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ABSTRAKT

V diplomové praci byl sledovan vliv vybranych esencialnich olejii na rast bakteridlnich
kmenii produkujicich biogenni aminy. Teoreticka ¢ast klasifikuje pouzité bakterialni kmeny,
chemické slozeni esencialnich olejii a specifikace sledovanych biogennich aminti. Prakticka
¢ast byla vénovana antibakteridlnim ucinkiim pouzitych esencidlnich olejl. Z vysledki je
patrné, ze minimalni inhibi¢ni koncentrace se u testovanych oleji pohybovala v rozmezi
250 - 1500 mg/1. Dale byl sledovan vliv esencialnich olejti na produkci biogennich amin
fenylethylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu a tyraminu u vybranych dekarboxyléza-
pozitivnich bakterii. Vysledky poukazuji na dosazeni minimalni inhibi¢ni koncentrace
(250 mg/1) u rodu Lacctococcus pti aplikaci esencidlniho oleje z oregana. U bakteridlniho
kmene Enterococcus durans CCDM 53 bylo zaznamenano nejvétsi snizeni produkce bio-
genniho aminu kadaverinu az o 80 %. Pouzitd koncentrace esencialniho oleje byla
1000 mg/l . Celkové gram-pozitivni bakterie byly vnimavéjsi na aplikaci testovanych esen-
cialnich olejli. SniZend produkce biogennich aminli u gram-negativnich bakterii byla zjisténa
u kmene Proteus mirabilis CCM 7188, kdy bylo zjisténo pfiblizné sniZzeni o 20 % pisobenim
esencidlnich oleji z tymidnu, rozmarynu a lemongras, kazdy v koncentraci 500 mg/l. Esen-
ciadlni olej z tymianu mél pii koncentraci 1000 mg/1 vliv na snizeni produkce biogenniho
aminu kadaverinu u bakteridlniho kmene Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis

CCM 4420.

Klic¢ova slova: esencidlni olej, biogenni aminy, mikroorganizmy

ABSTRACT

In this diploma thesis was observed the effect of some essential oils on the growth of bacte-
rial strains which produce biogenic amines. The theoretical part classifies the bacterial
strains, chemical compound of essential oils and the specification of observed biogenic
amines. The practical part was focused on antibacterial effect of the essential oils. The results
show that minimal inhibitory concentration of used oils was in the range 250 — 1500 mg/I1.

Next was observed the effect of essential oils on the production of biogenic amines phenyle-



thylamine, putrescine, cadaverine, histamine and tyramine at decarboxylase-positive bacte-
ria. The results show that achievement of a minimum inhibitory concentration (250 mg/1) on
Lacctococcus in the application of oregano essential oil. The highest decrease in production
of biogenic amine cadaverine, up to 80%, was recorded at the strain Enterococcus durans
CCDM 53. The concentration of the oil used was 1000 mg/1. Overall gram-positive bacteria
were more sensitive to the application of essential oils. The decrease in production of bio-
genic amines at gram-negative bacteria was recorded at the strain Proteus mirabilis
CCM 7188, the decrease was approximately 20% with the usage of essential oils from thy-
mus, rosemary and lemongrass, each in concentration 500 mg/l. The thymus essential oil in
concentration 1000 mg/l influenced the decrease in production of biogenic amine cadaverine

at the strain Salmonella enterica subsp.entericaser. Enteritidis CCM 4420.

Key words: essential oil, biogenic amines, microorganism
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UvVOD

Esencidlni oleje maji specifické biochemické slozeni, které¢ blahodarné ptsobi na lidsky or-
ganizmus. Vyuzivaji se v kosmetice, farmacii a aromaterapii. V poslednich letech je zkou-
mano 1 jejich mozné vyuziti v potravinafstvi jako konzervanti, a to z diivodu jejich antivi-
rovych a antimikrobialnich u¢inkd. Dnesni pozadavky jsou vysoké, jak na Gdrznost potravin,

tak 1 na bezpecnost potravin. Proto se hledaji rizné moznosti jak pozadavky dodrzet. [1]

Castym problémem je vyskyt biogennich amint v potravinach. Jsou to organické slou¢eniny
vznikajici z aminokyselin. Pfirozené se vyskytuji v rostlinnych i zivo¢isnych buiikach, kde
maji fadu specifickych funkei. Biogenni aminy hraji diilezitou roli v lidskych fyziologickych
funkcich, jako je imunitni odpovéd’ nebo samotnd aktivita mozku. Jejich vysoka pfitomnost
v piijimanych potravindch mize naopak zpiisobit bolest hlavy, nevolnost a zmény krevniho
tlaku. Prokdzani vysokého mnozstvi biogennich aminli naznacuje proces kazeni potravin.
Biogenni aminy mohou vznikat pfi technologickych procesech, napiiklad pouzitim mikro-
organizmu pfi fermentaci. Tyto mikroorganizmy se pouzivaji jako startovaci kultury v mas-
nych vyrobcich, nebo v mlékarenstvi jako zakysové kultury. Jejich schopnost dekarboxylo-
vat volné aminokyseliny je fadi do skupiny mikroorganizmii produkujicich biogenni aminy.

[1.2]

Diplomova prace se zabyva vlivem vybranych esencidlnich oleji na riist bakterii, které pro-
dukuji biogenni aminy. ZjiStuje minimalni koncentraci esencidlnich olejli, které jsou

schopny inhibovat pouZité mikroorganizmy.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy jsou organické dusikaté latky s nizkou molekulovou hmotnosti, které jsou
soucasti prirozeného metabolizmu bunék. Diulezitou roli maji ve fyziologickych funkcich,
jako jsou imunitni odpovéd’, aktivita mozku nebo sekrece zalude¢nich kyselin. Nezadouct je

naopak pfitomnost biogennich aminti v potravinach. [1]

Biogenni aminy (BA) se mohou vyskytovat jak v nefermentovanych potravinach, kde jejich
pritomnost je zptisobena ¢innosti hnilobnych bakterii, tak ve fermentovanych potravinach
pusobenim bakterii, které jsou soucasti kultur pouzivanych k produkei potravin. Biogenni
aminy vznikaji z volnych aminokyselin nachézejicich se v potravinach a mohou byt produ-
kovany pomoci mikroorganizmii, které vykazuji dekarboxyldzovou aktivitu. Dekarboxyla-
zové enzymy odstraniuji karboxylovou skupinu z organickych slouc¢enin (aminokyselin) za
vzniku biogennich amini (Obr. 1). Mezi toxikologicky nejvyznamné;jsi biogenni aminy patii
histamin, ktery vznika piisobenim enzymu histidindekarboxyldzy. Potencialnim kontrolnim
opatienim v piipadech, kdy se obtizné¢ kontroluji hladiny biogennich amint, je pouziti bak-
terii s aminovou oxida¢ni aktivitou nebo oxida¢nich enzymi. Histaminolytické bakterie
(bakterie oxidujici histamin) mohou umoznit vznik rovnovahy mezi produkci histaminu a
destrukci v potravinach obsahujicich vysoké mnozstvi histaminu. Mezi takové bakterie se

tfadi napt. zastupci rodu Lactobacillus. [2,3]

NH> NH,
HO\)\ % o \)
CO.H
Serin Ethanolamin
N
NH> N NH
(I, == "
N CO,H N
Histidin Histamin

N NH»> N
\ -Co, \ NH,
COzH
Tryptophan Tryptamin

Obr. 1: Vznik vybranych biogennich amint [8]
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Biogenni aminy jsou odolné viic¢i vysokym teplotdm a dlouhodobému ucinku tepla. V pfi-
tomnosti dusitani se mohou zménit na nitrosaminy, které mohou byt potencialnimi karcino-
geny. Mezi mikroorganizmy s dekarboxylazovou aktivitou, které napoméhaji vzniku bio-
gennich amind, patii napft. zastupci ¢eledi Enterobacteriaceae nebo rodu Pseudomonas. Pro-

dukce biogennich amint byla prokdzana také u rod Lactobacillus, Enteroccocus. [1,4]

Nejvice sledovanymi biogennimi aminy jsou histamin, tyramin, putrescin, kadaverin, sper-
midin a B-fenylethylamin. Ve spojitosti s nimi jsou navrzeny maximalni limity nékterych
biogennich amint pro lidskou spotiebu v potravinach. Maximalni legislativni limit (Nafize-
nim EP a Rady (ES) ¢. 2073/2005 O mikrobiologickych kritériich pro potraviny) stanovi
pripustnd mnozstvi pouze histaminu. Pro produkty rybolovu je stanoveno maximalni mnoz-
stvi 200 pg/kg u druhi ryb celedi Scombridae, Clupeidae, Engraulidae, Coryfenidae, Po-
matomidae, Scombresosidae, které jsou spojovany s vysokym obsahem histidinu. V ptipadé
rybich produkti, které byly oSetfeny enzymatickym zranim, plati maximalni limit histaminu

400 pg/kg. [5]

Stanoveni biogennich aminQ pro posouzeni potenciondlnich rizik bezpecnosti a kvality po-
travin je dilezité. Jsou oznacovany jako indikatory kvality a Cerstvosti potravin. Uvadi se,
ze koncentrace biogennich aminti se zvysuje v prabéhu dlouhého skladovani a pii nedodr-

zeni teplotnich skladovacich podminek.[4, 6, 7]

Souhrn vybranych biogennich amini a jejich biologicky vyznam se nachéazi v Tab. 1.

1.1. Histamin

Histamin je hormon, ktery je produkovan zejména bilymi krvinkami. Vznika dekarboxylaci
aminokyseliny histidinu pomoci enzymu histidindekarboxylazy (obr. 1). Histamin je pfito-
men v bazofilech, trombocytech a v neuronech mozku. Ve vysokych koncentracich se stava
dalezitym mediatorem alergickych reakci. Nejvyssi riziko tvorby nadmérného mnoZstvi his-

taminu je u skombroidnich ryb, mezi které patii makrely, sledé€, tunéci nebo sardele. [9]

NejcastejSimi producenty histaminu v potravinach jsou bakterie rodl Enteroccocus, Pedio-

coccus, Lactobacicillus. [4]
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Tab. 1. Biogenni aminy, jejich prekurzory a biologicky vyznam [10]

Biogenni amin Puvodni aminokyselina Biologicky vyznam

Histamin histidin lokéalni tkanovy hormon,
vliv na krevni tlak, sekreci
zaludecni $tavy, ucast pri
anafylaktickém Soku a aler-
gickych reakcich

Kadaverin lysin stabilizace makromolekul,
subcelularnich struktur, sti-
mulace diferenciace bun¢k,
rostlinny hormon

Putrescin arginin, ornitin, citrulin stabilizace makromolekul,
subcelularnich struktur, di-
ferenciace bunégk, rostlinny
hormon

Agmatin arginin stabilizace makromolekul,
subcelularnich struktur, sti-
mulace diferenciace bunék,
rostlinny hormon

Fenylethylamin fenylalanin prekurzor tyraminu

Tyramin tyrosin prekurzor dopaminu, lo-
kalni tkdnovy hormon, vliv
na krevni tlak a kontrakce
hladkého svalstva

Dopamin levodopa Mediatory  sympatickych
nervi
Tryptamin tryptofan Lokalni tkanové a rostlinné

hormony, vliv na krevni
tlak, peristaltiku stfev, psy-
chické funkce

1.2. Putrescin

Putrescin je alifaticky diamin, ktery vznika pfevazné dekarboxylaci aminokyseliny ornitinu.

