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. Cil metodiky

Cilem certifikované metodiky TA03010546 CMI1 je otestovat mikrobiologické
vlastnosti (protektivni mikroorganismy, kontaminace bakteriemi, kvasinkami a plisnémi) a
antimikrobialni vlastnosti aktivnich obalti s antimikrobidlni vrstvou obsahujici antimikrobialni
latky, jako jsou napft. bakteriociny, nebo zivé kultury produkujici antimikrobialni metabolity.
Tato metodika slouzi k objektivnimu posouzeni mikrobiologické kvality a u€innosti aktivnich
obali pro baleni potravin a dalSich produktii, u kterych je Zzadouci eliminovat
mikrobiologickou kontaminaci.

Il. Srovnani novosti postupii

Jednim ztrendd poslednich let je v souvislosti srostoucim dirazem na
mikrobiologickou bezpecnost potravin, prevenci kazeni a minimalizaci pouzivani pfidatnych
latek do potravin vyzkum, vyvoj, praimyslova vyroba a aplikace antimikrobialn¢ aktivnich
obali. Namisto sméSovani antimikrobidlnich latek s potravinou jsou tyto latky
zakomponovany do oballl, coZ jim umoziuje plsobit na povrchu zabalené potraviny, kde se
mnohdy nezadouci riist mikroorganismi odehrava. Systémy antimikrobidlniho baleni zahrnuji
napi. vlozeni sacku s aktivnim obsahem do baleni, dispergovani bioaktivnich latek ve filmu
naneseném na obalové folii, vyuziti antimikrobidlnich makromolekul s filmotvornymi
vlastnostmi a dalsi (Coma, 2008).

Antimikrobialni systémy zahrnuji napf. nisin, chitosan, sorban draselny, zeolity
funkcionalizované stiibrem (Soysal a kol., 2015), stiibrné nanocastice (Azlin-Hasim a kol.,
2015), esencialni oleje (Severino a kol., 2015), bakteriofagy (Gouvea a kol., 2015, Lone a
kol., 2016), imobilizované enzymy, jako napi. glukosa-oxidasa nebo lysozym (HanuSova a
kol., 2013), popt. zivé bakteriocin-produkujici kultury dle uzitného vzoru ¢. 28904 (2015)
(Némeckova a kol., 2015). Pro baleni syrti se mohou uplatnit napt. obaly s natamycinem a
nisinem (HanuSova a kol., 2010).

Pro hodnoceni chemickych parametrii potravinaiskych obali existuji detailni pfedpisy,
napi. Vyhlaska 38/2001 nebo Nafizeni komise (EU) 10/2011 ve znéni pozd¢jsich predpisi.
Tyto predpisy se zabyvaji jak organickymi, tak anorganickymi latkami pouzitymi pro vyrobu
oballl a rizikem migrace téchto latek do potravin, které v analytickych postupech byvaji
modelovany vodnymi vyluhy a zkuSebnimi kapalinami, tzv. simulanty. Obecné poZadavky na
aktivni a inteligentni materidly jsou pak definovany Natfizenim Evropského parlamentu a
Rady (ES) €. 1935/2004, nicméné konkrétni poZadavky na mikrobiologické a antimikrobialni
vlastnosti aktivnich oball v legislativé dosud chybéji.

Antimikrobidlni vlastnosti obalii s antimikrobidlnimi latkami v aktivni vrstvé byly
dosud hodnoceny difuzni agarovou metodou v rizném uspofddani pro stanoveni migracnich
koeficient (napt. HanuSova a kol., 2010, HanuSova a kol., 2013) s vyuzitim riiznych kmeni
z pracovnich sbirek jakozto indikatorovych mikroorganismi. Nicméné dosud nebyla
vénovéana pozornost vyberu indikatorovych mikroorganismu, které¢ by byly Siroce dostupné
prostiednictvim oficidlnich sbirek a zaroven byly dostatecné citlivé a vykazovaly za
podminek metody dobré ristové vlastnosti. Vzhledem k tomu, Ze se antimikrobidlni obaly
obsahujici zivou antimikrobidlni kulturu objevily poprvé v uzitném vzoru ¢. 28904 (2015)
(Némeckova a kol., 2015), metoda pro hodnoceni ucinnosti téchto obali dosud nebyla
publikovana.



