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ABSTRACT

The aim of this study was to examine the inhibitory effect in vitro of selected sodium phosphates (under the corporate
names Hexa 68, Hexa 70, Trikrystal, FST, Pyro 52, KPS, Didi) on selected gram-positive and gram-negative bacteria.
Seven different concentrations of each phosphate were used. Sensitivity of the bacterial strains to phosphates was observed
in broth supplemented with salts. /n vitro was showed a negative effect of various phosphates on growth of selected gram-
positive bacteria. Orthophosphates and diphosphates (pyrophosphates) did not have significant inhibitory effect on tested
bacteria at neutral pH. With the exception of phosphate Trikrystal has not been found in vitro significant inhibitory effects

on gram-negative bacteria.
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UvVoD

Antimikrobni uc€inek fosfore¢nani je chapan jako
pozitivni vedlejsi efekt aplikace téchto soli v potravinach.
Inhibiéni u€inky fosforecnanti jsou popisovany predev§im
u grampozitivnich  bakterii, né&kterych mikromycet
a kvasinek (Buiikova et al., 2008; Knabel et al., 1991;
Loessner et al.,, 1997). U grampozitivnich bakterii je
inhibicni efekt zavisly na délce fetézce (kondenza¢nim
stupni) fosforecnant. Fosfore¢nany s del$imi fetézci maji
lepsi inhibi¢ni ucinky nez fosforecnany s kratSimi fetézci
(Buiikova et al., 2008; Maier et al., 1999; Loessner et
al., 1997). Uvedena skutecnost souvisi se strukturou
bunééné stény a schopnosti zvlasté polyfosforecnant
vyvazovat dvojmocné kationty (vdpenaté a hofecnaté)
(Maier et al, 1999; Buiikka a Buikova, 2009).
Antibakterialni efekt je dan hlavné poruSenim integrity
bunécné stény, pricemz zaroven dochazi ke ztraté
osmoregulace a poruSeni selektivni  permeability
cytoplazmatické membrany. Toto pusobeni v koneéném
disledku  znamena snizeni metabolickych  funkci
vyplyvajicich z uniku substratti. Fosforecnanové soli
mohou rovnéz znemoznit kliceni spor nebo negativné
ovlivnit tvar a tvorbu septa pfi déleni bunék (napf.
u Bacillus cereus) (Matsuoka et al., 1995; Molins, 1991).
Antimikrobni ucinek fosforecnanii je do znac¢né miry
ovlivnén pH. Zména pH, kterd je indukovéna pridavkem
fosforenani, muze hrat roli pfi uplatnéni sekvestra¢ni
schopnosti.

S rostoucim pH roste i tvorba komplexi. Fosfore¢nany,
které vykazovaly alkalickou reakci v kultivacnim médiu,
maji vyss$i inhibi¢ni kapacitu. Nizka pH totiz zplsobuji
protonizaci vazebnych mist, ¢imz dochazi ke znatelnému
poklesu zadaného sekvestracniho ucinku (Molins, 1991;
Knabel et al, 1991). Inhibi¢ni G¢inek fosfore¢nanti muze
byt znehodnocen plisobenim zahfevu, ktery vyvolava
jejich hydrolyzu. Rovnéz nckteré bakterie disponuji
enzymy, které jsou schopny rozkladat fosforecnanové soli
(Molins, 1991). Syrové, tepelné¢ neupravené, potraviny
disponuji  aktivni fosfatazou schopnou  $tépit
polyfosfore¢nany na niz§i jednotky a zbavovat je tak
sekvestracnich ucinkt. Zahfevem dochazi k jeji inaktivaci.
Proto je pro zachovani a maximalizaci inhibi¢niho u¢inku
fosfore¢nanovych soli doporu¢ovan ihned po jejich ptidani
do potravinového vyrobku tepelny zahtev (Knabel et al.
1991).

Kromé sledovani vlivu polyfosfore¢nanti na rist
mikroorganizmti v laboratornich podminkach byly také
studovany jejich ucinky na mikroorganizmy v realnych
potravinach. Molins et al. (1985) zjistili, ze piidavek
fosforeCnani muze snizit pocet bakterii Clostridium
sporogenes na skladovanych masnych vyrobcich.
V literatufe jsou rovnéz popisovany inhibi¢ni ucinky
polyfosfore¢nanti na bakterie, které mohou zpisobit kazeni
mlécnych potravin, zejména roztiratelnych syrovych
vyrobkil. Pfidavek polyfosfore¢nani u téchto vyrobki
mize zpomalit nebo zabranit ristu nezadoucich bakterii
tvoricich spory (zejména klostridii), které se mohou
podilet na kazeni téchto vyrobkd tvorbou plynu, kyseliny
maselné nebo produkci toxinti (Borch a Lycken, 2007;
Briozzo et al., 1983; Eckner et al., 1994; Loessner et al.,
1997; Varga, 2005).

Cilem prace bylo v podminkach in vitro popsat inhibi¢ni
vliv sedmi fosfore¢nanti v rizném kondenza¢nim stupni
na vybrané potravinai'sky vyznamné bakterie.

MATERIAL A METODY

Pro dosazeni cili této prace byly vyuzity nasledujici
kmeny bakterii ziskané z Ceské sbirky mikroorganizmii:
Bacillus cereus CCM 2010, Bacillus subtilis subsp. subtilis
CCM 2216, Citrobacter freundii CCM 7187, Enterococcus
faecalis CCM 4224, Escherichia coli CCM 3954,
Micrococcus luteus CCM 732, Proteus mirabilis CCM
7188, Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, Salmonella
enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420,
Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953.
Pro pfipravu bakteridlni suspenze pro inokulaci
k vlastnimu  stanoveni inhibi¢nich ucinkd danych
fosforeCnanovych soli bylo pouzito masopeptonového
bujonu (MPB). Kultivace probihala pii 30 £ 1 °C po dobu
24 hodin.
Za ucelem zjisténi inhibic¢nich ucinkl 7 fosforecnanovych
soli  (polyfosforecnany Hexa 68 a Hexa 70,
tripolyfosfore¢nan FST, pyrofosfore¢nany Pyro 52 a KPS,
ortofosfore¢nany Didi a Trikrystal) byly pfipraveny jejich
10% (w/v) roztoky, které byly vysterilizovany filtraci.
Fosforecnanové soli byly ziskany z Fosfa a.s., Bfeclav-
Postorna.
Pro zjisténi senzitivity jednotlivych bakteridlnich kment
bylo vyuzito deviti koncentraci kazdé soli (0,1; 0,2; 0,3;
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0,4; 0,5; 0,6; 0,75; 1,0; 2,0% w/v). Pfipravena kultiva¢ni
média s riznou koncentraci fosforecnanti byla davkovana
v mnozstvi 200 pl do mikrotitracni desticky a zaoCkovana
5 wl suspenze bakterii. Jako pozitivni kontrola poslouzilo
kultivaéni médium bez fosfore¢nand, negativni kontrola
byla tvofena pouze pfipravenym MPB s fosfore¢nany bez
bakterialni suspenze.

Testované bakterie byly kultivovany pfi pokojové teploté
(25 £ 1 °C) za protiepavani po dobu 24 hodin. Bakteridlni
nartist, resp. zména optické hustoty, byla métfena
na pfistroji TECAN Sunrise TW/TC pii vinové délce
600 nm ve 30 minutovych intervalech. Z naméfenych
hodnot optické hustoty byl vypocitan primér a poté byly
sestrojeny rustové kiivky (zavislost optické hustoty
na Case). Sestrojené kiivky byly vyuzity ke zjistovani
rustovych konstant.