Vznika pfi hniti masa a oznaCovan je i jako mrtvolny jed. [11]

Strukturni vzorec putrescinu (Obr.2)
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H,N
2 \/\/\NH

2

Obr. 2: Putrescin [12]

1.3. Tyramin

Tyramin (Obr. 3) vznika dekarboxylaci tyrosinu béhem fermentace nebo rozkladu. Mtize byt
prokazan v ¢okolade, v alkoholickych napojich, syrech, sdjové omacce, zeli i v dalSich po-
travindch. Velky pfijem tyraminu v potravé mize mit vliv na zvySeni systolického krevniho

tlaku. [10]

NH»

HO

Obr. 3: Tyramin [13]

1.4. Fenylethylamin

Fenylethylamin (Obr. 4) vznika dekarboxylaci fenylalaninu piisobenim enzymu fenylalanin-
dekarboxylazy. Jedna se o endogenni stopovy amin nachdzejici se v mozku savci, ktery je
dilezity pro ¢innost nervové soustavy. Nejvice se v potravinach nachéazi v ¢okolade, v se-
menech ofechil, v mase a v kvasnicich. Ve vyssi koncentraci miiZze zplisobovat uzkost, bo-
lesti hlavy. Piisobenim enzymu fenylalaninhydroldzy se pfeménuje na aminokyselinu tyro-
sin. Porucha pfemény fenylalaninu na tyrosin se nazyva fenylketonurie. Nerozpoznana ne-

moc se projevi mentalni retardaci, svalovym tfesem a hyperaktivitou. [14, 15]

NH,

Obr. 4: Fenylethylamin [16]
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1.5. Kadaverin

Dekarboxylaci aminokyseliny lyzinu ptisobenim enzymu lyzindekarboxylazy vznika diamin
kadaverin strukturni vzorec Obr. 5. Kadaverin je dulezity pro bunky k pfeziti v kyselém pro-

stiedi. Vznika pfi rozkladu masa, ma toxické ucinky podobné amoniaku. [14]

HZN/\/\/\NHz

Obr. 5: Kadaverin [17]
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2 CHARAKTERIZACE TESTOVANYCH MIKROORGANIZMU

2.1. Rod Lactococcus

Tento rod patii mezi mezofilni fermentacni bakterie, které produkuji kyselinu L(+) mlé¢nou.
Laktokoky jsou grampozitivni, fakultativné anaerobni, nepohyblivé bakterie elipsoidniho
tvaru (Obr. 6). Buniky jsou bud’ v parech, nebo v fetizcich. VyuZivaji se zejména pfi fermen-

tacni vyrobé mlécnych vyrobki, kde dodéavaji vyrobklim specialni chut’ a vini. [18]

mikroorganizmy v mlékarenském primyslu. Z divodu blahodarného ptisobeni na stievni

mikrofloru se nekteré kmeny rodu Lactoccocus tadi mezi probiotické kultury, které se vyu-
zivaji k vyrobé¢ probiotickych potravinovych dopliikii. Zastupci tohoto rodu také produkuji
polypeptid nisin, ktery ptisobi antibakteridlng na jiné grampozitivni bakterie. Radi se mezi
bakteriociny. Pozitivni vlastnosti bakteriocind se vyuzivaji v potravinafstvi, kde mohou byt

pouzity ndhrazky chemickych konzervacnich latek. [18,19,20]

Lactococcus lactis subsp. lactis je soucasti zakladni smetanové kultury, kterd se vyuziva
k vyrobé Sirokého sortimentu kysanych mlécnych vyrobki. Produkuje i extracelularni poly-
sacharidy (exopolysacharidy; EPS). Jedna se o polymery s vysokou molekulovou hmot-
nosti, kter¢, jak bylo zjisténo, mohou mit antiulcerdzni, imunostimulaéni a ¢astecné i proti-
nadorové ucinky. Tyto bakterie rostou i pii teploté 40 °C, v ptitomnosti 4% NaCl a pH 9,2.
[20, 21]
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Lactococcus lactis subsp. cremoris se fadi mezi zékladni zastupce zakysovych kultur v po-
travinaistvi. Nékteré kmeny se mohou vyznacovat velkou dekarboxylazovou aktivitou za
vzniku biogeniich amind, pfedevSim putrescinu a tyraminu. Buiky Lactococcus lactis

subsp. cremoris jsou vEtsi nez L. lactis subsp. lactis a tvori delsi fetizky. [4, 6]

2.2. Rod Enteroccocus

Enterokoky patii do skupiny grampozitivnich bakterii mlécného kvaseni. Enterokoky tvoii
prirozenou stfevni mikrofloru. Jsou to fakultativné anaerobni, vétSinou nepohyblivé koky.
Tvoii shluky nebo fetizky (Obr. 7). Optimalni teplota ristu se pohybuje kolem 37 °C. Nekteré
kmeny mohou rist 1 pfi teploté -1°C. Enterokoky mohou pfezit v pfitomnosti az 6,5% NaCl
a pii pH 9,6. Enterokoky se fadi mezi bakteriociny produkujici kmeny a mohou byt sou¢asti

probiotickych kultur. Jsou rezistentni vici Sirokému spektru antibiotik. [10]

Enterokoky produkuji z biogennich amint ptdev§im histamin, kadaverin Tab. 2.

Obr. 7: Enterococcus [22]

V potravinaiském primyslu se ptfidavaji do fermentovanych potravin jako startovaci kul-
tury, kdy se vyuziva jejich schopnosti produkovat bakteriociny, které inhibuji riist patogen-
nich mikroorganizmu. Pfi dozravani syru rozkladaji laktozu a citrat, coz vede k tvorbé téka-
vych sloucenin, jako je acetaldehyd, diacetyl a ethanol, které jsou odpovédné za tvorbu je-
dine¢né viin€ a chuti konecného produktu. Jejich pouziti v mlékarenském priimyslu je stale

kontroverzni, protoZe byly zjistény n¢které ukazatele fekalni kontaminace. [23]
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Enterococcus faecalis byl v minulosti oznacovan jako Streptococcus faecalis. Buiiky jsou
usporadany v parech nebo v fetizcich. Je tepelné stabilni, roste pti 37 °C a je tolerantni vici

6,5% NaCl. [10]

V syrech mohou produkovat biogenni aminy, zejména tyramin. Pii fermentaci s6jovych
bobti byla zjisténa tvorba B-fenylethylaminu. U fermentovanych masnych vyrobkii a v mléce

byly detekovany biogenni aminy tyramin a fenylethylamin [1,7]

Enterococcus durans je grampozitivni bakterie, diive znama jako Streptoccocus durans a
piirozené se nachazi ve stfevni mikroflore clovéka. Mlze zptisobovat infekci mocovych cest.
Ma schopnost prezit i pii pH 3. Produkce biogenniho aminu tyraminu byla potvrzena z bak-

teridlnich kmend, které byly izolovany ze suseného mléka. [10, 22]

2.3. Rod Proteus

Rod Proteus se tadi do Celedi Enterobacteriaceae. Jedna se o gramnegativni, fakultativné
anaerobni tyCinkovitou bakterii se zna¢nou pohyblivosti pomoci n¢kolika biciki (Obr. 8).
Miize vyvolavat infekce mocovych cest a podilet se na etiologii stievnich infekci. Vyskytuje
se ve vode, v ptdeé a ve stolici lidi a zvifat. Ma vyraznou proteolytickou aktivitu. Idealni

rustova teplota pro bakterii je v rozmezi 34-37 °C. [24]

Obr. 8: Proteus mirabilis [23]
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2.4. Rod Salmonella

Rod Salmonella nalezi do celedi Enterobacteriaceae. Bunky jsou gramnegativni, nesporu-
lujici ty¢inky (Obr. 9), obligatné patogenni. Rod Salmonella je fakultativné anaerobni, buniky
jsou vétsinou pohyblivé s oxidacnim a fermentacnim metabolizmem. Je tzce piibuzny s ro-

dem Escherichia [11]

Rod Salmonella je piivodcem alimentarni ndkazy salmonel6zy. Na kultivacni pidé obsahu-
jici deoxycholat sodny roste v koloniich s ¢ernym stfedem. Zdrojem infekce lidi je hlavné
tepelné neopracované maso dritbeze a také vejce, kterd pochazi od nosnic kontaminovanych

salmonelou. Optimalni teplota rustu je 37 °C. [11]

Zastupci celedi Enterobacteriaceae jsou znami tvorbou biogennich aminl histaminu, pu-

trescinu a kadaverinu, napft. v syrech [3]

Obr. 9: Salmonella enterica, serovar enteritidis [24]
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Tab. 2. Vybrané mikroorganizmy produkujici biogenni aminy v potravinach [1,2,3]

subsp. bulgaricus,
Lactobacillus casei,

Lactobacillus acidophilus

Potravina Mikroorganizmy Produkuji aminokyseliny
Ryby Klebsiella pneumoniae, histamin, tyramin,
Proteus vulgaris kadaverin, spermidin, ag-
Clostridi ] .
ostridium perfringens matin
Bacillus spp.
Syry Lactobacillus delbruecki histamin, kadaverin,

tyramin, tryptamin

Maso a mastné vyrobky

Pediococcus,

Pseudomonas,

Enterococcus, Micrococcus

histamin, kadaverin, tyra-

min, tryptamin, putrescin

Fermentovana zelenina

Lactobacillus plantarum

Leuconostoc mesenteroides

histamin, kadaverin, tyra-

min, tryptamin, putrescin

Vino Leuconostoc mesenteroides | histamin, tyramin,
fenylethylamin
Lactobacillus brevis histamin, tyramin,
) ) kadaverin
Pivo Lactobacillus plantarum dave
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3 MOZNOSTI REDUKCE DEKARBOXYLAZA-POZITIVNICH
BAKTERII

Rist a metabolizmus bakterii je zavisly na vnéjsich faktorech, které 1ze rozdé¢lit na:

- fyzikalni
- chemické

- biologické

3.1. Fyzikalni faktory

3.1.1 Teplota

Teplota je nejvyznamnéj$im faktorem plisobicim na vSechny mikroorganizmy. Podle opti-
malni rastové teploty rozdélujeme mikroorganizmy na psychrofilni (12-18 °C), psychro-
trofni (20-30 °C), mezofilni (20-35 °C) termofilni (45-70 °C) a hypertermofilni (90-100°C).
Vlivem vysokych teplot dochézi k denaturaci bilkovin, inaktivaci enzymi a naruSeni DNA

a cytoplazmatické membrany. [25]

K destrukci nezadoucich mikroorganizmu jsou vyuzivany moznosti sterilace, kde dochazi
ke kombinaci teploty a casu. Sterilaci ptezivaji spory nékterych rodl napi. Bacillus,
Clostridium. Dal§i moZnosti je pasterace, kde se jedna o kratkodobé zvySeni teploty, dochazi

k usmrceni nesporulujicich patogend. [25, 26]

3.1.2 Osmoticky tlak

Mikroorganizmy rostou nejlépe pii niz§im osmotickém tlaku, nez je v cytoplazmé. Pokud je
prostiedi siln¢ hypotonické, dochézi k plazmoptyze. Buiika bobtnd, az muze dojit k prask-
nuti. Opakem je plazmolyza, kterd vznikéd v hypertonickém prostfedi. Bunika se odvodiuje.

Plazmolyza se nejvic projevuje u gram-negativnich bakterii. [25]

3.1.3 Ultrafialové zafieni
Nejvétsi vliv na poSkozeni DNA mikroorganizmi ma UV zareni o vinové délce 265 nm. UV
zatfeni vyvolava tvorbu toxickych peroxidi a ozonu. Pfi niz§ich davkach UV bunky piezi-

vaji, ale dochézi k jejich Casté mutaci. [25]
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3.2. Chemické faktory

Na mikroorganizmy mtiZze pusobit fada organickych i anorganickych latek, které¢ oznaCujeme
jako antimikrobidlni latky. Podle ucinku je rozdélujeme na mikrobistatické, které pouze za-
stavi rist mikroorganizmil, a na mikrobicidni, které maji letalni u¢inek na mikroorganizmy.

[26]
3.2.1. pH

Kazdy mikroorganizmus je schopen rust jen v ur¢itém rozmezi pH. Optimalni hodnota pH

pro bakterie je pH 5 — 7. Pfi snizeni pH dochazi ke sniZeni riistu mikroorganizmd. [25, 26]

3.2.2. Aktivita vody (aw)

Aktivita vody je definovana jako pomér parcialniho tlaku vodni pary nad potravinou k par-
cidlnimu tlaku vodni pary nad ¢istou vodou pii dané teploté. Jedna se o mnozstvi vody do-
stupné pro mikroorganizmy. Optimalni hodnota pro bakterie je aw > 0,98. SniZeni aktivity
vody se docili pomoci suseni, uzeni, odpatfeni a mrazeni. Dal$i moZnosti je zvySeni obsahu

tuku ¢i zvySeni koncentrace cukru nebo NaCl. [25, 26]

3.2.3. Kyslik

Podle potieby kysliku délime bakterie na [25]:

Aerobni bakterie, které pro sviij metabolizmus potiebuji kyslik.
Anaerobni bakterie, ty nejsou schopny preZzit v pfitomnosti kysliku.

Fakultativné anaerobni bakterie Ziji 1 v pfitomnosti kysliku.