Tato metodika reaguje na soucasny prudky vyvoj v oblasti aktivnich obali a poskytuje
nastroj pro jejich objektivni hodnoceni, ktery dosud chybé¢l.

I1l.  Vlastni popis metodiky
Zivné pudy

Zivné pudy se pfipravuji a uchovavaji v souladu s CSN EN ISO 11133 (2014). Pro
stanoveni celkového poctu mikroorganismi se pouziva Plate count agar (PCA) nebo agar
s glukdzou, tryptonem a kvasnicnym extraktem (GTK), pro stanoveni kvasinek a plisni
dichloran (18 % hm.) glycerolovy agar (DG18), pro stanoveni mezofilnich mléénych koku
M17 agar podle Terzaghiho, pro stanoveni enterokokti agar podle Slanetze a Bartleyové (SB)
a pro stanoveni laktobacilit DeMan-Rogosa-Sharpe agar (MRS) pH 5,7.

Pro posouzeni antimikrobialniho u¢inku vaé¢i Clostridium sporogenes se pouziva agar
Reinforced clostridial medium s neutralni ¢erveni (RCM¢), vaéi Micrococcus luteus PCA
nebo GTK, vici Staphylococcus aureus Mannitol salt phenol-red agar (MSFR) a vuéi plisnim
agar s glukézou, kvasnicnym extraktem a chloramfenikolem (GKCH).

Plate count agar (PCA):

pepton z kaseinu 5040
kvasni¢ny extrakt 259
D-gluk6za 10g

agar 9,0-18,0¢
destilovana voda 1 000 ml

Sterilace v autoklavu pii 121 °C/15 min, pH po sterilaci 7,0 £ 0,2 pii 25 °C.

Agar s gluk6zou, tryptonem a kvasniénym extraktem (GTK):

trypton 5049
kvasni¢ny extrakt 250
D-gluk6za 1049

agar 10,0az 18,0 g
destilovana voda 1 000 ml

Sterilace v autoklavu pii 121 °C/15 min, pH po sterilaci 7,0 + 0,2 pii 25 °C.

Dichloran (18 % hm.) glycerolovy agar (DG18):

pepton z kaseinu 5040
D-gluk6za 10,0 g
dihydrogenfosfore¢nan draselny KH2POs 1,09

siran hote¢naty MgS04.H,O 059
dichloran (2,6-dichloro-4-nitroanilin) 0,002 g

agar 12,0-150¢g
glycerol bezvody 220 g
chloramfenikol 0,19
destilovana voda 1 000 ml

Sterilace v autoklavu pii 121 °C/15 min, pH po sterilaci 5,6 + 0,2 pii 25 °C.
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M17 agar podle Terzaghiho (M17):

trypton 2,59
pepton z masa 2,59
sO6jovy pepton 5,09
masovy extrakt 5040
kvasnicny extrakt 2,59
laktéza monohydrat 5,09
kyselina askorbova 0549
siran hotfecnaty MgSO4 0,259
glycerofosfat sodny 19,09
agar 10,0-150¢
destilovana voda 1 000 ml

Sterilace v autoklavu pii 121 °C/15 min, pH po sterilaci 7,2 + 0,2 pii 25 °C.

Agar podle Slanetze a Bartleyové (SB):

kvasni¢ny extrakt 5040
tryptosa 209
glukoza 2049
hydrogenfosfore¢nan draselny K;HPO4 409

azid sodny 0,44
tetrazolium chlorid 0,1¢g

agar 8,0-120¢
destilovana voda 1 000 ml

Sterilace v autoklavu pii 121 °C/15 min, pH po sterilaci 7,2 + 0,2 pii 25 °C.

DeMan-Rogosa-Sharpe agar (MRS):

pepton 10,0 g
kvasni¢ny extrakt 40¢
glukoza 20,0 ¢
hydrogenfosfore¢nan draselny KoHPO4 2,040
masovy extrakt 8,09
acetat sodny CH3COONa 5049
citrat amonny 2,09
siran hote¢naty MgSQO4 0,29
siran manganaty MnSQO4 0,04 g
Twen 80 1049
agar 12,0-16,0 g
destilovana voda 1 000 ml

Sterilace v autoklavu pii 121 °C/15 min, pH po sterilaci 5,7 £ 0,2 pti 25 °C.




