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Uvod

Dlouhodoby vyzkum biologicky aktivnich pfirodnich latek odhalil jejich mnohé diive
neznamé ucinky a také ¢astecné objasnil mechanismy jejich u¢inku na rizné organismy. Diky
témto poznatkiim a souCasnému trendu tzv. ,zeleného spotiebitelstvi® zacaly byt pfirodni
latky chapany jako mozné alternativy kdnes Siroce vyuzivanym syntetickym
latkam. Probihajici vyzkumy jsou zaméfeny piedevSim na jejich mozné pouziti
V potravinairském, zemédélském a farmaceutickém primyslu.

Mezi biologicky aktivni pfirodni latky se ftadi 1 silice, které maji diky svym
antimikrobidlnim uc¢inktim potencidl stat se napf. alternativnimi konzervanty potravin. Tato
prace zkouma antimikrobialni aktivitu silic v plynné fazi proti nezadoucim a patogennim
mikroorganismim, které se vyskytuji na minimaln¢ zpracovaném (fresh-cut) ovoci a zelening.

Fresh-cut produkty nebyly vybrany nahodou, trh s nimi se diky propagaci zdravého
zivotniho stylu rychle rozviji. AvSak v souvislosti se zvySenou spotiebou téchto produkti
stoupd 1 pocet epidemii prijmovych onemocnéni, jejichz pfi¢inou jsou pravé patogenni
mikroorganismy ptitomné na fresh-cut produktech. Riziko nakazy nelze vzhledem
K vyrobnim postuptim fresh--cut produkti podcenovat. V souCasnosti totiz neexistuji
dostate¢né G¢inna opatieni, ktera by dokazala z fresh-cut produkt nezadouci mikroorganismy
zcela odstranit.

Je proto tieba hledat nova opatieni, ktera ptisp&ji k vétsi bezpecnosti téchto produkti.



Hypotéza
e Silice v plynné fazi lze uspésné vyuzit k potlaceni vyskytu patogennich a dalSich
nezadoucich mikroorganismi v minimalné zpracovaném ovoci a zelening.
e Silice pusobi pozitivné nebo neutrdln¢ na organoleptické vlastnosti testovanych
potravin.
o Aplikace silic v plynné fazi na produkty je ekonomicky vyhodna a snadno pouzitelna,
l1ze ji tedy vyuzit v odvétvi potravinarského primyslu zaméfujicim se na vyrobu

minimaln¢ zpracovanych potravin, pfedevsim pak ovoce a zeleniny.

Cil prace

Hlavni cil

Optimalizace metody aplikace vybranych silic v plynné fazi na minimalné zpracované ovoce

a zeleninu a posouzeni jejiho mozného vyuziti v bézné potravinaiské praxi.

Dil¢i cile

1. Vybér nejvhodnéjsich odrad bazalky, dobromysli, tymianu a saturejky z hlediska
kvantitativnich (vynos) a kvalitativnich (antimikrobialni aktivita) vlastnosti silic. Izolace
silic s vypéstovanych rostlin.

2. UrCeni vhodné metody aplikace plynné faze silic na vybrané minimalné zpracované
potraviny.

3. Ur¢eni minimalni inhibi¢ni koncentrace plynné faze vybranych silic (MIC), ktera jednak
zajisti inaktivaci patogennich mikroorganismii a dale prodlouzi uchovatelnost vybranych
potravin.

4. Urceni vhodné kombinace ,silice-potravina® s ohledem na vysledné organoleptické

vlastnosti produktu.



1. Silice

Silice neboli esencialni oleje jsou smési vonnych, t€kavych latek ptirodniho pavodu, které
lze ziskat z téméf vSech Casti rtiznych druht rostlin za pomoci destilace. Sili¢naté rostliny
byly ¢lovékem vyuzivany odnepaméti napt. jako kofeni, konzervanty, slozky vonnych masti
apod. Vice nez 2000 let pt. n. |. se Egyptané naudili silice izolovat pomoci destilace, coz
napomohlo k diverzifikaci jejich pouziti a také K rozsifeni obchodu s nimi. Od 13. stoleti se
proto v Evropé¢ zacinaji vice vyuzivat v Iékaistvi a s objevem mikroorganismt je objasiiovana
I jejich 1é¢iva podstata. Avsak na zacatku 19. stoleti vyznam silic jako 1é¢iv a konzervacnich
latek, vzhledem k vyvoji ucinnéjsich a ,,snadno davkovatelnych* syntetickych latek, upada.
Od 20. stoleti tak nachazeji hlavni uplatnéni jako ochucovadla a aromata v potravinaiském
a také v kosmetickém pramyslu (Edris, 2007). Znalosti 1é¢ivych vlastnosti jsou pak vyuzivany
pfevazné v alternativni medicin€. Dosud bylo popsano cca 3000 silic, z toho je 300 komeréné
vyznamnych (Burt, 2004).

V poslednich desetiletich se ukazuje, Ze masivni vyuzivani syntetickych pfipravki jak
v medicingé, tak v potravinafstvi, snizilo ucinnost téchto latek proti nezadoucim
mikroorganismiim a stale Cast&ji se objevuji i organismy k danym prostiedkim rezistentni.
Cetné studie navic poukazuji na potencialni zdravotni rizika spojend s pouzivanim t&chto
prostiedki (Parke a Lewis, 1992). Tato fakta a také soucasny trend zapadni spole¢nosti
— odmitani vSeho syntetického a navrat k pfirodé¢ — vede K renesanci ve vyzkumu vyuziti
antimikrobialnich, virucidnich, antiparazitickych a dal§ich vlastnosti silic, ale i jinych
biologicky aktivnich pfirodnich latek. Jednim z odvétvi vyzkumu je potravinaistvi, kde je

zkoumana moznost uplatnéni silic jako alternativnich konzervantt riznych druht potravin.

1.1 Chemicka podstata silic a faktory ovliviiujici jejich sloZeni

Silice jsou sekundarni metabolity rostlin. V ¢istém stavu se vyskytuji v podobé¢ olejovitych
kapalin rtiznych barev. Jsou to tékavé, hydrofobni smési tvotené velkym poctem latek (napf.
20-60), pticemz zpravidla tfi latky tvofi majoritni ¢ast silice (az 85 %) a urcuji jeji biologické
vlastnosti (Tajkarimi et al., 2010). Latky obsazené ve smésich jsou rizné chemické povahy
a rostliny je syntetizuji nékolika rGznymi zpisoby. Jednotlivé slozky lze podle jejich
biosyntetickych drah rozdélit do tii skupin.

Hlavni, pocetn&jsi skupinu tvofi terpeny a terpenoidni latky, napf. cymen a mentol.
Zakladnim stavebnim prvkem terpent je molekula izoprenu (2-methyl-1,3-butadien). Podle

po¢tu izoprenovych jednotek tucastnicich se na jejich stavbé se terpeny dale deli



na hemiterpeny, monoterpeny, seskviterpeny, tetraterpeny atd., pti¢emz mohou molekuly
izoprenu tvofit cyklicky nebo alifaticky fetézec.

Slozky silic patii pfedev§im do skupiny monoterpent (C10) a seskviterpent (C15).
Terpenické latky obsazené v silicich Ize dale rozliSovat podle navazanych funkc¢nich skupin
(napt. alkoholy — borneol, mentol, aldehydy — geranial, ketony — karvon, fenoly — tymol,
karvakrol atd.) (Bakkali et al., 2008).

Druhou méné pocetnou skupinou jsou latky s aromatickym jadrem, za jejich zakladni
stavebni prvek je povazovan fenylpropan. Radi se sem napiiklad cinnamaldehyd, eugenol,
anethol a dalsi.

Tteti nejméné pocetnou skupinou jsou alifatické slouceniny obsahujici siru nebo dusik
napt. isothiokyanat, diallyldisulfid (Bakkali et al., 2008).

Slozeni silic je zavislé na mnoha vnitinich a vnéjSich faktorech. Kompozice silic je
ovlivnéna chemotypem rostliny, ontogenetickou fazi rostliny, kdy napt. bylo pozorovéno,
Ze béhem rustu Cymbopogon martini se zvySuje obsah eugenolu v silici z65 na 81 %
(Sangwan et al., 2001). Slozeni silic se muze lisit i s ohledem na organ rostliny, ve kterém je
silice metabolizovana. Napft. silice ziskana z kiry skoficovnikii obsahuje jako hlavni slozku
cinnamaldehyd, zatimco silice z listii té samé rostliny ma za hlavni slozku eugenol (Flach,
1999).

Obsah silic vrostling je ovlivnén ontogenetickym stadiem rostliny. Obecné Ize
konstatovat, Ze nejvysSi mnozstvi silice je v rostlindch obsaZeno pfed a na zafatku kveteni
(Hay a Waterman, 1993). Mezi dalsi faktory ovliviiujici mnozstvi silice v rostliné se fadi
vngjsi podminky — lokalita, mnozstvi srazek, doba sluneéniho svitu, hnojeni (Hay
a Waterman, 1993; Sangwan et al., 2001).

Silice rostlindm primarné slouzi jako komunikac¢ni prostfedek s okolim. Zprostiedkovavaji
komunikaci mezi samotnymi rostlinami, dale slouzi jako atraktant pro opylovace
a Vv neposledni fad¢ jako ochrana pied nezadoucimi organismy, kdy silice nejen ze jsou
schopny nezadouci organismus odpudit, ale i zcela znicit. A pravé jejich biologicky ucinek

na nejriznéjsi organismy je predmétem intenzivniho zkoumani.

1.2 Biologicka aktivita silic

Cetné studie potvrzuji a shrnuji antimikrobialni, virucidni, antiparazitickou a insekticidni
aktivitu silic znamou z tradi¢niho vyuziti (Burt, 2004; Bakkali et al., 2008; Tajkarimi et al.,
2010; Lang a Buchbauer, 2012). Intenzivni vyzkum dale odhalil jejich dal$i vyuzitelné



vlastnosti jako antioxida¢ni, protinddorovou a nociceptivni aktivitu (Edris, 2007; Adorjan
a Buchbauer, 2010). Pravdépodobné nejéastéji je vSak dokumentovana antimikrobialni

aktivita, které se bude vénovat nasledujici podkapitola.

1.2.1 Antimikrobialni aktivita silic — mechanismus ucinku

Vzhledem ke zna¢né riiznorodosti chemické povahy jednotlivych latek, ze kterych jsou
silice slozeny, nelze piredpokladat, ze by vSechny latky pusobily stejnym zplisobem, ani ze by
kazda latka pusobila pouze na jedinou specifickou ¢ast bunky (Carson et al., 1995; Burt,
2004; Bakkali et al., 2008; Tiwari et al., 2009). O popsani mechanismu u¢inku jednotlivych
silic (popf. jejich hlavnich komponent) proti riznym mikroorganismim usiluje fada studii.
Dosavadni poznatky rozsahle shrnuje napt. Hyldgaard (2012) a Nazzaro (2013).

V pievazné vétsing pripadu bylo prokazano, Zze gram negativni mikroorganismy (G-) jsou
V porovnani s gram pozitivnimi (G+) vuéi Gcinku silic odolngjsi. Tato odlisnost je dana
rozdilnym charakterem bunééné stény G+ a G- bakterii (obr. 1). Bunécna sténa G-
mikroorganismi je tvoifena kromé peptidoglykant i vrstvou lipopolysacharidli. Pfedpoklada
se, Ze tato vrstva dokaze do jisté miry zachytit hydrofobni slozky silic, a omezit tak jejich
prinik do bunky samotné (Vaara, 1992; Nikaido, 2003).

Obrazek 1: Struktura bunééné stény G+ a G- bakterii

G-
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Ptevzato z http://www.wikiskripta.eu

Nejcastéji je zkouman mechanismus ucinku silic obsahujici latky jako karvakrol, tymol,
cinnamaldehyd a eugenol, u kterych byla prokazana nejvétsi antimikrobidlni u¢innost.
Bylo zjisténo, ze pro antimikrobialni aktivitu karvakrolu a tymolu je dalezita hydroxylova

funkéni skupina a delokalizované elektrony aromatického jadra (Ultee et al., 2002).



Tyto dvé latky reaguji s membranovymi proteiny, a zptisobuji tak jeji funkéni a strukturalni
zmény, coz ma za nasledek zvyseni propustnosti membrany — dokumentované napf. ztratou
membranového potencidlu, unikem K ionti a ATP. Karvakrol ma také vliv na slozeni
mastnych Kyselin v cytoplazmatické membrané bunék.

U G- bakterii reaguji tyto latky s fosfolipidovou ¢asti bunééné stény (vnéj$i membrana),
Vv nizkych koncentracich dochazi ke zvySeni fluidity membrany a k naslednym zménam v jeji
struktufe, které maji zpilisobené zmény vyrovnat. Ve vysSich koncentracich dochazi
k destrukci membrany.

Karvakrol ma vliv i na syntézu flagelinu a snizenim membranového potencidlu také
ovlivituje motilitu bunék s bic¢iky (Burt, 2004). Za zminku stoji schopnost potlaceni tvorby
toxint u nékterych mikroorganisma (Lambert et al., 2001; Burt, 2004).

V ptipad¢ tymolu byl dale prokdzan vliv na citratovy cyklus a enzymy piimo nebo nepiimo
zapojené do syntézy ATP (Di Pasqua et al., 2010).

U latek ze skupiny fenylpropanid — eugenolu a cinnamaldehydu byl také dokumentovan
mechanimus u¢inku. Eugenol zvySuje propustnost cytoplazmatické membrany, avsak neméni
jeji strukturu (Gill a Holley, 2006). V cytoplazm¢é buiiky se eugenol diky hydroxylové
skupiné vaze a méni vlastnosti proteinii, coz bylo prokazano napf. inhibici funkce enzymil
jako amylaza, proteaza ATPaza (Hyldgaard et al., 2012).

Cinnamaldehyd se diky pfitomné aldehydové skupiné kovalentné vaze na aminoskupiny
DNA a bilkovin, a méni tak jejich funkci. Bylo prokazano, ze ucinek cinnamaldehydu je
zavisly na koncentraci. V nizkych koncentracich napiiklad inhibuje enzymy zodpovédné
za déleni bunék, V subletdlnich inhibuje ATPazu. V letalnich méni (narusuje) bunécnou
membranu, coZ se projevuje napi. zménou ve sloZeni lipidi membrany, jeji depolarizaci nebo
ztratou jeji integrity (Nazzaro et al., 2013).

Pti zkouméni mechanismu ucinku jednotlivych slozek silic bylo také zjisténo, ze slozky,
které samy nemaji letalni u¢inek, mohou piisobit v synergii s G¢innymi slozkami. Piikladem
je napf. p-cymen (prekurzor tymolu a karvakrolu). Tato latka ptsobi jako ,,membranova
necistota”, jez zpuasobuje zmény, které pro builku nejsou smrtelné (napf. zmeény
V membranovém potencidlu, pokles entalpie membran a nasledné sniZzeni bodu rozpustnosti
membran). Tyto fyziologické procesy vSak usnadnuji vstup ucinngjsich latek (karvakrolu)
do buiiky (Ultee et al., 2002; Cristani et al., 2007).

ZvySse uvedeného piehledu, ktery =zdaleka neni vyCerpavajici, lze konstatovat,
ze mechanismus ucinku silic je velice rtiznorody, Vv mnoha ptipadech neni zcela objasnén

azavisi na silici i daném mikroorganismu (Holley a Patel, 2005). Za hlavni cesty
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antimikrobialniho uc¢inku silic lze vSak povazovat vliv na propustnost membran, inhibici

funkce riznych enzymt a zmény Ve struktuie DNA a proteint.

1.2.2 In vitro antimikrobialni aktivita silic

In vitro antimikrobialni aktivita silic napf. proti patogennim mikroorganismim zvifat,
Cloveéka, ale i rostlin, je pravdépodobné nejcastéji dokumentovand vlastnost silic. Mira
ucinnosti je vyjadiovana jako minimalni baktericidni koncentrace (MBC), castéji vSak jako
minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). MBC je nejcastéji definovana jako nejnizsi
koncentrace dané latky, ktera vede k usmrceni 99,9 % bunék (Skandamis et al., 2001). MIC je
autofi definici MIC a MBC mirné€ upravuji, proto je mnohdy obtizné porovnavat vysledky
jednotlivych studii. Pfehled riznych definic MIC a MBC udava napt. Burt (2004).

Silice jsou testovany pievazné ve své kapalné fazi pomoci diskovych a dilu¢nich metod,
avsak v poslednich dvaceti letech se zajem pfesouva k antimikrobidlni aktivité silic v plynné
fazi (Tyagi et al., 2012), testovanych pomoci difuznich metod. Tyto metody vyuzivaji
ptirozené tékavosti silic, eliminuji nékteré nedostatky testt v kapalné fazi silic a zaroven
poskytuji stejné, nebo i vyrazné lepsi vysledky, tedy niz§i minimaln€ inhibi¢ni koncentrace
(MIC) (Laird a Phillips, 2012).

Silice testované v in vitro podminkach bez ohledu na testovaci metodu prokazaly G¢innost
proti fadé patogennich mikroorganismti napt. Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella enteritidis a dalsich, které jsou nejéastéjsi ptic¢inou vzniku onemocnéni z potravin.
(Tassou et al., 1996; Lopez et al., 2005; Moreira et al., 2005; Nedorostova et al., 2008;
Nyachuba, 2010). Za nejefektivnéjsi lze povazovat silice obsahujici tymol, karvakrol
a cinnamaldehyd (Kloucek et al., 2012). MIC danych latek mtze Vv zavislosti na daném
mikroorganismu, metod¢ a silici byt i pouhych 3,9 ug/l (Bakkali et al., 2008). Silice jsou také
ucinné proti plisnim, bakteriim a kvasinkam zptisobujicim kazeni potravin jako Pseudomonas
sp. Alternaria sp., Aspergillus sp. atd. (Tournas, 2005; Antunes a Cavaco, 2010).

Vsechny in vitro studie poukazuji na znaény potencial vyuziti antimikrobialnich vlastnosti
silic v potravinaiském pramyslu. Kromé jejich tékavosti a vysoké ucinnosti se za piednost
povazuje i to, Ze fada komponentl silic je registrovana Evropskou komisi (EC, 2002)
a americkou FDA (Food nad Drug Administration) jako potravinatrska aditiva, a jsou tedy
chépany jako latky neptedstavujici Zadné nebezpeci pro zdravi spotiebiteld. Cela fada silic,

véetné téch testovanych v ramci této prace, je zatazena v FDA seznamu GRAS (Burt, 2004).



1.2.3 Testy antimikrobialni aktivity silic v potravindach

Antimikrobidlni aktivita silic je Vv potravinach testovana jednak proti patogennim
mikroorganismiim piedstavujicim nebezpeci pro Clovéka a dale proti mikroorganismim
zpusobujicim kazeni potravin. Silice jsou testovany na celé tfadé¢ produktd ZzivociSného
(mléko, mlécné vyrobky, maso, masné vyrobky, moiské plody) ale i rostlinného ptvodu
(ovoce, zelenina, dzusy atd.). V mnoha piipadech vede aplikace silic kK vyznamné eliminaci
patogennich mikroorganismu (Tiwari et al., 2009; Tajkarimi et al., 2010). Zaroven se vSak
ukazuje, ze G¢innost silic v potravinach je ovlivnéna tadou faktord: pH, obsahem tuku,
bilkovin, vody a povrchem potraviny (Burt, 2004). Pfevazna vétSina téchto faktord ucinek
silic snizuje, proto je k zaji$téni ucinnosti srovnatelné s in vitro testy nutné zvysit koncentrace
silic 10 az 100krat (Burt, 2004). Avsak tak vysoké koncentrace silic maji zpravidla negativni
vliv na organoleptické vlastnosti produktu — od vzhledu pies chut’ az po texturu (Tiwari et al.,
2009). Vzhledem k témto protichidnym vlastnostem silic jsou v soucasnosti v potravinaistvi
komeréné vyuzivany pouze dva konzerva&ni pripravky s jejich ptidavkem®.

Na druhou stranu se ukazuje, ze u¢innou koncentraci silic 1ze snizit, pokud jsou pouzity
v kombinaci s jinou konzerva¢ni technikou, tedy na principu ptekazkového efektu (Holley
a Patel, 2005). Doposud byly uc¢inky silic ovéfovany jednak Vv kombinaci sbé&zné
pouzivanymi konzerva¢nimi metodami (napf. modifikovana atmosféra, vysoky tlak, teplota,
ozareni, snizeni pH), ale i se zcela novymi experimentalnimi technikami jako napf. negativni
ionty vzduchu (Burt, 2004; Lopez et al., 2005; Tyagi et al., 2012). Napi. kombinace
cinnamaldehydu a nizké teploty pouzita k oSetieni mrkvového pyré vedla k potlaceni bakterii
a byla i dobte senzoricky hodnocena (Valero a Salmeron, 2003). Experimenty tedy potvrzuji,
7ze vhodna kombinace silice a dalSi konzervaéni metody muze vést k vyrobé chutné
a bezpectné potraviny.

Trendem ve vyzkumu komer¢niho vyuziti silic Vv potravinaistvi jako antibakterialniho
agens je tedy nalezeni optimalni metody jejich aplikace na rtizné druhy potravin. Znacna
pozornost je zaméfovana predevSsim na jejich mozné vyuziti pfi vyrobé minimalné
zpracovaného ovoce a zeleniny (Lanciotti et al., 2004), které vzhledem ke zptisobu vyroby
(kap. 3) predstavuji pro spotiebitele riziko v podobé nakazy patogennimi mikroorganismy
vyvolavajicimi pfevazné prijmova onemocnéni rizné zavaznosti. Piiklady experimentalni

aplikace silic na minimaln¢ zpracované produkty uvadi tabulka 1la a 1b.

! Napt DMC.Base Natural - potravinaisky konzervant vyrabény firmou DOMCA S.A., Alhendi'n, Granada,
Spain obsahuje 50 % silic (mix $alv&je, rozmarynu a citronu) a 50 % glycerolu. Dale pfipravky Protecta One
a Protecta Two - rostlinné extrakty vyrabéné firmou by Bavaria Corp. Apopka urcené k potlaceni ristu
mikroorganismi v masnych produktech.



