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Prirodni rostlinné latky a jejich potencial zvySovat
antimikrobialni a¢inek konven¢nich potravinarskych

konzervacnich latek

Plant-derived compounds and their potential to enhance

the antimicrobial effect of conventional food preservatives

Souhrn

Rostliny jsou schopny téméF neomezené vytvaret latky, pomoci kterych se brani proti
chorobam, $kiidcim, bylozravciim a jinym nepfiznivym faktoram. Tyto latky davaji rostlindim
jejich specifickou barvu, vini a chut. Nékteré z nich maji antimikrobialni u¢inky. V dnesni
dobé se klade ¢im dal tim vétsi dlraz na zdravy Zivotni styl, proto se neustale zvySuje pocet
vyzkuml zaméfenych na vyuZiti rostlinnych latek v praxi, naptiklad jako pfirodnich
konzervantd. Nékteré ptirodni latky jsou povolena potravinova aditiva, ktera (napiiklad u
barviv) plné nahrazuji latky chemické. U jinych rostlinnych latek se testuji jejich kombinace
s konvenénimi chemickymi konzervanty. Ne&které rostlinné latky vykazuji v testech
synergicky Uc¢inek s konvenénimi konzervanty a diky této synergii by se Casem mohla sniZit

davka chemickych latek v potravinach.

Kli¢ova slova: rostlinné extrakty, konzervace potravin, antimikrobialni aktivita, konven¢ni

potravinaiské konzervanty, synergismus



Summary

Plants are able to create almost limitless amounts of substances to resist diseases, pests,
herbivores and other adverse factors. These substances give plants their specific color, smell
and taste. Some of them have antimicrobial effects. Nowadays more and more emphasis is
laid on healthy lifestyles. Therefore constantly increasing number of studies focused on the
utilization of plant substances in praxis are created like those focused on natural preservative.
Some natural substances (like colorants) are authorized as food additives which fully
substitute chemical substances. Combinations of some plant substances with conventional
chemical preservatives are tested. In tests some of the plant substances show synergistic effect
with conventional preservatives. Owing to this synergy the amount of chemicals in food could

be reduced eventually.

Keywords: plant extrakt, food preservation, antimikrobial aktivity, konventional food

preservatives, synergism
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1 Uvod

Predevsim diky touze vést zdravy Zivotni styl vzrostla v poslednich letech spotieba Cerstvych
potravin, jako jsou zahradnické produkty, motské plody ¢i maso. Avsak s vyssi spotiebou
Cerstvych potravin se do podvédomi lidi dostavaji i problémy, které jsou s nimi
neodmyslitelné spojeny a to je jejich omezend doba skladovani a jejich spojitost s
alimentdrnimi onemocnénimi. Diky témto divodim stile pokracuji komercéni tlaky pouzivat
syntetické chemické latky jako konzervanty. Pouzivani téchto chemickych konzervantd je
vSak spotiebiteli vnimano stale negativnéji. Aby se zabranilo kazeni potravin a onemocnénim,
kterd zptisobuji bakterie, je v souCasnosti povolena Siroka Skdla chemickych konzerva¢nich
latek a ackoliv se jejich povoleny druh a mnozstvi v jednotlivych zemich lisi, zdklad ziistava
stejny. Zejména kvuli ,,pohodlnosti trhu® se zvySuje mnozstvi Cerstvého ovoce a zeleniny a
tim se zvySuje i jejich doba skladovani, coz koresponduje s nartstem alimentarnich
onemocnéni. Napiiklad z nafezaného salatu se wuvoliiuji Ziviny podporujici rist
mikroorganismi. V prevenci proti ristu téchto potravinafskych patogeni v Cerstvych
potravindch jsou tradicni metody konzervace mén¢ ucinné, proto je tieba nachazet nové a
inovativni technologie. Jednou z nich by mohlo byt pouziti rostlinnych antimikrobidlnich
latek. Tyto latky pfirodniho charakteru, které jsou produkovany mikroorganismy nebo
rostlinami, maji toxicky ucinek na mikroorganizmy. Jejich pouziti by mohlo zvysit

bezpecnost potravin, prodlouzit jejich trvanlivost a uspokojit tak spotiebitele.



2 Cil prace
Cilem prace je najit ptirodni rostlinné latky, které vyakzuji antimikrobialni aktivitu a zaroven
maji synergicky ucinek s konvenénimi potravinaiskymi konzerva¢nimi latkami, diky ¢emuz

by se mohlo snizit mnozstvi chemickych latek v potrvinach.



3 Literarni reSerse
3.1 Vyznam studia pFirodnich latek

Lidé¢ jiz po staleti vyuzivaji pfirodni latky a to zejména pro jejich antibakteridlni,
antimykotické, antivirové a antiparazitalni u¢inky. U nekterych latek byly dokonce prokdzany
podnétem pro stale se rozsitfujici vyzkum, ktery se zabyva vyuzitim ptirodnich latek naptiklad
V potravinaiském primyslu, kosmetice, farmakologii nebo v mediciné (Kalemba, Kunicka,

2003).

3.2 Hlavni zdroje prirodnich rostlinnych latek

Vyznamnym zdrojem pfirodnich latek jsou bezesporu rostliny. Rostliny mohou obsahovat
ucinné slozky v nadzemnich (nat’, kvéty, listy, lodyha, pupen, semeno) i podzemnich (kofen,
oddenek, hliza) ¢astech. Nékdy mohou byt tyto latky obsazeny i v celé rostlin€. (Moravcova,
2003; Dorman, Deans, 2000). Rostliny téméf neomezené syntetizuji aromatické slouceniny,
jako jsou naptiklad fenoly nebo jejich kyslikaté derivaty. Diky nékterym témto sloZkdm mayji
rostliny typickou vilini, barvu nebo chut’ (napt.: tfisloviny, chinony). Né&které rostliny vytvari
také slouceniny, které maji 1é€ivé uCinky nebo se mohou pysnit antimikrobidlni aktivitou
(Cowan, 1999). Tato aktivita byla prokdzana mimo jiné u esencialnich oleju piirodnich
rostlinnych latek, kde zavisi na struktuie danych komponent, funk¢nich skupinach a moznych

synergickych interakcich mezi komponentami (Dorman, Deans, 2000).

3.3 Mechanismus ucinku rostlinnych latek na mikroorganismy

Bylo prokazano, Ze antimikrobidlni ucinky esencidlnich olejii souviseji s hydrofilnimi a
lipofilnimi vlastnostmi danych komponent. Déle bylo prokézano, zZe terpeny piisobi inhibi¢né
na enzymy katalyzujici v membrané¢ bakteridlni buniky. Cely slozity proces t€inku rostlinnych
latek na mikroorganismy vSak nebyl dosud zcela objasnén. (Kalemba, Kunicka, 2003).

Nekteré slozky esencidlnich oleji interferuji s translokaci protond pfes membranové vacky a
blokuji tak fosforylaci adenosin-difosfatu jakozto primarniho energetického metabolismu a

mohou tak pusobit jako ,,vypinac“. Specifické terpeny s funkéni skupinou, jako je fenolicky
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alkohol nebo aldehyd rozrusuji membranu a potlacuji enzymatickou aktivitu nebo uplné
zastavi produkci enzymi, ¢imz mohou zptsobit smrt bakterialni buiiky.

Karvakrol a thymol zpasobuji rupturu vnéj$i lipopolysacharidové vrstvy, coz zpusobuje
¢astecnou dezintegraci vnéjSi membrany. Tea tree oil zase denaturuje membranové proteiny,
coz ma za nasledek casteCny unik draselnych iont, poruchu bunééného dychéani a poté

autolyza buiiky (Kalemba, Kunicka, 2003).
3.3.1 Inhibice syntézy bunécné stény

Bunécnd sténa mikroorganizmli ma za ukol zajistit homeostazu nitrobunééného prostiedi a
udrzet tvar bunky. Jeji poSkozeni nebo inhibice tvorby nékteré z jejich slozek vede k poruse
jejich funkci a poté mize dojit az k autolyze bunky. To je mozné zejména u gram-pozitivnich
bakterii, protoze na rozdil od gram-negativnich mikroorganizmii nemaji bunécnou sténu
obklopenou vnéj$i membréanou, tudiz jsou citlivéj$i na plsobeni inhibi¢nich latek rostlinného
puvodu (Burt, 2004).

Takto pasobi P-laktamova antibiotika (napf.: peniciliny a cefalosporiny). Tyto latky se
navazou na specifickd vazebnd mista a inhibuji tak transpeptidazy, coz jsou latky nutné k
tvorb& peptidoglykanit v bunééné st€né bakterii. Vznikaji tak buiiky s defektni bunécnou
sténou. Tyto bunky pak nejsou schopné odolavat vysokému osmotickému tlaku uvniti
makroorganizmu. Takto poskozené bunky se nakonec rozpadnou nebo jsou zlikvidovany
bunikami hostitele. Antimikrobidlni latky ptsobici timto mechanismem, plsobi sice jen v dobé

ristu mikroorganizmu, avSak maji baktericidni uc¢inek (Lochmann, 1999).
3.3.2 Poskozeni syntézy plazmatické membrany

Plazmatickd membrana je semipermeabilni a izoluje vnitini prostiedi buitky od vnéjSiho.
Tvoti pfedev§im osmotickou bariéru buiiky, tudiz jsou diky ni uvnitf buniky koncentrovany
ionty a metabolicky potfebné latky (napf.: aminokyseliny, puriny, pyrimidiny atd.)
(Lochmann, 1999). Takto pusobi antibiotika, ktera obsahuji hydrofilni a lipofilni slozky. Tato
antibiotika poskozuji syntézu plazmatické membrany tak, ze se navazou na lipofilni Casti
bakterialni bunééné membrany a vodou, kterou s sebou nesou, zvétsuji povrch buiiky, dokud
se membrana nezhrouti. Tim meéni jeji permeabilitu, ¢imz zplsobuji ztratu jeji osmotické
celistvosti. Jejich vysledny efekt zdvisi na mnozstvi fosfolipidi obsaZzenych v bunécné

membrané a jejich schopnosti pronikat bunéénou sténou (Hynie, 2001). K latkdm
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poskozujicim plazmatickou membranu patii peptidy (polymyxicin, bacitracin) a antifugalni

polyenova antibiotika (amfotericin B, nystatin) (Zahradnicky, 1982).
3.3.3 Inhibice proteosyntézy

Latky, které blokuji syntézu bunécnych proteinti, plisobi pfevazné¢ bakteriostaticky. K témto
latkdm patfi aminoglykosidy, tetracykliny a makrolidy. Vznik mukopeptidaz inhibuji
tetracyklinova antibiotika. Diky tomu inhibuji také odbouravani vnitfnich vrstev bakterialni
stény. Pokud se vsak tyto latky kombinuji nevhodné s peniciliny nebo cefalosporiny, neztraci

bakterialni buniky svoji pevnou sténu a tim padem nelyzuji (Hynie, 2001).
3.3.4 Porucha syntézy nukleovych kyselin

Nekteré laky maji schopnost narusit syntézu nukleovych kyselin pfi replikaci nebo transkripci
DNA (Hynie, 2001). Vzhledem k tomu, ze tyto procesy jsou téméf totozné jak v buikach
bakterii, tak v bunkach vysSich organizmi, maji tyto latky pomérné velkou toxicitu. Jejich
zastupci jsou napiiklad kyselina nalidixova a oxolinova, fluorochinolony, trimetoprim,
antivirové preparaty, protindadorovd chemoterapeutika nebo rifampicin (Lochmann, 1999),
ktery blokuje iniciaci transkripce tak, Zze se navaze na RNA - polymerazu

(Cechova, Janalikova, 2007).
3.3.5 Inhibitory intermediarniho metabolizmu (kompetitivni inhibice)

Vys§i organizmy jsou zavislé na piisunu kyseliny listové, protoze ji nedovedou samy
syntetizovat. Naproti tomu bakterie si tuto kyselinu samy vytvaieji (Lochmann, 1999).
Pomoci sulfonamidii se inhibuje tvorba kyseliny listové a dochazi tak k pozastaveni riistu a
rozmnozovani bakterii (Hynie, 2001). Bakterie, které si kyselinu listovou samy nesyntetizuji,

nejsou sulfonamidy inhibovany a jsou tudiz vi¢i nim rezistentni (Lochmann, 1999).
3.4 Metody pro stanoveni aktivity antimikrobialnich latek

Na mikroorganizmy pusobi celd Skala chemickych latek, které jsou jak anorganického, tak
organického pivodu. Uginek antimikrobialnich latek zavisi na jejich koncentraci. P¥i vyssich
koncentracich jsou tyto latky toxické, avSak velmi nizké koncentrace mohou naopak
stimulovat Zivotni pochody v buiice. Uéinek koncentrace jednotlivych latek s

antimikrobidlnim ucinkem zavisi na druhu pouzité latky a na mikroorganizmu, na ktery latky
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pusobi. Citlivost mikroorganizmii k inhibi¢nim latkdm lze stanovit dilu¢nimi nebo difuznimi

metodami.
3.4.1 Dilu¢ni metody

Diluéni metody maji za ukol prokdzat miru rezistence testovanych mikroorganizmt
Kk antimikrobialnim latkdm. Pomoci téchto metod se stanovuje hladina MIC (minimalni
inhibi¢ni koncentrace, coz je nejnizsi koncentrace, ktera viditelné inhibuje rast testovaného
mikroorganizmu), jsou vhodné také pro kvantitativni stanoveni stupné rezistence a lze je
vyuzit i pro taxonomické ucely ¢&i pro laboratorni ovéfeni inhibi¢nich G¢inkd novych
ptipravkt. Diluéni metody jsou vhodné i pro pomalu rostouci mikroorganizmy a
mikroorganizmy se specidlnimi naroky na kultivaci (napf. anaerobni bakterie). Pro testovani
bézné rostoucich bakterii se vyuziva Mueller-Hinton agar. Sterilni mikrodilu¢ni plastova
desticka Vv jednotlivych jamkéch obsahuje bujon s riznou koncentraci inhibi¢nich latek. Agar
je poté inokulovan suspenzi testovanych bakterii a poté se inkubuje pii optimalni teploté

(Lochmann, 1999).
3.4.2 Difuzni metody

Mezi difuzni metody lze zafadit diskovou difizni metodu, ktera je vhodna piedevsim ke
stanoveni rezistence u rychle rostoucich nenaro¢nych bakterii. Na rozdil od dilu¢nich metod
se vSak nedoporucuje pro pomalu rostouci mikroorganizmy nebo pro bakterie se specialnimi
kultiva¢nimi naroky.

