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Souhrn

Zatimco uc¢innost sanita¢nich roztok pfi odstranovani
biofilmi je Siroce studovanym tématem, mélo se dosud
vi o vlivu aktivnich latek sanita¢nich roztokil na tvorbu
biofilmu. Na souboru 20 kmenta bakterii byl zkouman
vliv pfidavku hydroxidu sodného, kyseliny dusi¢né,
kyseliny citronové, kyseliny fosfore¢né, kyseliny ami-
dosirové, kyseliny peroctové, peroxidu vodiku a chlor-
nanu sodného v koncentra¢ni radé: 0,001; 0,004; 0,007;
0,010; 0,040; 0,070; 0,100; 0,400 a 0,700 obj. % na
tvorbu biofilmit v bujénu BHI. Tento systém simu-
loval prostfedi na mlékéarenskych provozech, kde
jsou pritomny jak organické zbytky zpracovavanych
meziprodukti, tak rezidua sanitacnich roztoku;
prikladem mohou byt podlahy ¢i odtokové kanalky.
Vysledny ucinek zavisel na vlastnostech daného kmene,
konkrétni aktivni latce i na jeji koncentraci. Tvorba
biofilmu nebyla ovlivnéna viibec, byla ovlivnéna slabé,
anebo i velmi silné, a to jak ve smyslu inhibice, tak
stimulace. Z praktického hlediska jsou zavazné zejména
pripady nékolikandsobného zvySeni mnoZstvi biofilmu.
Testovani vlivu rezidui sanitacnich roztokll na tvorbu
biofilmu by mohlo byt jednim z nastroji pro feseni
dlouhodobého vyskytu konkrétnich nezadoucich kment
na mlékarenskych provozech.

Klicova slova: nezadouci bakterie; tvorba bakterial-
nich biofilmu; aktivni slozky sanitacnich roztoku; che-
micky stres; sanitace mlékarenskych provozl

Summary

While the effect of sanitary solutions on the elimina-
tion of biofilms is a widely studied topic only little is
known about the effect of sanitary solutions and their
active substances on the formation of biofilms. Using
a file of 20 bacterial strains, we tested the effect of so-
dium hydroxide, nitric acid, citric acid, phosphoric acid,
amidosulfuric acid, peracetic acid, hydrogen peroxide
and sodium hypochlorite addition in the concentration
series: 0.001; 0.004; 0.007; 0.010; 0.040; 0.070; 0.100;
0.400 and 0.700 % v/v on the formation of biofilm in
BHI broth. This system modelled dairy plant environ-
ment containing both organic residues of processed semi-
products and residues of sanitary solutions; e.g. floors or
drains. The final effect depended on the properties of
particular strain, particular active substance and its con-
centration. The formation of biofilm stayed unaffected,
or was weakly or strongly affected, both in the sense of
inhibition and stimulation. From the practical point of
view, the cases of multiple increase in biofilm amount
are especially compelling. The testing of the influence
of sanitary solutions on biofilm formation could be one
of tools for the control of long-term presence of particu-
lar undesirable strains in dairy plants.

Keywords: undesirable bacteria; formation of bacte-
rial biofilms; active substances of sanitary solutions;
chemical stress; sanitation of dairy plants

Uvod

Tvorba biofilmu a zpiisoby jeho eliminace patii mezi
aktudlni témata. Pfitomnost bakteridlniho biofilmu na
technologickych zafizenich a ve vyrobnim prostfedi
totiZ zvySuje riziko procesni kontaminace a popiipadé
i riziko ohroZeni vefejného zdravi. Na druhou stranu je
vsak obtizné jednou vytvoreny biofilm zcela eliminovat,
nebot jeho struktura predstavuje bariéru omezujici kon-
takt bakterialnich bunék se stresory z okolniho prostredsi,
vcetné ochrany pred pisobenim antimikrobidlnich latek
(Bayoumi a kol., 2012; Ghosh a kol., 2021; Zhu a kol.,
2022). Biofilm je tvofen bakterialnimi butikami a ochran-
nou extraceluldrni matrici, kterd obsahuje zejména exo-
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polysacharidy, extracelulirni DNA a bilkoviny (Lu
a kol., 2022).

Obecné platna doporuceni sanitacnich postupit a vhod-
nych aktivnich latek, které by biofilm konkrétnich bak-
terii spolehlivé eliminovaly, je obtizné navrhnout, protoze
rizné publikované prace mohou mit i protikladné zavéry.
Napt. pro eliminaci biofilmu vytvoreného bakteriemi Lis-
teria monocytogenes Fernandes a kol. (2015) doporucili
kyselinu peroctovou, zatimco Lee a kol. (2016) tuto lat-
ku shledali jako netcinnou. Tato disproporce mohla byt
zplsobena rozdilnou citlivosti testovanych kmenid. Na
podobné rozdilnou d¢innost dalsi aktivni latky, chlornanu
sodného, v zavislosti na citlivosti testovaného kmene
(Staphylococcus aureus, Cronobacter sakazakii, Salmo-
nella enterica serovar Typhimurium) upozornili Bayoumi
a kol. (2012).

Zatimco vybér aktivnich latek vhodnych pro elimina-
ci jiz vytvoreného bakteridlniho biofilmu je cilem rady
odbornych praci, mimo ohnisko zajmu zlstava otdzka,
zda tyto aktivni latky, jakoZto chemické stresory, nemo-
hou tvorbu biofilmu naopak stimulovat. Takova situace
by mohla nastat napt. v mistech, kde by byly pfitomny
jak organické zbytky ze zpracovavanych meziprodukti,
tak rezidua sanitacnich roztokd. Konkrétné by se mohlo
jednat napt. o podlahy a odtokové kanalky na provozech
¢i nedostatecné osetfené dezinfek¢ni lazné. Uvedena
otazka jiz byla pilotné feSena v praci Némeckové a kol.
(2017) zamétené na kvasinky. Tato prace na ni navazuje
a zabyva se vlivem aktivnich latek sanitacnich roztokl na
tvorbu bakteridlniho biofilmu.