Tabulka 1a: Priklady experimentalni aplikace silic na minimalné zpracované produkty

zjisténa

pouzita . .
. mikroorganismu |redukce
produkt |silice koncentrac ) . reference
e s mikroorganism
uKTJ/g
. cinnamaldehyd
ldehyd 1%
cinnamalaeny ? 1-2,3 log (Ravishanka
celer S. Newport karvakrol retal,
karvakrol 1% kompletni 2010)
redukce
K .
5 arvakrol,cinnamaldehyd (Mattson et
rajce , eugenol, B 0,25-1% Salmonella spp | =6 log
. . al., 2011)
resorcinolova k.
krajend
rajéata a N 1 e (Gunduz et
ledovy myrta 1000ppm S. typhimurium | = 1,66-1,89 log al,, 2009)
salat
ledovy - L N , (Gunduz et
salat oreganova silice 75ppm S. typhimurium | signifikantni al,, 2010)
.y L 15,75, . . - Gunduz
rajcata | oreganova silice 100ppm S. typhimurium | =2,78 log (2010)
firozend (Roller a
kiwi karvakrol 1mM iwikrofléra >3 log Seedhar,
2002)
meloun | karvakrol firozena (Roller a
. ) ’ 1mM P . , <1,5log Seedhar,
cukrovy |cinnamaldehyd mikrofldra
2002)
klic 2
r’1a icen cinnamaldehyd, 00 @ Salmonella spp (Weissinger
a 600mg/| . <1,5log
i vn karvakrol (6 serovar() et al., 2001)
vojtéska vzduchu
jablk
g':sti. (Raybaudi-
Ys lemograss, geraniol - E. coli 3 log v jablkdch | Massilia et
meloun,
. al., 2006)
dZusy
salat . P 0,1-10ml/I . (Singh et al.,
E. 1 : <1
hlavkovy tymidnova silice v roztoku coli 0157H:H7 ,5 log 2002)
salat g A 0,1-10ml/I . ) < 1,5 log, 1,5-3 | (Singh et al.,
ledovy tymianova silice v roztoku E. coli 0157H:H8 log 2002)
salat o pfirozena (Wan et al.,
hlavkovy | &5t2€°! 0.1-1% VNV | [ ikroflora 1,5-3 log 1998)

Tabulka je kompilaci dat pfevzatych z (Burt, 2004; Bajpai et al., 2012).; S. = Salmonella




Tabulka 1b:

Pi‘ehled testovanych silic na fresh-cut salatech

rodukt silice pouzita mikroorganismus Zjisténd redukce reference senzorické
P koncentrace 8 mikroorganismi log KTJ/g zkousky
L . 2,89 log
Escherichia coli 0157:H7
salat cinnamaldehyd+twee (Yossa et
L . 800 ppm 1,5lo ne
hlavkovwy |n PP Salmonella enterica & al., 2013)
B o ) pokles, po skladovani narlst
pfirozena mikrofléra
smés baby |oregano 0,5 log (10% emulze)
listt htebicek o o 25| 0 0 (Azizkhani
; ) 109 ,5 log(5% a 10% emulze)
Spenatu, _ _ zrﬁ'u?z/eo, 0% Escherichia coli 0157:H7 etal,, ne
lolo roso, zatar.la (Zataria 1,7:2,2 23,5 log 2013)
rukola multiflora)
L. monocytogenes 6,5;2,7; 2,2 log nejvétsi
. oregano (karvakrol); o ,
smes: v 0,125% (O), |vy. enterocolitica 5,3;2; 2,1 log rozdily v
, rozmaryn (1,8 135 45 4 (De ,
ledovy . A 2% (R) hodnoceni
salat, fepa cineol); mix silic (1/4 A. hydrophilla >7;3;2,5 10 Azeredo et aromatu
» "€P3 | \11C oregano+1/MIC - fyarop 735 52108 al., 2011) U
rozmaryn (I%) ’ P. fluorescens 4,9;1,9; 2,3 log hodnoceni
; : . tladen
oregano 250 ppm O,VS, vl,Zle, 1,17 log(0. den po potlaceni
osetreni) aromatu
. . Guti latu, 7.
’ oregano + tymidn 1254250 | cpa1 enterobakterie, 0:631 o,s37, 1,17 (0. den po (Gutierrez |salatu,
salat ppm seudomonas odetieni) etal., den
P 2009) nepozivatel
chlor 120 ppm 1,17; 0,55; 1,58 né jako
kontrola
salat mata, bazalka 0,01 ml/I, S. typhimurium 0,75-md (M), 1,2-1,8 (B) (Karagozlu |ne
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0,032 ml/I, , _ etal.,
0.08 ml/! E. coli 0157:H7 0,27 — md (M) 1-1,7 (B) 2011)
(Posada-
. . lzqui
salat chlor 150 mg/ml | E. coli 0157:H7 1,23 log eth:llerdo ne
2013)
ClO2, ozonovana 1,5-1,9 log; .
. ’ y . 1 1 . o ’ h
salat voda, tymianova mO ;Tgé 1<y0 E. coli 0157:H7 1,5-1,6 log; gslln;gooezt) ne
silice &/ 527 1,7-2,15 lo g
eukalyptus, tea tree (Ponce et po osetreni
¢ekanka hFebl':":Isk ’ TR mezofilni b., enterobakterie cca 2 log, cca 0,5log al., 2003) nepc?iiva-
telné
baby
$penat, (Moore-
salat lemograss 0,1- az 0,5% | Salmonella Newport 0,5-4,3 log Neibel et |ne
ledovy, al., 2011)
salat
o ok
. fe 2 . P y v enkapsulo- Silice snizily davku proudu
Spenatové |cinnamaldehyd, ) . Y .. |(Gomes et
. Y ., |vaném mat. |Salmonella spp. elektronl potfebnou k dosazeni ne
listy eugenol, ¢esnekovy al., 2011)
0,11-0,19 D10 hodnoty pro Salmonella spp
extrakt, extrakt
: kGy
propolisu,
salat Salmonella, Listeria 1,53-1,58 log (5yetal nepodiva-
zeli plynna faze ClO, 4,1 mg/I monocytogenes, Escherichia 3,13-4,42 log 20y05) N tel}:\é
mrkev coli 0157:H7 5,15-5,88 log
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Silice se nachazeji v celé tad¢ rostlin spadajicich do riznych celedi napt. Asteraceae,
Apiaceae, Ranunculaceae, Lamiaceae a dalsi. Piestoze tyto smési obsahuji stovky rtiznych
latek, z vysledku in vitro antimikrobialnich testt vyplyva, Ze mezi nejucinnéjsi silice patii ty,
jez obsahuji karvakrol, tymol, cinnamaldehyd, eugenol, geraniol, allylisothiokyanat,
diallyldisulfid a n€kolik malo dalsich sloucenin. Pro experimentalni Cast prace proto byly

vybrany rostliny a silice, které jako hlavni G¢inné latky obsahuji prvni ¢tyfi vySe jmenované.
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2. Charakteristika silicnatych rostlin vybranych pro experimentalni cast
prace

Jednim z cilti prace je 1 vybér nejvhodnéjsSich druhti rostlin s ohledem na kvantitativni
(vynos) a kvalitativni (antimikrobidlni aktivita) vlastnosti jejich silic. Pro tento tcel bylo
vybrano né€kolik druhti rostlin z Celedi Lamiaceae, které v ruznych pomérech obsahuji
karvakrol, tymol a eugenol. Jedna se o rostliny, které lze péstovat v CR, a sice o bazalku,
dobromysl, tymian a saturejku.

Pro experimentalni Céast prace byly vybrany i silice dalSich rostlin, které v pfedchozich
in vitro testech (Kloucek et al., 2008; Nedorostova et al., 2008) prokazaly vysokou G¢innost
proti patogennim mikroorganismtim a plisnim, ale jejichz péstovani v CR v polnich
podminkach neni mozné. Jedna o silice skoficovniku (Cinnamonum sp.) a hiebi¢ku (Eugenia
caryophyllata). Do né&kterych testii byla ve spolupraci s Katedrou chemie zafazena i silice
zavinutky podvojné (Monarda media Willd), jejiz silice obsahuje vysoké mnozstvi
karvakrolu. U vSech vybranych druhti rostlin bude uvedena jejich stru¢na charakteristika,

u rostlin z ¢eledi Lamiaceae (kromé zavinutky) bude nasledovat i stru¢ny popis péstovani.

2.1 Hiebickovec koi‘enny (Eugenia caryophyllata)
¢eled: Myrtovité (Myrtaceae)

Hiebickovec je stalezeleny strom pivodem z Indonésie dosahujici vysky az 8-30 m. Listy
jsou hladké na spodni strané s ¢etnymi olejovymi vacky. Kvéty jsou ¢tyicetné, plody obsahuji
jedno semeno a maji olivovy tvar. Kiira, listy a kvéty obsahuji aromatické latky. SuSena
poupata jsou u nas znama jako kofeni ,hiebickovy kvét“. Hrebiek je starym lécivym
prostiedkem; tradi¢né se pouziva pfi obtizich traviciho traktu, pfedevS§im jako karminativum.
Dale se tradin€ vyuziva jako dezinfekce dutiny ustni. V Indonésii jsou také popularni
hiebickové cigarety.

Silice je z hiebickovce ziskavana destilaci z listt, plodd a kury, jeji hlavni uc¢innou latkou
je eugenol (4-allyl-2-metoxyfenol). Mnozstvi a slozeni oleje se 1isi v zavislosti na organu,
ze kterého je silice ziskavana. Hiebickovy kvét obsahuje (15-18 %) silice, jeji slozeni je
nasledujici: eugenol (80—90 %), eugenyl acetat (2—27 %), B-karyofylen (5-12 %), dale muze
silice obsahovat metylsalicilat, metyleugenol, benzaldehyd, metylamyl keton a a-ylangen.
Vytéznost silice ziskavané z listd se pohybuje okolo 2 %, z toho tvoii eugenol 82-88 %.
Nejvice eugenolu (90-95 %) pak obsahuje silice ziskavana z kury; vytéznost: 46 %. (Barnes
etal., 2007).
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2.2 Skoricovnik cejlonsky (Cinnamomum verum)
Celed’: Vaviinovité (Lauraceae)

Vzdyzeleny strom vysoky 8 az 17 m pivodem z Indonésie. KoZovité listy jsou fapikaté,
svrchu lesklé, naspodu Sedozelené, celokrajné, asi 15 cm dlouhé a 5 cm Siroké, vejcité,
podlouhlé, s 3—-5 vyraznymi zilkami, které vychazeji ze spodiny a na vrcholu se sbihaji. Kvéty
maji zduznatélou ¢isku, jsou drobné, bé€lozelené, vonné, sestavené do vrcholikii. Plod je
vejcita bobule uzaviena do poloviny ve zduznatélé ¢iSce. V dobé zralosti jsou modrocerné
a obsahuji hnédé semeno (Atlasrostlin.cz).

Kiura skoficovniku je popularnim kofenim a také tradi¢nim lécivym prostiedkem, ptisobi
jako astringens, stimulant a karminativum, dale slouzi ke kontrole nevolnosti a zvraceni.
Komer¢né je vyuzivana piedevS§im v potravinaiském primyslu. Silice se ziskava destilaci
z kiiry a listt skoficovniku. Ktira obsahuje 0,5-2 % silice svétle zluté barvy, hlavni i¢innou
latkou je cinnamaldehyd (50-75 %), eugenol (5-18 %), cinnamyl acetat, linalool, 1,8-cineol,
'B'-karyofylen a benzyl benzoat. Listy obsahuji 0,7-1,2 % zlutohnédé silice, s eugenolem jako
hlavni slozkou (70-75 %), dal$imi latkami jsou cinnamaldehyd (< 5 %), benzyl benzoat,

linalool a 'p'-karyofylen (Barnes et al., 2007).

2.3 Zavinutka prostiedni (Monarda media Willd)

¢eled’: Hluchavkovité (Lamiaceae)

Jedna se o vytrvalou rostlinu pivodem ze severovychodni Ameriky a piilehlé ¢asti Kanady.
Jedna se pravdépodobné o hybrid druhti Monarda didyma (zavinutka podvojna) a Monarda
fistulosa (Egler, 1973). Rostliny rodu Monarda dosahuji vysky 0,5-1 m. Maji rizové pyskaté
kvéty usporadané v koncovych pieslenech, listy jsou vejéité s pilovitym okrajem (Kresanek
a Kresanek, 2008).

Pivodné¢ byly rostliny pouzivany indidny proti zanétim a jako ¢aj proti nachlazeni.
V soucasnosti se rostliny rodu Monarda péstuji jako okrasné rostliny a vyuzivaji se
do suchych vazeb.

Uginnymi latkami jsou silice, tiisloviny a hoi¢iny. Silice jsou v zavislosti na chemotypu

bohaté na karvakrol, tymol, geraniol nebo borneol (Gwinn et al., 2010).

2.4 Bazalka (Ocimum basilicum)
¢eled’: Hluchavkovité (Lamiaceae)

Bazalka se fadi do rodu Ocimum, ktery ¢ita 50-150 druhd bylin a kfovin, taxonomie rodu
je vzhledem k moznému mezidruhovému kiizeni, polyploidii a existenci mnoha chemotypt

dosti neptehledna.
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Samotnou bazalku pravou reprezentuje minimalné¢ 6 chemotypii a mnozstvi kultivard.
Obecné se jedna o jednoletou teplomilnou rostlinu ketikovitého vzristu doristajici az 50 cm.
Listy jsou lesklé a maji vej¢ity tvar. Bazalka kvete od Cervna do zaii bilymi nebo zlutobilymi
kvéty, které jsou pyskaté a uspoiadané do klasu. Rostlina pravdépodobné pochazi z vychodni
Asie, odkud se rozsifila do celého svéta.

V soucasnosti se bazalka komeréné péstuje ve Sttedomoii, USA, na Madagaskaru, v Indii
a Thajsku, avSak celkova osevni plocha neni znama. Komeréné jsou vyznamné tii typy
bazalky — francouzska, egyptska a bulharska bazalka, které se lisi slozenim silice. V Evropé
péstovana tzv. Francouzska bazalka obsahuje hlavné metyl chavikol neboli estragol
(20-25 %) a linalool (2040 %), mezi dalsi latky obsazené v silici patii napt. 1,8-cineol, kafr,
pinen, ocimen, v mensich mnozstvich i eugenol, geraniol, a-terpineol, B-karyofylen. Celkové
mnozstvi silice v rostling se pohybuje od 0,3-1,5 % (Aguilar, 1999).

Mezi dalsi acinné latky patii napf. tfisloviny, saponiny, flavonoidy a glykosidy.

Bazalka je celosvétové znamym kofenim, mimo to se v tradi¢ni mediciné uzivd jako
karminativum, k potlaceni kasle, chronické dysenterie a prijmu. Silice a extrakty bazalky jsou
pouzivany v potravinafstvi (pekatstvi, likérnictvi, kofeni do oméacek), dale nachdzeji uplatnéni
v kosmetickém primyslu jako soucast produktti ur¢enych pro dentdlni hygienu a pouzivaji se

1 pro pfipravu parfémi.

2.4.1 Pestovani

Bazalku je vhodné péstovat na hlinitopiséitych ptidach s vysokym obsahem humusu s pH
od 4,3 do 8,4 pticemz optimalni pH je 5,6— 6,5. Pidu je vhodné na podzim hnojit napf. ar 1-2
t/ha superfosfatu, 4 t/ha 40% draselné soli a 1 t/ha ledku, je mozné pouzit i organicka hnojiva
(Mikesova, 2004). Semena bazalky kli¢i pti 13— 25 °C, optimalni teplota ristu ve vegetacnim
obdobi se pohybuje okolo 20 °C. Porost bazalek lze zakladat setim i sdzenim pfedpéstovanych
sazenic. Sazenice je vhodné predpéstovat ve skleniku a koncem kvétna sézet do sponu
30 x 15 cm. V piipad¢ seti sejeme do fadkid na vzdalenost 50 cm. Vegetacni obdobi bazalky
trva 80— 110(180) dni, béhem kterych je nutné rostliny pravidelné zalévat a pleckovat.
Rostliny se sklizi na zacatku kvétu ve vySce 10-15 cm nad zemi, rostlina pozdéji znovu
obroste a je mozna jesté druha sklizen. Vynos Cerstvé hmoty se pohybuje mezi 5-20 t/ha,

vynos silice okolo 40 kg/ha (Simon et al., 1990; Aguilar, 1999).
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2.5 Dobromysl (Origanum sp.)
¢eled’: Hluchavkovité (Lamiaceae)

Rod Origanum zahrnuje 38 rtznych druht rostlin. Taxonomie druhu dobromysl je stejné
jako u vSech ostatnich druht z rodu ¢eledi Lamiaceae zna¢né nepiehledna. V soucasnosti je
rozliSovano 6 poddruhli a nesCetné mnozstvi kultivart, které jsou mezi sebou snadno
zaménitelné. Dobromysl je pivodni rostlinou Stfedozemi, v soucasnosti je vSak hojné
roz$ifena a péstovana po celém svété (de Guzman a Jansen, 1999; MikeSova, 2004).

Dobromysl je vytrvala 30—-60 cm vysoka rostlina s vstficnymi fapikatymi, vejCitymi listy,
které jsou na okraji jemné zoubkované. Kvétenstvi tvoii vrcholi¢nata lata s ¢ervenofialovymi
nebo bilymi kvéty. Rostlina v suchém stavu obsahuje 0,1-6 % silice, jejiz hlavni G¢innou
latkou je karvakrol. Kvéty v porovnani s listy obsahuji vice silice (de Guzman a Jansen, 1999;
Mikesova, 2004).

Oregano se odpradavna pouzivalo jako kofeni, n€které druhy k barveni latek. V tradi¢ni
mediciné se uzival, jako napf. karminativum, k potlaceni astmatu, dezinfekci dutiny ustni
aproti pavouc¢im kousnutim. V soucasnosti je komeréné vyuzivano piredevsim

V potravinafstvi.

2.5.1 Pestovani

Oregano je teplomilné rostlina vyzadujici lehké suché pidy s pH 4,5-8,7. Porost je mozné
zakladat z predpéstovanych sazenic, dé€lenim trsti nebo fizkovanim. Nejcastéji se zaklada
pfimym jarnim vysevem, vzdalenost fadkii by méla byt 5060 cm. Tésné pred vysetim je
vhodné na pozemek aplikovat dusikaté hnojivo (100 kg N/ha). Oregano lze péstovat jako
jednoletou, ale i viceletou plodinu. Nejvyssi obsah silice je v oreganu v obdobi na zacatku
kveteni, pfed obdobim tvofeni semen, kdy se také rostliny sklizeji. Vynos se v prvnim roce
sklizn¢ pohybuje mezi 2,6-3,2 t/ha, ve druhém roce je vys$i (3,8-5,0 t/ha). Béhem
vegetacniho obdobi je vhodné oregano zavlazovat (de Guzman a Jansen, 1999; MikeSova,
2004).

2.6 Tymian obecny (Thymus vulgaris)
¢eled’: Hluchavkovité (Lamiaceae)
Tymian obecny se fadi do rodu Thymus, ktery ¢ita 35-350 druhi, taxonomie rodu je slozita

a z velké ¢asti neznama (Widodo, 1999).
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Tymian obecny je pivodem ze Stiedozemi (Recko, Portugalsko). Jedna se o vicelety
poloket vysoky az 35(50) cm, ve spodni ¢asti silné zdfevnatély. Listy jsou ¢arkovité kopinaté,
na okrajich dol ohrnuté, plstnaté, zespodu lysé. Kvéty jsou nachové barvy, vyristaji v uzlabi
hornich listi a tvofi lichoklas. Tymian se komer¢né péstuje v misté svého plivodu, ale také
v Rusku, Japonsku, Cing, USA a Kanad&. Mezi vyznamné péstované druhy se kromé tymianu
obecného tadi dale T. zygis (Spanélsky tymian), T. serpyllum (matefidouska obecna),
T. satureoides (marocky tymian), T. pulegioides (Sirokolisty tymian), T. capitatus (Spanélské
oregano), T. citriodorus (citronovy tymian). Jejich celkova ro¢ni produkce je odhadovana
na 1500 t (Widodo, 1999; MikesSova, 2004).

Tymian obvykle obsahuje 1-3 % (nejcastéji 22,5 %) silice svétle Zluté az Cervené barvy.
Hlavnimi slozkami silice (20— 80 %) jsou tymol a karvakrol, silice dale obsahuje napf.
p-cymen, y-terpinen, linalool, a-terpineol, a tujan-4-ol. Dal$imi u¢innymi latkami jSOu napf.
flavonoidy, saponiny a taniny (Barnes et al., 2007).

Tymian je bézné uzivanym kofenim, v tradiéni mediciné je podavan proti nadymani,
nachlazeni, jako desinfekce dutiny ustni, expektorans, proti cukrovce apod. Komeréné
se vyuziva jako dochucovadlo potravin, piimés 1é¢ivych ¢aju, ale 1 v kosmetice

a parfumérstvi.

2.6.1 Pestovani

Tymiéan je vhodné péstovat na teplych slunnych lokalitdch chranénych pted silnymi vétry.
Vhodné jsou lehce alkalické, dostatecné humozni hlinitopiscité pidy. Tymidn je mozné
péstovat jako jednoletou, tak i viceletou rostlinu. V podminkach CR je vzhledem k vymrzani
porostil vhodnéjsi jednoleté péstovani. Porost 1ze zalozZit pfimym vysevem, z predpéstovanych
sazenic nebo vegetativné. Pfimy vysev se provadi v dubnu do fadkt vzdalenych
20(25)-50 cm, v piipad¢ zakladani porostu ze sazenic se rostliny umist'uji do sponu
25 X 45 cm. Optimalni teplota pro rast rostlin se pohybuje okolo 16°C. Sklizen se provadi
tésné pred nebo v kvétu rostlin. Nat’ se sklizi pfiblizné 5— 8 cm nad zemi bez zdfevnatélych
casti, které pozdeji znovu obristaji. Sklizenn v prvnim roce dosahuje 5 t/ha, v nasledujicich
letech 12-14 t/ha cerstvé hmoty (Widodo, 1999; Mikesova, 2004). Béhem vegetacniho
obdobi je vhodné potlacovat plevele pomoci mulcovani. Tymidn je relativné nendrocny
na ziviny, pozemek je vSak vhodné pfihnojit organickymi hnojivy; pfihnojeni dusikem pak

ptispiva k vy$simu obsahu silice (Baranauskiene et al., 2003).
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2.7 Saturejka zahradni (Satureja hortensis)
¢eled’: Hluchavkovité (Lamiaceae)

Rod Satureja je relativné Spatné popsan a s ohledem na rtizna kriteria se do n¢j mize fadit
30-200 druhti rostlin. Samotnd saturejka zahradni je velice variabilnim druhem
a v soucasnosti existuje znaéné mnozstvi rozdilnych subklasifikaci tohoto druhu (Dzuong Duc
Huyen & Brink, 1999).

Saturejka pochazi ze zapadni oblasti Stfedozemi, odkud se rozsitila do celého svéta. Je to
jednoletd az 40 cm vysoka rostlina s tenkou ketikovité rozvétvenou lodyhou, ktera je chlupata
a ve spodni ¢asti zdfevnatéla. Listy jsou uzké kopinaté, kvéty svétle fialové vyrustajici z pazdi
listt. Velice podobnou rostlinou je saturejka horska (Satureja montana), ktera je i stejného
puvodu, poskytuje vSak produkty horsi kvality.

V listech a kvétech rostliny je obsazeno 1-2 % silice zluté barvy, ktera se muze skladat
z vice jak 100 slozek. Jejimi majoritnimi slozkami jsou karvakrol (> 30 %), y-terpinen
(> 20%) a p-cymen. Rostlina také obsahuje velké mnozstvi polyfenolickych latek, pfedevsim
ze skupiny tfislovin a flavonoidt (4-9 %), dale pak pryskyfice, hoi¢iny a mineralni latky
(Barnes et al., 2007).