Mikroaerofilni bakterie nejlépe rostou pfi zvySeném mnozstvi CO».
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4 BIOLOGICKA AKTIVITA ESENCIALNICH OLEJU NA
MIKROORGANIZMY

Esencialni oleje jsou vétSinou lipofilni latky s nizkou molekulovou hmotnosti. Obsahuji
rizné uhlovodiky a jejich kyslikové derivaty. Mohou obsahovat 1 dalsi derivaty, zejména
dusikaté a sirné. VEtsinou je antibakterialni aktivita esencialnich olejii podminéna ptlisobe-
nim hlavnich slozek oleje. Z pohledu antimikrobialniho ucinku jsou nejucinngjsi fenoly, al-
dehydy, ketony, alkoholy, estery a uhlovodiky. Z fady fenol vykazuje nejvétsi antibakteri-
alni ucinky tymol. Oleje obohacené o 1,8-cineol plisobi vice na gram-negativni bakterie a
kvasinky nez na gram-pozitivni bakterie. Je prokdzano, ze vétsi ucinek maji esencialni oleje

jako celek nez rizné kombinace izolovanych hlavnich komponenta. [26, 27 ]

Esencidalni oleje se zpravidla ziskavaji z aromatickych rostlin hydrodestilaci a parni destilaci.
Esencialni oleje ziskané ze stejnych druhti rostlin se mohou lisit v zavislosti na ptivodu, kli-
matickych podminkach a zpiisobu sklizng. Casto je sledovana antibakterialni aktivita, ktera
se muze liSit u oleju ziskanych ze stejnych rostlinnych druht, ale péstovana v riznych kli-

matickych podminkéch. [27]

Nékteré studie poukazuji na to, Ze mechanizmus antibakteridlniho G¢inku esencidlnich oleji
pravdépodobné spociva v naruSeni vnéj$i membrany buiiky. S bunéénym metabolizmem in-
terferuji hlavné€ slouceniny tymolu a karvakrolu, které se pfirozené vyskytuji v rostlinach
jako bazalka, tymian a oregano. Buné¢na sténa gram-negativnich bakterii je tvofena tenkou
vrstvou peptidoglykanu a vnéjsi membranou, ktera je sloZzena z dvojvrstvy fosfolipidii a pro-
teind, chrani bakteridlni buniku pfed proniknutim latek hydrofobniho charakteru. Mezi hyd-
rofobni latky se fadi i slozky esencialnich olejl a z toho diivodu se pfedpoklada, Ze gram-

negativni bakterie jsou méné€ vnimavé na esencialni oleje. [29, 30]

Jednou z dalSich vlastnosti esencidlnich oleji je antioxida¢ni aktivita, kterd je zpisobena
obsahem fenold. Ty jsou schopny zastavit, nebo oddalit aerobni oxidaci organické hmoty,
zejména tukd, proteinid a sacharidii. Antioxidacni vliv je dan sloZenim esencialniho oleje.
Silnou antioxidac¢ni aktivitu projevuji oleje, které obsahuji y-terpinen, terpinol, sabien a eu-
genol. Lemonen a a-pinen prokazuji nizkou antioxida¢ni aktivitu. Snaha vyuZit i tuto vlast-
nost esencialnich oleju je velka z dlivodu nahrazeni béznych syntetickych antioxidanti po-
uzivanych v potravinafstvi, jako je butylovany hydroxyanisol, nebo butylhydroxytoluen.

[31]
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Skoticovy olej obsahuje velké mnozstvi fenolickych latek eugenolu a linaloolu, ¢imz se fadi
mezi nejsilnéjsi antivirotika a antiseptika. Dalsi z hlavnich slozek je aldehyd cinnamaldehyd,

ktery dava skoftici chut’ a vini. [31]

Esencidlni olej z rozmarynu se jiz v davné dobé¢, nez bylo vynalezeno chlazeni, pouzival pro
ucely konzervace potravin. Ve svém slozeni obsahuje pfedevSim monoterpeny, jako jsou
1,8-cineol, a-pinen, kafr, kamfen, diky nimz ma esencialni olej z rozmarynu antimikrobni a

antioxidac¢ni Gcinky. [32]

Esencidlnimu oleji lemongras dodava citronovou vuni aldehyd geranial, ktery se pouziva,
mimo jiné, i v parfumerii. Antimikrobialni u¢inky jsou dany také pisobenim monoterpenu
limonenu, linaloolu. Prokazuji se i fungicidni uc¢inky esencialniho oleje z citronu. Bylo zjis-

téno, ze prodluzuji Zivotnost potravin. Zabranuji nepfijemnym pachiim a chutim. [33]

Hlavni slozkou esencidlniho oleje zeSalvéje jsou a-thujon, 1,8-cineol, kafr, borneol, B-pinen
a p -karyofylen, humulen a linalol, dale fenolpropeny a sirné latky. Radi se do esencialnich
oleju s antimikrobnim u¢inkem. [34]

Esencialni oleje z oregana a tymianu, u kterych tvoii hlavni slozky karvakrol, thymol, limo-
nen a linalool, prokazuji antimikrobni a antioxida¢ni U¢inky. Bylo zjiSténo, Ze oba jsou

ucinné jak na gram-negativni, tak na gram-pozitivni bakterie. [35]
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cile diplomové prace byly stanoveny nasledovné:

- vypracovat reSersi tykajici se ptisobeni vybranych esencialnich olejii na mikroorga-
nizmy,

- stanovit minimalni inhibi¢ni koncentraci vybranych esencialnich oleji na testované
gram-pozitivni a gram-negativni dekarboxyldza-pozitivni bakterie,

- sledovat vliv vybranych esencidlnich oleji na riist a produkci biogennich aminti u
testovanych dekarboxyldza-pozitivnich bakterii,

- vyhodnotit vysledky a na jejich zaklad¢ formulovat zavéry prace.
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6 MATERIAL A METODY

6.1. Material

6.1.1 Testované mikroorganizmy

V diplomové praci byl testovan vliv esencidlnich oleji na grampozitivni a gramnegativni

vvvvvv

37]

Testovany byly bakterie ziskané z Ceské sbirky mikroorganizmt (CCM; Czech Collection
of Microorganisms) a ze Sbirky mlékarskych organismi Laktoflora (CCDM, Cultures Coll-

ection of Dairy Microorganisms).

Utinky esencialnich oleji byly testovany na uvedenych dekarboxylaza-pozitivnich bakteri-

ich:

Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48, CCDM 1004 a CCDM 141
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 a CCDM 946
Enterococcus facalis CCM 2665 a CCM 4224

Enterococcus durans CCDM 53

Proteus mirabilis CCM 7188

Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420

6.1.2 Pouzité chemikalie a roztoky

Fyziologicky roztok

Navéazka NaCl (Penta) byla 8,5 g a ndsledné rozpusténa v 1000 ml destilované vody. Roztok
byl rozplnén po 200 ml a autoklavovan pfi teploté 121 °C.

Kultivaéni puda M17 Broth

pro bakteridlni kmeny:
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48, CCDM 1004 a CCDM 141 (kultivace 37°C)
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 a CCDM 946 (kultivace 30°C)

Enterococcus facalis CCM 2665 a CCM 4224 (kultivace 37°C)
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Enterococcus durans CCDM 53 (kultivace 37°C)

Kultiva¢ni puda Nutrient Broth

pro bakterialni kmeny:
Proteus mirabilis CCM 7188 (kultivace 37°C)

Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420 (kultivace 37°C)

6.1.3 Pomiicky a vybaveni

- Analytické vahy A&D GH-200 BC

- Autoklav Varioklav

- Termostat MEMMERT

- Biohazard box Telstar

- Centrifuga HETTICH ROTANTA 460

- Laboratorni tiepacka LT2

- Mikropipety Biohit

- pH metr EUTECH INSTRUMENT pH 510

- Termoblok BENCHMARK DIGITAL BLOK

- Systém HPLC (bindrni pumpa Lab Agrilent Eclipse Plus C 18 RRHD 3,0 x 50 mm;
UV/VIS DAD detektor (A =254 nm); a degaser 1260 Infinity, Agilent Technologies)

- Sterilni klicky, mikrotitra¢ni desticky, petriho misky sterilni Spi¢ky pro automatické

pipety, Ependorfovy zkumavky, laboratorni sklo
- Kyselina chlorista 70-72% (MERCK)

- L-Prolin (MERCK)
- Acetonitril CHROMASOLYV (SIGMA — ALDRICH)
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6.1.4 Priprava pud pro dilu¢ni a difuzni metodu

6.1.4.1 Puda M 17 Broth

Tekuta puda M17 Broth

Navéazeno bylo 21,125 g pidy M 17 Broth (HIMEDIA) a poté byla pfidana do 500 ml des-
tilované vody. Takto pfipravend pida byla autoklavovéna pii teploté 121 °C po dobu 15

minut. Poté steriln€ rozplnéna do sterilnich zkumavek po 4 ml.

Pevna puda M17 Broth

Bylo navazeno 42,25 g puady M17 Broth a 60 g Agar Agar Type [ (HIMEDIA). VSse se pfi-
dalo do 1000 ml destilované vody. Takhle ptipravena pida byla autokldvovana pfti teploté
121 °C po dobu 15 minut. Nasledné byla ptida sterilné rozlita po 15 ml do Petriho misek o

priméru 9 cm Pfipravené plotny byly uchovavany pii teploté 8 °C do doby pouziti.

6.1.4.2 Puda Nutrient Broth

Tekutd puda Nutrient Broth

Navazka 6,5 g pidy Nutrient Broth (HIMEDIA) byla ptfidan do 500 ml destilované vody.
Takto pfipravend ptida byla autoklavovana pii teploté¢ 121 °C po dobu 15 minut. Nasledné

se puda steriln€ rozplnila po 4 ml do sterilnich zkumavek.

Pevna puda Nutrient Broth

Navézeno bylo 6,5 g pudy Nutrient Broth (HIMEDIA) rozpusténo v 500 ml destilované
vody a pfidalo se 35 g agaru (Agar Agar Type [; HIMEDIA). Piida se autoklavovala po dobu
15 minut pfi teploté 121 °C. Po mirném ochlazeni se piida steriln€ rozlila do Petriho misek

po 15 ml.

6.1.5 Dekontaminace pouZitého materiilu

Zivné pudy, suspenze bakterialnich kultur, pouzité mikrotitraéni desticky byly dekontami-

novany v autoklavu pfi teploté 132 °C.

6.1.6 Priprava bakterialni suspenze

Prvotni kultivace byla provedena zaockovanim bakteridlnich kultur na pfislusnou pevnou

pudu na Petriho miskach a kultivace probihala pfi teploté 30 °C po dobu 24 hodin. Narostlé
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kultury se pak uchovaly do doby zahdjeni testace pfi teploté 8 °C. Nasledné 24 hodin pred
zahdjenim testace se kazdy bakterialni kmen natedil na denzitu 0,5 McFarlandovy zékalové
stupnice ve fyziologickém roztoku. Do piislusné tekuté kultivacni ptidy 2 ml byla inokulo-
vana bakteridlni kultura 200 pl. Kultivace trvala 24 hodin pti 30° C. Takto ptipravena bak-
teridlni kultura byla aplikovana dle postupu v kapitole 6.2.1

6.1.7 Priprava koncentrace esencialnich oleji

Bylo pouzito Sest rtiznych esencialnich oleji (vSechny Nobilis Tilia, Krasna Lipa). Kazdy
esencialni olej byl testovan v sedmi raznych koncentracich (25, 50, 100, 250, 500, 1000 a
1500 mg/ml).

Nejdiive se z kazdého esencidlniho oleje (EO) pfipravil 5% zasobni roztok esencialniho
oleje v etanolu. Do kultivaéni pidy se pfidalo dané mnozstvi 5% zasobniho roztoku esenci-
alniho oleje v etanolu dle Tab. 3. Tim byla ziskand pozadovana koncentrace esencialnich

olejui pro vlastni testaci.

6.1.7.1 Pouzité esencialni oleje

*  Oregano Rumunsko (Nobilis Tilia)
* Lemongras Indie (Nobilis Tilia)

+  Tymian Spanélsko (Nobilis Tilia)
+  Salv&j Dalmacie (Nobilis Tilia)

* Rozmaryn Tunis (Nobilis Tilia)

» Skoftice kiira Némecko (Nobilis Tilia)

6.1.7.2 Koncentrace esencialnich oleju

Ptiprava 5% zasobniho roztoku EO v etanolu

5 ul EO + 950 pl ethanol (Ethylalcohol)
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Tab. 3. Testované koncentrace esencialnich oleji

Kultiva¢ni Piidané mnoZz- | Ziskana koncen-
puda stvi 5% zasob- trace EO
(ml) niho I1{;(())zt0ku (mg/ml)
(ub)

4 2 25 (0,0025%)
4 4 50 (0,005%)
4 8 100 (0,01%)
4 20 250 (0,025%)
4 40 500 (0,05%)
4 80 1000 (0,1%)
4 120 1500 (0,15%)

6.1.8 Pouzité Esencialni oleje a jejich chemické sloZeni

Esencialni oleje jsou komplexni smési latek, které obsahuji az 60 rtiznych komponent.
Kazdy esencialni olej se skladd min. ze dvou majoritnich slozek a rizného poctu slozek
pritomnych ve stopovém mnoZstvi. [38]

w1

. Oregano Rumunsko - Silnd peprnd bylinna viné, antisepticky, protizénétlivy,
ucinny 1 proti parazitim. SloZeni: Origanum Vulgare Oil (étericky olej z dobromysli

obecné), Limonene, Linalool. [39]

Biochemicka specifikace:
BORNEOL 0,5-3,15 %; GAMMA-TERPINEN 0,1-1,9 %; KAMFEN 0,1-0,28 %,;
KARVAKROL 60-83 %; PARA-CYMEN 0,5-2,27 %; TERPIN-1-EN-4-OL 0,5-1,44 %

[39]
. Lemongras Indie - Siln4 citrobnova viiné ma protibakterialni a protiplisnové ucinky.
SloZeni: Cymbopogon Flexuosus Herb Oil (étericky olej lemongrassovy), Limonene, Lina-

lool, Geraniol, Citra [39]

Biochemicka specifikace:
GERANIAL (CITRAL A) <42 %; GERANIOL <1,5 %; NERAL (CITRAL B) <40 % [37]
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. Tymian Spanélsko - Intenzivni pronikava bylinna ving s fenolickym nadechem.
Vyznamny olej posilujici funkce celého organizmu. Slozeni: Thymus Vulgaris Oil (étericky

olej z tymianu obecného), Limonene, Linalool [39]

