ a kvasinky, BAT — bakterie rodu
Alicyclobacillus, SP — mezofilni a termofilni aerobni mikroorganismy, SAA — anaerobni

sporotvorné mikroorganismy, KTJ — pocet kolonietvornych jednotek
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Graf 5: Vyvoj celkového poctu mikroorganismi v hroznovém koncentratu €. §. E

170009.
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Graf 6: Vyvoj poctu plisni a kvasinek v hroznovém koncentratu €. §. E 170009.




6. DISKUZE

JABLECNY KONCENTRAT

Jak je patrné z vysledkl v tabulkdch 3-5 nartst mikrobialni zatéze s Casem je
viditelny pouze v tabulce ¢. 4. V porovnani s jinou Sarzi jable¢né¢ho koncentratu lze
predpokladat, ze narist mikrobialni z4téze mohl nastat kontaminaci z prostiedi pii
odbéru vzorku, poptipad¢ nespravnym provedenim mikrobiologické analyzy.

Z grafi 1-4 je vidét, Ze celkovy pocet mikroorganismi i pocet plisni a kvasinek
vyrazné pievysuje pii odbérech v misté zasobniho tanku. Vyssi obsah CP poukazuje
na produkt, ktery byl vyroben ze surovin obsahujicich bakterie, nebo pouzitim
nedostatecné Cistého a dekontaminovaného néradi a zafizeni. Vysoky obsah CP
muze byt také zplsoben tim, Ze v produktu dosSlo k nezddoucimu mnozeni
mikroorganismli disledkem nedostate¢ného chlazeni anebo nepfiméfenou dobou
skladovani (Gorner, Valik, 2004). Jelikoz panel u zasobniho tanku neni pfimo
vybaven ke standardnim odbérim, predpokladime vtomto misté nartst
mikroorganismi pfedevS§im z divodu nedostatecné cistého zafizeni. Tato Cést
zafizeni prochdzi sanitaci pii uplném vypusténi zadsobniho tanku, v prib&hu cerpani
koncentratu ze zasobniho tanku, nelze toto misto vysanitovat. Odbéry z tohoto
panelu se za normalnich okolnosti v rdmci vyroby neprovadi, byly pouZity pouze pro
vypracovani této bakalaiské prace.

Pro jable¢ny koncentrat je vhodna doba skladovani 2 mésice. Z tabulek 3-7 je
patrno, ze tato surovina muze byt oznacena jako samoudrznd, protoze vysledky
mikrobiologické zatéze odpovidaly mikrobiologickym parametriim stanovenych pro
skladovani v tancich jesté o vice jak 2 mésice déle a doslo tak k vyuziti celé suroviny

pro vyrobu.

HROZNOVY KONCENTRAT

Z tabulky €. 8 je patrny nartst mikrobidlni zatéZe s ¢asem skladovani suroviny
v zasobnim tanku. Nartst je viditelny u posledniho provedeného odbéru, kdy
vysledek vyrazné pievysuje limitni hodnoty mikrobiologické zatéze stanovené pro

suroviny uchovavané v zasobnich tancich.
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Jak je patrné z grafu 6, pfevySeni mikrobidlni zatéze u posledniho odbéru je
mnohonasobné. Z tohoto vysledku lze o hroznovém koncentratu fici, Ze se nejedna o
samoudrznou surovinu. S ohledem na dobu zpracovatelnosti je tomu ale naopak.
Tato doba byla i u hroznového koncentratu piekrocena. Vzhledem k tomu, ze se
hroznovy koncentrat nepouziva k vyrobé napoju tak Casto jako jable¢ny, nedoslo
k vyuziti celého objednaného koncentratu a vice jak polovina suroviny musela byt po

Hroznovy koncentrat se lisi od jablecného koncentratu slozenim, a to predevsim
sacharidy (fruktéza v jablecném koncentratu, D-gluk6za v hroznovém koncentratu),
z toho vyplyva i nasledné rozdilna mikrobiologicka zatéz, kterd byla mnohem vyssi

u hroznového koncentratu, jak vyplyva ze ziskanych hodnot.
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7. ZAVER

Mikrobialni z4téz potravin je obvykle vysledkem kombinovanych aktivit
kvasinek, plisni a bakterii; avSak v zéavislosti na okolnich podminkidch miize mit
jeden z nich ptednost. Koncentraty jsou stabilnéj$i nez jiné ovocné stavy; vysokeé

koncentrace cukru a nizké pH zachovavaji tyto produkty (Combina M. et al, 2007).

Z vysledki ziskanych v bakalafské praci muzeme konstatovat, Ze jable¢ny
koncentrat je mozné oznaCit za samoudrznou surovinu. To vyplyva z vysledki
ziskanych pfi stanovovéani poctu jednotlivych druhtt mikroorganismi, kdy pocty
nepiesahuji limitni parametry po celou dobu testovani. Nebyl zaznamenan viditelny

trend nartstu mikrobidlni zatéZze ani po uplynuti doby doporuceného skladovani.

U hroznového koncentratu je tomu naopak. Je zde viditelny néartist mikrobialni
zatéze s dobou skladovani, kdy v suroving€ doslo k velké mikrobialni zatézi jesté pred
spotfebovanim celé suroviny. Proto neni mozné oznacit hroznovy koncentrat jako
samoudrznou surovinu a je vhodnégjsi odebirat tento koncentrat v mensich barelech,

aby dochézelo k jeho celkovému zpracovani pred zkaZzenim suroviny.
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