Saturejka je hojné pouzivana pro kulinafské upravy rtiznych pokrmi, v tradi¢ni mediciné
byla uZivana pii zazivacich obtiZzich. Komer¢né se vyuZzivd jako potravinaiské aditivum,

Vv likérnictvi a pfi vyrobé parfémi.

2.7.1 Pestovani

Saturejku je vhodné péstovat na teplé slunné lokalit¢ na hlinitopisCitych ptdach
s vysokym obsahem humusu s mirn¢ alkalickym pH (7). Do pudy je vhodné v ramci zakladni
pripravy aplikovat fosfore¢na hnojiva v davce 20-30 kg/ha P a 50-70 kg/ha K. Dusikata
hnojiva (50-80 kg/ha) se mohou zapravit do pudy bud pii predsetové piipravé, nebo
aplikovat stimula¢né v priabéhu vegetace (1-2 davky do 30 kg/ha). Doporucuje se pfi
piedsetové priprave aplikovat viceslozkova hnojiva typu NPK, pficemz v prubéhu vegetace
se aplikuji jedna az dvé davky dusiku do 30 kg/ha. Celkova doporucena davka N je
50-80 kg/ha. Porosty se nejcastéji zakladaji pfimym vysevem do fadkd od sebe vzdalenych
30— 45 cm, respektive do sponu 40 x 25 cm, pokud je porost zakladan z piedpéstovanych
sazenic. Osetfovani porostu je zamétené na pravidelné provzdusnovani a kypteni pudy,
odplevelovani a podle potieby zavlazovani. V polnich podminkéch osivo vykli¢i za 14-21

dni. Vzeslé¢ rostliny se jednoti na 0,10 m vzdalenost v fadku. Vegetacni obdobi trva 140-160
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dni. Sklizenn by méla probihat v dobé kvétu rostlin. Vynos ¢ini 1-2 tuny drogy na hektar
(Pavela a Barnet, 2011).
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3. Cerstvé a minimalné zpracované potraviny (fresh-cut/ready-to-eat

produkty)

Pojem minimalné zpracované ovoce a zelenina (fresh-cut) zahrnuje dle International
Fresh-Cut Produce Association (IFPA) jakékoliv Cerstvé ovoce nebo zeleninu, které bylo
zpracovano za pomoci fyzikalnich metod (loupéni, krajeni, sekani, myti) za ucelem ziskani
100% konzumovatelného produktu. Tento produkt je nasledné¢ balen a uchovavan
za chladirenské teploty (IFPA, 2005).

Fresh-cut produkty jsou podskupinou Siroké skupiny ready-to-eat produktd, tedy produktu
ptipravenych K ptimé (okamzité¢) konzumaci. Tato relativné Siroka skupina potravin v sob¢
zahrnuje (kromé vySe uvedeného) také polotovary urcené napt. k ohtati v mikrovinné troubg,
ale i naklicena semena apod.

Pojmy ready-to-eat a fresh-cut jsou cCasto zaménovany, a zpusobuji tak rdzna
nedorozuméni. S ohledem na cile této prace bude proto v textu dale pouzivan termin fresh-cut
produkty, pfipadné¢ minimalné zpracované produkty. Tyto pojmy budou zahrnovat jednak
minimaln¢ zpracované ovoce a zeleninu, ale také naklicend semena riznych rostlin, a to
vzhledem ke stejné problematice tykajici se téchto produktti (Rojas-Grau et al., 2010).

Fresh-cut produkty byly ptivodné urceny pro jidelny a restaurace, avSak ménici se zivotni
styl a pfedev§im masivni podpora zdravého Zzivotniho stylu, a tedy 1 konzumace ovoce
a zeleniny, ze strany ndrodnich a mezinarodnich organizaci (FAO, WHO, EU napt. kampan
,minimaln¢ 5 kusl ovoce nebo zeleniny denné*) piivedla nabidku fresh-cut produkti
i do obchodt pro bézné spotiebitele.

V poslednich dvaceti letech se trh s témito produkty neustdle rozsifuje a jejich nabidka se
zpesttuje. V soucasnosti je v supermarketech Kk dostani pies 400 druhti minimalng
zpracovaného ovoce a zeleniny, zatimco V pocatcich (polovina 70. let) bylo v nabidce pouze
150 téchto produktt (Rojas-Grau et al., 2010).

Oblibenost jednotlivych produktl se lisi v zavislosti na statu, ale i kontinentu. V Evropé
a Americe jsou nejpopularnéjsi smési listovych salatl, ty se napt. v maloobchodni siti v USA
staly druhym nejprodavanéjSim zbozim po balené vodé. Predpfipravené ovoce zatim tak
vyhleddvané neni. Spolu s rozsifujici se nabidkou druhli a moZnostmi zpracovani se vSak
obliba ovoce postupné zvySuje, navic se predpfipravené ovoce a zelenina balené v malych
porcich stava oblibenou a zdravou alternativou k rychlym svacinam. V budoucnu se proto

pfedpoklada dalsi rozSifovani tohoto trhu.
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Rozvijejici se trh a rozSifujici se nabidka téchto produkti pfinasi vyrobclim staronové
vyzvy tykajici se jednak uchovavani (shelf-life), kdy je kladen pozadavek na co nejdelsi
udrzitelnost prakticky bez pouziti jakychkoliv konzervantii. Druhou vyzvou je pak zajiSténi
zdravotni nezavadnosti téchto produktl z mikrobiologického hlediska, o ¢emz svédéi
nartstajici vyskyt prijmovych onemocnéni zplsobenych patogennimi mikroorganismy
ptitomnymi praveé na fresh-cut produkci.

Skladovani potravin a zajiSténi jejich bezpecCnosti spolu uzce souvisi. Minimalné
zpracované ovoce a zelenina podléha v porovnani s nezpracovanym ovocem a zeleninou
daleko rychleji fyziologické a mikrobialni zkdze. Fyziologickd zkéza obvykle piedchazi
mikrobialnimu kazeni potravin. To je dano pfedevs$im tim, ze byt i minimalnim zpracovanim
ovoce a zeleniny dochazi k naruSeni jejich pletiv. Rostlinné pletivo je stresovano, nasledkem
¢ehoz dochazi ke zrychleni respirace, produkci etylenu, a tedy rychlej$imu dozravani
a zaroven kjeho degradaci (Watada a Qi, 1999; Zagory, 1999; Ragaert et al., 2007).
Naru$enim bunécénych stén zaroven dochéazi ke kontaktu enzym a jejich substrat a nasledné
ke zrychleni metabolismu.

Poranéna rostlinna pletiva a voln¢ pfistupné Ziviny jsou branou pro vstup mikroorganismu
ptitomnych na povrchu produktii (Mercier a Lindow, 2000), jejich metabolicka aktivita ma
zanasledek dalsi degradaci produkti (Watada a Qi, 1999; Zagory, 1999; Artes et al., 2007).
Kromé¢ mikroorganismti zpisobujicich kazeni potravin se na ovoci a zeleniné mohou
vyskytovat i mikroorganismy, které jsou patogenni pro ¢lovéka.

Vzhledem k absenci jakéhokoliv konzervaéniho kroku v piipravé fresh-cut produkti, ktery
by pfitomné mikroorganismy spolehlivé usmrtil (napf. sterilace teplem), tyto pieZivaji a dale
se na daném produktu mnozi. Podrobné&j§imu piehledu vyskytu mikroorganismi (patogennich

1 nepatogennich) na Cerstvé produkci se bude vénovat nasledujici kapitola.

3.1 Mikrobiologie minimalné zpracovaného ovoce a zeleniny

Ovoce a zelenina jsou pfirozené osidleny velkym mnoZstvim mikroorganismi, které se
najejich povrch dostavaji v pribc¢hu péstovani nejriznéjSimi cestami, napi. z pudy,
zavlahovou vodou, hnojenim a v neposledni tad€ také stykem s ZivoCichy. V pribéhu
zpracovani na fresh-cut produkty mize dochéazet k dalsi kontaminaci napt. oplachovou vodou,
prostfednictvim zaméstnanct, zpracovatelskych strojii apod.

Cerstvé zpracované ovoce a zelenina tak v zavislosti na druhu a mife primarni
kontaminace v praméru obsahuje 3—6 log KTJ/g (KTJ — kolonie tvoficich jednotek) produktu
(Nguyen-the a Carlin, 1994; Ragaert et al., 2007). Obecné se sleduje celkovy pocet
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mezofilnich mikroorganism, vyskyt koliformnich bakterii, bakterii mlééného kvaseni,
kvasinek a plisni. Pfesné druhové slozeni mikroorganismti neni cilen¢ sledovano a je zavislé

na vlastnostech produktu jako napt. na pH, mnozstvi zivin — pfedev§im pak cukru.

3.1.1 Prirozend mikroflora fresh-cut produktii

Cerstvé zpracovana zelenina je vzhledem ke svému vy$§imu pH v porovnani s ovocem
nachylnéjsi k bakterialnimu kazeni (Adams a Moss, 2008). Na zeleniné se vyskytuji
predevsim bakterie rodu Pseudomonacae (P. fluorescenc), které tvoti 50-90 % celkové
populace mikroorganismi (Zagory, 1999), Enterobacteriaceae (Erwinia herbicolla) a v mensi
mife pak bakterie mlééného kvaseni (Ragaert et al., 2010).

Tournas (2005), ktery se vénoval vyskytu plisni a kvasinek na ¢erstvé zpracované zelening,
zaznamenal 33- az 100% cetnost vyskytu kvasinek na druzich zeleniny, pficemz jejich pocty
se pohybovaly od 4 do 6 log KTJ/g produktu, celkovy pocet mikroorganismu ani specifikaci
rodi kvasinek neuvadi. Nguyen-the (1994) za nejcastéj$i rody kvasinek vyskytujici se
na zeleniné¢ uvedla Candida sp, Cryptococcus sp., Rhodothorulla sp., Trichosporon sp.,
Pichia sp. a Torulospora sp. Jako nejéastéji se vyskytujici plisné uvadi Tournas (2005) rody
Alternaria, Cladosporium a Penicillium; ty se vyskytovaly na 5-66 procentech zkoumanych
druhtt v mnozstvi do 4 KTJ/g produktu.

Mikrofléra nakli¢enych semen je vice méné shodnd s mikroflorou minimalné€ zpracované
zeleniny, po¢ty mikroorganismi jsou vSak v priméru vyssi (tabulka 2).

Ptedpiipravené ovoce je diky svému niz§imu pH a zpravidla vyS$§imu obsahu cukrii
nachylngjsi ke kazeni kvasinkami a plisnémi. Tournas (2006) uvadi, ze 97 % ze 38 vzorkl
predpiipravenych ovocnych salati obsahovalo kvasinky rodu Pichia spp., Rhodotorula spp.,
Candida spp., vzorky melounu, malin, ananasu a dal$iho ovoce obsahovaly od < 2 do 9,72 log
KTJ/g kvasinek. Vzorky ananasu, malin a salatového mixu obsahovaly také plisné rodu
Cladosporium spp. a Penicillium spp.

Pomémé nazorny piehled o vyskytu mikroorganismtt na fresh-cut produktech
a nezpracovaném ovoci a zeleningé poskytuje studie Spanélského trhu (Abadias et al., 2008).
Souhrn vysledkl po¢tu mezofilnich, psychrotropnich a dalsich dulezitych mikroorganismu je
uveden v tabulce 2. Piehled dokazuje, ze fresh-cut zelenina a naklicend semena jsou, CO
do poctu mikroorganismu a jejich rodového slozeni, kritickou skupinou.

Béhem skladovani produktii dochazi k pomalému mnozeni mikroorganismi, které spolu

s fyziologickymi zménami zptlisobuji kazeni produkti charakteristické napt. nepiijemnym
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zapachem, vadnutim, hnédnutim a méknutim rostlinnych tkani. Na konci Zivotnosti fresh-cut
produktu se celkovy pocet mikroorganismii pohybuje nad 8 log KTJ/g. Primérna doba
uchovatelnosti (shelf-life) produktu se pohybuje od 7 do 20 dni (Watada a Qi, 1999). Spolu

Snaristem pfirozené mikrofléry dochdzi 1 kmnozeni pfitomnych patogennich

vvvvv

Tabulka 2: Pocty mikroorganismi na fresh-cut produkci v obchodech v porovnani
S nezpracovanym ovocem a zeleninou

(Abadias et al., % zastoupeni vzork(l vdané kategorii poctu
2008) mikroorganism(
pocet Interval Pramér
mezofilni bakterie | vzorkd <10°  10>° 10°7 10" >10® KT)/g KT)/g
fresh-cut zelenina 263 1,7 10,2 34,3 47,9 5,9 4,3-8,9 7
fresh-cut ovoce 21 90,4 4,8 0 4,8 0 2,0-7,1 3,8
naklicend semena 15 0 0 0 60 40 7,1-9,2 7,9
nezpracovana
zelenina 28 14,3 32,1 35,7 17,9 0 2,7-8,0 5,9
psychrotrofni

bakterie
fresh-cut zelenina 263 1,3 8,9 35,2 46,2 8,5 4,3-8,9 7
fresh-cut ovoce 21 85,7 9,5 0 4,8 0 1,7-7,1 3,6
naklicena semena 15 0 0 46,6 26,7 26,7 6,3-8,9 7,3
nezpracovana
zelenina 28 14,3 35,7 35,7 14,3 0 3,0-7,8 5,8

plisné a kvasinky

fresh-cut zelenina 263 36,9 45,3 14,8 3 0 2,0-7,8 5,2
fresh-cut ovoce 21 95,2 4,8 0 0 0 1,7-4,9 3,6
naklicena semena 15 46,7 26,7 20 6,7 0 2,8-7,6 5,2
nezpracovana
zelenina 28 64,3 32,1 3,6 0 0 2,2-6,1 4,5
bakterie mlé¢ného

kvaseni
fresh-cut zelenina 263 66,9 14 12,3 2,5 0 <1,0-8,5 4,2
fresh-cut ovoce 21 100 0 0 0 0 1,7-4,8 3
naklicena semena 15 40 20 13,3 26,7 0 3,4-7,5 5,5
nezpracovana
zelenina 28 100 0 0 0 0 <1,0-3,3 1,6

enterobakterie

fresh-cut zelenina 263 39,8 33,9 21,2 5,1 0 <1,0-8,0 3,5
fresh-cut ovoce 21 100 0 0 0 0 1,8-4,8 3
naklicena semena 15 0 0 33,3 66,7 0 6,3-8,1 7,2
nezpracovana
zelenina 28 78,6 14,3 7,1 0 0 <1,0-6,0 3,5
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3.1.2 Patogenni mikroorganismy vyskytujici se na fresh-cut ovoci a zeleniné

Mikroorganismy ptitomné na Cerstvé produkci, které jsou patogenni pro ¢loveka, zpisobuji
onemocnéni postihujici pfevazné travici trakt. Tato onemocnéni se projevuji Sirokou Skalou
ptiznakt od prijmd, pies hore¢ky az po zvraceni. Primarnim zdrojem téchto mikroorganismu
jsou vykaly riznych zivocicht, predev§im pak hospodaiskych zvirat.

Jak je vidét z obrazku 2, cest, kterymi se mohou tyto patogenni organismy dostat z vykala
na ovoce a zeleninu, je mnoho. Za ty hlavni jsou povazovany: kontaminovana puda,
zneCiSténa zavlahova nebo oplachova voda a pracovnici potravinaiského pramyslu.
V soucasné dobé neexistuje dostateéné ucinné opatieni, které¢ by ptivodce gastroenteritickych
onemocnéni Z fresh-cut produktd spolehlivé odstranilo. Jejich mnozstvi na Cerstvych
produktech je v porovnani s po¢ty nepatogennich mikroorganismt zanedbatelné, je vSak tieba
mit na paméti, ze infekéni davky téchto mikroorganismi mohou byt velice nizké napt. od 10

do 100 mikroorganismi (Harris et al., 2003).

Obrazek 2: MoZné cesty kontaminace fresh-cut produkti patogennimi mikroorganismy

vykaly ——{» hmyz

v

odpadni voda,

sklizen, zpracovani,
zpracovatelské prostredi

g

ZVIRATA voda —p _@—Pp  LDE

rostliny = sild, krmivo = maso, mléko, vejce

Pievzato z Harris (1997).

Donedavna byla gastrointestinalni onemocnéni povazovana za problém hlavné v produkci
potravin zivo¢isného puvodu. Avsak ukazuje se, Ze zvySujici se obliba a spotfeba minimalné
zpracovanych produkti ssebou pifinas§i 1 narast evidovanych epidemii prajmovych

onemocnéni, jejichz pivodce byl izolovan pravé z minimalné zpracovanych potravin.
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Vysledky vyzkumu EFSA ukazuji, Ze potraviny nezivo¢isného ptvodu v letech 2007-2011
byly pfi¢inou 10 % vSech zdokumentovanych zoonoznich epidemii, 26 % jednotlivych
pfipadd, 35 % hospitalizaci a 46 % umrti. Pokud by ze statistik byla vyjmuta masivni
epidemie E. coli vroce 2011, podilely by se potraviny nezivoéisného ptivodu na 18 %
jednotlivych evidovanych ptipadl, 8 % hospitalizaci a 5 % amrti (EFSA, 2013). Ptipada
zoonoznich epidemii nepiibyva pouze v Evropé, zvySujici se mnozstvi epidemii je
dokumentovano i v ostatnich ¢astech svéta (Nyachuba, 2010). Nejcastéjs§imi patogennimi
mikroorganismy, které jsou davany do souvislosti s minimalné zpracovanou produkci, jsou
bakterie piedevsim Salmonella, Shigella, Escherichia coli a Listeria monocytogenes (Francis
et al., 1999; EFSA, 2013). Jejich vyskytu se bude podrobnéji vénovat nasledujici podkapitola.
Nelze také opomenout piilezitostné patogeny jako Staphyloccocus aureus, Areomonas
hydrophylla a Bacillus cereus.

Dal$imi ptivodci zoondz jsou viry — piedevS§im noroviry a Zloutenka typu A — které se
na Cerstvou produkci dostavaji pifedev§im prostiednictvim pracovnikd (Harris et al., 2003).

Pozornost si zasluhuji i protozoalni parazité Cryptosporidium pravum a Giardia lamblia.

3.1.2.1 Salmonella spp. na minimalné zpracovanych potravinach

Bakterie rodu Salmonella spp. patii do skupiny Enterobacteriaceae a jsou to G-
nesporulujici fakultativn€ anaerobni tyC€inky. Nachazeji se pfevazné V travicim traktu
zivocCichti a do prostiedi se dostavaji prostiednictvim jejich vykalt. Jsou schopné piezivat
vpudé i ve vodé (Jacobsen a Bech, 2012). Teplotni rozmezi jejich rustu je 5—41°C,
optimalni teplotou pro jejich mnozeni je 37 °C. Laboratorni testy ukazuji, Ze salmonela je
po dobu nékolika dni schopna ptezivat i1 pii teplotdch od 0 do 5 °C a 1 ptechodné zvyseni
teploty nad 12 °C podporuje jeji rast (Francis et al., 1999).

Celkem rod Salmonella ¢ita 2700 sérotypi. Za puvodce prijmovych nemocnéni je
povazovan poddruh S. enteritica a jeho sérovary nejcastéji S. Enteritiditis, S. Typhimurium
(ECDC, 2013). Salmonela je na Cerstvém ovoci a zelenin¢ identifikovana relativné casto,
studie provadéné od roku 1987— 2008 v riiznych castech svéta uvadeji vyskyt salmonely
v 0-35 % produktt dostupnych na bézném trhu (Abadias et al., 2008; Heaton a Jones, 2008).
Salmonela stejné jako i ostatni patogenni mikroorganismy odolava béZnym sanitarnim
prosttedklim pouzivanym pii vyrob¢ fresh-cut produkti. Jednim z diivodi, pro¢ neni témito
prostredky eliminovana, je i fakt, ze je stejn¢ jako Escherichia schopna internalizace
do bunéénych pletiv, do kterych mohou bakterie vniknout jednak poskozenymi buikami, ale
i béhem ristu rostlin (Gomez-Lopez et al., 2008; Deering et al., 2012).
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3.1.2.2 Escherichia coli na minimalné zpracovanych potravinach

Rod Escherichia patii stejné jako Salmonella do skupiny Enteriobacteriacae, je to
nesporulujici G- ty¢inka. Je pfirozenou soucasti mikrofléry znané skupiny zivocCichi a je
Castou soucasti jejich vykalt. Pfevazna vétSina druhd neni nebezpecna a je vyuZivana jako
indikatorovy organismus fekalniho znecisténi. Jednd se o mezofilni organismus, ktery je
schopny se rozmnozovat a prezivat v teplotnim rozmezi od 7-10 do 50 °C (optimum 37 °C).

Prtijmova onemocnéni riznych stupiii zadvaznosti jsou zpusobovana ¢tyimi kmeny téchto
bakterii, a sice enteropatogenni E. coli (EPEC), enteroinvazivni E. coli (EIEC),
enterotoxigenni E. coli (ETEC) a enterohemoragické E. coli (EHEC) (Adams a Moss, 2008).
Posledné jmenovany kmen EHEC, nékdy také nazyvany verotoxin produkujici (VTEC), ¢i
shiga-like toxin a ptednostné sérovar O157:H7 je odpovédny za pievaznou vétSinu
prijmovych epidemii (EFSA, 2013). Epidemie jsou v ptipadé Cerstvé produkce (stejné jako
u salmonel) davany do souvislosti s listovymi salaty, klicky ale i nepasterovanymi dzusy
(Brackett, 1999). Stejné jako vyse uvedeny rod odolava E. coli Gi¢inku bézné pouzivanych
sanita¢nich prostfedkl pouzivanych v produkci minimalné zpracovanych potravin, a to diky

jeji mozné internalizaci do rostlinnych tkani (kap. 3.1.2.1).

3.1.2.3 Listeria monocytogenes na minimalné zpracovanych potravinach

Rod Listeria je na rozdil od vySe uvedenych, G+ psychrotrofni fakultativné anaerobni
mikroorganismus. Dokaze se mnozit v Sirokém rozmezi teplot 0—42 °C s optimem mezi
30-33 °C. Byl prokazan jeji rist i na minimalné zpracovanych potravinach pfi chladirenskych
teplotach (Harris et al., 2003). Cetné testy prokazaly jeji vsudypfitomnost v okolnim
prostiedi. Na rozdil od ptedchozich bakterii nezpisobuje priijmovd onemocnéni, ale
onemocnéni, které se v ptipadé mirného priibéhu projevuje jako chiipka, v ptipadé zavazného
prub&hu zpisobuje encefalitidu a celkovou sepsi organismu. Listeridza je hrozbou predevsim
pro oslabené jedince a téhotné. Mortalita po nakaze listerii se pohybuje kolem 20-30 %.
Nastésti se toto onemocnéni v porovnani se salmonelézou vyskytuje velice ziidka, napf.
na 100 tis. obyvatel ptipada 21,31 pfipadu salmonelozy a 0,33 piipadu listeriozy (ECDC,
2013). V obdobi 2007-2011 byly v EU v souvislosti s minimaln¢ zpracovanymi potravinami
zaznamenany piipady epidemii po poziti salatovych smési (EFSA, 2013).
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3.2 Produkce fresh-cut produkti a klickii — vS§eobecné zasady a metody pro zajisténi
shelf-life a zdravotni nezavadnosti

Obecné schéma ptipravy fresh-cut produkti udava obrazek 3. Jedna se o relativné
jednoduchy proces, avSak prakticky v celém jeho pritbéhu mize dochézet k situacim, které
mohou vést k podpofe riistu nezddoucich a patogennich mikroorganismii. Schéma vyroby
naklicenych semen je na obrazku 4. Ze schémat jednoznacné vyplyva, Ze jednim z hlavnich
rozdili mezi vyrobou fresh-cut produktt a naklicenych semen je zpracovatelska teplota.

