Ceska zemédélska univerzita v Praze

Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroju

Katedra chemie

CESKA '
ZEMEDELSKA
UNIVERZITA V PRAZE

Antimikrobialni aktivita rostlinnych latek

a moznosti jejich vyuziti ke konzervaci potravin

Diplomova prace

Autor prace: Be. Martina Janakova

Vedouci prace: Ing. Jan Taborsky, Ph.D.

© 2014 CZU v Praze



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze svou diplomovou praci "Antimikrobialni aktivita rostlinnych latek
a moznosti jejich vyuziti ke konzervaci potravin™ jsem vypracovala samostatné pod vedenim
vedouciho diplomové prace a s pouzitim odborné literatury a dalSich informacnich zdrojt,
které jsou citovany v praci a uvedeny v seznamu literatury na konci prace. Jako autorka
uvedené diplomové prace dale prohlasuji, ze jsem v souvislosti s jejim vytvofenim neporusila

autorska prava tretich osob.

V Praze dne 11. 4. 2014




Podékovani

Rada bych touto formou podékovala panu Ing. Janu Téaborskému, Ph.D. za odborné
vedeni, rady a vécné ptipominky pfi zpracovani diplomové prace. Velky dik patii i pani Ing.
Adéle Frankové za cenné rady, podporu a vedeni pfi zpracovani experimentalni Casti této
diplomové prace a také dékuji doc. Ing. Pavlu Klouckovi, Ph.D. za umoZnéni experimentu.

Zaveérem dekuji celé mé rodin€ nejen za podporu béhem studia.



Antimikrobialni aktivita rostlinnych latek a moznosti jejich
vyuziti ke konzervaci potravin

Souhrn

V poslednich desetiletich stoupla obliba minimalné zpracovanych produktt, u kterych
se pouzivaji pouze minimalni konzerva¢ni metody, a proto se mize vyskytnout problém se
zdravotni nezavadnosti. Mezi tyto produkty patii i Cerstvy Spenat, ktery byl v minulosti

spojovan s nékolika epidemiemi onemocnéni zpisobenymi zejména bakterii Escherichia coli.

Plynna faze silice rostlin rodu Monarda a Satureja ma prokazatelné antimikrobialni
ucinky in vitro. Lze piedpokladat, ze tuto vlastnost silic je mozné vyuzit ke snizeni vyskytu
patogennich mikroorganismi na Spendtu a jinych minimalné zpracovanych produktech
a zajistit tak zdravotni nezavadnost pro spotiebitele. Cilem diplomové prace bylo stanovit

efektivni zptsob oSetfeni Spenatu silicemi rodu Monarda a Satureja.

Byla testovana antimikrobialni aktivita silic saturejky horské (Satureja hortensis L.)
a zavinutky prostfedni (Monarda media Willd.). Vzorky zavinutky byly odebirany na
experimentalnim pozemku CZU v Praze. Silice byla ziskana parni destilaci po ususeni rostlin.
Silice saturejky byla k dispozici na katedie rostlinné vyroby. Nejvyssi testovana koncentrace
silice saturejky byla 128 ul/I, minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla stanovena na 8 pl/l.
Nasledné¢ byla zkoumana silice zavinutky, ktera inhibovala mnozstvi E. coli pfi pouziti
0 polovinu niz8i koncentrace silice (4 ul/l) v porovnani se saturejkou a dosahovala vybornych

ucinkil 1 na sniZeni celkového po¢tu mikroorganismii (CPM) obzvlasté za podtlaku.

Vysledky byly vyhodnocovany bezprostitedné a po ctyfech dnech skladovani
Vv chladicim boxu. Silice saturejky pti MIC inhibovala mnozstvi E. coli 0 1,48 log KTJ/g
a primérné snizeni oproti kontrolnim vzorkim bylo az o 2 fady. Na mnozstvi CPM méla vliv
predevsim koncentrace 128 pl/l za podtlaku, pii které doslo ke snizeni o téméi o 3 fady. Silice
zavinutky pfti stejné koncentraci, jako u saturejky, 8 pl/l méla vyraznéjsi vliv na mnozstvi
CPM a to zejména v podtlaku, kde byl pokles CPM o0 4 tady a pii koncentraci 4 ul/l o 2 fady.

Silice zavinutky v MIC m¢la stejnou tiroven inhibice po¢tu E. coli a to 0 1,48 log KTJ/g.

Ob¢ testované silice prokazaly vybornou antimikrobialni ucinnost v porovnani
s kontrolnimi neosetfenymi vzorky a diky svym prokazanym uc¢inkiim by se jednou mohly
pouzivat jako ptirodni konzervacni latky.
Klicova slova: silice; Monarda; Satureja; antimikrobidlni aktivita; konzervace potravin;

minimaln¢ zpracované potraviny



Antimicrobial activity of plant substances and the possibilities of

their use for food preservation

Summary

Essential oils of some Monarda and Satureja plant species in the gas phase have
proved distinctive antimicrobial effects in vitro. It can be supposed, that this property of these
essential oils can be used for the number reduction of patogen microorganisms on spinach and
other minimally processed foods and to insure the safety of these foods in this way. The main
goal of my diploma work was to determine an effective way of spinach treatment with

Monarda and Satureja essential oils.

Antimicrobial activity of the essential oils from two plant species (Satureja hortensis
L. and Monarda media Willd.) on Escherichia coli was tested. The samples of plants were
collected on two experimental fields of the Czech University of Life Sciences in Prague and
the essential oils were isolated from dried plant material by steam distillation. The highest
concentration tested of Satureja essential oil was 128 pl/l, the minimum inhibitory
concentration (MIC) was determined as 8 pl/l. The MIC value of Monarda essential oil was
determined as 4 ul/1 and excellent results for the reduction of total number of microorganisms

(TNM) under reduced pressure were reached at the same time.

The results of antimicrobial activity were measured immediately after the treatment
of spinach and after four days of storage in a cooling box. Satureja essential oils inhibited
1,48 log CFU/g (colony forming units) of E. coli at the minimum inhibitory concentration and
the average reduction of microorganims against cotrol samples was approx. for two orders.
The TNM value was influenced first of all at 128 ul/I concentration under reduced pressure
(the TNM reduction approx. for three orders against control samples). Monarda essential oils
at the concentration 8 ul/l was more effective than Satureja on the TNM value, especially at

reduced pressure (the TNM reduction for four orders at 8 ul/l and for two orders at 4 pl/l).

Both types of essential oils tested demonstrated excellent antimicrobial activity in
comparison with untreated control samples and thanks to their proved antimicrobial effects

could be used as natural food preservatives of plant origin.

Keywords: essential oils; Monarda; Satureja; antimicrobial activity; food preservation;
minimally processed food
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Seznam priloh

Ptiloha 1: Technicky nakres destilacniho pfistroje



1. Uvod

Zelenina je soucasti zdravé vyzivy a v posledni dobé se vyznamné zvysila jeji
spotieba. Cerstva zelenina a riizné zeleninové salaty jsou zejména v zapadnich zemich jednou
z nejpopularnéjsich minimalné zpracovanych (fresh-cut) potravin. Pfi vyrobé téchto potravin
nejsou pouzivany téméf zadné konzervacni metody, které by spolehlivé eliminovaly pfitomné
nezddouci mikroorganismy. Konzumace fresh-cut potravin tedy pro spotiebitele
neptedstavuje pouze piinos v podobé zdravé stravy, ale 1 riziko ndkazy patogennimi
mikroorganismy zpisobujici pfevazné prijmovad onemocnéni. Kontaminace zeleniny
patogeny mtize probéhnout v riiznych stupnich zpracovatelského fetézce, proto vyrobci musi

podniknout takova opatteni, aby se ke spotiebiteli dostala bezpecna potravina.

Spenat patii mezi zeleninu, ktera se ¢asto prodava erstva a jeji obliba se stale zvysuje.
Zaroven Spenat patii mezi vysoce rizikové komodity, protoZe patogenni mikroorganismy
pritomné na Spenatu byly pfi¢inou nekolika epidemii. PfiCinou téchto onemocnéni mize byt
smrtelny hemolyticko-uremicky syndrom. Vznik onemocnéni E. coli O157:H7 je nejcastéji
spojovan s nedostate¢né tepelné¢ upravenym kontaminovanym masem, pitim kontaminované
vody, nebo pravé konzumaci kontaminované zeleniny. V USA je napt. kazdy rok hlaseno asi
73 000 ptipadi infekce a 61 umrti zpasobené E. coli O157:H7. Proto je ziejmé, jaky vyznam
ma dezinfekce produktti nabizenych koncovym spotiebitelim, aby se snizila rizika pfipadné
kontaminace a naslednych zdravotnich problémi. Ve své diplomové praci jsem se zaméfila na

oSetieni Cerstvych Spenatovych listd, které byly inokulovany kmenem E. coli ATCC 25922.

V potravinarském priimyslu se v soucasnosti pro ¢erstvou zeleninu nejcastéji vyuziva
dezinfekce na bazi chemickych prostfedkli, které ale nedokazi zcela odstranit nebo
inaktivovat vSechny mikroorganismy. NejpouZzivangj$imi jsou ptipravky na bazi chloru, které
mohou mit negativni dopad na zdravi ¢loveéka a Zivotni prostfedi. V poslednich letech navic
spottebitelé pozaduji potraviny bez ptridavku syntetickych latek. Vyrobci k nim proto hleda;ji
alternativy, jednou z nich jsou piirodni latky.

Velky potencial stat se touto piirodni alternativou oSetfeni ready-to-eat produktl
nabizi silice, které in vitro vykazuji dobré antimikrobidlni G¢inky proti Sirokému spektru
mikroorganismi jako je napf. E. coli nebo salmonela. V experimentalni ¢asti prace byly
zkoumany antimikrobidlni GC€inky silice saturejky a zavinutky, u kterych se predpokladala

vysoka ucinnost proti patogennim bakteriim.
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2. Védecka hypotéza a cile prace

Védecka hypotéza:

Plynna faze silice rostlin rodu Monarda a Satureja ma prokazatelné antimikrobialni
ucinky in vitro. Lze pfedpokladat, Zze tuto vlastnost silic je mozné vyuzit ke snizeni vyskytu
patogennich mikroorganismi na S$penatu a jinych minimalné¢ zpracovanych produktech,

a zajistit tak zdravotni nezavadnost pro spotiebitele.

Cile prace:

1. Na zaklad¢ literarni reSerSe posoudit moznosti vyuziti silic k oSetfeni minimalné
zpracovanych potravin.

2. Stanovit efektivni zplisob oSetfeni Spenatu (inokulovaného patogennim mikroorganismem

Escherichia coli) silicemi rodu Monarda a Satureja, které jiz diive prokazaly G¢innost proti

tomuto mikroorganismu in vitro.



3. Prehled literatury

3.1 Silice

Silice jsou slozité smési té¢kavych latek obsazené v pfirodnich rostlinnych materialech.
Ziskavaji se z ruznych ¢&asti rostlin, jejich kvétd (napf. jasmin), stonkii nebo piipadné
kvetoucich stonkl (napi. mata, zavinutka), plodi nebo semen (kmin, pepft, jalovec), oplodi
plodu (citrusy), dieva (santal), listd (bobkovy list), cibuli ¢i sloZenych cibuli (¢esnek),
oddenku (puskvorec, kurkuma) ¢i kofent (hotec) (Velisek, 2002).

Mohou byt ziskany né€kolika zplsoby. Prvnim a nejcastéji vyuzivanym zpusobem
ziskavani silic je destilace s vodni parou (Burt, 2004). Dal§im zplsobem je superkriticka
fluidni extrakce oxidem uhliCitym, kterd vykazuje lepsi organoleptické vlastnosti ziskanych
silic, ale jeji nevyhodou je v¢€tsi cenovd naroCnost. Tato metoda je upiednostiiovana
pfedevsim pro vyrobu parfému (Bakkali et al., 2008). Dalsi zptisob ziskani silic je extrakce
nepolarnimi rozpoustédly, napiiklad benzinem, petroléterem aj. Dnes se jen velmi ziidka
vyuziva anfleraze, coz je extrakce tuky (napt. vepfovym sadlem). Silice z oplodi citrusovych

plodu se ziskdva lisovanim a oddélenim vrstvy silice (Velisek, 2002).

3.1.1 Slozeni silic, jejich vlastnosti a soucasné vyuziti

Silice jsou sekundarni metabolity rostlin, které slouZi rostlindm jako morforegulatory,
atraktanty nebo obranné latky. Jsou to vétSinou ¢iré, nestalé kapaliny a proto musi byt uloZeny
vV hermeticky uzavienych obalech v temnu, aby se zabranilo zménam slozeni (Burt, 2004).
Jsou rozpustné v tucich a organickych rozpoustédlech a obvykle maji nizsi hustotu nez voda
(Bakkali et al., 2008)

Silice jsou slozeny z velkého poctu chemickych sloucenin. VétSina silic obsahuje
znacny podil terpenovych (monoterpenovych a seskviterpenovych) nebo aromatickych
uhlovodiku. Silice vétSinou obsahuji 20 az 60 jednotlivych komponent, kde dvé az tfi slozky
se vyskytuji ve vysokych koncentracich (20 az 70 %), proto tyto slozky oznacujeme jako
majoritni, oproti ostatnim slozkdm ve stopovych mnozstvich, které oznacujeme jako
minoritni. Napf. silice ziskana z koriandru setého (Coriandrum sativum) miiZze obsahovat
az 68 % linaloolu (Bakkali et al., 2008).