Material a metody

Poufité bakteridlni kmeny

K experimentiim byly pouZzity kmeny gramnegativnich
a grampozitivnich bakterii uloZené v interni sbirce VUM
s.r.o. Kmeny byly izolovany ze vzorkili odebranych na
mlékarenskych provozech a nasledné identifikovdny na
tiroveii druhu na SVU Jihlava s vyuZitim metody MAL-
DI-TOF MS. Zakladni specifikace testovanych gram-
negativnich kment je uvedena v tab. 1. a grampozitivnich
kment v tab. 2. Kmeny byly aerobné kultivovany v bujénu
BHI (Merck, DEU) pfi teploté 30 °C nebo 37 °C po dobu
24 popt. 48 h, tzn. do dosaZeni okem viditelného nartstu.

Testované aktivni ldtky sanitacnich roztoku
Koncentraty sanitacnich roztokl pouZivané v mlékaren-
stvi se pred pouZzitim fedi vodou na pracovni koncentraci
dle doporuceni jejich dodavateli. Pracovni koncentrace
sanitatniho roztoku se obvykle pohybuje okolo 1,0 obj.
% koncentratu, pricemz koncentrit obvykle obsahuje
cca 10-50 obj. % jedné aktivni latky. V kontextu téchto
skutecnosti byla pro ucely této prace, konkrétné pro tes-
tovani vlivu aktivnich latek sanitacnich roztoki na tvorbu
biofilmu, navrzena nasledujici koncentracni rada testované
aktivni latky v bujonu BHI: 0,001; 0,004; 0,007; 0,010;
0,040; 0,070; 0,100; 0,400 a 0,700 obj. %. K tomu bylo

Tab. 1 Testované gramnegativni bakteridlni kmeny

Bakterialni kmen Piivod Teplota  Tvorba biofilmu
kmene  kultivace (°C) (intenzita)

Pseudomonas libanensis Fazovy 30 ++

§343-AM6, 5-0 vzorek

Pseudomonas brenneri Syr 30 ++

S667A-6,5-7A

Buttiauxella izardii Pitnd voda 30 ++

S697-CHR-0 z fadu

Aeromonas bestiarum Syr 30 ++

S708-CHR-2

Acinetobacter schindleri Vyrobni 30 +++

S24-AB-1B zafizeni

Klebsiella variicola Fazovy 37 +

5540-CHR-6 vzorek

Citrobacter youngae Féazovy 37 ND

$231-VCZG-0 vzorek

Citrobacter freundii Féazovy 37 ND

S214A-CH-2 vzorek

Citrobacter farmeri Syr 37 +

5145-CH-3

Enterobacter cloacae Syr 37 4FaF

S573-CHR-6

Intenzita tvorby biofilmu: +... slabd, ++... stfedni, +++... silnd, ++++... extrémné
silng, ND... nedetekovand (Z&dnd)

Tab. 2 Testované grampozitivni bakteridlni kmeny

Bakterialni kmen Piivod Teplota Tvorba biofilmu
kmene  kultivace (°C)  (intenzita)

Kocuria kristinae Pracka 30 +

S$163-AB-1A

Enterococcus gallinarum Pracka 2 30 +

S242-AB-2B

Bacillus cereus Pracka 2 30 ND

S5242-SA-1

Bacillus cereus Sanitacni 30 ND

39-AB-F roztok

Bacillus cereus Roztok 30 ND

S17-AB-F CIP

Bacillus megaterium Roztok 30 ND

S413-AB-FB CIP 2

Paenibacillus glucanolyticus Roztok 30 +++

S406-AB-1B CIP3

Bacillus licheniformis Roztok 30 ++++

S91-AB-F CIP 4

Micrococcus luteus Mycka 30 +

S363-GTK-AB-1B

Rhodococcus erythropolis | Dezinfekéni 30 GFaF

S78-AB-F roztok

Intenzita tvorby biofilmu: +... slabd, ++... stfedni, +++... silnd, ++ ++... extrémné
silnd, ND... nedetekovand (Zddnd)

potieba pripravit zasobni roztoky aktivnich latek o koncen-
tracich: 0,010; 0,040; 0,070; 0,100; 0,400; 0,700; 1,000;
4,000 a 7,000 obj. %. Jako zdroje aktivnich litek byly
pouzity bézné dostupné chemikdlie, a to NaOH (50,0 ob;j.
%), HNO3 (65,0 obj. %), kys. citronova (99,5 obj. %), kys.
fosforecna (85,0 obj. %), kys. amidosirova (99,5 obj. %),
H,0, (30,0 obj. %) a kys. peroctova (15,0 obj. %). Dale byl
do testovani zatrazen i alkalicky roztok chlornanu sodného,
béZné dostupny jako prepardt SAVO. Presnd koncentrace
chlornanu sodného v SAVU byla ovéfena jodometricky
podle SOP VFU (2020).
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Zjistént tvorby biofilmu u bakterii