U fresh-cut produkti se teplota od pfijmu po skladovani sniZzuje a je jednim z hlavnich
faktori zabranujicim biochemickym a mikrobiologickym zménam produktu (Zagory, 1999).
U klickt je tomu piesné naopak, teplota musi byt v pribéhu kliceni po dobu nékolika dni
udrzovana v rozmezi 21-26 °C. Proces kli¢eni se tak vzhledem K teploté a dal$im faktorim
(vlhko, tma) stava idedlnim pro mnozeni mikroorganismi, coz dokazuji i Cetné studie
zabyvajici se pocty mikroorganismt na Cerstvé produkci, kdy je témét pravidlem, ze klicky
obsahuji nejvétsi pocty mikroorganisma (Abadias et al., 2008).

Béhem ptipravy fresh-cut produktii nelze vzhledem k povaze kone¢ného produktu vyuzivat
takovych konzervacnich prosttedka (napf. sterilace), které by zajistily zdravotni nezavadnost
produktu a jeho dlouhou uchovatelnost. V soucasnosti 1ze pomoci ruznych preventivnich
opatfeni a mirnych konzervacénich technik zajistit 12— 14denni shelf-life fresh-cut zeleniny
a 8-10denni shelf-life fresh-cut ovoce (Lamikanra, 2002). Pouziti mirnych konzervaénich
technik zarucuje 90- az 99% eliminaci patogennich mikroorganismui (Sapers, 2001) v prib&éhu
vyrobniho procesu.

Jako preventivni opatfeni pro eliminaci mikroorganismi je chapdno dodrzovani spravné
vyrobni praxe (GMP) a spravné hygienické praxe (GHP). Pro fresh-cut produkty vydalo
soubory GMP a GHP n¢kolik instituci (FDA, EU, Codex Alimentarius). Piesto se ukazuje, ze
obzvlasté mensi vyrobci téchto produktl néktera opatieni do své vyroby nezahrnuji (Freshfel,
2011).

Techniky a opatieni, ktera maji vést k zajisténi dlouhé udrznosti potravin a jejich zdravotni
nezéavadnosti, se od sebe nedaji jednoznacné oddélit. V soucasnosti se pii vyrobé fresh-cut
produktii nepouzivaji techniky cilené pouze na eliminaci patogennich mikroorganismu. To je
dano historickym vyvojem, kdy nebyly patogenni mikroorganismy na cerstvé produkci
vnimany jako hrozba, a tak vSechna opatieni sméfovala jednak k eliminaci necistot
anezaddouci mikroflory z pivodnich surovin a dale k potlaceni biochemickych procest

podilejicich se na kazeni potravin.
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Obrazek 3: Obecné schéma vyroby fresh-cut ovoce a zeleniny
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Prevzato z Fresh-cut fruits and vegetables a Risk posed by pathogens in food of non-animal origin: Part 1
(Lamikanra, 2002; EFSA, 2013).

Obrazek 4: Obecné schéma vyroby nakli¢enych semen
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Pfevzato z Microbiological safety evaluations and recommendations on sprouted seeds. National Advisory

Committee on Microbiological Criteria for Foods (1999).
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Dalsi opatieni (konzervacni metody), kterd maji zamezit prodlouzeni shelf-life a zajistit
zdravotni nezavadnost produktu, se daji rozdé€lit do dvou skupin podle vstupu do vyrobniho
procesu. Prvni jsou opatfeni ucinénad pii pfijmu surovin a jejich zpracovani, ve druhém

piipadé se jedna o opatfeni béhem jejich procesu skladovani a distribuce.

3.2.1 Opatreni pri prijmu suroviny a behem jejiho zpracovani

Zpracovatelé by méli usilovat o pfijem surovin od zemé&délct dodrzujicich spravnou
zemé&délskou praxi (GAP), ktera by méla byt zarukou dodani co nejméné kontaminovanych
potravin. Cim vice je surovina (ovoce, zelenina, semena na kli¢eni) kontaminovéana, tim maji
mikroorganismy vétsi Sanci na mnozeni, vytvafeni biofilmu, proniknuti do odumfielych
bunéénych tkani, a tim obtiznéjsi je moznost jejich eliminace (Sapers, 2001; Rico et al., 2007;
Gomez-Lopez et al., 2008; Ayala-Zavala a Gustavo, 2010).

Velky diraz by mél byt kladen na znalost pivodu semen uréenych ke kliceni, nebot’
v pripad¢ klicka se ukazuje, Ze vétSina patogend je pritomna praveé na samotnych semenech.
Producenti by nikdy neméli pouzivat semena uréena k vysevu, ktera jsou chemicky oSetiena
— je snimi nakladano jinak nez jako s potravinou. Semena urcena ke kliceni nemuseji byt
na rozdil od zeleniny a ovoce zpracovéana ihned, bez problémi mohou byt pouzita aZ dva roky
po jejich dodavce. Proto je tieba béhem uskladnéni zabranit jejich styku s hlodavci.

Béhem zpracovani surovin by teplota neméla prevySovat 12 °C, pozdé¢ji pak 4 °C. Nizke
teploty jednak zpomaluji neZzadouci fyziologické procesy, ale také zabranuji mnozeni
nezadouci mikroflory.

Pti zpracovani (krajeni, sekani) by mély byt pouzivany co nejostiejsi Cepele, které
minimalné poSkozuji tkan ovoce nebo zeleniny. Poskozena tkan snadno podléha nezadoucim
biochemickym procesim a je idealni zivnou pidou pro mikroorganismy. Bylo prokazano,
Ze ostré nastroje mohou zleps$it mikrobiologickou kvalitu produktd (Ahvenainen, 1996).

Dalsim krokem zpracovatelského procesu je oplach suroviny, ktery je z mikrobidlniho

vvvvvv

Cv v

nemél byt piili§ vyrazny, nebot’ pii velkém rozdilu muze dochéazet Kk internalizaci
mikroorganismu do tkani (Harris et al., 2003).

Do vody se casto pfidavaji rtiznd antimikrobidlni agens, jejichz hlavnim tucelem je
zamezeni mnozeni mikroorganismii ve vod¢, vedlejSim efektem je 1 snizeni poctu

mikroorganismu na samotné produkci.
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Vsechny komerc¢né¢ dostupné piipravky jsou schopné pouze casteéné eliminace
mikroorganismul. Za tradi¢ni a také nejucinnéjsi antimikrobidlni agens je povazovan chlor
ve formé hypochlorové kys. (HOCI) a prostiedky na jeho bazi. Chlor je obvykle pouzivan
v koncentracich od 50 do 200 ppm a kontaktni doba s produktem je v praméru 1-2 minuty.
Uginnost chloru je ovlivnéna mnoZstvim pfitomnych neéistot ve vodg, jejim pH a teplotou
(Parish et al., 2003). Nicmén¢ ¢etné studie ukazuji, ze chlor a jeho slou¢eniny nemaji vyrazny
vliv na sniZeni poctu patogennich mikroorganismi (Adams et al., 1989; Beuchat, 1999).
Vyraznéj$i pokles patogennich mikroorganismii pii pouziti chloru byl zaznamenan az
ve vyssich koncentracich, napf. po osetfeni kli¢ka vojtésky chlorem v koncentraci 500 ppm
doslo k redukci salmonely o 3,4 log KTJ; pti pouziti koncentrace 2000 ppm nebyla salmonela
detekovatelna (Beuchat a Ryu, 1997). Avsak na ostatnich testovanych produktech (jablka,
rajcata, salat) zptsobila nejvyssi pouzitd koncentrace snizeni poctu salmonel pouze o 2,3 log
KTJlem?.

Pouziti chloru a jeho sloucenin ve fresh-cut produkci za¢ina byt vzhledem k jeho moznym
negativnim ucinkim na zdravi ¢lov€ka omezovano, V nékterych zemich — Nizozemsko,
Belgie a Svycarsko je pouziti chloru ve fresh-cut produkci zcela zakazano (Rico et al., 2007).

Alternativnimi antimikrobidlnimi komeréné vyuZivanymi prostiedky jsou jod, kvarterni
amoniové soli, kyseliny, zasadité latky, ozon, peroxid a dalsi (Rico et al., 2007).

Prvni dva uvedené prostfedky nejsou schvaleny pro pfimy kontakt s potravinami, omezené
jich 1ze vyuzit k desinfekci slupek ovoce a zeleniny, které se budou béhem vyrobniho procesu
loupat (Ayala-Zavala a Gustavo, 2010). Organické kyseliny (jako fytova, mlé¢na a citronova
Kys.) se ukazuji byt dobrymi latkami potlacujici rdst psychrotropni a mezofilni mikroflory
na cerstvych produktech, a to pfedev§im diky schopnosti snizit pH a negativnimu efektu
na funkci membranového transportu mikroorganismi. Snizeni poctu patogennich
mikroorganismu napt. S. typhi, Yersinia enterolytica, Campyobacter jejuni o 75-100 % bylo
pozorovano po aplikaci riznych kyselin (octova, citronova) napf. na papaje nebo poérku.
Problémem osetfeni je negativni vliv na organoleptické vlastnosti vysledného produktu
(Parish et al., 2003). Vétsina ovoce né€kterou z danych kyselin obsahuje, a pfirozené tak
zajiStuje casteCnou mikrobidlni ochranu produkti. Organické kyseliny kromé antimikrobidlni
funkce puisobi antioxidac¢né, a tedy zamezuji hnédnuti produktt (Rico et al., 2007).

Zasadité latky (hydroxid sodny, draselny, soda) jsou také velmi G¢inné pii redukci
mikroorganismi (napf. 90 az 99% snizeni salmonel a E. coli (Parish et al., 2003). Piekazkou
K jejich sirsimu vyuziti je pfedevsim jejich pH a problematicka likvidace (Ayala-Zavala
a Gustavo, 2010).
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Ozo6n a peroxid jsou poslednimi dvéma vyznamnéjSimi prostiedky. Oba Ize vyuzivat jednak
k dezinfekci vody, ale i vplynné form¢. Restaino (1995) pozoroval, Ze ozon ve vodé
v koncentraci 20 ppm pusobi baktericidné proti patogenim jako Salmonella, Staphylococcus,
Yersinia, Listeria (Parish, 2008). Oz6n ma smiSeny vliv na shelf-life produktu.
Beuchat et al (1998) pozoroval redukci poc¢tu mikroorganismi a prodlouzeni shelf-life
u jablek, bobulovych plodd, svestek. Oproti tomu Parish (2003) udava poskozeni banant po
jejich ogetfeni ozénem. Sir§imu rozsifeni ozénu ve fresh-cut produkei brani jeho korozivni
vlastnosti a vyssi naroky na zaji$téni bezpe¢nosti pracovnikt pii praci s nim (Ayala-Zavala
a Gustavo, 2010). Podobné vysledky, vyhody a nevyhody skyta i pouzivani peroxidu vodiku.
Po oplachu nakrajeného produktu nasleduje aplikace (macenim, rozprasovanim, vakuovou
infiltraci) dal$ich prostiedkti vedouci k prodlouzeni shelf-life. Jedna se piedevs§im o latky
zpomalujici biochemické procesy, a to antioxidanty a latky udrzujici texturu vysledného
produktu. Tyto latky vSak nemaji vyrazny vliv na mikrobidlni populaci vyskytujici se

na produktech.

3.2.2 Opatreni po zpracovani a pri skladovani fresh-cut produktit

Poslednimi produkénimi kroky, ve kterych lze ovlivnit dobu tchovy fresh-cut produkti
a klicku, je baleni a skladovani produkti. Pretrvavajicim trendem ve fresh-cut produkci je
baleni produktii do modifikované atmosféry (MAP), ktera piedevsim potlacuje tkanové
dychani, a zpomaluje tak dozravani (kazeni) produktt (Sandhya, 2010).

Baleni produkti do modifikované atmosféry bylo difive povazovdno za vyznamné
z hlediska mikrobiologické kvality fresh-cut produkti. Cetné vyzkumy vsak dokazuji, Ze
MAP nema na mikrobiologickou kvalitu produkti vyrazny vliv, né¢kdy muize byt spise
kontraproduktivni (Zagory, 1999; Sapers, 2001; Rosnes et al., 2003).

Celkové nejdilezitéjsim opatfenim v celém procesu vyroby fresh-cut produktd je
chladirenska teplota a jeji udrzovani nejen v prubéhu skladovani, ale i v pribéhu celého
zpracovatelského procesu a distribuce, nebot i kratkd doba narlstu teploty muze vést
k mnozeni nezadoucich mikroorganismu a urychleni nezadoucich fyziologickych procesi.

Vsechny dostupné komercéni prostiedky, jez maji eliminovat nezadouci mikroorganismy
v produktech, jsou G¢inné maximalné z 99 % (Zagory, 1999). Nékteré z nich mohou mit
negativni vliv na zdravi ¢lovéka a Zivotni prostfedi. Vyrobci jsou tak legislativng, ale také
spotiebiteli zadajicimi zdravé potraviny bez syntetickych aditiv nuceni hledat nové

,»zdraveéjsi alternativy téchto konzervantt. Pro fresh-cut produkty se za nadéjné alternativy
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povazuji bifidobakterie, a dale biologicky aktivni ptirodni latky — pfedev§sim pak silice,
jejichz vlastnosti byly popsany v kapitole 1.3. Jejich ucinky na Cerstvych produktech budou
diskutovany v ramci vysledkové Casti prace.

Pokud bychom méli shrnout soucasnou situaci tykajici se zajisténi udrzitelnosti a zdravotni
nezavadnosti fresh-cut produktt a klickt, dojdeme k nasledujicim zavérim. K zabranéni
rychlému mikrobialnimu znehodnoceni produktl je tieba, aby fresh-cut produkty a klicky
byly vyrabény z co nejkvalitnéjSich surovin (malo poSkozené, znamy pivod apod.). Béhem
zpracovani by mélo byt co nejvice eliminovano zbyte¢né poskozeni tkani (napf. tupymi nozi).
Po celou dobu zpracovani by nemélo dojit k piekroceni doporuc¢enych vyrobnich teplot (obr.
3 a 4). Také je tfeba dusledné dodrzovat GMP a GHP a vyuzivat vhodnych kombinaci

Setrnych konzervac¢nich metod.
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4. Metodika

4.1 Péstebni pokusy s rostlinami z ¢eledi Lamiaceae

Pro péstebni pokusy byly vybrany takové rostliny, jejichz silice jsou znamy obsahem latek
s vysokou antimikrobialni 0¢innosti (Burt, 2004) a zaroven je mozné je péstovat
v podminkach CR. V saturejkich, tymianech a dobromyslich byl sledovan obsah tymolu,

karvakrolu a p-cymenu, v bazalce pak obsah eugenolu a linaloolu.

4.1.1 Charakteristika péstebni lokality

Vsechny péstebni pokusy s vybranymi rostlinami z ¢eledi Lamiaceae byly zalozeny
v pokusné stanici KRV v Uhtinévsi. Pozemky stanice se rozkladaji na 15,7 ha, a to ve dvou
lokalitach — Uhtinéves 12,5 ha a Hajek 2,3 ha. Pozemky se nachazeji v oblasti fepaiského
vyrobniho typu a fepafsko—psSeni¢ného subtypu. Primérna nadmotskd vyska ¢ini 295 metra.
Priimérné denni teplota vzduchu dosahuje 8,3 °C a primérna teplota ve vegetacnim obdobi je
14,6 °C. Nejteplejsim mésicem je ¢ervenec s primérnou teplotou vzduchu 18,2 °C. Primérny
ro¢ni uhrn srazek ¢ini 575 mm, z toho na vegetatni obdobi duben—zafi ptipada celkové
mnozstvi srazek 380 mm. Pida se fadi mezi hnédozemé do skupiny jilovitych hlin. Hloubka
ornice ¢ini 32 cm, humusovy horizont dosahuje hloubky 70 cm a jeho profil je mirné az
sttedné humozni s neutrdlni reakci v celém horizontu. Hladina spodni vody se nachazi

pfiblizné v metrové hloubce a ma trvaly charakter.

4.1.2 Pestebni pokusy vV prvnim a druhém roce

Ugelem prvniho a druhého roku péstebnich pokust bylo vybrat takové odridy bazalky,
dobromysli, tymianu a saturejky, které poskytuji silice s nejvhodnéj$im slozenim z hlediska
antimikrobidlni aktivity a zaroven s vysokou vytéZnosti.

V maloobchodni siti proto bylo zakoupeno vzdy nékolik odriid od kazdého z vyse
uvedenych druhi. Piehled odrid, dodavatele a ¢iselné oznaceni udava tabulka 3. Pozemek (18
X 4 m) byl pfed samotnym zasetim rostlin zbaven kament, které by mohly negativné pusobit
na vzchazeni rostlin, a také odplevelen. Semena byla vyseta ru¢né v kvétnu do 2—4 tadka
Vv zavislosti na mnozstvi semen v sacku. Po zaseti byl pozemek zakryt bilou netkanou textilii,
aby se v co nejvyssi mife podpofilo vzchazeni rostlin. Do doby prvni sklizné byl vzchazejici
porost pravidelné kontrolovan, v piipadé€ potieby pleckovan a mul¢ovan. Netkana textilie byla
ze vzrostlych rostlin odstranéna 15. Cervna.

Ve vegeta¢nim obdobi bylo provedeno sest sklizni (14.a27. 7., 12. a 26. 8. a 8. a 23. 9.).

V ramci kazdé sklizn€ byl sledovan obsah silice a jeji slozeni.
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Ve druhém roce byly pro vysev vybrany rostliny od dalich dodavatela (tabulka 4), rostliny
byly tentokrat vysety do tii fadkd ve vzdalenosti 30 cm od sebe na parcelky o rozloze 4 x 1 m.
Na kazdou parcelku bylo ru¢né vyseto 100 semen. Semena od kazdého dodavatele byla vyseta
ve 4 opakovanich. Vstupy do porostl byly obdobné jako v prvnim roce péstovani. Ve druhém

roce péstovani byla provedena pouze jedna sklizen, a to v fijnu.

Tabulka 3: Rostliny vybrané pro prvni rok polnich pokusi (2011)

druh dodavatel Cislo Sarie
Ocimum basilicum Gardenson 46

Ocimum basilicum citronova Kiepenkerl 5171

Ocimum basilicum chianti Kiepenkerl 5639

Ocimum basilicum salatova Semo 0-0040-99073-01
Ocimum basilicum Sirokolistd Semo 8-0040-90506-01
Origanum majorana Kiepenkerl 5194

Origanum vulgare Kiepenkerl 5197

Origanum vulgare Semo 0-0040-99224-01
Origanum vulgare Seva Flora 7020

Origanum vulgare Seva seed 7-0041-90203-01
Origanum vulgare fecké seno Semo 0-0040-99068-01
Satureja hortensis Kiepenkerl 5176

Satureja hortensis Semo 0-0040-99071-01
Satureja hortensis Semo 9-0040-99197-01
Satureja hortensis Seva seed 9-0041-20213-01
Thymus vulgaris Gardenson 48

Thymus vulgaris Nohel Garden  8-0051-69478-01
Thymus vulgaris Semo 8-0041-90218-01
Thymus vulgaris Seva seed 9-0041-L0215-01

Tabulka 4: Rostliny vybrané pro druhy rok polnich pokusii (2012)

druh ’ dodavatel Cislo Sarze

Thymus vulgaris | Quality seeds 115213
Thymus vulgaris | Nohelgarden 1-0051-69128-01
Thymus vulgaris | FloraSelf P1T
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4.1.3 Pestebni pokusy v roce 2013

Ve tfetim roce bylo na zéklad¢é predchozich vysledkli vybrano osivo od firem Semo,
Gardenson a SevaSeed (tabulka 5) a dale bylo zatfazeno i osivo od némeckého dodavatele
Pharmasaat GmbH. Osivo bylo zaseto secim strojem na pozemek o vyméie 18 x 30 metru.
Jako ptfedplodina byla zvolena slune¢nice. V ramci predset'ové ptipravy byl pozemek 29. 11.
2012 zoran a v terminech 5., 12. a 17. 4. 2013 byla provedena podminka a urovnani pozemku.

V dubnu (18. 4.) byl proveden piimy vysev na parcelky o rozmérech 2 X 5 m, kazda
parcelka méla 4 fadky ve vzdalenosti 30 cm od sebe. Osivo od kazdého vyrobce bylo zaseto
ve tfech opakovanich. Vysevek na jednu parcelku byl 0,5 g pro oregano, 1 g pro tymidna 3 g
pro saturejku. Celkem bylo na jednu parcelku vyseto pti HTS pohybujici se v rozmezi 0,25
(tymian) az 0,65 (saturejka) okolo 4000 semen. Pokus byl zalozen metodou uplné
znarodnénych blokd (obr. 5). Za ucelem eliminace okrajového efektu byl cely blok obset
jinymi plodinami (obr. 5). V pribéhu pokusu byla sledovana vzchazivost porostu, vytéznost

a slozenti silice. Vstupy do porostii byly obdobné jako v piedchozich letech. U viceletych
druhti byla provedena jedna ruéni sklizen, a to 29. 7. 2013. Jednoleta saturejka zahradni byla
sklizena dvakrat (29. 7. 2013 a 7. 10. 2013).