Terpeny tvoii strukturné a funkéné odlisné tfidy, zakladni stavebni jednotku tvofi
izopren (C5). Podle poétu izoprenovych jednotek terpeny délime na monoterpeny (C10),
seskviterpeny (C15), diterpeny (C20), triterpeny (C30) a tetraterpeny (C40). Terpenové
uhlovodiky tvofi slozky aroma vétSiny druhti ovoce, zeleniny a koteni. Naptiklad asi 90 az 99
% vonnych latek pomeranct a pfiblizné¢ 70-80 % vonnych latek cerné¢ho pepie tvori
monoterpenové uhlovodiky a 20-30 % seskviterpenové uhlovodiky. Monoterpeny jsou
vytvofeny ze dvou izoprenovych jednotek a jsou z 90 % nejcastéjsi slozkou silic. Druhou
nejvyznamnéjsi slozkou silic jsou seskviterpeny, které jsou tvofeny ze tfi izoprenovych
jednotek. Mén¢ Casto se v silicich vyskytuji aromatické slouceniny, které jsou odvozené od
fenylpropanu. V ptipadé, Ze terpen obsahuje kyslik, nazyva se terpenoid. Podle struktury se
terpeny déli na acyklické, monocyklické nebo bicyklické a podle funk¢éni skupiny na
uhlovodiky, alkoholy, aldehydy, ketony, estery, ethery, peroxidy a fenoly (Velisek, 2002).

Z acyklickych monoterpenovych uhlovodiki je nejbéznéjsi myrcen a ocimen. Myrcen
je soucasti silice chmelu. Bé&zn€ se vyskytujicim monocyklickym monoterpenovym
uhlovodikem je a-terpinen (koriandr), a-fellandren (fenykl). Nejznaméjsi bicyklické
monoterpenové uhlovodiky jsou pinen (jehli¢naté rostliny), kamfen a sabinen (chvojka
klasterskd). Mezi acyklické sekviterpenové uhlovodiky patii farneseny, monocyklické
sekviterpenové uhlovodiky reprezentuje napf. zingiberen (zazvor) a béznymi bicyklickymi
seskviterpenovymi uhlovodiky jsou PB-kadinen a p-karyofyllen. Aromatické uhlovodiky,
s vyjimkou monoterpenu p-cymenu (slozkou silic mnoha kofeni a zelenin), se vyskytuji

pomérné vzacné (Velisek, 2002; Bakkali et al., 2008).

Acyklické monoterpenové alkoholy jsou charakteristickymi slozkami nékterych druhti
silic, vykazuji vétsinou sladké, tézké, kvétinové aroma. Z béznych acyklickych alkoholu je
nejvyznamnéjsi linalool, vonna latka mnoha kvéti (levandule), dale citronellol a geraniol.
Z monocyklickych monoterpenovych alkoholi je castou slozkou silic a-terpineol
(majoranka), 4-terpineol (tymian) a menthol (mata). Vyznamnou aromatickou slozkou silice
Salvéje je bicyklicky monoterpenovy alkohol borneol. Sesviterpenovy acyklicky alkohol
farnesol je pfitomen v pomerancové silici. Hlavnim zéastupcem aromatickych alkoholl je

skoticovy alkohol (Velisek, 2002; Bakkali et al., 2008).

Vyznamnym éterem je estragol vyskytujici se v estragonové silici, isomerni anetol se

vyskytuje v silici anyzové, fenyklové a badyanové (Velisek, 2002).



K nejcastéji se vyskytujicim acyklickym monoterpenovym aldehydiim nélezi citral, je
vonnou slozkou mnoha silic, zejména silic citrusovych plodl, zazvoru a pepre. Existuji dva
isomery citralu: geranial a neral. Mezi zndmé aromatické aldehydy patii benzaldehyd,

skoticovy aldehyd (cinnamaldehyd) a vanilin (Velisek, 2002).

Monocyklické monoterpenové ketony jsou karvon (kmin, kopr), menthon (mata),
piperiton (eukalyptus). Jako piiklad bicyklickych monoterpenovych ketonti uvadim thujon
(Salvej) a kafr (rozmaryn). Slozkami silice kurkumy jsou monocyklické seskviterpenové
ketony turmeron a ar-turmeron. Dulezitymi slozkami aroma grapefruitii jsou bicyklické
seskviterpenové ketony nootkaton a kamforenon. Slozkou silice fenyklu a badyanu je

aromaticky keton anisketon (Velisek, 2002; Bakkali et al., 2008).

Vyznamnymi fenoly jsou karvakrol a tymol (obr. 1) vyskytujici se naptiklad
v tymianové silici. Nasledujici fenoly jsou odvozené od guajakolu, prvnim z nich je eugenol,
ktery je kliCovou aromatickou slozkou hiebickové silice. Druhym je isoeugenol, ktery je

pfitomen v bazalkové silici (VeliSek, 2002).

Obréazek 1:  Vyznamné fenoly

CH: CH:

HO

HO

H.C CH H:C CH:

Karvakrol Tvmol

Velmi dulezitou skupinou vonnych a chutovych latek potravin jsou sirné slouceniny,
napf. diallyldisulfid je vonnou a chutovou slozkou ¢esneku a allylisothiokyanat je nositelem

typického aromatu kienu (Velisek, 2002).



Slozeni silic daného druhu rostlin mize byt vzajemné rozdilné v zavislosti na obdobi
sklizn¢ a na zemépisném pavodu. SloZeni silic z riznych ¢asti téZe rostliny se také muze
zna¢né liSit, napiiklad silice ziskané ze semen koriandru setého (Coriandrum sativum) ma
odlisné slozeni nez z nezralych listd (Delaquis et al., 2002). Bylo zjisténo, Ze silice ziskané
zZ bylin sklizenych v prub¢hu nebo ihned po odkvétu maji nejsilngjsi antimikrobialni aktivitu

(Marino et al., 1999).

V soucasné dob€ je znamo piiblizné 3000 druhii silic, z nich je asi 300 vyuzivano
komer¢né (Burt, 2004). Jejich Siroké vyuziti se uplatituje napiiklad ve farmacii, stomatologii,
agronomii, potravinafstvi, kosmetickém a parfumérském pramyslu. Dale jsou silice
pouzivany v aromaterapii a také jako slozka do maséznich oleji (Bakkali et al., 2008). Jiz
dlouhou dobu je znamo, Ze nékteré silice maji antimikrobialni vlastnosti, ale az zvySeni z4jmu
o zdravéj$i stravovani vedlo k obnoveni védeckého zajmu o tyto latky. Kromé
antibakteridlnich vlastnosti byly prokazany antivirdlni, antimykotické, antitoxigenické,

antiparazitarni a insekticidni vlastnosti (Baser and Buchbauer, 2010).

Neékteré monoterpeny, které jsou slozkou silice citrusi, vykazuji potencialni
protinadorovou aktivitu. Napt. D-limonen, ktery je hlavni slozkou pomerancové silice, m¢l
chemopreventivni u€inky u hlodavct proti nadorim mlécné zlazy, ktize, jater, plic a zaludku

wewr

uc¢innosti (Baser and Buchbauer, 2010).



3.1.2 Vyznamné druhy bylin a koreni obsahujici silice s antimikrobialnimi

vlastnostmi

Cerstvé, susené nebo jinak upravené ¢asti nékterych rostlin vyznaéujicich se intenzivni
charakteristickou viini a chuti nalezly uplatnéni jako koteni pro ochucovani pokrmi (Velisek,
2002). Je znadmo, ze rizné byliny a kofeni maji antimikrobidlni aktivitu, snizuji rust
mikroorganismui a tim zlepSuji celkovou kvalitu potravinarskych vyrobkii. Nékteré z téchto
ptitomnych slozek maji vysoké antimikrobidlni U€inky, naptiklad slozky obsazené v novém
kofeni, skofici, hiebi¢ku, hoicici, bazalce, oreganu, rozmaryné, $alvéji a tymianu. Ostatni
druhy kofeni, jako je anyz, bily pept, bobkovy list, Cerny pept, paprika, chilli, koriandr, kmin,
kari, kopr, muskatovy kvét, majoranka, mata, muskatovy ofiSek a zazvor, vykazuji nizsi

antimikrobialni vlastnosti (Holley and Patel, 2005).

V nasledujicich odstavcich bude uvedeno slozeni, vlastnosti a pouziti vybranych bylin
a koteni, které budou zatfazeny do skupin podle chemické struktury jejich majoritni slozky
silice. Ze skupiny monocyklickych monoterpenovych uhlovodiku je typicky zastupce zazvor
(Zingiber officinale), jehoz silice se z 30-70 % sklada ze zingiberenu, z 15-30 %
z B-seskvifellandrenu a z 10-15 % z B-bisabolenu, dale z citralu a citronellyl-acetatu (Velisek,
2002). Zazvor ma Siroké spektrum ucinkii na lidsky organismus, byla zjiSt€na ucinnost
proti onemocnéni srdce, migréné, chronické tnave€, nachlazeni, chiipce, depresim a horecce

(Auta et al., 2011).

Druha skupina - alkoholy - zahrnuje koriandr a matu. Koriandr je sloZzen az z 80 %
z linaloolu, dale z linalyl-acetatu, citralu, a-pinenu, B-pinenu, o-fellandrenu, a-terpinenu,
p-cymenu, dekanolu, geraniolu a borneolu. Koriandr se ptedev§im vyuziva v potravinaiském
primyslu. Mata se pouziva v tradicnim a lidovém I1éCitelstvi na celém svété pro svoje
antimikrobidlni a antioxidacni vlastnosti. Rod Mentha zahrnuje asi 25 druh. Mata peprna
(Mentha piperita) obsahuje 46-60 % mentholu, 20 % menthonu, 10 % menthyl-acetatu, 2-3 %
menthofuranu, dale a-pinen, a-fellandren, B-karyofyllen (Velisek, 2002).

Tteti skupina rostlin obsahuje aldehydy. Do této skupiny mizeme zatradit skofici
a vanilku. Hlavni soucasti skoficové silice je cinnamaldehyd, ktery je pfitomen v koncentraci
nad 80 %. Silice se svymi ptirozenymi dezinfekénimi u€inky je slibnou moznosti v boji proti
bakterialnim biofilmiim a to zejména v mlékaiském pramyslu. Vyhodou pouziti této ptirodni
dezinfekce, oproti bézné¢ pouzivané chemické, je dosud neexistujici rezistence

mikroorganismi na tuto latku (Oliveira et al., 2012). Hlavni slozkou silice vanilkovych luska
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je vanilin. Vanilka, jak je vSeobecné znamo, se diky svému aroma pouziva jako ochucovadlo

(Veligek, 2002).

Nasleduji $alvéj a kmin, jejichz hlavnimi slozkami jsou monoterpenové ketony. Salvéj
Iékaiska (Salvia officinalis) je v lidovém I1écitelstvi pouzivana na celém svété k 16Cbeé
mikrobialnich infekci, rakoviny, malarie, zanéti a také jako dezinfekce domu ¢i bytu (Cardile
et al., 2009). Dominantni slozky Vv silicich Salvéje jsou thujon az 60 %, dale 1,8-cineol, kafr,
a-pinen, B-pinen, bornyl-acetat, myrcen, borneol, linalyl-acetat, ocimen. Kmin (Carum carvi)
obsahuje 55 % karvonu, 44 % limonenu, dale a-pinen, a-fellandren, dihydrokarvyl-acetat,
1,8-cineol, linalool. Kmin se pouzivd zejména jako ochucovadlo a také v lidovém Iékatstvi

(Veligek, 2002).

Za antibakteridlni vlastnosti silic jsou zodpovédné hlavné fenoly (Holley and Patel,
2005). Slouceniny s fenolickou strukturou obsahuji tymian, oregano a hiebi¢ek. Tymian
(Thymus wvulgaris) se kromé tradi¢niho uplatnéni zacal v poslednich letech vyuzivat
v prumyslovych, farmaceutickych a Iékaiskych oborech (Hudaib et al., 2002). Jeho hlavnimi
slozkami jsou tymol do 70 %, karvakrol, p-cymen, linalool, limonen, a-pinen, kamfen,
terpinen, B-karyofyllen, geraniol, borneol. Dva hlavni fenoly oregana (Origanum vulgare),
karvakrol a tymol, tvofi pfiblizn¢ 78 az 85 % silice (Velisek, 2002). Hiebicek (Syzygium
aromaticum) se tradi¢né pouzival jako ochucovadlo a antibakteridlni latka v potravinach.
Silnd antimikrobidlni aktivita hiebickové silice je zplisobena pfitomnosti hlavni slozky

eugenolu (80-90 %), o kter¢ je znamo, Ze ma antioxida¢ni ucinky (Teixeira et al., 2013).

Posledni skupina zahrnuje ¢esnek a kien, ob¢ rostliny obsahuji ve svych slou¢eninach
siru. Cesnek je historicky vyuzivan jako 1é¢iva rostlina, zejména pro své antibakterialni
pusobeni, ale vyuziva se i v potravindistvi. Hlavni sloZkou ¢esnekové silice jsou predevsim
trisulfidy (57,4 %) a disulfidy (23,16 %). Kien se jiz od starovéku pouziva jako 1é¢iva bylina
a také diky svym specifickym senzorickym a nutricnim vlastnostem se hodi pro kulinarni
vyuziti. Kien je bohatym zdrojem tfady biologicky aktivnich latek, jako jsou glukosinolaty,

dominantnim je sinigrin, je obsazen jak v listech, tak v kotfenech (Agneta at al., 2013).


http://apps.webofknowledge.com.infozdroje.czu.cz/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&colName=WOS&SID=X21n1UwqWrtWkayYWym&author_name=Cardile,%20V&dais_id=10659946&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage

3.2 Antimikrobialni aktivita silic

Ackoli antimikrobidlni vlastnosti silic jsou jiz dlouho zkoumény, univerzalni
mechanismus u¢inku nebyl dosud definovan (Burt, 2004). Chemicka struktura jednotlivych
slozek silic ovliviiuje jejich pfesny mechanismus ptsobeni a bakterialni aktivitu (Dorman and
Deans, 2000). Vzhledem k tomu, ze silice jsou slozené z velkého poctu riiznych chemickych
sloucenin, predpoklada se, ze neexistuje jeden konkrétni mechanismus ¢inku, ale obecné je
mozno fici, ze diky lipofilnim vlastnostem silic dojde k naruseni cytoplazmatické membrany

bakterii (Burt, 2004).