Reinforced clostridial medium s neutralni ¢erveni (RCMC):

kvasni¢ny extrakt 3,09
masovy extrakt 10,0 ¢
pepton 10,0 g
D-gluk6za 5040
rozpustny $krob 109
chlorid sodny NaCl 5049
octan sodny CH3COONa 3,00
L—cystein hydrochlorid 0,59
agar 12,0-18,0¢g
roztok neutralni Cerveni 10 ml
destilovana voda 1000 ml

Roztok neutrdlni Cerveni se pripravi z 0,5 g neutralni Cerveni rozpusténého v 95 ml 60%
etanolu.
Sterilace v autoklavu pii 121 °C/15 min, pH po sterilaci 6,8 + 0,2 pii 25 °C.

Mannitol salt phenol-red agar (MSFR):

masovy extrakt 109

pepton z kaseinu 500
masovy pepton 5049

chlorid sodny NaCl 75,09
D-mannitol 10,09
fenolova cerven 0,025 g

agar 12,0-18,0¢g
destilovana voda 1 000 ml

Sterilace v autoklavu pii 121 °C/15 min, pH po sterilaci 7,4 + 0,2 pii 25 °C.

Agar s gluk6zou, kvasni¢nym extraktem a chloramfenikolem (GKCH):

kvasni¢ny extrakt 5049
D-gluk6za 20,09
chloramfenikol 0,19

agar 12,0-150¢g
destilovana voda 1 000 ml

Sterilace v autoklavu pii 121 °C/15 min, pH po sterilaci 6,6 + 0,2 pti 25 °C.

Kontrolni kmeny

kmen C. sporogenes CCM 4409 (ATCC 19404), piipadné Ize do testovani zahrnout i kmeny
M. luteus CCM 732 (ATCC 10240) a S. aureus ssp. aureus CCM CCM 4516 (ATCC 6538).
Jako kontrolni kmeny plisni pro testovani antifungalnich vlastnosti 1ze doporucit kmeny P.
roqueforti CCM F-431 a A. niger CCM 8189 (ATCC 9642). Kontrolni kmeny byly vybrany
jednak na zéklad¢ jejich relativné vyssi citlivosti viici antimikrobidlnim latkdm a jednak na
zéklad€ vhodnych kombinaci Zivna ptida/mikroorganismus, které poskytuji vizualn€ snadné
vyhodnoceni.



Kontrolni kmeny se ozivi dle postupu doporuéeného ptislusSnou sbirkou
mikroorganismii. Pied vlastnim testovanim se kmeny pomnozi takto:
e C. sporogenes na pidé RCMc, kultivace pii 37 °C/1-3 dny anaerobné,
M. luteus na pudé GTK nebo PCA, kultivace pii 30 °C/1-2 dny acrobné,
S. aureus na ptidé¢ GTK nebo PCA, kultivace pti 37 °C/1-2 dny aerobn¢,
P. roqueforti, A. niger na padé GKCH, kultivace pii 25 °C/2-4 dny aerobné.

Priprava vzorki

Vzorky aktivnich obald se v mist¢ odbéru vlozi do prihlednych plastovych kapes
sterilovanych zarenim tak, aby kazdy vzorek byl samostatné¢ v jedné kapse. Na kapsu se
vyznaci popis vzorku a strana, ke které je ptivracena aktivni vrstva obalu.

Pred vlastni analyzou se na povrch kapsy lihovym fixem vyznaci pozadovana plocha
pro analyzu, kterd se poté vystiihne sterilnimi niizkami, a to v¢etné¢ kapsy. Poté se sterilni
pinzetou vyjme testovana cast obalu z vystiizku kapsy a pouzije pro analyzu.

Metoda je vhodna jak pro prithledné, tak pro neprihledné nebo barevné obaly.