Tato kvalitativni metoda, je zaloZena na inokulaci mikroorganizmii na povrch média
(nejcastéji Mueller-Hinton agar). Na povrch Petriho misky se naoc¢kuje rovnomérné testovany
mikroorganizmus, na povrch tohoto nao¢kovaného agaru se ptilozi papirové disky, které jsou
napusténé znadmymi koncentracemi antimikrobidlnich latek. Z papiru poté tyto latky béhem
inkubac¢ni doby difunduji do agaru a jejich koncentrace ve sméru od okraje disku postupné
slabne. U¢inné antimikrobialni latky vytvori kolem disku zénu bez naristu bunék. Podané
dobé kultivace je méfen primér zon inhibice okolo kazdého disku. Tento vysledek je udavan

v mm (Lochmann, 1999).
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3.5 Charakteristika vybranych prirodnich rostlinnych latek

3.5.1 Glykosidy

Glykosidy jsou derivaty monosacharidii, které obsahuji substituovanou glykosidickou
hydroxylovou skupinu. Jedna se tedy o uplné acetaly. Glykosidy jsou slouceniny obsahujici
jednu nebo vice monosacharidovych jednotek a alesponn jednu nesacharidovou cast, tzv.
aglykon nebo také genin. Struktura aglykonu muize byt sice rozmanitd, avSak na vysledné
vlastnosti glykosidu ma vliv zejména navazany sacharid. Diky rGznorodosti aglykonid se
glykosidy déli do riznych skupin: fenolové glykosidy, saponiny, kumariny a jejich derivaty
nebo tfeba flavonoidové glykosidy, coz jsou derivaty fenylchromanu a odvozuji se od tii
zakladnich skeleta: flavan, isoflavan a neoflavan.

Flavonoidové glykosidy se vyskytuji u rostlin v kvétech a plodech a patfi mezi rostlinna
barviva zpusobujici zluté, Cervené ¢i modré zbarveni kvéth. Tyto glykosidy se ucastni
redoxnich pochodli a maji detoxika¢ni uCinky, procez jsou vyuzivdny v mediciné
(Moravcova, 2003).

Glykosidy se vyskytuji hojné v rostlinné isi, kde tvoii dtlezité obsahové latky rostlin, avSak
nékteré mohou byt syntetizovany i Zivo€ichy a mikroorganizmy. DuleZitou roli hraji i pfi
detoxikaci latek ve vodé nerozpustnych. Jsou to pievazné bezbarvé latky, rozpustné ve vodé a
v alkoholu, ale v éteru, petroléteru a chloroformu jsou prakticky nerozpustné a v octanu

ethylnatém se rozpoustéji jen nepatrné.
3.5.2 Fenoly, polyfenoly a fenolové kyseliny

Jednoduché fenoly, polyfenoly a fenolové kyseliny jsou jednodus$si bioaktivni latky, které
maji na aromatickém kruhu pouze jednu substanci. Skupina téchto latek je odvozena od
fenylpropanu a jejimi hlavnimi zastupci jsou kyselina skoficova a kyselina kavova. Tyto
kyseliny vykazuji antivirové, antibakteridlni a antimykotické ucinky a najdeme je naptiklad
Vv estragonu nebo matetidouSce (Cowan, 1999). K této skupiné se tadi také kyselina ferulova.
Tato kyselina je soucasti bunécné stény obilovin a pfirodni estery této kyseliny maji
antimikrobidlni ucinky. Napfiklad Feruloyloligosacharidovy ester izolovany z ananasu
vykazuje vysoké inhibi¢ni Gginky na G+ a G- bakteriich (Opletal, Simerda, 2005).
S antimikrobialni aktivitou souvisi také pocet a poloha hydroxylovych skupin ve fenolické

strukture. Cowan (1999) dokazal ve své studii, ze zvySend hydroxylace vede ke zvysené
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toxicit¢ a vyznam hydroxylovych skupin i jejich umisténi v molekule posléze potvrdili i

Dorman a Deans (2000).

OH o

HO

Obr. 1. Kyselina skoficova Obr. 2. Kyselina kavova

3.5.2.1 Katechol a pyrogallol

Katechol a pyrogallol jsou hydroxylované fenoly, které maji dvé (katechol) nebo tii
(pyrogallol) OH skupiny. Pocet jejich hydroxylovych skupin souvisi s mirou toxickych
ucinkt na mikroorganismy. Mechanismy této toxicity jsou pfisuzovany enzymov¢ inhibici,
piipadn¢ reakcim se sulfydrylovymi skupinami, ¢i vice nespecifikovanym reakcim s proteiny

(Scalbert, 1991).

OH

CH

Obr. 3. Katechol Obr. 4. Pyrogallol

3.5.2.2 Ttisloviny

Pojem tfisloviny (taniny) je obecny popisny nazev pro skupinu polymernich fenolickych
latek, které maji schopnost sraZet proteiny a jsou zndmé pro svou sviravou, trpkou ¢i hotkou
chut’. Jejich molekulova hmotnost se pohybuje od 500 do 3000 g/mol (Haslam, 1996).

Nachazeji se téméet v kazdé rostlinné casti (kira, dievo, listy, plody a koteny) (Scalbert,
1991). Jsou rozdéleny do dvou skupin, hydrolyzovatelné taniny a kondenzované taniny.

Hydrolyzovatelné taniny se skladaji z d-glukézy, na kterou je esterifikaci navazano
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nékolik monomernich skupin kyseliny gallové. Zatimco vice rozsifené kondenzované taniny
(¢asto nazyvané proanthocyanidiny) jsou polymery flavonoidi. Tiisloviny mohou byt
vytvofeny kondenzaci z flavonovych derivati, které jsou prepravovany dievénymi tkdnémi
rostlin, popiipadé mohou byt vytvofeny polymeraci chinonu (Geissman, 1963).

V poslednich letech ziskaly tfisloviny velkou pozornost. Odbornici dnes tvrdi, Ze spotieba
napoju obsahujicich tanin (napt.: zelené Caje nebo Cervena vina) mize vyléCit nejriznéjsi
neduhy nebo dokonce zabranit jejich vzniku (Serafini et al.,, 1994). Jednou z jejich
molekularnich ¢innosti je vytvafeni komplexu s proteiny pomoci tzv. nespecifické slozky jako
jsou vodikové vazby, hydrofobni G¢inky ¢i tvorba kovalentni vazby (Haslam, 1996). Zptsob
jejich antimikrobialniho ptisobeni mize souviset s jejich schopnosti inaktivovat mikrobialni
adheziny, enzymy, transportni proteiny bunééného obalu, atd. T¥isloviny také inhibuji rist
hmyzu v rostlinach (Schultz, 1988) a narusuji travici ¢innosti v bachoru (Butler, 1988).
Scalbert (1991) ptezkoumal antimikrobialni vlastnosti tfislovin. Uvedl 33 studii, které
dokumentovaly inhibi¢ni aktivity tfislovin. Podle téchto studii mohou byt tfisloviny toxické
pro filamentarni houby, kvasinky a bakterie. Ac¢koliv je to stale spekulativni, taniny jsou
povazovany za latky, které jsou alesponn castetné¢ zodpovédné za antibiotické aktivity
methanolickych extrakti z kiry Arjuna alata nalezeného v Nepalu (Taylor et al., 1996). Déle
pak nejméné dvé studie prokazaly, ze tfisloviny inhibuji virové reverzni transkriptazy

(Nonaka et al., 1990).

3.5.2.3 Kumariny

Kumariny jsou fenolické latky, které existuji ve volné formé (aurapten, cinchoriin, eskulin,
herniarin, osthol...) nebo ve formé glykosidicky vazanych sloucenin (amiol, angelicin,
bergaptol, obliquin, samidin...) (O’Kennedy et al., 1997). Jsou zodpovédné naptiklad za
charakteristickou vini sena. Od roku 1996 bylo identifikovano alespont 1300 druhti kumarint
(Piller, 1975) a vasodilata¢ni (Namba et al., 1988) ¢innosti. Jeden z neznamgjsich kumarint je
warfarin, ktery se pouziva jako oralni 1€k na fedéni krve, tak jako rodenticid
(Keating, O’Kennedy, 1997) a mize mit také antivirové ucinky.

Kumariny jsou znamy jako vysoce toxické u hlodavci, proto s nimi lékati zachazi opatrné,
nicménég, nedavné studie prokazaly vyraznou zavislost na druhu metabolismu, takZe mnoho v
in vivo studii na zvifatech nelze extrapolovat na cloveéka. Zda se, Ze toxické derivaty

kumarinu muzou byt u lidi bezpe¢né vyluc¢ovany moc¢i (Weinmann, 1997).
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Dale bylo zjisténo, ze kumariny stimuluji makrofagy, coz by mohlo mit pozitivni vliv v 1é¢bé
infekci. Presnéji feceno, kumarin se pouziva, aby se zabranilo opakovani opar zptisobené

HSV -1 u lidi, nicmén¢ je neucinny proti malomocenstvi (Thornes, 1997).

AN

O O

Obr. 5. Kumarin

3.5.2.4 Chinony

Chinony jsou derivaty benzochinonii, naftochinonii, antrachinonu a dalSich a tvofi
nejrozsitenéjsi skupinu ptirodnich barviv na Zemi (Moravcova, 2003). Maji zodpovédnost
napiiklad za hnédnuti zeleniny ¢i ovoce po jeho rozkrojeni a jsou meziproduktem pii syntéze
melaninu v lidské kazi. Chinony jsou vysoce reaktivni aromatické slou¢eniny, které obsahuji
dvé substituované karbonylové skupiny. Chinony s nukleofilnimi aminokyselinami tvofi
v mikrobialni bufice ireverzibilni komplexy, coz vede k inaktivaci proteini a ztraté jejich
funkce.

Podle vseho reaguji s povrchovymi adheziny , polypeptidy bunééné stény a enzymy vazanymi
na membranu (Cowan, 1999). Stejné jako u vSech antimikrobialnich latek rostlinného pivodu
musi byt nadéle diikladné zkouméany mozné toxické ucinky chinond.

Kazmi et al.(1994) popsali antrachinon z pakistanského stromu Cassia italica, ktery byl
bakteriostaticky pro Bacillus anthracis, Corynebacterium pseudodiphthericum a
Pseudomonas aeruginosa a baktericidni pro Pseudomonas pseudomalliae. Antrachinon
hypericin z tiezalky teckované (Hypericum perforatum) ziskal v posledni dobé velkou
pozornost v popularnim tisku jako antidepresivum.

K pfeméné mezi hydrochinonem (difenolem) a chinonem (diketonem) snadno dochazi
prostiednictvim oxidacnich a redukc¢nich reakci. Individualni redoxni potencial dvojice
chinon - hydrochinon je velmi dalezity v mnoha biologickych systémech (napt.: ubichinon
(koenzym Q) v savCich elektronovych transportnich (systémech). Hydroxylované
aminokyseliny mohou byt pfeménény na chinony za pfitomnosti vhodnych enzymd, jako je

naptiklad polyfenoloxidaza (Vamos — Vigyazo, 1981).
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Obr. 6. Chinon
3.5.3 Flavony a flavonoidy

Flavonoidy jsou hydroxylované fenolické aromatické slouceniny, které jsou odvozené od
kyslikaté heterocyklické slouceniny flavanu. Flavan je tvofen dvéma benzenovymi kruhy
spojenymi heterocyklickym pyranem.

Flavony maji fenolickou strukturu, ktera obsahuje jednu karbonylovou skupinu, (na rozdil od
dvou karbonylii v chinonu).

Flavonoidy jsou syntetizovany rostlinami v reakci na mikrobidlni infekci (Dixon et al., 1983),
proto by nemélo byt piekvapujici zjisténi, Ze in vitro jsou to u€inné antimikrobiélni latky proti
Siroké skale mikroorganismi. Tato antimikrobialni aktivita je s nejvétsi pravdépodobnosti
zalozena na tvorbé komplext s extracelularnimi rozpustnymi proteiny a slouceninami v
bunééné sténé mikroorganizmu. Napiiklad lipofilni flavonoidy mohou naruSovat
cytoplazmatickou membranu (Cowan, 1999). Dale jsou zndmé naptiklad pro své antioxidacni
pusobeni, které zavisi na poctu a poloze hydroxylovanych skupin v molekule, ¢i pro silny
antivirovy efekt (napf.: glycyrrhizin, chrysin a swertiofranchetin jsou efektivni proti viru
HIV).

Vymezeni mozného mechanismu ucinku flavonii a flavonoidi brani rozporné zaveéry.
Flavonoidy postradaji hydroxylové skupiny na B — kruzich, a diky tomu jsou u¢inné&jsi proti
mikroorganismum, které -OH skupinu maji (Chabot et al., 1992). Toto zjisténi podporuje
myslenku, Ze jejich mikrobidlni cil je membrana. Nicméné, né€kolik autorti zaznamenalo také
opacny efekt tj. ¢im vice hydroxylace, tim vétsi antimikrobialni aktivita (Sato et al., 1996).
Mutzeme tedy fici jen to, ze u flavonoidi nemuZeme s jistotou piedvidat dany stupen
hydroxylace a toxicity na mikroorganismech.

Slou¢eniny flavonoidi vykazuji inhibiéni w¢inky proti mnoha virim. Cetné studie

dokumentuji uCinnost flavonoidi jako swertifrancheside, morin, kemferol, glycyrizin
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(z 1€kotice), chrysin (Critchfield et al., 1996) proti HIV nebo quercetin, u kterého byly
zjistény  inhibi¢éni ucinky proti  Salmonella  enteritidis a Bacillus  cereus
(Opletal, Simerda, 2005). Nejznamé&j$im zastupcem flavonoiddi je vsak rutin, ktery je
netoxicky a ma vyznam v zazivacim traktu a katechiny nachazejici se v zelenych cajich a
inhibujici rdst mikroorganismt (Cowan, 1999). Primérna denni strava vyspélych civilizaci

obsahuje ptiblizn€ 1 g smisenych flavonoidi.

Obr. 7. Flavon

3.5.3.1 Katechiny

Katechiny jsou nejvice redukovana forma jednotky Csz ve slouceninach flavonoidi. Tyto
flavonoidy byly rozsahle zkoumany pro svlij vyskyt v zelenych ¢ajich. Pfed néjakym casem
se zjistilo, Zze Caje vykazuji antimikrobialni aktivitu (Toda et al., 1989) a ze obsahuji
slouceninu katechin. Tato sloucenina inaktivuje in vitro Vibrio cholerae Ol a inhibuje
napiiklad bakterie Shigella ¢i izolované bakterialni glukosyltransferdaza Streptococcus mutans
(Borris,1996). Tato tieti aktivita byla potvrzena testy in vivo na potkanech. Kdyz byli potkani
krmeni potravou obsahujici 0,1 % cajovych katechint, puklinové kazy (zptsobené

Streptococcus mutans) byly snizeny o 40 % (Ooshima et al., 1993).