Antimikrobiadlni aktivita je zavisla na typu mikroorganismu, coz je dano odlisnou
stavbou a slozenim bakterialni stény grampozitivni (G+) a gramnegativni (G-) bakterie (Burt,
2004). Aktivita silice zavisi krom¢ chemického slozeni i na poméru jednotlivych slozek
a najejich vzajemnych interakcich (Dorman and Deans, 2000). Napi. z n¢kterych vyzkumt
vyplyva, Ze minoritni slozky maji rozhodujici ilohu v antibakterialni aktivité a predpoklada
se, ze existuje synergicky ucinek mezi slozkami silice (Burt, 2004). Mechanismus ucinku

bude podrobnéji diskutovan v nasledujici kapitole.

3.2.1 Mechanismus ucinku silic

Silice jsou vysoce hydrofobni smési latek, které maji antagonistické, synergické
nebo aditivni G¢inky na mikrobialni bunky (Lanciotti et al., 2004). Hydrofobni povaha silic
umoznuje naruSeni struktury cytoplasmatické membrany, kterda se stdva vice propustna
amize dojit k uniku ionti a dal§iho bun&ného obsahu. Unik mensiho mnozstvi latek
z bakterialni bunky nema vliv na zivotaschopnost, avSak rozsahla ztrata obsahu buriky nebo

unik zasadnich molekul a iontd vede k jeji smrti (Burt, 2004).

Silice obsahujici vysoké procento fenolickych sloucenin, jako jsou karvakrol, eugenol
a tymol, se vyznaCuji nejsiln€jSimi antibakteridlnimi vlastnostmi proti potravinovym
patogentim. Piedpokladd se, Ze mechanismus ucinku uvedenych fenolit vyskytujicich
se v silicich by mél byt podobny jako u jinych fenolickych latek, coZ je obecné povazovano
za naruSeni cytoplazmatické membrany, naruSeni protonmotivni sily (PMF), toku elektront,
aktivniho transportu a koagulaci obsahu bun¢k (Burt, 2004). Mechanismus u¢inku karvakrolu,
jednoho z hlavnich slozZek silic oregana a tymianu, se zda byt nejprozkoumanéjsi. Tymol je

strukturné velmi podobny karvakrolu, 1i§i se pouze polohou hydroxylové skupiny
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na fenolickém kruhu (Ultee et al., 2002). Lambert et al. (2001) zjistili, ze pozice hydroxylové
skupiny na fenolickém kruhu vyrazné neovliviiuje antibakterialni aktivitu, coz dokazuje
antibakterialni uc¢inek tymolu na bakterie Bacillus cereus, Staphylococcus aureus
a Pseudomonas aeruginosa, ktery je srovnatelny s t¢inkem karvakrolu. Obé¢ tyto latky mohou
difundovat pres plasmatickou membranu. Karvakrol a tymol zpisobuji naruSeni vné&jsi
lipopolysacharidové vrstvy, coz zptsobi ¢asteéné poskozeni bunééné stény G- bakterii a tim

zvyseni propustnosti cytoplasmatické membrany pro ATP.

Napt. Ultee et al. (2002) provedli studii pusobeni karvakrolu na bakterii B. cereus.
Karvakrol se pti interakci s buné¢nou membranou navazuje na fetézce mastnych kyselin a
dochazi tak k jeho integraci do fosfolipidové dvojvrstvy. Toto naruseni struktury zpusobilo
expanzi a destabilizaci membrany, zvysilo to jeji tekutost a tim se zvySila pasivni propustnost.
V této studii byl dale zkoumén prichod bunécnych metabolith pfes bunéénou membranu
Vv pfitomnosti karvakrolu. Méfenim intraceluldrniho a extracelularniho mnozstvi ATP bylo
zjisténo, ze hladina ATP se v buiice sniZila, zatimco vné butiky nedoslo k imérnému zvyseni.
Proto se piedpokladd, ze byla snizena rychlost syntézy ATP nebo Ze se zvysila rychlost
hydrolyzy ATP. Po piidani karvakrolu byl zjistén prudky pokles membranového potencialu
v bunikdch v exponencialni fazi rGstu a to indikovalo oslabeni protonmotivni sily.
V ptitomnosti karvakrolu doslo ke sniZeni gradientu pH (rozdilu koncentraci H+) vné a uvnitt
buiiky. Déle klesly intracelularni hladiny draselnych ionti, zatimco extracelularni mnozstvi se
umérné zvysilo (Burt, 2004). Ultee et al. (2000) dosli k zavéru, ze v pfitomnosti karvakrolu se
mastné kyseliny fosfolipidii se od sebe vzdaluji, vytvoii se tak membranové kanaly a ionty

mohou opustit cytoplazmu.

V zajmu mikrobiologl je kromé inhibice rustu vegetativnich bakterialnich bunék také
inhibice produkce toxinu. Karvakrol ma schopnost inhibovat syntézu prujmovych toxint
B. cereus jak v zivné pudg¢, tak i v bujonu. Existuji dvé teorie zptisobu inhibice toxint. Pokud
je toxin vylu¢ovan aktivnim procesem, musi byt dostate¢na hladina ATP nebo protonmotivni
sily, jinak dojde k akumulaci toxinu uvnit buiikky. Druha teorie uvadi, ze nizkd specificka
rustova rychlost builky ma za nasledek, Zze buinky vyuZzivaji vSechny dostupné energie
K udrzeni zivotaschopnosti a nespotiebovavaji energii pro vyrobu toxinu (Ultee a Smid,2001).

V jedné studii bylo zjisténo, ze karvakrol a tymol pilisobi rozdilné proti G+ a G-
druhim bakterii (Dorman and Deans, 2000). Vétsina studii zkoumajicich ucinek silic proti

potravinovym patogennim mikroorganismiim se shoduje s tim Ze, silice obecné jsou o néco

vice ucinné proti G+, nez G- bakteriim (Farag et al., 1989, Delaquis et al., 2002). G- bakterie
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jsou mén¢ nachylné k ptisobeni antibakterialnich latek, nebot’ jejich bunééna sténa je slozena
z tenké peptidoglykanové vrstvy a silné vrstvy fosfolipidi a lipopolysacharida, které¢ brani
difuzi silic do buiky. G+ bakterie maji bunéfnou sténu tvofenou silnou vrstvou
peptidoglykanu protkanou kyselinou teichoovou a lipoteichoovou (Burt, 2004; Chung et al.,
2007). Nicméné, ne vSechny studie dosly k zavéru, ze G+ bakterie jsou vice citlivé
na pusobeni antibakteridlnich latek (Wilkinson et al., 2003). Z G- bakterii se zd4 byt nejméné
citliva na ptsobeni silic zejména Pseudomonas aeruginosa, naopak jednim z nejvice citlivych

druhti je Aeromonas hydrophila (Deans and Ritchie, 1987; Dorman and Deans, 2000).

V tomto odstavci bude vénovéana pozornost vzdjemnym interakcim mezi jednotlivymi
slozkami silice. Jedna se o aditivni u¢inek, antagonismus nebo synergii. Aditivni ucinek je
pozorovan, kdyz se kombinovany u¢inek rovna sou¢tu jednotlivych ucinkt. Antagonismus
nastane, pokud jsou slozky silic pouzity spole¢né a G¢inek jedné nebo obou slozek je mensi,
nez kdyz jsou aplikovany individualné. Synergie je pozorovana, kdyz ucinek vsech latek je
vétsi nez soucet ucinkll jednotlivych (Burt, 2004). Ne&které studie doSly k zavéru,
ze kompletni silice méa vySsi antibakterialni uc¢innost nez jen smichané jeji hlavni slozky
(Gill et al., 2002; Mourey and Canillac, 2002). To nasvédCuje, ze minoritni slozky jsou
dilezité pro aktivitu a mohou mit synergicky ucinek. Bylo zjisténo, ze hlavni slozky silice
oregana, karvakrol a tymol maji aditivni ucinek pfi testovani proti bakterii Stafylococus
aureus a Pseudomonas aeruginosa (Lambert et al., 2001). Synergismus mezi karvakrolem
a jeho biologickym prekurzorem p-cymenem je zalozen na tom, Ze p-cymen narusi bakterialni
bunécnou sténu a tim umozni karvakrolu snadnéji proniknout do bunky a zesilit jeho ucinek

(Burt, 2004).

Synergie a antagonismy byly zkouméany mezi slozkami silic a fyzikdlnimi
a chemickymi faktory. Bylo prokazano, ze chlorid sodny v kombinaci se silicemi miize mit
synergické 1 antagonistické ucinky za riznych podminek. Jako piiklad synergie uvadim
vysledky vyzkumu, kde byla oSetiena svalovina makrely obecné kombinaci u¢inku 2-3 %
NaCl a 0,5 % htebickového prasku, ktery zcela zabranil ristu a produkci histaminu
Enterobacter aerogenes. Jako dalsi ptiklad synergie l1ze uvést zkoumany vliv silice oregana
v kombinaci s dusitanem sodnym na rust a produkci toxinu Clostridium botulinum. Aplikace
samotné silice oregana nema zadny vyznamny inhibi¢ni U¢inek na rist, ale v kombinaci
s dusitanem synergicky inhibuji rast C. botulinum (Burt, 2004). Je znamo, ze karvakrol
a p-cymen puasobi synergicky, ale tento ucinek se snizuje, pokud se piida sal. Toto

se prokazalo pti pouziti vryzi proti B. cereus, kde byl uc¢inek pouze antagonisticky
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(Ultee et al., 2000). Karatzas et al. (2001) se zabyvali kombinovanym ucinkem karvonu
(5 mmol/l) a teploty (pii45 °C, po dobu 30 min) na exponencialné rostoucich buikach
Listeria monocytogenes kultivovanych pii 8 °C. Pfi pusobeni teploty a karvonu dojde
k poklesu o 1,3 log;o KTJ. Pti samostatném pusobeni karvonu nebo teploty nedojde ke ztrate
zivotaschopnosti bunék. Bunky kultivované pii teploté 35 °C nebo 45 °C uz nebyly citlivé ke
stejné¢ kombinovanému oSetfeni, protoze membrany bunék kultivovanych pii 45 °C obsahuji
,hormalni*“ pomér nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin fosfolipida a karvon je proto
méné¢ ucinny. Naopak bakterie kultivované pii 8 °C maji fosfolipidy cytoplazmatické
membrany vice nenasycené. Vysoky stupeii nenasycenosti zplisobi, Ze membrany téchto
bunék jsou vice tekuté neZ membrany bunck kultivovanych pii 45 °C. ZvySena tekutost
umozni karvonu se snadnéji rozpustit v lipidové dvojvrstvé v bunkach kultivovanych pii 8 °C

nez pii 45 °C.

3.2.2 Testovani antimikrobialni aktivity silic in vitro

Pro zkouSeni antimikrobialni aktivity se nejcastéji pouzivaji metody pro testovani
antibiotik, které jsou ptizptisobené pro silice a lze je rozd¢lit na difuzni nebo dilucni. Védci
si tyto metody prizpisobili pro lepsi aplikaci v konkrétnim experimentu, protoze uvedené
metody byly vyvinuty pro hydrofilni latky. Silice jsou viskozni hydrofobni latky, proto
se do zivnych pid musi ptidavat rozpoustédla, napi. etanol, Tween, polyetylenglykol (PEG),
ktera umoznuji lepsi difuzi silic. Nevyhodou pouziti rozpoustédel je jejich negativni ovlivnéni
ristu mikroorganismt. Vysledky testii antimikrobidlnich aktivit silic jsou tedy obtizné
srovnatelné, nebot’ jsou znacné ovlivnény mnoha faktory, jako je metoda pouzivana k ziskani
silic z rostlinného materialu, objem inokula, ristova faze, mnozstvi silice, typ rozpoustédla,
pouzité kultiva¢ni médium, pH média, inkuba¢ni doba a teplota (Burt, 2004; Nedorostova,
2009).

Screening silic na antibakterialni aktivitu je ¢asto proveden diskovou difuzni metodou,
pti které jsou kladeny disky filtraéniho papiru nasycené silici na zaockovanou Petriho misku.
Toto se obecné pouzivd jako predbézna kontrola antibakteridlni aktivity pred zafatkem

podrobnéjsich studii (Burt, 2004).

Silu antibakterialni aktivity mizeme urcit dilu¢nimi metodami, pti kterych se silice
rozpusti v agaru nebo bujonu. Existuji dvé moznosti provedeni, makrodilu¢ni metoda

ve zkumavkach nebo novéjsi mikrodiluéni metoda provadénd na mikrotitracnich destickach.
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Literatura uvadi pouzivani riiznych rozpoustédel, zptsobii zaoCkovani a objeml inokula.
K vyhodnoceni miniméalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) existuje celd fada raznych technik,

nejpouzivanéjsi metodou je méteni optické hustoty (denzitometrie) (Burt, 2004).