Biochemicka specifikace:
GAMMA-TERPINEN 1-5 %; KARVAKROL 1-3 %; LINALOOL 1-5 %; MYRCEN 1-5
%; PARA-CYMEN 20-30 %; TERPIN-1-EN-4-OL 1-5 %; THYMOL 40-60 % [39]

. Salvéj Dalmacie (Chorvatsko) - Hofce bylinna ving s kafrovitymi tony. Posiluje
imunitu, zmirfiuje poceni, priijem, zlepsuje zazivani. Slozeni: Salvia Officinalis Oil (étericky

olej z Salvgje 1¢karské), Limonene, Linalool. [39]
Biochemicka specifikace:

ALFA-PINEN 4-6 %; ALFA-THUJON 12-33 %; BETA-THUJON 2-14 %; BORNEOL 3-
16 %; KAFR 8-26 % [37]

. Rozmaryn Tunis -Silné bylinna viing€ s lehce dievitym nadechem. Prohiiva a zvy-
Suje krevni tlak, zlepSuje koncentraci a pamét’, i¢inny pii melancholii, inaveé a nervovém
vycerpani. SloZeni: Rosmarinus Officinalis Oil (étericky olej z rozmarynu lékatského), Li-

monene, Linalool. [39]

Biochemicka specifikace:

1,8-CINEOL (EUKALYPTOL) 39-57,7 %; ALFA-PINEN 9,6-12,7 %; ALFA-
TERPINEOL <3,1 %; BETA-KARYOFYLEN 0,5-6,3 %; GAMMA-TERPINEN <1,2 %,
KAFR 7,4-14,9 %; LINALOOL 0,7-1,7 %; PARA-CYMEN 0,9-2,5 % [39]

. Skorice kiira Némecko- Intenzivni, tepla, kofenita viiné. Siln¢ prohtfiva a posiluje
srde¢ni ¢innost (Uinava, chlad, kratkodechost, angina pectoris), dychéani (€asté a chronické

obtize, oslabend imunita), trdveni, na mocopohlavni infekce, vycerpani a depresi. [39]
SloZeni: Cinnamomum Zeylanicum Bark Oil (étericky olej z kiiry skoficovniku), Limo-

nene*, Linalool*, Cinnamal*, Eugenol*, Cinnamyl Alcohol [39]

Biochemicka specifikace:
KUMARIN 6-8 %; LIMONEN <9 %; METHOXYCINNAMALDEHYD <5 %; TRANS-
CINNAMALDEHYD 42-70 % [39]
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6.2 Metodika

6.2.1 Mikrodilu¢ni metoda

Dilu¢ni metoda byla pouzita ke stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pouzitych
esencialnich oleju v tekutych kultivacnich médiich s ptidavkem pfislusné koncentrace tes-

tovaného esencialniho oleje.

Mikrodiluéni metoda byla provedena na mikrotitra¢ni desti¢ce. Schéma zaockovani mikro-

titracni desticky je uvedeno v tabulce 4.

Tab. 4. Rozvrhnuti vzork( na mikrotitra¢ni desti¢ce

<>

PK
25mg/ml |25mg/ml |25mg/ml  [25mg/ml  [25mg/ml  [25mg/ml |25 mg/ml
50mg/ml |50 mg/ml  [50 mg/ml [50mg/ml |50 mg/ml  |50mg/ml |50 mg/ml
100 mg/ml [100 mg/ml 100 mg/ml [100 mg/ml 100 mg/ml |100 mg/ml |100 mg/ml
250 mg/ml  [250 mg/ml 250 mg/ml 250 mg/ml 250 mg/ml |250 mg/ml |250 mg/ml
500 mg/ml {500 mg/ml [500 mg/ml |500 mg/ml [500 mg/ml |500 mg/ml [500 mg/ml
1000 mg/ml {1000 mg/ml {1000 mg/ml {1000 mg/ml 1000 mg/ml {1000 mg/ml {1000 mg/ml
1500 mg/ml 1500 mg/ml {1500 mg/ml {1500 mg/ml |1500 mg/ml {1500 mg/ml {1500 mg/ml

PK PK PK PK PK

I o Mmoo m >

Sloupec 1 az 2 (oznaceno NK) - 200 ul kultivaéni ptida bez zao¢kované kultury. Kontrola

sterility ptdy

Radek A3 az A12 (oznaceno PK) - 200 pl kultivaéni ptida a 5 pl mikroorganizmu. Kontrola

ristu mikroorganizmu.

Radek B3 az B12 - koncentrace EO 25 mg/ml (200 pl), mikroorganizmus (5 pl)
Radek C3 az C12 — koncentrace EO 50 mg/ml (200 pl), mikroorganizmus (5 pl)
Radek D3 az D12— koncentrace EO 100 mg/ml (200 pl) mikroorganizmus (5 pl)
Stejnym zplsobem se pokracovalo az do fadku H3 - H12 podle Tab. 4.

Na jedné mikrotitracni desticce, kterd obsahovala 96 jamek, bylo mozné sledovat 5 rtiznych

koncentraci jednoho esencialniho oleje u 5 bakterii (v tabulce 4 barevné odliSeny).

Vliv testovanych koncentraci vybranych esencidlnich oleji na rst vybranych dekarboxy-
laza-pozitivnich mikroorganizmi byl sledovan pomoci optické denzity (spektrofotometr Te-
can). Ptistroj méfil po dobu 24 hodin optickou denzitu (OD) pii vinové délce 600 nm (ODeoo)

ve 30-ti minutovych intervalech. Pied kazdym méfenim byla desticka protfepana po dobu
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15 sekund. Ze ziskanych hodnot optické denzity byly vypocitany hodnoty, které byly pouzity

pro hodnoceni vysledki a odecteni hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace.

6.2.2 Difuzni metoda

Difuznim testem se prokazovala citlivost bakteridlnich kment na pouzité esencialni oleje a
jejich koncentrace (Tab. 3). Citlivost daného bakterialniho kmene se prokazovala podle ve-
likosti vznikl¢é inhibi¢ni zony.

Na Petriho misku s pfislusnou kultiva¢ni ptiidou (M17 pro laktokoky a enterokoky, Nutrient
agar pro enterobakterie) byl aplikovan bakterialni kmen v mnozstvi 200 pl a nasledné sterilni
hokejkou rovnomérné rozetien po povrchu ptidy. Po 15 minutach (doba potiebna k zaschnuti
inokulovaného mikroorganizmu) byly naneseny sterilni papirové disky, na které bylo apli-
kovano pomoci automatické mikropipety 10 ul EO v testovanych koncentracich. Vzdy ke
kazdé bakteridlni kultufe byl nanesen i jeden sterilni disk, na ktery byla aplikovéna sterilni
voda (kontrola ristu bakterie v okoli disku). Nasledn¢ byly misky kultivovany 24 hodin pfi
teploté 37 °C, Lactococcus lactis subsp. cremoris byl kultivovan pfi teploté 30 °C. Po uply-

nulé dobé byly zméteny vzniklé inhibi¢ni zony.

6.1.3 Analyza biogennich aminu kapalinovou chromatografii (HPLC)

Testované kmeny byly pomnoZeny v kultivacnich médiich obohacenych o aminokyseliny
arginin, ornitin, histidin, tyrozin, lyzin, fenylalanin (Sigma-Aldrich; kazda v koncentraci
0,2 % w/v) a esencialni olej. Koncentrace esencialnich oleji byly pro jednotlivé testované
kmeny zvoleny tak, aby zpomalily jejich rast, avSak zcela rtst neinhibovaly (Tab. 5). Kulti-
vace probihala pti 37 °C nebo 30 °C (L. lactis subsp. cremoris). Odbéry vzorkl byly prove-
deny po 24 a 48 hodinach z 2 paralelnich zkumavek. Kontrolni odbér byl proveden vzdy
thned po zaockovani (¢as 0 hod). Poté byly vzorky centrifugovany a z kazdé zkumavky bylo
odebrano do 2 mikrozkumavek 650 pl supernatantu, ke kterému bylo pfidano 650 pl kyse-
liny chloristé (Sigma-Aldrich; 1,2 M). Pfipravené vzorky byly nésledné zamrazeny pfi tep-
loté -18 °C do doby, nez byly derivatizovany.
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Tab. 5 Koncentrace esencialnich olejii

Bakterialni kmen Kultiva¢ni puda s bak- Piidané mnoZzstvi 5% Ziskana koncentrace EO
teridlnim kmenem zasobniho roztoku EO
(mg/ml)
(ml) (uD)
Lactococcus lactis subsp. 4 20 250 (0,025%)
lactis CCDM 48
4 40 500 (0,05%)
Lactococcus lactis subsp. 4 20 250 (0,025%)
lactis CCDM 1004
4 40 500 (0,05%)
Lactococcus lactis subsp. 4 80 1000 (0,1%)
lactis CCDM 141
4 120 1500 (0,15%)
Lactococcus lactis 4 20 250 (0,025%)
subsp. cremoris CCDM
0,
046 4 40 500 (0,05%)
Lactococcus lactis 4 20 250 (0,025%)
subsp. cremoris CCDM
0,
- 4 40 500 (0,05%)
Enterococcus durans 4 40 500 (0,05%)
CCDM 53
4 80 1000 (0,1%)
Enterococcus faecalis 4 40 500 (0,05%)
CCM 2665
4 80 1000 (0,1%)
Enterococcus faecalis 4 40 500 (0,05%)
CCM 4224
4 80 1000 (0,1%)
Proteus mirabilis CCM 4 20 250 (0,025%)
7188
4 40 500 (0,05%)
Salmonella enterica 4 40 500 (0,05%)
subsp. enterica ser. En-
0,
teritidis CCM 4420 4 80 1000 (0,1%)

K pfipravenym vzorkiim supernatantu s kyselinou chloristou bylo pfidano 100 pl vnitiniho
standardu 1,7-heptandiaminu (Sigma-Aldrich) v koncentraci 500 mg/1. Déle byl odpipetovan
1 ml vzorku do derivatizacni nddobky a bylo ptidédno 1,5 ml Cerstvé pripravené¢ho karbona-
tového pufru (pH 11,1 — 11,2) a 2 ml Cerstvé piipraveného dansylchloridu (Sigma-Aldrich)

o koncentraci 5 g/l v acetonu. Uzaviené nadobky byly tiepany 20 hodin v temnu. Poté bylo
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ke vzorkim ptidano 200 pl roztoku prolinu a vzorky byly tiepany dal$i hodinu. Nasledné
byly ke vzorku pfidany 3 ml heptanu (Sigma-Aldrich) a po peclivém uzavieni nadobek se
vzorky tfepaly 5 minut ru¢né. Poté bylo odpipetovano 1 ml heptanové vrstvy do vialek. Ob-
sah vialek byl odpaten pfi teploté 65 °C do sucha pod proudem dusiku a suchy odparek byl
ziedén 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich). Vialky byly zamrazeny na -18 °C do doby chro-

matografické analyzy.

Pted vlastni analyzou byly vzorky prefiltrovany pies filtr s porozitou 0,22 um. Nasledné
byly davkovany do chromatografického systému. Separace byla provedena gradientovou
eluci (voda/acetonitril) na koloné¢ Agilent Zorbax RRHD Eclipse Plus C18 s parametry
50x3,0 mm, porovitost 1,8 um (Agilent) pfi teploté 30 °C, prutok kolonou byl nastaven na
0,453 ml/min. Chromatograficky systém Dionex HPLC UltiMate 3000 byl tvoien odplyio-
vaci jednotkou (degaserem), binarni pumpou, autosamplerem, termostatem kolon a UV/VIS
detektorem (Thermo Fisher Scientific); UV/VIS detekce pii vinové délce 254 nm. Chroma-

togramy byly vyhodnoceny pomoci softwaru Chromeleon™ 6.8
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7 VYSLEDKY

7. 1 Mikrodiluéni metoda

7.1.1 Vliv esencialnich olejii na bakterie rodu Lactococcus

Z obrazku 10 je patrné, ze u kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 48 byla pfi pouziti esenci-

alniho oleje lemongras zjisténa MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace) 1000 mg/Il. U ostat-

nich koncentraci tohoto esencialniho oleje byl pozorovan stejny riist bakterie jako v prostiedi
bez oleje, pricemz doba lagu trvala cca 2,5 hodiny.

0,5

0,45

0,4

0,35
0,3

0,2
0,15
0,1
0,05
0

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
t (hod.)

—0 25 50 100 250 500 1000 1500 mg/I

Obr. 10 Vliv esencialniho oleje lemongras na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

Obrazek 11 ukazuje, ze byla prokazana MIC esencialniho oreganového oleje u bakteridaniho
kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 pii koncentraci 250 mg/l. Doba lagu u
ostatnich koncentraci byla téméf stejnd, cca 10 hodin, s dobou lagu testovaného

mikroorganizmu bez pouZiti esencialniho oleje.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

0,6
0,5 S
0,4

0,3

A1)

0,2

0,1

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
t (hod.)

=0 =25 50 100 250 500 1000 1500 mg/I

Obr. 11 Vliv esencialniho oleje z oregana na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

Obrazek 12 je prokazuje dosazenou MIC u esencialniho oleje ze skofice pii koncentraci

500 mg/1
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t (hod.)
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Obr. 12 Vliv esencialniho oleje ze skotice na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

Podle obrazku 13 byla u esenciadlniho oleje z tymidnu prokdzana MIC 1000 mg/l na
mikroorganizmus Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48. Pii koncentraci 500 mg/l
tohoto esencidlniho oleje byla lag faze delsi, celkem 16 hodin. Koncentrace 50 mg/l,

100 mg/1 a 250 mg/1 prodlouZily lag dobu o 1 hodinu oproti kultivaci bez oleje.
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Obr. 13 Vliv esencidlniho oleje z tymianu na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

Mikroorganizmus Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 byl nejvice vnimavy na esen-
cidlni olej z oregana, kde jiz pfi koncentraci 250 mg/1 byla prokdzadna minimélni inhibice.
Esencialni olej ze skotice mél vliv na tento bakterialni kmen pfi koncentraci 500 mg/l. Mi-
nimalni inhibice kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 48 byla také prokazana pii koncentraci
1000 mg/I u esencialnich olejii z tymianu a lemongras. Inhibice nebyla prokazana u esenci-

alnich oleju z rozmarynu a Salvéje.

Na obrazku 14 je patrné, ze inhibice byla prokazana u esencialniho oleje z oregana, kdy byla
zjisténa MIC 1000 mg/l na bakterialni kmen Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141.
Delsi lag u tohoto bakteridlniho kmene byl zaznamenén pfi koncentraci 500 mg/l na dobu
cca 12 hodin. ProdlouZeni lagu o cca 3 hodiny bylo zaznamenano pfi pfi koncentraci 250

mg/l.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

L —
08 /74/ S —
— 06
=
< 04
0,2
0
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
t (hod.)
—0 —25 50 100
— 250 e 500 = 1000 —— 1500 mg/I

Obr. 14 Vliv esencialniho oleje z oregana na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141

Z obrazku 15 je patrné, Ze u mikroorganizmu Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141
byla prokazana inhibice u esencialniho oleje z rozmarynu, MIC byla stanovena na 1000 mg/1.

Pti koncentraci 500 mg/l byla lag faze daného bakteridlniho kmene prodlouzene cca o 2

hodiny.
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Obr. 15 Vliv esencialniho oleje z rozmarynu na Lactococcus lactis subsp. lactis
CCDM 141

Z grafického znazornéni na obrazku 16 plyne, ze u esencidlniho oleje ze skofice byla u
bakteridlniho kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141 zjisténa MIC 1500 mg/1.
Lag byl delsi cca o 2 hodiny pfi aplikaci koncentraci 500 a 1000 mg/1 esencialniho skofico-

vého oleje oproti kultivaci v bujonu bez oleje.
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Obr. 16 Vliv esencidlniho oleje ze skofice na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141

Esncidlni olej z tymidnu (obrazek 17) plsobil pouze slabé na kmen Lactococcus lactis subsp.

lactis CCDM, pfi nejvyssi aplikované koncentraci prodlouzil dobu lagu na 16 hodin.
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Obr. 17 Vliv esencidlniho oleje z tymidnu na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141

Pomoci dilu¢ni metody bylo prokazano, ze bakterialni kmen Lactococcus lactis subsp. lactis
CCDM 141 je citlivy na esencidlni olej z oregana pfi koncentraci 1000 mg/1. Dalsi esencidlni

olej, ktery prokdzal inhibici na dany mikroorganizmus byl rozmarynovy olej, jehoz MIC
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byla 1000 mg/l. U esencialnich oleji ze skofice a tymianu byla prokédzana MIC 1500 mg/1.

Neprokazala se citlivost na esencialni oleje z lemongras a Salvéje.

Z grafického znazornéni na obrazku 18 je patrné, Ze inhibice nebyla prokdzana u testovanych
koncentraci esencidlniho oleje lemongras. Nejdelsi lag faze bakteridlniho kmene Lacto-
coccus lactis subsp. lactis CCDM 1004 byla zaznamendna pti koncentraci 1500 mg/l,

celkem po dobu 14 hodin. Koncentrace 1000 mg/1 prodlouzila lag fazi na 5 hodin.
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Obr. 18 Vliv esencialniho oleje lemongras na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004
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Z obréazku 19 je patrné, Ze byla prokazana inhibice bakteridlniho kmene Lactococcus lactis

subsp. lactis CCDM 1004 esencialnim olejem z oregana uz pii koncentraci 250 mg/I1.

0,8
0,7
0,6
05
204
0,3
0,2
0,1
0

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
t (hod.)

—0 —25 50 100
—250 —500 —1000 — 1500 mg/I

Obr. 19 Vliv esencialniho oleje z oregana na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004

Esncialni olej z rozmarynu piisobil inhibi¢né na L. lactis subsp. lactis CCDM 1004 podle
obrazku 20 pii koncentraci 500 mg/l. Delsi lag faze byla zaznamenéana pii koncentraci

250 mg/1, kdy byla prodlouZena na dobu 15 hodin.
CCDM 1004-rozmaryn
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Obr. 20 Vliv esencidlniho oleje z rozmarynu na Lactococcus lactis subsp. lactis

CCDM 1004
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Z grafického znazornéni na obrazku 21je patrné, Ze inhibice mikroorganizmu Lactococcus
lactis subsp. lactis CCDM 1004 byla pti pouziti esencialniho oleje ze skofice pii koncentraci

1000 mg/1. Doba ristu byla prodlouzena cca o 2 hodny pii koncentraci 100 mg/I1.
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Obr. 21 Vliv esencialniho oleje ze skofice na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004

Z obrazku 22 je patrné, ze u bakteridlniho kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM
1004 za pouziti esencialniho oleje z tymianu byla dosazena inhibice ristu pti koncentraci
1500 mg/ 1. Lag byl u tohoto kmene delsi cca o 6 hodin pii aplikaci koncentraci 500 a 1000

mg/l tohoto esencialniho oleje oproti kultivaci v bujonu bez oleje.
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Obr. 22 Vliv esencialniho oleje z tymidnu na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004
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Bakteridlni kmen Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004 prokazal nejvétsi citlivost na
esencidlni olej z oregana, kde uz pfi koncentraci 250 mg/l byla prokdzana inhibice ristu.
Dalsi esencialni olej, ktery zptisobil pozastaveni ristu daného mikroorganizmu, byl rozma-
rynovy olej pti koncentraci 500 mg/l. Esencialni olej ze skofice ¢astecné prokazal inhibici
pfi koncentraci 1000 mg/l. Pouzitim esencialniho oleje z tymianu pfi koncentraci 1500 mg/1
byl pozastaven riist bakterialniho kmene. Zadny vliv na rist bakterialniho kmene Lacto-

coccus lactis subsp. lactis CCDM 1004 nem¢l esencialni olej ze Salvéje.

Obrazek 23 poukazuje na stanovenou inhibici esencilniho oleje z oregana pfi koncentraci
1500 mg/l. Delsi lag oproti bujonu bez oleje, celkem o cca 14 hodin, byl u mikroorganizmu
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946 pozorovan pii koncentraci 500 mg/I tohoto

oleje.
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Obr. 23 Vliv esencialniho oleje z oregana na Lactococcus lactis subsp. cremoris

CCDM 946

Z grafického znazornéni na obrazku 24 plyne, Ze inhibice byla prokazana u esencialniho
oleje z rozmarynu pii koncentraci 500 mg/1 u bakterialniho kmene Lactococcus lactis subsp.

cremoris CCDM 946.
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Obr. 24 Vliv esencidlniho oleje z rozmarynu na Lactococcus lactis subsp. cremoris

CCDM 946

Z obrazku 25 vyplyva, ze MIC esencialniho oleje ze skofice byla u daného mikroorganizmu
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946 stanovena na 1000 mg/l. Lag faze byla pro-

dlouZena cca o 2 hodiny pii koncentraci 500 mg/1.
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Obr. 25 Vliv esencialniho oleje ze skotice na Lactococcus lactis subsp. cremoris

CCDM 946

Z obrazku 26 je patrné, ze byla prokdzana inhibice u esencidlniho oleje z tymidnu pii
koncentraci 1500 mg/ | na bakterialni kmen Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946.

Delsi lag, cca o 5 hodin, byl zaznamenan pii koncentraci 1000 mg/1.
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Obr. 26 Vliv esencidlniho oleje z tymianu na Lactococcus lactis subsp. cremoris
CCDM 946

Mikroorganizmus Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946 prokazal nejvétsi citlivost
na esencialni olej z rozmarynu, kde byla stanovena MIC 500 mg/l. Esencidlni oleje z oregana
a tymidnu inhibovaly tento kmen pfi koncentraci 1500 mg/l. Rist mikroorganizmu nebyl

zastaven pouzitim esencidlnich oleji z lemongras a Salvéje.

Z obrazku 27 je patrné, Ze inhibice byla dosaZena u mikroorganizmu Lactococcus lactis
subsp. cremoris CCDM 824 za pouZiti esencialniho oleje z oregana pii koncentraci 1000
mg/l. Lag bakteridlniho kmene byl pii koncentraci 500 mg/1 delsi celkem cca o 7 hodin proti

vzorku s nulovou koncentraci esencialniho oleje.
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Obr. 27 Vliv esencialniho oleje z oregana na Lactococcus lactis subsp. cremoris

CCDM 824

Z obrazku 28 vyplyva, Ze u bakterialniho kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM
824 byla s pouzitim esencidlniho oleje z rozrarynu stanovena MIC na 1000 mg/l. Lag faze

byla prodlouzena o cca 3 hodiny pii koncentraci 500 mg/I.
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Obr. 28 Vliv esencialniho oleje z rozmarynu na Lactococcus lactis subsp. cremoris
CCDM 824

Obrazek 29 poukazuje na to, ze byla prokazana inhibice bakterialniho kmene Lactococcus
lactis subsp. cremoris CCDM 824 pfti pouziti esencialniho oleje ze skofice v koncentraci

1000 mg/1.
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Obr. 29 Vliv esencidlniho oleje ze skofice na Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM

824

U testovaného bakteridlniho kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 byla
prokazéana inhibice piisobenim esencialnich olejli z oregana, rozmarynu a skofice v koncen-
traci 1000 mg/1. Naopak nebyla pozorovana inhibice po aplikaci esencialnich olejti z lemon-

gras, Salvéje a tymianu.

7.1.2 Vliv esencialnich oleji na bakterie rodu Enterococcus

Z obrazku 30 je patrné, ze inhibice bakteridlniho kmene Enterococcus durans CCDM 53

byla dosaZena za pouziti esencidlniho oleje lemongras pfi koncentraci 1000 mg/ 1.
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Obr. 30 Vliv esencialniho oleje lemongras na Enterococcus durans CCDM 53

Z obrazku 31 vyplyva, Ze MIC po piisobeni esencidlniho oleje z oregana u mikroorganizmu
Enterococcus durans CCDM 53 byla stanovena na 1000 mg/l. Lag faze byla prodlouzena

cca o 3 hodiny pfi aplikaci koncentrace 500 mg/1 oproti kultivaci v bujoénu bez tohoto oleje.
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Obr. 31 Vliv esencialniho oleje z oregana na Enterococcus durans CCDM 53

Pfi pouziti esencialnich oleji byla prokdzana u bakteridlniho kmene Enterococcus durans
CCDM 53 inhibice pouze pfi pouziti esencialniho oleje z lemongras pii koncentraci 1000

mg/l a esencialniho oleje z oregana pii koncentraci 1500 mg/1.
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Na obrazku 32 je vidét, ze u bakterialniho kmene Enterococcus faecalis CCM 2665 byla
stanovena MIC pii pouziti esencidlniho oleje z oregana na 1000 mg/1. Lag doba byla pro-

dlouZena cca o 2 hodiny po aplikaci tohoto oleje v koncentracich 250 mg/l a 500 mg/1.
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Obr. 32 Vliv esencidlniho oleje z oregana na Enterococcus faecalis CCM 2665

Obrazek 33 ukazuje na to, ze nebyla prokazana inhibice u bakterialniho kmene Enterococcus
faecalis CCM 2665 po aplikaci esencialniho oleje ze skofice. Pouze u koncentrace 1500 mg/1

byla lag faze prodlouZena o cca 7 hodin.
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Obr. 33 Vliv esencidlniho oleje ze skofice na Enterococcus faecalis CCM 2665
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Bakteridlni kmen Enterococcus faecalis CCM 2665 prokazal citlivost pouze na esencialni

olej oregana. Pti pouziti esencidlniho oleje ze skofice byla prodlouzena lag faze (obr. 33)

Z obrazku 34 je patrné, Ze u bakterialniho kmene Enterococcus faecalis CCM 4224 byla
zjisténa MIC za pouziti esencialniho oleje lemongras 1000 mg/1. Lag faze byla prodlouzena

o cca 5 hodin pfi pouziti koncentrace 500 mg/I esencidlniho oleje.
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Obr. 34 Vliv esencialniho oleje lemongras na Enterococcus faecalis CCM 4224

Z obrazku 35 je patrné, Ze MIC u bakterialniho kmene E. faecalis CCM 4224 byla u esenci-
alniho oleje z oregana tanovena na 500 mg/l. Lag faze byla prodlouzena pfi aplikaci tohoto

oleje v koncentraci 250 mg/l na 7 hodin.
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Obr. 35 Vliv esencialniho oleje z oregana na Enterococcus faecalis CCM 4224
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Obrazek 36 prokazuje na stanovenou MIC u bakteridlniho kmene Enterococcus faecalis

CCM 4224 1500 mg/1 u esencialniho oleje z rozmarynu.
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Obr. 36 Vliv esencialniho oleje z rozmarynu na Enterococcus faecalis CCM 4224

Pti testaci bakterialniho kmene Enterococcus faecalis CCM 4224 byla prokézana inhibice
esencialnim olejem z oregana pii koncentraci 500 mg/1. Dalsi inhibice byla pozorovatelna u
esencialniho oleje lemongras pfi koncentraci 1000 mg/l. Koncentrace 1500 mg/1 esencial-
niho oleje z rozmarynu také dokézala redukovat riist tohoto bakterialniho kmene. K poza-

staveni ristu nedoslo pfi pouZiti esencialnich olejii ze skofice, Salvéje a tymianu.

U testovanych mikroorganizmt Proteus mirabilis CCM 7188 a Salmonella enterica subsp.
enterica ser. Enteritidis CCM 4420 nebyly stanoveny minimalni inhibi¢ni koncentrace tes-

tovanych esencialnich olejt.
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8.1 Difuzni metoda

Vysledky namétenych inhibi¢nich zén po aplikaci esencialnich olejii na jednotlivé bakteri-

alni kmeny se nachazi v tabulce Tab. 6

Tab. 6: Inhibi¢ni zony po aplikaci esencidlnich olejl na testované kmeny bakterii

Mikroor- Koncen- Esencialni olej

ganzmus trace EO Lemongras | Oregano Rozmaryn | Tymian Skoftice Salvéj
velikost velikost velikost velikost velikost velikost
inhibice inhibice inhibice inhibice inhibice inhibice
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

Lacto- 25 mg/I 6,6 6,3 - - - - - - - - -

coccus lac- | 50 mg/| 7,2 7,1 7,8 7,7 6,7 6,8 8,2 8.4 8,2 8,1

tis subsp, 100 mg/| 7,9 7.4 8.4 8,2 8,2 8,3 8,1 8,3 8,8 8,5 8,9 8,8

lactis 250 mg/| 8,1 7,8 9,3 9,1 8,1 8,0 10,1 10,3 7,8 7,6 11,0 11

CCDM 48 500 mg/I 9,8 10 10 10 8,5 8,9 11,0 10,1 7.4 7.5 10,8 11,
1000 mg/! 11, 11 11 11, 9,5 9,6 10,6 10,8 | 7,7 7.8 11,6 11,
1500 mg/! 12, 11, 11,4 11,4 | 94 9,3 11,6 11,9 | 8,6 8,6 11,9 11

Lacto- 25 mg/| - - - - - - 6,6 6,7 = =

coccus lac- | 50 mg/I - - - - - - 64 |65 |64 |65

tis subsp. | 100 mg/l | - - 10 10 - - 81 |86 [96 [86 [90 [l
cremoris | 250 mg/l | 10, [ 91 |9 92 [108 [10 [11,7 [ 11,1 [92 [95 |94 |96

CCDM 824 | 500 mg/l | 11 10 10 |98 [108 [10, [105 [10,6 | 10 [10 [ 10,1 | 10,
1000 mg/I | 10 11 10 104 | 11,8 [ 113|127 | 124 |97 |98 | 114 | 11,5
1500 mg/l | 115 | 11 1,8 | 128 [ 11,8 [ 11,6 | 11,9 | 11,5 | 11,0 | 11,1 | 12,5 | 12,7

Lacto- 25 mg/I = - - 5 = _ B _ N ;
coccus lac- | 50 mg/I - - . = - R N _ _ N
tis subsp. 100 mg/I - - S - - _ _ N N .

lactis 250 mg/! - - = = - = = = = =

CCOM 500 mg/l | - - - - - - |- - S R s -

1004 1000 mg/l | 81 |84 |76 |79 |- - - - - - 75 | 76
1500 mg/l | 94 |91 |72 |74 |93 | 101 - - 71 |74 |71 |72

Lacto- 25 mg/I - - - - - - - - - -

coccus lac- | 50 mg/| - - - = - - - - = -
tis subsp. 100 mg/I - - 5 - - B - _ _ _
lactis 250 mg/I - - . . = - B - - _
CCDM 141 | 500 mg/I - - - . = = - - - B

1000 mg/I | 84 7,6 - 5 - - - N N .

1500mg/l | 72 [ 82 |- - = = 76 | 74 |- = 74 |79
Entero- 25 mg/I - - - - - - - - - -
coccus du- | 50 mg/I = = - - - = - - - _
rans 100 mg/I - - s - - - = - - N
CCDM 53 [ 250 mg/l | - : - - N . - N
500 mg/I - ° - - . - - - N -
1000 mg/l | - = - - = - - - - N
1500 mg/| | - - 7,0 72 - - i _ - i - i

Z dosazenych hodnot vyplyva, ze pomoci plotnové metody byly detekovany inhibi¢ni zony

v v
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kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48. Pti koncentraci 250 mg/1 u vSech testo-
vanych esencialnich oleju se citlivost prokdzala u kmenl Lactococcus lactis subsp. lactis
CCDM 48, Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824. Z rodu Enerococcus reagoval
na esencialni olej z oregana v koncentraci 1500 mg/l pouze Enterococcus durans CCDM 53.

U rodt Salmonella a Proteus nebyly pozorovany zadné inhibi¢ni zony.

9.1 Analyza produkce biogennich aminti

7.1.3 Vliv esencialnich oleji na produkci biogennich amini u bakterii rodu

Lactococcus

Obrazek 37 znazoriiuje nevétsi pokles BA fenylethylaminu u bakteridlniho kmene Lacto-
coccus lactis subsp. lactis CCDM 48. Pokles ¢inil po 48 hodinach kultivace az 40 % v pfi-
tomnosti esencialniho oleje z rozmarynu o koncentraci 500 mg/l. Z obrazku také vyplyva,
ze obsah tyraminu byl snizen o 20 % pouze pfi kultivaci po dobu 24 hodin. Pti delsi kultivaci

pokles jiz nebyl zaznamenan.
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Obr. 37 Produkce biogennich amin kmenem Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

v pfitomnosti esencidlniho oleje z rozmarynu
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Obrazek 38 poukazuje na nejveétsi ubytek fenylethylaminu po 24 hodinové kultivaci v pfi-
tomnosti tymidnového oleje o koncentraci 500 mg/l. Snizeni obsahu daného BA aminu bylo
0 40 %. Esencialni olej z tymianu v koncentraci 250 a 500 mg/l mél také vliv na pokles BA

tyraminu, a to o cca 20 % po 24 hodinov¢ kultivaci.
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Obr. 38 Produkce biogennich amini kmenem Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

v pfitomnosti esencidlniho oleje z tymidnu

Na obrazku 39 je znazornén vliv esencidlniho oleje ze skofice na produkci BA kmenem L.
lactis subsp. lactis CCDM 48. Prokazano bylo nejvétsi snizeni tyraminu po 24 hodinové
kultivaci, a to az 0 90 % pii koncentraci oleje 500 mg/l. VSeobecné by se dalo fict, Ze tento
olej v koncentrace 500 mg/l m¢l vliv na v§echny sledované BA po jednodenni kultivaci. Po

48 hodinach kultivace bakteridlniho kmene vzrostl obsah tyraminu na 80 %.
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Obr. 39 Produkce biogennich amin kmenem Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

v pfitomnosti esencidlniho oleje ze skotice
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Podle obrazku 40 esencialni olej lemongras ptisobil pti koncentraci 500 mg/1 nejvice na ob-
sah fenylethylaminu. Béhem inkubace tohoto kmene nedoslo po 48 hodinach ke zvyseni
obsahu fenylethylaminu. Celkové lze fict, Ze byla pozastavena produkce tohoto BA na
80 %. Zhruba o 15 % byla sniZena i produkce putrescinu a histaminu po dvoudenni inkubaci

bakteridlniho kmene a pouzité koncentraci oleje 500 mg/1.
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Obr. 40 Produkce biogennich amini kmenem Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004

v pritomnosti esencialniho oleje lemongras

Obrazek 41 znazorfiuje sniZzeni obsahu jednotlivych BA pouze po 24 hodinové kultivaci
kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 1004 za pouziti koncentraci 250 a 500 mg/1 esencialniho
oleje z tymianu. Skoro o polovinu bylo zaznamenéano snizeni fenylethylaminu. K snizeni

obsahu o ptiblizné 20 % doslo i1 u dal§ich BA putrescinu, histaminu a tyraminu
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Obr. 41 Produkce biogennich aminit kmenem Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004

v pfitomnosti esencialniho oleje z tymidnu
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Na obrazku 42 je patrny pokles obsahu fenylethylaminu po dvou dnech kultivace v pfitom-
nosti skoficového esencidlniho oleje v koncentraci 500 mg/l (zhruba o 11 %). Obsah hista-
minu po 24 hodinov¢ kultivaci bakterialniho kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM

1004 klesl na cca 84 % ve vzorku, kde byl pouZit olej v koncentraci 500 mg/1.
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Obr. 42 Produkce biogennich amin kmenem Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004

v pfitomnosti esencidlniho oleje ze skotice

Podle obrazku 43 esencidlni olej z rozmarynu mél nejvétsi vliv na produkci putrescinu a
kadaverinu po jednodenni kultivaci kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 946. Ob-
sah se snizil skoro o 60 % pfti vSech aplikovanych koncentracich tohoto oleje. Po dvoudenni
inkubaci byl o jednu ¢tvrtinu snizen obsah tyraminu pii pouZiti koncentrace 500 mg/l. Obsah

biogenniho aminu histaminu byl snizen o 20 % pfti 24 hod. kultivaci.
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Obr. 43 Produkce biogennich amin kmenem Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 946

v pfitomnosti esencialniho oleje z rozmarynu
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Na obrazku 44 je vidét, ze k nejvétsSimu ubytku BA v ptitomnosti esencialniho oleje z tymi-
anu doslo u fenylethylaminu. Pokles az na polovinu byl zaznamenén i po dvoudenni kulti-
vaci bakterialniho kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 946. K dal§imu zajima-
vému poklesu obsahu az o 40 % doslo u tyraminu po dvou dnech. Esencidlni olej z tymianu

nemé¢l vliv na snizeni obsahu putrescinu a histaminu.

120
100
80

60

Obsah BAv %

40

20

FEM PUT KAD HIM TYM

0

# Konc. 250 mg/l (24 hod.) & Konc. 500 mg/I (24 hod.)
Konc. 250 mg/I (48 hod.) & Konc. 500 mg/| (48 hod.)

Obr. 44 Produkce biogennich amini kmenem Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 946

v pfitomnosti esencidlniho oleje z tymidnu

Jak je patrné z obrazku 45, esencialni olej ze Salvéje nejvice pasobil na produkci tyraminu,
kde jeho obsah se snizil az 0 20 %. Produkce fenylethylaminu u bakterialniho kmene Lacto-

coccus lactis subsp. lactis CCDM 946 byla sniZena jenom béhem prvnich 24 hodin.
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Obr. 45 Produkce biogennich amin kmenem Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 946

v pfitomnosti esencidlniho oleje ze Salvéje
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Obrazek 46 poukazuje na snizeni obsahu putrescinu az o polovinu po dvou dnech kultivace
v pritomnosti esencialniho oleje z oregana v koncentraci 1500 mg/l. Vlivem daného oleje u
bakteridlniho kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141 také klesla produkce ka-

daverinu a histaminu zhruba o jednu tfetinu.
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Obr. 46 Produkce biogennich amin kmenem Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141

v pritomnosti esencialniho oleje z oregana

Podle obrazku 47 esencialni olej lemongras a mél nejvetsi vliv u kmene Lactococcus lactis
subsp. cremoris CCDM 824 na produkci kadaverinu, kde doslo ke sniZeni skoro o 40 %. Sni-
zeny obsah tohoto aminu byl pii koncentraci 500 mg/l. Zjisténé snizeni putrescinu na 60 %

bylo zjisténo po 24 hodinéch kultivace. Ostatni aminy nebyly vyraznéji redukovany.
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Obr. 47 Produkce biogennich amini kmenem Lactococcus lactis subsp. cremoris

CCDM 824 v pritomnosti esencialniho oleje lemongras
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Jak je patrné z obrazku 48, esencidlni olej z rozmarynu o koncentraci 500 mg/l mél pouze
vliv na produkci kadaverinu produkovaného kmenem Lactococcus lactis subsp. cremoris

CCDM 824. Mnozstvi tohoto aminu bylo sniZeno po dvoudenni kultivaci o jednu ¢tvrtinu.

uT KAD HIM TYM

i# Konc. 250 mg/I (24 hod.) @ Konc. 500 mg/I (24 hod.)
Obr. 48 Produkce biogennich aminli kmenem Lactococcus lactis subsp. cremoris
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CCDM 824 v ptitomnosti esencidlniho oleje z rozmarynu

Na obrazku 49 je vidét, ze esencialni olej ze skotfice mél na produkei amintt kmenem Lacto-
coccus lactis subsp. cremoris CCDM 824 vliv pouze po jednodenni kultivaci. Nejvice byla

pozastavena produkce aminil fenylethylaminu a putrescinu na cca polovinu.
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Obr. 49 Produkce biogennich aminli kmenem Lactococcus lactis subsp. cremoris

CCDM 824 v ptitomnosti esencidlniho oleje ze skofice
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9.1.2 Vliv esencialnich oleji na produkci biogennich amini kmeny rodu

Enterococcus

Piisobeni esencialniho oleje lemongras mélo podle obrazku 50 vliv na snizeni obsahu nékte-
rych aminii po dvoudenni kultivaci. Bakterialni kmen Enterococcus durans CCDM 53 snizil
zejména produkci kadaverinu o 60 % jiz pii koncentraci 500 mg/l. Také o jednu Etvrtinu
byla snizena produkce fenylethylaminu a zhruba o 30 % putrescinu. Vliv esencialniho oleje

lemongras na produkci histaminu a tyraminu nebyl prokéazan.
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Obr. 50 Produkce biogennich aminti kmenem Enterococcus durans CCDM 53 v ptitom-

nosti esencidlniho oleje lemongras

Obrazek 51 poukazuje na snizeni obsahu kadaverinu na 20 % u bakteridlniho kmene Ente-
rococcus durans CCDM 53 puasobenim esencidlniho oleje z oregana pii koncentraci
500 mg/l. K dal§imu sniZeni obsahu aminu putrescinu, piiblizné€ o polovinu, doslo plisobe-

nim tohoto oleje v koncentraci 1000 mg/1.
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Obr. 51 Produkce biogennich amini kmenem Enterococcus durans CCDM 53 v pfitom-

nosti esencialniho oleje z oregana

Z obrazku 52 je patrné, Ze vlivem esencidlniho oleje z rozmarynu o koncentraci 1000 mg/1
byla po dvou dnech sniZena hladina kadaverinu pfiblizn€ o 75 %. Bakterialni kmen Entero-
coccus durans CCDM 53 vlivem tohoto snizil také produkei putrescinu na 60 %. Dalsi vliv
tohoto oleje na snizeni obsahu aminil byl prokazan po jednodenni kultivaci. Snizeny obsah
byl zaznamenan u amind fenylethylaminu, kde jeho mnoZstvi bylo sniZeno pfi koncentraci
500 mg/l 0 40 %. Ostatni aminy byly snizeny do 20 %, a to v pfitomnosti esencialniho oleje

rozmarynu v koncentraci 1000 mg/I.
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Obr. 52 Produkce biogennich amini kmenem Enterococcus durans CCDM 53 v pfitom-

nosti esencialniho oleje z rozmarynu
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Pisobenim dvou koncentraci esencidlniho oleje z tymianu, jak je patrné z obrazku 53, doslo
ke snizeni produkce aminii u bakteridlniho kmene Enterococcus durans CCDM 53 po dvou-
denni inkubaci, a to hlavné kadaverinu t¢éméf o 80 %. Mnozstvi putrescinu bylo dle obrazku

53 sniZeno témét o polovinu. Pod 30 % bylo zaznamendno sniZeni pouze fenylethylaminu,

a to pti 24 hodinové kultivaci.
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Obr. 53 Produkce biogennich aminti kmenem Enterococcus durans CCDM 53 v ptitom-

nosti esencialniho oleje z tymianu

Vlivem piisobeni esencialniho oleje ze skotice na bakteridlni kmen Enterococcus durans
CCDM 53, bylo dosazeno snizeni obsahu kadaverinu zhruba o dvé¢ tietiny po dvoudenni kul-

tivaci. U zbylych amini nebylo prokdzano snizeni jejich obsahu pod 20 % (obrazek 54).
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Obr. 54 Produkce biogennich amini kmenem Enterococcus durans CCDM 53 v pfitom-

nosti esencialniho oleje ze skotice
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Podle obrazku 55 byla nejvice snizena produkce kadaverinu kmenem Enterococcus durans
CCDM 53. Obsah kadaverinu byl sniZzen plisobenim esencialniho oleje ze Salvéje o koncen-
traci 1000 mg/I a kultivaci 48 hodin. K dal§imu snizeni doslo u putrescinu ptiblizné o polo-
vinu pfi stejné koncentraci a ¢asu. Produkce fenylethylaminu byla sniZena pftiblizné o 40 %
pti koncentraci 1000 mg/l. Tento kmen byl rovnéz schopen snizit produkci histaminu a ty-

raminu do 20 % pfti koncentraci 1000 mg/1.
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Obr. 55 Produkce biogennich amini kmenem Enterococcus durans CCDM 53 v pfitom-

nosti esencidlniho oleje ze Salvéje

Dle obrazku 56 bylo prokazano snizeni produkce kadaverinu o 80 % kmenem Enterococcus
faecalis CCM 2665 po 48 hodinové kultivaci v pfitomnosti oleje lemongras o koncentraci
500 mg/1. Ke sniZeni doslo také u putrescinu o tfi ¢tvrtiny za stejnych podminek. MnoZstvi
histaminu bylo ve vSech sledovanych koncentracich podobné, doslo k redukci na pfiblizné

80 %. Produkce tyraminu a fenylethylaminu byla bakterialnim kmenem snizena do 20 %.
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Obr. 56 Produkce biogennich amini kmenem Enterococcus faecalis CCM 2665 v pritom-

nosti esencidlniho oleje lemongras

U kmene Enterococcus faecalis CCM 2665 doslo podle obrazku 57 ke snizeni produkce
kadaverinu témét o 80 % plisobenim esencialniho oleje z oregana po 48 hodinové kultivaci.
Dalsi pokles byl zaznamenan u tyraminu pifi koncentraci 1000 mg/l, a to piiblizn€ o jednu
tretinu. Po 48 hodinov¢ kultivaci bakteridlniho kmene byl snizen obsah putrescinu o jednu

¢tvrtinu. Produkei histaminu se plisobenim esencialniho oleje z oregana nepodatilo vyraznéji

FEM

snizit.
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Obr. 57 Produkce biogennich amin kmenem Enterococcus faecalis CCM 2665 v ptitom-

nosti esencialniho oleje z oregana
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Podle obrazku 58 esencidlni olej z rozmarynu mél vliv na produkei kadaverinu, ktery pro-
dukoval bakteridlni kmen Enterococcus faecalis CCM 2665. Snizeni obsahu kadaverinu
bylo az o 70 %, hlavn¢ po 48 hodinov¢ kultivaci v pfitomnosti oleje o koncentraci 500 mg/1.
Z dalsich sledovanych BA byl zajimavy pokles putrescinu po dvoudenni inkubaci na cel-
kovy obsah 90 %. Témét o jednu Ctvrtinu byl zjistén pokles obsahu histaminu po 24 hodi-

nové kultivaci, ovSem po 48 hodinach pokles jiz nebyl naméren.
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Obr. 58 Produkce biogennich amint kmenem Enterococcus faecalis CCM 2665 v ptitom-

nosti esencialniho oleje z rozmarynu

Pisobenim esencialniho oleje z tymidnu byla podle obrazku 59 snizena produkce kadaverinu
u bakterialniho kmene E. faecalis CCM 2665. MnoZstvi kadaverinu bylo sniZeno pfiblizné
0 80 % po 48 hodinové kultivaci. Esencialni olej mél vliv 1 na produkci putrescinu, u né¢hoz
byl stanoven polovi¢ni obsah. Tyramin byl prokdzan po 48 hodinové kultivaci v mnozstvi

80 %. K dalsimu vyraznému snizeni obsahu ostatnich sledovanych amint nedoslo.

Nejveétsi ucinek esencialniho oleje ze skofice podle obrazku 60 byl na produkci kadaverinu
produkovaného bakteridlnim kmenem Enterococcus faecalis CCM 2665. Prokazany obsah
kadaverinu po 48 hodinach byl pfiblizné 25 %. Esencialni olej mél vliv i na produkci pu-

trescinu, a to snizenim o 40 %.
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Obr. 59 Produkce biogennich amini kmenem Enterococcus faecalis CCM 2665 v ptitom-

nosti esencialniho oleje z tymianu
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Obr. 60 Produkce biogennich amini kmenem Enterococcus faecalis CCM 2665 v pritom-

nosti esencialniho oleje ze skotice

Podle obrazku 61 doslo u bakterialniho kmene Enterococcus faecalis CCM 4224 k Castec-
nému snizeni produkce fenylethylaminu o ptiblizné€ 50 % ptisobenim esencialniho oleje le-
mongras o koncentraci 1000 mg/l. Po 48 hodinéch jiz pokles nebyl zaznamenan. Snizeny
obsah po 24 hodinové kultivaci byl detekovan u tyraminu, a to o jednu ¢tvrtinu. Ke snizeni

obsahu nedoslo u putrescinu, kadaverinu a histaminu.
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Obr. 61 Produkce biogennich aminii kmenem Enterococcus faecalis CCM 4224 v ptitom-

nosti esencidlniho oleje lemongras

Esencidlni olej z tymianu podle obrazku 62 snizil produkci putrescinu bakteridlnim kmenem
Enterococcus faecalis CCM 4224, a to pii koncentraci 1000 mg/l po 48 hodinach. Obsah
kadaverinu po dvoudenni kultivaci byl sniZzen o cca jednu tetinu u obou pouzitych koncen-

traci oleje. Produkce histaminu byla snizena piiblizné o 20 % po 48 hodinach v obou pouzi-

tych koncentracich esencialniho oleje.
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Obr. 62 Produkce biogennich amini kmenem Enterococcus faecalis CCM 4224 v piitom-

nosti esencialniho oleje z tymianu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 71

9.1.3 Vliv esencialnich oleji na produkci biogennich amint u Proteus mirabilis

Podle obrazku 63 bylo prokazano snizeni mnozstvi aminti po 48 hodinové kultivaci kmene
Proteus mirabilis CCM 7188 pouze u fenylethylaminu a tyraminu piisobenim oleje z lemon-
gras o koncentraci 500 mg/l. K vyraznému snizeni putrescinu doslo po 24 hodinové¢ kultivaci
(pti téze koncentraci) ptiblizn€ o 40 %. Produkce kadaverinu a histaminu byla sniZena pouze

po 24 hodinové¢ kultivaci.
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Obr.63 Produkce biogennich aminti kmenem Proteus mirabilis CCM 7188 v pfitomnosti

esencidlniho oleje lemongras

Esencidlni olej z rozmarynu podle obrazku 64 nemél vyrazngjsi vliv na produkci putrescinu,
kadaverinu a histaminu produkovanych bakterialnim kmenem Proteus mirabilis CCM 7188.
K minimalnimu sniZeni doslo u fenylethylaminu. Po dvoudenni kultivaci bylo sniZeno pouze

mnozstvi tyraminu, a to celkem o 20 %.

Obrazek 65 ukazuje vliv esencialniho oleje z tymidnu na produkci aminti bakterialnim kme-
nem Proteus mirabilis CCM 7188. K vyrazn¢jSimu sniZzeni produkce amint doslo pouze u
tyraminu, a to cca 0 20 % po 48 hodinov¢ kultivaci. Pokles byl zaznamenan po 24 hodinové
kultivaci pfi koncentraci 500 mg/1 také u fenylethylaminu, kadaverinu a histaminu. Ke sni-

Zeni obsahu putrescinu téméf nedoslo.
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Obr. 64 Produkce biogennich aminti kmenem Proteus mirabilis CCM 7188 v pfitomnosti

esenciadlniho oleje z rozmarynu
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Obr. 65 Produkce biogennich aminti kmenem Proteus mirabilis CCM 7188 v pfitomnosti

esencidlniho oleje z tymianu

Podle obrazku 66 esencialni olej ze skofice nemél vyraznéjsi vliv na snizeni produkce amini

kmenem Proteus mirabilis CCM 7188. Doslo pouze ke snizeni produkce fenylethylaminu

po 24 hodinové kultivaci, a to skoro o polovinu.
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Obr. 66 Produkce biogennich amini kmenem Proteus mirabilis CCM 7188 v pfitomnosti

esencialniho oleje ze skofice

9.1.4 Vliv esencialnich oleji na produkci biogennich amint u Salmonella ente-
rica
Esencidlni olej z tymianu mél podle obrazku 67 vliv pouze v koncentraci 1000 mg/1 na pro-

dukci amint bakterialnim kmenem Sa/monella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM

4420. Snizeni bylo do 20 % po 48 hodinové kultivaci u vSech sledovanych amint.

FEM PUT

i Konc. 500 mg/l (24 hod.) & Konc. 1000 mg/I (24 hod.)
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M Konc. 500 mg/| (48 hod.) & Konc. 1000 mg/| (48 hod.)