OH

HO O o\
. CH

OH

OH

Obr. 8. Katechin
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3.5.4 Esencialni oleje

Esencialni olej se muze skladat zvice nez 60 jednotlivych slozek, kdy hlavni slozka mtize
piedstavovat az 85% podil, zatimco ostatni latky mohou byt pfitomny jen ve stopovém
mnozstvi. AvSak pravé nékteré z téchto minoritnich slozek mohou sehrat dilezitou roli
v antibakterialnim psobeni daného esencialniho oleje a to ziejmé synergistickym pisobenim
s jeho dal$imi slozkami. Esencidlni oleje s antimikrobialnimi u¢inky se ziskavaji napiiklad z
Salvéje, nékterych druhi matetidousky nebo oregana (Burt, 2004). Je znamo, ze uréité druhy
kofeni a jejich esencialni oleje vykazuji rizné urovné antimikrobialni ¢innosti.

Esencidlni oleje jsou v potravinovém prumyslu uzivany jako aromata a ackoliv je vétSina
z nich hodnocena jako GRAS latky, jejich pouzivani jako konzervanti je omezeno kvuli
naruseni organoleptickych vlastnosti potravin. (Raybaudi-Massilia, 2007)

Obecné se zda, ze pii niz§im pH potraviny, nizsi skladovaci teploté nebo pfi niz§im mnozstvi
kysliku pfitomného v obalu se zvySuje citlivost bakterii k antimikrobidlnimu w¢éinku
esencialnich oleji. Pfi nizkém pH se u esencialnich oleji zvySuje hydrofobnost, diky ¢emuz
se snadng&ji rozptyli v lipidech bunééné membrany cilovych bakterii. Naopak sniZeni ucinku
esencialnich olejii zptisobuje pfitomnost tukd a bilkovin v potravinach. Casti esencialnich
oleju ziejme pasobi na bunécné proteiny zaclenéné v cytoplazmatické membrang, kde byvaji
také lokalizovany enzymy jako ATP-asa. S nejvétsi pravdépodobnosti se lipofilni
uhlovodikové molekuly hromadi v lipidové dvojvrstvé a deformuji vzajemnou vazbu lipidu a
proteinu, v nékterych pfipadech miZe nastat i piima interakce lipofilnich sloucenin s

hydrofobnimi ¢astmi proteinu (Burt, 2004).
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Obr. 9. Schéma puisobeni esencialnich olejii na bakterialni bunku
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Na obrazku 9 jsou znazornény lokalizace a mechanizmy v bakterialni bunice, které jsou
ziejm¢ mistem U¢inku slozek esencialnich oleji: degradace bunécné stény, poskozeni
cytoplazmatické membrany, poSkozeni membranovych proteinti, vytékani obsahu bunék,

koagulace cytoplazmy a ztrata protonmotivni sily (Burt, 2004).

3.5.,5 Isoprenoidy

Isoprenoidy jsou latky ptirodniho charakteru, které se vyskytuji v rostlinnych i Zivoc¢isnych
organismech. Jejich zakladni strukturu tvoii isopren. Cisty isopren se v pfirodé nevyskytuje,
najdeme ho zde pouze ve formé isopentenylového zbytku (CH,=C(CH3)CH,CH;R).
Isoprenoidy cCasto obsahuji derivaty (-OH, aldehydy, ketoskupiny, atd.) a déli se

na terpeny a steroidy.

3.5.5.1 Terpeny a terpenoidy

Terpeny tvoii izoprenova struktura, C10H16. Vyskytuji se také jako diterpeny, triterpeny atd.,
stejné jako hemiterpeny a seskviterpeny. Pokud slouéeniny obsahuji dalsi prvky navic
(obvykle heterogenni molekula kysliku), nazyvaji se terpenoidy a jsou to napiiklad kafr,
farnesol a artemisin (sesquiterpenoidy).

Terpeny a terpenoidy se v piirodé¢ vyskytuji prevazné v rostlinnych silicich a pryskyficich.
Potladuji rust bakterii, vird, prvoki a hub, a ackoli mechanismus jejich inhibi¢niho ptisobeni
neni zcela objasnén, pfedpoklada se, ze narusuji cytoplazmatickou membranu bakterii a plisni
(Cowan, 1999). Triterpenoid betulinic inhibuje dokonce i virus HIV. Jejich toxicita na
mikroorganismy je zalozena na lipofilnich vlastnostech terpenti. Jde o vazbu na lipidy
bakteridlni membrany, naruSeni iontové rovnovahy a tim i o souvisejici poruchu funkce

membranovych proteind a inhibici dychéni.

CHa

OH

>.....

HaC CHa

Obr. 10. Menthol
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3.5.5.1.1 Terpineny

Terpineny jsou mononukledrni terpeny. Jsou to tfi izomery, které se vzajemné¢ 1isi polohou
dvojnych vazeb. a-terpinen lze izolovat ze silic kardamonu, majoranky, y- terpinen se nachazi
vsilicich tymianu, oregana a jinych pfirodnich zdrojich. B-terpinen byl vytvoien uméle a
nema zadny piirodni zdroj.a-terpinen vykazoval antimikrobidlni U€innost pii testech, které
provadéli Dorman a Deans (2000). Zde byl schopen inhibovat rust 11 z 25 pouzitych

mikroorganismu.

Cha CH, CH,

HsC CHs HaC CHa HaC CHa

Obr. 11. a-terpinen Obr. 12. y- terpinen Obr. 13. B-terpinen

3.5.5.1.2 Linalool

Linalool je acyklicky monoterpenoidni alkohol. Diky své vyrazné vini je linalool casto
pouzivan v parfémech a diky jeho alkalické stabilit¢ miZe byt pouzivan také v detergentech a
mydlech (Surburg et al., 2006). Linalool se v pfirodé vyskytuje ve dvou formach — (S)-(+)-
linalool a (R)-(-)-linalool, pficemz se tyto formy lis§i svym vyskytem a svou vini.(R)-(-)-
linalool je obsaZzen napiiklad v levanduli lékaiské (Lavandula angustifolia), bergamonu
(Citrus auranthium Bergamia), tymianu obecny (Thymus vulgaris) a bazalce pravé (Ocimum
basilicum). Naproti tomu (S)-(+)- linalool je mimo jiné hlavni slozkou esencialniho oleje
koriandru setého (Coriandrum sativum) a pomerancovniku ¢inského (Citrus sinensis)
(Rahman, 2003). Linalool je v Evropé v seznamu latek, které mohou byt pouzity
V potravinarstvi.

Vjedné studii dokdzal linalool potlac¢it rist u 23 mikroorganismi z 25.
(Dorman, Deans, 2000). Esencialni olej z rostliny koriandru setého byl podroben sérii testii ha
vyhodnoceni G¢innosti toho oleje. Bylo zjisténo, Ze pouziti tohoto oleje pro potlaceni ristu
Listeria monocytogenes na vakuové balené Sunce neni vhodné, protoze dochazi ke snizeni

ucinnosti tohoto oleje, (Gill et al., 2002) avsak na povrchu vafeného vepifového masa pfi
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koncentraci 1250 pg.cm’ byl koriandrovy olej schopen vyrazn& potlagit rist psychrotrofni
patogenni bakterie Aeromonas hydrophila (Burt, 2004).

Suppakul et al. (2008) se ve své studii jako prvni zaméfuji na testovani antimikrobialnich
vlastnosti linaloolu a methyl chavicolu inkorporovanych na matrici polymeru. Po sledovani
inhibice ristu vybranych mikroorganismi osidlujicich potraviny bylo prokazano, ze obé¢ latky
vykazovaly antimikrobiadlni aktivitu proti riznym mikroorganismiim. Dale zde byly
zkoumany antimikrobidlni vlastnosti kompozit linaloolu s methylchavicolem na syru
Cheddar, ktery byl naoCkovan bakteriemi Escherichia coli a Listeria innocua a nasledné
zabalen do folie s linaloolem a methylchavicolem a ulozen do chladnic¢ky pii +4 °C a pii
+12°C. Byly zde sledovany pocéty mezofilnich aerobnich bakterii, koliformnich bakterii,
kvasinek, plisni a naockovanych bakterii. Vysledky prokazaly inhibi¢ni efekt téchto kompozit
na rust mikroorganizmi pfirozené kontaminujicich syr, i na rust Escherichia coli a Listerie
innocua. Uginek inhibi¢niho efektu u mikroorganismt byl vak vyrazné zavisly na teploté.
LDPE (Low-density polyethylene — nizkohustotni polyethylen) s inkorporovanym
linaloonem vykazoval niz§i G¢innost nez LDPE obsahujici methylchavicolem. Po uplynuti
Sesti tydnt bylo také provedeno senzorické hodnoceni zkoumaného syra pomoci
trojuhelnikové metody kvili moznému ovlivnéni jeho organoleptickych vlastnosti. Bylo
prokazano, ze linalool ani methylchavicol nepfedstavuji v tomto sméru zadné riziko, z ¢ehoz
vyplyva, Ze tato kompozita mohou byt pouZita do antimikrobidlnich obalovych systémul

(Suppakul et al., 2008).

OH
HSCJ?-"J’,

HaC CHa

Obr. 14. Linalool

3.5.5.2 Rostlinné fytoncidy — silice

Fytoncidy jsou vyznamnou soucasti esencialnich oleji. VétSina téchto latek je senzoricky

vyraznd. Nékteré jsou dosti tékaveé (napf.: silice, éterické oleje), ale najdeme mezi nimi 1 latky
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pomérné stabilni (Kyzlink, 1988). Z rostlinnych materiali jsou extrahovany ptedevsim
destilaci s vodni parou, dale pak lisovanim nebo fermentaci.

Silice jsou tvoieny pievazn¢ monoterpenickymi uhlovodiky, terpeny, aldehydy, ketony,
alkoholy, kyselinami, estery nebo seskviterpeny. Nékteré pak obsahuji 1 fenylpropanoidy.
Jsou to prchavé lipofilni latky. VétSina z nich mé intenzivni vini, kterou zpravidla podmifiuji
terpenické slozky. Obvykle jsou silice bezbarvé, nékteré vSak maji ptirozené zbarveni (napf.:
Zlutou barvu ma silice hiebi¢kova (Oleum caryophylli), zelenkavé az modravé jsou silice,
které obsahuji azuleny, coz je tieba silice hefmankova (Oleum chamomillae). Vétsina je
kapalna, ale naptiklad silice razova (Oleum rosae) nebo anyzova (Oleum anisi) ¢asteéné
tuhne. Jsou $patné rozpustné ve vod¢, ale dobie se rozpousti v organickych rozpoustédlech.
Vyskytuji se v urcitych rostlinnych pletivech, které v ptipad€ jehli¢natych stromt prostupuji
celou rostlinou, nebo se koncentruji pouze v ur€itych rostlinnych orgdnech. Nejcastéji jsou
silice izolovany z rostlinnych materiald destilaci s vodni parou. Dal§imi metodami jsou
napiiklad extrakce t€kavymi rozpoustédly nebo lisovani.

VyuZivaji se nejcastéji ve farmacii, v kosmetickém a v potravinaiském pramyslu. Silice a
jejich slozky jsou stile studovany pro svou antifungalni, antioxidani a antibakterialni
aktivitu, ve které vykazuji nejlepSich vysledky silice obsahujici pfedev§im carvacrol, cineol,
eugenol a thymol. U nékterych slozek silic byla objevena také antihelminticka a antivirova
aktivita. (Opletal, Simerda, 2005).

Nejznaméjsi antimikrobialné pusobici silice jsou allicin v ¢esneku, eugenol v hiebicku,
cinnamaldehyd a eugenol ve skofici, karvakrol a thymol v oreganu i tymianu a vanilin ve

vanilkovych luscich (Valero, Salmeron, 2003)

3.5.5.2.1 Allicin

V cesneku je v koncentraci do 1,8 % obsazena latka zvana allin. P¥i mechanickém poSkozeni
Cesnekového strouzku piijde enzym alliinasa do kontaktu s cytosolickym allinem, nadez se
vytvoii mimo jiné nestabilni sulfid allicin. Allicin se rozklada enzymaticky nebo termicky na
tekavé latky jako diallydisulfid, diallytrisulfid, metylallydisulfid a metylallyltrislufid. Allicin
pusobi na mnohé patogenni i hnilobné mikroorganismy (napf. Bacillus subtilis, Salmonella
parathyphi) (Kyzlink, 1988).

Pii pokusech vykazovaly zietelnou antimikrobialni aktivitu vSechny esencidlni olejové
extrakty rostlin rodu Allium (Cesnek, cibule). Byly pouzity rizné koncentrace jednotlivych
extraktéi (50, 100, 200, 300 a 500 ml.I™") z t#{ typt cibuli (por, Zluta a Cervend) a cesneku proti

bakteriim Staphylococcus aureus a Salmonella enteritidis a tiem plisnim Aspergillus niger,
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Penicillium cyclopiuma Fusarium oxysporum. Nejmén¢ citliva na dané extrakty byla plisen
Fusarium oxysporum, kdezto Aspergillus niger a Penicillium cyclopium byly i pfi nizkych
koncentracich vyznamné potlaceny. Nevyssi inhibi¢ni ucinnost pii vSech pouzitych
koncentracich projevil ¢esnek (Benkeblia, 2004).

V dalsi studii byly zkoumany ucinky ekvivalentnich koncentraci cerstvého cesneku,
¢esnekového prasku a ¢esnekového oleje proti oxidaci tukii a mikrobialnimu riistu na syrovém
kutecim salamu béhem uskladnéni pii 3°C. Pocateéni pocet aerobnich bunék podstatné snizil
piidavek Cerstvého desneku (30 g.kg?) nebo prasku (9 gkg?), ¢imZ doslo k prodlouZeni
skladovatelnosti o nékolik dni. Naopak pridavek ¢esnekového oleje nemél na pocty bunek ve
srovnani s kontrolnim vzorkem zadny zasadni vliv (Sallam et al., 2004)

Dale byly prokazany anti-listeriézni G¢inky ¢esnekové §tavy v riznych koncentracich (1, 2,5
a 5 %). 5% cesnckova §tava vyrazn€ snizila pocet bakterialnich bunék ve srovnani S
pocate¢nim mnozstvim. Diky skenovaci elektronové mikroskopii bylo u bunék Listeria
monocytogenes pozorovano nabobtnani, ¢astecné deformovany tvar i vznik pora

(Kim et al., 2007).
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Obr. 15. Allicin

3.5.5.2.2 Karvakrol a Thymol

Karvakrol a thymol tvofi zakladni esencialni oleje tymidnu a oregana. Ob¢& slouceniny jsou
znamé piedevSim pro svou schopnost €init cytoplazmatickou membranu zcela permeabilni
pro ATP tim, Ze dezintegruji bunéfné membrany gram-negativnich bakterii uvolnénim
lipopolysacharidt. Studie provedena s bakterii Bacillus cereus ukazala, ze se karvakrol
interaguje s bunéénou membranou, kde se rozpusti ve fosfolipidové dvojvrstve a je prijaty
mezi fetézce mastnych kyselin (Burt, 2004).

Dalsi studie na bakterii Bacillus cereus, ukazala, ze koncentrace 15 pl karvakrolu nebo 30 pl
tymolu na 100 ml mrkvového bujonu uplné potlacila bakterialni rast po vice nez 60 dnu pfi
16°C (Valero, Giner, 2006).

Pfirodni antimikrobialni smés karvakrolu byla podrobena také testim tykajicich se nejen jeho
ucinku na rust bakterii Bacillus cereus, ale i na jejich produkci toxinu. Kromé toho, Ze

karvakrol pii koncentraci 0,06 mg.ml™ sniZoval pocet Zivotaschopnych bunék, doslo i ke
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snizeni produkce toxinu o 80 %. Teoreticky tedy muze byt karvakrol pfidavan do
potravinarskych vyrobkd pod hodnotou minimalni inhibi¢ni koncentrace, ¢imz se snizuje
riziko produkce toxinu Bacillus cereus (Ultee, Smid, 2001).

Bohuzel, pies evidentni antimikrobialni pusobeni pii téchto koncentracich dochazi k
neptiznivému ovlivnéni viné a chuti. AvSak pii nizkych koncentracich neni chut’ ani viné
vyrobku tolik ovlivnéna, tudiz by mohla byt vytvofena pfijatelnd kombinace snizenim
piidivaného mnozstvi karvakrolu a spojenim s pieckazkovou technologii (Valero, Giner, 2006;

Ultee, Smid, 2001).

V nékolika dalSich studiich byly esencialni oleje aplikovany na razné typy potravin.
Tymianovy olej ve smési s krajenym vepfovym masem pii koncentraci 0,8 pl.g™ oleje slabg
potlacil rast Listeria monocytogenes. Pti pouziti tymianového oleje v myci vodé (koncentrace
0,1-10 mlLI™") u salatu byl zaznamenan slaby az stfedni antimikrobialni u¢inek na bakterie
Escherichia coli (Burt, 2004). Olej z oregana byl zase aplikovan v kombinaci S
modifikovanou atmosférou v koncentraci, 8 ul.g™ na platky z hovéziho masa. Zde byl
pozorovan vyrazny inhibiéni 0¢inek na pfirodni mikrofloru i na bakterie Listeria
monocytogenes (Koutsoumanis et al., 1999). V koncentraci 0,5-10 pl.g* byl pak ug&inek oleje
slabsi. A zcela neucinny byl olej z oregana na spory Clostridium botulinum naockované do
vakuové baleného krajeného veptového masa (Burt, 2004). Na druhou stranu pfi inokulaci
salatu z tres¢ich jiker bakteriemi Salmonella enteritidis, doslo pii pouziti oleje z oregana (5-
20 pl.gMk vyraznému snizeni poctu bundk pfi viech pouzitych hodnotich pH i teploté
uskladnéni.(Koutsoumanis et al., 1999). Rust bakterii byl sniZzen rovnéz pfi aplikaci tohoto
oleje na Escherichia coli pfitomné v salatu z lilku (Burt, 2004).

Karvakrol v kombinaci s p-cymenem, ktery je zakladni slozkou oleje z tymianu, oregana i
kminu, vykazoval synergické ucinky proti bakterii Bacillus cereus. Pfi samostatném pouziti
p-cymenu se antibakterialni G¢inky ztraci. ZvySeni Gc¢innosti pii pouziti s karvakrolem
pravdépodobné spociva v zaclenéni p-cymenu do lipidovych dvojvrstev, kde usnadni

transport karvakrolu pies cytoplazmatickou membranu (Burt, 2004).
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Obr. 16. Karvakrol Obr. 17. Thymol

3.5.5.2.3 Eugenol

Eugenol je hlavni slozkou hiebickové silice, kde tvofi cca 85 % obsahu. Dale se nachazi v
muskatovém ofisku, skofici a bobkovém listu. V jedné studii byla u 14 druhlG kofeni
zkouména antimikrobidlni aktivita pomoci jejich surovych etanolovych extraktl a
esencialnich oleji pro potlaceni bakterii rodu Salmonella v potravinach. Nejvice u¢inny na
potlaceni rustu danych bakterii byl mezi ostatnimi etanolovymi extrakty vytazek z hiebic¢ku.
Utinnost esencidlnich olejii z kofeni byla vieobecné vys$si v porovnani s odpovidajicimi
ethanolovymi vytazky. Nanasombat a Lohasupthawee (2005) shrnuli antibakterialni G¢innost
jednotlivych esencialnich oleji jednotlivych druhti kofeni nasledné: hiebicek > kira citroniku
> kmin > kardamon > koriandr > muskatovy ofisek > muskatovy kvét > zazvor >cesnek >
bazalka > citronik.

V dalsi studii byl hiebickovy olej pouzit k oSetfeni masa a syru v koncentraci 0,5 a 1 % pfi
teploté 30°C a 7°C. Pii 1% koncentraci hiebickového oleje pak byla zaznamenana pomérné
vyrazna inhibi¢ni aktivita proti Listeria monocytogenes (Menon, Garg, 2001). Dale pak
prokazaly darazny inhibi¢ni ucinek na dvé psychotrofni patogenni bakterie Listeria
monocytogenes a Aeromonas hydrophila, na pe¢eném hovézim mase i na kouscich vafenych

kutecich prsou alkoholové extrakty z hiebi¢ku (eugenol) a nového koteni (Hao et al., 1998).
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Obr. 18. Eugenol

3.5.5.2.4 Cinnamaldehyd

Ze skoticového oleje se Cinnamaldehyd extrahuje destilaci s vodni parou. Nachazi se v kure
stroma rodu Cinnamomum, tedy skotficovniku. Juneja a Friedman (2007) provedli studii, ve
které hodnotili ucinek karvakrolu, aldehydu skoficového a thymolu na vafeném mletém
hovézim a kufecim mase, které nebylo chlazeno vhodnym zpasobem. Spory
Clostridiumperfringens slouzily jako testovany mikroorganismus. | pfi nejniz§i koncentraci
0,5 % byl skoficovy aldehyd vyrazné G¢inngjsi nez ostatni. Na testech provedenych in vitro se
ukazalo, ze buiiky Listeria monocytogenes byly odolngjsi vaéi uc¢inkiim cinnamaldehydu, nez
bunky Escherichia coli, nicméné jeho Géinek byl znat na obou typech bunék (Gill, Holley,
2006).

Pti povrchovém oSetieni vafenych krevet smési olejii z tymianu a skotice byly znat inhibi¢ni
ucinky na Pseudomonas putida, avSak pouziti téchto oleji mélo negativni vliv na
organoleptické vlastnosti. U kyseliny skoficové se zase projevily u¢inky na pfirozenou
mikrofloru krajeného kiwi a sladkého melounu. Bez neptiznivych senzorickych dusledka zde

doslo ke zpomaleni kazeni (Roller, Seeshar, 2002).

Obr. 19. Cinnamaldehyd
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3.5.5.2.5 Trans-anethol

Trans-anethol je nenasyceny ether, ktery se nejcastéji vyskytuje v esencialnich olejich anyzu,
badyanu, fenyklu a estragonu. Tato kapalina je bezbarva, ptipadné se slabé zlutym nadechem.
Trans-anethol je dobfe rozpustny v etheru a chloroformu, ale ve vod¢ se téméf neda rozpustit.
Tato latka ma silné antimikrobialni vlastnosti proti bakteriim, kvasinkdm a plisnim. Je
ptiblizn¢ 13x sladSi nez cukr a jeho sladka chut’ je vnimdana jako pfijemnd i ve vysSich
koncentracich. Je uznan jako bezpecna latka, kterd se bézné vyuziva v potravinaiském
primyslu do pekatskych a cukratfskych vyrobkl a alkoholickych i nealkoholickych napoja.
Kviali své charakteristické vini po anyzu jsou tyto vyrobky pomérné oblibené

(Ashurst, 1999).

. _CHs

Obr. 20. Trans-anethol

3.5.5.2.6 Estragol

Estragolu nebo téz methylchavicol. Je to bezbarva aromaticka kapalina ze skupiny ethert,
ktera se vyskytuje v esencidlnich olejich estragonu a nékolika dalSich koteni (napt.: fenykl,
bazalka, anyz, majordnka nebo badyéan). Estragol je rozpustny ve vod¢, ethanolu a
chloroformu. Estragol byl uznan jako bezpecna latka a esencialni oleje obsahujici estragol
jsou Siroce pouZzivané v potravinaistvi jako aromatické latky. Estragol se pouziva také v

kosmetickém pramyslu v parfémech a mydlech (De Vincenzi et al., 2000).

e, CH-

Obr. 21. Estragol
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3.5.6 Aromatické slou¢eniny

Aromatické slouceniny jsou nenasycené uhlovodiky, obsahujici jedno nebo vice benzenovych
jader se specialni cyklickou nenasycenou strukturou, s pln¢ delokalizovanym systémem
n-vazeb. DEli se na benzen a jeho derivaty (alkyl-, alkenyl-) a na vicejaderné uhlovodiky

(napf. naftalen, antracen, fenanthren).

3.5.7 Peptidy a proteiny

Peptidy, které maji inhibi¢ni U¢inky na mikroorganismy, byly poprvé zaznamenany
v roce 1942. Jsou Casto pozitivné nabité a obsahuji disulfidové vazby (Zhang et al. 1997).
Jejich mechanismem u¢inku, mize byt tvorba iontovych kanalti v mikrobialnich membranach
(Terras et al., 1993) nebo kompetitivni inhibice adheze mikrobialnich proteint (Zhang, et al.,
1997).

Thioniny jsou peptidy obvykle se vyskytujici v jeCmeni a pSenici. Skladaji se z 47
aminokyselinovych zbytkl. Jsou toxické pro kvasinky a gram-negativni a gram-pozitivni
bakterie (Mendez et al., 1990). Thionins AX1, AX2 z cukrové fepy jsou u¢inné proti houbam,
ale ne proti bakteriim. Fabatin, nové identifikovany 47. zbytek peptidu z fazoli, se zda byt
strukturalné souvisejici s y-thioninem ze zrn a inhibuje Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus hiraea, ale ne Candida nebo Saccharomyces (Zhang, et al. 1997).

I
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Obr. 22. Thionin
3.5.8 Alkaloidy

Alkaloidy se tfadi do aromatickych planarnich kvartérnich alkaloidii. Jsou to heterocyklické
organické dusikaté slouceniny, které jsou diky svym farmakologickym ucinkiim hojné
vyuzivané v medicin€. Jako nejznaméjsi z alkaloidi mulZeme uvést morfin, ktery byl
v 19. stoleti izolovany z maku Papaver somniferum (Cowan 1999). Dale pak jsou to napiiklad
glykoalkaloid solamargin, ktery je pouzivan u HIV infekce, ¢i diterpenoidni alkaloidy

pochézejici z pryskyiniku a vykazujici antibakteridlni aktivitu. DalSim dilezitym
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ptredstavitelem skupiny alkaloidi je berberin, ktery ma schopnosti vmezetfovat se do
bakterialni DNA a také ma potencialni ucinky proti trypanozomam a plasmodiim.

Vétsina alkaloidll jsou bezbarvé pevné latky, bez zapachu, které jsou Spatné rozpustné ve
vodé, avSak dobie Vv etanolu chloroformu, éteru a ve smési chloroformu s éterem
(Cowan, 1999). V rostlinach jsou alkaloidy vazany jako soli organickych kyselin (kyselina

Stavelova, octova, mlécnd, jable¢nd, vinna apod.).
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Obr. 23. Berberin
3.6 Charakteristika vybranych konvenc¢nich konzervanti v potravinarstvi

3.6.1 Kyselina sorbova — E200

Jedna se o jedno z nejpouzivanéjSich konzervacnich ¢inidel, ktera zabranuji risti plisni,
kvasinek a néckterych bakterii (Vrbova, 2001). Vyrébi se synteticky pfidanim hydroxidu
sodného do kyseliny mlééné nebo pomoci bakteridlni fermentace Skrobil nebo melasy.

pouzivany jeji draselné, vapenaté a sodné soli (tzv.: sorbaty) (Cauvain, 2003). Najdeme ji
napiiklad v Cerstvych syrech, mlé¢nych a masnych vyrobcich, v dochucovadlech jako jsou
zalivky na saldty, majonéza, kecup, hoiCice a dalSi dressingy, ve S$tavach a sirupech,
vV suSeném ovoci nebo sterilizované zelenin¢ atd. PouZiva se v koncentratnim rozmezi
0,05-0,2 %. Jeji optimalni pH je 5,5 az 6,5, ale i tak je pomérné nestabilni, proto zavisi na pH
potraviny. Pouziti kyseliny sorbové je zakézano v saldtech typu: patizsky salat, rybi salat a
dal§ich. Dale pak v pecivu, protoze by mohla maskovat pifitomnost mikroorganismi

zptisobujicich otravy z jidla (Vrbova, 2001).

31



Kyselina sorbova a jeji soli se v téle dobfe metabolizuji. Pokud je t€lo normalné
okysli¢ovano, pak je polocas vstiebavani kyseliny sorbové v téle 40-110 min (Cauvain,

2003). V CR je latka povolena pro omezené druhy potravin.
3.6.2 Sorban draselny — E202

Sorban draselny je draselna sill kyseliny sorbové, ktera je dobie rozpustna ve vod¢. Tento bily
krystalicky prasek zpomaluje rust plisni a kvasinek. Pouziva se napfiklad pii vyrobé sirupt,
nealkoholickych napoji, syri nebo peciva. Pro potravinaiské ucely se vyrabi syntetickou
cestou, piidanim hydroxidu draselného do kyseliny sorbové. Latka je ve vétsiné piipadu bez
nezadoucich ucinkd, ojedinéle se vSak muze vyskytnout alergicka reakce, ktera se projevuje
naptiklad podrazdénim kaze & o&i. V CR je pouziti latky regulovano zakonem.

(Vrbova, 2001)
3.6.3 Nisin—E234

Nisin je polypeptid, ktery méa velmi nizkou molekuldrni hmotnost. Vyskytuje se ve forme
krystalkti. Je to konzervaéni latka vyrabéna bakterii Lactococcus lactis. Pouziva se jako
konzervaéni €inidlo v syrech a mléénych vyrobcich, kde pisobi proti né€kterym patogennim
bakteriim. Bakterie vyrabé&jici nisin se pouzivaji pii fermentacnich procesech
v mlékarenském primyslu a samotny nisin se pfirozené nachazi v nékterych fermentovanych
mléénych vyrobcich. Nejsou znamy Zadné nezadouci ucinky nisinu a latka ma status GRAS
(generally recognized as safe - tzn. ze je latka povazovana za bezpe¢nou). Piijatelna denni
davka je 0 - 0,25 mg.kg™” t&lesné hmotnosti. V Ceské republice se v minulosti nisin jako
pridatna latka nesmél pouzivat, nyni ji vSak lze pouzit pii vyrobé pudinkli a syra.

(Vrbova, 2001).
3.6.4 Kyselina octova — E260

Tato karboxylova kyselina se bézné vyskytuje v pfirod¢ naptiklad v jablkach, syrech, kakau,
vinnych hroznech, odstfedéném mléku, pomerancich, broskvich nebo jahodach. Je to
viskozni, bezbarva a ve vod¢ rozpustna kapalina ostrého zapachu. Pro potravinaiské ucely se
vyrabi z lihu, ovocnych vin ¢i mostli. Vyuziva se predevSim jako tradicni prostiedek
k okyselovani a dochucovani rtiznych pokrmt. Vykazuje silné antimikrobialni ucinky a
pfidava se do potravin jako konzervant k zamezeni rlstu bakterii a kvasinek. Diky svym

vlastnostem se také pouziva jako rozpoustédlo (hlavné barviv) a upravuje pH (Vrbova 2001).
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S klesajicim pH jeji u¢innost roste. Koncentrace kyseliny octové vyssi nez 4 — 6% ptisobi
zhoubné na mnoho druhl bakterii. Spory plisni vSak snaseji i 6% koncentraci octa velmi
dlouho. Koncentraci kyseliny octové v potravinach vSak neni mozné libovolné zvySovat,
nebot’ obsah kyseliny ma velky vliv na chut’ potravin. Bézn¢ se pouzivaji koncentrace od 1,5-
3 % kyseliny octové, vyjimecné pak 5% (Kyzlink, 1980). Kyselina octova ma pii vyrobé
potravin dlouhou tradici a je pfirozenou slozkou lidské potravy. Ve vyssich koncentracich
muze zpusobovat poskozeni sliznic zazivaciho ustroji, které vede az ke krvaceni a tvorbé

viedu. I pfi 5% koncentraci miize svédit ¢i drazdit pokozku. (Vrbova 2001).
3.6.5 Kyselina mlééna — E270

Kyselina mlécna se vyskytuje v mase. Je to snadno rozpustna bezbarva tekutina bez zapachu a
s nakyslou chuti, Casto sirupovité konzistence. Pouziva se jako okyselujici a ochucujici latka,
ktera zvyraziuje chut, zesiluje u€innost antioxidantl, ovlivituje hodnotu pH a miize byt vyuzita
jako rozpoustédlo. Vytvaii bezbarvé krystaly. Vznika v t€le z glykogenu ve svalech a vyplavuje se do krve.
Utinkuje rovnéZ jako antimikrobilni latka a nosi¢. Pouziva se napiiklad v nealkoholickych
napojich, kterym dodava piijemnou kyselou chut’, dale pak v cukrovinkéach, olivach, margarinech,
susenych vajeénych bilcich, vnékterych druzich peciva, mrazenych dezertech, maslech, dzemech,
kojeneckych vyzivach aj.. Pfirozené konzervuje potraviny jako kysané zeli, okurky, jogurty, smetana
nebo syry, ve kterych udrzuje rovnovahu kyselosti jiz pii jejich vyrobé. Kyselina mlécna se vyskytuje ve
dvou formach: D (negativni) a L (pozitivni). Ob¢ tyto formy se piirozené¢ vyskytuji v kvasenych
potravinach. D-forma zptsobovala u kojencii piekyseleni, sniZzeni vahy, dehydrataci, prijem a
zvraceni, avSak L-forma tyto nezadouci G¢inky nevyvolava. U pokusnych kieckt zptisobovalo
pravidelné podavani vysSich davek kyseliny mlééné odvapnovani zubni skloviny. Jiné
nezadouci u¢inky nejsou znamy, a jelikoz se prirozené vyskytuje ve vech zivych organismech, je

kyselina mlécna povazovana za bezpecnou latku (Vibova, 2001).
3.6.6 Mlécnan sodny — E325

Mlécnan sodny je zvlhCujici latka, kterda se pouziva pro zvyraznéni chuti, upravu pH a také
jako emulgator. Diky své schopnosti vazat a zadrZzovat vodu se uziva napiiklad u peciva nebo
V masném primyslu. Dale pak pfi vyrobé syri, zavafenin, zmrzlin, suSenek, bonbonii a
dalSich. E325 také zvySuje ucinky antioxidantii. Stejné jako kyselina mlé¢na i mlé¢nan sodny
se vyskytuje ve variant¢ D (negativni) nebo L (pozitivni). D forma miize u malych déti

zpusobovat prekyseleni organismu, zvraceni a prijmy, jiné nezaddouci uc¢inky vSak nejsou
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znamy, prodeZ se latka povazuje za GRAS. V CR je E325 povolen (v nezbytném mnozZstvi)

témer ve vSech potravinach. Vyjimkou jsou naptiklad détské prikrmy. (Vrbova, 2001)

3.7 Kombinace konvenc¢nich a prirodnich rostlinnych konzervanti

3.7.1 Synergie oregana a klikvy velkoplodé s kyselinou mlé¢nou (E270) a mlé¢nanem
sodnym (E325)

V roce 2005 se poprvé objevila studie, kde byla zkoumdna antimikrobidlni synergie mezi
kyselinou mlé¢nou, extraktem zoregana (Origanum vulgare) a klikvou velkoplodou
(Vaccinium macrocarpon) (Lin et al., 2005). Kyselina mlééna je znama jako konzervant
E 270. Oregano a klikva jsou rostliny povazované za GRAS (Generally Recognized as Safe)
neboli vSeobecné povazované za bezpecné a pouzivaji se nejen pro ochuceni potravin, ale
n¢kdy také jako potencidlni funkéni slozky, které jsou zndmé svou antimikrobidlni ¢innosti
souvisejici s fenolovymi skupinami. V této studii byla zkouména jejich antimikrobidlni
aktivita na inhibici Vibrio parahaemolyticus, coz je potencionalné patogenni bakterie, ktera se
Casto vyskytuje u usti fek, pobliz motfe a u zivocichl, ktefi tato prostiedi obyvaji. Tato
bakterie zplisobuje gastroenteritidu a clovek se mize nakazit konzumaci kontaminovanych
vyrobki z ryb nebo moiskych plodi (Bartosova, Hanulikova, 2014). Vyzkum byl proveden
na filetech z tresky a na krevetach.

Nejprve byl vliv oregana, klikvy a E270 na inhibici Vibrio parahaemolyticus zkouman v TSB
(Tryptic Soy Broth). Samotna kyselina mlé¢na neméla na bakterii téméf zadny vliv, extrakt
z Oregana ucinné snizil pocty Vibrio parahaemolyticus a extrakt z klikvy mél o néco nizsi,
avSak ne nevyznamny vliv. Data ukazala, Ze antimikrobidlni u¢inek extraktu z oregana muiiZze
byt jesté zvysen pridanim klikvového extraktu (pfi pfidani na rovnocenné fenolové bazi - 0,01
mg.ml'1 fenolti, hmotnost 1:1). Antimikrobidlni G¢inek této smési se jesté vyznamné zvysi v
pfitomnosti kyseliny mléné (obrazek 24). Pii pouziti E270 k upravé pH na 6,0 byly

Zivotaschopné bunky bakterie téméf inhibovany.
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Obr. 24. Inhibice Vibrio parahaemolyticus oreganem, klikvou a E270. Celkova fenolova

koncentrace byla 0,01 mg.mI™ (Lin et al., 2005).

Stejné studie byly také provedeny pii koncentraci 0,1 mg.ml™ fenoli (hmotnost 1:1). Ukézalo
se, Ze pocet zivotaschopnych bunék bakterie byl jesté nizsi. Tyto studie zietelné ukazuji, ze
oregano-klikvova smés (pfi obsahu fenolickych latek v mnozstvi 0,1 mg.ml?,
koncentraci 1:1), v kombinaci s kyselinou mléénou (pH 6,0), uplné¢ inhibovala Vibrio
parahaemolyticus. Stejné testy pak byly provedeny piimo na filetech z tresky a na krevetach,
které byly inkubovany po dobu 8 dnli pfi teploté 4°C. Vysledky byly obdobné jako u TSB.
Samotné extrakty z klikvy nebo oregana sniZily pocet bakterii, jejich smés (0,1 mg.ml™, o
koncentraci 1:1) pak byla vyraznéji i¢innéjsi a pii kombinaci s kyselinou mlécnou (pH 6,0) se

uz po Ctyfech dnech podatilo bakterii inhibovat (viz obrazek 25).
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Obr. 25. Synergicky Gc¢inek smési oregana a klikvy na inhibici Vibrio parahaemolyticus na
rybach. Rybi fezy byly inkubovany pfi teploté 4°C po 8 dnl. Celkova fenolova koncentrace
byla 0,1 mg / ml. Hodnota pH rybich platki po pouziti kyseliny mlééné byla 6,0. O / C =
oregano-klikvova smés 1:1. Kontrolou byly rybi platky, ve kterych byly antibakterialni latky

nahrazeny stejnym objemem vody (Lin et al., 2005).

Buniky vystavené fenolickym latkam byly prokazatelné citlivéjsi na nizké pH, ackoliv existuji
studie naznacujici, Zze Vibrio parahaemolyticus je dokonce vice acidotolerantni nez vétSina
potravinovych patogent (Sorrells et al., 1989). Poskozeni bunééné membrany by mohlo
vysvétlit pozorované efekty, jelikoz fenoly mohou zplsobovat bunéénym membrandm
subletalni  poSkozeni  (tzn.:  zpUsobuji naruSeni  protonmotivni sily (PMF))
(Shetty a Labbe, 1998).

Vysledky tedy ukazaly, Ze antimikrobidlni aktivita smési oregana a klikvového extraktu byla
v inhibici Vibrio parahaemolyticus lepsi nez jednotlivé extrakty pii stejné koncentraci. Idealni
antimikrobialni aktivita smési rostlinnych extrakti proti Vibrio parahaemolyticus byla
pozorovana u smési 50% (Origanum vulgare) a 50% (Vaccinium macrocarpon) pii

kombinaci s kyselinou mlé¢nou (pH 6,0).

Dalsi studie zkoumala vliv oregano-klikvové smési v kombinaci s mléénanem sodnym na
Listeria monocytogenes. Vysledky ukazaly, ze kombinace extrakti z oregana a klikvy v
poméru 1:1 s2 % mlécnanu sodného méla nejlepsi inhibi¢ni u€inek U testovaného kmene.
Studie byly provadény s oregano-klikvovou smési (1:1) v pfitomnosti a neptitomnosti E325

pfi teploté 37 °C a 4 °C. Inhibice byla monitorovana po dobu 72 hodin. Ukazalo se, ze sama
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oregano-klikvova smés méla inhibi¢ni Gcinek, avSak pfidanim 2% mléénanu sodného se
inhibice Listeria monocytogenes jesté¢ zvysila. V zajmu rozsifeni hodnoceni na delsi dobu
bylo snizeno mnozstvi laktatu sodného z 2% na 1% pfti zachovani hodnoty pH 5,5. I za téchto
podminek byl pozorovan pomérné¢ vyrazny inhibicni ucinek. Jiz diive bylo zjisténo, ze
antimikrobidlni uc¢inek mlécnanu je vyrazngjsi pii nizSich hodnotach pH, protoze za téchto
podminek je mlécnan pfitomen v méné disociované podobé. Nejvyraznéjsi byla inhibice
Listeria monocytogenes pii pH 6 a pii teploté 4 °C za ptitomnosti 2% mléénanu sodného a

oregano-klikvové smési v poméru 1:1 pii koncentraci 750 ppm (Apostolidis, 2008).

3.7.2 Antimikrobialni a synergické ucinky nisinu (E234) a chitosanu s rostlinnymi

latkami

Saei-Dehkordi et al. (2012) testovali antimikrobialni a antioxida¢ni aktivitu esencialniho oleje
z Echinophora platyloba v kombinaci s chitosanem, nisinem, monolaurinem a
amfotericinem B. Antimikrobialni aktivita byla testovana na Listeria monocytogenes, Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Candida tropicalis, Rhodotorula rubra a
Rhodotorula mucilaginosa. Nejhojnéjsimi slouceninami obsazenymi v esencialnim oleji
z Echinophora platyloba byly thymol (27,19%), trans-ocimene (20,89%), karvakrol (7,22%),
(E)-sesli-lavandulol (5,59%), limonen (4,46%) a geraniol (3%).

Sam olej z Echinophora platyloba vykazoval antioxida¢ni aktivitu. Tato aktivita byla
hodnocena za pouziti bélicich testii B-karotenu. Antioxida¢ni slozky v esencialnich olejich
zbrzdi rozsah béleni B-karotenu. Tento postup vede k udrzovani B-karotenovych molekul
Vv prostfedi za ucelem neutralizace volnych radikald, které jsou Skodlivé pro uchovani a
zpracovani potravin vzhledem k jejich oxida¢nim vlastnostem (Kulisic et al. 2004).

Vysledky studie ukazaly, ze olej z Echinophora platyloba ma ucinnou antimikrobidlni
aktivitu proti mikroorganismtm (Obrazek 26). Zda se, ze nejvice citlivé mikroorganismy byly
kvasinky, zejména Rhodotorula mucilaginosa a Rhodotorula rubra. V ptipadé kvasinky
Candida albicans, byla MIC (Minimal Inhibitory Concentration) podobna gram-pozitivnim
bakteriim. Nejmensi nachylnost na tento esencialni olej vykazovaly gram-negativni bakterie.
Konkrétné nejméné nachylna byla bakterie Pseudomonas aeruginosa. Resistence gram-
negativnich bakterii mize byt vysvétlena jejich hydrofilni povahou nepropustné vnéjsi
membrany proti lipofilnim slou¢eninam, jako jsou esencialni oleje (Ozturk a Ercisli, 2006).

Nicméné piitomnost 2 velkych fenolovych slozek, jako je thymol a karvakrol, které maji
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oxidaéné-redukéni potencial, by mohla byt povazovana za velmi u¢inny faktor (co se
antimikrobidlnich vlastnosti oleje tyce).

Jak je ukazano na obrazku 26, gram-negativni bakterie byly odolné vii¢i nisinu a obdobn¢
vaci monolaurinu. Gram-pozitivni bakterie naopak nebyly proti nisinu a monolaurinu odolné.
Tyto vysledky jsou v souladu s pfedchozim studiem Branen a Davidson (2004). Podle El-
Sharifa a Hussaina (2011), chitosan jako latka rozpustna v kyseliné octové muze inhibovat
gram pozitivni a gram-negativni bakterie a také Candida albicans. Jejich studie ukazala, Ze je
zapotiebi vys§i koncentrace chitosanu pro inhibici gram-negativnich bakterii ve srovnani s
koncentraci potifebnou pro inhibici gram-pozitivnich bakterii (jako je Staphylococus aureus)
nebo Candida albicans. Bylo zjisténo, ze chitosany s niz$i molekulovou hmotnosti maji
silngj8i antimikrobialni aktivitu nez nativni chitosany. Potvrzuji to studie provadéné na
raznych mikroorganismech, jako je napiiklad Bacillus cereus, Escherichia coli,
Staphylococus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, Bacillus subtilis, a

Listeria monocytogenes (Goy et al. 2009).

Table 3-Antimicrobial activity of Echinophora platyloba DC. essential oil, nisin, chitosan, and monolaurin used alone against the
selected organisms.

Essential oil Nisin Chitosan Monolaurin Amphotericin B

Organism MIC* MIC MIC MIC MIC
Gram negative

Salmonella typhimurium 896 =113.60 960 496 NT®

Escherichia coli O157:H7 896 =113.60 720 A% NT

Pseudomonas aeruginosa 1344 >113.60 1440 496 NT
Gram positive

Listeria monocytogenes 336 7.20 720 24 NT

Staphylococcus aureus 4438 28.40 360 32 NT

Bacillus cerens 672 43.20 1440 64 NT

Bacillus subtilis 672 56.80 960 43 NT
Yeast

Candida albicans 448 NT 480 NT 1.80

Candida tropicalis 448 NT 720 NT 2.40

Rhodotorula rubra 336 NT 360 NT 1.20

Rhodotorula mualaginosa 224 NT 240 NT 0.90

*Minimum inhibitory concentration (pg/mL).
bNot tested.

Obr. 26. MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace) nisinu, chitosanu a dalSich latek na

mikroorganismy (Saei-Dehkordi et al., 2012); NT - netestovano
Synergismus oleje s nisinem a chitosanem proti gram-negativnim bakteriim, je u¢inn&jsi nez

proti gram-pozitivnim bakteriim. Naopak, kombinace oleje s monolaurinem vykazovala mirné

siln€j$i synergismus v piipad¢ gram-pozitivnich bakterii (obrazek 27).
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Essential oil of E. platyloba DC. + Chitosan +

Amphotericin Amphotericin
Nisin Chitosan Monolurin B B
Organism FICI Int.h FICI Int. FICI Int. FICI Int. FICI Int.
Gram negative .
Salmonella typhimurium =0.31 Syn’ 0.38 Sym. <=0.50 Syn. NT NT
=0.19 Syn. 0,38 Syn.
Escherichia coli O157:H7 <0.38 Sy 0.31 Syn. <0.75 Add. NT NT
=031 Sym. 0.38 Syn.
Dseudomonas aeruginosa <0.31 Sym. 050 Syn. <38 Sym. NT NT
<(0.28 Syn. =0.31 Syn.
Gram positive
Listeria monocytogernes 0.50 Syn. 0.50 Syn. 0.50 Syn. INT INT
Staphylocoarus aures 0.38 Syn. 0.50 Syn. 0.50 Syn. NT NT
0.38 Syn.
Bacilius erens 0.63 AddJ 0.50 Syn. 0.28 Syn. NT NT
0.56 Add 0.31 Syn.
Barillus subiilis 0.50 Syn. 0.31 Syn. 0.31 Syn. NT NT
0.38 Syn. 0.31 Syn.
Yeast
Candida albicans NT 0.50 Syn. NT 0.28 Syn. 0.28 Syn.
0.25 Syn. 0.3 Syn.
Candida tropiaahis NT 0.33 Syn. NT 0.28 Syn. 0.31 Syn.
0.38 Syn. 0.38 Syn.
Rhodotomila mbrs INT 0.75 Add INT 028 Syn. 0.31 Sy,
0.63 Add 0.38 Syn. 0.31 Syn.
Rhodotomila mucilaginosa INT 0.63 Add. NT 0.31 Syn. 0.31 Syn.
0.63 Add 0.38 Syn. 0.31 Syn.

Obr. 27. Shrnuti antimikrobialni interakce stanovené FIC indexy gram-pozitivnich bakterii,
gram-negativnich bakterii, a kvasinek (Saei-Dehkordi et al., 2012); NT — netestovano, Syn. —
synergie, Add. - aditiva

Pouzivani antimikrobialnich kombinaci, které maji synergické nebo aditivni ¢inky, mize byt
strategické pro inhibici nebo kontrolu potravinovych patogenii nebo organismi kazicich
potraviny. Tento koncept je v podstaté Cerpan z vyskytu rezistentnich mikrobialnich kment,
oproti konzerva¢nim (antimikrobialnim) latkam jako je nisin (Singh et al., 2001). Ve
skutenosti miize vést synergicky jev mezi esencidlnimi oleji, potravinarskymi aditivy a
konzervaénimi latkami k pouziti niz§iho mnozstvi esencialniho oleje a konzervacnich
prostiedkti. Niz$i pouzité mnozstvi dvou antimikrobialnich latek ve vzajemné kombinaci
pfina§i dvé vyhody: (1.) nepfitomnost silného nezaddouciho aromatického zapachu
charakteristického pfi pouziti esencidlniho oleje a sniZzeni mnozstvi poZadovaného
potravinového konzervantu; a (2.), pfistup k vyznamnéj$§im antimikrobialnim aktivitam
(Kalemba a Kunicka 2003).

Synergicky antimikrobialni jev mezi nisinem a slozkou esencialniho oleje (jako je thymol a

v w7

karvakrol) na Bacillus cereus byl (pfi nizSich hodnotach pH a nizkém tepelném zpracovani)
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hlasen jiz diive (Periago a Moezelaar 2001). V souladu s Ettayebiem et al. (2000), byl
pozorovan synergicky efekt pro kombinaci thymolu a nisinu proti Listeria monocytogenes a

Bacillus subtilis.

Dos Santos et al. (2012) testovali na stolnich hroznech antimikrobidlni aktivitu chitosanu
v kombinaci s vytazkem z dobromysli obecné (Origanum vulgare) proti Rhizopus stolonifer a
Aspergillus niger.

Studie hodnotila G¢innost pouziti kombinace chitosanu (CHI) a esencialniho oleje z
Origanum vulgare (OV) na inhibici Rhizopus stolonifer a Aspergillus niger na laboratornich
médiich a na hroznech (Vitis labrusca) a jeji vliv na fyzikalni, fyzikalné-chemické a
senzorické vlastnosti plodu pti skladovani (25°C po dobu 12 dni a 12°C po 24 dni).

CHI a OV vykazovaly hodnoty MIC ve vysi 10 mg.ml™ a 10 ml / ul, respektive, jak proti
Rhizopus stolonifer, tak proti Aspergillus niger. Na zaklad¢ téchto MIC hodnot CHI a OV
byly pouzity jejich kombinace v rtznych sub-inhibi¢nich a inhibi¢nich koncentracich v
testech, které méfi dopad na rist mycelia. Béhem 7 dnd inkubace smés CHI a OV silné
inhibovala (88-100%) rust testovacich houbovych kmen v porovnani s kontrolnimi testy
(Obrazek 28.).

Analyzy spor Rhizopus stolonifer, vystavenych riznym CHI a OV koncentracim, odhalily
zmény ve tvaru a struktufe, se zvySenym vadnutim a prohloubenim typickych hiebent. Stejné

tak u Aspergillus niger smés zpusobila ostré morfologické zmény spor a rozruseni jejich

struktury.
Inhibition (%
Combinations Days of exposure
3 5 7

Rhizopus stolonifer URM 3728
CHI (10 mg/mL) + OV (5 pL{mL) 97% O8% 99%
CHI (10 mgfmL) + OV (2.5 pL{mL) 95% 96% 98%
CHI (10 mgfmL) + OV {1.25 pL/mL) 04% 06% 97%
CHI (5 mg/mL) + OV (5 pL/mL) 92% 043 96
CHI (5 mg/mL) 4+ OV (2.5 pL{mL) Q0% 92% 04
CHI (5 mgjmL) + OV (1.25 pL{mL) 89% 91% 92%

Aspergillus niger URM 5842
CHI (10 mg/mL) + OV (5 pL{mL) 99% 99% 100
CHI (10 mg/mL) + OV (2.5 pLimL) Q7% Q8% 99%
CHI (10 mg/mL) + OV (1.25 pL/mL) 95% 97 Q9%
CHI (5 mgjmL) + OV (5 pL{mL) 92% 96% 098%
CHI (5 mg|mL) + OV (2.5 pL{mL) 80% 94 97
CHI (5 mg/mL) + OV (1.25 pL{mL) 88% o0 95%

Obr. 28. Inhibice rustu Rhizopus stolonifer a Aspergillus niger v kapaliné po 7 dnt od
vystaveni rizné koncentrace CHI a OV (dos Santos et al., 2012); CHI — chitosan, OV —

esencialni olej z dobromysli obecné
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Plody potazené CHIOV5 (CHI 5 mg.ml™* + OV 5 ml / pl) CHIOV2.5 (CHI 5 mg.mI™ + OV
2,5 ml / ul), skladované pii nizké teploté¢ a kontaminované Rhizopus stolonifer neprokazaly
viditelny rist plisné po celou dobu skladovani. Hrozny ulozené pii pokojové teploté (25° C) a
potazené CHIOV2.5 ukazal viditelny rast Rhizopus stolonifer teprve po 12 dnech skladovani
(25% infikovanych plod). CHIOVS5 byl schopen inhibovat rist hub po celou dobu
skladovani jak pfi pokojové, tak pti nizké teploté. V kontrolni skupiné bylo na konci doby
skladovani pfi pokojové teploté infikovano 80% plodu a 100% bylo infikovano pii nizkych
teplotach. Rast Aspergillus niger na ovoci potazeném CHIOVS a CHIOV2.5 a skladovaném
pti nizkych teplotach byl viditelny od 10. dne skladovani (25% infikovanych plodt), a 33%
plodi bylo infikovano 12. den skladovani. Rust Aspergillus niger na ovoci potazeném
CHIOV2.5 a skladovaném pii pokojové teploté, byl viditelny od 4. dne skladovani (25%
infikovaného ovoce), a 12. den skladovani dosahl 35%. Mira infekce Aspergillus niger na
kontrolnim vzorku byla na konci skladovani vyssi nez 65%.

Sanchez-Gonzales et al. (2010) uvadi, ze chitosanové natéry (19.100 ml™), nebyly Gc¢inné pfti
inhibici Penicillium italicum, zatimco kombinované pouziti chitosanu (1 g.100ml™) a
esencionalniho oleje bergamotu (0,5-3 m1.100ml™) bylo G&inné pii inhibici ristu této houby
po celych 12 dni skladovani pii teploté 20° C. Obecné plati, ze studie ukazaly, ze molekula
CHI vykazuje vice konzistentni antimikrobidlni aktivitu proti bakteriim, zatimco vliv na
vlaknit¢ houby a kvasinky je variabilni (Tharanathan a  Kittur, 2003;
Sanchez-Gonzales et al, 2010). Kombinace CHI a OV v sub-inhibi¢ni koncentraci zptsobily
znacné¢ morfologické zmény u spor (vadnuti, naruSeni, ztrita bunéného materialu,
prohloubeni hiebenll) a mycelia (probirka, zvrasnéni a ztrata cytoplazmatického materialu) z
Rhizopus stolonifer a Aspergillus niger. Tyto zmény naznacuji, Ze mechanismus, kterym CHI
a OV brani kliceni, vychédzi z jejich interakce s bunécnou sténou spor (Sharma a Tripathi
2008).

Kombinované pouZiti testovanych sloucenin navic nemélo negativni vliv na fyzické a
fyzikalné-chemické aspekty hroznl a jejich senzorické vlastnosti po dobu skladovani. Tato
zjisténi ukazuji potencial kombinovaného pouziti CHI a OV v sub-inhibi¢nich koncentracich
pro regulaci rdstu a preziti patogenni plisné v ovoci, zejména Rhizopus stolonifer a
Aspergillus niger v hroznech. Smés testovanych latek by mohla byt alternativou syntetickych
antimykotik, které jsou v soucasné dob¢ vyuzivany ke snizeni poskliziové ztraty z tohoto

biologického znecisténi.
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Sivarooban et al. (2007) testovali kombinaci nisinu a extraktu z hroznovych jader (GSE) na
inhibici Listeria monocytogenes. Studie probéhla na TSB s 0,6% kvasinkovym extraktem
(TSBYE) a na povrchu krutich parki. TSBYE bylo inkubovano pi#i 37 °C po dobu 72 h a
kraty parky pii 4 nebo 10 °C po dobu 28 dnii. Ve vSech ptipadech vykazovala kombinace
nisinu a extraktu z hrozovych jader vyssi inhibi¢ni aktivitu na rast Listeria monocytogenes,
nez samotny nisin (ktery nevykazoval dokonce zadnou inhibi¢ni aktivitu) nebo samotny GSE.
Pii kombinaci téchto dvou latek doSlo ke snizeni poctu Listeria monocytogenes na

nedetekovatelnou hladinu jiz po 15 hodinéch.

WV Wew

MV

octové v inaktivaci s patogennimi bakteriemi z potravin ulozenych v 5°C a 22 °C. Vzorky
byly ptipraveny pro dosazeni riznych koncentraci pfidanim kyseliny octové (0, 0,5, nebo 1%)
spolu s hoi¢i¢nou moukou (0, 10, nebo 20%) a 2% roztoku chloridu sodného.

Testovanymi mikroorganismy byly: Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella
enterica serovaru typhimurium.

Zkoumalo se pieziti potravinovych patogenti skladovanych v riznych roztocich obsahujicich
hoi¢i¢nou mouku a kyselinu octovou pii teplot¢ 5 °C. Salmonella enterica serovaru
typhimurium byla potla¢ena ve vSech kombinovanych oSetfenich s vyjimkou kontroly. Po 1
dni skladovani, Salmonella enterica serovaru typhimurium nebyla detekovana. Escherichia
coli O157: H7, byla inhibovana pomaleji ve srovnani s Salmonella enterica serovaru
typhimurium a nedetekovatelna po 5 dnech. Listeria monocytogenes byla z testovanych
mikroorganismil za téchto podminek nejodolnéjsi. Zcela inhibovana byla az po 9 dnech.
Bohuzel se ale ukazalo se, ze kombinace 10 ¢i 20 % hoicice a 0,5% kyseliny octové mélo
mouky ¢i kyseliny octové.

Pii 22 °C vykazovaly mikroorganismy vétsi citlivost oproti testim pii 5 °C. Salmonella
enterica serovaru Typhimurium byl inhibovany jiz po 12 hodinach. Také pocet Escherichia
coli O157: H7 a Listeria monocytogenes byly snizeny mnohem rychleji pfi teploté 22 °C, nez
pfi teploté 5 °C.

Piedchozi studie ukazaly, Ze gram-negativni bakterie byly citlivéj$i nez gram-pozitivnim
bakterie za podobnych podminek (Lin et al. 2000). Nékteti vyzkumnici zkoumali preziti
potravinovych patogent v hoi¢ici a souvisejicich produktech. Tsai a Ingham (1997) zjistili, ze

vSechny kmeny Escherichia coli O157: H7 a Salmonella enterica serovaru Typhimurium
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zemiely po 1 hodiné v hoft¢ici o (pH 3,1), bez ohledu na teplotu skladovani (5 a 23 °C). Také
uvadi, ze kmeny Escherichia coli O157: H7 a Salmonella enterica serovaru Typhimurium se
1épe adaptuji na kyseliny a piezivaji déle v keCupu o (pH 3.6) nez v hoicici o (pH 2,8).
octovou ma men$i baktericidni ucinek proti Escherichia coli O157: H7 a Listeria
monocytogenes, nez hoicice samotna. Krom¢ toho, se v dal§im experimentu zjistilo, ze
kombinace malych mnozstvi kyseliny octové (0,25, 0,50, a 0,75%) s 10% hoic¢ice neprojevila
zadny synergicky nebo aditivni ucinek na inhibici Escherichia coli O157: H7 (Rhee et
al. 2003).

Je vsak obtizné pochopit, pro¢ hoicice s vyssim pH (> 5.0) méli lepsi antimikrobialni Gi¢inky
nez hoicice s kyselinou octovou s pH (<4,0). Prvni hlavni pfedpoklad pro nedostatek
synergického nebo aditivniho efektu u kombinace hoi¢ice a malého mnozstvi kyseliny octové
v inhibici Escherichia coli O157: H7 a Listeria monocytogenes se tyka stability AITC ve
vodnych médiich.

Tsao et al. (2000) uvadi, ze Cisty sinigrin (glukosinolat nalézajici se v Castech nékterych
rostlin z ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae) nepiimo zodpovédny za charakteristicky palivou
chut’ téchto plodin.) a AITC byli relativné stabilni ve vodé pufrované na pH 5,0 az 7,0.
V kombinaci s kyselinou octovou, mize byt AITC méné stabilni v prostiedi s niz§im pH.
Stabilizace AITC mitize pfispét k efektivngjSimu niceni potravin obsahujicich patogenni
bakterie. Druhy pfedpoklad se tykd neznamych slozek v komerénim octu. Komeréni ocet
muze obsahovat nékteré ethylestery, které mu davaji néco ze svého aroma, a jiné inhibi¢ni
slouceniny, nez je kyselina octova. Tteti pfedpoklad se tyka zmenSené¢ho antibakteridlniho
ucinku ptipravku (obsahujiciho malé mnoZstvi kyseliny octové), ktery by mohl byt zpiisoben
je zalozena piedevSim na jeji schopnosti snizovat pH. Nicméné se pak nedd vysvétlit
skutecnost, ze nebyl detekovan zadny rozdil v antimikrobialni sile mezi 10% hoicici s 0,5%
kyseliny octové (pH 3,84) a 20% hoicice s 0,5% kyseliny octové (pH 3,96) (Rhee et al.,
2003).

3.7.4 Kombinace sorbanu draselného (E202) a kyseliny sorbové (E200) s rostlinnymi

latkami

Azzouz a Bullerman (1982) uvadi, ze ucinnym antimykotikem proti Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus a Aspergillus ochraceus a ¢tyfem kmentim Penicillium je hiebicek,

ktery oddalil rist plisni o vice nez 21 dnt. Tito autofi nasli aditivni a synergické efekty
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kombinujici 0,1% hiebicku s 0,1% az 0,3% sorbanu draselného (E202). Tyto kombinace pak
oddalili klic¢eni plisni. Sebti a Tantaoui-Elaraki (1994) uvadi, ze kombinace kyseliny sorbové
(0,75 g.kg’l) a extraktu ze skoftice (20 g.kg'l) byla u¢inna pro inhibici rstu plisni a kvasinek
izolovanych z marockého pekarenského produktu, zatimco samotné kyseliny sorbové bylo
K inhibici studovanych mikroorganismi zapotiebi 2000 ppm. Matamoros-Leon et al. (1999)
hodnotili jednotlivé G¢inky sorbanu draselného a vanilinu a poté i jejich kombinace na rtst
Penicillium digitatum, Penicillium glabrum a Penicillium italicum. Jejich kombinace,
vykazovali FIC hodnoty 0,60-0,84. Kombinace E 202 a vanilinu tedy méla synergické uc¢inky
na inhibici zminénych plisni (Vigil et al., 2005).

Také kombinace sorbanu draselného s antioxidanty jako je butylovany hydroxyanisol (BHA),
butylovany hydroxytoluen (BHT), terciarni butylhydrochinon (TBHQ), a propylgalat (PG),
meli vy$§i  antimikrobidlni  aktivitu ve srovnani s jednotlivymi  slozkami
(Klindworth et al., 1979).

Tyto antioxidacni latky zpomaluji proces lipidové oxidace, coz je jednou z hlavnich pficin
kazeni potravin. Aby se zabranilo takovému znehodnoceni, pouziva potravinaisky pramysl
nckteré antioxidanty. Nej€astéji pouzivanymi antioxidanty jsou vySe zmitlované BHT (E231),
BHA (E320) a PG (E310), nicméné, vzhledem k jejich syntetickému puvodu, je jejich
bezpecnost a t€innost ¢asto zpochybiiovana. Vysledkem téchto pochybnosti je rostouci zajem
o latky rostlinného ptvodu, které vykazuji antioxida¢ni potencial a mohly by tedy nahradit

syntetické antioxidanty. (Viuda-Martos, 2011)
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4 Zavér

Vyuzivani synergického ucinku mezi rostlinnymi latkami a konvenénimi konzervanty miize
byt do budoucna velkym piinosem. Diky synergismu téchto latek by se mohlo snizit mnoZzstvi
pouzivanych chemickych konzervantii a pfitom zvysit jejich konzerva¢ni Gcinky. Konvencni
konzervanty mohou u nékterych lidi vyvolavat alergie a snizenim jejich mnozstvi v potravé
by doslo i ke snizeni jejich nezddoucich uc¢inkda.

V dne$ni dob¢ vzrustd touha lidi vést zdravy Zzivotni styl, tudiz je snizovani chemikalii
Vv potravé zadouci nejen ze zdravotnich divodu, ale i z hlediska poptavky na trhu.

Podafilo se najit rostlinné latky, které vykazuji v kombinaci s konvenénimi konzervanty
synergické uc¢inky a mohou tak byt pouzity k lepsi konzervaci potravin. Ukézalo se vSak, ze
kombinace téchto latek mize mit také antagonmisticky uc€inek a vést naopak ke sniZeni
antimikrobialniho efektu. A dale pak nékteré rostlinné latky pouzité ke konnzervaci potravin
maji za nasledek narusSeni senzorickych vlastnosti a nejsou tedy pro konzervaci vhodné.
Existuje nepieberné mnozstvi kombinaci téchto latek, které nejsou doposud prozkoumané,

proto je nanejvys vhodné tyto interakce nadale zkoumat.

45



5 Seznam pouzité literatury

Apostolidis, E., Kwon, Y.-1., Shetty, K. 2008. Inhibition of Listeria monocytogenes by
oregano, cranberry and sodium lactate combination in broth and cooked ground beef systems
and likely mode of action through proline metabolism. Journal of Food Microbiology.
128 (2). 317-324.

Ashurst, P. R. 1999. Food flavorings. 3rd ed. Aspen Publishers. Gaithersburg. p. 460. ISBN
08-342-1621-3.

Azzous, M. A., Bullerman, L. B. 1982. Comparative antimycotic effects of selected herbs,
spices, plant components a commercial antifungal agents. Journal of Food Protection. 45 (14).
1298-1301.

Bartosova, L. a Hanulikova, A. Mikrobialni pivodci alimentarnich onemocnéni [online].
SZPI. 11. Prosince 2014. [cit. 2015-03-19]. Dostupné z
http://www.szpi.gov.cz/docDetail.aspx?nid=11325&docid=1000167&chnum=3

Benkeblia, N. 2004. Antimicrobial activity of essential oils extracts of various onions (Allium
cepa) and garlic (Allium sativum). Lebensmittel-Wisseschaft und Technologie. 37 (2).
263-268

Borris, R. P. 1996. Natural products research: perspectives from a major pharmaceutical
company. Journal of Ethnopharmacol. 51 (1-3). 29-38.

BURT, S. 2004. Essential oils: Their antibacterial properties and potential application in fous.
International Journal of Food Microbiology. 94 (3). 223-253.

Butler L G. 1988. Effects of condensed tannin on animal nutrition. In: Hemingway, R. W.,

Karchesy, J. J., editors. Chemistry and significance of condensed tannins. Plenum Press. New
York. p. 553.

46



Branen, J. K., Davidson, P. M. 2004. Enhancement of nisin, lysozyme, and monolaurin
antimicrobial activities by ethylenediaminetetraacetic acid and lactoferrin. International
Journal of Food Microbiology. 90 (1). 63-74.

Cauvain, S. P. 2003. Bread Making: Improving Quality. 1. Vyd. Woodhead Publishing and
CRC Press LLC. Cambridge. p. 502. ISBN 1 85573 553 9.

Cowan, M. M. 1999. Plant products as microbial agents, Clinical Microbiology Reviews.
12 (4). 564 — 582.

Critchfield, J. W., Butera, S. T., Folks T. M. 1996. Inhibition of HIV activation in latently
infected cells by flavonoid compounds. AIDS Research and Human Retroviruses. 12 (1).
39-46.

Cechova, L. Janalikova, M. 2007. Obecna mikrobiologie. 1.vyd. Univerzita TomaseBati ve
Zling. Zlin. 190 s. ISBN 978-80-7318-516-9

De Vincenzi, M., Silano, M., Maialetti, F., Scazzocchio B. 2000. Constituents of aromatic
plants: Il. Estragole. Fitoterapia. 71 (6). 725-729.

Dixon R. A., Dey P. M., Lamb C. J. 1983. Phytoalexins: enzymology and molecular
biology. In: Meister, A., editor. Advances in Enzymology and Related Areas of Molecular
Biology. John Wiley & Sons. New York. 480 p.

Dorman, H. J., Deans, S. G. 2000. Antimicrobial agents from plants: antibacterial activity of

plant volatile oils. Jouurnal of Appliced Microbiology. 88 (2). 308-316.

Dos Santos, N. S. T., Athayde Aguiar, A. J. A., de Oliveira, C. E. V., Verissimo de Sales C.,
Silvanda de Melo e Silva, Rosana Sousa da Silva, Thayza Christina Montenegro Stamford,
Evandro Leite de Souza. 2012. Efficacy of the application of a coating composed of chitosan
and Origanum vulgare L. essential oil to control Rhizopus stolonifer and Aspergillus niger in
grapes (Vitis labrusca L.). Food Microbiology. 32(2). 345-353.

47


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Vincenzi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11077188
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silano%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11077188
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maialetti%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11077188
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scazzocchio%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11077188

El-Sharif, A. A., Hussain, M. H. M. 2011. Chitosan—-EDTA new combination is a promising
candidate for treatment of bacterial and fungal infections. Current Microbiology. 62 (3).
739-45.

Ettayebi, K., Yamani, J. E., Rossi-Hassani, B. 2000. Synergistic effects of nisin and tymol on
antimicrobial activities in Listeria monocytogenes and Bacillus subtilis. FEMS Microbiology
Letters. 183 (1). 191-195.

Geissman, T. A. 1963. Flavonoid compounds, tannins, lignins and related compounds. In:
Florkin, M., Stotz, E. H., editors. Pyrrole pigments, isoprenoid compounds and phenolic plant

constituents. Elsevier. New York. p. 265.

Gill, A. O., Delaquis, P., Russo,P., Holley, R. A. 2002. Evaluation of antilisterial action of
cilantro oil on vacuum packed ham. International Journal of Food Microbiology, 73 (1).
83-92.

Gill, A. O., Holley, R. A. 2006. Disruption of Escherichia coli, Listeria monocytogenes and
Lactobacillus sakei cellular membranes by plant oil aromatics, International Journal of Food
Microbiology. 108 (1). 1-9.

Goy, R. C., Britto, D., Assis, O. B. G. 2009. A review of the antimicrobial activity of
chitosan. Pol ‘imeros: Ci“encia e Tecnologia. 19(3). 241-247.

Hao, Y. Y., Bracket, R. E., Doyle, M. P. 1998. Efficacy of plant extracts in inhibiting
Aeromonas hydrophila and Listeria monocytogenes in refrigerated, cooked poultry. Food
Microbiology, 15 (4). 367-378.

Haslam, E. 1996. Natural polyphenols (vegetable tannins) as drugs: possible modes of
action. Journal of Natural Products. 59 (2). 205-215.

Hoult, J. R. S., Paya, M. 1996. Pharmacological and biochemical actions of simple

coumarins: natural products with therapeutic potential. General Pharmacology. 27 (4).
713-722.

48



Hynie, S. 2001. Farmakologie v kostce. 2. vyd. Triton. Praha. 520 s. ISBN 80-7254-181-1.

Chabot, S., Bel-Rhlid, R., Chenevert, R., Piche, Y. 1992. Hyphal growth promotion in vitro of
the VA mycorrhizal fungus, Gigaspora margarita Becker and Hall, by the activity of
structurally specific flavonoid compounds under CO,-enriched conditions. New Phytologist.
122 (3). 461-467.

Juneja, V., Friedman, M. 2007. Carvacrol, cinnamaldehyde, oregano oil, and thymol inhibit
Clostridium perfringens spore germination and outgrowth in ground turkey during shilling.
Journal Food Protection. 70 (1). 218-222.

Kalemba, D., Kunicka, A. 2003. Antibacterial and antifungal properties of esentials oils.
Current Medicinal Chemistry. 10 (10). 813—829.

Kazmi, M. H., Malik, A., Hameed, S., Akhtar, N., Noor Ali, S. 1994. An anthraquinone
derivative from Cassia italica. Phytochemistry. 36 (3). 761-763.

Keating G. J.,, O’Kennedy R. 1997. The chemistry and occurrence of coumarins. In:
O’Kennedy, R., Thornes, R. D., editors. Coumarins: biology, applications and mode of
action. John Wiley & Sons. New York. p. 348.

Kim, JE., Choi, NH., Kang, SCH. 2007. Anti-listerial properties of garlic shoot juice at
growth and morphology of Listeria monocytogenes. Food Control. 18 (10). 1198-1203.

Klindworth, K.J., Davidson, P. M., Brekke, C. J.,, Branen, A. L. 2006. Inhibition of
Clostridium perfringens by butylated hydroxyanisole. Journal of Food Protection. 43 (2).
564-567.

Koutsoumanis, K.., Lambropoulou, K.., Nychas, G-J. E. 1999. A predictive model for the
non-thermal inactivation of Salmonella enteritidis in food model system supplemented with a

natural antimicrobial. International Journal of Food Microbiology, 49 (1-2). 63-74.

Kulisic, T., Radonic A, Katalinic V, Milos M. 2004. Use of different methods for testing
antioxidative activity of oregano essential oil. Food Chemistry. 85 (4). 633-40.

49



Kyzlink, V. 1988. Teoretické zaklady konzervace potravin. 1. vyd. SNTL. Praha. 511 s.

Kyzlink, V. 1980. Zaklady konzervace potravin. 1. vyd. SNTL. Praha. 516 s.

Lin, C. M.. Preston, J. F., Wei, C. I. 2000. Antibacterial mechanism of allyl isothiocyanate.
Journal of Food Protection. 63 (6). 727—734.

Lin, Y. T., Labbe, R. G., Shetty K. 2005.Inhibition of Vibrio parahaemolyticus in seafood
systems using oregano and cranberry phytochemical synergies and lactic acid. Innovative
Food Science and Emerging Technologies. 6 (4). 453-458.

Lochmann, O. 1999. Zaklady antimikrobni terapie. 2. vyd. TRITON, Praha. 127 s. ISBN 80-
7254-005.

Matamoros-Leén, B., Argaiz, A., Lopez-Malo, A. 1999. Individual and combined effects of
vanillin and potassium sorbate on Penicillium digitatum, P. glabrum and P. italicum growth.
Journal of Food Protection. 62 (5). 540-542.

Mendez, E., Moreno, A., Colilla, F., Pelaez, F., Limas, G. G., Mendez, R., Soriano, F.,
Salinas, M., De Haro, C. 1990. Primary structure and inhibition of protein synthesis in
eukaryotic cell-free system of a novel thionin, gamma-horothionin, from barley
endosperm. European Journal of Biochemistry. 194 (2). 533-5309.

Menon, K. V., Garg, S. R. 2001. Inhibitory effect of clove oil on Listeria monocytogenes in
meat and cheese. Food Microbiology. 18 (6). 647-650.

Moravcova, J. 2003. Biologicky aktivni piirodni latky. VSCHT Praha. 11-91.
Namba, T., Morita, O., Huang, SL., Goshima, K., Hattori, M., Kakiuchi, N. 1988. Studies on

cardio-active crude drugs. I. Effect of coumarins on cultured myocardial cells. Planta
Medica. 54 (4). 277-282.

50



Nanasombat, S., Lohasupthawee, P. 2005. Antibacterial activity of crude ethanolic extracts
and essential oils of spices against Salmonella and other enterobacteria. KMITL Science and
Technology Journal. 5 (3). 527-538.

Nonaka, GI., Nishioka, I., Nishizawa, M., Yamagishi, T., Kashiwada, Y., Dutschman G. E.,
Bodner, A. J., Kilkuskie, R. E., Cheng, YC., Lee, KH. 1990. Anti-AIDS agents. 2. Inhibitory
effects of tannins on HIV reverse transcriptase and HIV replication in H9 lymphocyte
cells. Journal of Natural Products. 53 (3). 587-595.

O’Kennedy R, Thornes R D, editors. Coumarins: biology, applications and mode of action.
John Wiley & Sons. New York. 1997. 348 p. ISBN 0471969974.

Ooshima, T., Minami, T., Aono, W., lzumitani, A., Sobue, S., Fujiwara, T., Kawabata, S.,
Hamada, S. 1993. Oolong tea polyphenols inhibit experimental dental caries in SPF rats

infected with mutans streptococci.Caries Research. 27 (2). 124-129.

Opletal, L., Simerda, B. 2005. Antiinvazivni latky p¥irodniho ptivodu jako aditiva do krmiv.
Ministerstvo zemédélstvi CR — Védecky vybor pro vyzivu zvifat. Vyzkumny ustav pro vyzivu

zvirat. 27 — 37.

Ozturk, S., Ercisli, S. 2006. The chemical composition of essential oil and in vitro
antibacterial activities of essential oil and methanol extract of Ziziphora persica Bunge.
Journal of Ethnopharmacology. 106 (3). 372-376.

Periago, P. M., Moezelaar, R. 2001. Combined effect of nisin and carvacrol at different pH
and temperature levels on the variability of different strains of Bacillus cereus. International

Journal of Food Microbiology. 68 (1-2). 141-8.

Piller, N. B. 1975. A comparison of the effectiveness of some anti-inflammatory drugs on

thermal oedema. The British Journal of Experimental Pathology. 56 (6). 554-559.

Rahman, A. 2003. Studies in natural products chemistry. Elsevier. New York. 2003. p. 916.
ISBN 0444515100.

o1



Rhee, MS., Lee SY., Dougherty, R. H., Kang, DH. 2003. Antimicrobial Effects of Mustard
Flour and Acetic Acid against Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, and
Salmonella enterica Serovar Typhimurium. Applied and environmental microbiology. 69 (5).
2959-2963.

Roller, S., Seeshar, P. 2002. Carvacrol and cinnamic acid inhibit microbial growth in fresh-
cut melon and kiwifruit at 4°C and 8°C. Letters in Applied Microbiology. 35 (5). 390-394.

Raybaudi-Massilia, R. M., Mosqueda-Melgar, J., Soliva-Fortuny, R., Mart'in-Belloso, O.
2007. Control of Pathogenic and Spoilage Microorganisms in Fresh-cut Fruits and Fruit
Juices by Traditional and Alternative Natural Antimicrobials. Journal of Food Protection.
70 (4). 1017-20.

Saei-Dehkordi, S. S., Fallah, A. A., Kousha, S. 2012. Chemical Composition and
Antioxidative Activity of Echinophora platyloba DC. Essential Oil, and Its Interaction with
Natural Antimicrobials against Food-Borne Pathogens and Spoilage Organisms. Journal of
Food Science. 77(11). 631-637.

Sallam, K.., Ishioroshi, M., Samejima, K. 2004. Antioxidant and antimicrobial effects of

garlic in chicken sausage. Lebensmittel-Wisseschaft und Technologie. 37 (8). 849-855.

Sanchez-Gonzales, L., Chafer, M., Chiralt, A., Gonzéilez-Martinez, C., 2010. Physical
properties of edible chitosan films containing bergamot essential oil and the inhibitory action

on Penicillium italicum. Carbohydrate Polymers. 82 (2). 277-283.

Sato, M., Fujiwara, S., Tsuchiya, H., Fujii, T., linuma, M., Tosa, H., Ohkawa, Y. 1996.
Flavones with antibacterial activity against cariogenic  bacteria. Journal  of
Ethnopharmacology. 54 (2-3). 171-176.

Scalbert, A. 1991. Antimicrobial properties of tannins. Phytochemistry. 30 (12). 3875-3883.

Sebti, F., Tantaoui-Elaraki, A. 1994. In vitro inhibition of fungi isolated from "pastilla" papers
by organic acids and cinnamon. Lebensmittel -Wissenschaft und Technologie. 27 (4).
370-374.

52


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23106123
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23106123

Serafini, M., Ghiselli, A., Ferro-Luzzi, A. 1994. Red wine, tea and anti-oxidants. Lancet. 344
(8922). 626.

Sharma, N., Tripathi, A., 2008. Effects of Citrus sinensis (L.) Osbeck epicarp Essentials oil on
growth and morphogenesis of Aspergillus niger (L.) Van Tieghem. Microbiological Research.
163 (3). 337-344.

Shetty, K., Labbe, R. G. 1998. Food borne pathogens, health and role of dietary
phytochemicals. Asia Pacific Journal of Clinical Nutrition. 7 (3/4). 270— 276.

Schultz, J. C. 1988. Tannin-insect interactions. In: Hemingway, R. W., Karchesy, J. J.,
editors. Chemistry and significance of condensed tannins. Plenum Press. New York. p. 553.

Singh, B., Falahee, M. B., Adams, M. R. 2001. Synergistic inhibition of Listeria
monocytogenes by nisin and garlic extract. Food Microbiology. 18 (2). 133-139.

Sivarooban, T., Hettiarachchy, N. S.,Johnson, M. G. 2007. Inhibition of Listeria
monocytogenes using nisin with grape seed extract on turkey frankfurters stored at 4 and 10
degrees C. Journal of Food Protection. 70 (4). 1017-1020.

Sorrells, K. M., Enigl, D. C., Hatfield, J. R. 1989. Effect of pH, acidulant, time and
temperature on the growth and survival of Listeria Monocytogenes. Journal of Food
Protection. 52 (8). 571-573.

Suppakul, P., Sonneveld, K., Stephen W. B., Miltz, J. 2008. Efficacy of polyethylene-based
antimicrobial films containing principal constituents of basil. Lebensmittel-Wisseschaft und

Technologie. 41 (5). 779-788.

Surburg, H., Panten, J., Bauer, K. 2006. Common fragrance and flavor materials: preparation,
properties and uses. Wiley. p. 330. ISBN 35-273-1315-X.

53


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hettiarachchy%20NS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17477277

Taylor, R. S. L., Edel, F., Manandhar, N. P., Towers, G. H. N. 1996. Antimicrobial activities
of southern Nepalese medicinal plants. Journal of Ethnopharmacol. 50 (2). 97-102.

Terras, F. R. G., Schoofs, H. M. E., Thevissen, H. M. E., Osborn, R. W., Vanderleyden, J.,
Cammue, B. P. A., Broekaert, W. F. 1993. Synergistic enhancement of the antifungal activity
of wheat and barley thionins by radish and oilseed rape 2S albumins and by barley trypsin
inhibitors. Plant Physiology. 103 (4). 1311-1319.

Tharanathan, R. N., Kittur, F. S., 2003. Chitin - the undisputed biomolecule of great potential.
Critical Review in Food Science and Nutrition. 43 (1). 61-87.

Thornes, R. D. 1997. Clinical and biological observations associated with coumarins. In:
O’Kennedy R, Thornes R D, editors. Coumarins: biology, applications and mode of action.
John Wiley & Sons. New York. p. 348. ISBN 0471969974.

Toda, M., Okubo, S., Ohnishi, R., Shimamura, T. 1989. Antibacterial and bactericidal
activities of Japanese green tea. Japanese Journal of Bacteriology. 44 (4). 669-672.

Tsai, Y. W.,, Ingham, S. C. 1997. Survival of Escherichia coli O157:H7 and Salmonella spp.

in acidic condiments. Journal of Food Protection. 60 (7). 751-755.

Tsao, R., Yu, Q., Friesen, I., Potter, J., Chiba, M. 2000. Factors affecting the dissolution and
degradation of oriental mustard-derived sinigrin and allyl isothiocyanate in aqueous media.
Journal og Agricultural and Food Chemistry. 48 (5). 1898-1902.

Ultee, A., Smid, E. J. 2001. Influence of carvacrol on growth and toxin production by Bacillus
cereus, International Journal of Food Microbiology. 64 (3). 373-378.

Valero, M., Giner, M. J. 2006. Effects of antimicrobial components of essential oils on
growth of Bacillus cerues INRA L2104 in the sensory qualities of carrot broth. International
Journal of Food Microbiology. 106 (1). 90-94.

Valero, M., Salmerén, M. C. 2003. Antibacterial activity of 11 essential oils against Bacillus

cereus in tyndalized carrot broth. International Journal of Food Microbiology. 85 (1-2). 73-81.

54



Vamos-Vigyazo L. 1981. Polyphenol oxidase and peroxidase in fruits and vegetables. Critical
Reviews in Food Science and Nutrition. 15 (1). 49-127.

Vigil, A. L.-M., Palou, E., Alzamora, S. M. 2005. Naturally occurring compounds - plant
sources. In: Davidson, P. M., Sofos, J. N., Branen, A. L., editors. Antimikrobials in Food. 3.
edition. CRC Press. New York. p. 720.

Viuda-Martos, M., Ruiz-Navajas, Y., Fernandez-Lopez, J., Pérez-Alvarez J. A. 2011. Spices
as Functional Food. Critical Reviews in Food Science and Nutrition. 51 (1). 13-28.

Vrbova, T. 2001. Vime, co jime? Aneb Privodce ,,E¢ky“ v potravinich. 1. vyd. EcoHouse.
Praha. 276 s. ISBN 80-238-7504-3.

Weinmann |. 1997. History of the development and applications of coumarin and coumarin-
related compounds. In: O’Kennedy R, Thornes R D, editors. Coumarins: biology, applications
and mode of action. John Wiley & Sons. New York. p. 348. ISBN 0471969974.

Zahradnicky, J. 1982. Zaklady racionalni terapie antibiotiky a chemoterapeutiky. 1.vyd.

Avicenum. Praha. 247 s.

Zhang, Y., Lewis, K. 1997. Fabatins: new antimicrobial plant peptides. FEMS Microbiol
Letters. 149 (1). 59-64.

55