Pii testovani antimikrobidlni aktivity se sleduje MIC, kterd je citovana vétSinou
vyzkumnikii jako méfitko antibakterialniho vykonu silic. Definice MIC se lisi v rtiznych
publikacich, coz je dalsi piekazkou pro porovnani vyzkumi. V nékterych ptipadech se uvadi
I minimalni baktericidni (MBC) nebo bakteriostaticka koncentrace, oba pojmy uzce souvisi
s MIC (Burt, 2004). Dle Delaquis et al. (2002) je MIC definovana jako nejniz$i koncentrace
inhibujici viditelny rust testovaného mikroorganismu. Cosentino et al. (1999) definuje MIC,
jako nejnizsi koncentraci vedouci k vyraznému poklesu Zivotaschopnosti inokula (> 90 %).
Canillac a Mourey (2001) uvad¢ji definici minimalni baktericidni koncentrace (MBC) jako
koncentraci, pfi které je zabito minimalné 99,9 % z pocatecniho inokula. Ptiklady vybranych

MIC silic testovanych in vitro proti Escherichii coli jsou uvedeny v tabulce ¢. 1.

Tabulka 1:  MIC silic testovanych in vitro proti Escherichii coli (Burt, 2004).

Rostlina.l, z nii' byla silice Druhy bakterie MIC (ul mi)
izolovana
Rozmaryn Escherichia coli 45->10
Oregano Escherichia coli 05-12
Salvgj Escherichia coli 35-5
Hiebicek Escherichia coli 0,4-25
Tymian Escherichia coli 0,45-1,25
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3.2.3 Pokusy na potravinach

V soucasné ,,syntetické” dobé se hledaji alternativni zplsoby konzervace potravin,
které¢ maji tzv. ,,zelenou* image. Naptiklad Svétova zdravotnickd organizace (WHO) vydala
doporuceni k celosvétovému snizeni spotieby soli, aby se snizil vyskyt srde¢né cévnich
onemocnéni. Pokud se snizi hladina soli u polotovarti, k udrzeni bezpecnosti potravin bude
zapotiebi dalsi pfisady. Zde je tedy prostor pro nové zplsoby, které maji ,,zelenou* image.
Jednou z variant je pouziti silic, jako antibakterialnich latek, které se mohou stat piirodnimi

potravinaiskymi konzervanty a aditivy (Burt, 2004).

Od roku 1990 byl proveden znaény pocet experimenti zaméfenych na oSetfeni
potravin silicemi. Ackoliv silice vykazuji dobré vysledky v antibakterialnich testech in vitro,
k dosaZeni stejného ucinku v potravinach je nutnd jejich vyssi koncentrace. Pomér &ini
piiblizné¢ dvojnasobek u polotucného mléka, u vepiovych jater a klobas desetinasobek,
padesatinasobek v polévce a az stondsobek u mekkych syri. Nékolik studii zaznamenalo
mikrobialni odolnost na fadu silic, ale zatim nikdo nevysvétlil presny mechanismus t¢inku
(Burt, 2004). Konkrétni pfi¢ina neni zndma, ale pravdépodobné bakterie mohou opravit
poskozené buiiky rychleji kvili vétsi dostupnosti zivin z potravin nez z laboratorniho média

(Gill et al,2002).

Citlivost bakterii vi¢i silicim se zvySuje s nizkym pH potravin, skladovaci teplotou
a se snizenym obsahem kysliku v obalu. Plati, Ze pfi nizkém pH se zvySuje hydrofébnost silic,
coz umoziuje snadn&jsi rozpusténi lipidd bunétné membrany bakterii. Na druhou stranu
vysoké hladiny tuku nebo bilkovin v potravindch chrani bakterie proti plsobeni silic.
Napriklad silice se prednostné rozpusti v lipidové fazi potravin a tim nedojde k poskozeni
patogennich bakterialnich bunék. Toto se potvrdilo ve vyzkumu, kde vysoky obsah tuku ryb
snizil antibakterialni u¢innost silic. Pouzita silice oregana (0,5 pl/g) byla u¢inngjsi proti
bakterii Photobacterium phosphoreum na filetach tresky obecné nez na filetach z lososa, ktery
antibakterialni uc¢inek matové silice proti bakteriim Listeria monocytogenes a Salmonella
enteritidis ve vysoce tuénych vyrobcich, jako je pastika a salat z rybich jiker, naproti tomu
byla G¢innost silice v nizkotuéném salatu z okurek a jogurtu mnohem vétsi. Lepsi ucinnost
silice v okurkovém salatu mize byt ¢astecné zplsobeno niz§im pH, které bylo 4,3 na rozdil
od pastiky (pH 6,8), ale salat zjiker ma také nizké pH (4,9). To by mohlo znamenat,

ze procentudlni obsah tuku mé vétsi vliv na antibakterialni ti¢inek silic nez pH.
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Dal8im faktorem, ktery snizuje antibakteridlni aktivitu, je struktura potravin. Timto
se zabyvali ve studii, kde se testovala u¢innost silice oregana proti Salmonella typhimurium
vV bujonu, nebo agaru. Zde bylo zjisténo, ze doSlo k omezeni difuze gelovou konzistenci

produktu, kterd vyrazné€ snizuje inhibi¢ni ti€inek silice (Tassou et al., 1995).

Mnohé studie prokazaly, ze rostlinné silice jsou vhodné pro redukci patogent
v masnych produktech (Grosso et al., 2008). Napiiklad silice saturejky horské (Satureja
Montana L.) v kombinaci s jinymi konzerva¢nimi metodami (jako napf. snizena teplota) lze
pouzit jako ekonomické piirodni antibakteridlni latky a pro zlepSeni kvality mletého

veprového masa (Tajkarimi et al., 2010).

Zde uvedu piiklady oSetfeni silicemi u jinych potravin, nez jsou masné produkty.
Naptiklad bylo prokazéno, Ze extrakt ze semen manga snizuje celkovy pocet bakterii, dale
potlacuje rust koliformnich bakterii a zvlasté vyznamné inhibuje Escherichii coli. Vysoka
aktivita vody ptiznivé ovliviiuje G¢inky silic v mléce tim, ze urychli pfenos a pohyb silic
Kk cilovym mikroorganismim. Tohoto 1ze vyuzit k prodlouzeni trvanlivosti pasterizovaného

kravského mléka (Abdalla et al., 2007).

Nyni uvedu piiklad antimikrobialni aktivity silic na ovoci. Proti plisiovym chorobam
na hroznech, zptisobenymi Botrytis cinerea, byly silice u¢inngjsi nez syntetické konzervacni
latky (Tajkarimi et al., 2010). Uginek silic miize byt ovlivnén i rozdilnymi hodnotami pH, ¢im
niz8i je pH, tim u¢inngji plsobi pfirodni antimikrobidlni latky. Tuto domnénku potvrzuje
studie, kde ptirodni mikroflora kiwi (pH 3,2-3,6) byla G¢inné inhibovana karvakrolem
a cinnamaldehydem, ale méné efektivné byla inhibovana na melounu (pH 5,4-5,5) (Burt,
2004).

Pokud se zaméfime na zeleninu, nejlepsiho antimikrobialniho té¢inku silic je dosazeno
v kombinaci s nizkou teplotou skladovani anebo pii nizkych hodnotach pH potravin. Zelenina
ma obecné nizky obsah tuku, coZ pfispiva k vybornym antimikrobidlnim U¢inkGim silic.
Naptiklad dle jedné studie silice oregana (7-21 pl/g) byla u¢inna v inhibici poctu E. coli
Vv lilkovém salatu ve srovnadni s neoSetfenou kontrolou, i pfestoze salat m¢l pomérmné vysoky

obsah tuku, ale procentualni obsah nebyl uveden (Burt, 2004).

Nevyhodou pfirodnich konzerva¢nich latek je, Ze mohou vice ¢i méné¢ ovlivnit
senzorické vlastnosti oSetfené potraviny. Proto se klade diraz na peclivy vybér kombinace
silice a potraviny. Silice by bylo napt. vhodné zaclenit do vyroby potravin, které jsou tradi¢né

spojeny s bylinami (pikantni jidla, jako je maso a rybi pokrmy, syry, zeleninové pokrmy,
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polévky a omacky) nebo s kofenim. Naptiklad silice oregana mé pozitivni vliv na chut’
v mase arybach nebo kombinace Spenatu a Cesnekové silice by mohla mit dobry vliv

na organoleptické vlastnosti (Burt, 2004).
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3.3 Charakteristika zkoumanych druhda rostlin a jejich

antimikrobialni aktivita

3.3.1 Saturejka zahradni (Satureja hortensis L.)

Saturejka je jednoletd aromatickd bylina patfici do celedi hluchavkovitych
(Lamiaceae). V rodu saturejka nalezneme asi 30 druhd, které rostou v mirnych
a subtropickych pasmech obou polokouli. Saturejka zahradni piivodné pochazi z jithovychodni
Evropy, Stiedomoii a teplych oblasti jihozdpadni Asie. V Ceské republice se péstuje
na omezenych plochach a zahradkach, kde obcas zplanuje. Vzptimena ze spodu zdfevnatéla
lodyha saturejky dosahuje vysky 0,3 az 0,6 m. Listy maji tmavé zelenou barvu, jsou
carkovité, zaSpicatélé, mirn¢ chlupaté. Kvéty jsou drobné, na kratkych stopkach,

se zvonkovitym zelenym nebo fialovym kalichem (Pavela a Barnet, 2011).

Saturejka ma uplatnéni v tradicnim lidovém 1éCitelstvi, v potravinaiském
a kosmetickém pramyslu. Silice saturejky ma antioxidacni, antimikrobialni, antidepresivni,
antispasmatické a antidiarhoické vlastnosti. Bylo prokazano, ze extrakty ziskané
superkritickou fluidni extrakci (SFE) 1 tradicni extrakéni technikou maji insekticidni
vlastnosti (Plander et al., 2012). Hlavnimi slozkami silice jsou tymol (40,54 %), y-terpinen
(18,56 %), karvakrol (13,98 %), a p-cymen (8,97 %). Silice ze saturejky vykazovaly aktivitu
proti 25 bakteriim, 8 plisnim a kvasinkam. Studie ukazaly, Ze silice saturejky, vzhledem
k ptitomnosti fenolovych slozek, jako je tymol a karvakrol, je uCinna proti humannim,

potravinovym i rostlinnym mikrobialnim patogeniim (Adiguzel et al., 2007).

Pro studium antimikrobidlni aktivity silice saturejky byla pouZita diskova difuzni
metoda a mikrodilu¢ni metoda. Vysledky ukazaly vyznamnou aktivitu proti Sirokému spektru
gramnegativnich bakterii, kde se MIC pohybovala vrozmezi od 0,025 do 0,78 ul/ml,
u grampozitivnich ~ bakterii  byla  minimdlni  inhibicni  koncentrace v rozmezi

od 0,05 do 0,39 ul/ml (Mihajilov-Krstev et al., 2009).

Blazekovi¢ et al. (2010) zjistili, Ze antimikrobidlni vlastnosti silice saturejky proti
E. coli projevily slaby az stfedni antimikrobialni G¢inek. Béhem deseti dnti méteni a sledovani
inhibi¢nich z6n byly zkoumané vlastnosti trvalé a stabilni. Polomér inhibi¢nich zoén byl
Vv rozmezi 0,33-7,00 mm v zavislosti na zdkladni koncentraci pouZité silice. Zona inhibice pro
nejniz8i koncentraci 10 pg/ml byla nejmensi (0,33 mm), zatimco pro nejvyssi koncentraci

600 pg/ml se rovnala 7,0 mm.
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3.3.2 Zavinutka prostiedni (Monarda media Willd.)

Zavinutka je trvalka patfici do celedi hluchavkovitych (Lamiaceae), pochazi
ze Severni Ameriky, ale péstuje se 1 v Evropé, zejména jako dekorativni rostlina. Zavinutka
roste v trsech o délce lodyh zhruba ptl metru vysokych. Fialové kvéty zavinutky jsou tvaru
symetrickych trubkovitych pétizubych kalichii a jsou velmi bohaté na nektar. VV Americe
kvéty této rostliny opylovava €asto kolibiik, ale je velice ldkava i pro vcely a motyly. Listy
a kvetouci stonky se pouzivaji jako ptirodni 1€k, ktery se pouziva pro snizeni horecky, 1écbu

nachlazeni nebo koznich vyrazek (Whitten, 1981; Savickiene et al, 2002; Berg, 2010).

Karasova (2013) pomoci plynové chromatografie analyzovala jako majoritni slozku
silice Monarda media Willd. tymol (55,13 %). Havlova (2013) stanovila in vitro MIC silice
z rostliny Monarda media Willd. proti E. coli pii koncentraci 1024 pg/ml.

V odborné literatufe neni presné chemické slozeni ani antimikrobialni aktivita silice
Monardy media popsana, proto zde uvadim vysledky blizce pifibuzné rostliny Monarda
didyma L. V analyze chemického slozeni silice ze stonku s kvéty a listy bylo identifikovano
22 slozek a to zejména tymol (51,7 %), vy-terpinen (14,3 %), p-cymen (9,7 %),
8-3—karen (6,2 %) a myrcen (3,7 %) (Fraternale et al., 2006).

V jiné studii byly identifikovany dva odlisné chemotypy Monarda didyma L. lisici
se majoritnimi slozkami, kterymi byl bud’ karvakrol (chemotyp 1) nebo tymol (chemotyp 2).
Silice chemotyp 1 ziskana z kvétu Monarda didyma L. obsahovala: karvakrol (71,9 %),
p-cymen (6,2 %), thymochinon (3,7 %), 1-okten-3-ol (3,1 %), y-terpinen (2,9 %), germakren
D (1,6 %) a a-terpinen (1,0 %) (Taborsky, 2011). Tentyz autor stanovil v hexan/metanolovém
extraktu u chemotypu 2 rostliny Monarda didyma L. tyto slozky: tymol (62,57 %),
thymochinon (13,11 %), thymohydrochinon (7,84 %), karvakrol (5,50 %), p-cymen (1,26 %),
cis-sabinen hydrate (1,09 %), okt-1-en-3-ol (0,97 %), dithymochinon (0,14 %) (Taborsky et
al., 2012).