Obr. 67 Produkce biogennich amini kmenem Salmonella enterica subsp. enterica ser. En-

teritidis CCM 4420 v pfitomnosti esencidlniho oleje tymian
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Ke snizeni produkce biogennich amint doslo podle obrazku 68 u testovaného kmene Sal-
monella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420 po 24 hodinové kultivaci v pii-
tomnosti skoficového oleje. Snizen byl obsah putrescinu piiblizn€ o polovinu pii koncentraci
500 mg/l. Obsah kadaverinu byl cca o 60 % sniZen po 24 hodinové kultivaci. Ptiblizn€ o
jednu Ctvrtinu bylo sniZzeno mnozstvi histaminu. Na produkci tyraminu esencidlni olej ze
skotice nem¢l témér zadny vliv.
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PUT KAD HIM TYM

# Konc. 500 mg/l (24 hod.) & Konc. 1000 mg/| (24 hod.)
Konc. 500 mg/I (48 hod.) 2 Konc. 1000 mg/I (48 hod.)

Obr. 68 Produkce biogennich amin kmenem Salmonella enterica subsp. enterica ser. En-

teritidis CCM 4420 v pfitomnosti esencidlniho oleje ze skofice
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DISKUSE

V posledni dob¢ se lidé snazi co nejvice zlepsit udrznost potravin, a tim 1 vyuzit rizné moz-
nosti, jak uchovat potraviny co nejdéle a nejlépe. Esencialni oleje si zaslouzi velkou pozor-
nost pro svoji antimikrobialni aktivitu proti riznym patogentim, které mohou znehodnocovat
potraviny. Esencialni oleje z oregana a tymidnu obsahuji fenolové slozky karvakrol a tymol,
které mohou snizovat aktivitu mikroorganizmi. Radi se mezi nejvice doporudované nahrady

chemickych konzervaénich latek. [38, 39]

Esencidlni oleje svym lipofilnim charakterem a uhlovodikovou strukturou obsahuji velké
mnozstvi alkoholti, fenolti a monoterpent, které mohou ovliviiovat rist bakterii. Hlavnimi
slozkami esencialnich olejt, které maji vliv na inhibici bakterii, jsou thymol, karvakrol, eu-
genol a kyselina skoficova. Esencidlni oleje vice plisobi na gram-pozitivni bakterie, nez
gram-negativni. DileZity vliv na sloZeni esencidlnich olejii ma rostlinny genotyp, geogra-
fické umistnéni rostlin, odriida, podnebi i vyziva rostlin. Pisobeni esencidlnich oleji miize

byt potencovano v kyselém prostiedi [39]

Prace byla zaméfena na sledovani antimikrobniho pisobeni péti esencidlnich oleji v sedmi
koncentracich na dekarboxylaza-pozitivni bakterie rodd Lacctococcus, Enteroccous, Pro-
teus a Salmonella. Utelem prace bylo zjistit, zda krom& ovlivnéni ristu vybranych kment
bude pomoci esencialnich olejii dosazeno i sniZzeni produkce biogennich aminli histaminu,

putrescinu, tyraminu, fenylethyaminu a kadaverinu.

Mezi nejic¢inngjsi esencidlni oleje se fadi oleje z oregana a tymianu. Oreganovy olej je zndm
svou antimikrobni aktivitou nejspi$ z diivodu, ze ve svém slozeni obsahuje karvakrol [2-
methyl-5-(1-methylethyl) fenol]. Karvakrol je schopen zplsobit dezintegraci vnéj$i mem-
brany bakterii, uvoliiovat lipopolysacharidy a zvySovat propustnost cytoplazmatické mem-
brany, ¢imz dochazi k zastaveni ristu a popt. az k degradaci bunky. Bylo prokazano, ze
karvakrol mé bakteriostatické a baktericidni G¢inky na druhy Escherichia coli, Listeria mo-

nocytogenes, Salmonella enterica, a Bacillus subtilis. [38, 39]

Experimentem se potvrdila nejvétsi G€innost esencidlniho oleje z oregana jak na rist testo-
vanych bakterialnich kmend, tak i na sniZeni produkce biogennich amint. Vliv na rast bak-
terii kmenil byl zaznamenan jiZ pti koncentraci 250 mg/ 1, stanoveno pomoci difuzni metody
u bakterialniho kmene Lactoccocus.subsp cremoris CCDM 824. Dilu¢ni metoda tuto sku-

te¢nost potvrdila. Sledovani zastupci rodu Lactoccocus prokazali nejveétsi citlivost ze vSech
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sledovanych bakteridlnich kmenti. Produkce biogennich aminli byla pouzitim esencialnich
olejl snizena opét nejvice u rodu Lactoccous, hlavné kmene Lactococcus lactis subsp. lactis
CCDM 141, kde doslo ke snizeni biogenniho aminu putrescinu az o polovinu po 48hodinové
kultivaci a aplikované koncentraci 1500 mg/l. Vyrazny vliv na snizeni biogennich amint
m¢él esencialni olej z oregana i na kmen Enterococcus durans CCDM 53, kde doslo ke sni-
zeni produkce kadaverinu pfiblizn¢ o 75 %. Inhibice rodu Enterococcus byla prokazéana pii
koncentraci 1000 mg/l. Vliv esencialniho oleje z oregana na sledované gram-negativni bak-
terie rodu Salmonella a Proteus nebyl zjistén. Nedoslo ke snizeni produkce biogennich

aminu ani k inhibici rastu.

Podobné jako u oreganového oleje jsou dominantni slozkou u esenciédlnich olejii z tymianu

ziskanych z rostlin Thymus vulgaris fenolické slou€eniny thymol a karvakrol. [39]

Pouzité koncentrace esencidlniho oleje z tymidnu v predlozené praci mély vliv hlavné na
inhibici bakterialniho rodu Lactococcus. Minimalni inhibi¢ni koncentrace byla stanovena u
bakterialniho kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 na 1000 mg/1. PouZité kon-
centrace esencialniho oleje z tymidnu nezpiisobily inhibici u rodti Enterococcus, Proteus a
Salmonella. 1 kdyz nebyla zjisténa tplna inhibice u rodu Enterococcus, plisobenim esenci-
alniho oleje doslo k nejvétsimu snizeni produkce biogenniho aminu kadaverinu ptiblizné o
80 % u kmene Enterococcus faecalis CCM 2665. Pokles kadaverinu a putrescinu cca
0 20 % byl zaznamenan u mikroorganizmu Proteus mirabilis CCM 7188. Pokles vSech sle-
dovanych biogennich amini do 20 % produkovanych kmenem Salmonella enterica subsp.
enterica ser. Enteritidis CCM 4420 byl zaznamenan pti koncentraci 1000 mg/l po dvoudenni

kultivaci.

Mezi nejrizikovéjsi potraviny, které jsou nejcastéji napadany psychrotrofnimi bakteriemd,
pfevazné gram-negativnimi, patii Cerstvé ryby. Ve sledované studii byly, kromé oleje z
oregana a tymianu, pouZity i emulze esencidlniho oleje z rozmarynu. Vzorky pstruha duho-
vého byly ponoteny po dobu 3 minut do ptipravenych emulzi a byl sledovan vliv na pokles
nezadoucich mikroorganizmi. Nejvetsi ucinnost na mikroorganizmy prokazaly emulze pfi-
pravené z oreganového a tymidnového oleje. VIiv rozmarynového oleje byl sice také proka-

zatelny, ale jeho podstatnou nevyhodou zlstava nahotkla chut’ testovanych vzorki. [40]

Prace celkové potvrzuje, Ze antimikrobni G€inky esencialniho oleje z rozmarynu nejsou za-

nedbatelné. Nejvnimaveéjsi byl opét rod Lactococcus. Nejnizsi stanovena MIC u Lactococcus
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lactis subsp. cremoris CCDM 946 byla 500 mg/l. Enterococcus durans CCDM 53, jako
jediny ze sledovanych zastupcii rodu Enteroccus, prokéazal inhibici pti 1500 mg/1. U tohoto
kmene doslo také ke snizeni produkce biogennich aminli kadaverinu o 70 % a putrescinu
téméf o polovinu, pii koncentraci 1000 mg/l. Zhruba tfetinova produkce kadaverinu byla pak
prokdzand u Enterococcus faecalis CCM 2665. Biogenni aminy byly vyznamné snizeny
i u bakterialnich kmenii Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946, kde koncentrace

500 mg/1 snizila produkci putrescinu a kadaverinu pfiblizné€ o 60 %

Lemongras esencialni olej pfi koncentraci 1000 mg/1 inhiboval rast rodu Lactoccocus 1 rodu
Enteroccocus. Nejvice se podafilo sniZit obsah biogenniho aminu kadaverinu az o 80% pro-
dukovaného Enterococcus faecalis CCM 2665. U rodu Lactoccocus doslo ke sniZeni ka-
daverinu kmenem Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824. Z prace vyplynulo, ze
esencidlni olej lemongras mél vliv na snizeni kadaverinu. Sledované gram-negativni bakterie
rodl Proteus a Salmonella neprokazaly citlivost na esencialni olej lemongras, a ani nedoslo

k pozastaveni produkce biogennich amint.

Skoticovy esencialni olej pozastavil rist pouze u rodu Lactococcus pti koncentraci 500 mg/1,
ptesnéji u Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 a Lactococcus lactis subsp. cremoris
CCDM 824. U laktokokt byla ptisobenim tohoto oleje snizena az o polovinu produkce bio-
gennich amintll fenylethyaminu. putrescinu, a to ptesnéji u kmene Lactococcus lactis subsp.
cremoris CCDM 824. Zajimavym zjiSténim, které z prace prokazatelné vyplynulo, je, Ze
esencialni olej ze skofice nem¢l na rist enterokokl prakticky zadny vliv, ale doslo k vyraz-
nému snizeni obsahu aminu kadaverinu az o cca 70 % u Enterococcus durans CCDM 53 a

Enterococcus faecalis CCM 2665.

Esencialni olej ze Salvéje neprokazal, pii pouzitych koncentracich, snizeni ristu zadného ze
sledovanych bakterialnich kment. Nejvétsi vliv esencidlniho oleje ze Salvéje na snizeni pro-
dukce biogennich aminll byl zjist€n u kmene Enterococcus durans CCDM 53, kde doSlo
ke snizeni produkce kadaverinu o ptiblizné 80 %. Jediny z laktokoktli, Lactococcus lactis

subsp. cremoris CCDM 946, snizil v jeho pfitomnosti produkci tyraminu, a to asi 0 20 %.
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ZAVER

Ptedlozena prace je zamétfena na sledovani inhibi¢nich uc¢inka esencidlnich oleji z lemon-
gras, oregana, rozmarynu, skofice, Salvéje a tymianu. Soucasné byl sledovan na dekarboxy-
laza-pozitivnich zastupcich rodt Lactococcus, Enterococcu, Proteus a Salmonella vliv oleji

na produkci biogennich amint. Na zaklad¢ ziskanych vysledki 1ze konstatovat:

e 7z testovanych esencialnich oleji vykazoval nejlepsi antibakterialni uCinky olej z

oregana a to predevsim u rodu Lactococcus, a to uz pti koncentraci 25 mg/I,

e nejcastéji byla snizena produkce biogenniho aminu kadaverinu u vSech sledovanych
bakterialnich kment, kromé Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48, Lacto-
coccus lactis subsp. lactis CCDM 1004,

e nejvnimavejsi bakterii na testované esencialni oleje se stal Lactococcus lactis subsp.
lactis CCDM 48, kde byla snizena i produkce biogenniho aminu fenylethyaminu

pusobenim esencialniho oleje z tymianu a rozmarynu,

e bakterie Enterococcus faecalis CCM 2665 pusobenim pouzitych esencialnich oleji

sniZila produkci kadaverinu az o 80%,

¢ inhibi¢ni uc¢iniky se neprojevily u rodl Proteus a Salmonela, ale doslo k ¢astecnému
snizeni obsahu biogennich aminti pfiblizné o 20 %, a to histaminu, putrescinu, tyra-
minu, fenylethyaminu a kadaverinu ptisobenim vSech pouzitych esencidlnich oleji

a jejich koncentraci 1000 mg/1,

e nejméné vnimavym bakteridlnim kmenem byla Salmonella enterica subsp. enterica
ser. Enteritidis CCM 4420, kde G¢inek tymidnu sniZil produkci vSech sledovanych

biogennich aminii 0 20 %.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

EO  Esencidlni olej

BA  Biogenni aminy

NEG Negativni

POZ Pozitivni

FEM Fenylethylamin

PUT Putrescin

KAD Kadaverin

HIM Histamin

TYM Tyramin

CCM Ceska sbirka mikroorganizmii

CCDM Sbirka mlékatskych organismt
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