VYSLEDKY A DISKUSE
V experimentu byly provedeny testy na sledovani
inhibi¢nich  G¢inkd  sedmi  fosfore¢nanovych  soli

v podminkach in vitro u péti grampozitivnich (Bacillus
cereus, B. subtilis, S. aureus, M. luteus a E. faecalis) a péti
gramnegativnich bakterii (E. coli, S. enterica, P. mirabilis,
C. freundii a P. aeruginosa) a to tak, Ze byl sledovan jejich
rist po dobu 24 hodin. Testované grampozitivni a
gramnegativni bakterie byly vybrany tak, aby zahrnovaly
bakterie, které mohou byt kontaminanty potravinaiskych
provozii a potravin, popi. bakterie, které mohou
zpisobovat onemocnéni z potravin.

Pokud porovname ucinky jednotlivych fosfore¢nant
na B. cereus CCM 2010 a B. subtilis CCM 2216, je
zfejmé, ze nejvyssi inhibicni efekt mély soli Hexa 68 a
Hexa 70. Duvodem je pravdépodobné vysoky stupen
kondenzace téchto soli. Delsi fetézec fosforecnanovych
soli disponuje zesilenou schopnosti vyvazovat divalentni
kationty kovi a narusit tak integritu bunécnych stén Ci
membran nebo zasdhnout do metabolizmu bakterii
(Molins, 1991). M. luteus CCM 732 se jevil jako velmi
citlivy na pfitomnost polyfosfore¢nantt Hexa 68 a Hexa

70, kdy jiz od 0,3% koncentrace byl spolehlivé znemoznén
jakykoliv nardst. Stejného uGcinku bylo dosazeno i u soli
Pyro 52 (od 0,4 %). Soli Hexa 68, Pyro 52 a Trikrystal
od 0,5% obsahu vytvofily nevhodné podminky pro rozvoj
S. aureus CCM 3953 (obr. 1). FST znemoznil déleni
bakterie pii koncentracich 0,75 % a vyssich. Vysledky
pyrofosfore¢nanu se shoduji s jednim ze zdroji, kdy se
MIC S. aureus pohybuje okolo 0,5 % (Matsuoka et al.,
1995).

V tabulce 1 jsou shrnuty inhibi¢ni ucinky testovanych

fosforecnanii na vybrané grampozitivni a gramnegativni
bakterie. Vysledky jsou vyjadieny ve formé minimalnich
které zcela zastavily rist testovanych bakterii.
Stl Trikrystal svou pfitomnosti posouvala pH kultiva¢niho
prostiedi do silné alkalické oblasti (pH ~ 11). Ze vSech
fosforeCnanti pusobila v podminkach in vitro nejvice
inhibicné, a to na 9 z 10 testovanych bakterii. Vliv zmény
pH v souvislosti s ptisobenim alkalického fosforec¢nanu byl
jiz zkouman u bakterie Salmonella Enteritidis, kdy byl
zaznamenan vysoky ucinek dané soli od 1,5% obsahu
v kultivacnim prostiedi (Sampathkumar et al. 2003).
Nicméné v potravinach lze tuto sl pouzit az po nasledné
upravé pH a lze tedy ocekavat vyraznéjsi snizeni
inhibi¢nich G¢inkd. Tuto hypotézu potvrzuji i antimikrobni
ucinky soli Didi, ktera je stejné jako Trikrystal
ortofosfore¢nan. Po ptidavku soli Didi do kultiva¢niho
média se pH pohybovalo v rozsahu neutralnich hodnot a
tato stil tak nezpusobila striktni inhibici ani pfi nejvyssim
aplikovaném mnozstvi. Lze se tedy domnivat, ze neutralni
¢i mimé zasadité pH (okolo pH 7,5) nepodpoii tolik
komplexotvornou schopnost fosfore¢nanti jako silné
alkalické prostiedi a inhibi¢ni efekt daného fosfore¢nanu.
Obdobné pH jako Didi vytvarela v kultivaénim médiu i sul
FST. FST ma vsak delsi fetézec, ktery mohl u vétsiny
grampozitivnich bakterii zptsobit podstatné vyssi inhibici
nez u fosforeCnanu tvofeného jednou monomerni
jednotkou.

Tabulka 1: Minimalni inhibi¢ni koncentrace fosforecnanovych soli u testovanych grampozitivnich a gramnegativnich

bakterii
MIC pro danou sil [%]
HEXA | HEXA PYRO TRI

Sledovana bakterie 68 70 52 KRYSTAL FST KPS DIDI

Micrococcus luteus 0,20% |0,40% 0,40% 0,50% 0,30% >2.00% >2.00%
Staphylococcus aureus 0,50% |1,0% 0,50% 0,50% 0,75% >2.00% >2.00%
Enterococcus faecalis 2,00% |>2,00% |2,00% 1,00% 2,00% 2,00% >2.00%
Bacillus cereus 0,40% |0,30% 2,00% >2.00% 2,00% >2.00% >2.00%
Bacillus subtilis 0,50% |0,50% 2,00% 2,00% >2.00% >2.00% >2.00%
Escherichia coli >2.00% | 2,00% 2,00% 0,30% >2.00% >2.00% >2.00%
Salmonella enterica >2.00% | >2,00% | 2,00% 0,30% >2.00% >2.00% >2.00%
Proteus mirabilis >2.00% | >2,00% |>2,00% |0,40% >2.00% >2.00% >2.00%
Citrobacter freundii >2.00% | >2,00% |>2,00% |0,75% >2.00% >2.00% >2.00%
Pseudomonas aeruginosa >2,00% | >2,00% | >2,00% 0,50% >2,00% >2,00% >2,00%
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Obrazek 1: Vliv testovanych fosfore¢nanovych soli na rist Staphylococcus aureus CCM 3953

Soli Didi a KPS u podstatné vétSiny testovanych
grampozitivnich i gramnegativnich bakterii nezptsobily
zadny vyznamnéjsi pokles rustu. Vyjimkou byl E. faecalis
CCM 4224, kdy 2% koncentrace KPS v ristovém

prostfedi zabranila jakémukoliv projevu mikrobialni
aktivity této bakteriee. U ostatnich sledovanych
grampozitivnich  bakterii doSlo pfi této nejvyssi

koncentraci k prodlouzeni doby lag faze a snizeni
maximalni hodnoty riistu. Divodem je ziejmé pH, kdy

alkalické hodnoty kultivacniho prostfedi vyznamné zvysuji
komplexotvornou schopnost fosfore¢nant (Molins, 1991;
Knabel et al., 1991). Polyfosforecnany Hexa 68 a Hexa 70
velmi casto efektivné potlacovaly rast u vybranych
grampozitivnich bakterii pfi koncentracich do 1%. Vétsina
sledovanych  gramnegativnich  bakterii ~ vyznamngji
reagovala na pritomnost téchto soli az pfi nejvyssSich
zkoumanych koncentracich (2%), a to vétSinou pouze
zpomalenim rtstu, uplné inhibice dosaZeno nebylo.
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Je nutné podotknout, Zze vyvozené zavéry plati
pro modelové podminky in vitro. Zvlast¢ pH potravin,
do kterych jsou fosfore¢nany pfidavany, muze vyznamné
ovlivnit antimikrobni piisobeni fosfore¢nant.

ZAVER
V podminkach in vitro bylo prokazano negativni
pusobeni sledovanych fosfore¢nani v rizném

kondenzaénim stupni na rdstové chovani vybranych
bakterii. Vyjimkou byly soli KPS a DIDI, které¢ se

projevily jako nejméné ucinné.
Vyrazné citlivéjsi k pfitomnosti fosforecnanovych soli
byly grampozitivni  bakterie.  Inhibiéni  pdsobeni

fosforecnanovych soli nespociva jen v délce fetézce, ale
zavisi také na pH.
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