El Kalamouni et al. (2009) se zabyvali vyzkumem antimikrobidlni aktivity silic ¢tyt
vybranych rostlin (Calamintha grandiflora, Monarda didyma L., Myrrhis odorata
a Tanacetum balsamita) proti deviti druhtim bakterii (Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Esherichia coli, Salmonella agona, Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis). Monarda didyma L. ze vSech rostlin
dosahovala nejvyssi antimikrobialni aktivity a jako jedina inhibovala vSechny zkoumané

bakterie. Toto testovani bylo provadéno diskovou difuzni metodou. Silice Monardy byla
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nejucinngjsi proti Bacillus cereus (MIC 40 mm) a proti Esherichii coli vykazovala druhou

nejvyssi antibakterialni ucinnost (MIC 18,9 mm).

Obrazek 2: Monarda media v kvétu
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3.4 Minimalné zpracované potraviny (ready—to—eat)

V dnesni dobé¢ roste poptavka po produktech piipravenych k pfimé spotieb€ a zaroven
1 snaha o prodlouZeni trvanlivosti téchto potravin. Mezi prvotni surovinou a hotovym
pokrmem miizeme urCit fadu stupiii zpracovani, kde lze potraviny rozdé€lit z hlediska
piipravenosti ke zpracovani a konzumaci (Sukova, 2004). Nyni uvedu ptiklad rozdéleni
potravin podle stupné zpracovani. Zakladni stupenn je zeméd€lsky produkt (napt. obili,
zelenina), nasleduje produkt ke kuchynské upravé (mouka, oprana zelenina), produkt
(polotovar) k tepelné upravé (t€sto, syrova zmrazena zelenina), produkt tepelné upraveny,
ptipraveny ke kombinaci s dalsi slozkou (instantni téstoviny, suSenda bramborova kase),
hotovy pokrm (Ci jeho slozka) pfipraveny k ohifevu (zmrazené hotové pecivo, zeleninové
konzervy) a nakonec potravina nebo pokrm pfipraveny ke konzumaci nebo také
tzv. ready-to-eat (zeleninové salaty, teplé pokrmy s donaskou, i pokrmy v podnicich
spole¢ného stravovani). Obecné chapeme potraviny s anglickym nazvem ready-to-eat jako jiz
piipraveny pokrm ke konzumaci za studena nebo za tepla. Pro potraviny s vys$Sim stupném
zpracovani, nez U zékladnich potravin, pouzivime pojem konvenience. U konvenientnich
produktii obecné plati, ze ¢im vyS$i je stupen zpracovani, tim krat$i ma produkt trvanlivost

(Sukova, 2004).

Pokud se zaméfime na ovoce a zeleninu, za minimaln¢ zpracované produkty
povazujeme jakékoliv Cerstvé ovoce nebo zeleninu, které jsou upraveny napiiklad loupanim,
fezanim nebo mytim pro ziskani 100 % jedlého produktu, ktery je nasledné zabalen
a uchovavan v chladicim zafizeni. Mezi tyto produkty patii i tzv. fresh-cut ovoce a zelenina,
coz jsou napriklad balené salaty, zeleninové smési, krajené melouny, jablka apod. (Belloso

et Soliva, 2011).

V poslednich desetiletich dochazi k vyraznému nartstu vyroby a spotieby fresh-cut
vyrobkli z ovoce a zeleniny, které ziejmé souvisi s trendem zdravého stravovéni. Za timto
narstem stoji 1 doporuceni pro zvySeni pfijmu ovoce a zeleniny pro snizeni vzniku rizika
kardiovaskularnich a nadorovych onemocnéni od organizaci jako jsou WHO, FAO, nebo
EFSA. Vyhodou fresh-cut produktti je moznost jejich okamzité konzumace, a tedy absence
odpadii a tGspora ¢asu v porovnani s ptipadnou piipravou jidla. V USA naptiklad 30 % lidi
davéa prednost fresh-cut produktim pied jejich nezpracovanymi ekvivalenty. Ovoce a zelenina
zaCaly nahrazovat nezdravé svaciny, proto se dodavatelé fresh-cut produkti zaméfili

na zlepSeni obalové, zpracovatelské a chladirenské technologie (Belloso et Soliva, 2011).
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Znehodnoceni fresh-cut produkti miize byt fyziologické nebo mikrobiologické.
Zpracovanim cerstvé zeleniny a ovoce dochazi v diisledku mechanického poSkozeni tkani
K naruseni jejich pfirozenych ochrannych bariér. Rostlinné tkané proto podléhaji rychlejsimu
kaZeni, v porovnani s nezpracovanymi produkty. Rezné plochy jsou také dobrym prostiedim
pro rist mikroorganismil. Napt. bylo zjisténo, Ze na feznych plochach Spenétu byly objeveny
mikroorganismy po 12 dnech pii skladovani v 10 °C. Znehodnoceni je zavislé ina pH,
naptiklad plisn¢ a kvasinky se spiSe objevi na ovoci s niz§im pH (napf. u jahod, malin,
nektarinek), ale na zeleniné s vy$Sim pH bude spiSe detekovan bakteridlni rist. Kazeni
fresh-cut ovoce a zeleniny ovlivituji i vnéjs$i vlastnosti, jako je teplota skladovani nebo

ochrannd atmosféra (Belloso et Soliva, 2011).

Fresh-cut ovoce a zelenina jsou z mikrobiologického hlediska Easto povazovany
za relativné bezpe¢né potraviny v porovnani s potravinami zivocisného pitivodu nebo jinymi
ready-to-eat produkty. Avsak Vv posledni dobé je vyskyt alimentarnich onemocnéni stale
Cast&ji spojovan S konzumaci fresh-cut produkti. Napi. se jednalo o vypuknuti epidemie
Escherichia coli O157:H7 spojené s Cerstvym Spenatem ve Spojenych statech v roce 2007
nebo salmonely s rajcatovymi salaty v roce 2008 také ve Spojenych statech. Patogeny mohou
byt jiz pfitomny na syrové zeleniné¢ nebo az jako dusledek kontaminace pfi zpracovani.
Kontaminace stievnimi patogeny jako je E. coli nebo salmonela mize prob&hnout béhem

péstovani, sklizné€ nebo i dalsiho zpracovani (Belloso et Soliva, 2011).

Epidemie pochdzejici z ovoce a zeleniny jsou nyni vice vnimany, coz souvisi se stale
se zvySujici spotiebou fresh-cut zeleniny a ovoce a i S obecnym povédomi spotiebiteld
0 vyznamu ovoce a zeleniny ve vyzivé. Kvili globalizaci trhu se nabizi Sirsi skala Cerstvych
produktli a dostupnost na trhu je po cely rok. Globalizace ale vede k vétSim dopravnim
vzdalenostem a casovym usekiim mezi sklizni, zpracovanim a spotiebou, proto se hleda;ji
nejvhodnéjsi zpusoby skladovani a dopravnich podminek pro piepravu. Hledaji se 1 vhodné
postupy oSetfeni pii zpracovani, protoze v disledku odstranéni ptfirodni ochrany (fezanim,
krdjenim, drcenim, atd.) se zde vytvaii vhodné prosttedi pro rist mikroorganismi a moznosti

vzajemné kontaminace (Belloso et Soliva, 2011).

Potravinové epidemie z fresh-cut ovoce a zeleniny jsou v Evropé ziidkakdy. Naptiklad
v roce 2006 bylo hldseno pro ovoce a zeleninu 72 varovnych oznameni, ale vétSina byla
v souvislosti s pfitomnosti mykotoxinti a zbytkti pesticidi. Az na tfetim misté jsou patogenni
mikroorganismy, zejména salmonela. Ve Spojenych statech jsou Ccerstvé produkty

v souvislosti s epidemii potravin druhé nejcastéjsi (22 %), po moiskych plodech (33 %),
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nasleduje dritbez (18 %), hovézi maso (16 %) a vejce (13 %). Mezi produkty, u kterych
nejcCastéji propukla potravinova epidemie, patiily salaty, dzusy, melouny. Dominantnimi
patogeny ve Spojenych statech jsou salmonela a E. coli O157:H7. Spenat patii mezi vysoce
rizikové produkty, coz potvrzuje i epidemie z roku 2006, kdy z Cerstvého Spenatu nebo
produktii obsahujici Spenat bylo nakazeno celkem 199 osob E. coli O157:H7 (Orue et al.,
2013). Vyznamny rozdil v poétu nahlasenych piipadi potravinovych epidemii mezi
Spojenymi staty a Evropou mohou byt znékolika diavodi. V Evropé byl zahajen sbér

informaci napft. az v roce 2005 (Belloso et Soliva, 2011).

Protoze minimalné zpracovany Spendt byl v posledni dobé spojovan s vypuknutim
n¢kolika onemocnéni z potravin, zaméfila se jedna ze studii na pisobeni koliformnich bakterii
(E. coli, Salmonela, Shigella spp a Listeria) na Spenat pfed zpracovanim a po ném. Ve studii
bylo zkoumano celkem 1356 vzorkl Spenatu po dobu 14 mésict. Podil vzorkli pozitivnich
na koliformni bakterie se zvysil z53 % pfed minimalnim zpracovanim na 79 %
po minimalnim zpracovani. Primémé pocty koliformnich bakterii se také vyrazné zvysili
PO minimalnim zpracovani Spenatu (z 1,16 + 0,14 log KTJ/g na 2,37 £ 0,08 log KTJ/g).
E. coli byla izolovana u 8,9 % vzorka (1,81 + 0,14 log KTJ/g) a po zpracovani nebyl
pozorovan zadny rozdil ve vyskytu nebo v poctu KTJ. Vysledky studie ukazuji, Ze komeréné
minimalné zpracovany S$penat oSetfeny mytim, suSenim a dezinfekei na bazi chléoru nemusi

snizit mikrobidlni zatéz, jak se oc¢ekavalo (Ilic et al., 2008).

Pro zajisténi bezpec€nosti potravin se uplatiiuji preventivni hygienickd opatieni, jako je
naptiklad systém analyzy rizika a stanoveni kritickych kontrolnich bodi (HACCP) v rtiznych
fazich dodavatelského fetézce. Zeméedélsky sektor, potravinaisky primysl a distribucni sit’
musi navzdjem spolupracovat, aby se zlepSila mikrobiologickd bezpecnost. Pro ovéieni
bezpecnosti se provadi odbéry mikrobialnich vzorkl, proto musi byt K dispozici kritéria.
V potravinafském pramyslu se pouZzivaji vnitini firemni kritéria, ale jejich vysledky jsou
malokdy zvetejiiovany. S vydanim nafizeni komise (ES) ¢. 2073/2005, ,,0 mikrobiologickych
kritériich pro potraviny* jsou ureny kritéria pro bezpecnost potravin, které¢ zahrnuji naptiklad

Salmonelu, E. coli nebo Listerii monocytogenes (Belloso et Soliva, 2011).

U fresh-cut produktt je nejvysSi prioritou zajisténi zdravotni nezavadnosti pro
spottebitele. Tradicni zplsoby snizeni mikrobidlni populace na Cerstvém ovoci a zeleniné
zahrnuji chemické i fyzikalni oetieni. Cisténi povrchu a dezinfekce obvykle zahrnuje pouziti
vody, dezinfekce chemikaliemi a mechanické Upravy povrchu, naptiklad ¢isténi kartdcem.

Ucinnost eliminace mikroorganismi je vSak zdvisla na druhu oSetfeni, druhu a fyziologii
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cilového mikroorganismu, na charakteristice povrchu (praskliny, pukliny, textury apod.),
na teploté, na délce a koncentraci dezinfekce (Belloso et Soliva, 2011). V soucasnosti ale
neexistuje 100 % ucinnd desinfek¢ni metoda, ktera by eliminovala vSechny patogeny.

Spravné myti fresh-cut ovoce a zeleniny okamzit¢ po rozfezdni je jednim
pesticidi a mikroorganismy odpovédné za ztratu kvality. Myti je zalozeno na dopravé
produkti pod vodou, pies proud tlakové vody a piipadné vodni nadrze s obsahem
dezinfekéniho ¢inidla. Nevyhodou je, ze pfipadné patogeny mohou ve vodé nebo v rostlinné
tkani prezit relativné¢ dlouho a mohou kontaminovat Cisty produkt. Velké provozni néklady
vedou K recyklaci oplachové vody, coz ovliviiuje u€innost myti, jak jiz bylo zminéno. Obecné
lze fici, Ze neni cilem odstranit co nejvice mikroorganismd, ale spiSe zajistit, aby pfitomné
mikroorganismy nevytvarely nebezpeci pro lidské zdravi a v pfipadé€, ze by byly nechténé
Skodlivé organismy pfitomny, aby se nevytvarely podminky k jejich riistu (Belloso et Soliva,

2011).

Technologickd voda muze byt kontaminovana, proto se oSetfuje dezinfekci, aby
se zni€ily patogenni bakterie, plisn€, viry nebo jiné mikroorganismy. Cilem dezinfekce je
zabranéni pienosu mikroorganismi zuzitkové vody do vyroby a zkontaminovaného
produktu na jiné produkty. Béznd komercni dezinfekce je efektivni pii odstranovani
mikroorganismii na povrchu produktu nebo voln€ plovoucich ve vodé. OvSem
k mikroorganismtiim ptitomnych v zakoutich produktti nemusi dezinfekce proniknout (Belloso

et Soliva, 2011).

Z chemickych dezinfekci se nejCastéji vyuzivaji prostfedky na bazi chloru, jejich
ucinnost se vyrazn€ snizuje, pokud v promyvaci vodé jsou organické zbytky nebo pokud chlor
na produkty neptisobi dostatecné¢ dlouhou dobu. Koncentrace chloru a pH promyvaci vody
musi byt kontrolovdna. Jiné chemické dezinfekce, které se vyuzivaji u vhodnych produkti,
jsou na bazi organickych kyselin, s obsahem fenolickych sloucenin, tento produkt je naptiklad
Citrox ® nebo Purac ®. Nevyhodu téchto prostiedkl je, ze nejsou UCinné pii snizovani
populace E. coli. DalSimi vyuzivanymi chemickymi dezinfekcemi jsou kyselina
peroxyoctova, ruzné prostiedky, které obsahuji hydroxid sodny, hydroxid draselny,

hydrogenuhli¢itan sodny nebo 0zon (Belloso et Soliva, 2011).

VyuZivanou alternativou k chemickym latkdm pro dezinfekci recyklované nebo

recirkulaéni vody je fyzikalni oSetfeni, jako je ultrafialové (UV) zéafeni. Antimikrobidlni
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ucinek je zavisly na davce UV energie. UV svételné systémy nezanechavaji zddna chemicka
rezidua a nejsou ovlivnény chemii vody, ale jejich ucinnost snizuje zakalend voda. Dalsi
fyzikalni technologie jako pulzni elektrické pole, pulzni zafeni, oscilujici magnetické pole,
oSetfeni ultrazvukem nebo vyuziti vysokého tlaku, jsou stale zkoumany (Belloso et Soliva,
2011).

V praxi se vyuzivaji 1 kombinované metody, kde se pouzivd dvou a vice
konzervacnich technologii pro zabranéni ristu mikroorganismii v potravindch. Ocekava se,
ze kombinace dezinfekéni a dalSich intervenénich metod, jako je teplo nebo zatfeni, bude mit
aditivni, synergickou nebo antagonistickou vzajemnou interakci. Napiiklad kombinace chloru
Sozonem muze mit pfiznivy vliv na prodlouzeni trvanlivosti a kvality salatu

(Belloso et Soliva, 2011).

Nejpouzivangjsi jsou dezinfekce na bazi chloru, jejichz ptrednostmi je nizka cena
a snadnost pouziti. Nedostatkem je, ze vysoka koncentrace chloru mize mit negativni dopad
na senzorické vlastnosti, lidské zdravi a Zivotni prostiedi (Belloso et Soliva, 2011). Novou
metodou, ktera by se mohla stat vhodnou alternativou pii oSetfeni minimalné zpracovaného
ovoce a zeleniny, je oSetieni silicemi. Jedna ze studii byla zaméfena na pouziti silic k inhibici
bakterii na zeleniné. Pouzité silice (karvakrol, tymol, eugenol, kyselina skoficovd) byly
zkoumany diskovou difuzni metodou z hlediska jejich samotného i kombinovaného uc¢inku
proti 15 typim bakterii zplsobujici kazeni. Karvakrol, tymol a eugenol prokézaly silné
inhibi¢ni G€inky a jejich primérnad MIC byla 167, 648 a 168 pg/ml. Pii kombinovaném
ucinku (karvakrolu + tymolu, karvakrolu + eugenolu, tymolu + eugenolu a karvakrolu
+ tymolu + eugenolu) byla vykazdna vyssi antibakterialni €innost s primérnymi hodnotami
MIC 47, 43, 59 a 42 pg/ml, ale nejsilngjs$i antibakteridlni ucinnost vykazaly kombinace
karvakrolu + tymolu a karvakrolu + tymolu + eugenolu. Tyto vysledky naznacuji potencial

pro vyuZiti silic k o$etfeni Eerstvych surovin (Zheng, 2013).!

! Konzervagni latky obsahujici silice jsou jiz dostupné. "DMC Base Natural" je potravinovy konzervant,
vyrobeny spole¢nosti DOMCA S.A., Alhendi'n, Granada, Spanélsko, ktery se skladd z50 % ze silic (z
rozmarynu, $alvéje a citrusi) a z 50 % z glycerolu (Mendoza-Yepes et al.,1997). "Protecta One" a "Protecta
Two" jsou smési bylinnych extraktli vyrobenych v Bavaria Corp. Apopka, FL, USA a jsou povazované za
bezpené potravinové piidatné latky v USA. Ackoli pfesny obsah bylinnych extrakti neni od vyrobce
deklarovan, extrakty pravdépodobné obsahuji jednu nebo vice silic, které jsou rozptyleny v roztoku citratu
sodného a chloridu sodného (Cutter, 2000).
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3.5 Escherichia coli

E. coli je dnes jednou z nejvice prozkoumanych bakterii, byla objevena némeckym
bakteriologem Theodorem Escherichem vroce 1885. E. coli patifi mezi gramnegativni
fakultativné anaerobni tyCinkovité bakterie, které netvoii spory. Tato bakterie patii ke stfevni
mikrofléte Clovéka a dalSich teplokrevnych Zivocdichti. Protoze dokaze prezit ve vode, je
E. coli indikatorem fekalni kontaminace a mozné pfitomnosti dalSich stfevnich patogent
ve vodnich zdrojich. VétSinou je to neSkodny komenzal, ktery ale za urcitych okolnosti miize
zpusobit vazna onemocnéni. Pokud se dostanou patogenni kmeny do traviciho traktu,
zpusobuji prijmy. V piipad¢, ze se dostanou mimo travici trakt, maji za nasledek napf. infekci
mocovych cest. RozliSujeme Ctyfi hlavni kategorie enteropatogennich E. coli: Enterotoxigenni
(ETEC), Enteroinvazivni (EIEC), Enteropatogenni (EPEC), Enterohemoragické¢ (EHEC)
(Adams et Moss, 2008).

Enterotoxigenni E. coli (ETEC)

Nemoc zpiisobend ETEC se obvykle projevi po 12 az 36 hodinach po poziti patogenu.
Ptiznaky mohou byt v rozsahu od mirnych afebrilnich prijmii aZ po nemoc piipominajici
choleru, ktera je doprovazena vodnatou stolici bez krve, bolestmi zaludku a zvracenim.
Onemocnéni obvykle trva 2-3 dny, v rozvojovych zemich je ¢astou pii¢inou détskych prijmu,
pfi kterych miZze dojit k vazné dehydrataci. ETEC produkuje dva typy enterotoxint,
termolabilni (TL), které jsou inaktivovany pfi teploté 60 °C po 30 min, a termostabilni (TS),
které odolavaji zahtati az na 100 °C po dobu 15 minut a jsou odolné proti kyselinam (Adams

et Moss, 2008).

Enteroinvazivni E. coli (EIEC)

Infekce EIEC pfipomina klasické piiznaky bakterialni dysenterie, jejimz ptivodcem je
Shigella. Podobné jako Shigella, EIEC napada epitelialni bunky tlustého stfeva, kde
zpusobuje viedy a zanéty, i kdyz EIEC kmeny neprodukuji Shiga toxin. Klinickymi ptfiznaky
jsou horecka, zdvazné bolesti bficha, nevolnost a Casto vodnaty prijem, ktery piechdzi
vprujem s krvi, hlenem a leukocyty. Infekéni davka EIEC se zda byt vyrazné vyssi
nez V ptipad¢ Shigelly (Adams et Moss, 2008).

-25 -



Enteropatogenni (EPEC)

Ptiznaky EPEC infekce jsou nevolnost, zvraceni a prtijem obsahujici hlen a objevi
se 12 az 36 hodin po poziti infekéni davky. U déti je nemoc vazné€jsi a v nékterych piipadech
muze pietrvavat po dobu delsi nez dva tydny. Patogeneze souvisi se schopnosti EPEC kmenii
pfilnout k enterocytim a vytvaret 1éze, které mohou vést az k deformaci a ztraté nekterych
mikroklkli; tim naruSenim rovnovahy mezi vstiebavanim a vylu¢ovdnim v tenkém stieve

(Adams et Moss, 2008).

Enterohemoragické (EHEC)

Enterohemoragicky kmen E. coli, znamy i jako verotoxin-produkujici E. coli (VTEC),
byl poprvé popsan v Kanadé. Nejbéznéjsim sérotypem EHEC E. coli je O157: H7. EHEC
muze zpusobovat od nekrvavych prijmu ptfes hemoragické kolitidy az zivot ohrozujici
hemolyticko-uremicky syndrom (HUS) a trombotickou trombocytopenickou purpuru (TTP)
(Adams et Moss, 2008).

Hemoragicka kolitida je akutni onemocnéni, doprovazené krvavymi prijmy trvajici
4-0 dni. Ptiznaky zac¢inaji Zalude¢nimi kie€emi a vodnatymi prijmy trvajici 1-2 dny (nékdy 3-
8 dnll) po pozieni kontaminovaného jidla a za 1 az 2 dny nasleduji krvavé prijmy se silnou
bolesti bificha bez horecky a leukocyti ve stolici. Postihuje pfedevsim dospélé, hlavné

Vv letnich mésicich, a u starSich pacientti muze vést ke smrti (Adams et Moss, 2008).

Hemolyticko-uremicky syndrom charakterizuji nasledujici tii ptiznaky: akutni selhani
ledvin, hemolytickd anémie (snizeni poctu Cervenych krvinek) a trombocytopenie (pokles
poctu krevnich desti¢ek). Nejcasteji se vyskytuje mezi détmi, u kterych je hlavni pti¢inou
akutniho ledvinového selhani. Naptiklad v zapadni Evropé a Severni Americe pfiblizné
u 10 % déti nakazenych E. coli O157 muze infekce piejit na HUS. Polovina z téchto déti bude
vyZzadovat dialyzu ledvin a imrtnost se pohybuje mezi 3-5 % (Adams et Moss, 2008).

Trombotickd trombocytopenicka purpura je méné castou komplikaci, ktera
se vyskytuje zejména u dospélé populace. TTP souvisi s HUS, ptiznaky jsou poskozeni

ledvin, horec¢ka a neurologicka symptomatologie (Adams et Moss, 2008).
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Na propuknuti nemoci zpisobené EPEC, EIEC a ETEC se nejcast¢ji podili fekalni
kontaminace vodnich zdroji a potravin. Zdrojem ndkazy EHEC sérotypu O157:H7 je
vétsinou nedostateéné tepelné upravené mleté maso a nékdy syrové mléko. E. coli vétSinou
nepfezivd ve fermentovanych mlécnych vyrobcich s pH niz§im nez 5, ale muze rast

Vv plisiovych syrech, kde dojde k lokalnimu zvyseni pH (Adams et Moss, 2008).

Po celém svété bylo velké mnozstvi epidemii zptsobené E. coli a jejich dopad byl
casto dramaticky. V roce 1993 ve Spojenych statech onemocnélo Sest set lidi, z toho Ctyti déti
zemiely. Nakazu zpusobilo nedostate¢né tepelné upravené hovézi maso v hamburgerech. Pii
velkych epidemii ve Skotsku v roce 1996 nakaza zaséhla témét 500 lidi, 20 starSich pacientd
v disledku ndkazy zemfelo. Pficinou epidemie byla kiizovd kontaminace vafenych mas
od syrového masa v feznictvi. Mezi nedostatky které vedly k témto epidemiim, byly vétSinou
jednoduché poruseni spravné hygienické praxe (GHP), avSak primarni pfi¢inou bylo

nedostate¢né tepelné opracovani. (Adams et Moss, 2008).

Nakazy EHEC jsou hlaSeny i u jinych potravin, jako jsou napiiklad salaty nebo
nepasterizovana jable¢na $tava, ktera byla nositelem nakazy ve velké epidemii ve Spojenych
statech. V Japonsku vroce 1996 se nakazilo 5700 lidi kontaminovanymi fedkvickami
a klicky. EHEC maji vyrazn€j$i schopnost ptezit pii nizkych hodnotich pH, coz muze
odpovidat relativné nizkym infekénim davkam (2 az 2000 bunék), zaznamenané v ohniscich

nakazy (Adams et Moss, 2008).
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4. Material a metody

4.1 Rostlinny material

4.1.1 Monarda media

Sklizen kvétu a cca 30 cm stonku rostliny Monarda media Willd. prob¢hla 9. 7. 2013
na experimentalnim pozemku CZU v Praze-Suchdole z trvalych porosti, které byly zalozeny
jiz v minulych letech. Hmotnost odebranych cerstvych rostlin ¢inila 1380 g. Celkova
hmotnost susenych rostlin byla 386 g a z tohoto mnozstvi se ziskalo 4,16 g silice. Vytéznost

silice ze suSeného materialu dosahovala 1,08 %.

Obrazek 3:  Suseni rostliny Monarda media v laboratofi chemie

Obrazek 4:  Susené rostliny ptipravené k destilaci
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4.1.2 Satureja hortensis

Odbér rostlinného materidlu prob&éhl 28. 8. 2013 v Uhfinévsi z polnich pokust.
Hmotnost suseného materidlu Cinila 6,71 kg. Na katedfe rostlinné vyroby se destilaci ziskalo

27,79 g silice, vytéznost silice ze suSeného materialu tedy dosahovala 0,41 %.

4.2 Destilace silice Monarda media

K destilaci silice byl pouzit destilacni ptistroj ALBRIGI LUIGI sr.L. Nejprve do kotle
byla nalita voda (pod dolni okraj spodni mtizky). Na miizku byly rovhomérné rozlozeny
susené rostliny, v naSem piipadé Monarda media Willd. Susené rostliny byly zakryty horni
miizkou a kotel byl uzavien vikem, ke kterému byla upevnéna nerezova kolona a chladi¢
a dale sklenény chladi¢ pro jimani silice. Voda v kotli byla pfivedena k varu pomoci
plynového hotéku, silice byla unaSena parami a v chladi¢i zkondenzovala zpét do kapalného
stavu. Silice maji niz8i hustotu a jsou viskozni, proto plavaly na hladin¢ vody a mohly byt

snadno odd¢leny.