Tabulka 5: Rostliny vybrané pro péstebni pokusy ve tietim roce (2013)

druh dodavatel ¢&islo 3arze oznaceni

Satureja hortensis | Semo 1-0040-99244-01 1A, 1B, 1C
Satureja hortensis | Pharmasaat ShSoH631 2A, 2B, 2C
Satureja hortensis | Gardenson 45059 3A, 3B, 3C

Satureja montana | Pharmasaat SmAAk630041 8A, 8B, 8C
Satureja montana | SevaSeed 0-0041-Lo215-01 5A, 5B, 5C

Origanum vulgare | Semo 2-0040-99262-01 6A, 6B, 6C
Thymus vulgaris | Pharmasaat TvDJH7631 7A, 7B, 7C
Origanum vulgare | Pharmasaat Ovo9630 9A, 9B, 9C

Origanum vulgare | SevaSeed 9-0041-Lo-203-01 10A, 10B, 10C

4.2 SuSeni rostlin

SuSeni rostlin ve vSech vyzkumnych letech probihalo na pidé¢ Vyzkumné stanice
v Uhfinévsi. Bezprosttedné¢ po sklizni byly rostliny umistény v plastovych piepravkach
na ptidu, kde se nechaly pfirozené uschnout. Poté byly rostliny pievezeny na CZU, kde byly

postoupeny dal§imu zpracovani.
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Obrazek 5: Uspoiadani péstebnich pokusu v roce 2013

B1 13 1C 2C 8C 5C 6C 7C 3C 9C 10C 16

B2 12 2B 8B 1B 3B 10B 9B 6B 5B 7B 15

silnice — délka pasu 30 m

B3| 11* 8A 1A 2A 9A 5A 3A 7A 10A 6A 14

Sitka pasu—18 m

*obsev: 11, Petroselium envipur, 12, Melissa officianalis, 13, Origanum majorana, 14, Allium schoenoprasum, 15, Petroselinum

crispum convar. vulgare, 16, Ocimum basilicum

4.3 Kvantitativni a kvalitativni hodnoceni silic

Silice z ususenych rostlin byly ziskany metodou hydrodestilace v Clevengerové pfistroji
(CL, 2009), destilace trvala 2,5 hodiny. Vytéznost silic byla zji§téna porovnanim hmotnosti
susiny a hmotnosti vydestilované silice. V prvnim roce byla vzhledem k nedostatku
rostlinného materidlu kazda varianta pokusu destilovana pouze jednou. Ve zbyvajicich letech
byly provedeny tfi nezavislé destilace kazdého vzorku.

Kvalitativni hodnoceni silic zahrnovalo jednak zjisténi chemického slozeni silic pomoci
plynové chromatografie s hmotnostni detekci (GC/MS) na zakladé porovnani hmotnostnich
spekter arelativnich reten¢nich indexd s databazi Narodniho institutu standardd
a technologické knihovny USA (NIST 05) a komer&nimi standardy (Sigma-Aldrich, CR):
p-cymen, tymol, karvakrol, eugenol. Analyza silic byla provedena na piistroji Varian 450-240
(Varian, Santa Clara, CA, USA), charakteristika analyzy je uvedena v tabulce 6.

Dale bylo zjistovano relativni zastoupeni identifikovanych latek v silici, a to za pomoci
plynového chromatografu s plameno-ionizaénim detektorem Agilent 6890 GC-FID (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA). Charakter analyzy opét uvadi tabulka 6.

Relativni podily jednotlivych slozek v silicich byly zjistény porovnanim plochy piku
sledované latky ku celkové plose vSech detekovanych pikl. Uvadéné zastoupeni sledovanych
latek predstavuje primérné hodnoty ze tii destilaci, tj. ze tii biologickych opakovani (kromé

dat z prvniho roku). Silice byla vzdy analyzovana v koncentraci 1 ul/ml hexanu.

36



Tabulka 6: Podminky analyzy silic

GC/MS GC/FID
kolona VF-5MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 um, RTX-520m x 0,18 mm x 0,2 um
(Varian, Santa Clara, CA, USA) (Restek, Bellefonte)
faze 5% fenylmetylpolysiloxan difenyl dimetyl polysiloxan
nosny plyn, pritok He, 1 ml/min. N2, 1 ml/min.
nastiik 1 ul, split1:50 1 ul,split1:50
teplota nastfiku 250 °C 250 °C
teplotni program 50°-250 °C, 3 °C/mirT., 250 °C po 50°-250 °C, 3 °C/min.., 250 °Cpo
dobu 10 min. dobu 10 min.

4.4 Testy antimikrobialni aktivity silic

4.4.1 Testovani antimikrobialni aktivity silic v plynné fazi

Cilem prace bylo najit vhodnou metodu oSetieni minimalné zpracovanych produktd
plynnou fazi silice. Metodika pokusu se proto vyvijela a pozménovala s ohledem na dosazené
vysledky testt a charakter produktu. Zpusoby oSetfeni jednotlivych produktd byly
koncipovany tak, aby je v pfipadé pozitivnich vysledki bylo mozné zaclenit do soucasnych
vyrobnich postupti minimalné zpracovanych potravin. Ve zkouSenych postupech byl kladen
diraz na princip piekdzkového efektu, tedy uziti nékolika konzervacnich prostredkt
dohromady. Antimikrobialni aktivita silic byla v experimentech kombinovana pfedev§im
s fyzikalnimi konzerva¢nimi metodami jako nizky tlak, teplota apod. Mozné kombinace
fyzikalnich konzerva¢nich metod a plynné faze silic byly (vzhledem Kk relativné vysokym
nakladim na in vivo testy) pfed samotnymi testy v minimaln¢ zpracovanych potravinach
testovany in vitro. Testované koncentrace vybranych silic vychazely jednak z pfedchozich
screeningovych in vitro testi (Nedorostova et al., 2011; Kloucek et al., 2012) (ptiloha 1)
a dale z prabézné dosazenych vysledkd v in vitro testech v kombinaci s jinou konzervacni
metodou. Testy antimikrobidlni aktivity silic byly vzhledem k nedostatku vlastnich silic
vV prvnim a druhém roce experimentli provadény za pomoci zakoupenych silic oregana,
hiebicku, skofice a vonatky citronové (dale jen lemongrass). Z vlastni produkce byla

K testovani pouzita silice saturejky zahradni a zavinutky.

4.4.1.1 Testovangé silice
Ve testech byly pouzity silice oregana (64,5 % karvakrol, 5,2 % p-cymen a 2,9 % tymol),
hiebicku (82,3 % eugenol, 14,4 % p-karyofylen), lemongrass (45,34 % citral, 33,5 %

verbenol, 4,0 % nerol, 3,3 % neryl acetat), a skoFice (73,1 % cinnamaldehyd, 5,0 % limonen,
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5,0 % linalool, 3,7 % cinamyl acetat, 3,5 % eugenol) od spole¢nosti Biomedica s.r.o., CZ,
Monarda media Willd. (43,3 % tymol, 15,8 % p-cymen, 12,3 % karvakrol), saturejka
zahradni (46,2 % karvakrol, 0,13 % tymol, 3,9 % p-cymen) — smésny vzorek vSech odrid
z produkce roku 2013 v Uhfinévsi. Slozeni silic bylo zjistovano podle vyse uvedené metody
(kap. 4.3).

4.4.1.2 Testované mikroorganismy

Pokusy byly zaméteny piedevs§im na antimikrobialni aktivitu silic proti mikroorganismim
zpusobujicim prijmova onemocnéni. V testech byly pouZivany nasledujici mikroorganismy:
Salmonella enteritidis ATCC 13076 a Escherichia coli ATCC 25922 zakoupené od firmy
Oxoid (Brno, CZ2).

4.4.1.3 In vitro testy antimikrobialni aktivity silic v kombinaci s atmosférickym a nizkym
tlakem

In vitro byla ovéfena antimikrobialni aktivita silic v plynné fazi v kombinaci s nizkym
tlakem, ktery byl vybran vzhledem kjeho mozZznému pouziti pfi baleni, chlazeni/suSeni
(vakuova impregnace) minimalné zpracovanych produkti. Bylo zjistovano, zda pouziti
nizkého tlaku v kombinaci se silici sniZzi moZznou dobu oSetfeni v porovnani s atmosférickym
tlakem. Dale bylo ovéfeno, zda se v podtlaku snizi MIC silic.

In vitro testy byly provedeny pomoci upravené diskové difuzni metody (Kloucek et al.,
2012) nasledovné:

Na Petriho misky (primér 6 mm) obsahujici 5 ml agaru (Mueller Hinton, Oxoid Brno)
a 20 ml vzduchu bylo naneseno 20 ul inokula, které bylo rovnomérné rozetieno po celé plose
agaru. Na filtraéni papir stejného praméru jako vnitini pramér vicka misky byla nanesena
silice rozpusténa v 150 ml ethylacetatu. Po odpateni ethylacetatu (cca 30 s) byl filtracni papir
umistén na spodni stranu vicka, které bylo pfiloZzeno na spodni ¢ast misky inokulované
bakterii. Uzaviené Petriho misky byly vloZzeny dnem vzhiiru do dvou exsikatori; z jednoho
byl odsan vzduch, aZ vzniklo hrubé vakuum (1,7 kPa), ve druhém byl ponechan atmosféricky
tlak (101,3 kPa).

Inokulované Petriho misky byly takto v exsikatorech ponechany po dobu 5, 15, 30, 60
a 120 minut. Po uplynuti daného casu byly Petriho misky z exsikatorti vynaty a byl odstranén

filtrani papir se silici. Bakteridlni rtst byl hodnocen po 24 hodinach inkubace misek
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pti 37 °C. Bylo porovnéavano, zda pouziti nizkého tlaku v kombinaci se silici snizi moznou
dobu osetieni v porovnani s atmosférickym tlakem.

Vsechny silice byly testovany proti obéma mikroorganismiim ve tfech opakovanich. Jako
kontrola byl v testech pouzit filtra¢ni papir s ethylacetitem. Na Petriho misky bylo nanaseno
inokulum o koncentraci 1,5 x 10® (0,5 McFarland) pfipravené v Mueller-Hinton bujénu
(MHB) z 24 hodin star¢ kultury kultivované taktéz v MHB pii 37 °C.

Vsechny silice byly testovany ve své minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC), ktera byla
pro tento U¢el definovana a zjiSténa jako minimalni koncentrace silice zcela inhibujici
viditelny rast mikroorganismd, které byly po dobu 24 hodin vystaveny pusobeni jejich par.

Nejvyssi testovana koncentrace byla 512 ul/l.

4.4.1.4 Testovani plynné faze silic na minimalné zpracovanych potravinach

K testovani plynné faze silic byly vybrany klicky munga, listy baby Spenatu a polnicku.
Dtvodem pro vybrani prvnich dvou potravin bylo, ze pravé konzumace téchto potravin byla
pfi¢inou vzniku n¢kolika epidemii prijmovych onemocnéni po celém svété (Olaimat
a Holley, 2012). Polnicek byl vybran pro jeho stale vzrastajici spotfebu a popularitu. Dale
byla testovana rukola. Béhem prvniho pokusu se ukazalo, ze uméle inokulovana E. coli

na rukole nepieziva. Tento druh salat byl proto z dalSich pokust vyjmut.

4.4.1.4.1 Testovani plynné faze silic proti S. enteritidis na nakli¢enych semenech mungo
(Vigna radiata)

V maloobchodni siti byla zakoupena semena fazole mungo v bio kvalité. Do sterilni baiky
bylo odvézeno vzdy 5 g semen, nasledné bylo ptidano 45 ml sterilni peptonové vody a 5 ml
inokula S. enteritidis o koncentraci 1 x 10 KTJ/ml, vysledna koncentrace salmonel tedy byla
1 x 10" KTJ/ml. V tomto roztoku byla semena macena po dobu 9-10 h, poté bylo inokulum
odstranéno. Nasledovalo 4denni kliceni semen pfi teploté 25-27 °C v temnu. Po nakliceni
byla semena oSetfena plynnou fazi oreganové silice za nizkého (1,7 kPa) a atmosférického
tlaku. Kontrola nardstu S. enteritidis byla oSetfena stejnym zpisobem bez pouziti silice.
Schéma oSetfeni udava obrazek 6. Varianty oSetfeni a mnozstvi pouzité silice udava tabulka
7. Kazda varianta byla provedena ve tfech opakovanich. Poclty prezivsi S. enteritidis
a celkovy pocet mikroorganismii (CPM) byl vyhodnocovan bezprostiedné a ctvrty den

po oSetfeni oreganovou silici kvantitativné pomoci standardni kultiva¢ni deskové metody.
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Obrazek 6: Schéma oSetieni klicku Obrazek 7: Schéma oSetieni baby Spenatu

¢l

VWANT

1. filtraéni papir se silici 1. filtracni papir se silici
2. klicky inokulované S. enteritidis 2. Spenatové listy inokulované E. coli
3. gaza zabranujici pfimému styku klicku a silice 3. gazova miizka

4.4.1.4.1.1 Deskova kultiva¢ni metoda

Bezprostfedné po oSetfeni byly klicky rozdéleny na dvé poloviny. Prvni polovina byla
zvaZena a premisténa do sterilni banky. K danému mnozstvi kli€kti byl pfidan sterilni
fyziologicky roztok s ptidavkem Tween 80, tak aby vysledny pomér vzorek : fyziologicky
roztok byl 1 : 9. Vzorek byl nasledné tiepan na tfepacce po dobu 10 minut pii nejvyssi
frekvenci tfepani. Z vytiepaného vzorku byl odebran 1 ml tekutiny a do zkumavek byla
pripravena fedici fada od 102do 107, Celkovy pocet mikroorganismi byl stanovovan na plate
count agar (PCA, Oxoid, Brno), po inkubaci inokulovanych ploten po dobu 3 dnt pti 27 °C.
Mnozstvi salmonel pak bylo vyhodnocovano na selektivnim médiu Salmonella-Shigella agar
(Oxoid, Brno), po kultivaci inokulovanych ploten 24 h pii 37 °C. Na Petriho misky bylo

nanaseno fedéni od 107 do 1073, vzdy ve dvou opakovanich.
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Tabulka 7: Varianty oSetieni naklicenych semen mungo

koncentrace silice €as osetieni
Varianta |[tlak
[ul/ml vzduchu] [min.]
A atm® 1 60
B N 1 60
C atm 1 15
D J 1 15
L atm 1 5*
z J 1 5*
N atm 0,1 5*
M J 0,1 5*
K1 atm 0 60
K2 atm 0 5

+ atm — atmosféricky tlak; { - nizky tlak 1,7 kPa

* odpareni silice bylo podpofeno 1min. zahfatim

4.4.1.4.2 Testovani plynné faze silice saturejky a zavinutky proti E. coli na listech $penatu
(Spinacia)

V maloobchodni siti bylo zakoupeno 400g baleni Spenatovych listi. Kazdy Spenatovy list
byl inokulovan 3 x 10 ul E. coli o koncentraci 10" KTJ/ml (vysledna koncentrace na listu
3 x 10° KTJ/list). Davka inokula byla rovnomémé rozetfena po celém listu za pomoci sterilni
roztérky a nechala se 20 min. zaschnout ve sterilnim prostfedi flow boxu. Poté byly vzdy 4
listy umistény na gazovou miizku a v exsikatoru, na jehoz dno bylo bezprostiedné pired
vlozenim $penatovych listi umisténo magnetické michadlo a filtrani papir obsahujici silici
saturejky v koncentraci — 128, 64, 32, 16, 8 a 4 ul/l vzduchu (obr. 7). Silice zavinutky byl
testovana v koncentracich 8 a 4 pl/l vzduchu. Exsikatory byly uzavfeny, z jednoho byl odsan
vzduch (1,7 kPa) ave druhém byl ponechan atmosféricky tlak. Exsikatory byly umistény
nal0 min. na plotynku (70 °C) abylo zapnuto magnetické michadlo. ZvySena teplota
a michani podpofily odpafovani silice. Po 10 min. byly exsikatory sundany z plotynky
a dalSich 50 min. ponechany zaviené za pokojové teploty. Poté byly listy z nddob vyjmuty,
dva z nich byly pouzity k vyhodnoceni t¢inku silice bezprostiedné po oSetieni, zbyvajici dva
byly ulozeny do sterilnich ban¢k a po 4 dnech skladovani (4 °C) postoupeny k vyhodnoceni.
Kontrolni varianta zahrnovala vzdy 4 Spenatové listy inokulované E. coli, ale dale neoSetfené.

Mnozstvi E. coli bylo zjistovano ve stejné dny jako u oSetfenych variant.
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Dale bylo ovéteno, zda samotny sniZzeny tlak nebo zvysena teplota neovliviiuje mnozstvi
inokulované E. coli. Spenatové lisy této kontrolni varianty byly inokulovany E. coli
a oSetieny v exsikatorech (viz vySe) bez pouziti silice. Pocty piezivsi E. coli a celkovy pocet
mikroorganismit (CPM) byly vyhodnocovéany bezprostiedné a Ctvrty den po oSetfeni silici
ze saturejky a zavinutky kvantitativné pomoci vySe popsané standardni kultivacni deskové

metody, jako selektivni médium byl pouzit McConkey agar.

4.4.1.4.3 Testovani plynné faze silice oregana proti E. coli na listech polnicku (Valerianella
locusta)
Testovani polni¢ku probihalo stejnym zplisobem jako testovani Spenatu (kap. 4.4.1.4.2).

Na polni¢ku byla testovana silice oregana vV koncentracich 128, 64, 32, 16, 8 a 4 ul/l vzduchu.
4.5 Senzorické hodnoceni minimalné zpracovanych potravin

4.5.1. Senzorické analyza klickii mungo

Naklicend semena munga (100 g) byla umisténa na gaze do exsikatoru, tak aby se
nedotykala dna nadoby. Na dno exsikatoru byl vlozen filtracni papir s oreganovou silici.
Mnozstvi silice odpovidalo koncentraci 226 pl/l vzduchu. K hodnoceni byla zvolena
koncentrace o polovinu vys$si neZ koncentrace nejucinnéjsi varianty oSetfeni. Kli¢ky mungo
byly dale oSetieny stejnou koncentraci silice hiebi¢ku a lemongrass. OSetiena semena byla
ptes noc skladovana v chladu (4 °C) a druhy den byla podrobena degustaénim zkouskam.
Nakli¢ena semena hodnotil panel 11 studentd, ktefi absolvovali pfedmét ,,Senzoricka analyza
zemédelskych produkti”. Byli tedy proskoleni k provadéni degustaénich zkousek.
Hodnotitelé byli seznameni s dotaznikem a pouceni, jak ho vypliovat. Nasledné obdrzeli 5 g
naklicenych semen od kazdé varianty. Jako neutralizator chuti mezi kazdym vzorkem byla
pouzita voda.

Senzorické hodnoceni mélo za cil zjistit, zda mezi vzorky s pfidavkem a bez ptidavku silic
existuje statisticky priikazny rozdil.

Predlohou dotazniku (pfiloha 5) byl formulaf vytvofeny pro degustaci klickd Vv jiném
experimentu (Troszynska et al., 2006). Celkem bylo v ramci senzorického profilu hodnoceno
19 deskriptori a to za pouziti grafické linearni orientované nestrukturované stupnice (100
mm). Hodnoceni bylo zaméfeno predevsim na stanoveni intenzity dil¢ich deskriptord chuti,
viné a konzistence. Jako dopln€ék bylo zafazeno i hedonické hodnoceni, tedy hodnoceni

ptijemnosti né€kterych deskriptort (napfi. chuti).
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Hodnoceni probihalo v mistnosti z velké ¢asti splilujici normu pro uspofaddni
senzorického pracovisté (ISO 8589:1998), jednotlivi hodnotitelé pouze neméli k dispozici

samostatné koje.

4.5.2 Senzorické hodnocent polnicku a spenatovych listit osetienych silici

Listy salatt byly oSetieny nalezenymi MIC testovanych silic v atmosférickém tlaku, a to
stejnym zpusobem jako v kapitole 4.4.1.4.2, stim rozdilem, Ze listy nebyly inokulovany
E.coli. Hodinu po oSetfeni byly listy pfedany panelu 9 hodnotiteld sestavajicich
z proskolenych pracovniki a studenti CZU. Kazdy z nich obdrzel 4 listy od kazdé sledované
varianty. Hodnoceni probihalo stejné jako u klicki mungo. Hodnocené deskriptory byly az
na hodnoceni dil¢ich chuti v podstaté stejné (formulaf hodnoceni ptiloha 6 a 7). Ziskané

hodnoty byly opét statisticky zpracovany (viz kap 4.6).

4.6 Statistické vyhodnoceni dat

Vysledky jednotlivych c¢asti prace byly statisticky vyhodnoceny pomoci statistického
softwaru STATISTICA 12 (StatSoft). Byly stanoveny zakladni popisné statistiky (pramér,
smérodatna odchylka). Dale byly pomoci analyzy rozptylu (ANOVA) zjistovany statisticky
prukazné rozdily mezi relevantnimi pokusnymi variantami. V piipad¢ nedostatku dat, nebyla

data statisticky hodnocena.
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5. Vysledky a diskuse

Rozdéleni kapitoly bude, vzhledem K tomu, ze se prace sklada z nékolika samostatnych
Casti, nasledujici. V prvé fadé budou uvedeny vysledky péstovani rostlin v letech 2011-2013,
které budou souhrnné diskutovany. Dale budou uvedeny a diskutovany vysledky in vitro
testii. Nasledovat budou vysledky a diskuse k oSetfovani klickti mungo a jejich senzorické
zhodnoceni. Na zavér budou uvedeny vysledky oSetfovani salati (Spenat a polnicek) silici,

jejich senzorické zhodnoceni a spole¢na diskuse.
5.1 Vysledky polnich pokusit z prvniho roku péstovani rostlin ¢eledi Lamiaceae

5.1.1 Pestebni pokusy v roce 2011

V prvnim roce pokust bylo zaseto po ¢étyfech odridach saturejky zahradni, dobromysli,
tymianu a bazalky. Dale byla zaseta jedna majoranka (tab. 3). Semena rostlin nevzchazela
rovnomérng, prvni délozni listky byly u jednotlivych variant pozorovatelné po 14-25 dnech
od zaseti, nekteré z vybranych druhti rostlin napt. Origanum vulgare 7020 (Seva Flora)
nevzesly viubec. Pouze 8 odrid ze vSech péstovanych bylo schopno do posledni sklizné
(27.9.) vytvoftit zapojeny porost.

Problémy se vzchazivosti mohly byt zplsobeny jednak Spatnou vitalitou semen a také
znaénym suchem. M¢&si¢ni uhrny srazek v dubnu a kvétnu se pohybovaly okolo 20 mm pod
dlouhodobym primérem. Zaroven se teploty v téchto mésicich pohybovaly 2-3,7 °C
nad dlouhodobym normalem (grafy 15 a 16, pfiloha 4). Dal$im problémem se ukazalo
zapleveleni pozemku, kdy v prvnich tydnech po zaseti nebylo moZné rozeznat péstované
rostliny od plevelli a pozemek fadn¢ proplet. U znacné ¢asti druhti tak nebylo mozné provést
vSechny planované sklizné (grafy 1-4). Vzhledem k nedostatku dat z jednotlivych sklizni
nebylo vhodné provadét podrobné statistické zhodnoceni dat. Grafy 1-4 udavaji primér
pomérného zastoupeni sledovanych latek v silicich jednotlivych druht rostlin. Tabulka 8

udava primérnou vytéznost silic ze vzeslych druhi rostlin.
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Tabulka 8: Vybér sledovanych charakteristik péstovanych rostlin v roce 2011

vt vy oznaceni v , v)v( druh, Cislo oznaceni v .
druh, Cislo Sarze grafu vytéZnost c Sarve grafu vytéZnost o
[ml/kg] [ml/kg]
Satureja TV
hortensis, 9- SH Seva seed 2498 + 3,07 | Tymidn, 48 Gardenson 8,95 + 0,2
0041-20213-01
. Tymian, 8-
Satureja . ! TV
+ - - +
hortensis, 5176 SH Kiepenkerl 13,81 + 3,24 00410910218 Nohelgarden 10,31 + 1,68
Satureja Tymian, 8-
hortensis, 9- SH Semo 1 20,02 + 3,21|0051-69478- TV Semo 13,17 + 2,01
0040-99197-01 01
Satureja Tymian, 9-
hortensis,0-  SHSemo2 10,65 + 2,63| 0041- T\:esee(;’a 9,25 + na
0040-99071-01 L0215-01
Qnganum . oM 3,57 + 2,84 Eazalka’ !Bazalka’ 1575 + 548
majorana, 5194 Kiepenkerl citronova citronova
Origanum ov Bazalka Bazalka
+ +
vulgare, 5197 Kiepenkerl 2,73 t 185 chianti chianti 3,52 t Ll
Origanum
vulgare, 0-0040- OVSemol 1538 + na si?:?(')';i si?:?gf; 452 + 13
99068-01
Origanum
Bazalk Bazalk
wilgare,0-0040-  OVSemo2 2,07 1,02| oo S O 36 & 136
99224-01
Fvytéznost je vztazena k susing, X — prumérna vytéznost, 6-smérodatna odchylka

Nejveétsi vytéznost byla zjiSténa u vetSiny vzeslych saturejek, vice jak 15 ml/kg silice dale

poskytly rostliny oregana od firmy Semo (Semol) a bazalka citronova. Nejmensi vynos silice

(<5 ml/kg) byl zjistén u vétsiny z péstovanych oregan a bazalek.