Bakterialni kmeny, cerstvé kultivo-
vané podle vySe uvedeného postupu,
byly nafedény v poméru 0,3 ml do
10,0 ml sterilniho bujéonu BHI. Odtud
byly pipetovany (90 pl) do jednot-
livych jamek mikrotitracnich desticek,
s naslednym pfidanim zdsobniho
roztoku konkrétni testované aktivni
latky (10 pl). Od kazdé testované kom-
binace kmene, aktivni latky a jeji kon-
centrace byly pfipraveny ¢tyfi paralelni
jamky. Pfipraveny téz byly Cctvefice
kontrolnich jamek obsahujicich kon-
krétni testovany kmen v bujéonu BHI,
nebo jen sterilni bujon. Kultivace
kmend probihaly 3 dny pfi teplotich
uvedenych v tab. 1 a tab. 2. Nasledné
byly biofilmy detekovany barvenim
krystalovou violeti a méfenim absor-
bance ptfi 560 nm (Infinite M Nanot,
Tecan, CHE). Postup price, zpraco-
véani dat a kritéria pro hodnoceni tvor-
by biofilmu (idaje v tab. 1 a tab. 2),
a to konkrétné od nedetekované az po
extrémné silnou, jsou uvedeny v praci
Némeckové a kol. (2021). Jako sniZeni
nebo zvySeni mnozstvi biofilmu byla
uvazovana zména alespon o 20 %,
jako vyznamné sniZeni nebo vyznamné
zvySeni byla povazZovana zména o vice
nezZ 80 %, a to oproti kontrolnimu
vzorku s biofilmem vytvorenym kon-
krétnim testovanym kmenem v bujénu
BHI bez pfidané aktivni latky.

Vysledky a diskuze

Vysledky testovani vlivu aktivnich
latek sanitacnich roztokt na tvorbu bio-
filmu pro jednotlivé bakteridlni kmeny
(serazené v poradi podle tab. 1 a tab. 2)
jsou uvedeny v tab. 3-22. Vzhledem
k tomu, Ze se intenzita tvorby biofilmu
mezi testovanymi kmeny v samotném
bujonu BHI liSila a Ze méreni absor-
bance probihalo na tii desetinnd mista,
byla v zidjmu prehlednosti zjiSténa
data prevedena na jednotné relativni
vyjadreni na pétibodové skéle. Vyhodou
tohoto pristupu byla dobrd porovnatel-
nost vysledk jak mezi aktivnimi lat-
kami, tak mezi kmeny. Pfesto, i pouzité
nespojité vyjadreni vysledkd mohlo byt
ovlivnéno urcitymi vykyvy namétenych

Tab. 3 Vliv pfidavku aktivnich latek sanitacnich roztokd k bujénu BHI na tvorbu
biofilmu u kmene Pseudomonas libanensis S343-AM6,5-0

Koncentrace 0,700 0,400 0,100 0,070 0,040 0,010 0,007 0,004 0,001

aktivni latky (%)

Hydroxid sodny 1
Kys. dusi¢na 2
Kys. citronovd 1
Kys. fosforecna 4
Kys. amidosirova 3
Peroxid vodiku 1
Kys. peroctova 1
Chlornan sodny ND

—_ a4 a4 g PN = =N
— = = P NN
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Tvorba biofilmu: 1... vyznamné sniZeni, 2... sniZeni, 3... zanedbatelny vliv, 4... zvySeni, 5... vyznamné zvyseni,
nedetekovand (Zédnd)

= | W W W wWwwND w

D...

Tab. 4 Vliv pfidavku aktivnich latek sanita¢nich roztokd k bujénu BHI na tvorbu
biofilmu kmenem Pseudomonas brenneri S667A-6,5-7A

Koncentrace (%) 0,7 0,4 0,1 007 004 001 0007 0,004 0,001

Hydroxid sodny 1 1 3 3 5 3 2 4 5
Kys. dusicna 1 2 1 1 3 4 2 2 4
Kys. citronovd 1 1 1 1 2 5 2 4 5
Kys. fosforecna 2 2 2 1 2 2 2 3 5
Kys. amidosirovd 2 1 5 1 2 5 3 4 5
Peroxid vodiku 2 1 1 1 2 1 1 1 3
Kys. peroctova 1 1 1 1 1 1 2 2 5
Chlornan sodny ND 1 1 ND 1 5 ND o) 5
Tvorba biofilmu: 1... vyznamné sniZeni, 2... sniZeni, 3... zanedbatelny vliv, 4... zvySeni, 5... vyznamné zvySeni, ND...

nedetekovana (Zadnd)

Tab. 5 Vliv pfidavku aktivnich latek sanitacnich roztokd k bujénu BHI na tvorbu
biofilmu kmenem Buttiauxella izardii S697-CHR-0

Koncentrace (%) 0,7 0,4 0,1 0,07 004 001 0,007 0,004 0,001
Hydroxid sodny 1 1 1 1 1 2 2 2 2
Kys. dusi¢na
Kys. citronovd
Kys. fosfore¢na
Kys. amidosirova
Peroxid vodiku
Kys. peroctova
Chlornan sodny ND

= = N W N W

1
2
2
2
1
1

— = NN NN

2
2
2
2
1
1

— = NN NN

4w a4
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ND 2 ND 3

Tvorba biofilmu: 1... vyznamné sniZeni, 2... sniZeni, 3... zanedbatelny vliv, 4... zvySeni, 5... vyznamné zvyseni,
nedetekovand (Zdnd)

Mo N NN

D...

Tab. 6 Viiv pfidavku aktivnich latek sanitacnich roztokt k bujénu BHI na tvorbu
biofilmu kmenem Aeromonas bestiarum S708-CHR-2

Koncentrace (%) 0,7 0,4 0,1 007 004 001 0007 0004 0,001

Hydroxid sodny 2 2 4 4 4 4 3 3 3
Kys. dusicna 4 2 1 1 1 3 2 2 2
Kys. citronovd 2 2 2 2 2 2 1 2 2
Kys. fosforecna 5 2 3 2 2 2 1 2 2
Kys. amidosirova 3 2 2 2 2 2 2 2 2
Peroxid vodiku 2 1 1 1 2 2 2 2 3
Kys. peroctova 2 2 1 2 2 2 2 2 3
Chlornan sodny ND 1 1 ND 1 4 ND 3 3
Tvorba biofilmu: 1... vyznamné sniZeni, 2... sniZzeni, 3... zanedbatelny vliv, 4... zvySeni, 5... vyznamné zvySeni, ND...