Obrazek 5:  Destilacni ptistroj ALBRIGI LUIGI sr.L
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4.3 Analyza silice Monarda media plynovou chromatografii

Pro analyzu vzorkl byl pouZit plynovy chromatograf Varian 3300 vybaveny kapilarni
kiemennou kolonou DB-5 (30 m x 0,25 mm i.d., tloustka filmu 0,25 pm) s plamenovym
ionizacnim detektorem. Jako nosny plyn byl pouzit dusik s pritokem cca 1 ml/min, vstupni
tlak 140 kPa (20 psi), splitovaci pomér cca 1:15, objem nastiikovaného vzorku 1 pl. Redéni

vzorku pted analyzou: 20 ul silice bylo rozpusténo v 1 ml hexanu GC.

Podminky analyzy: teplota injektoru a detektoru 280 °C, pocate¢ni teplota kolony
60 °C po dobu dvou minut, nartist teploty 8 °C/min, horni isoterma 260 °C po dobu 8 minut
(celkova doba analyzy 35 min). Slouceniny byly identifikovany na zakladé porovnani
reten¢nich Casi analyzovanych sloucenin s retenénimi Casy standardi a kvantifikovany
metodou vnitfni normalizace na zdkladé procentudlniho zastoupeni namétenych ploch

jednotlivych pikd. Vzorek byl analyzovan ve dvou po sobé nasledujicich métenich.

4.4 Metodika testovani antimikrobialni aktivity

Antimikrobialni aktivita silice Monarda media Willd. a Satureja horstensis L. byla
testovana na Spenatovych listech, které byly zakoupeny v maloobchodnich fetézcich. Na list
Spenatu bylo ve flow boxu nakapano a nasledné rozetieno 10 ul inokula E. coli ATCC 25922
o koncentraci 10’ KTJ/g (vysledna koncentrace 10° KTJ/g). Nanesené inokulum na listu
Spenatu se nechalo zaschnout. Na dno sterilniho exsikatoru byl vlozen filtra¢ni papir s
odméfenym mnozstvim silice (128 ul/l, 64 ul/l, 32 ul/1, 16 ul/l nebo 8 ul/l vzduchu), na ktery
bylo poloZeno michatko. Nasledné byl nad filtracni papir umistén kruh se sterilni gdzou, na
kterou byly polozeny inokulované listy Spenatu (zaoCkovanou stranou dold). Exsikatory byly
hermeticky uzavieny, v jednom byl zachovan atmosféricky tlak a u druhého byl vytvofen
podtlak. Celkova doba oSetieni silici trvala 60 minut a poté byly listy z exsikatoru vyjmuty.
Exsikatory byly po dobu prvnich 5 minut umistény na ploténku, ktera byla vyhtata na teplotu
80 °C a pomoci magnetického michatka byla vytvotfena cirkulace vzduchu zajistujici lepsi
odparovani silice. Po zbyvajici dobu probihalo oSetfeni za laboratorni teploty. PoCty prezivsi
E. coli a celkovy pocet mikroorganismii (CPM) byl vyhodnocovan po 24 hodinach a Ctvrty
den po oSetfeni silici kvantitativné pomoci standardni kultivaéni deskové metody. Jako

selektivni médium byl pouzit MacConkey agar (Oxoid CZ, s.r.0.).
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Obrazek 6:  OsSetieni Spenatovych listt silici v exsikatoru.

4.4.1 Deskova kultivaéni metoda

Po uplynuti doby oSetieni byl kazdy list Spenatu vlozen do sterilni Erlenmayerovy
banky a zvazen. Polovina listi (4 +1 kontrola) byla umisténa do chladiciho boxu na 3 dny.
Ke druhé poloving listh byl pfidan fyziologicky roztok s ptidavkem Tween 80 v deviti
nasobném mnozstvi hmotnosti jednotlivého listu $penatu (tim se ziskalo fedéni 0 koncentraci
10™). Vzorek byl nasledné tiepan po dobu 10 minut na tiepadce pii nejvyssi frekvenci tiepani.
Ze vzniklého vzorku byl odebran 1 ml tekutiny a do zkumavek byla pro kazdy list pfipravena
fedici fada od 107 do 10°. E. coli byla stanovena na MacConkey agaru, po inkubaci
zaoCkovanych Petriho misek pii teplot¢ 37 °C po dobu 24 hodin. Celkovy pocet
mikroorganismi byl stanovovan na plate count agaru (PCA, Oxoid, Brno), po inkubaci
inokulovanych ploten v tmavém boxu po dobu 3 dnt pii 27 °C. Na Petriho misky bylo

naneseno 100 pl od kazdého fedéni (od 10° do 10, vzdy ve dvou opakovanich.
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Obrazek 7:  Vyhodnoceni E. coli (vyhodnoceni bezprosttedné po oSetfeni, K=kontrola,

1=podtlak)

Obrazek 8:  Vyhodnoceni CMP (vyhodnoceni 4. den, K=kontrola, 1=podtlak)
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5. Vysledky

5.1 Analyza chemického sloZeni silice Monarda media

Tabulka 2: SloZeni silice Monarda media

¢islo ret.cas Vi ers prﬁmé'r név
slozky (min) slozka silice zastou_p_el_n slozky
v silici (%)

1 4,73 a-thujen 1,90
2 5,69 1-okten-3-ol 2,90
3 5,91 B-pinen 1,41
4 6,45 a-terpinen 3,68
5 6,63 p-cymen 15,78
6 7,29 y-terpinen 6,85
7 10,90 karvakrol methylether 1,88
8 11,08 | thymochinon 2,34
9 11,93 tymol 43,33
10 12,07 karvakrol 12,31
11 15,21 germakren D 1,81

suma 94,15

Pomoci plynové chromatografie bylo analyzovano slozeni silice Monarda media
metodou vnitini normalizace (tab. 2). V tabulce jsou uvedeny slozky, jejichz zastoupeni
v silici ¢ini vice nez 1 %. Z namétenych udaji vyplyva, ze hlavni slozky testované silice tvori

tymol (43,3 %), p-cymen (15,8 %) a karvakrol (12,3 %).
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5.2 Vysledky antimikrobialni aktivity silic

V nasledujicich podkapitolach uvedu vysledky antimikrobialni aktivity silice saturejky
a zavinutky proti patogenni bakterii E. coli. Pro vétsi prehlednost jsou hodnoty uvedeny
v nésledujicich grafech. VSechny hodnoty v grafech jsou v log KTJ/g. Minimélni uvedena
hodnota 2 log KTJ/g znac¢i detekéni limit metody (100 bakterii). Hodnota 7 log KTJ/g je
uvedena v pripadé, Zze pocet mikroorganismi na Spenatu nebylo mozné piesné urcit, avSak
jejich pocet byl vyssi jak 10" KTJ/g. Pouzitd zkratka CPM znadi celkovy pocet

mikroorganismi.

5.2.1 Antimikrobialni aktivita silice saturejky

Graf 1: Vyhodnoceni poctu E. coli a CPM bez osetteni silici (koncentrace silice: 0 pl/l)
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Z grafu 1 je patrné, ze samotny tlak nemél vliv na sniZzeni poctu E. coli a CPM,
proto byl v ramci pokust zkouman inhibi¢ni G¢inek silice za podtlaku nebo atmosférického
tlaku na inokulovanych listech Spenatu. Bezprostiedné po vyhodnoceni se mnozstvi E. coli
pohybovalo v rozmezi: 3,76 log KTJ/g v podtlaku, 3,63 log KTJ/g v atmosférickém tlaku a
4,12 log KTJ/g u kontroly. Po 4 dnech byl zaznamenan pokles kolonii E. coli, ktery byl
pravdépodobné zplsoben teplotou v chladicim boxu. CMP dosahoval ve vSech pfipadech

zhruba 7,00 log KTJ/g.
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Graf 2: Vyhodnoceni poctu E. coli a CPM pii koncentraci silice saturejky 128 pl/l.
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V grafu 2 jsou uvedeny vysledky znejvy$si pouzité koncentrace 128 pl/l.
Bezprostiedné po vyhodnoceni byl zaznamenan pokles poctu E. coli v podtlaku
I v atmosférickém tlaku o 1,79 log KTJ/g oproti kontrole. Neju¢inngjsi metodou pro inhibici
CPM bylo osetfeni v podtlaku, kde doslo po prvnim dnu ke snizeni o 2,65 log KTJ/g a po 4
dnech o 2,28 log KTJ/g oproti neoSetfené¢ kontrole. V atmosférickém tlaku nedoslo

K vyznamné inhibici CPM.

Koncentrace silice saturejky 64 ul/l byla provadéna najednou s koncentraci 32 ul/l
a protoze 1 pii niz8i koncentraci byla pozorovana uplné inhibice, tak se upustilo od opakovani
koncentrace 64 ul/l. Proto zde nejsou uvedeny vysledky poctu E. coli a CPM pii koncentraci
silice saturejky 64 ul/l.
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Graf 3: Vyhodnoceni poctu E. coli a CPM pii koncentraci silice saturejky 32 pl/l.
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V grafu 3 je uvedena koncentrace silice saturejky 32 ul/l, pfi které doslo k inhibici

poctu E. coli bez rozdilu vlivu tlaku v obou vyhodnocenich. V podtlaku doslo k vyrazné;si

inhibici CMP nez v atmosférickém tlaku a navic ve vyhodnoceni po 4 dnech bylo pozorovano

snizeni CPM az na mez detekce.

Graf 4: Vyhodnoceni poctu E. coli a CPM pii koncentraci silice saturejky 16 pl/l.
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Pfi koncentraci 16 pl/l doslo opét k vyrazné inhibici poétu E. coli, napf.

po bezprostiednim vyhodnoceni o 2,26 log KTJ/g. V obou ptipadech byl zjistén pokles CMP

tétmét o jeden tad oproti kontrole. VIliv podtlaku na CPM nebyl v této koncentraci

zaznamenan.

Graf 5: Vyhodnoceni poétu E. coli a CPM pti koncentraci silice saturejky 8 pl/l.
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Pocty E. coli byly i pfi koncentraci 8 pl/l inhibovany a u této koncentrace bylo

zaroven zjisténo, ze je minimalni inhibi¢ni koncentrace. Pokles CPM byl podobny jako u

piedchozi koncentrace.



5.2.2 Antimikrobialni aktivita silice zavinutky

V navaznosti na stanovenou MIC saturejky se antimikrobialni aktivita silice zavinutky

testovala od koncentrace 8 ul/l. Vysledky jsou uvedeny v nasledujicich grafech ¢. 6 a 7.

Graf 6: Vyhodnoceni poctu E. coli a CPM pfii koncentraci silice zavinutky 8 ul/l.
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Pii této koncentraci doSlo k inhibici E. coli az na mez detekce a zaroven byly
potvrzeny vyborné antimikrobidlni u€inky silice zavinutky vyraznym sniZzenim CPM.
Ptedevsim byla uc¢innd metoda oSetieni v podtlaku, napt. po bezprostiednim vyhodnoceni byl

pokles CPM az na mez detekce (snizeni o 4,14 log KTJ/g).
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Graf 7: Vyhodnoceni poctu E. coli a CPM pii koncentraci silice zavinutky 4 pl/l.
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Uvedena koncentrace silice zavinutky 4 pl/l byla zjiSténa jako minimalni inhibicni
koncentrace na E. coli. Tato koncentrace méla vyrazny vliv i na snizeni CPM a to zejména
v podtlaku.
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6. Diskuze

Z testovanych silic dosahovala silice zavinutky lepsi antimikrobialni u¢innosti, coz je
ziejmé ze zjisténych MIC. Napt. po bezprostiednim vyhodnoceni (tj. v den oSetfeni) bylo
pozorovano snizeni u silice saturejky pti MIC 8 ul/l o 1,48 log KTJ/g a stejného sniZzeni bylo
dosazeno i pii MIC 4 pl/l silice zavinutky. Navic silice zavinutky ucinnéji redukovala CPM
oproti silici saturejky a to zejména v podtlaku, kde byl zjistén pokles o 2 fady. Nepftili§ zndma
rostlina Monarda media nabizi diky svym zjiSténym antimikrobidlnim vlastnostem
potencialni vyuziti v potravinaistvi, ale méla by se otestovat jeji senzorickd piijatelnost.
Domnivam se, Ze organoleptické vlastnosti by nemusely byt vyrazné ovlivnény diky nizké

ucinné koncentraci silice zavinutky.

Vyss§i antimikrobidlni aktivita silice monardy oproti silici saturejky muze byt
zpusobena odlisnym chemickym slozenim. V silici M. media se vyskytuji navic nékteré
ucinné slozky, napt. tymochinon (2,3 %), jehoz biologické ucinky byly zkoumany v mnoha
souvislostech. Napt. Mouhajir et al. (1999) stanovili v rostliné Nigella sativa L. vysoky obsah
thymochinonu. Antimikrobialni G€inky extraktu ze semen této rostliny prokazaly Gi€inost proti
Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium phlei a Staphylococcus aureus. Je
pravdépodobné, Ze i relativné malé mnoZzstvi tymochinonu miize mit vliv na antimikrobidlni
aktivitu, nebot i zmnoha studii vyplyva, ze minoritni slozky maji rozhodujici ulohu

Vv antibakteridlni aktivit¢ (Burt, 2004).

Silice saturejky zcela inhibovala narust E. coli v koncentraci od 128 pl/l do 8 pl/l,
inhibice E coli se oproti kontrole pohybovala od 1,48 do 2,62 log KTJ/g. Na CPM m¢la vliv
piedevsim koncentrace 128 ul/l za podtlaku, pfi které doslo ke sniZeni o 2,65 log KTJ/g.
Podobného sniZeni E. coli (o 1,8 log KTJ/g) dosahl Orue et al. (2013) s etanolovym extraktem
z oregana o minimalni baktericidni koncentraci (MBC) 5,3 mg/ml, coZ je 663 krat vyssi
koncentrace nez MIC 8 pl/l saturejky. Canillac a Mourey (2001) definuji minimalni
baktericidni koncentraci jako koncentraci, pfi které je zabito minimalné 99,9 % z pocate¢niho
inokula. Na =zakladé¢ vysledi se domnivam, Ze silice mohou dosahnout stejnych
antimikrobidlnich u¢inkl jako rostlinné extrakty, avSak s podstatné nizsi koncentraci u€inné
latky. Cehoz by se dalo vyuZit v potravinafském primyslu z hlediska ekonomické vyhodnosti

a vyrazn¢ mensimu ovlivnéni organoleptickych vlastnosti produktu.

Podobny vyzkum provedli i Azizkhania et al. (2013), kteti zkoumali ucinek silic

oregana, hiebiCku a zatarii proti E. coli O157:H7 naockovanych na mladém S$penatu po
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5 dnech skladovani pfi 7 °C. Nejsilngj$i antimikrobidlni aktivitu prokézala silice zatarii
o koncentraci 3,2 ul/g Spenatu, ktera snizila mnozstvi E. coli o 3,5 log KTJ/g. Silnou
antimikrobidlni aktivitu méla 1 silice hiebicku o stejné koncentraci (sniZeni o 2,5 log KTJ/g),
naopak nejnizsi aktivitu dosahla silice oregana (koncentrace 3,2 ul/g), pouze 0,5 log KTJ/g.
Pro srovnani silice saturejky pii koncentraci 32 pl/l inhibovala mnozstvi E. coli 0 2,62 log
KTJ/g a 0 1,48 log KTJ/g pti MIC saturejky 8 ul/l, coz je 400 krat nizsi koncentrace silice.
Takto vyznamné rozdily v MIC t¢inné latky mohou byt nejspis zptisobeny rozdilnou metodou
osetfeni listd Spenatu. Metoda oSetieni v plynné fazi silice se jevi jako velice ucinnd, ziejme
diky pfirozené vlastnosti silic, coZ je tékavost, ktera byla navic umocnéna zahtatim exsikatoru

a cirkulaci vzduchu.

Antimikrobidlni G¢innost silic je ovlivnéna nejen koncentraci, ale 1 fyzikalnimi faktory
jako jsou teplota nebo tlak. Napft. ¢tvrty den po oSetfeni byl u kontroly pozorovan pokles
mnozstvi E. coli, coz bylo pravdépodobné zpisobeno teplotou skladovani. Buchanan (1997)
zjistil, ze minimalni teplota pro rast E. coli O157: H7 je priblizné 8 az 10 °C. Vlivem teploty
se zabyvali Luo et al. (2009), ktefi se ve své studii zamé&fili na vliv teploty a doby skladovani
na preziti a rust poctu E. coli 0157: H7 a zménu v kvalité baleného mladého Spenatu. Baleny
Spenat byl skladovan pfi teploté 1, 5, 8, a 12 °C po dobu 12 dni. Mnozstvi E. coli na $penatu
vyznamng rostlo pfi teploté¢ 12 °C béhem prvnich 3 dnti (cca 0 1,0 log KTJ /g). Vyznamny
nardst poctu E. coli byl zaznamenan i pti teploté¢ 8 °C. U Spenatu ulozeného pii 1 a 5 °C
se populace E. coli béhem prvnich 3 dnii vyrazné snizila. Navic se doslo k zjisténi, Ze nardst
mnozstvi E. coli probéhne dfive, nez dojde k vyraznému zhorSeni kvality produktu. Zavéry
z uvedené studie potvrzuji i moje vysledky, u kontroly vyhodnocené po 4 dnech skladovani
pti teploté 4 °C bylo pozorovano prumérné snizeni o 1,39 log KTJ /g. Avsak samotné snizeni
teploty nestaci k potfebnému snizeni mnozstvi E. coli, pokud se pouZiji silice v kombinaci
se snizenou teplotou pokles poc¢tu E. coli se jesté zvysi. Toto potvrzuje i muj pokus, u kterého
doslo pfi oSetfeni silici u vSech koncentraci k poklesu poctu E. coli az na mez detekce

vyhodnocovaci metody.

Kolisani teploty pifi obchodni pfepravé a maloobchodnim prodeji listové zeleniny
se muze negativné podilet na mikrobialni bezpecnosti a kvalité¢ produktu. Zeng et al. (2014)
se proto zaméfili na vliv kolisani teplot a na rast mnozstvi E. coli O157:H7 v balenych
salatech béhem ptepravy, skladovani a prodeje. Mnozstvi E. coli maximalné vzrostlo
0 3,1 log KTJ/g. Praimérné hodnoty zvyseni poc¢tu E. coli byly ptiblizné 2 log KTJ/g. Lze tedy

fici, ze maloobchodni doba skladovani mize vyznamné ovlivnit st patogenti. Domnivam se,
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ze silice by mohly zabranit ristu poctu E. coli pii naruseni chladirenského fetézce a tim zvysit

bezpecnost produkti.

Dalsim fyzikalnim faktorem, ktery muze mit pozitivni vliv na inhibici E. coli je
podtlak. Lee and Baek (2008) se ve svém vyzkumu zaméfili na to, jaky vliv ma sniZeni tlaku
vzduchu na mnozstvi E. coli O157:H7. U neoSetiené¢ho Spenatu chemickymi pfipravky byl
po 7 dnech zjistén rozdil mnozstvi E. coli 1,71 log KTJ/g za podtlaku oproti vzorkiim $penatu
balenych za atmosférického tlaku. V mé diplomové praci byl prokazan vliv podtlaku na CPM
u Spenatovych listli oSetfenych silici zavinutky. Napt. pii koncentraci silice zavinutky 8 pl/l
¢inil rozdil oproti atmosférickému tlaku 1,12 log KTJ/g a pti koncentraci 4 pl/l byl rozdil 1,04
log KTJ/g. U saturejky byl vyznamny rozdil CPM mezi podtlakem a atmosférickym tlakem
pouze u koncentrace 128 ul/l1 (3,03 log KTJ/g). Dale Frankova a kol. (2014) zkoumali
zvySenou antibakterialni G¢innost silic in vitro v podtlaku v zavislosti na ¢ase (5 min. az 4
hod.). Napft. silice oregana s MIC 64 nul/l inhibovala mnozstvi E. coli za 30 min. v podtlaku
aza 1440 min. v atmosférickém tlaku, tedy inhibice poctu E. coli byla 48 krat rychlejsi
nez V atmosférickém tlaku. Vliv podtlaku na E. coli vin vivo podminkach nebyl v této
diplomové praci prokazan, ale domnivam se, Ze kdybychom snizili dobu oSetfeni napf. na 30

min., vliv podtlaku by se mohl pozitivné projevit.

Mezi béZné pouzivané antimikrobidlni oSetfeni patii piipravky obsahujici chlor.
Porovnani ucinnosti silic s chlorem je proto zajimavé, i1 z hlediska ptipadného zavadéni
alternativnich oSetfeni do potravinaiského prumyslu. Napf. G¢innost silice oregana
na ready-to-eat potravinach studovali Gutierrez et al. (2009) a dosli k zavéru,
ze dekontaminacni ucinek silice oregana o koncentraci 250 pl/l byl fadové srovnatelny
schlorem o koncentraci 120 ul/l. Pti oSetfeni mrkve silici oregana se poCty bakterie
Pseudomonas aeruginosa, ktera c¢asto zpusobuje kaZeni ovoce a =zeleniny, snizily
bezprostfedné po oSetfeni o 0,73 log KTJ/g a 0 0,4 log KTJ/g pii dezinfekci chlorem. V mych
vysledcich doSlo ke snizeni CPM pii pouziti silice zavinutky o koncentraci
4 pl/l v atmosférickém tlaku o 0,99 log KTJ/g a v podtlaku o 2,03 log KTJ/g. Zjisténé
vysledky naznacuji, Ze silice zavinutky by méla byt G¢innéjsi nez dezinfekce chlorem, ktera
navic miize mit negativni dopad na zdravi spottebitele nebo i na zivotni prostiedi.

Kromé vyuziti silic se hledaji i dal§i mozné Setrné alternativy oSetfeni minimalné
zpracovanych produktli. Zhou et al. (2012) zkoumali vliv ultrazvuku pfi minutovém oSetieni

o frekvenci 5, 40, 75 kHz na mnozstvi E. coli a uvedené frekvence redukovali pocty
E.coli (o 0,056, 0,061, 0,057 log KTJ/(WI/)). Pii kombinovaném oSetfeni chlorem a
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ultrazvukem bylo zjisténo dalsi snizeni o 0,5 log KTJ/g. Vyuziti ultrazvuku v potravinarském
prumyslu ma jist¢ potencidl, ale je to spiSe zdokonaleni pouzivané metody chemické
dezinfekce, na rozdil od silic, které nabizi pfirodni alternativu. Vysledky této diplomové prace

naznacuji, ze silice by mély dosahovat lepSich antimikrobidlnich u¢inkt, nez UV zéfeni.

Dalsimi moznymi metodami pro snizeni E. coli se zkouma vyuziti bakteriofagl.
Viazis et al. (2011) zjistovali inhibi¢ni GC€inek bakteriofdga BEC8 a slozky silice
trans-cinnamaldehydu (TC) proti Zivotaschopnosti E. coli O157:H7 na listech mladého
$penatu. P¥ individualnim osetfeni BEC8 (cca 10° PFU/list, PFU=fagové &astice schopné
tvotit plaky) nebo TC (koncentrace 0,5 %) doslo k Gplné inhibici E. coli pouze pii nizké
urovni inokula (10%) po 24 hodinach pii teplot& 23 a 37 °C. Pokud se inokulum E. coli zvysilo
nebo se snizila inkubacéni teplota, ucinnost BEC8 1 TC klesla. Neju¢innéjsi byla kombinace
BEC8 s TC, pii niz doslo k uplné inhibici E. coli po 10 minutach pii vSech teplotach
a urovnich inokula. Napft. pii teploté¢ 23 °C po 24 hodinach doslo ke snizeni poc¢tu E. coli
pfi pouziti: BEC8 0 1,32 KTJ/g, pii TC o 3,62 KTJ/g a u kombinace obou o 4,14 KTJ/g.
V naSem pfiipadé se u E. coli nedosahlo v zadné koncentraci tak vyrazného vysledku jako
U kombinované¢ metody BEC8 s TC, ale vysledky se nedaji pfesn¢ porovnat, napf.

koncentrace TC byla 125 krat vyssi nez MIC silice zavinutky.
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7. 7.aveér

Byly prokazany antimikrobialni ucinky silic rostlin Monarda media a Satureja
hortensis in vivo na $penatovych listech zaokovanych E. coli o koncentraci 10° KTJ/g. Silice
saturejky byla u¢inna v inhibici E. coli az do koncentrace 8 ul/l (MIC). Silice z rostliny
M. media inhibovala E. coli i v polovi¢ni koncentraci 4 pl/l. Takto nizké koncentraci silic
bylo zfejmé dosazeno diky kombinaci ne€kolika konzervacnich technik - nizka teplota, tlak a
plynna féze silice.

Obe¢ testované silice maji jisté velky potencial v uplatnéni jako alternativni ,,pfirodni*
konzervacni latky v potravinafstvi. Silice jako konzervacéni latky by mohly ptispét ke zlepSeni
bezpecnosti a kvality potravin, pfedev§im minimalné zpracovanych produktii. V radmei dal$iho
vyzkumu by bylo vhodné optimalizovat metodu oSetfeni a ovéfit senzorickou pfijatelnost

vysledného produktu.
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9. Seznam pouzitych zkratek a symboli

ATP adenosintrifosfat

BECS8 oznaceni bakteriofaga

CFU colony forming unit

CPM celkovy pocet mikroorganismi

EFSA Evropsky ufad pro bezpecnost potravin
EHEC enterohemoragicka Escherichia coli
EIEC enteroinvazivni Escherichia coli
EPEC enteropatogenni Escherichia coli

ES Evropské spolecenstvi

ETEC enterotoxigenni Escherichia coli

FAO Organizace pro vyzivu a zemeédélstvi
G- gramnegativni bakterie

G+ grampozitivni bakterie

GHP spravnd hygienicka praxe

HACCP systém analyzy rizika a stanoveni kritickych kontrolnich boda (Hazard

Analysis and Critical Control Points)

HUS hemolyticko-uremicky syndrom
KTJ kolonie tvotici jednotky

MBC minimdlni baktericidni koncentrace
MIC minimdalni inhibi¢ni koncentrace
PCA plate count agar

PEG polyetylenglykol

PFU fagové Castice schopné tvofit plaky
PMF protonmotivni sila

SFE superkriticka fluidni extrakce
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TC
TL
TNM
TS
TTP
uv
VTEC
Wil

WHO

trans-cinnamaldehydu

termolabilni enterotoxin

total number of microorganisms
termostabilni enterotoxin
trombocytopenicka purpura
ultrafialové zatreni
verotoxin-produkujici Escherichia coli
watt/litr (jednotka hustoty vykonu)

Svétova zdravotnicka organizace
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10. PFilohy

10.1Technicky nakres destilaéniho pristroje

1 plynovy varic¢ 12 odtok chladici vody

2 voda 13 nerezovy kondenzator (chladi¢ ?)

3 spodni miizka 14 pojistny ventil

4 rostliny k destilovani 15 gumova hadice

5 kotel 16 sklenéné banky

6 horni mtizka 17 pritok chladici vody

7 viko k uzavieni 18 vypoustéci kohout

8 bezpecnostni ventil 19 silikonova objimka

9 teplomér 20 trubice pro recyklaci destilované vody
10 upevnovaci krouzek 21 hadicka na ptivod/odtok chladici vody
11 nerezova kolona
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