Hodnoceni mikrobiologickych parametri

Metoda pielivu

Ctverec hodnoceného obalu 5 x 5 cm se polozi na dno Petriho misky aktivni stranou
nahoru a pielije se 2 ml fyziologického roztoku podle CSN EN ISO 6887-1 (1999). Po 15
minutach rozpousténi aktivni vrstvy se miska s obalem pielije vrstvou pfislusné zivné pudy a
kultivuje se za podminek metody pro stanoveni daného parametru. Zachyceny pocet kolonii
se vyjadii ptimo jako pocet kolonii tvoficich jednotek na 25 cm? (KTJ/25 cm?). Vhodné je
provést minimaln¢ dvé paralelni stanoveni ze Ctverct vystfizenych v riznych mistech vzorku
obalu.

Metoda prelivu je vhodna pro stanoveni mikroorganismil vyskytujicich se na aktivnim
obalu v nizké denzité, a tedy pro kontrolu mikrobiologické Cistoty. Stanovit tak 1ze naptiklad
kvasinky a plisné na ptidé DG18 po kultivaci pti 25 °C/5-7 dni podle CSN ISO 21527-2
(2009). U vzorki obali, které v aktivni vrstvé neobsahuji zamérné pfidanou kulturu, Ize
stanovit rovnéZ celkovy poc€et mikroorganismi na pidé PCA nebo GTK po kultivaci pfi
30 °C/3 dny s vyuzitim normy CSN EN ISO 4833-1 (2014).

Metoda iedéni aktivni vrstvy

Obdélnik hodnoceného obalu 2 x 12,5 cm se vloZi do 9 ml fyziologického roztoku,
kde se ponecha 15 minut, aby se rozpustila aktivni vrstva a vzniklo 1. desetindsobné fedéni
vzorku. Nasleduje klasické desetinasobné fedéni podle CSN EN ISO 6887-1 (1999) a
kultiva¢ni analyza na ptisluSnych Zivnych ptdach. Zachyceny pocet kolonii se s uvaZzenim
piislusného fedéni prepo¢ita na podet kolonie tvoficich jednotek na 25 cm? (KTJ/25 cm?).
Vhodné je provést minimdlné dvé paralelni stanoveni z obdélnikli vystfizenych v rliznych
mistech vzorku obalu.

Metoda fedéni aktivni vrstvy je vhodna pro posouzeni piezivani zdmérné pifidané
kultury v aktivni vrstvé obalu. Jedna se ptedevSim o stanoveni mezofilnich mlécnych koki
rodi Lactococcus a Leuconostoc na pidé M17 po kultivaci pti 30 °C/3 dny, stanoveni
enterokoki, jako napft. Ent. faecium, na padé SB po kultivaci pfi 37 °C/2 dny nebo stanoveni
laktobacilti na pudé MRS po kultivaci pti 37 °C/3 dny anaerobné.

7



Hodnoceni antibakterialnich vlastnosti

Metoda s obalem na povrchu Zivné piidy

Jedna ockovaci klicka kontrolniho kmene C. sporogenes se suspenduje v9 mi
fyziologického roztoku, odkud se ockuje 0,5 ml na Petriho misku pfelivem do ptidy RCMC.
Po utuhnuti se na povrch piady polozi ¢tverec hodnoceného obalu 5 x 5 ¢cm, a to aktivni
stranou doll. Pro kazdy vzorek se pfipravi samostatna Petriho miska. Nasleduje anaerobni
kultivace pti 37 °C/3 dny. Vhodné je provést minimaln¢ dvé paralelni stanoveni ze dvou
ptipravenych suspenzi kontrolniho kmene a ze dvou ¢tverci vystfizenych v riznych mistech
vzorku obalu.
hodnoti se, zda je inhibice Gplna nebo jen Caste¢na a zda neproristaji rezistentni kolonie.
Pokud je antibakterialni Gc¢inek aktivniho obalu slaby, inhibi¢ni zéna okolo obalu sice
nevznika, ale rtst mikroorganismi je inhibovan ve vrstvé pudy pod obalem. Pak je
vyhodnoceni pouze kvalitativni (pod obalem neinhibuje/inhibuje ¢aste¢né/inhibuje zcela).