Z hlediska vzchazivosti a rychlosti vytvofeni zapojeného porostu byly nejlepsi odrady

saturejky od firmy Semo. Nejdéle trvalo vytvoieni zapojeného porostu dobromysli.

5.1.1.1 SloZeni silic pé€stovanych saturejek zahradnich

Mnozstvi karvakrolu a p-cymenu v saturejkach bylo celkem vyrovnané (5466 %, 3-6 %),

nejvice se rostliny liSily v mnozstvi tymolu, kdy pouze saturejka od Kiepenkerl obsahovala

vice nez 1 % této latky, tato varianta vykdzala druhou nejhorsi vytéznost (tab 8). Nejlepsi

vytéznost 24 ml/kg byla zjiSténa u saturejky od firmy Seva seed a Semo.
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Graf 1: Primérné zastoupeni sledovanych latek [%] v
saturejce zahradni od rtiznych dodavateli
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Graf 2: Primérné zastoupeni sledovanych latek [%] v
dobromysli a majorance od rtiznych dodavatel(
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5.1.1.2 Slozeni silic péstovanych oregan a majoranky

Majoranka krom¢ nizké vytéznosti (tab. 8) obsahovala i malé mnozstvi sledovanych latek
v poméru k ostatnim latkam obsazenym v silici (graf 2), z dalSich pokust proto byla
vyfazena. Nejvice karvakrolu (80 %) a nejvétsi vytéznost byla sledovana u dobromysli

od firmy Semo (Semo 1, graf 2), tuto rostlinu v§ak bylo mozné sklidit pouze jednou.

5.1.1.3 Slozeni silic péstovanych tymianii
Z grafu 3 vyplyva, Ze nejvitalnéjsi byly porosty tymiana od firmy Nohel Garden a Semo
(viz pocet sklizni), slozeni U¢innych latek a vytéznost (tab. 8) byly obdobné u vsech

sledovanych variant.

Graf 3: Primérné zastoupeni [%] sledovanych latek v
tymianech
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g' 20 | tymol
o
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(7]
N 10 T L
. -4
(2) | (4) | (5) (1)
TV Gardenson | TV Nohelgarden TV Semo TV Seva seed
dodavatelé tymianu (pocet sklizni)

*usecky v grafu znazoriuji smérodatnou odchylku

5.1.1.4 Slozeni silic péstovanych bazalek
Hlavni sledovanou latkou u bazalek byl linalool, jeho mnoZstvi v rostlinach od rtznych
dodavatelll kolisalo v rozmezi 32—63 %. Bazalka citronova dale ve vyznamnéj$Sim mnoZstvi

obsahovala neral a geranial. Bazalka salatova obsahovala 19 % methylchavikolu. Pouze dvé
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ze sledovanych bazalek obsahovaly eugenol. Nejlepsi vytéznost prokézala bazalka citronova

nejhorsi pak bazalka chianti (tab. 8).

Graf 4 : Primérné zastoupeni [%] sledovanych latek v bazalce
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*asecky v grafu znazoriuji smérodatnou odchylku

5.1.2 Pestebni pokusy v roce 2012

Ve druhém roce péstovani byly vysety tymiany od tfi dodavatelt (tab. 9). Byly zasety i tii
odridy saturejky horské a zahradni, udaje o slozeni jejich silic a vytéznosti zde nejsou
vzhledem ke ztrat€ ¢asti dat prezentovany.

Béhem vzchazeni rostlin se opét jako velky problém ukéazalo zapleveleni pozemku, kdy
nebylo mozné spolehlivé rozeznat mladé rostliny tymianu od plevele a pokusnou plochu
fadné proplet. Znaéné zapleveleni pozemku a sucho v kvétnu a cervnu (graf 15, ptiloha 4)
mélo vliv na nizkou vzchazivost rostlin (36-41 %) a ve vysledku i vynos silice. Primérny
vynos jednotlivych tymiand udava tab. 9, primérné zastoupeni silic udava graf 5.

Tabulka 9: Priimérna vytéZnost silic péstovanych v roce 2012

prdmérna vytéznost silic [%] z tymidanu*
Floraself Nohelgarden Quality seeds
X c X c X c
16,75 + 1,29 17,25 + 4,56 16,58 + 3,04

* vytéznost je vztaZena k suSin€, X — primérna vytéZnost, o-smérodatna odchylka

Mezi vytéznosti a sloZzenim silice péstovanych tymiani nebyly pozorovany statisticky

vyznamné rozdily (p < 0,01). Vytéznost silice se pohybovala okolo 17 ml/kg, mnozstvi
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tymolu kolisalo od 56 do 57,5 %, karvakrolu okolo 2,5 % a p-cymenu okolo 10 %. Vsechny

pestované tymidny vykazaly vyrovnanou vytéznost a velice podobné slozenti silice.

Graf 5: Primérné zastoupeni [%] sledovanych latek v tymianu
od rtiznych dodavatelli
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*UseCky v grafu znazoriiuji smérodatnou odchylku

5.1.3 Péstebni pokusy v roce 2013

Celkova nejlepsi vytéznost silic byla zjisténa u saturejky horské a tymianu (28—37 ml/kg)
(tab 10). Nejmensi vytéZznost byla tradi¢né pozorovana u vSech péstovanych dobromysli (3,8
— 4,1 % ml/kg). Mezi vytéznostmi silic v8ech rostlin (p < 0,001), ale i mezi jednotlivymi
druhy saturejky (tab. 11) byly prokazany statisticky vyznamné rozdily. Z grafu 6 je vidét, ze
nejlépe vzchazela saturejka od firmy Semo a Pharmassat, nejhiite vzchéazelo oregano, coz
koresponduje i s nizkou vytéznosti silice. Tymian i pfes svoji relativné nizkou vzchazivost
Vv porovnani se saturejkou prokdzal nejvysSi vytéZnost silice. Pramérné zastoupeni

sledovanych t¢innych latek v rostlinach udavaji grafy 7 a 8.
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Tabulka 10: Vytéznost silic rostlin péstovanych v roce 2013

. X
rostlina X \E\r::e/zknc])st o rostlina  vytéZnost c
& [mi/ke]
OV Seva 4,16 * 1,80 SM Semo 13,30 * 2,16
SZ Semo 15,58 * 3,01 OV Semo 4,16 * 1,08
TV
SZ Pharmasaat 22,74 + 5,49 Pharmasaat 28,82 + 8,54
SH
SZ Gardenson 10,69 * 3,38 Pharmasaat 37,02 * 7,57
OV Pharmasaat 3,82 + 0,88

OV — Origanum vulgal

€, SZ — Satureja hortensis, SM — Satureja montana, TV — Thymus vulgaris; vyt€znost je vztazena k susing€, X —

primérna vytéznost, 6-smérodatna odchylka

Tabulka 11: Statisticky vyznamné rozdily ve vytéZnosti péstovanych saturejek

rostlina 1 2 3 5
SZ Semo 1

SZ Pharmasaat 2|0,0203*

SZ Gardenson 3| 0,1978 0,0002

SH Semo 5| 0,8535 0,0018 0,7822

SH Pharmasaat 8| 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

*Cervené vyznacené hodnoty znadi statisticky prukazné rozdily
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Graf 7: Primérné zastoupeni [%] sledovanych latek v saturejkach
od rtiznych dodavatell
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V péstovanych saturejkach ptevazovala jako hlavni G¢inna latka karvakrol (5470 %),
Statisticky vyznamné (p < 0,05) se mnozstvi této latky liSilo u SZ Semo x SZ Pharmasaat
a také mezi SZ Semo x SH Pharmasaat. MnoZstvi tymolu bylo zanedbatelné (<1 %). Nejvice

se tedy saturejky lisily v obsahu p-cymenu, statisticky vyznamné odli$nosti udava tab. 12.

Tabulka 12: Statisticky vyznamné rozdily v mnoZstvi p-cymenu v saturejkach

rostlina 1 2 3 5
SZ Semo 1

SZ Pharmasaat 2| 0,8930

SZ Gardenson 3| 0,0002 0,0001

SH Semo 5| 0,0002 0,0001 0,9999

SH Pharmasaat 8| 0,9910 0,5906 0,0001 0,0002

*Cervené vyznacené hodnoty znadi statisticky prukazné rozdily

Péstované rostliny oregana obsahovaly jako hlavni G¢innou latku karvakrol (13-28 %),

obsah p-cymenu se pohyboval v rozmezi 413 %. Statisticky vyznamny rozdil (p < 0,01) byl
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zaznamenan v obsahu tymolu u ,,OV Seva seeds* (graf 8) oproti dvéma dal$im sledovanym
dodavatelim. Tymidn od firmy Pharmasaat obsahoval nejmensi mnozstvi tymolu oproti

rostlindm péstovanym v piedchozich letech (grafy 5 a 3).

Graf 8: Primérné zastoupeni [%] sledovanych latek v
dobromysli a tymianu od rtiznych dodavatelt
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5.2 Diskuse péstebni pokusy

Vytéznost silic bazalek vztazenad na cCerstvou hmotu rostlin byla 0,3 az 0,45%,
a pohybovala se tedy okolo minimalnich hodnot udavanych v literatufe (0,3 %) (Aguilar,
1999). Nizky vynos silice je pravdépodobné zapfi¢inén ne zcela cela optimalnimi
agroklimatickymi podminkami (Hussain et al., 2008). Je znamo, ze bazalka je choulostiva
nasucho a zimu ak ristu potiebuje relativné vysoké teplotni optimum (Hay a Waterman,
1993). Nejzastoupené€jsi ucinnou latkou byl linalool. Péstované bazalky tedy odpovidaji
linaloovému chemotypu, ktery identifikoval napt. (Telci et al., 2006). V poméru ostatnich
ucinnych latek se vSak studie rozchazeji. Vyse uvedeni autofi uvadéli vysoky obsah kadinolu,
bergamotenu, 1,8 cineol, eugenolu nebo cadinenu. Vétsina téchto latek v nami péstovanych
rostlinach nebyla identifikovéana.

Obsah hlavnich G¢innych latek neni z antimikrobidlniho hlediska u péstovanych bazalek

piili§ vhodny. Pro toto pouziti by byl vhodnéjsi druh s vy$§im obsahem eugenolu, ktery je
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V porovnani s linaloolem G¢inngjsi proti bakteriim. Bazalka salatova také obsahovala vysoky
obsah estragolu, ktery je strukturné podobny karcinogennim fenyl propanolim a pro
potravinaiské ucely proto neni pfili§ vhodna (Telci et al., 2006). Bazalka byla z davodi nizké
vytéznosti a nevhodného slozeni silice z dalsich péstebnich pokust vytazena.

Vsechny péstované tymidny bez ohledu na rok péstovani a dodavatele byly vyrovnané co
do obsahu a pomérného zastoupeni latek. I obsah p-cymenu, ktery je prekurzorem tymolu
a jeho mnozstvi se mize v zavislosti na dobé sklizné lisit (Jordan et al., 2006), byl stabilni
u vSech sledovanych tymiand. Dle vysokého obsahu tymolu u vSech péstovanych variant Ize
usuzovat, ze se jedna o tymolové chemotypy (Thompson et al., 2003). Vynos silice vztazeny
na ¢erstvou hmotu se pohyboval Vv rozmezi 1-3,25 % a Vv porovnani s obvykle uddvanymi
hodnotami vytéznosti 0,8— 2,6 % (Barnes et al., 2007) byl nadprimérny. Podobné pomérné
zastoupeni hlavnich G¢innych latek silice bylo popsano mnoha autory (Baranauskiene et al.,
2003; Rota et al., 2008; Alizadeh et al., 2011; Nikoli¢ et al., 2014).

Z hlediska antimikrobialnich vlastnosti se tymianova silice diky vysokému obsahu tymolu
a p-cymenu, ktery podporuje integraci tymolu do mikrobidlnich membran (Burt, 2004), jevi
jako velice vhodna pro dalsi pokusy.

Vsechny sledované saturejky obsahovaly vice jak 50 9% karvakrolu a zanedbatelné
mnozstvi tymolu (krom SH od Kipenkierel), slozeni odpovida komerénim pozadavkim
natuto silici (Dzuong Duc Huyen & Brink, 1999). V saturejkach horskych a zahradnich
popsanych v jinych studiich mnozstvi karvakrolu kolisa v rozmezi 5-84 % (Kustrak et al.,
1996; Gulluce et al., 2003; Skocibusi¢ a Bezi¢, 2004; Djenane et al., 2011). Dal§imi G¢innymi
latkami zastoupenymi ve vyznamném mnozstvi (>10 %) byly ve vyse uvedenych studiich
p-cymen, y-terpinen a napf. geraniol. Zna¢na diverzita v obsahu karvakrolu je pravdépodobné
zpuisobena hodnocenim riiznych variet saturejek (pfesnd taxonomie tohoto druhu zatim
neexistuje) (Dzuong Duc Huyen & Brink, 1999) a riznymi oblastmi sbéru a péstovani (Hay
a Waterman, 1993).

Vynosy silice péstovanych saturejek vztazené k Cerstvé hmotnosti se pohybovaly
v rozmezi 0,8-1,8 %, coz odpovida hodnotdm vynost uvadénych v literatute, tedy 1-2 %
(Dzuong Duc Huyen & Brink, 1999).

Z hlediska antimikrobidlnich vlastnosti je silice saturejky vzhledem ke svému slozeni
velmi perspektivni pro dal$i pouziti. Saturejka zahradni byla Gspé$né pouzita i v pokusech
zahrnutych v této praci.

Péstovana oregana nabizend rlznymi dodavateli lze z hlediska sloZeni silice rozdélit

do dvou skupin. Oregana obsahujici karvakrol jako majoritni slozku (karvakrolovy chemotyp)
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a oregana obsahujici podobné mnozstvi karvakrolu a tymolu, jedna se 0 ptechodny typ mezi
karvakrolovym a tymolovym chemotypem oregana (D'Antuono et al.,, 2000). Pomérné
zastoupeni nami sledovanych latek, je odlisné od oregan popsanych v jinych studiich (Sahin
et al., 2004), coz je dano velkou variabilitou v ramci taxonu (de Guzman a Jansen, 1999).
V porovnani s oreganovou silici, ktera byla zakoupena a pouzivana pii testovani (kap.
4.4.1.1), obsahovaly péstované druhy o pfiblizné 30 % méné karvakrolu. Vytéznost silice se
pohybovala v rozmezi 0,15-0,75 % Cerstvé hmoty a byla na spodni hranici udavanych hodnot
vytéznosti (0,1-6 %).

Analyzované oreganove silice, 1ze z hlediska sloZeni pokladat za antimikrobialné u¢inné, avSak
z hlediska vytéznosti a vzchazivosti nejsou oregana vhodna pro péstovani v CR.

Cilem této Casti prace bylo vybrat vhodné odridy vySe uvedenych rostlin z hlediska
kvantitativnich (vynos) a kvalitativnich (slozeni silice, antimikrobialni aktivita) vlastnosti
silic. Za nejvhodnéjsi 1ze na zadklad¢ uvedenych vysledkii povazovat saturejky, pfedevsim pak
saturejku zahradni od firem Pharmasaat a Semo (Satureja hortensis, 9-0040-99197-01), které
mély vysoké vynosy, dobrou vzchéazivost a vhodné slozeni silice, z tymiant pak ten od firmy
Pharmasaat. Bazalky nebyly vyhovujici z hlediska slozeni silic a vynosu, oregana pak

nevyhovovala z hlediska vzchazivosti a vynosu.
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5.3 Vysledky a diskuse in vitro testi antimikrobialni aktivity silic v kombinaci
s atmosférickym a nizkym tlakem

V in vitro testech bylo zjistovano, zda kombinace nizkého tlaku a plynné faze silice

povede Kkrychlej$i inhibici mikroorganismi v porovnani se stejnym  oSetfenim

za atmosférického tlaku. MIC se pohybovala v rozmezi 64-512 pl/l. E. coli byla v porovnani

lemongrass v atmosférickém tlaku nebyl proti sledovanym mikroorganismim tG¢inny. Podtlak

ve vetsing piipadu (tab. 13) pasobil synergisticky s plynnou fazi silice, a vysledkem byla 2 az

48krat rychlejsi inhibice patogennich mikroorganismi.

Tabulka 13: Minimalni inhibi¢ni ¢asy (MIT) plynné faze silic za atmosférického

a nizkého tlaku

MIT [min.]* Redukce ¢asu
MIC tlak atm./nizky tlak
Silice mikroorganismus Lo L
[ui/1] nizky atmosféricky
.. S. enteritidis 512 15 30 2
skofice .
E. coli 128 15 240 16
. S. enteritidis 512 60 240
hiebicek
E. coli 256 240 1440
S. enteritidis >512 - - -
lemongrass )
E. coli >512 - - -
S. enteritidis 64 15 240 16
oregano
E. coli 64 30 1440 48
FMIT = minimalni inhibicni ¢as; MIC = minimalni inhibicni koncentrace urcena po 24hod. pusobeni silice v atm. tlaku; *-” = netestovano;

atmosféricky tlak = 101.3 kPa, podtlak = 1.7 kPa

Dale bylo zjistovano, zda se MIC, primarné urcend po 24hodinovém plisobeni silice
na mikroorganismus, mize v podtlaku déle sniZit. MIC se u vSech silic (kromé hiebickove
silice) snizila (tabulka 14). Pro rGzné koncentrace silice byly v podtlaku uréeny 1 rizné MIT.

Dokonce i jinak net¢inna silice lemongrass dokazala inhibovat rist E. coli (tab. 14).
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Tabulka 14: Rozdilné MIC plynné faze silic v podtlaku a atmosferickém tlaku

. mikroorganis 2AME e MIT [min.]
silice mus [/ 2y tlak
(/1] mey e
128 15
skofice S. enteritidis 512 64 30
64 60
lemongrass E. coli >512 512 240
S i 32 30
. enteritidis
64 3 60
oregano
. 32 30
. coli
64 3 60

MIT = minimalnt imhibient Sas; MIC = minimalni inhibicni koncentrace urcend po 24hod.
péisobent silice v atm. tlaku; atmosféricky tlak = 101.3 kPa, podtlak = 1.7 kPa

MIC byly podobné jako u jinych testovanych patogennich mikroorganismu (Tyagi a Malik,
2012; Frankova et al., 2014).

Mechanismus té¢inku silic v kombinaci s nizkym tlakem nebyl dosud uspokojivé vysvétlen.
Z dostupnych pramend neni znamo, ze by mél nizky tlak vliv napf. na strukturdlni zmény
V bunééné membrang, jako je tomu napf. u vysokého tlaku (Pagan, 2000). Dale je také znamo,
Ze mikroorganismy jsou schopné piezit i pii pisobeni vysokého vakua (Portner et al., 1961).

Jedna z dosud publikovanych hypotéz predpoklada, ze zvySeny ucinek silic v podtlaku je
dan jednak mensimi zménami ve slozeni silic v dasledku jejich nizsi oxidace a dale tim, ze
fakultativn€ anaerobni mikroorganismy ziskévajici energii pomoci anaerobniho metabolismu
jsou k ucinku silic citlivéjsi (Paster et al., 1995).

Jako nejpravdépodobnéjsi se jevi hypotéza, ze v disledku nizkého tlaku dochazi k lepsi
difuzi silice do prostiedi, a tim se i zvySuje Sance, Ze se dostane do kontaktu s cilovym
mikroorganismem (Arras a Usai, 2001).

Vyse uvedené vysledky a také fakt, Ze se vakuum vyuzivad v nékterych provozech
k ochlazovani ovoce a zeleniny (Arras a Usai, 2001), vedl k hypotéze, Ze by se kombinace
podtlaku a silice dala pouzit jako nova konzervacni technika pro minimalné zpracované
produkty. Tato kombinace proto byla testovana v dals$i ¢asti experimentu.

Vysledky experimentu byly publikovany ve Food Control, Volume 35, Issue 1, January

2014, Pages 14-17, kde jsou také podrobné diskutovany (ptiloha 2).

56


http://www.sciencedirect.com/science/journal/09567135
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09567135/35/1

5.4 Vysledky a diskuse testovani plynné faze silic proti S. enetritidis na nakli¢enych
semenech mungo (Vigna radiata)

5.4.1 Osetrent klickit mungo silici oregana

Vysledky snizeni poctu mikroorganismii v kliccich mungo po oSetieni plynnou fazi
oreganové silice udava tabulka 15. V porovnani s kontrolami doslo bezprostiedné po oSetieni
ke statisticky vyznamnému (p < 0,05) snizeni CPM ve vétSiné oSetienych variant,
nejucinngjsi bylo osetieni variantou B (snizeni o 3,1 log KTJ/g), nejméné ucinné pak oseteni
C a M (sniZzeni o 1 log KTJ/g). Po ¢tyfech dnech skladovani doslo jak v kontrole, tak
v oSetfenych variantach k dal§imu poklesu CPM, signifikantné pak pouze variant B a D.
U varianty M doslo naopak ke zvyseni CPM. Pokles CPM po dobu skladovani byl

pravdépodobné zpuisoben synergistickym u¢inkem nizké skladovaci teploty (4 °C) a silice.

