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ABSTRAKT

Rostlinné silice jsou¢kavé, ve vod nerozpustné latky s charakteristickainiv Ziskavaji
se destilaci z rostlinnych matefialkvétin, puperd, semen, list, bylin a plod). V této
praci byly sledovany antimikrobialniiinky ¢ty rostlinnych silic, a to ziebicku (Syzygi-
um aromaticurjy bobkového listul(aurus nobili§ a dvou drufi dobromyslu(Origanum
minutifloruma Origanum dubium Byla pouzita diskova difuzni a agarova dilimetoda
na spektrum bakterii, kvasinek a plisni. Nejvyggainantimikrobialni dinky byly proka-
zany u silice 0. minutiflorum Tato silice byla aplikovana na povrch chlazenibédze
metodou posiku. Ze vSech sledovanych mikrobialnich skupin (ofidzi bakterie, psych-
rotrofni bakterie, koliformni bakterie, kvasinkyyskytujici se na kiteci kizi byl antimik-

robialni vliv silice zO. minutiflorumstatisticky prokazan pouze na koliformni bakterie.

Kli¢ova slova: kebicek, Origanum minutiflorum, Origanum dubiurbpbkovy list, bakte-

rie, kvasinky, plis#, dribez

ABSTRACT

Essential oils are volatile, hydrophobic liquid hwitpical odour. Essential oils are general-
ly extracted by distillation from plant materialdlogvers, buds, seeds, leaves,
herbs and fruits). In this work, an antimicrobiéket of four essential oils from clo&y-
zygium aromaticuin bay leaf Laurus nobili$ and two species oreganOriganum minu-
tiflorum and Origanum dubium It was observed on bacteria, yeasts and moujdsidi
diffusion and agar dilution method. The most sigaiit antimicrobial effect had
O. minutiflorum essential oil. This essential oil was applied ba surface microflora
of chilled poultry byspraying method. Antimicrobial effect &. minutiflorumessential oil
was proved statistically significant only againetiform bacteria among all tested groups

(mesophilic bacteria, psychrotrophic bacteria,foath bacteria, yeasts).

Keywords: cloveQriganum minutiflorumOriganum dubiumbay leaf, bacteria, yeasts,
modls, poultry
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UvoD

KaZzenim potravin rozumime nezadouci pomnozZeni roigenizmi, které zgisobi,
Ze potraviny jsou nepozivatelnééélem konzervace potravin je dosahnout prodlouzeni

jejich trvanlivosti a vyhnout se tak jejich zkazeni

N 1

Spotebitelé pozaduji potraviny nejvyssi kvality s dlouhdobou trvanlivosti a jejich zdra-
votni nezdvadnost s co nejmenSim mnoZstvim chewtickgnzervanich latek. Tato sku-
tecnost podiicuje ke stale &Simu pouziti pirodnich konzervanich latek s antimikrobial-

nim inkem, které jsou vhodné k tomuto pouZiti.

V potravingském ptimyslu se Bzrn¢ pouzivaji obvyklé konzer¢ai latky, jakymi
jsou cukr, l, kyselina mléna, octova, citronova a dalSi mémamé organické kyseliny.
Siroce roz&ené je pouziti daldich konzetvdch latek, kyseliny benzoové a kyseliny sor-
bové. Antimikrobidlni latky jsou produkovanyimzenou cestou také rostlinami a mohou

byt pouzity k usmrceni nebo k inhibovaastu bakterii, vi a hub.

Mnoho rostlin, bylin a kieni obsahuiji latky, jez jsou zndmy svymi fungicidiiantibak-
terialnimi, antimykotickymi a insekticidnimi ¢inky. Tyto antimikrobialni substance
se vyskytuji pedevsim v rostlinnych silicich. VyuZiti rostlinnyextrakti v potravindstvi
ma dlouhodobou tradici. Tato prace je Zéema na testovaniiinka vybranych rostlinnych
silic na mikroorganizmy a nasletina mikrofléru chlazené dbeze v pitbé¢hu & dni skla-

dovani.
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1 KONZERVA CNi METODY V POTRAVINA RSTVIi

Konzervaci je myslen kazdy umysiny zakrok, ¥pac Uprava potravin, prodluzujici

skladovatelnost suroviny a potraviny déle nez dayeoffirozena udrznost.

Podle metody a intenzity zakroku mohou byt prodldgpzervanich zakrok adrzné kréat-
kodok® nebo dlouhodaoh Fri konzervaci potravin je hlavnim cilem prodlouZgejich
adrznosti, ale saiasre je treba respektovat dalSi vyznamna hlediska jako mdwrim#oz-

nou Setrnost®&i organoleptickym vlastnostem a ndtrim slozkam potravin [1].

1.1 Rozdleni konzervanich metod

Podle Kyzlinka [2] se praktické konzetra metody roz&uji do nasledujicichrt skupin.

1.1.1 Vyluéovani mikroorganizmi z prostredi

Jedna se o0 omezovani a zmenSovanitypmebo Upiné vylateni mikroorganizr
z prostedi. Jde nap o ¢istotu z&izeni a mistnosti, vzduchu, vody, pomocného madigria
dale procesy zbavujici materialycstot nebo u tekutiny kal a tim i mikroorganizri.
K Uplnému vylodeni mikroorganizm z tekutin mechanickym procesem doch&zinmk-

robialni filtraci [2].

1.1.2 P¥ima inaktivace mikroorganizmi

Mezi fyzikalni metody gimé inaktivace mikroorganizinpati sterilace zvySenou teplotou,
konzervace ionizujicim ¥é@nim, sterilace #idavym tlakem, konzervace vysokym hydro-
statickym tlakem, konzervace vysokointenzivnim pjitsm elektrickym polem a konzer-
vace vysokointenzivnimi zablesky&ha. Mezi chemické metody gatpouziti dezinfek-
nich¢inidel, kysliku a gibra [3, 4].

1.1.3 Neprimé inaktivace mikroorganizmi

K fyzikalnim negimym metodam pétvysuSovani potravin (tzv.osmoanabi6za nebo xero-
anabioza), zahtidvani, vymrazovani vody, proslazovani, dale snidovéeploty
a odnimani kysliku. K chemickym zakfok pati konzervace rafinovanymi chemikaliemi

(kyselina benzoova, sorbova, oxidi&ty), uzeni, konzervace uffou alkoholizaci a oky-
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selovanim. Mezi biologické zakroky sadi konzervace etanolovym a figm kvasenim
[1, 2].

1.2 P#irodni antimikrobialni latky z rostlin

Vyuzivani gfirodnich latek pat k trendim sokasné doby a tyka se i postukonzervace.
Pro omezeni nebo vyléani pouziti sterilace a chemickych konzeriajet mozno pouzit
piirodni latky samostathnebo v kombinaci s dalSim postupem upravujicigwitiu tak,
aby nemohlo dochazet k rozvoji mikroorganitzmebo latky s antimikrobialnif antioxi-

datnim &inkem ziskavanétrpdevsim z rostlin [2].

1.2.1 Fytoalexin

Fytoalexiny jsou nizkomolekularni latky, které migofilni charakter. Jsou znamy fytoa-
lexiny typu isoflavonoid, terpenoid, stilberi a acetylefi. Rostlina je zé&ne produkovat
po napadeni houbou, jinym organizmem, toxickou datknebo z#enim. Fytoalexiny
se rychle hromadi zejména v listech, plodechiarkech. Antimikrobialni aktivita fytoale-
xint je &inna hlavé proti houbam, ale dinek byl zaznamenan také proti bakteriim.

Grampozitivni bakterie byly citl§jSi nez gramnegativni bakterie [5].

1.2.2 Organické kyseliny

Kyseliny citrénova, jantarova, jaliled a vinna jsou obsazeny v ovoci (haptrusy, rebar-
bora, hrozny, ananas) a zeleh{nag. brokolice, mrkev). Obsah organickych kyselin zavi
si ve zn&né mie na druhu ovoce a zeletia na stupni jeho zralosti. Organické kyseliny
v ovoci a zeleni#é priznivé ovliviwyji hlavre chu’, zejména je-li jejich kyselost harmonicky
slacgna s obsahem cukrtiislovin, aromatickych latek a dalSich sloZzek. Kyseke pouzi-
vaji jako okyselujici a konzeryai prisada. Vyuzivaji se k potlani bakterii, kvasinek

a plisni [1, 5].

1.2.3 Rostlinné silice

Ve snaze objevit bezpesjSi a girozergjSi metody k prodlouzeni trvanlivosti potravin,
byly zkouméany antimikrobidlni dinky rostlinnych silic. Ze vSech rostlinnych silimyly
nejvice prozkoumany tymian a dobromysl. Rostlintiéesbyly zkoumany viiznych po-

travinach jako hoszi vyvar, maso, mléko a ovoce. Zd4 se, Ze rostlgiliée maji lepSi
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antimikrobialni @&inek @i niz§im pH potraviny, nizSi skladovaci teglotyssim tlaku. Na-
opak vySSi mnoZzstvi bilkovin a tuku v potraviantimikrobialni @inek rostlinnych silic

snizuje [7].
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2 KORENI

Vyhlaska¢. 331/1997 Sb., popisuje i jakocasti rostlin jako jsou k@ny, oddenky,
kary, listy, na€, kwety, plody, semena nebo jejiakasti v nezbytné mé technologicky

zpracované a uzivané k ovligmi chut a viin¢ potravin [8].
Jednotlivé druhyfirodniho kdeni pochazeji ziznychc¢asti aromatickych rostlin:
a. plody (nap. paprikacerny pep, kardoman);
b. semena (napanyz, kmin, koriandr, fenykl, ktice atd.);
c. oddenky nebo keny (nap. skaice);
d. listy (nag. petrzel, bobkovy list, majoranka, Sghy
e. kura (nap. skaice);
f. kvéty a kwtni ¢asti (nap. Safran, kebicek);

g. cibule (nap. cibule,cesnek) [9].

2.1 Vlastnosti koreni

2.1.1 Chut a viné

Koteni jako pisada v potraviridkych vyrobcich ma tu vlastnost, Ze dava potravindm
zvlastni chd, ale sodasré vyrovnava wini a aroma. Existuje cel@da chuti obsazenych

v riznych kdenich. Jejich spravnym michanim lze dosahnout wajitich chtiovych
efekti. Nékteré druhy keéeni jsou pidavany do potravin zacélem zlepSeni barvy ne-

bo vzhledu (nap paprika). Pouzitim keni se prodluzuje i trvanlivost potravin [9, 10].

2.1.2 Antioxidaéni vlastnosti

Ténet vSechna kieni vykazuji pi dostaténém vylokeni s¥tla vice nebo ménslaby
antioxidani inek. SilrgjSi antioxid&ni inek vykazuje pedevSim rozmaryn, Saiy
tymian. Antioxid&ni vlastnosti kéeni zgisobuji gedevsim flavonoidy a kyseliny fenol-

karbonové&i kyselina rozmarynova [9, 11].
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2.1.3 Antimikrobialni vlastnosti

Hoicice, skdice a lebicek sefadi mezi kdeni s nej¥tSim (Einkem na dést bakterii, plisni
a kvasinek. Tentodinek je gipisovan specifickym latkdm jako napeugenol (febicek),

skaricové aldehydy, kurkumin (kurmuma) a aliciie$nek) [9].

2.2 Hrebiéek

2.2.1 PouzZivanéacast rostliny

Jako kdeni se pouziva suSena, nerozvitétka poupata stale zeleného tropického stromu

hiebickovce vonnéhoyzygium aromaticumceld nebo mleta [12].

2.2.2 Viné a chw’

Hiebiek je velmi vyrazné a aromatickérkeai znamé svoji vyraznouimi. Ma intenzivni

nasladlou chty kteracasto gechazi do jemhhaoiké chug [13].

2.2.3 Botanika

Hiebiek je stale zeleny patmé vysoky strom Zeledi myrtovitych, ktery ve vSeckas-
tech obsahuje aromaticky vonici olej. Jeho listyujkoZnaté, které maji tvar vejce
a jsou dlouhé 5 az 15 cm. Na koncovych latach sbamji zlutobilé kity. Sklizi se cela
kvétenstvi, kdyZ jsou na nich @rvyvinuté, avSak doposud uzané kéty. Poté se poupa-
ta utrhnou a suSi na vzduchweh®m suSeni ztrati cca 2/3 své hmotnosti a dostemau
hnédou barvu [12].

2.2.4 Pouziti

Hiebitek (Obr. 1) se pouZiva nejvice kigraw svaenéhoci koreniného vina a pue,

dale @i specialni Upra¥ masa a ryb, na Zfinu, v mensim mnozstvi i do vyvarv uzené

stvi, likérnictvi, g nakladani zeleniny a hub, do o¥ef, k&upi, kompofi a cukrovinek.
V Indii je pravidelnou sotasti kari kéeni [14].
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Obrazek 1: Hebicek [15]

2.2.5 Lé&civé a antibakterialni u¢inky

Hiebitek byl uz ged mnoha tisici let uznavanym dezinfekm prostedkem. Jeho vytaZzky
se uzivaly k dezinfekci ust, tak i k dalSim lokaindSetenim kize a Spatihise hojicich ran.
Antisepticky misobi i @i vnittnim uZiti, napiklad v gripadt Zalud€nich kataii, pri otra-
vach zkazenym jidlem arstnich potizich. Febickova silice obsahuje latky, které maji
antibakterialni tinky. U hfebiku je hlavi zastoupen eugenol (75 — 85 %) a acetyleuge-
nol (8-15 %) [13, 16].

Eugenol (Obr. 2) je bezbarva az hetutd olejovitd kapalina extrahovana &ierych
esencialnich ol@j zvlast z hrebicku, muskatového itsku, skdice a bobkového listu.

Jecasteéne rozpustny ve vatla dolfe rozpustny v organickych rozpoédiech [16].

Eugenol je zodpaddny za vini hiebicku a je hlavni sloZzkou rostlinné silice #bicku,
kde tvai az 85 % [17].

CH30O =

HO

Obrazek 2: Eugenol —chemicky vzorec [16]
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2.3 Dobromysl obecna

2.3.1 Pouzivanéacast rostliny

Jako kdeni se pouZzivaji listy az 50 cm vysoké byliny (O8). Sklizer je nejlepsi Bhem

rozkwtu, kdy maji listy nejvyssi obsah silic [18].

2.3.2 Viné a chw’

Siln¢ aromaticka, pikantni, lehce nakta, pripomind majoranku a tymian, avsak oproti

nim je ostejSi [18].

2.3.3 Botanika

Ket je 20 - 50 cm vysoky, ktery je porostly Zlaznatychloupky a listy vejcovitého tvaru.
Razové kwty jsou az 5 mm vysoké a jejicliné pripomina tymian. Sklizi se horgéasti
rostliny, které se potom suSi na vzduchu. Teplotesi by nerla prekraiit 35 °C, jinak
se ztrati drahocenné oleje. Dobromysl - latingBsiganum ma mnoho druln Me-
Zi nejznandjSi mizeme z#adit Origanum vulgareOriganum onitesOriganum syriacum
Origanum virensiecké oregano ©riganum dubiumna turecké oreganoGriganum minu-
tiflorum. [14, 18].

2.3.4 Pouziti

Celé snitky nebo drhnuté listky dobromyslu jsotiekdm nepostradatelnym v italské ku-
chyni, kde se néastji uzivaji vcerstvém stavu. iRlavaji se do omiek, do bylinnych
oleju a octi na salaty nebo ke zdobeni pokrriodi se k Upravryb, teleciho i skopového

masa, vajénych a houbovych jidel [14].

Obrazek 3: Dobromyseonéa [19]
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2.3.5 Lé&civé a antibakterialni u¢inky

SuSena kvetouci fisse pouziva v Iételstvi pro své aseptické a protizélive (cinky,
usnadiuje odkaslavani a zvySuje vygovani Zldi. Dobromysl je silnym proggdkem
uvoliujici kiecovité stazeni hladkého svalstva (spasmolytikumuziR@ se i na obklady
a osvzujici koupele [20]. Aseptické a protizdlivé Ucinky dobromyslu jsou zZisobeny
hlavnimi sloZkami silic jako je karvakrol, tymoy:terpinen, p-cymen [17]. Karvakrol
(Obr. 4) je bezbarva az Zlutaa viskozni kapalina. Je stasti rostlinné silice dobromyslu
obecné a silice tymidnu. Karvakrol obsazeny v tymi&e niZze vyskytovat v mnoZstvi
5-75 % [20].

Vliv karvakrolu byl testovan na produkci toxinu beki Bacilllus cereuss Zivném médiu.
Pti aplikaci 0,06 mg/ml doslo az k 80 % redukci tahtdxinu a ke snizeni Zivotaschop-
nych burk [21].

CH4
OH
HsC CHs
Obrazek 4: Karvakrol — chemicky Obrazek 5: Tymol — chemicky

vzorec [20] vzorec [22]
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Tymol (Obr. 5) je bila krystalicka latka, ktera &ps karvakrolem (Obr. 4) je séasti sili-
ce tymianu. Ve voése tymol rozpousti jen mignje vSak vyboré rozpustny v alkoholech

a v jinych organickych rozpougtiech [22].

Vliv karvakrolu a tymolu byl sledovdn na bakteBacillus cereusP¥i aplikaci 15 pl
karvakrolu nebo 30 mg tymolu do 100 ml skavaného bujonu byl poitan bakterialni
rast po vice jak 60 dnhpii 16 °C [23].

2.4 Bobkovy list

2.4.1 Pouzivanéacast rostliny

Jako kdeni jsou nejvice pouzivané listy rostliny bobkovdéikb(Laurus nobilis) Pramys-
lové mohou byt zpracovany i plody, ze kterych je zigkawlej. Plody mohou byt téZ pou-

Zity jako kaeni [24].

2.4.2 Viné a chuw’

Cerstvé bobkové listy jsou pammé aromatické a h#é, ale susenim je Hmst znatelt

redukovéna f zachovani aroma [24].

2.4.3 Botanika

Vaviin (Obr. 6) je stale zeleny ké&i strom. Listy jsou rtin¢ otrhany a rozfdény. Poté
jsou listy rychle suSeny bezigtupu slunéniho zd&eni. Vysoce kvalitni bobkoveé listy Ize

snadno rozeznaf@devsim diky silnému aroma a jagelené bary[14].

2.4.4 Pouziti

Je hojg pouzivan do smetanovych obte#t, vaiavych polévek, kyselych jidel,
pii nakladani masa, okurek nebo hub¢grd masa a zvlaStz\eiiny. Vyuziva se take

k ptipraw marinad [24].
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Obrazek 6: Bobkovy list [25]

2.4.5 Lé&civé a antibakterialni u¢inky

Pasobi lehce sedati¢npodporuje traveni, ma i antisepticky (protigfimy) ucinek. Mimo
jiné ma velmi zajimavy ¢&inek na snizovani krevniho cukru, a proto se vyaifako dopl-
neék 1é&cby diabetiki. Hlavni sloZky rostlinné silice bobkove listu jsbi8-cineola-terpinen
a sabinen [17, 23].

Terpiny jsou izomerni uhlovodiky, které &mdi mezi terpenyo, B a y-terpinen se mezi
sebou liSi v poloze dvojné vazby. a y-terpinen se vyskytuji ifyozere v rostlinach.

B-terpinen se viprodk nevyskytuje a byl syntetickyfipraven ze sabinen [26].

Byl sledovan dinek y-terpinen au-terpinen.y-terpinen nezastavifist Salmonella typhimu-

rium, ale @i aplikacia-terpinen doSlo k inhibici 11 z 25 bakterialnichulolr [17].

Obrazek 7:.a, f a y-terpinen chemicky vzo-
rec [26]
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3 ROSTLINNE SILICE

Rostlinné silice jsou téZz oz&émvany jako éterické, esencialni nebo aromatickgeole
Jsou sloZitou siisi €kavych latek obsazenych ¥ippdnich rostlinnych materialech. Silice
jsou ¢asto vonné a maji pavou chu’ [27]. Jsou nejastji bezbarvé, ficemz oxidaci &
hem skladovani mohou tmavnoutéKieré silice jsou vSak zbarvenéirpzere: Zluta

je silice kebikkova Syzygium aromaticumzelenkavou az modravou barvu mivaiji silice
obsahujici azuleny - naphe@mankova silice Qleum chamomillde Silice jsou ¥tSinou
kapalné, akterécaste&ne tuhnou - nap silice izova Oleum rosagnebo anyzovadleum
anisi). Jsou ¥tSinou lelki nez voda, ale vyjimku t¥osilice, obsahujici vice aromatickych
slowenin, jako jsou silice hvozdikov®leum caryophyl)i a skdicovd Oleum cinnamo-
mi) [28].

V dnesdni dob je znamo pes 3000 iznych rostlinnych silic a vice nez 1000 latek vhnic
obsazenych [29]. Ziskavaji setznych ¢asti rostlin, jejich k¥ta (nag. jasmin), stonk
nebo pipadré kvetoucich stonk (mata, tymian), plotl nebo semen (kmin, pdp oplodi
ploda (citrusy), deva (santal), list (bobkovy list), cibulovyci slozenych cibulovy des-
nek), oddenk (kurkuma), keeni (harec). Nachazeji se v Zlaznatych chlupech, Zlaznatych
bunkach, papilach, kanélcich a mezibamych prostorach. Jejich vyznam pro rostlinu
je objasin jen ¢asté&n¢. Zatim se jim fifazuje funkce lakadla pro opylujici hmyz a jako
usmernovate transpirace. Také pini v rostlifunkci fytoncidi. Obsah silic v rostli& ko-

lisd nejen v prbéhu jejiho vyvinu (ontogeneze), ale t&hbm 24 hodin, coZz dokazuje je-

jich aktivni zapojeni do latkové vymy [30, 31].

3.1 Zpisoby ziskavani rostlinnych silic
Silice se ziskavaji z rostlinnych surovin daggji témito technologickymi postupy:

1. Silice se obvykle izoluji z rostlinného materialanpoci techniky zvané destilace
s vodni parou. Rozdrobena droga se v desiilaadols pielije vodou a do sisi
se vhani vodni péara. Pary se v§édo chladée, kde kondenzuji, kondenzat se za-
chycuje a posléze se aglidsilice od vodné vrstvy (ndpv cklici nalevce). Silice
je vétSinou lelki nez voda, a proto tvbvrchni vrstvu, ale nesmime zapomenout
na vyjimky — silice, obsahujici mnoho fenolickydtdk (nap. silice hvozdikova
a skdicovd) [28].
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2. Extrakci nepolarnimi rozpou&tly nag. benzinem, petroléterem za tepla. Takto
ziskana silice je oz@avana jako konkrétni neboli konkret. ,Konkrétnitice ob-
sahuje vedle vonnych latek jesatky balastni, zejména vosky. Ty se &dg jejich
rozpusénim v teplém lihu a vymrazenim. Po odstrinbalastnich latek je silice
ozna&ovana jako abslutni.

3. DalSi moznosti je extrakce z &l do tuku (tzv. enfleuraz). Enfleurdzage byt
provedena za studena bezpachym tukendassji veprovym sadlem nebo za tepla
maceraci horkym tukem. EnfleuraZ se vyplati jenzécmych silic, nap u silice
z kvéta jasminu Jasminum Oleaceag nebo lokvétu hliznatého, znamého jako
tuberdza Polyanthes tuberogaZ tuku se po enfleurazi silice extrahuje orghpic
mi rozpou&dly. Vysoce kvalitni silice se ziskavaji extrakoinpoci oxidu uhkité-
ho. CQ je udrzovan pod tlakem v kapalném stavu v bza@m systému s rostlin-
nou drogou, ze které se uiiagje silice.

4. Lisovanim se ziskavaji silice z cittugpomerane, citronu, mandarinky, grapefrui-
tu), které jsou velmi citlivé a jiz za teploty 10Q podléhaji zkadze a nedaji se tedy

kvalitné ziskavat destilaci s vodni parou [30, 31].

3.2 Stalost silic

Esenciélni oleje jsotiasto charakterizovany svogkavosti dotti klasifikatnich kategorii:
vysoce tkave, stedre tekavé a nizceékave. Tyto terminy souvisi s rychlosti, s jakou

se olej vyp# a s tim, jak dlouhodng vydrzi.

1. Tékavost vysoka — silice vyprcha do prostoru do 2d. ljoag. eukalyptus, mata
peprna).
2. Téekavost stedni — silice vyprcha do 48 hod. Do této kategseiiadi WtSina silic

(nap. levandule, fenykl, geranium).

3. Téekavost nizka — silice vyprcha do jednoho tydne fngsmin, @Ze, nerol, vetiver,
hiebicek) [31].
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3.3 Vyuziti kofeni obsahuijici silice

>

Prostedky drazdici &Zi - do této skupiny séadi silice s vy§Sim obsahem pifen
cineolu, karvakrolu, citronalalu a limonenu. Naizk vyvolavaji pocit tepla
azcervenani. Jsou soasti slozky masti pouzivanych fi p revmatismu

a neuralgickych bolestech

Antiflogistika - jsou prostdky, které zmituji zaréty a maji antisepticky dinek.
Jsou obsazeny napv hemankové silici jako terpenw-bisabolol, chamazuleny

ap-farnezen.

Expektorancia - podporuji v dychacim Ustroji sekrdeni, a proto podporuji vy-
kaSlavani a snizuji drazdivost ke kasli. VyuzZiggiéasto jako inhakeni prostedky.
Pati sem silice kosa@vinova Qleum pini pumilioniy eukalyptova silice. K Ust-

nimu poziti slouZi silice fenyklova, anyzové a tgnova.

Stomachika - jsou latky, podporujici ¢hl jidlu jednak slabym draZdim Zalu-
deini sliznice, ktera tak vyltuje vice zZaludénich $av a také svoji tni a chuti.

Pati sem zejména aromatické afesthutnajici drogy, pouzivané jakor&oiny.

Karminativa - jsou latky, kteréugobi zejména proti nadimé plynatosti sev.
Na steva pisobi protikecové a desinfekné. Tento @&inek maji zejména plody
kminu, fenyklu, anyzu a koriandru, &y hamanku, nd maty peprné a miadobro-

myslu.

Diuretika - rekteré rostlinné silice gsobi téZ miré motopudré. Tento @inek maji
nag. plody a silice z jalovceQleum juniper) nebo plody a kieen petrzele Radix

petroselin).

Dezinfelkéni a antiseptické pragtdky - mnohé siéiné drogy a silice jsobi proti
parazifim, ¢ervim a infekcim. Nejrapidfsi je tento dinek u silic, obsahujicich
tymol, eugenol, cineol a karvakol. Konkrétnag. list buku Eolium buccd pasobi
desinfekné na ma@ové cesty, peroxid askaridol z merliku m&eaujici &inky,
proti hmyzu fisobi rekteré terpeny, proto sekteré drogy pouZzivaji jako repelenty
(napr. kafr, terpentyn, métova a citronelova silice)ickhenevyhodou je posine

kratka &innost, silny pach &asté projevy koznich alergii [28, 31, 32].
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3.4 Silice v potravinaistvi

N¢které silice tvei hlavni &innou slozZku iiznych kdeni v potravingstvi. Ochucuji pokr-
my, pisobi giznivé na organoleptické vlastnosti potravin, a tintijgoniuji i poZzitek

z jidla. Vyuziva se zarowie jejich priznivy (€inek na zazivani, hlagma traveni. Keeni

tedyradime mezi karminativa.

Do oblasti potravingkého pimyslu pati rovnéz vyroba népdi. Silice tam maji vyznam
jako zakladni chtové a vonné slozky, a to v nealkoholickych i alkatkych napojich.

Silice nebo jejich jednotlivé vonné slozky se r&&mpouzivaji k aromatizaci cukskych

vyrobki, sladkosti¢okolady a tabaku [32].

3.5 Chemickeé slozeni

Nejcastji se jedna o slozité sai latek, které mohou obsahovat okolo 20 - 60 $#oze
v riznych koncentracich. Rostlinné silice obsahuji abeydw az ti slozky ve vysSich
koncentracich (20 — 70 %). Nagkarvakrol (30 %) a tymol (27 %) jsou hlavni sloak
rostlinné siliceOriganum compactumLinalol (68 %) je sotasti Coriandrum sativum
a ap-thujen a camphora (24 %) jsou seasti Artemisa herba-albal,8-cineol (50 %)

je sowastiCinnamomum camphofa9].

Silice jsou nejastji tvoieny terpeny, zejména monoterpenickymi uhlovodikgelaydy,
alkoholy, ketony, kyselinami, estery, nebo seskpiay. Podle fevladajiciho typu slozek

Ize silice rozdlit do skupin, obsahuijicich:

3.5.1 Aldehydy

Aldehydy se v silicich vyskytuji jako acyklické riapnonoterpeny citral a geranial. Mezi
aromatickeé aldehydy patenzaldehyd, aldehyd kyseliny skmvé a vanilin [17, 28].

3.5.2 Alkoholy

Alkoholy se vyskytuji v silicich jako acyklické, jpeéna geraniol, linalol a citronelol
ze silice fizové Oleum rosaga geraniové@leum geranii. Dale se mohou alkoholy vy-
skytovat ve formt monocyklické, jako je mentol ze silice matow@dum menthae piperi-

tae) a bicyklické, jako je borneol ze silice rozmaryaddOleum rosmarini[17, 28].
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3.5.3 Estery

Estery jsou zejména octany terpineolu, borneolu onegeraniolu, vyskytujici
se v citronelové silici@Qleum citronellag DalSim esterem je methylsalicylat, ktery se vy-

skytuje v silici druhuGaulthernia procumbend 7].

3.5.4 Fenoly a fenolické étery

Mezi nejvyznamsjSi fenoly pati eugenol a tymol ze silica¢bickové Oleum caryophyl)i
a tymianoveé Qleum thymia karvakrol ze silice kminov®{eum carvj. Fenolickymi étery
jsou nap. anetol z plod anyzu a fenyklu a safrol ze silice badyand®&(m anisi stellaji
[28].

3.5.5 Ketony

Ketony mohou byt v silicich monocyklické, rfiapron v silici kosatce@leum iridig, men-
ton ze silice matovédleum menthae piperith@ebo karvon z kminové silic©leum car-

vi). Mezi nejvyznamsi bicyklické ketony pdt pravdpodobr kafr [17, 28].

3.5.6 Uhlovodiky

Uhlovodiky se vyskytuji prakticky ve vSech siliciclsou to jednak uhlovodiky acyklické,
zejména myrcen a ocimen, vyskytujici se v siliai¢kterych druli rodu Ocimum dale
monocyklické monoterpeny, zejména limonen, vyskgiuge v silici citronové @Qleum
citri), o-terpinen, vyskytujici se v silici koriandrov®leum coriand), a-felandren, vysky-
tujici se v silici fenyklové Qleum foenicu)i a eukalyptové @leum eucalyp}i DalSimi
moznymi uhlovodikovymi slozkami silic jsou bicylki€é monoterpeny, kam [Fat
nag. a-pinen ze silice terpentynové®leum terebinthingdea seskviterpeny jako je nap

chamazulen ze silice tradnkové Qleum chamomillag17, 28].

3.6 Antimikrobialni vlastnosti silic

Antimikrobialni aktivita rostlinnych silic je obeérzndma. Ziznych vyzkuni vyplyva,
Ze nevyssSi ginnost ma dobromysltebicek/koriandr/skéice > tymian > mata > rozmaryn

> haicice > Saly).
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Vzhledem k tomu, Ze rostlinné silice obsahuji vetikéozstvi aiznych chemickych slae-
nin, nelze antimikrobialni aktivituijpisovat pouze jedné sldeniré. Obecr se k latkdm

s nejvysSi antimikrobialni aktivitoadi eugenol, tymol a karvakrol. Mezi mechanizmy
pasobeni silic na bakterialni bku miZzeme z#adit degradaci bugtné stny, poskozeni
plazmatické membrany, poskozeni membranovych migt@rosakovani slozek plazmy,

koagulace cytoplazmy a ztrata protonmotivni silgj[1

Antimikrobialni (inky rostlinné silice z dobromyslu (@anum vulgarg byly testovany
na uzenid. Nejprve byly vyhodnoceny MIC rostlinné silice wawt riznych bakterii

in vitro. Nasled® byla pouzita nejvyssi MIC (0,69 mg/g) a ta bylatje2x (1,725 mg/qg)

a 5x (3,45 mg/g) zvySena. Tyto koncentrace bylikaphny na uzeninu. Vysledky ukazaly,
Ze tato koncentrace snizilaged burtk o 1,19 log CFU/g oproti kontrole po 35 dnech,
koncentrace 1,725 mg/g snizila¢eb burgk o 1,6 log CFU/g a koncentrace 3,45 mg/g re-
dukovala biiky dokonce o 4,35 log CFU/g [33].

V jiné studii byl sledovan vliv rostlinné silice @obromyslu Qriganum minutiflorum
na bakterie roduCampylobacterrezistentni na ciprofloxacin. dihek silice byl testovan
na zivnych fidach difazni metodou. Rostlinna silice prokazaldibakterialni @inek
na vSechny testované bakterie. Byl také prokazary$s inhibeni (¢inek s nejnizsi kon-

centraci (7,8l/ml) naCampylobacter lar{34].

Rostlinné silice 2riganum minutiflorum Laurus nobilis, Lavandula stoechas
aFoeniculum vulgardyly testovany proti patogenim bakteriischerichia coliO157:H7,
Listeria monocytogeneSalmonella typhimuriuma Staphylococcus aureu¥ysledky uka-
zaly, Ze inhibini inek rostlinnych silic jerzny. Rozdilné inhikiini (Cinky mohou byt

Vv s

nek vykazovalOriganum minutifloruma nejmén Lavandula stoechd85].

Antimikrobialni aktivita byla také sledovaimavitro u etanolovych extraktz rostlinSalvia
cryptantha Origanum acutidens Thymus sipyleussp sipyleusna patogenni bakterie
Pseudomonas aerugings@scherichia coli Enterobacter aerogengStaphylococcus au-
reusa na kvasinkiCandida albicansVSechny rostlinné extrakty vykazovaly antibaktieria
ni &inek proti gramnpozitivni bakters. aureusa kvasinkam. Pouze u extrakttymianu
byl antibakteridlni efekt na kvasinky velmi malNa gramnegativni bakterie nebyl antibak-

terialni &inek silic dostaujici [36].
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Rozdilnost inhibiniho Einku silic na grampozitivni a gramnegativni bakiteyl sledovan
také ve studii Pasqua a kol. (2005) [37]. V tétadstbylo pouZzito 12 iznych rostlinnych
silic na spektrum grampozitivnich a gramnegativridetkterii. Bylo prokazano, ze MIC

u grampozitivnich bakterii byly vys3i nez u gramategnich bakterii [37].

Vliv rostlinnych silic zOriganum majoranayl testovarin vitro na rekolik druhi bakterii
a byly stanoveny MIC. Poté byly silice aplikovang ¢erstvou klobasu, ktera byla éha
zaatkovana bakteriiEscherichia coli Vysledky ukazaly, Ze koncentrace nizSi nez MIC
maji bakteriostaticky efekt, zatimco baktericidféke byl sledovan u vysSich koncentraci,

které ale byly ficinou znény chuti produktu [38].

Antimikrobialni (&inky rostlinnych silic byly také sledovany na kvasich. Winky rost-
linné silice Origanum vulgarebyly testovany naradu kvasinek. Vysledky ukéazaly,
Ze vSechny kvasinky jsou rostlinou silici inhiboyat vSech kvasinek doslo k inhibici
pii koncentraci 10 pl/ml, ale WPichia minusculadoSlo k inhibici jiz @i koncentraci
5 pl/ml [39].

Rostlinna silice Z'hymus revolutubyla testovana na kvasinkyprulopsis holmiiCandida
tropicalis, Candida albicansa Saccharomyces cerevisia®ysledky ukazaly, Ze té&n
vSechny kvasinky jsou inhibovany. Pouze kvasiikaulopsis holmiinebyla inhibovana

ani pi nejvyssich koncentraci [40].

Rostlinné silice z tymianu,rabicku a dobromyslu byly testovariy vitro na plisg Asper-
gillus nigera Aspergillus flavusRostlinna silice z dobromysluigkoncentraci 4 pl/18 ml

zcela inhibovalatst. U Hebicku doslo k inhibici pi koncentraci 6 pl/18 ml a tymian byl

......

Jina studie se zabyva také ptisn Aspergillus nigera Aspergillus flavusByl sledovan
fungicidni &inek rostlinnych silic z citronu, mandarinky, grépéu a pomerate.

U vSech silic doslo k inhibicitistu plisni pi koncentraci 0,94 % [42].
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4 MIKROFLORA POVRCHU DR UBEZE

Obecré se na povrchu dbeZziho masa vyskytuji zastugeledi EnterobacteriaceadPseu-
domonas, Campylobacter, Moraxella, Acinetobac&aphylococcysBacillus Clostridi-

um, Brochothrix Listeria, nekteré plisg a kvasinky[43].

4.1 Celed’ Enterobacteriaceae

Tato celed” zahrnuje gramnegativni nesporulujici fakultatiamaerobni @inkovité bakte-
lovci, odkud se dostavaji do okolniho piesli, odpadnich vod a hnojenédy. Nekteré

bakterie zjgsobuji gastrointestinalni i jina oneme@ancloveka a zviat [44, 45].

4.1.1 Rod Escherichia

Z hygienického hlediska je ndjlzitéjSi rod Escherichia jehoz jednotlivé druhy
jsou obyvateli gevniho traktu idznych ZzZiv@icha. Escherichia coli je jednim

Z nejvyznamiyjSich zastupt strevni mikroflory a jeji pitomnost je nezbytna pro spravny
pribeh travicich procasve stew teplokravnych Zivdicha.[46, 47].

E. coli zkvaSuje cukry za intenzivni tvorby kyselin a plymNag. z glukozy, laktozy, &
kterych pent6z a alkoholickych cuktvoii predevSim kyselinu mé&ou, pyrohroznovou,

octovou a mravei, pricemz ¢ast kyseliny mraveii se rozklada na oxid ubity
a vodik [47].

Patogenni kmenkg. coli vyvolavaji 2 typy onemocmi [45]:

a) extraintestinalni (zejména mvych cest, septicka onemaaen, infekce ran, hnisa-
Vé procesy);

b) v intestinalnim traktu infekce provazendjpmy (urcité kmeny).

4.1.2 Rod Salmonella

Pati sem tginky, jez zkvaSuji glukézu, maltozu a manitol. Jug@otenciald patogenni
bakterie stevniho Ustroji zwat a ¢lovéka, u nichZz zfisobuji septickd onemoémi,
gastroentritidy a sekundarni infekce [44]. Salmgnsbu schopné dlouhoddlprezivat

ve vrEjSim prostedi. Jejich rozmnozZovani je limitovano vhodnou wasik, teplotou, pH
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apritomnosti zZivin v prosedi. Salmonely rostou v rozmezi teplot 8 - 44,5V¢5Si teplo-
ty (nad 70 - 80 °C) je rychle ¢ii[48].

Podle genetické analyzy bylo zfigb, Ze rod obsahuje jediné genospecies, emasal-
monella entericaTento druh séleni na 7 subspecies, z nichZ glovéka patogenni kme-
ny pati do subspecies I. Ostatni subspecies (lI-VII) aajirpatogeny a parazity studeno-
krevnych [45].

4.2 Celed Moraxellaceae

Gramnegativni bakterigeledi Moraxellaceae maji tyovity az kulovity tvar. Jedn&
se o psychrofilni nebo mezofilni bakterie, kteréhgi sliznici ¢lovéka a zviat, vyskytuji

se také v pde, vodk, potravinach a natiZi [49].

421 Rod Acinetobacter

Acinetobacterse radi do ¢eledi Moraxellaceaespolu s rodyMoraxella, Psychrobacter
a dalSimi pibuznymi rody. Jsou strikénaerobni mikroorganizmy. Velmi déd rostou
pii teplot 20 - 35 °C, ale &které druhy mohouist i pri 5 °C [49].

Mezi jeji hlavni diagnostické znaky pakatalaza pozitivni, oxidaza negativni, rezistent-
nost \a¢i penicilinu, neredukuje nitraty a mé bilé hladi@dnie, které jsou bez pigmentu
[49, 50].

4.3 Celed’ Pseudomonadaceae

Striktné aerobni rovné nebo mifrzahnuté gramnegativnicipky s respiratornim typem
metabolizmu. Rostou v rozmezi 4 - 43 °C. Z biochayth vlastnosti Ize uvést jen tvorbu

kataldzy a velméastou pozitivni oxidazovou reakci [44].

4.3.1 Rod Pseudomonas

Rod Pseudomonasse pohybuje polan nebo lateralé situovanymi biiky. Rostou
na EZnych midach, ale kultivéni teploty se mohoutenit, protoze existuji mezofilni
i psychrofilni druhy. V pirodk jsou znan¢ rozStené a vyskytuji se i naiki lidi a zviat.
Jsou zn&né rezistentni uci desinfeknim prostedkim, wtSina druli je silng proteolytic-
ka a lipolyticka [ 51, 44, 52].
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Psudomonas frage proteolyticka a lipolyticka nefermentujiciigka. Hraje kléovou roli
v kazeni potravin zivdSného fivodu. Tvdi ¢asto mikroflérucerstvych a zkazenych po-

travin z masa, dibeze a ryb [49].

Podle literatury je az 61 % pseudomondad vyskytigeiha mase. fragi a na vefovém
mase se vyskytuj®. fragi ze 76 — 79 % P. fragi roste pi minimalnim pH 5,0 az 5,3
a inhibici ristu zgisobuje 10% koncentrace G({A9].

4.4 Celed Staphylococcaceae

Jedné se o novateled’ navrZzenou v roce 2001 na zakiatovnani baziip sekvencovani
16S rDNA u rekolik rodi grampozitivnich kol paticich mezi bakterie s nizkym obsahem
G + C [52].

4.4.1 Rod Staphylococcus

Rod Staphylococcuge v sodasné dob razen do samostatri@ledi Staphylococcaceae
Do rodu Staphylococcudylo doposud Zazeno kolem 40 drdiha poddruli. Stafylokoky
jsou charakterizovany jako grampozitivni bakteriesporulujici, nepohyblivé atginou
neopouzeené sférické koky. Z Sirokého spektra biochemickyleistnosti se sledujirgde-
vSim schopnosti aerobnihcg@eni cukéi a tvorby proteolytickych enzyim Zvlastni vy-

znam ma pikaz koagulazy [44, 45].

Staphylococcus aureupisobuje anginu, hnisavé oneméahkize, hnisani ran a hnisavé
onemockni porarknych kosti. Bakterie produkuje enterotoxin, kteeyvgskytuje v Sesti
antigennich formach A aZz E. Enterotoxin vyprodukgvaza vhodnych podminek
Vv potraviré vyvolava alimentarni intoxikaci. Z&t8inu stafylokokovych otrav je odpéd-

ny enterotoxin A [53].

4.5 Kvasinky

Kvasinky snadno &pi predevsim sacharidy, mohou rozkladat i organickélkysa tuky,
mnohem mé# dusikaté latky, zejména bilkoviny masa. Jejichnaym jako mikroflory
masa je mensi nez u bakterii, i kdyZ jejich nalenrase j€asty. Mezi najastji vyskytu-
jici se kvasinky pd#t Debaryomyces SacharomycesCryptococcusa Trichosporon
[49, 44].
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Rod Cryptococcuszahrnuje kvasinky s kulatymi, elipsovitymi nebo yubrfnimi buika-
mi, které multilateraléy pwi, netvdai pseudomycelium nebo jen rudimentar@iypto-
coccus neoformansytvaii sliznaté kolonie, nelboma silnou vrstvu pouzdra.il®zitym

diagnostickym znakem je schopnost utilizace inasifs4].

Rod Trichosporumtvoii typické bohaté mycelium, n&mz pw&i buiky riznych tvaé. My-
celium se mze u rkkterych rod rozpadat v artrospory akteré druhy tvé vegetativni
endospory. Obsahuje 15 dfyhz nichz rkteré jsou za uitych podminek patogenni
pro ¢loveka [47].