Pravé kvili mozZnosti detekovat i slaby antibakterialni G¢inek je metoda s obalem na
povrchu zivné pidy zvlasté vhodnd pro anaerobni bakterie, jejichz rlst neni inhibovan
omezenim pfistupu kysliku v misté polozeni obalu. C. sporogenes a piida RCM¢ navic
umoziuji snadnou vizualni detekci antibakteridlniho tc¢inku, a to i v pfipadé, ze je testovany
obal neprihledny. Pida RCMC je totiz jednak ¢ird a kolonie jsou v ni dobfe patrné a jednak na
ni rast C. sporogenes doprovazi zména acidobazického indikatoru. C. sporogenes a nekteré
dal3i druhy klostridii (které viak nejsou v CR komeréné dostupné) tvoii kyselinu maselnou,
ktera difunduje do okoli kolonii a méni barvu pidy z Cervené na Zlutou. V zavislosti na
podminkéch konkrétni analyzy mulze ptida pod stifedem dostate¢né ucinného obalu zlstat
cervena, a tak byt dosazeni antibakterialniho u¢inku nepfehlédnutelné. Pro vyjadieni vysledku
vsak barevna zména nehraje roli, rozhodujici je nepfitomnost kolonii v oblasti pod obalem ¢i
okolo obalu.

Metoda s obalem na dné Petriho misky (alternativni metoda)

Jedna ockovaci klicka kontrolniho kmene M. luteus nebo S. aureus se suspenduje v 9
ml fyziologického roztoku, odkud se ockuje 3 % obj. do lahvicky obsahujici rozehiatou
zivnou pidu — GTK nebo PCA pro mikrokoky, MSFR pro stafylokoky. Takto naokovana
puda se pred nalitim na Petriho misky uchovavéa na vodni lazni o teploté 43-44 °C po dobu
maximalné 20 minut.

Naockovana pida se nalije na Petriho misku, kterd ma na dné poloZeny ctverec
hodnoceného obalu 5 x 5 cm aktivni stranou nahoru. Poté se plotny s naockovanymi
stafylokoky kultivuji pfi 37 °C/2 dny a plotny s nao¢kovanymi mikrokoky pii 30 °C/3 dny.
Vhodné je provést minimalné dvé paralelni stanoveni ze dvou pfipravenych suspenzi daného
kontrolniho kmene a ze dvou ¢tverct vystfizenych v riznych mistech vzorku obalu.
hodnoti se, zda je inhibice uplna nebo jen Castecnd a zda neprorustaji rezistentni kolonie.
Pokud je antibakterialni G¢inek aktivniho obalu slaby, inhibi¢ni zona okolo obalu sice
nevznikd, ale rGst mikroorganismi je inhibovan ve vrstvé pidy nad obalem. Pak je
vyhodnoceni pouze kvalitativni (nad obalem neinhibuje/inhibuje ¢aste¢né/inhibuje zcela).

Metoda s obalem na dné¢ Petriho misky umoznuje detekovat i slaby antibakterialni
ucinek vuci aerobnim bakteriim ve vrstvé pudy nad obalem, coz by metodou s obalem na
povrchu zivné ptidy mozné nebylo. Nevyhodou této metody vsak je, ze pii nalévani zivné
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pudy na Petriho misku miize ptida ¢aste¢n¢ zatékat pod Ctverec obalu na dné, kde pak rostouci
kolonie mohou ztézovat vyhodnoceni.

Podobné jako RCMC¢ pro C. sporogenes, i MSFR pro S. aureus je ¢ira puda poskytujici
barevnou zménu z ¢ervené na Zlutou v okoli vyrostlych kolonii (fermentace mannitolu za
vzniku kyselin). Proto 1ze mezi aerobnimi bakteriemi doporucit pouziti kontrolniho kmene S.
aureus na pudé¢ MSFR. Konvencni pida dle Baird-Parkera se pro testovani antibakterialniho
ucinku vaci S. aureus nedoporucuje kvuli vyssimu zakalu pidy a tvorbé precipitatu kolem
kolonii, které zté¢zuji detekci inhibi¢nich zon.

V piipad¢ pozadavku na otestovani antibakteridlniho ti¢inku aktivnich obald vici vice
druhtim kontrolnich mikroorganismi Ize do testovani zafadit také M. luteus, jehoz zluté
pigmentované kolonie jsou na pidé¢ GTK nebo PCA dostatecné vyrazné.

Hodnoceni antifungalni vlastnosti

Jedna ocCkovaci klicka kontrolniho kmene plisni se suspenduje v 9 ml fyziologického
roztoku, odkud se ockuje po 0,5 ml na dvé Petriho misky pfelivem do pidy GKCH. Po
utuhnuti se na povrch naockované piidy polozi hodnoceny obal aktivni stranou dolti — na
jednu Petriho misku ve formé ¢tverce 5 x 5 cm, na druhou ve formé kruhu o priméru Petriho
misky, ktery ma v sob& 20-30 otvort. Otvory se vytvoii jesté pred vyjmutim obalu z kapsy, a
to na sterilnim teflonovém prkénku prudkymi tdery pomoci sterilni rysovaci jehly nebo
S vyuzitim srovnatelnych nastroji. Nasleduje aerobni kultivace pti 25 °C/3-5 dni. Vhodné je
provést minimalné dvé paralelni stanoveni ze dvou pfipravenych suspenzi kontrolniho kmene,
pficemz pro kazdou suspenzi se otestuje jeden Ctverec a jeden kruh vstfizené v riiznych
mistech vzorku obalu.
hodnoti se, zda je inhibice Gplna nebo jen ¢asteCna a zda neprordstaji rezistentni kolonie.
Protoze pod ¢tvercem obalu plisn€ nerostou bud’ viibec anebo jen velmi omezené v disledku
nedostatku kysliku, antifungalni aktivitu v oblasti pod obalem takto hodnotit nelze. K tomuto
ucelu vsak slouZi plotny zakryté prodéravélym obalem ve tvaru kruhu. Pokud ma obal alespoii
slaby antifungalni G¢inek, plisné otvory v obalu neproristaji. Naopak v otvorech obalu bez
antifungdlniho u¢inku jsou proristajici zelené nebo cerné zbarvené kolonie kontrolnich
kment plisni dobte patrné.

V. Popis uplatnéni metodiky

Certifikovand metodika TA03010546 CM1 je primarné urcena pro zkuSebni laboratote
poskytujici analyzy a poradenstvi vyrobcim obalového materidlu, vyrobcim potravin a
dalsim vyrobciim, ktefi bali své produkty do aktivnich obalti. Vyuzitelna je jak v provoznich
laboratofich pro rutinni kontrolu vyrdbénych resp. doddvanych obald, tak ve zkuSebnich
laboratofich pro ucely obchodniho styku a statni kontroly. Uplatnéni nalezne téz
Vv laboratofich zabyvajicich se vyzkumem a vyvojem aktivnich obalt.

Certifikovand metodika TA03010546 CM1 byla uplatnéna u uzivatele MILCOM a.s.,
ktery je ptipraven provadet analyzy dle potieb z4jemci.



V. Ekonomické aspekty

Certifikovanou metodiku TA03010546 CM1 mohou provadét vSechny laboratofe
vybaven¢ pro klasickou kultiva¢ni mikrobiologii. Naklady na zavedeni metodiky se pohybuji
viadu jednotek tis. K¢, jakozto néakladi na piipadné dokoupeni slozek pro piipravu
kultiva¢nich piid, kontrolnich kmenti a néstroju pro ptipravu vzorkd.

Naklady na analyzu jednoho vzorku obalu na mikrobiologické a antimikrobidlni
vlastnosti jsou odhadovany na 1,5 — 4 tis. K¢ dle rozsahu provedenych analyz. V zavislosti na
vyvoji trhu s aktivnimi obaly lze o¢ekavat postupny narist objemu analyz. V letech 2016-
2017 je cena zakazek pro laboratofe odhadovana na 10 tis. ro¢né, coz pfinese zisk pfiblizn¢ 2
tis. K¢ V dalSich deseti letech je ptedpokladdn postupny nariist objemu zakazek na
pramérnou cenu cca 40 tis. K¢ rocné, coz ptinese zisk ptiblizné 8 tis. K& ro¢né.

Aplikace této metodiky umozni objektivné zhodnotit mikrobiologické a
antimikrobialni vlastnosti aktivnich obalt, coz podpoii funkénost trhu s t€émito obaly. Hlavni
ekonomicky pfinos je ocekavan pravé u vyrobct aktivnich oball, resp. u jejich odbérateld.
Odhad ekonomickych piinost téchto subjektl je nad ramec tohoto materialu.
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