Tabulka 15: Snizeni CPM a S. enteritidis (KTJ/g) na kli¢cich oSetfenych oreganovou

silici
Den sledovani
1. 4,
CPM [log KTJ/g] SE [log KTJ/g] CPM [log KTJ/g] SE log [KTJ/g]
Varianta X c X c X c X c
Testy bez podpory
evaporace silice
Kabcd (0 pl/ml, 60 min.) | 9,62 + 0,55 *“| 9551 + 0,74 | 7,94 + 0,10 ™| 7,50 + 0,33
A (atm, 1ul/ml, 60 min.) | 8,20 + 0,50 7,62 + 1,65 7,11 + na 6,53 + 0,49
B ({4, 1ul/ml, 60 min.) 6,53 + 0,04 °* 757 + 1,20 6,99 = 0,02 6,53 + 0,04
C (atm, 1ul/ml, 15 min.) | 8,53 + 0,47 ®1 779 + na 7,62 + 0,31 6,86 + 0,36
D(L, 1u/ml,15min) | 7,98 + 057 °| 739 + 225 | 721 + 0,11 7,04 + 0,24
Testy s podporou
evaporace silice
Kzlmn (O pl/ml, 5min.) | 895 = 0,32 m 879 + 0,45 | 9,19 + 0,73 8,49 + 0,15
L (atm, 1pl/ml, 5 min.) 7,16 = 1,34 m 6,88 + 0,99 | 7,73 + na 6,59 + 0,98
M (4, 1ul/ml, 5 min.) 7,90 + 0,48 7,01 + 1,17 *|10,36 + na 6,51 + na
:infftm' 01ul/ml, 5 37 £ 071 " 688 x 070 % 892 + 226 | 707 % 079
Z({, 0,1ul/ml, 5 min.) 6,71 * 1,14 ml 611 £ 1,35 ¥| 893 + 0,93 6,61 + 1,26

*X — prumer; ¢ — smérodatna odchylka; CPM — celkovy pocet mikroorganismu, SE — Salmonella enteritidis, KTJ — kolonie tvorici jednotka,

na — hodnota neni k dispozici, pismena uvedena ve sloupcich oznacuji statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05) mezi testovanymi variantami

Bezprostfedné po oSetieni klicki oreganovou silici doSlo ke snizeni poctu S. enteritidis
01,7-2,7 log KTJ/g, statisticky vyznamné bylo pouze pro varianty L, M, N a Z (tab. 15).
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Ctvrty den po ofetfeni doslo k dal§imu poklesu S. enteritidis, a sice 0 0,5-2 log KTJ/g oproti
kontrole. Za nejucinngjsi lze povazovat variantu Z (1ul/l silice, podtlak, 5min. oSetfeni.,

podpora evaporace silice) a B (1ul/l silice, podtlak, 60min. osetteni).

5.4.2 Senzoricky profil klicki

Hodnotitel¢ posuzovali senzorické vlastnosti klickti oSetfenych silici oregana, lemongrass
a hfebicku v koncentraci 226 pl/l vzduchu. Vysledky hodnoceni pfijatelnosti oSetfenych
klickdi jsou uvedeny v grafu 9, vysledky hodnoceni intenzity vybranych deskriptord jsou
uvedeny v grafu 10.

Z hlediska pfijatelnosti byla ve vSech deskriptorech (graf 9) nelépe hodnocena neoSetfena
kontrola. Osetfeni silicemi se statisticky vyznamné (p < 0,005) projevilo pouze na ,,celkové
ptijemnosti chuti“ klickt osetfenych oreganovou silici oproti neosetfené kontrole. Oreganové
klicky byly z hlediska piijemnosti chuti a také celkového hodnoceni hodnoceny jako nejvice
odporné a pravdépodobné by nebyly zdkazniky dobie pfijimany. Pfijatelnéji z hodnoceni
vySel vzorek oSetieny hiebickovou a lemongrass silici (graf 9). Tyto silice vSak v soubézné
provadénych in vitro testech prokazaly vyrazné nizsi ucinnost oproti S. enteritidis, od jejich

dalsiho testovani na kli¢cich bylo proto upusténo.

Graf 9: Hedonické hodnoceni klickii mungo

celkovy vzhled

celkové hodnoceni vzorku prijemnost viné

celkova prijemnost chuti

=&—neosetiené klicky =ll=lemongrass klicky oregano klicky —==¢=htebickové klicky

Hodnoceni intenzity vybranych deskriptort (graf 10) ukazalo, ze oSetfeni silicemi nema

statisticky prukazny vliv na texturu ani vnimani zdkladnich chuti vysledného produktu.
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Statisticky priikkazn¢ hodnotitelé rozeznali intenzitu dil¢ich chuti aplikovanych silic

(p < 0,0001 pro oregano a hiebicek a p < 0,02 pro lemongrass)

Graf 10: Hodnoceni intenzity vybranych deskriptort klicku
mungo

intenzita barvy
jina “. intenzita travové viné
pretrvavajici chut ‘ 60 “‘ intenzita jiné viiné
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chut oregana

chut hfebicku

moucnata chut Cerstvych klicka

svirava

=&—neosetiené klicky =ll=lemongrass klicky oregano klicky === hrebickové klicky

5.4.3 Diskuse antimikrobidlni aktivita silice oregana na oSetrovanych kliccich, senzorické
zhodnoceni vyslednych produktii

Studie zabyvajici se zdravotni nezévadnosti klickli se zamétuji spiSe na zpisoby
dezinfekce semen pied kli¢enim neZ na kli€ky samotné. Dezinfekce semen je vzhledem
K jejich jednotnému povrchu a vyssi odolnosti vici riznym fyzikalnim a chemickym vlivim
jednodussi (BIOHAZ, 2013; Ding et al., 2013). V prabéhu kliceni dale mize dochazet
k internalizaci nezadoucich mikroorganismt do tkani (Deering et al., 2012). Ty jsou nasledné
chranény proti vlivu sanita¢nich prosttedk.

Pro ilustraci lze porovnat napiiklad konvenéni metodu oSetieni semen pied klicenim
chlornanem vapenatym (Ca(ClO)) v koncentraci 20 000 ppm a chlorem v koncentraci max
200 ppm. Tyto prostiedky zajistuji snizeni po¢tu mikroorganismt na semenech o 1-3 KTJ/g
(Sikin et al., 2013). Zatimco experimentalni oSetfeni kli¢ckii mungo chlorem v koncentraci
170 ppm vedlo ke snizeni CPM pouze o 0,9 a S. enteritidis 0 1,5 log KTJg (Neo et al., 2013),

coz je o polovinu méné€ v porovnani s oSetfenim nenakli¢enych semen.
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K oSetfeni klickti mungo byla dale v riznych experimentech pouzita elektrolyzovand voda
(75 ppm dostupného Cly, oxida¢né-redukéni potencial — ORP = 1150 mV, pH 2.8, 180 s),
kysely chlornan sodny (1200 ppm, pH 2.3, 180s), cetylpyridinium chlorid (2%, 180 s),
ozonizovana voda (2 ppm, 180 s), fosfore¢nan sodny (10%, pH 12.6, 180 s) a horka voda
(70 °C, 205s) (Phua et al., 2014). Nejucinngjsi variantou se ukazala byt horka voda, ktera
redukovala CPM a S. enteritidis o0 4.81 a 4.37 log KTJ/g, avsak tato metoda méla negativni
vliv . na barvu a texturu klicka. Ostatni uvedené metody oSetieni snizily mnoZstvi
mikroorganismti o méné nez 2 log KTJ/g.

Podobnych vysledki jako v nasem experimentu bylo dosazeno aplikaci kyseliny
peroxioctové v koncentraci 70 ppm (snizeni S.enteritidis 0 2,1 a CPM o0 1,1 log KTJ/g) (Neo
et al., 2013). Vliv oSetieni na organoleptické vlastnosti produktu nebyl uveden.

Testovani antimikrobidlnich latek v plynné fazi na kli¢cich neni pfili§ prozkoumané.
V soucasnosti je autorovi znama pouze jedna studie, kdy byla v plynné fazi testovana kyselina
octova a allylisothiokyanat v koncentracich 200 a 500 mg/l vzduchu oproti S. enteritidis
na kliccich vojtésky (Weissinger et al., 2001). Latky v testovanych koncentracich vyznamné
snizily mnozstvi patogenu na kli¢cich (allylisothiokyanat pod mez detekce metody), avSak
vysledny produkt nebyl poZivatelny. Zatimco v ndmi provedenych testech bylo dosaZeno
vyznamného sniZzeni mikroorganisml za pouZziti aZ 5x niZs§i koncentrace silice a vysledny
produkt byl konzumovatelny.

Weissinger (2001) zkoumal i mozné oSetfeni semen vojtésky plynnou fazi tymolu,
karvakrolu, cinnamaldehydu a octové kys. v koncentraci 1,000 mg/l vzduchu po dobu 1, 3,
7h pii 60 °C. Kvyznamnému snizeni salmonely >3log KTJ/g doslo po 7 hodinach
odpatovani tymolu, cinnamaldehydu a octové kys. Karvakrol ptitomny v silici oregana byl
neucinny, V nasich testech prokéazal vysokou Gi¢innost.

Porovnanim vysledkii experimentu s dostupnymi daty 1ze konstatovat, Ze 1 kratkou aplikaci
plynné faze silice oregana je mozné docilit srovnatelného snizeni nezadoucich
mikroorganismi na kliccich mungo a ¢aste¢né zachovat ptivodni organoleptické vlastnosti
produktu. Predpoklad, Ze plynnd faze silic 1épe prostoupi produktem, a zlepSi tak
antimikrobialni u¢innost, nebyl potvrzen. Podtlak, ktery v in vitro testech snizil MIC a dobu
osetfeni, nemél ve srovndni s oSetfenim v atmosférickém tlaku vyznamny vliv na sniZeni
poctu mikroorganismu.

Plynnou fézi silic by pravdépodobné nebylo mozné zatradit ptimo do vyrobniho procesu

klickt. Bylo by vSak mozné uvazovat o jeji inkorporaci do obalovych materialti, kdy by jako
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soucast modifikované atmosféry napomahala udrzovat, pfipadn¢ snizovat mnozstvi
mikroorganismu na kli¢cich.

Z hlediska vyrobni praxe se stale jako nejlepsi prevence vyskytu a mnozeni nezadoucich
mikroorganismil jevi oSetfeni semen pied klicenim a dodrzovani spravné vyrobni praxe
azajisténi a nasledny monitoring nezdvadné pitné vody, kterd je hlavnim zdrojem

kontaminace a pfenosu mikroorganismt béhem kli¢eni (Sikin, 2014).
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5.5 Vysledky a diskuse testovani plynné faze silice oregana, saturejky a zavinutky proti
E. coli na listech polni¢ku (Valerianella locusta) a $penatu (Spinacia)

5.5.1 Osetreni polnicku silici oregana

Vysledky oSetieni listi polnicku rGznymi koncentracemi silice oregana jsou uvedeny
v tabulce 16. Pramérné mnozstvi E. coli na uméle inokulovanych neoSetienych listech
polnicku bylo 4,9 log KTJ/g bezprostiedné po oSetieni. Po ¢tyfech dnech skladovani pti 4 °C
za chladirenské teploty doslo ke spontannim poklesu mnozstvi E. coli v priméru o 1,8 log
KTJ/g. Osetfenim inokulovanych listd v podtlaku a atmosférickém tlaku bez pouziti silice
bylo ovéfeno, ze samotnd zmeéna tlaku nema na mnozstvi mikroorganismt vliv (varianta
0 ul/l, tab. 16). Celkové pocty mikroorganismi zistavaly stabilni v obou dnech sledovani.
Koncentrace par oregana pohybujici se vrozmezi 128-8 ul/l vzduchu dokazala zcela
eliminovat E. coli na polni¢ku, bez rozdilu zpusobu jeji aplikace. Koncentrace oregana 8 ul/l
byla stanovena jako MIC.

Podobn¢ jako v in vitro testech bylo nasledné zjisStovano, zda nizky tlak zkrati dobu
oSetfeni nutnou K inhibici mikroorganismii. Cas oSetieni saldtu byl zkracen na 30 min., silice
byla testovana v nalezené MIC (8 pl/l) vzduchu. Toto oSetfeni vSak nevedlo k inhibici
sledovanych mikroorganismii oproti kontrole (data nejsou uvedena).

V priméru tedy na uméle inokulovaném polnic¢ku doslo ke snizeni poétu E. coli 0 3-4 log
KTJ/g (s ohledem na mez detekce metody 2 log KTJ/g). Silice v koncentraci 128 a 64 pl/I
dale vyznamné (p < 0,05) snizila CPM oproti sledované kontrole, nizs$i koncentrace silice

nemély na CPM vliv.

5.5.2 Vysledky osetieni Spenatu silici saturejky a zavinutky

Vysledky oSetieni Spenatu silici saturejky a zavinutky udava tabulka 17. Mnozstvi E. coli
se bezprosttedné po inokulaci pohybovalo v priméru od 3,5 do 4,6 log KTJ/g, po ¢tyfech
dnech skladovani doslo stejné jako u polnicku ke spontannimu poklesu E. coli na Spenatu
(v priméru o 0,7 log KTJ/g). Celkovy pocet mikroorganismu se ve vét§in¢ sledovanych
ptipadti pohyboval okolo 6 a >7 log KTJ/g.

OsSetfenim inokulovaného Spenatu pouze za nizkého a atmosférického tlaku bez pouziti
silic bylo stejn¢ jako v pfipadé polnicku prokazano, ze samotnd zména tlaku nema
na mnozstvi E. coli vliv (varianta Oul/l v tab. 17). Silice saturejky do koncentrace 8 ul/l
vzduchu zcela inhibovala E. coli, o polovinu niz$i koncentrace (4 ul/l) nebyla u¢inna. Silice

zavinutky byla vzhledem k podobnému slozeni silice testovana pouze ve 4 a 8 ul/l, vysledky
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byly shodné se saturejkou. MIC pro E. coli byla tedy pro ob¢ silice stanovena na 8 pl/l
vzduchu. Silice saturejky aplikovand v podtlaku snizila ve vysSich koncentracich mnozstvi

CPM, avsak tento vysledek nebyl statisticky prikazny, v niz§ich koncentracich nedochéazelo

Tabulka 16: Snizeni CPM a E. coli na polni¢ku oSetfeném silici oregana

Csilice  [1l/l E. coli [log KTJ/g] CPM [log KT)/g]

vzduchu] 1. den 4. den 1. den 4. den

128 X o X o X c X c
Atm.tlak | nd % nd 419 + 0,57 | 487 + 0,76
Podtlak | nd nd 3,42 + 0,39 4,73 + 0,54
Kontrola | 5,37 = 0,10 3,62 + 2,14 | 5,28 + 0,39 >5

64
Atm.tlak | nd % nd £ 364 £ 067 3,18 * 0,38
Podtlak | nd nd 3,22 + 0,18| 3,22 + 0,37
Kontrola | 5,70 * 2,31 £ 5,87 + 5,87 *

32
Atm.tlak 2,15 + 0,34 nd 4,92 + 0,11 4,88 0,17
Podtlak |2,15 + 0,09 nd ¢ 476 £+ 0,34| 553 £+ 0,58
Kontrola | 5,87 * 4,94 + >5 * >5 +

16
Atm.tlak | nd % nd t 5,20 + 0,29
Podtlak | nd * nd + 3,78 + 0,24| 427 + 0,45
Kontrola | 4,07 * 2,09 t + 556 *

8
Atm.tlak | nd % nd £ 539 + 0,63| 586 + 0,82
Podtlak nd =+ nd + 539 % 0,72 5,03 + 1,20
Kontrola|5,33 + 096 | 3,31 *+ 0,73| 603 *+ 1,19| 5,82 * 0,95

4
Atm.tlak | 4,28 + 0,65 nd >5 + >5 +
Podtlak |4,45 + 1,10 | 2,42 + 1,03|>5 t >5 +
Kontrola |6,05 + 0,52 | 3,13 + 1,01|>5 t >5 *

0
Atm.tlak | 5,47 + 0,01 nd + 0,00 4,65 % 530 £+ 0,75
Podtlak |5,33 £+ 0,46 nd * 0,00 * 5,09 £+ 0,04
Kontrola | 5,85 * 496 ¢+ >5 + 5,82

*X — prumér; ¢ — smérodatna odchylka; CPM — celkovy pocet mikroorganismu, KTJ — kolonie tvorici jednotka, nd — mikroorganismus nebyl
detekovan; hodnota ,>5“ zahrnuje ptipady, kdy mirkoorganismy na Petriho miskach v odpovidajicim fedéni utvofily souvisly povrch
a nebylo mozné pocitat jednotlivé kolonie. Chybéjici hodnoty o — byly pocitatelné pouze 2 Petriho misky. Chybé&jici hodnoty x — kolonie

nebylo mozné spocitat.

K vyznamnému snizeni CPM oproti sledované kontrole. Oproti tomu silice zavinutky
aplikovana v podtlaku bezprostfedné po oSetfeni snizila CPM na mez detekce metody,

pii aplikaci za atmosférického tlaku doslo ke snizeni CPM o 3 log KTJ/g. Po ¢tyfech dnech
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sledovani vSak doslo k opétovnému nardstu mikroorganismll na uroveinn neosetfené kontroly

(tab. 17).

Tabulka 17: Snizeni CPM a E. coli na Spenatovych listech oSetfenych silici saturejky

a zavinutky
E. coli [log KTJ/g] CPM [log KTJ/g]
1. den 4. den 1. den 4. den
Csilice [MI/1 vzduchul] X c X c X c X c
oSetreni silici saturejky
128
Atm.tlak nd + nd + 6,72 + 0,39 6,19 + 1,15
Podtlak nd + nd + 369 + 2,39 | 472 +
Kontrola 379 + 045 | 260 + 001 | 634 + 0,93 | >7,00 +
64
Atm.tlak 290 + 1,27 + 515 + 0,28 | 7,00 +
Podtlak nd + t 513 + 1,90 | 3,49 +
Kontrola 356 + 0,71 + >7,00 + >7,00 +
32
Atm.tlak nd + nd + 6,10 + 484 +
Podtlak nd + nd + 547 + nd +
Kontrola 4,62 + 3,30 + >7,00 + >7,00 +
16
Atm.tlak nd + nd + 527 + 1,43 | 580 + 1,69
Podtlak nd + nd + 3,12 + 555 + 2,05
Kontrola 426 + 021 | 3,59 + 052 | 610 + 0,06 | 659 <+ 0,59
8
Atm.tlak nd + nd + 502 + 0,19 58 + 1,57
Podtlak nd + nd + 516 + 0,78 | 656 + 0,63
Kontrola 348 + 067 | 3,15 + 6,15 + 0,07 | >7,00 +
0
Atm.tlak 363 + 059 | 234 + 047 | 710 + 0,18 | 701 + 0,03
Podtlak 376 + 0,88 | 2,27 + 0,38 | >7,00 + 6,63 + 0,48
Kontrola 4,12 + 0,71 2,72 + 1,02 | >7,00 7,10 + 0,17
osetfeni silici zavinutky
8
Atm.tlak nd + nd + 3,12 + 0,97 6,14 +
Podtlak nd + nd + nd + 6,30 +
Kontrola 381 + 072 | 384 + 1,19 | 6,14 + 0,76 | 695 +

* X — primé@r; ¢ — smérodatnd odchylka;, CPM — celkovy pocet mikroorganismili, KTJ — kolonie tvofici jednotka, nd — mikroorganismus
nebyl detekovan; hodnota ,>7* zahrnuje ptipady, kdy mirkoorganismy na Petriho miskach v odpovidajicim fedéni utvotily souvisly povrch
a nebylo mozné pocitat jednotlivé kolonie. Chybéjici hodnoty o — byly pocitatelné pouze 2 Petriho misky. Chybéjici hodnoty x — kolonie

nebylo mozné spocitat.
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5.5.3 Vysledky a diskuse senzorického hodnoceni polnicku a Spendtu

V ramci senzorického hodnoceni byl hodnocen polni¢ek a Spenat oSetfeny nalezenymi
MIC danych silic. Listy polnicku a Spenatu byly oSetfeny stejnym zplisobem jako
pii zkoumani antimikrobidlni aktivity silic. Dvé hodiny po oSetfeni a skladovani byly predany
k senzorickému hodnoceni (kap. 4.4.1). Vysledky hedonického hodnoceni polni¢ku a Spenatu
udavaji grafy 11 a 13, hodnoceni intenzity vybranych deskriptora je uvedeno v grafech 12
al4.

Z hlediska piijemnosti byla ve vSech deskriptorech (graf 11) hodnotiteli nejlépe hodnocena
neoSetiena varianta polnicku, oSetfeni silici oregana v atmosférickém tlaku a podtlaku bylo
hodnoceno velice podobné, avsak jako nejméné pfijemna byla hodnocena varianta oSetiena
v podtlaku. Nejvice se oSetieni polnicku silici projevilo na ,,pfijemnosti chuti® a ,,ptijemnosti
ving“. Tyto rozdily v§ak nebyly oproti neoSetiené kontrole statisticky vyznamné.

Hodnoceni intenzity vybranych deskriptorti ukazalo, ze u listi oSetfenych silici hodnotitelé
vice vnimaji sviravou chut (graf 12). Statisticky prikazné se oSetfeni silici V porovnani
s neoSetienou kontrolou projevilo pouze u dvou dil¢ich deskriptori — ,,intenzita jiné viné®
(p<0,0008) a ,intenzita vun¢ oregana“ (p <0,0008), kdy respondenti zcela jasné

identifikovali viini oregana, ktera méla vliv i na potlaceni pfirozené chuti polnicku (graf 12).

Graf 11: Hedonické hodnoceni polnicku

celkovy vzhled
80

celkové hodnoceni
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Graf 12: Hodnoceni intenzity vybranych deskriptorl polnicku
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Pfi hodnoceni Spenatu byla opét z hlediska pfijatelnosti ve vSech deskriptorech nejlépe

hodnocena neoSetfena kontrolni varianta (graf 13), je vSak nutné poznamenat, ze i tato

varianta byla hodnocena z hlediska ,,ptijemnosti chuti“ a ,,celkového hodnoceni* spise jako

odporna. Tyto deskriptory ziskaly méné nez 50% skore (graf 13), oproti tomu neoSetieny

polnic¢ek ziskal v téchto parametrech vice nez 60% skore (graf 11).

Nejhtfe z hlediska hédonického hodnoceni dopadla varianta oSetfena silici zavinutky

zanizkého tlaku, jeden z respondenti dokonce v ramci slovniho hodnoceni tuto variantu

oznacil jako nepozivatelnou a zdlrazioval jeji Stiplavou chut. Nejvice se u vSech oSetienych

variant v porovnani s kontrolou lisilo skére u ,pfetrvavajici chuti“ a ,,intenzita jiné chuti

(graf 14). Statisticky prikazn¢ (p < 0,009) byli respondenti schopni rozeznat v osetfenych

vzorcich chut saturejky oproti ostatnim variantam oSetten.
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Graf 13: Hedonické hodnoceni Spenatu
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Graf 14:Hodnoceni intenzity vybranych deskriptora Spenatu

intenzita jiné vané
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==, 8ul/l monarda ==¥=kontrola
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5.5.4 Diskuse antimikrobidlni aktivita silic na oSetrovanych saldtech, senzorické zhodnoceni
vyslednych produktii

Spontanni pokles mnozstvi E. coli ve vzorcich Spenatu a polnicku byl pravdépodobné
zpusoben nizkou skladovaci teplotou (4 °C). Podobny pokles E. coli (0,89 log KTJ/g) pii této
teploté byl pozorovan na fresh-cut salatu po 15 dnech skladovani, pii vyssi skladovaci teploté
(8-16 °C) naopak dochazelo ke zvyseni poétu E. coli (Posada-lzquierdo et al., 2013). Autor
dale uvadi vysokou variabilitu pfezivani E. coli na salatu béhem doby skladovani. Tato
variabilita pravdépodobné souvisi s mirou poskozeni zeleniny béhem zpracovani, kdy vice
poskozené produkty poskytuji pfitomnym mikroorganismiim vice zivin pro rist a mnozeni
(Mercier a Lindow, 2000). Narust poc¢tu mikroorganismii na baby Spenatu
po zpracovatelskych krocich popsal i llic (2008). Tuto variabilitu Ize pozorovat i v ptipadé
pokusu s polnickem a $penatem (tab. 16 a 17).