4.6 Plisné

U masa jejich podhoubi nepronika zpravidla higubez 2 — 5 mm. Na vyZivu jsou mé&n
narané nez bakterie a mohouist nejen v chladirnachtipteplotach kolem 0 °C,
ale i v mrazirnach do teploty - 10 az - 12 °C. EnieSiroké Skaly plisni byvaji na mase
zastoupeny rodyenicillium, Aspergillus Fusarium Mucor, Alternaria, Cladosporium
Rhizopusa dalSi [49, 44].

Rod Alternaria se vyskytuje na rostlinach a jako vzdusna kontacginamlékarnach, mlé-
karskych sklepich a nagtach pivovarskych mistnos#ilternariama vidknité mikromyce-
ty, které se na kultivaich médiich vyznauji rychlym ristem a tvéi zpatatku bilé, poz&

ji Sedé az olivoy hnedé kolonie. Nkteré kmeny produkuji mykotoxiny. Zastupci rodu
Alternaria mohou také zjsobit mykotické infekc€lovéka. Nefasgji je uvadtnaAlterna-
ria alternata, ktera se prozert vyskytuje na rostlinnych zbytcich. Vyvolava feobiyfy-

kozu, postizeni subkutanni tkqrktera se obvykle rozviji nasledkem traumatu o,
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. PRAKTICKA CAST
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5 CIiL DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo:
1. stanovit antimikrobialni aktivitu vybranych rosttiych silic;

2. sledovat antimikrobiélni dinek vybrané nejinngjSi rostlinné silice na mikrofloru

chlazené dibeze v piib¢hu ti dni skladovani.
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6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Pouzité pristroje a pomicky

Biohazard box EUROFLOW (Clean Air), Holandsko

Biologicky termostat 30 °C — Laboratorristroje PrahaCeskéa republika
Autoklav 135 S, H+P VARIOKLAV H+P Labortechnik AGi¢émecko
Digitalni vaha KB 800-2, KERN&Sohn GmbH ¢hhecko

Chladntka Electrolux ERC 2521, Praha

Laboratorni sklo

Mikropipety — 3 — 5000 pl BIOHIT

YV V Vv VvV VY VY VY V

Laboratorni suSsarna MEMMERT UNB 400, Fischer Sdifientspol. s r.o., Pardu-

bice

6.2 Kultiva éni pudy

Endo agar (vyrobce HiMedia Laboratories Pvt., Ihdia
Potato dextrose agar (vyrobce HiMedia Laboratdpids, India)
Plate count agar (vyrobce HiMedia Laboratories,Rntlia)

Sabouraud agar (vyrobce HiMedia Laboratories hwia)

vV ¥V Vv VYV V

Masopeptonovy agar (Tab. 1)

Tabulka 1: SloZzeni masopeptonového agaru

SloZeni pidy MnozZstvi [g/l]
masovy vytazek 3,0
pepton 5,0
NaCl 3,0
agar 15,0
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» Masopeptonovy bujon (Tab. 2)

Tabulka 2: SloZzeni masopeptonového bujénu

SloZeni pidy Mnozstvi [g/l]
masovy vytazek 3,0
pepton 5,0
NaCl 3,0

» Cibulovy agar (Tab. 3)

Tabulka 3: SloZeni cibulového agaru

Slozeni pidy Mnozstvi [g/l]
cibule 250,0
glukoza 0,5
agar 15,0

» Meédium pro dikaz tvorby pouzdroveho polysacharidu (Tab. 4)

Tabulka 4: SloZzeni média praikhz tvorby

pouzdrového polysacharidu

SloZeni pidy Mnozstvi [g/l]
(NH4)SO, 5,0
KH,PO, 1,0
MgSO.7 H,O 0,5
glukéza 10,0
kvasntny autolyzat 0,5
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» Meédium pro zji&&ni asimilace uhliku (Tab. 5)

Tabulka 5: SloZzeni média pro z§ist asimi-

lace uhliku
SloZeni pidy Mnozstvi [g/l]
(NH4)SO, 5,0
KH,PO, 1,0
MgSO.7 H,O 0,5
glukosa 10,0
kvasntny autolyzat 1,0

» Meédium pro fermentaci cuir(Tab. 6)

Tabulka 6: Slozeni média pro fermentaci

cukni
SloZeni pidy Mnozstvi [g/l]
masovy vytazek 3,0
pepton 10,0
NaCl 5,0
bromkresolov&ervei 1,0 ml

6.3 Chemikalie a roztoky

» Fyziologicky roztok

- Chlorid sodny (dodavatel Ing. P. Luk€&ska republika)
- Priprava roztoku- 8,5 g chloridu sodného bylo rozptrt v 1000 ml destilované

vody a sterilovanoip 121 °C po dobu 15 min.
D — glukéza (Lachema n.p. Brno)
D — lakt6za monohydrat (Lachema n.p. Brno)

Sacharéza (Chemapol Praha)

YV WV V V

D - galakt6za (Lachema n.p. Brno)
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6.4 Pouzité bakterialni kmeny

Byly pouzity sbirkové bakterialni, kvasinkové asptivé kmeny, dale byly pouzity bakteri-
alni kmeny izolované z chlazenych nebalenycliakwod firmy Raciola Jehdka s.r.o.
(Tab. 7), v obdobi Gnor fbzen 2006. V3echny kmeny byly poskytnuty Ustaveshrielo-
gie a mikrobiologie potravin FT UTB ve Zln

Tabulka 7: 1zolované bakterialni kmeny z chlazemgdbalenych kiat
v obdobi Unor - kezen 2006

Izolovana bakterie Sbj,r kove Izolovana bakterie Sbvi,r kove

¢islo ¢islo
Serratia marcescens 3 Pantotea 21
Serratia liquefaciens 48 Enterococcus feacium 105
Pseudomonas fragi 9 Staphylococcus aureus 14
Klebsiella 2 Salmonella typhimurium -
Acinetobacter 8 Salmonella enteritidis -
Escherichia coli 17

6.5 Pouzité rostlinné silice

V této diplomové praci bylo pracovano se 4 drubstlenych silic: lebicek, bobkovy list
(Tab. 8) a dva druhy dobromysl@figanum minutiflorum(Tab. 9)a Origanum dubiur))
které byly poskytnuty z univerzity Mustafa Kemalurecku. U dvou silic (Tab. 8, 9) bylo

stanoveno jejichigsné slozeni metodou GC — MS [35].

Tabulka 8: Chemické slozeni rostlinné silice bokkaviistu [35]

sloZeni % sloZeni %
1 a-pinen 6,11 7 Terpinen-4-ol 3,29
2 sabinen 12,12 8 a-terpineol 2,04
3 B-terpinen 0,06 9 a-terpinen 12,53
4 1,8-cineole 60,72 10 | eugenol 0,53
5 y-terpinen 1,04 11 | B-karyofylen 0,40
6 linalol 0,73 12 | methyl eugenol 0,68
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Tabulka 9: Chemické slozZeni rostlinné&silDriganum minutiflorum [35]

slozeni % slozeni %

1 a-thujen 0,50 10 | terpineol-4 0,18
2 a-pinen 1,39 11 karvakrol metyléter| 0,73
3 camphen 0,67 12 karvakrol 68,23
4 B-pinen 0,31 13 a-humulen 0,22
5 myrcen 0,47 14 B-karyofylen 3,44
6 a-terpinen 1,00 15 aromadendren 0,36
7 cymen 11,84 16 ledene 0,28
8 y-terpinen 8,14 17 B-bisabolen 0,21
9 linalol 2,15

6.6 Stanoveni antibakterialni aktivity

Antibakterialni aktivita byla stanovena diskovouudni metodou. Na Petriho misku
s MPA bylo napipetovano 100 ul 24 hodinové bakberilaultury, ktera byla rozé¢na ste-
rilni hokejkou. Nasledhbyl na misku poloZen sterilni disk z papiru érpéru 5 mm, ktery
byl napu&n 3 pl gislusné rostlinné silice. Misky byly kultivovanyiip30 °C

a po 24 hodinach byly odigany inhib&ni zény. VSe bylo opakovantikrat.

6.7 Stanoveni antimikrobialni aktivity vaéi kvasinkam

Antimikrobialni aktivita vici kvasinkam byla stanovena obdeéhbjak u bakterii diskovou
difazni metodou. Kvasinkova kultura byla sterilhiickou rozmichana v malém mnozstvi
fyziologického roztoku. 100 ul kvasinkové suspebyi napipetovano na Petriho misku
s pidou SAB pro kvasinky a byla sterimozetena hokejkou. Nasledrbyl na misku polo-
Zen sterilni disk z papiru opnéru 5 mm, ktery byl napu&t 3 pl @gislusné rostlinné sili-
ce. Misky byly kultivovany fi 25 °C a po 24 hodinach byly atigany inhibg&ni zony.

VSe bylo opakovandaikrat.
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6.8 Stanoveni antimikrobialni aktivity vaéi plisnim

Antimikrobialni aktivita vi¢i plisnim byla stanovena agarovou diliimetodou. Testované
rostlinné silice byly fidany do media (PDA)ip 40 — 45 °C, tak aby v 18 ml media byly
3 pl prislusné rostlinné silice. Nasletlbyla do misek ihned aplikovana 5ti denni jbiga
kultura ve fornd disku o ptiméru 5 mm. Misky byly kultivovany $ 25 °C a po 3, 5, 7, 10,
14, 18 dnech byly z#teny zény. VSe bylo opakovaniokrat.

6.9 Aplikace rostlinné silice na povrch chlazenych kisat

6.9.1 Puavod vzorku

Veskeré vzorkyerstvych celych jata¢ opracovanych nebalenychiat pro analyzu byly

zakoupeny z obchodni &ibd firmy Raciola Jehtka s.r.o.

6.9.2 Aplikace rostlinné silice metodou postiku

Kufe bylo pro analyzu steriénrozpileno na d¢ poloviny. Prvni polovina slouZila
pro aplikaci rostlinnych silic a druh&a polovina gakontrola, kdy byla aplikovana sterilni

destilovana voda.

Na kureci pilku slouzici jako vzorek bylo ze vzdalenosti 306-cdn aplikovano pomoci
rozprasSovée roztok rostlinné silice a vody (13 mb® a 300 pl rostlinné silice) po dobu
dvou minut. Vzorek se nechal oschnout a byl uchamawve sterilnim alobaluip8 °C.

Na kontrolu bylo po dobu dvou minut aplikovana istérdestilovana voda. Kontrola

se nechala oschnout a uchovavala se ve sterilipalal i 8 °C.

6.9.3 Odbér vzork pro analyzu

Pomoci pinzety atutek bylo sterilé odebrano ze vzorku cca 10 ¢z, ta byla dana
do mikrotenového s&u se 100 ml sterilniho fyziologického roztoku.¢8& se umistil

do homogenizatoru, kde po dobu 5 minut ghdd homogenizace. Stejny postup byl
i pfi odebirani vzorku z kontroly. iP odbéra vSech vzork se pracovalo asepticky

a pouzivalyse sterilni nastroje.
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Nasled® bylo ze ziskané suspenze provedeno desitked@ni a to az do stugn
ve kterém je mozné stanovitgupokladany pi&et mikroorganizmd v 1 g zkoumaného

vzorku.

Poté bylo na Petriho misku gigluSnou idou napipetovano 100 pl vzorkdigilusného
fedni a inkubovano v odpovidajici teptotKuieci pilky byly uchovany p teplot 8 °C
po dobu 3 df a kazdy den byly odebrany vzorky pro analyzu. Bitivaci byly spd@itany
narostlé kolonie a vysledek byiigpasitan na log CFU/g.

Pri testovani byly pouZityjoy:

Plate count agar (PCA)pro stanoveni celkoveho ga mikroorganizn, kultivace probi-
hala @ 30 °C 24 hodin

- pro stanoveni psychrotrofnich mikroorganigrultivace probi-
hala i 8 °C 7 dni

Endo agar pro stanoveni kolifornich bakterii, kultivaceopthala pi 37 °C 24 hodin

Sabouraud agar (SAB} pro stanoveni kvasinek a plisni, kultivace phald i 25 °C
3 dny

6.10ldentifikace kvasinek

Vybrané kvasinkové kolonie byly izolovany ze Salama agaru po kultivaci vzorku chla-
zené dilbeze. Ukolem identifikace kvasinkové kultury jerstaeni gisludnosti studované-
ho kmene k ufité taxonomickeé skupin Fi identifikaci se sledujedkolik skupin vlastnos-

ti: morfologické, kultivéni, sexualni a fyziologické.

6.10.1 Princip jednotlivych identifika énich test
Asimilace riznych zdroji uhliku

Schopnost vyuzivat za aerobnich podminek cukry zakoj energie a material pro syntézu
burg¢né hmoty se prokazuje auxanografickou metodou netaikuté mde. Asimilacni
testy v tekuté fd¢ davaji gesrgjSi vysledky nez testy na agaroveé plgtneba zachycuji
i velmi pomalé vyuzivani substratu. Testy se prowaglukdézou, sacharazou, galaktézou,

maltazou a laktazou [56].
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Kvaseni cukni

Kvasinky zkvasuji skteré jednoduché cukry za vzniku etanolu a oxidlicitého, vedle
toho vznikd malé mnozstvi glycerolu a sukcinatuzKeasitelnym cukirm pati predevsSim
cukry se zékladni hexdzovou jednotkodinm zkvasitelné jsou pouze monosacharidy.
Disacharidy a trisacharidy zkvasuji pouze kvasiaidgavené gislusnymi hydrolytickymi

enzymy [54].
Diikaz pouzdrového polysacharidu

Kli ¢kou byl zagkovan agar proitkaz tvorby pouzdrového polysacharidu. Po kultiiagdi
narist prelit Lugolovym roztokem. #tomnost polysacharidu se projevi zmodraning-nat
ru [56].

Tvorba pseudomycelia

Tvorbu a charakter pseudomycelia pozorujeme podasiopem na okraji kolonii vyrost-

lych na cibulovém agaru [54].

6.11 Statistické vyhodnoceni

K statistickym vypétam pro bakterie, kvasinky a plisiyl proveden obecny linearni mo-
del (GLM), ktery nabizi vysokou flexibilitufppopisu vztabh mezi zavislou a nezavislymi
proménnymi. GLM Ize navic pouzit n&ppro opakovana #ieni, smiSené modely, vyfty

na zaklad ¢tyr typa soutta ¢tverai.

Pro statistické vyhodnoceni u mikroflory ibbeze byl pouzit klasicky T- test. Test
je zaloZzen na skutaosti, Ze vybrovy pimér z normalniho rozgéleni, od khoz se odé&e
stredni hodnota tohoto rogéni a rozdil se vydi vybérovou snérodatnou odchylkou, ma

T rozdgleni.

Testy byly provedeny na 5% hladinyznamnosti (tj. s 95% spolehlivosti), coz znamena,

Ze maximalni prawtpodobnost chyby prvniho druhu (zamitnuti spravrpotézy) je 5 %.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Stanoveni antibakterialni aktivity

7.1.1 Aplikace rostlinnych silic na sbhirkové bakterialnikmeny

Antimikrobialni &inky rostlinnych silic z kebicku, Origanum minutiflorum, Origanum
dubiuma bobkového listu byly testovany na sbirkové baktEscherichia coli Pseudo-
monas flourescendvlicrococcus luteusa Staphylococcus aureu& nangrenych hodnot

bylo provedeno statistické vyhodnoceni.

Tabulka 10: Antimikrobialni aktivita rostlinnych lisi diskovou difazni metodou

pro sbhirkové bakterie/paplikaci 3 ul/disk

shirkové Inhibi¢ni zény (mm°
bakterie hirebicek O.minutiflorum O. dubium bobkovy list
P. flourescens 8,17 £ 0,29 14,33 £ 0,58 10,33 +£1,53 5,50 + 10,87
E. coli 13,33 + 5,77 25,00 + 3,00 24,33 £ 6,03 5,67 +1,15
M. luteus 17,00 + 11,27 23,33 +10,41 15,67 + 8,14 6,67 92,8
S. aureus 10,67 +1,15 25,00 = 3,00 13,00 + 2,00 6,00 + 1,00

& zahrnuje velikost disku (5 mm)

Z tabulky (Tab. 10) je patrné, Ze k nejvyrgain inhibici bakterii doslo f aplikaci rostlin-
né silice zO. minutiflorum.NejcitlivejSi na tuto silici byla bakteriE. colia naopak nejmeé-

n¢ citliva na silici byla bakteri®. flourescens

Aplikace rostlinné siliceO. minutiflorum byla vyhodnocena jako statisticky vyznamna
na bakterieM. luteusa S. aureuproti ostatnim silicim, které nebyly na tyto baldeolik

acinné. Inhibice je #etelna na obrazku {foha ).

Silice zO. dubiuma hebitku mely také vyznamny antimikrobialni vliv a¢inky téchto
silic byly patrné u vSech bakterii. Silice z bob&bw listu nerdla ténei zadny inhibéni
efekt, i kdyz byl zaznamenan nepatrny rozdil meangozitivnimi a gramnegativnimi

bakteriemi.
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7.1.2 Aplikace rostlinnych silic na izolované bakterialnikmeny

Dale byly testovany antimikrobiélni¢iinky rostlinnych silic z kebicku, Origanum minu-

tiflorum, Origanum dubiuna bobkového listu na 11 bakterialnich krinéBalmonella ty-

phimurium, Salmonella enteritidis, Serratia marcass, Serratia liquefaciens, Pseudomo-

nas fragi, Klebsiella, Acinetobacter,Escherichia coli,Pantotea, Enterococcus feacium,

Staphylococcus aureys které byly

izolované

z chlazenych

Z nantienych hodnot bylo provedeno statistické vyhodnaceni

nebalenych faku

Tabulka 11: Antimikrobialni aktivita rostlinnych silic diskovouifizni metodou

pro izolované bakterie/paplikaci 3 ul/disk

izolované Inhibi¢ni zény (mm]
bakterie hitebic¢ek O.minutiflorum O. dubium bobkovy list
S. typhimurium | 12,67 + 2,08 26,33 +£1,53 22,33 +2,52 5,00 = 0,00
S. enteritidis 8,67 +1,15 19,00 + 6,56 9,00 = 0,0d 5,00 +0,00
S. marcescens| 8,33 +0,58 15,33+ 2,52 9,00 + 0,0( 5,00 £ 0,00
S. liquefaciens| 9,33+1,15 16,67 + 2,89 13,00 + 2,6b 5,00 +£ 0,00
P. fragi 9,00 + 1,00 9,67 £ 2,08 10,67 + 3,79 6,33 +2,31L
Klebsiella 8,67 +1,15 16,67 + 4,16 14,33 + 3,06 5,00 +£ 0,00
Acinetobacter | 19,00 + 1,00 29,00 £ 1,00 23,33 +£2,89 11,67 + 2,89
E. coli 8,33 +0,58 7,00 + 2,00 12,67 + 2,08 5,33+0,58
Pantotea 6,67 + 1,53 17,00 + 2,65 6,67 + 1,15 5,00 £ 0,00
E. feacium 8,33+ 0,58 18,00 + 1,00 9,33 + 1,15 5,00 +£ 0,00
S. aureus 8,67 +0,58 20,00 £ 0,00 7,33 £ 0,56 6,67 + 2,08

& zahrnuje velikost disku (5 mm)

Vysledky v tabulce (Tab. 11) ukazuji, Ze vSechrstlhoné silice z kebicku, O. minutiflo-

ruma O. dubiummaji vyznamny antibakterialniinek. Nej&innéjSi byla silice 20. minu-

tiflorum, ktera néla vyrazny antibakterialni vliv oproti jinym silici. Nejmért citliva bak-

terie naO. minutiflorumbylaE. colicoz se neshoduje se shirkovou bakterii, kterapnga

vé nejvice inhibovana. Rozdilnost v citlivosti balkitera silici mize byt zgisoben jvo-

dem bakterialniho kmene. lzolovara coli byla nejvice inhibovana rostlinnou silici
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z O. dubium.Tato silice byla vyhodnocena jako statisticky vynma& na bakterikE. coli

oproti ostatnim silicim.

Rostlinna silice z Ominutiflorummeéla nejwtsi antimikrobialni vliv na izolovanou bakterii
Acinetobacterstejre tak byla tato bakterie citliva na vSechny rostéirsilice wetné bob-
kového listu. Ten se jevil jako nejmeacinny a inhibéni inek u ostatnich bakterii byl

témet zanedbatelny.

Na bakterieS. typhimuriumS. marcescersPantoteabyla silice zO. minutiflorumvyhod-

nocena jako statisticky vyznamna oproti ostatnistlimym silicim.

Rostlinna silice 2. dubiumméla také vyznamny antimikrobialnicinek. Kron® bakterii

PantoteadoSlo asp k ¢asté&né inhibici u vSech bakterii.

U rostlinné silice z febicku nebyly inhibéni zony tolik vyrazné, ale u vSech bakterii bylo

patrné, Ze silice ma &ity antimikrobiélni efekt.

Béhem pokusu nebyl zaznamenan zadny vyrazny rozdii oigivosti gramnegativnich

a grampozitivnich izolovanych bakterii na rostlirsiléce.

Antimikrobialni &inky O. minutiflorumbyly sledovany v &kolika studiich. Dadalioglu
a kol. [35] zjistil, Ze je tato rostlinna silicekia (&innéjSi nez silice z bobkového listu. An-
timikrobialni (&inky zde byly sledovany rowi na bakterieE. coli, S. typhimurium
aS. aureusU vSech bakterii byly potvrzeny inhdoii (€inky, coZz se shoduje s mymi vy-

sledky.

Rostlinna silice z febicku byla také sledovanarad studii [58] a i zde byly potvrzeny
antimikrobialni @&inky silice. V této studii byl také sledovartinek silice z bobkového
listu, ktery vykazoval vyrazné antimikrobialn¢iaky, coz se odliSuje od mych vysladk
Rozdilnost antimikrobiélni aktivity mohla byt @gobena slozenim aipodu rostlinné sili-

cedli aplikovanou metodou.

7.2 ldentifikace kvasinek

Kvasinkové kmeny byly izolovany zike chlazené dbeze. Pouze kvasinka 4 byla sbir-
kova a jedna se 8accharomyces cerevisiad kvasinek byly provedeny zvolené testy,

jejichz vysledky jsou znazogny v tabulce (Tab. 12). Z uvedenych teselze jednoznané
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urcit, o ktery rod kvasinek se jedna. Muselo by bytvedeno vice identifikanich tesh.

Pouze kvasinkd. 1 |ze pravdpodobr zaradit do roduAureobasidium.

Tabulka 12: Vysledky identifikaich tesi pro kvasinky

Kvasinka | Kvasinka | Kvasinka | Kvasinka | Kvasinka
¢. 1 ¢. 2 ¢.3 ¢. 4 ¢.5
Asimilace + + i ) i
laktozy
Asimilace + + + + -
glukdzy
Asimilace + + + - -
galaktozy
Asimilace + + + + +
sacharozy
Pouzdrovy ) _ ) ) )
polysacharid
Fermentace ) + ) ) )
laktozy
Fermentace + + + + +
glukdzy
Fermentace ) + + + )
sacharozy
Pigment cemny | bilyslizovy| PEZOYY | bily hiadky | luoreskuji-
slizovy ci zlutobily
Vzhled ku[tu- cerny k_Fls bily _krls Se| bila sedlinal bila sedlina bily _krls se
ry v tekutém | se sedlinou| sedlinou na sedlinou ng|
1 y na dré na dré y
médium na dré dne dne

7.3 Stanoveni antimikrobialni aktivity viéi kvasinkam

Antimikrobialni &inky rostlinnych silic z kebicku, Origanum minutiflorum, Origanum
dubiuma bobkového listu byly testovany na sbirkovou kwasSaccharomyces cerevisiae
a 4 kvasinky izolované z chlazenych nebalenydatkwZ nandrenych hodnot bylo prove-

deno statistické vyhodnoceni.
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Tabulka 13: Antimikrobialni aktivita rostlinnychlisidiskovou difizni metodou

pro kvasinky g aplikaci 3 ul/disk

Inhibi¢ni zény (mm
hiebicek O.minutiflorum O. dubium bobkovy list

kvasinkac.1 9,00 +1,00 10 +1,00 9,67 + 3,35 6,00 +£1,00

kvasinkag. 2 10,00 + 1,00 25,67 +0,58 19,33 £9,20 7,67 +£0,58

kvasinkac. 3 11,00 + 1,00 18,67 + 0,58 13,00 + 6,08 9,00G03

kvasinkac. 4 9,33+2,52 12,67 £ 2,52 12,33 £ 3,92 8,67380,

kvasinkac. 5 12,33+ 2,52 12,33 £ 0,58 8,67 +4,16 10,00G01

& zahrnuje velikost disku (5 mm)

Podle tabulky (Tab. 13) jeretelné, Ze rostlinné silice #dbicku, O. minutiflorum
silice zO. minutiflorum kter4 vyraza redukovala st u vSech kvasinek. U kvasinky 2
ac. 3 byla rostlinna silice z Gminutiflorumvyhodnocena jako statisticky vyznamna oproti

ostatnim rostlinnym silicim.

Silice z kebicku a zO. dubiumtaké ¢ast&né inhibovaly fist, ale ne tak intenzi¥njako
O. minutiflorum Jako nejméhcinna silice se jevila silice z bobkového listu, réteryka-

zovala pouze nepatrné inhihi (€inky.

Antimikrobialni &ginky rostlinnych silic byly sledovany nadu kvasinek [39, 40]. Rostlin-
na silice z bebicku podle Inouey a kol. [101] inhibovalast nefastji sledované kvasinky

Candida albicangti koncentraci 400 pg/mil.

Rostlinna siliceO. vulgarebyla testovana protiack kvasinek ¥etné S. cerevisiae Rust

kvasinkyS.cerevisiaguyl zcela inhibovan i koncentraci 10 pl/ml [39].

7.4 Stanoveni antimikrobialni aktivity vaéi plisnim

Antimikrobialni (€inky rostlinnych silic z kebicku, Origanum minutiflorum, Origanum
dubiuma bobkového listu byly testovany na sbirkové gliBenicillium nalgiovensisPe-
nicillium roquefortia Alternaria alternata Z nangienych hodnot bylo provedeno statistic-

ké vyhodnoceni.
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7.4.1 Antimikrobiélni vliv rostlinnych silic na Penicillium nalgiovensis

Tabulka 14: Antimikrobialni &inek rostlinnych silic na pligePenicillium nalgiovensis

agarovou diléni metodopri aplikaci 3ul/18 ml agaru

Velikost plisiové kolonie (mnf)

Kontrola Hebicek | O.minutiflorum| O. dubium bobkovy list

o | den

5,00+0,00| 5,00+0,00| 5,00+0,00 5,00+0,00 | 5,00+0,00

3 | 14,50+0,71] 15,33 +0,58 5,00+0,00| 12,33+2,08| 14,33+0,58

5| 19,00+1,41 17,67+1,53 8,00+0,00 14,33 + 2,08 16,67 + 0,598

7 | 27,50 £3,54| 19,33+0,58 9,33+0,98 21,00 +3,61| 2533 %5,77

10| 30,50+2,12| 23,00 +3,61| 11,67 +1,15| 23,00+1,00| 25,333 +2,52

14| 36,00 £5,66] 33,00+6,24 17,33+1,53 30,33044| 30,33 +£0,58

18 | 38,50 +£4,95| 35,00 +5,00f 34,00+1,00 | 45,67+3,06| 34,33+2,08

& zahrnuje velikost disku s inokulem plésf® mm)

Z tabulky (Tab. 14) jeiejmé, Ze nejvySSi antimikrobialni aktivitu prdi nalgiovensis
z rostlinnych silic m&. minutiflorum,ktera fst inhibuje zcela &hem prvnich i dni.

| dalSi dny byly zény i o polovinu menSi oproti kale a az posledni den doslo
k ¢asténému vyrovnani. Inhibice je witl na obrdzku (Rloha Il). Rostlinné silice
z hiebicku, bobkového listu aO. dubium vykazovaly uéity antimikrobialni @&inek,

ale oprotiO. minutiflorumbyl ténet zanedbatelny.

Rostlinna silice 2. minutiflorum byla statisticky vyhodnocena jako né&jingjSi silice

ze vSech na pligePenicillium nalgiovensis.

7.4.2 Antimikrobialni vliv rostlinnych silic na Penicillium roqueforti

Antimikrobialni &inky rostlinnych silic byly také sledovany na plisR. roqueforti
Z tabulky (Tab. 15) je patrné, Ze @mejvyssi antimikrobialni dinek ma rostlinna silice
O. minutiflorum ktera inhibovala vyraznrist plisré témé po celou dobu kultivace. i-
bicek aO. dubiumvykazovaly uéitou inhibici v prvnich 7 dnech kultivace, ale M&iah

dnech byla inhibice zcela zanedbatelna. Rostlininée sz bobkového listu neéta Zadny
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antimikrobialni vliv na plise P. roqueforti.l zde byla rostlinna silice @. minutiflorum

statisticky vyhodnocena jako nejvyznaijsi ze vSech silic.

Tabulka 15: Antimikrobialni dinek rostlinnych silic na pligePenicillium roqueforti

agarovou diléni metodowpri aplikaci 3ul/18 ml agaru

Velikost pligiové kolonie (mnf)

é Kontrola Hebicek O.minutiflorum| O. dubium | bobkovy list
0 5,00+0,00 | 5,00 +0,00 5,00 + 0,00 5,00 +£+0,00 | 5,00 0,00
3| 2250+2,12| 12,67 +2,31 5,00+0,00| 13,67 +0,58| 23,33 +2,89
5 | 2550+2,12| 22,00+1,00 7,00+0,00 16,67 + 0,58 26,33+0,5%
7 | 4150+495 3333+153 10,67 +2,0825,33+0,58| 46,33 +1,53
10| 45,50 +3,54| 46,00 +12,17 14,33 +3,21 | 47,67 £11,24 55,33 + 5,58
14| 59,00 £5,66| 52,00 £11,79 18,67 £5,51 55,67 £ 5,%162,00 + 7,00
18| 62,00 £5,66] 63,33+1,58 25,67 +8,62 | 70,67 £1,53| 74,67 + 2,08

& zahrnuje velikost disku s inokulem plésf® mm)

7.4.3 Antimikrobialni vliv rostlinnych silic na Alternaria alternata

I

8

Tabulka 16:Antimikrobiélni @inek rostlinnych silic na pligeAlternaria alternata aga-

rovou dilwni metodowpri aplikaci 3ul/18 ml agaru

Velikost pligiové kolonie (mnf)

é Kontrola Hebicek O.minutiflorum O. dubium | bobkovy list

0 | 500+0,00| 5,00+0,00 5,00 + 0,00 5,00+ 0,00 | 5,00+ 0,00

3| 36,5+2,12| 29,33+1,15 5,00+0,00 | 25,33+4,51| 34,33+4,04

51| 405+0,71| 35,00+3,00 10,33+0,58 35,00 £3,61 45,33+252
7 53,5+0,71 41,33 + 2,08 19,67 +1,53 40,67 +5,13 | 51,67 + 2,89
10| 56,5+0,71 48,00 £ 2,65 26,67 +£3,79 | 47,67 +2,52| 57,00 %+2,00
14| 67,5+0,71| 57,00 + 2,65 41,00 + 4,58 60,67 + 5,1368,67 + 1,15
18| 76,5+2,12| 65,00+3,00 43,33+4,16 | 70,33+£2,08| 74,33 +0,58

& zahrnuje velikost disku s inokulem plésf® mm)
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Rostlinné silice byly také testovany na piis&lternaria alternata Z tabulky (Tab. 16)
je patrné, Ze antimikrobialni aktivita rostlinnécg O. minutiflorumje nejvyssi a ofi byla
statisticky vyhodnocena jako nejvyzna¥j#i ze vSech silic. Silice redukovala vyr&aist

plisné po celou dobu kultivace. Antimikrobialni vliv gi& je vidt na obrazku (Floha ).

Hiebitek aO. dubiummaji @iblizn¢ stejné antibakterialnicinky. V prvnich dnech kulti-
vace byla inhibice ietelnd, i kdyZ ne tak jako @. minutiflorum Béhem dalSich dih se
vzorek vyrovnal istu kontrole. Rostlinna silice z bobkového list&topevykazovala zad-
ny antimikrobidlni vliv.

Zawrem lze fict, Ze nejvyrazgsi inhibicni &inek na vSechnyfit plisné ma silice
z O. minutiflorum kteracaste&n¢ redukovalaist plisni po celou dobu kultivace. Antimik-
robialni vliv silic z kebicku aO. dubiumbyl velmi maly a misty az zanedbatelnyegto

v prvnich dnech k @ité inhibici ristu doSlo. Jako nejmé&nicinna se jevi silice

A

z bobkového listu, kterd u plisni n&laténtt Zadny inhibéni efekt.

Antimikrobialni vliv rostlinnych silic na plishbyl sledovan v &kolika studiich. Kde byly
také sledovany rostlinné silice gelbicku a dobromyslu. Tyto rostlinné silice byly testova
ny na inhibici pliss Aspergillus nigera Aspergillus flavusBylo zjiS€no, Ze liebickova
silice inhibuje fist plisi® po celou 8 denni kultivacifpkoncentraci 6 ul/18 ml. Silice
z dobromyslu inhibovala st obou plisni po celou dobu kultivacei lponcentraci
4 ul/18 ml [41]. Inhibiceist plisniA. nigeraA. flavusbyly potvrzeny pro dalSi druhy rost-
linnych silic [42].

Plisre Alternaria alternata a rod Penicillium byl také testovan na rostlinnou silici

ze saturejky zahradni. | zde byly prokazany antiobi&lni &inky této silice.

7.5 Vliv rostlinné silice na mikrofléru dr dbeze

K aplikaci rostlinné silice na povrch chlazendélitZze byla vybrana silice s nejvysSim an-
timikrobialnim &inkem, a toOriganum minutiflorum Byla pouZzita metoda pd#tu, kdy
rozprasovéem byl aplikovan roztok rostlinné silice a vody ({8 H,O a 300 pl rostlinné
silice) po dobu dvou minut. Z vypitanych hodnot bylo provedeno statistické vyhodnoce

ni.
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Tabulka 17: Dynamikazistu aerobnich mezofilnich mikroorganizm pribehu chla-
direnského skladovéani po aplikaci rostlinné sik@eminutiflorum (30Qd/13 ml HO)

vyjad-ené jako log CFU/gike

0 hodin 24 hodin 48 hodin 72 hodin
Kontrola 5,81 +0,42 7,00+0,7F 8,22 £+ 0,758 8,39 + 0,39
O. minutiflorum| 5,43 + 0,54 6,53+0,73 7,73 +0,80 8,51 + 0,46

4 PR{izn4 pismena ziastatisticky vyznamny rozdil (P < 0,05)

Z tabulky (Tab. 17) je patrné, Ze aplikace ros#irsilice zO. minutiflorum na povrch
chlazené dibeze nerdla vyznamny vliv na redukci aerobnich mezofilnicikmorgani-
zma v prabéhu skladovéani. Bhem skladovani doslo k redukci pouzeid fadu. Posledni

den skladovani se té&nvyrovnal ffist mikrohi kontrole.

Z&krok byl vyhodnocen jako statisticky nevyznamnypnibéhu celého chladirenského

skladovani.

Tabulka 18: Dynamikaistu koliformnich bakterii v gbehu chladirenského skladovani
po aplikaci rostlinné silice O. minutiflorum (3Qd/13 ml HO) vyjadené jako log
CFUl/g kize

0 hodin 24 hodin 48 hodin 72 hodin

Kontrola 486+0,61 | 6,36+1,23 6,42 +0,79 7,50 + 1,09

O. minutiflorum | 3,78 + 0,75 5,04 + 1,08 5,79 £0,57 6,88 £ 0,78

2 PR{zN& pismena zastatisticky vyznamny rozdil (P < 0,05)

Z tabulky (Tab. 18) je patrné, Ze po aplikaci riosié silice dosSlo k vyznangsimu Gbytku
koliformnich bakterii ve srovnani s ostatnimi shkeatoymi skupinami. V pibé¢hu prvnich
dvou drii doSlo k redukci bakterii az o jed&ad.

Prvni den byla inhibice bakterifetelna (Obr. 8), ale statisticky nebyla potvrzesiajvy-

znamna. Druhy den chladirenského skladovani byketpmikrohi stale snizen o vice
jak jedentad. Tahle inhibice koliformnich bakterii byla vylmmtena jako statisticky vy-
znamna. V dalSich dnech skladovani bylyinrné hodnoty pé&tu bakterii nizSi oproti

kontrole, ale statisticky nebyl potvrzen vyznamogdil.
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Obrazek 8: Dynamikaustu koliformnich mikroorganizinv pribehu chladiren-

ského skladovani po aplikaci rostlinné silice Onuiflorum (300ul/13 ml HO)
vyjad-ené jako log CFU/gike

Z tabulky (Tab. 19) jeietelné, Ze rostlinna silice@. minutiflorumnema zadny inhibni
acinek v celém pibéhu chladirenského skladovéani na psychrotrofni bektéNedoSlo

k redukci p@tu mikrobi ani o il fddu a nedostatea inhibice byla potvrzena statistikou

jako nevyznamna.

Tabulka 19:Dynamika #istu psychrotrofnich mikroorganiznv pribéhu chladi-
renského skladovani po aplikaci rostlinné silice r@inutiflorum (300u!/13 ml
H,0) vyjadené jako log CFU/gike

0 hodin 24 hodin 48 hodin 72 hodin

Kontrola 6,18+0,49 | 7,40+0,72 8,58 + 0,52 9,04 £ 0,53

O. minutiflorum| 6,05 + 0,76 6,89 + 0,82 8,26 + 0,80 8,69 + 0,34

2 PRizN& pismena ziastatisticky vyznamny rozdil (P < 0,05)

Stejné antimikrobialni dnky rostlinné silice 2. minutiflorum byly sledovany
i na kvasinkéch. Z tabulky (Tab. 20) je patrnéapgkace silice neni dostajici k inhibici

kvasinek a zakrok byl vyhodnocen jako statisticlewyznamny v pibéhu celého chladi-

renského skladovani.
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Tabulka 20: Dynamikaistu kvasinek v gibehu chladirenského skladovani po apli-
kaci rostlinné silice O. minutiflorum (3Q®/ 13 ml HO) vyjad<ené jako log CFU/g
kiize

0 hodin 24 hodin 48 hodin 72 hodin

Kontrola 582+0,22 | 6,690,64 7,96 £ 0,53 8,72+ 0,53

O. minutiflorum | 5,32 + 0,44 6,26 + 0,85 7,66 0,76 8,40 + 0,50

4 PR{zN& pismena ziastatisticky vyznamny rozdil (P < 0,05)

Aplikace rostlinnych silic na potraviny a sledovaejich antimikrobialniho &nku bylo
testovano v &kolika studiich. Silice z dobromyslu byla sledovamngerstvé uzenia

Po ungéléem zagkovani uzeniny bakteriE. coli byla sledovana inhibice tohoto patoge-
nu [33]. Silice z dobromyslu byla také aplikovara grilované kie a kueci vyvar, jez
byly zaakovanyYersinia enterocoliticaa Listeria monocytogene¥ kurecim vyvaru do-
Slo k inhibici obou bakterii. Po z&wovani grilovaného kigte nebyly inhikini (&inky dob-
romyslu tak vyznamné [60]. Dale byla rostlinna cglitestovana na hé&im mase.
Po zagkovani Salmonella typhimuriura uloZzeni masaip5 °C v aerobni atmosfé doslo

k redukci o dvarady oproti kontrole [61]. # aplikaci rostlinné silice v 0,6% koncentraci
na mleté jeh&i maso zatkovanéSalmonella enteritidiskteré bylo skladovanéip4 °C

doSlo k redukci patogenu o diédy [62].

Silice byly tedy aplikovdny natené potraviny a vysledky nebyly vzdy jednotné.
V nekterych studiich byly antimikrobialnicinky dost&ujici a rekdy nedoSlo k zadné re-
dukci mikroorganizm. Jak uz bylo potvrzeno ac studii, antimikrobialni aktivita rost-
linnych silic klesa s fitomnosti bilkovin a tuk, coz nmize vyswtlovat dostéujici antimik-
robialni aktivitu rostlinné silice @. minutiflorumna bakterie, kvasinky a pli&in vitro,
kde byla pouzita Zzivna média. Na mikrofloru chlazeimbeze byl zaznamenan antimikro-
bialni vliv pouze na koliformni bakterie. Jinak &ylostlinna silice bez inhigmiho vlivu.

U vSech sledovanych skupin mikroorganizma povrchu dibeZze doslo k mirné redukci
mikroorganiznii, coz mohlo byt zfisobeno aplikaci cizi latky. Inhibicéstu je zazname-
nana v piloze lll. Bakterie se &hem chladirenského skladovatiizpisobily a doslo tért

k vyrovnani vzorku s kontrolou.
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ZAVER
Cilem diplomové prace bylo zkoumat antimikrobiélinky rostlinnych silic diskovou

difuzni aagarovou dildani metodou a nasledmej&inngjSi silici aplikovat na povrch chla-

zené dilbeze metodou pastu.

Rostlinné silice jsou slozitou ssi €kavych latek obsazenych wippdnich rostlinnych
materialech. Silice jsodasto vonné a maji pavou chu’. Jsou nejasgji bezbarvé, fi-
¢emz oxidaci Bhem skladovani mohou tmavnout. Je okermamo, Ze &které rostlinné

silice vykazuji antimikrobialni vliv.

Antimikrobialni &inky byly zkoumany u rostlinné silice z2dbicku, Origanum minutiflo-
rum, Origanum dubiuna z bobkového listu diskovou difuzni metodou pa&tbrie a kva-
sinky. U plisni byla pouzita agarova dihi metoda.

vix 7

Za nej&inngjSi silici je povazovana silice @. minutiflorum ktera néla nejvyrazgjsi inhi-
bi¢ni (Cinky jak proti kvasinkam, bakteriim a také plisnidene intenzivni antimikrobial-
ni vliv mély rostlinné silice 20. dubiuma z lrebicku. U vSechitech sledovanych skupin

mikroorganizni méla rostlinna silice z bobkoveého listu nejmensi @ikrobialni vliv.

Po stanoveni antimikrobialni aktivity silic bylalise zO. minutiflorum aplikovana
na povrch chlazené iieZze. Antimikrobialni efekt byl sledovan na aerotmezofilni mik-
roorganizmy, koliformni bakterie, psychrotrofni mokrganizmy a kvasinky. Rostlinna
silice nemtla zadny vyrazny &inek na mezofilni a psychrotrofni mikroorganizmy
a na kvasinky v gibéhu celého chladirenského skladovani. Inhibice adanamenana
pouze u koliformnich bakterii vfioéhu prvnich dvou din skladovani. DalSi dny byla

inhibice nedostaujici a statisticky nevyznamna.

Zawrem lzefici, Ze antimikrobialni aktivita rostlinnych silje obec® znama a proti bak-
teriim, kvasinkam a plisnim na Zivnych meédiich pmtwa. Antimikrobidlni aktivita
se néni v zavislosti na typu rostlinné silice, testovanétody a na druhu mikroorganiam
Pti aplikaci rostlinné silice na povrch chlazen&iltbze nebyla antimikrobialni aktivi-
ta tolik vyrazna nezipaplikaci silic na zivnha média. Pokud by se zwg&bncentrace rost-
linné silice nebyla by tato metoda dekontaminadazsné dibeze ekonomicky rentabilni
a mohlo by dojit i k vyraznym organoleptickym &mam. Do budoucna by bylo dob-
ré testovat jiné druhy rostlinnych sikit jejich kombinace, aby se docililo co nejvyragn

Siho antimikrobialniho dinku.
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