nedetekovana (Zdnd)

dat, a to diky pracim s bakteridlnim materidlem. To se pro- ~ pohybovaly okolo vytycenych mezi pro jednotlivé body
jevilo zejména v pfipadech, kdy se namérené absorbance  na Skale.
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Ze zvoleného zplisobu vyjadreni
vysledktt dale vyplynulo, Ze ¢&im
méné biofilmu testovany kmen tvoril
v samotném bujénu BHI, tim mensi
zména mnozstvi vytvoreného biofilmu
vedla k posunu na bodové Skéle. Na
kmenech se stiedni, silnou ¢i extrémné
silnou tvorbou biofilmu bylo proto
mozné ucinek jednotlivych aktivnich
latek o rGznych koncentracich pozoro-
vat zfetelnéji, neZ u kmeni se slabou
tvorbou biofilmu.

Do testovani byly zatfazeny i kmeny
(Cit. youngae S231-VCZG-0, Cit. freun-
dii S214A-CH-2, B. cereus S242-SA-1,
B. cereus 39-AB-F, B. cereus S17-AB-F,
B. megaterium S413-AB-FB), u nichz
tvorba biofilmu v samotném bujonu
BHI detekovéana nebyla, tzn. naméfena
absorbance po odecteni slepého vzorku
(bujon BHI bez naoc¢kovaného kmene)
byla nizsi nez 0,020. Relativni sniZeni
nebo zvySeni mnozstvi biofilmu v pii-
tomnosti aktivnich latek je v tab. 9,
10, 15, 16, 17 a 18 zaznamenano
tak, jak experimenty vySly, nicméné
v absolutnich hodnotach k tvorbé bio-
filmu prakticky nedoslo. Aktivni latky
obsazené v sanitacnich roztocich nesti-
mulovaly tvorbu biofilmu u kment,
které biofilm netvorily. Z praktického
hlediska se jednalo o priznivé zjisténi.

Pozorovdana vSak byla i opacna
situace, kdyZz aktivni latky obsaZené
v sanitacnich roztocich tvorbu biofil-
mu jesté¢ vice stimulovaly u kment,
které biofilmy tvorily. Tento jev byl po-
zorovan zejména v pripadé chlornanu
sodného pusobiciho na kmeny Ps. [i-
banensis S343-AMG6,5-0, Ps. bren-
neri S667A-6,5-TA a Ac. schindleri
S24-AB-1B (viz tab. 3, 4 a 7), a také
v piipadé kys. peroctové u kmena Ps.
brenneri S667A-6,5-TA a Ac. schind-
leri S24-AB-1B (viz tab. 4 a 7). Kon-
centrace téchto dezinfekCnich latek,
které jiz nevykazovaly antimikrobidl-
ni ucCinek, ptsobily na bakterie jako
chemicky stresor stimulujici tvorbu
ochranné bariéry v podobé biofilmu.
(Poznamka: Koncentrace chlornanu
sodného vychazejici ze zasobniho
roztoku o koncentraci 7,000 obj. %
testovany nebyly, protoZe koncentrace

cvve

vychoziho preparatu SAVA byla niz$i nez 7,000 obj. %.).
Za pozornost staly rovnéz i koncentrace, které u vicera/
vétSiny testovanych aktivnich latek stimulovaly tvorbu

Tab. 7 Viiv pfidavku aktivnich ldtek sanitacnich roztok( k bujénu BHI na tvorbu
biofilmu kmenem Acinetobacter schindleri S24-AB-1B

Koncentrace (%) 0,7 0,4 0,1 0,07 004 001 0,007 0,004 0,001
Hydroxid sodny 1 2 2 2 3 3 3 3 3
Kys. dusicna 2 2 2 3 3 3 3 3 2
Kys. citronovd 1 1 3 3 4 3 3 3 3
Kys. fosforecna 2 2 3 3 & 3 3 3 3
Kys. amidosirovd 1 1 3 2 4 3 3 4 3
Peroxid vodiku 1 1 1 1 1 1 2 1 3
Kys. peroctova 1 1 1 1 1 1 1 1 4
Chlornan sodny ND 1 1 ND 1 4 ND 4 4
Tvorba biofilmu: 1... vyznamné sniZeni, 2... sniZeni, 3... zanedbatelny vliv, 4... zvySeni, 5... vyznamné zvySeni, ND...

nedetekovana (Zadnd)

Tab. 8 Vliv pfidavku aktivnich latek sanitacnich roztokd k bujénu BHI na tvorbu
biofilmu kmenem Klebsiella variicola S540-CHR-6

Koncentrace (%) 0,7 0,4 0,1 0,07 004 001 0,007 0,004 0,001
Hydroxid sodny 2 3 4 2 2 3 3 2 3
Kys. dusicna 2 3 4 3 2 2 2 2 2
Kys. citronovd 3 3 2 4 2 3 2 2 3
Kys. fosforecna 4 3 3 3 2 3 2 2 3
Kys. amidosirova 4 2 2 4 3 3 4 3 4
Peroxid vodiku & 2 2 3 2 2 4 2 2
Kys. peroctova 3 3 2 3 3 3 3 3 4
Chlornan sodny ND 2 1 ND 2 2 ND 2 2
Tvorba biofilmu: 1... vyznamné sniZeni, 2... sniZeni, 3... zanedbatelny vliv, 4... zvySeni, 5... vyznamné zvySeni, ND...

nedetekovand (zadnd)

Tab. 9 Viiv pfidavku aktivnich latek sanitacnich roztokd k bujénu BHI na tvorbu
biofilmu kmenem Citrobacter youngae S231-VCZG-0

Koncentrace (%) 0,7 0,4 0,1 0,07 004 0,01 0,007 0,004 0,001
Hydroxid sodny 1 2 5 5 5 5 5 5 5
Kys. dusicna 5 5 5 5 5 5 5 4 4
Kys. citronova 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Kys. fosforecna 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Kys. amidosirova 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Peroxid vodiku 5 5 5 1 1 5 5 4 5
Kys. peroctova 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Chlornan sodny ND 1 1 ND 5 5 ND B 5
Tvorba biofilmu: 1... vyznamné sniZeni, 2... sniZzeni, 3... zanedbatelny vliv, 4... zvySeni, 5... vyznamné zvyseni, ND...

nedetekovana (Zadnd)

Tab. 10 Vliv pfidavku aktivnich latek sanitacnich roztokd k bujonu BHI na tvorbu
biofilmu kmenem Citrobacter freundii S214A-CH-2

Koncentrace (%) 0,7 0,4 0,1 0,07 004 001 0,007 0,004 0,001
Hydroxid sodny 3 2 3 3 3 4 4 4 4
Kys. dusicna 4 4 4 5 3 4 4 3 4
Kys. citronova 5 4 3 5 3 4 5 4 4
Kys. fosfore¢na 5 4 5 5 3 4 4 3 3
Kys. amidosirova 5 4 4 5 4 4 5 4 4
Peroxid vodiku 5 3 5 5 8 4 4 3 3
Kys. peroctova 5 4 4 5 4 4 5 5 3
Chlornan sodny ND 1 1 ND 1 1 ND 3 3
Tvorba biofilmu: 1... vyznamné snizeni, 2... snizeni, 3... zanedbatelny vliv, 4... zvySeni, 5... vyznamné zvySeni, ND...

nedetekovand (Zadnd)

biofilmu u nékterych kmend. Kmen Ps. brenneri S667A-
6,5-7A byl stimulovan 7 aktivnimi latkami o koncentra-
ci 0,004 obj. % a/mebo 0,001 obj. % (viz tab. 4), kmen

4
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R. erythropolis S78-AB-F (viz tab. 22)
vsemi 8 aktivnimi latkami o koncen-
traci 0,400 obj. %. a/nebo 0,100 obj. %.

Déile si lze povSimnout, Ze fada
testovanych aktivnich latek (nejen
dezinfekcnich, aleinabézikyseliny nebo
alkdlie) tvorbu biofilmu u nékterych
kmenti vyznamné potlacovala. To
mohlo byt zapfi¢inéno jak antimikro-
bidlnim ucinkem dezinfek¢nich latek
nebo inhibi¢nim ucinkem nizkého ¢i
vysokého pH, tak zvySenim dostupnosti
nékterych Zivin v interakci se sloZkami
bujonu BHI (viz diskuze nize). Docha-
zelo k vyznamnému snizZeni mnoZzstvi
vytvoreného biofilmu v koncentracni
fadé az po hranici, kdy koncentrace
dané aktivni latky klesla pod dcinnou
mez. Jednalo se zejména o kmeny Ps.
libanensis S343-AM6,5-0, Ps. bren-
neri S667A-6,5-7TA, But. izardii S697-
CHR-0, Ac. schindleri S24-AB-1B
a B. licheniformis S91-AB-F (viz tab. 3,
4,5,7a?20).

Naopak kmen Kl variicola S540-
CHR-6 (viz tab. 8) je prikladem kmene
schopného tvofit biofilm, ktery byl
pritomnosti testovanych aktivnich latek
prakticky neovlivnén. Vysvétlenim by
mohla byt pritomnost gentl zvysujicich
odolnost tohoto kmene vuci chemic-
kému stresu. Xu a kol. (2021) publiko-
vali u bakterii E. coli souvislost mezi
pritomnosti prenositelného lokusu tole-
rance vuci stresu (Transmissible Locus
of Stress Tolerance, tLST) a rezistenci
planktonickych buné€k, konkrétné vici
aktivnimu chloru, peroxidu vodiku
a kys. peroctové.

Za uvahu rovnéz stoji otizka, ke
kolikandsobnému zvySeni mnoZstvi
biofilmu v pfitomnosti aktivnich latek
muze dojit. V této praci ohodnoceni
stupném 5 vyjadiuje zvySeni mnoZstvi
biofilmu o 80 %, tj. minimdlné na
1,8nasobek oproti kontrolnimu vzorku.
Nejcast€ji naméfenym vyznamnym
zvySenim mnoZstvi biofilmu bylo
priblizné na 2nasobek az 4nasobek.

Mezi kmeny se stfedni nebo vyssi
tvorbou biofilmu byl nejvyrazngjsi
ucinek aktivnich latek pozorovan
u kmene Ps. brenneri S667A-6,5-7A,
a to po pridavku chlornanu sodného. Pti

pouziti koncentrace 0,010 obj. % se mnozstvi biofilmu
zvysilo na 4,4ndsobek, a pfi pouZiti koncentraci 0,004
obj. % a 0,001 obj. % pak na 2,3nasobek a 1,8ndsobek.

Tab. 11 Viiv pfidavku aktivnich latek sanitacnich roztokd k bujénu BHI na tvorbu
biofilmu kmenem Citrobacter farmeri S145-CH-3

Koncentrace (%) 0,7 0,4 0,1 0,07 004 001 0,007 0,004 0,001
Hydroxid sodny 1 2 3 3 4 4 3 4 4
Kys. dusi¢na 4 3 2 5 2 3 4 2 2
Kys. citronovd 4 2 3 3 3 3 4 4 3
Kys. fosforecna 4 3 3 2 & 3 4 4 3
Kys. amidosirovd 3 2 3 3 3 3 4 5 4
Peroxid vodiku 2 2 2 3 2 2 3 2 3
Kys. peroctova 3 4 2 2 3 2 3 4 4
Chlornan sodny ND 2 1 ND 2 2 ND 4 4
Tvorba biofilmu: 1... vyznamné sniZeni, 2... sniZeni, 3... zanedbatelny vliv, 4... zvySeni, 5... vyznamné zvySeni, ND...

nedetekovana (Zadnd)

Tab. 12 Vliv pfidavku aktivnich latek sanitacnich roztokd k bujonu BHI na tvorbu
biofilmu kmenem Enterobacter cloacae S573-CHR-6

Koncentrace (%) 0,7 0.4 0,1 0,07 004 001 0,007 0,004 0,001
Hydroxid sodny 1 2 1 3 2 1 2 2 1
Kys. dusi¢na
Kys. citronovd
Kys. fosforecna
Kys. amidosirova
Peroxid vodiku
Kys. peroctova
Chlornan sodny ND

[ I \CRN CRpy
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[ O
N PO NN NN
— NN NN NN
N N NN NN
I CRE ORI CR ORI CY

1
1
1
1
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1
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Tvorba biofilmu: 1... vyznamné snizeni, 2... snizeni, 3... zanedbatelny vliv, 4... zvySeni, 5... vyznamné zvySeni, ND...
nedetekovand (zadnd)

Tab. 13 Viiv pfidavku aktivnich ldtek sanitaénich roztokt k bujénu BHI na tvorbu
biofilmu kmenem Kocuria kristinae S163-AB-1A

Koncentrace (%) 0,7 0,4 0,1 0,07 004 0,01 0,007 0,004 0,001
Hydroxid sodny 4 1 2 4 2 2 5 5 5
Kys. dusicna 5 5 2 5 2 4 5 5 2
Kys. citronova 5 3 1 5 3 4 5 5 4
Kys. fosforecna 5 5 2 5 3 3 5 5 3
Kys. amidosirova 5 5 2 5 5 3 5 5 3
Peroxid vodiku 5 3 4 5 4 5 5 5 3
Kys. peroctova 5 3 4 5 4 2 5 5 3
Chlornan sodny ND 3 2 ND 4 3 ND B 3
Tvorba biofilmu: 1... vyznamné sniZeni, 2... sniZzeni, 3... zanedbatelny vliv, 4... zvySeni, 5... vyznamné zvyseni, ND...

nedetekovana (Zadnd)

Tab. 14 Vliv pfidavku aktivnich latek sanitacnich roztokd k bujonu BHI na tvorbu
biofilmu kmenem Enterococcus gallinarum S242-AB-2B

Koncentrace (%) 0,7 0,4 0,1 0,07 004 001 0,007 0,004 0,001
Hydroxid sodny 1 1 2 3 2 2 2 3 2
Kys. dusicna 5 5 1 2 2 1 1 2 1
Kys. citronovd 3 4 1 1 2 2 2 2 2
Kys. fosfore¢na 5 5 1 2 3 1 2 2 1
Kys. amidosirova 5 5 3 2 4 2 3 3 2
Peroxid vodiku 8 2 2 5 8 2 3 2 2
Kys. peroctova 4 2 2 3 4 2 4 2 2
Chlornan sodny ND 2 3 ND 5 3 ND 2 2
Tvorba biofilmu: 1... vyznamné snizeni, 2... snizeni, 3... zanedbatelny vliv, 4... zvySeni, 5... vyznamné zvySeni, ND...

nedetekovand (Zadnd)

Mezi kmeny se slabou tvorbou biofilmu byl nejvyrazné;jsi
ucinek pozorovan u kmene Koc. kristinae S163-AB-
1A. Pridavek kys. dusi¢né nebo kys. fosforecné o kon-
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Tab. 15 Vliv pfidavku aktivnich latek sanitacnich roztokd k bujénu BHI na tvorbu

biofilmu kmenem Bacillus cereus S242-SA-1

Koncentrace (%) 0,7 0,4 0,1 0,07 0,04 001 0,007 0,004 0,001
Hydroxid sodny 1 1 5 1 2 5 2 5 5
Kys. dusicna ® 5 5 3 4 5 2 4 5
Kys. citronovd 3 2 5 4 5 5 4 5 5
Kys. fosforecna 5 5 5 2 5 5 4 5 5
Kys. amidosirova 4 4 5 3 5 5 5 5 5
Peroxid vodiku 1 1 3 1 2 5 2 4 5
Kys. peroctova 3 4 4 1 2 5 4 5 5
Chlornan sodny ND 4 5 ND 4 5 ND 5 5
Tvorba biofilmu: 1... vyznamné sniZeni, 2... snizeni, 3... zanedbatelny vliv, 4... zvySeni, 5... vyznamné zvySeni, ND...

nedetekovana (Zadnd)

Tab. 16 Vliv pfidavku aktivnich ldtek sanitanich roztokd k bujénu BHI na tvorbu

biofilmu kmenem Bacillus cereus 39-AB-F

Koncentrace (%) 0,7 0,4 0,1 0,07 0,04 001 0,007 0,004 0,001
Hydroxid sodny 1 4 5 3 5 5 1 5 5
Kys. dusicna 5 5 5 2 5 5 1 5 5
Kys. citronovd 5 5 5 2 5 5 1 5 5
Kys. fosforec¢na 5 5 5 2 5 5 1 5 5
Kys. amidosirova 5 5 5 5 5 5 3 5 5
Peroxid vodiku 2 5 5 1 5 5 1 5 5
Kys. peroctova 5 5 5 1 5 5 3 5 5
Chlornan sodny ND 5 5 ND 5 5 ND 5 5
Tvorba biofilmu: 1... vyznamné snizeni, 2... snizeni, 3... zanedbatelny vliv, 4... zvySeni, 5... vyznamné zvySeni, ND...

nedetekovand (Zadnd)

Tab. 17 Vliv pfidavku aktivnich ldtek sanitaénich roztokd k bujénu BHI na tvorbu

biofilmu kmenem Bacillus cereus S17-AB-F

Koncentrace (%) 0,7 0,4 0,1 0,07 0,04 0,01 0,007 0,004 0,001
Hydroxid sodny 1 1 1 1 2 1 5 2 5
Kys. dusicna B B 1 1 1 1 5 1 5
Kys. citronova 5 1 1 1 1 1 5 1 5
Kys. fosforecna 5 ® 4 3 1 1 5 2 5
Kys. amidosirova 5 5 5 1 2 5 5 3 5
Peroxid vodiku 2 1 1 1 1 5 5 1 5
Kys. peroctova 5 5 1 4 1 5 5 2 5
Chlornan sodny ND 5 5 ND 5 3 ND 2 5
Tvorba biofilmu: 1... vyznamné sniZeni, 2... snizeni, 3... zanedbatelny vliv, 4... zvySeni, 5... vyznamné zvySeni, ND...

nedetekovana (zadnd)

Tab. 18 Vliv pfidavku aktivnich ldtek sanitanich roztokd k bujénu BHI na tvorbu

biofilmu kmenem Bacillus megaterium S413-AB-FB

Koncentrace (%) 0,7 0,4 0,1 007 004 001 0,007 0,004 0,001
Hydroxid sodny 4 4 4 5 4 3 5 5 5
Kys. dusicna 4 5 5 5 5 3 5 5 5
Kys. citronova 4 5 5 5 5 5 5 5 5
Kys. fosforec¢na 5 5 5 5 5 4 5 B 8
Kys. amidosirova 4 5 5 5 5 5 5 5 5
Peroxid vodiku 4 5 B ® B 5 5 5 5
Kys. peroctova 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Chlornan sodny ND 5 4 ND 4 4 ND 5 5
Tvorba biofilmu: 1... vyznamné snizeni, 2... snizeni, 3... zanedbatelny vliv, 4... zvySeni, 5... vyznamné zvySeni, ND...

nedetekovand (Zadnd)

centraci 0,700 obj. % vedl ke zvySeni mnoZzstvi bio-
filmu na 9,4nasobek, resp. 9,5ndsobek, a o koncentraci
0,400 obj. % na 4,4nasobek, resp. 3,2nasobek. Pridavek

kys. fosfore¢né o koncentraci 0,700
obj. % vedl k vyznamnému zvySeni
mnozstvi biofilmu i u dal§ich kmenda:
u kmene Aer. bestiarum S708-CHR-2
na 2,3ndsobek, u kmene Ent. galli-
narum S242-AB-2B na 4,4néasobek,
u kmene M. luteus S363-GTK-AB-1B
na 2,9ndsobek a u kmene R. erythropo-
lis S78-AB-F na 2,0nasobek.

V tvaze o antimikrobidlnim ucinku
aktivnich latek je zapotiebi zdlraznit, Ze
ziskané vysledky nevypovidaji o kon-
centraci sanitanich roztoku, kterou by
bylo mozné doporucit. Testované kon-
centrace se tykaji aktivnich latek jako
takovych, a nikoliv sanitacnich roztokt
na jejich bazi. Kromé toho modelovym
systémem byl bujon BHI s pridavkem
aktivnich latek, které se mohly spotie-
bovavat v interakci jak s bakteriemi,
tak se slozkami bujonu BHI. Vzhledem
k obecné znamému faktu, ze proces
sanitace muze probihat ucinné az po
vyplachnuti zpracovavaného mezipro-
duktu jakozto organické matrice, v nasi
praci se pouzity modelovy systém vzta-
huje spiSe k simulaci takovych mist
ve vyrobnim provozu, kde se mohou
hromadit jak zbytky zpracovavaného
meziproduktu, tak rezidua sanitacnich
roztok (jak jiz bylo popsano v Uvodu).
Na komplexnost interakci mezi mikro-
organismy, aktivnimi latkami a slozka-
mi bujéonu BHI upozornila jiz pilotni
studie s kvasinkami (Némeckova
a kol., 2017). Hypoteticky lze uvazovat
napf. o tom, ze interakci aktivnich latek
se slozkami bujéonu mohou vznikat
antimikrobialné putsobici latky nebo
naopak latky biologicky 1€pe dostupné
¢i nutricné vhodnéjsi. Lu a kol. (2022)
popsali inhibi¢ni ucinek pfidavku Zivin
(aminokyselin a vitaminll) vzhledem
k tvorbé biofilmu. V nasi praci by se
mohlo jednat nejspiSe o zmény dusi-
katych latek.

Zaver

U 20 kment bakterii byl zkou-
man vliv pfidavku aktivnich latek
sanitacnich roztoku na tvorbu biofilmu
v bujénu BHI. Tento modelovy systém
simuloval takova mista v mlékaren-

ském vyrobnim provozu, kde by mohly byt pfitomny jak
organické latky ze zpracovavanych meziproduktd, tak
rezidua sanitacnich roztokil. Konkrétné by se mohlo jed-
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nat napf. o podlahy, odtokové kanalky
¢i nedostatecné oSetfené dezinfekcni
lazné. Ziskané vysledky poukazaly
na komplexnost feSené problematiky,
nebot vysledny tcinek zavisi na vlast-
nostech daného bakterialniho kmene,
konkrétni aktivni latce a jeji koncen-
traci. Tvorba biofilmu nemusi byt
pritomnosti aktivni latky ovlivnéna
vibec, mize byt ovlivnéna jen mirné,
anebo naopak vyznamné, a to jak ve
smyslu inhibice, tak stimulace tvorby
biofilmu. Pravé stimulace tvorby biofil-
mu diky reziduim sanitacnich roztokd
miZe byt jednim z faktorii vedoucich
k perzistovani nezadoucich bakterial-
nich kmenit v provozu. V takovém
pripadé lze doporucit otestovani prob-
lematického kmene a pripadnou tpravu
sanita¢nich postupu.

Podékovdni

Tato prace vzniklas finan¢ni podporou
Nérodni agentury pro zemédéelsky vyz-
kum Ministerstva zemé&dé&lstvi Ceské
republiky na dlouhodoby koncepéni
rozvoj vyzkumné organizace dle roz-
hodnuti MZE-RO1422.
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DUNALIELLA SALINA - NEJBOHATSI
ZDR0OJ BETAKAROTENU
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2 Vlysoka skola chemicko-technologicka v Praze

Dunaliella salina — the best source
of B-carotene

Abstrakt

Dunaliella salina je mikroskopickou zelenou fasou, jeZ
se béhem poslednich let stala jednim z nejvyznamnéjSich
zdrojii antioxidanti mikrobidlniho pivodu. Divodem
jeji rostouci obliby mezi spotiebiteli i vyrobci je jeji
vysoky obsah karotend, bilkovin a dalSich bioaktivnich
latek. Kultivace této fasy je nendro¢nd a nevyzaduje ni-
jak specifické podminky. Bioaktivni latky, jez Dunaliel-
la salina produkuje, maji mnoho piiznivych ucinka
na Clovéka, napf. bylo prokdzano jeji pusobeni proti
nékterym civilizacnim chorobam, také imunomodulacni
a antioxidacni ucinky. Zdokumentovan je také mozny
prebioticky tucinek jejich polysacharidd. Dunaliellu,
resp. jeji slozky, 1ze pouzit jako potravni dopliiky, k for-
tifikaci funk¢nich potravin i ve formé susené biomasy.

Klicova slova: Dunaliella, mikroskopické fasy, ka-
roten, antioxidanty, nutraceutika

Abstract

Dunaliella salina is a green microalga that has become
one of the most important source of microbial antioxi-
dants during last years. The reason for its growing popu-
larity among consumers and producers is its high content
of carotenes and proteins, as well as other bioactive com-
pounds. Cultivation of this alga is not very demanding,

for its production no special requirements are needed.
Biogenic substances produced by Dunaliella salina have
a lot of positive effects on humans. They act against some
civilization diseases, as an immunomodulating agents, as
antioxidants. Additionally, their growth promoting effect
on beneficial bacteria as prospective prebiotics has been
documented. Dunaliella, or their compounds can be used
in the form of food supplements, in fortification of func-
tional foods or as a dried biomass.

Keywords: Dunaliella, microalga, carotene, antioxi-
dants, nutraceutics

Uvod

Jednobunécné ftasy jsou mikroskopické organismy,
z nichz se nékteré jiz tradi¢né péstuji pro vyrobu potravin.
HIlavni oblasti jejich péstovani je Dalny vychod, nicméné
béhem poslednich generaci se jejich péstovani rozsirilo
i do dalSich oblasti s vhodnym podnebim, predevsim
do pfimorskych statt (Sathasivam a kol. 2019). V je-
jich pfipadé se jednd zejména o primyslovou vyrobu,
v riznych fazich vyvoje. Na Ddlném vychodé naopak
péstovani mikroskopickych tas navdzalo na predchozi
zkuSenosti s péstovanim motskych fas a jejich zpracovani,
které svym objemem i rozsahem stile mnohondsobné
prevySuje taméjsi produkci mikroskopickych fas (Yu
a kol. 2019). V dnesni dobé se péstuje nekolik desitek
druht moftskych i mikroskopickych fas, jezZ se konzumuyji
bud piimo, pfipadné slouzi k produkci potravinarskych
surovin anebo jako soucasti potravinarskych vyrobki
¢i dopliiku stravy. Velkou ¢ast z nich tvori zahustovadla
a stabilizitory (Scieszka a Klewicka, 2019) na bazi
polysacharidi (agar, alginaty, karagenan). Mimo tohoto
technologického vyuziti se objevuje i snaha o cilenou
fortifikaci bioaktivnimi latkami fas. Zejména se jedna
o mlécné pripadné pekarenské vyrobky (El-Baz a kol.
2017). V mlékéarenskych vyrobcich miZe pfidavek fas
slouZit nejen ke zlepSeni nutri¢ni hodnoty, ale také jako
Ziviny pro pouZzitou mlékarenskou ¢i probiotickou kul-
turu (Alslibi a kol. 2021). Obecné se nejlépe fortifikuji
takové potraviny, které obsahuji vétSi mnozZstvi vody,
kde se mohou tyto latky sndze rozpoustét, pripadné ta-
kové potraviny, které obsahuji technologicky podobné
se chovajici latky (napf. Skrob versus nestravitelné poly-
sacharidy). Na rozdil od mofskych fas, které se péstuji
predevsim jako zdroj polysacharidii, mikroskopické fasy
se péstuji hlavné pro ziskani snadno stravitelnych bil-
kovin s optimalnim zastoupenim aminokyselin, vcetné
esencidlnich. Rasy obecné& obsahuji velké mnoZstvi bil-
kovin, jsou autotrofni a fototrofni, a tudiz produkuji bil-
koviny z anorganickych latek, vazi uhlik i dusik ze vzdu-
chu. Tato relativni nezavislost na sloZeni Zivného média
umoziuje jejich péstovani v odpadnich vodach (da Silva
a kol. 2021), hlavn€ v potravinaiskych odpadech, kde
Ize pocitat s netoxicitou narostlé biomasy. JelikoZ se
fasy péstuji v akvakulturdch, nepotiebuji pro svij rast
ani zemédélskou pidu, a tudiZz mohou byt péstovany

8

MLEKARSKE LISTY 195, VOL. 33, No. 6