Studii vénujicich se snizeni mikroorganismii na fresh-cut produkci je celd ftada.
Problematika oSetfeni fresh-cut produkce byla shrnuta v nékolika piehledovych ¢Elancich
(Sapers, 2001; Parish et al., 2003; Rico et al., 2007; Gomez-Lopez et al., 2008). Vysledky
jsou vSak vzhledem k riznym metodikam oSetieni, stupiitim inokulace mikroorganismy
a druhy ovoce a zeleniny tézko srovnatelné.

Ve skupiné ,,fresh-cut zelenina“ je nejcastéji sledovano snizeni CPM, E. coli, S. enteritidis
a Listeria monocytogenes v ledovém a hlavkovém salatu, ptipadné salatovém mixu (tab. 1b).
Experimentalné je ovéfovano predevsim pisobeni komeréné dostupnych alternativ k bézné
pouzivanému chloru, ktery smi byt pouzivan v koncentraci max. 50-200 ppm po dobu 1 min.
(Parish et al., 2003).

Mezi testované latky/prosttedky patii predevSim chlornan sodny a vépenaty, citronova
kys., peroxid vodiku UV, radiace, ozonova voda a jejich rizné kombinace. Koncentrace
testovanych latek se ve vétSin€ piipadi pohybuje do 200 mg/l (ppm), ve vyjimeénych
ptipadech jsou latky testovany i v g/l (ppt) (Gil et al., 2009). U¢innost téchto prostiedkii se
ve studiich vztahuje jednak ke snizeni mikroorganismii v oplachové vod¢, coz je dulezité
Z hlediska mozné kiizové kontaminace vysledného produktu (Lopez-Galvez et al., 2009).
Sleduje se tedy sanitac¢ni ucinek. Ve druhém ptipad¢ je sledovana tcinnost téchto latek jako
dezinfekce daného produktu. Vysledky studii shodné uvadéji redukci poctu sledovanych
mikroorganismu 0 1-3 log KTJ/g (v zavislosti na dané metodé) (Gil et al., 2009). Vyzkumy se
vétsinou nezabyvaji senzorickym hodnocenim vysledného produktu (tab. 1b).

Studie zabyvajici se snizenim vySe uvedenych mikroorganismu na listové zelenin€¢ pomoci
silic udavaji tabulky la a 1b. Je ticba zduraznit, Ze vSechny zde uvedené experimenty
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zkoumaji ucinky silic v roztoku predev$im na hlavkovém a ledovém salatu. Na polnicku
dosud nebyly provaddény zadné studie a na baby Spenitu pouze minimalni mnozstvi.
V experimentech je pfevazné zkoumana ucinnost oSeteni proti patogenni E. coli H7:0157.
V naSem pfipad¢ byl vzhledem k omezenym mozZnostem laboratoie testovan nepatogenni
kmen E. coli. Na zaklad¢ in vitro studii (Cosentino et al., 1999; Friedman et al., 2002; Lopez
et al., 2005) 1ze predpokladat, Ze G¢inek silic bude proti obéma kmentm E. coli podobny.

Silice oregana, saturejky a zavinutky dokazaly ve své MIC (8 ul/l) inhibovat E. coli az
na mez detekce metody a ani po 4 dnech skladovani nedoslo k jejimu opétovnému nartstu.
V jinych experimentech (tab 18) byl rust E. coli az na mez detekce metody popsan pouze
Vv ptipadé osetieni hlavkového salatu silici maty v koncentraci 80 pl/l (Karagozlu et al., 2011),
tedy v 10x vyssi koncentraci V porovnani s nasimi testy.

V ostatnich ptipadech (tab. 18) dochazelo k potlaceni E. coli v rozmezi 1-3,5 log KTJ/g
(Singh et al., 2002; Yossa et al., 2013), ptfi¢emz koncentrace silic se pohybovaly v rozmezi
od 0,1 do 10 %, opét tedy byly nékolikanasobné vyssi oproti nas§emu experimentu (0,008 %).
Na druhou stranu je tfeba poznamenat, ze doba oSetfeni v ptipadé vysSich koncentraci byla
vyrazng kratsi (1-10 min.). Oregano v plynné fazi se jevi daleko u¢inngjsi v porovnani s jeho
pouzitim v kapalné fazi. V 10% koncentraci se snizilo mnozstvi E. coli pouze o0 0,5 log KTJ/g
po 9dennim skladovani (Azizkhani et al., 2013).

Pro srovnani komer¢né pouzivany chlor pouzity v koncentraci 150 ppm snizil poéty E. coli
pouze o0 1,23 log KTJ/g (Posada-lzquierdo et al., 2013). Plynna faze ClO, (0,004%) snizila
mnozstvi E. coli maximalné o 1,58 log KTJ/g, vysledny produkt byl nepozivatelny (Sy et al.,
2005).

CPM, na ktery nemély silice oregana a saturejky v nasem testu v nizkych koncentracich
vliv, vtestech (tab. 1b) bezprostiedné po oSetfeni klesal maximalné o 1,2 log KTJ/g,
po nékolika dnech skladovani se vSak opét dostal na hladinu srovnatelnou s kontrolni
variantou (Gutierrez et al., 2009; De Azeredo et al., 2011; Yossa et al., 2013). Narist CPM
po étyfech dnech skladovani byl pozorovan i v piipadé oSetfeni salatu silici zavinutky.
Pti oSetfeni produkti dochdzi v ptipadé CPM pravdépodobné k Castecnému usmrceni
a poskozeni bun¢k mikroorganismi, pfezivsi buiiky jsou vSak schopny regenerovat a dortiist
do ptivodniho mnozstvi (Zagory, 1999).

Senzorické hodnoceni oSetifenych salati (tab.1b) nebylo ani v jednom z uvedenych piipadu
pozitivni. Obecné mély rizné druhy oSetfeni nejmensi vliv na ,,celkovy vzhled* listové
zeleniny. Nejvice se ve shodé s nasim vyzkumem vliv oSetieni projevil na hodnoceni aromatu

a chuti daného produktu.
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Kratkodobé oSetteni listové zeleniny silicemi v priabéhu zpracovatelského procesu se i pies
jejich lepsi ucinnost v porovnani s o$etienim chlorem nejevi jako perspektivni, a to vzhledem
Kk jejich negativnimu uc¢inku na organoleptické vlastnosti produktu i pfi pouziti v nizkych
koncentracich. V tivahu by mohlo pfichazet jejich vyuziti jako soucast modifikované
atmosféry baleni produktu v koncentracich niz§ich nez MIC, potvrzeni tohoto faktu vyzaduje
dalsi zkoumani. Vysledky dosud uvefejnénych studii (tab. 1b) vSak naznacuji, zZe
i dlouhodobé pusobeni nizké koncentrace silic by pravdépodobné mélo vliv na chut’ a texturu
produktu.

Jako perspektivnéjsi se jevi inkorporace silic do jedlych obalti, které se pouzivaji k udrzeni
lepsi textury a omezeni hnédnuti fresh-cut produktl s pevnéjsi tkani, jako je napft. krajené
ovoce, aze zeleniny by se mohlo jednat napt. o mrkev. Kromé toho maji tyto produkty
zpravidla vyraznéjsi chut’ v porovnani se salaty. Bude tedy pravdépodobné i jednodussi nalézt
vhodnou kombinaci silice a fresh-cut produktu (Rojas-Grau et al., 2009). Rozsahlé shrnuti
dosavadnich vysledkt v oblasti kombinace jedlych filmi a silic naznacuje jejich mozné

vyuziti pfi skladovani masnych a mléénych vyrobkt (Sadaka et al., 2014).
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6. Zavér a doporuceni

Hlavnim cilem prace byla optimalizace metody aplikace plynné faze silice na minimaln¢
zpracované ovoce a zeleninu a posouzeni jejiho mozného vyuziti v bézné potravinarské praxi.

Na zéklad¢ uvedenych vysledkl Ize konstatovat, ze byla optimalizovana metoda oSetfeni
polnicku a Spenatu plynnou fazi silic v laboratornich podminkéach. Aplikace silice byla
testovana v atmosférickém a nizkém tlaku. Pokusy s nizkym tlakem byly zatazeny z divodu
jeho vyuzivani v potravinafském primyslu pii napt. vakuovém suseni zeleniny a vakuové
impregnaci zeleniny.

Bylo zjisténo, Ze koncentrace 8 pl silice na 1 litr vzduchu dokaze zcela eliminovat E. coli
na vySe uvedenych produktech. Z hlediska vyuziti této metody v praxi je nutné piipustit, ze
kratkodobé oSetieni listové zeleniny silicemi v pribéhu zpracovatelského procesu se i pies
jeho lepsi ucinnost v porovnani s osetfenim chlorem nejevi jako perspektivni, a to vzhledem
k smiSenému U¢inku na organoleptické vlastnosti produktu i pfi pouziti vV nizkych
koncentracich.

Dale bylo zjisténo, ze kratkou aplikaci plynné faze silice oregana lze docilit vyznamného
snizeni S. enteritidis na kliccich mungo a zaroven zachovat pro konzumenty pfijatelné
organoleptické vlastnosti produktu. V porovnani s jinymi studiemi byly v naSich pokusech
pouzity vyrazné niz§i koncentrace silic, zaroveii bylo dosazeno srovnatelného snizeni poctu
mikroorganismi. Lze tedy ptedpokladat, ze plynna faze silic v porovnani s kapalnymi
ptipravky lépe prostoupi produktem.

Podtlak, ktery v in vitro testech vyznamné snizil MIC a dobu oSetfeni silicemi, mél
ve srovnani s oSetfenim v atmosférickém tlaku vyznamny, avSak kratkodoby vliv na sniZeni
CPM, a to pfevazné pti pouziti vySsich koncentraci silic.

Z hlediska praktického vyuziti plynné faze silic pii vyrobé fresh-cut produkti by byla spiSe
nez kratkodoba vhodna dlouhodobéjsi aplikace silic v koncentracich nizSich neZ nalezené
MIC. Silice by mohly byt napt. inkorporovany do obalovych materiald, kde by jako soucast
modifikované atmosféry v subletalnich koncentracich napoméhaly udrZovat stabilni mnoZstvi,
ptipadné snizovat mnozstvi mikroorganismu na fresh-cut produktech. Koncentrace nizsi nez
nalezen¢ MIC by pravdépodobné nemély tak vyrazny vliv na organoleptické vlastnosti
produktu.

Z dostupnych vyzkumi se jako dalsi perspektivni moznost jevi inkorporace silic do jedlych
obald, které se pouzivaji k udrzeni lepsi textury a omezeni hnédnuti fresh-cut produkta

s pevng&jsi tkani, jako je napft. krajené ovoce, ze zeleniny by se mohlo jednat napi. o mrkev.
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Kromé toho maji tyto produkty zpravidla vyraznéjsi chut’ v porovnéni se salaty. Bude tedy
pravdépodobné i jednodussi nalézt vhodnou kombinaci silice a fresh-cut produktu.

Jednim z dil¢ich cilt prace bylo vybrat vhodné odrady rostlin z ¢eledi Lamiaceae
z hlediska kvantitativnich (vynos) a kvalitativnich (sloZeni silice, antimikrobialni aktivita)
vlastnosti jejich silic. Za nejvhodngjsi pro péstovani v polnich podminkach CR lze na zakladé
uvedenych vysledki povazovat saturejky, predevSim pak saturejku zahradni od firmy
Pharmasaat a Semo, které mély vysoké vynosy, dobrou vzchazivost a vhodné slozeni silice,
Z tymiant pak ten od firmy Pharmasaat. Naopak bazalky se ukazaly jako nevyhovujici z hlediska
slozeni silic a vynosu, oregana pak nevyhovovaly z hlediska vzchazivosti a vynosu.

V ramci prace tedy byla potvrzena hypotéza, ze silice v plynné fazi lze GspéSné vyuzit
Kk potlaceni vyskytu patogennich mikroorganismti v minimaln¢ zpracované zelening.

Hypotézu o pozitivnim nebo neutralnim puasobeni silic na organoleptické vlastnosti
testovanych potravin nelze na zakladé dosazenych vysledkli zcela potvrdit, ani vyvratit.
Vsechny oSetfené produkty ziskaly v n€kterych hodnocenych deskriptorech hors$i bodové
skore, avSak rozdily nebyly ve vétSiné ptipadi statisticky prikazné. Vyjimku tvoii silice
zavinutky, jejiz vliv na organoleptické vlastnosti byl respondenty hodnocen velice negativng,
a ukazuje se byt proto k osetieni produkti jako nevhodna.

Tteti hypotézu o aplikaci silic v potravinaiském pramyslu (viz str. 2) nelze, pokud budeme
uvazovat o kratkodobém oSetteni plynnou fazi silic, potvrdit.

Z dil¢ich cilt bylo splnéno nalezeni vhodné odridy rostliny z ¢eledi Lamiaceae, byla
urc¢ena vhodna metoda aplikace silic a ve vétSin€ piipadd byla nalezena i MIC pouzitych silic
oproti testovanym mikroorgansimtim. Ur¢it vhodnou kombinaci ,,silice-potravina“ s ohledem
na vysledné organoleptické vlastnosti produkti se podafilo jen ¢aste¢né.

Vyuziti silic pii vyrob¢ fresh-cut produkti vyzaduje dalsi zkoumani. Dle mého nazoru by
bylo vhodné dalsi experimenty se silicemi zaméfit na fresh-cut produkty s pevnou tkani (viz
vyse), kdy by silice mohla byt sou¢asti modifikované atmosféry a jedlych filmi.

Z hlediska vyrobni praxe se stale jako nejlepsi prevence vyskytu a mnozeni nezadoucich
mikroorganismil jevi dodrzovani sprdvné vyrobni praxe a zajiSténi a nasledny monitoring

nezavadné pitné vody.
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7. Seznam zkratek
ANOVA
ATP

C
Ca(ClO),
Cl,
CPM
CR
ECDC
EFSA
EHEC
EIEC
EPEC
ETEC
EU
FAO
FDA
G-

G+
GAP
GC/FID
GCI/MS
GHP
GMP
GRAS
ha
HOCI
IFPA
K

kPa
KTJ
MAP
MBC

Analyza rozptylu

Adenosintrifosfat

Koncentrace

Chlornan vapenaty

Chlor

Celkovy pocet mikroorganismu

Ceska republika

European Centre for Disease and Prevention and Control
European Food Safety Authority
Enterohemoragicka E. coli

Enteroinvazivni E. coli

Enteropatogenni E. coli

Enterotoxikogenni E. coli

Evropska unie

Food and Agricultural Organization

Food and Drug Administration

Gram negativni

Gram pozitivni

Spravna zemédelska praxe

Plynovy chromatogram s plamenové ionizacnim detektorem
Plynovy chromatogram s hmotnostnim detektorem
Spravna hygienicka praxe

Spravna vyrobni praxe

Generally Recognized as Safe

Hektar

Hypochlorova kyselina

International Fresh-Cut Produce Association
Draslik

Kilopascal

Kolonie tvoftici jednotka

Modifikované atmosféra

Minimalni baktericidni koncentrace
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MHB Mueller-Hinton bujon

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace
MIT Minimalni inhibi¢ni ¢as

md Mez detekce

N Dusik

NIST National Institute of Standards and Technology
oM Origanum majorana

ORP Oxido-redukéni potencial

ov Origanum vulgare

P Fosfor

PCA Plate count agar

ppm Parts per milion

ppt Parts per thousand

SH Satureja hortensis

TV Thymus vulgarit

uv Ultrafialové zareni

VTEC Verotoxin produkujici E. coli
WHO World Health Organization

VS Uhftinéves Vyzkumna stanice Uhfinéves
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Klimatické podminky na VS Uh¥inéves v letech 2011-2013
V letech 20112013 se teploty od dubna do kvétna pohybovaly o 1,5-3,7 °C
nad dlouhodobym normalem, pouze Cervenec roku 2011 a kvéten roku 2013 byly mirné

podprimérné. Rijnové teploty byly v téchto letech mirné pod dlouhodobym normalem (graf
15).

Graf 15: Priimérné mésicni teploty (2011-2013) VS Uhfinéves
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* data za zafi a fijen 2013 nejsou k dispozici

Me¢si¢ni thrny srazek se ve sledovanych obdobich zna¢né liSily, pouze v srpnu byl thrn
srazek vyrovnany. Mnozstvi srdzek se ve sledovaném obdobi pohybovalo mirné
pod hodnotami dlouhodobého thrnu. Extrémnimi mésici byly ¢erven 2013 a Cervenec 2011,

kdy mnozZstvi srazek bylo o polovinu vyssi oproti dlouhodobému thrnu (Graf 16).
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Graf 16: Mésicni Uhrny srazek (2011 —-2013) VS Uhfinéves
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Ptiloha 5
Hodnoceni senzorického profilu klickii mungo

Jméno:.......ooooiiil. Ptijmeni: ...l C. vzorku: .............

Zdravotni stav: ..o Datum a hodina: .......cooovvieniie ..

Ukol: Ochutnejte predlozeny vzorek kli¢kt mungo a soustied’te se na hodnoceni
vzhledu, vang, chuti a konzistence. K hodnoceni pouzijte grafické stupnice.

VZHLED

CELKOVY VZHLED:

velmi Spatny vynikajici
BARVA
INTENZITA BARVY.

bila lehce krémova
VUNE
PRiIJEMNOST VUNE:

odpornéa velmi pfijemna
INTENZITA TRAVOVE VUNE:
(viné Cerstvé posecené travy)neznatelna velmi silna
INTENZITA JINE VUNE:

neznatelna velmi silna

TEXTURA (vse po 10. ,rozzvyknuti)

STAVNATOST:

suchy Stavnaty
VLAKNITOST:

nevlaknity vldknity
MOUCNATOST:

nemoucnaty moucnaty
CHUT
CELKOVA PRIJEMNOST
CHUTI: odporna velmi pfijemna

INTENZITA DILCICH CHUTI
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INTENZITA CHUTI CERSTVYCH

KLICKU (HRASKOVA): neznatelnd velmi silna
SLADKA:

neznatelna velmi silna
HORKA:

neznatelna velmi silna
SVIRAVA:

neznatelna velmi silna
MOUCNATA:

neznatelna velmi silna
INTENZITA

CHUTI HREBICKU:

neznatelna velmi silna
INTENZITA
CHUTI OREGANA:

neznatelna velmi silna
INTENZITA
CHUTI CITRONOVE TRAVY:

neznatelna velmi silna
PRETRVAVAJICI CHUT:

neznatelna velmi silna
INTENZITA JINE
CHUTI:

neznatelna velmi silna

CELKOVE HODNOCENI VZORKU KLiCKU MUNGO:

odporny velmi pFijemny

ZAPISTE NALEZENE VADY VZHLEDU, VUNE, CHUTI CI KONZISTENCE:



Ptiloha 6
Hodnoceni senzorického profilu baby Spenatu

Jméno:........oo Piijmeni: ..., C. vzorku: .............

Zdravotni stav: ..o Datum a hodina: .......cooovvieniie ..

Ukol: Ochutnejte piedlozeny vzorek baby §penatu a soustfed’te se na hodnoceni
vzhledu, vané, chuti a konzistence. K hodnoceni pouzijte grafické stupnice.

VZHLED

CELKOVY VZHLED:

velmi Spatny vynikajici
BARVA
INTENZITA BARVY.

svéze zelena naSedla
VUNE
PRiIJEMNOST VUNE:

odpornéa velmi pfijemna
INTENZITA TRAVOVE VUNE:
(viiné Cerstvé posecené travy)neznatelna velmi silna
INTENZITA JINE VUNE:

neznatelna velmi silna

TEXTURA (vse po 10. ,rozzvyknuti)

STAVNATOST:

suchy Stavnaty
MOUCNATOST:

nemoucnaty moucnaty
CHUT

CELKOVA PRIJEMNOST

CHUTI: odporna velmi pfijemna
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INTENZITA DILCICH CHUTI

INTENZITA SPENATOVE: neznatelna velmi silna
CHUTI
SLADKA:

neznatelna velmi silna
HORKA:

neznatelna velmi silna
SVIRAVA:

neznatelna velmi silna
INTENZITA

CHUTI SATUREJKY:

neznatelna velmi silna
INTENZITA
CHUTI OREGANA:

neznatelna velmi silna
PRETRVAVAIJICi CHUT:

neznatelna velmi silna
INTENZITA JINE
CHUTI:

neznatelna velmi silna

CELKOVE HODNOCENI VZORKU BABY SPENATU:

odporny velmi pfijemny

ZAPISTE NALEZENE VADY VZHLEDU, VUONE, CHUTI €I KONZISTENCE:



Ptiloha 7
Hodnoceni senzorického profilu polnicku

Jméno:.......ooooiiil. Ptijmeni: ...l C. vzorku: .............

Zdravotni stav: ..o Datum a hodina: .......cooovvieniie ..

Ukol: Ochutnejte pfedlozeny vzorek polni¢ku a soustfed'te se na hodnoceni
vzhledu, vang, chuti a konzistence. K hodnoceni pouzijte grafické stupnice.

VZHLED

CELKOVY VZHLED:

velmi Spatny vynikajici
BARVA
INTENZITA BARVY.

svéze zelena naSedla
VUNE
PRiIJEMNOST VUNE:

odpornéa velmi pfijemna
INTENZITA TRAVOVE VUNE:
(viné Cerstvé posecené travy)neznatelna velmi silna
INTENZITA JINE VUNE:

neznatelna velmi silna

TEXTURA (vse po 10. ,rozzvyknuti)

STAVNATOST:

suchy Stavnaty
MOUCNATOST:

nemoucnaty moucnaty
CHUT
CELKOVA PRIJEMNOST
CHUTI: odporna velmi pfijemna

INTENZITA DILCICH CHUTI

INTENZITA SPENATOVE: neznatelna velmi silna
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CHUTI
SLADKA:

neznatelna velmi silna
HORKA

neznatelna velmi silna
SVIRAVA:

neznatelna velmi silna
INTENZITA
CHUTI OREGANA:

neznatelna velmi silnéa
PRETRVAVAIJICi CHUT:

neznatelna velmi silna
INTENZITA JINE
CHUTI:

neznatelna velmi silna

CELKOVE HODNOCENI VZORKU POLNICKU:

odporny velmi prijemny

ZAPISTE NALEZENE VADY VZHLEDU, VUNE, CHUTI ¢I KONZISTENCE:



