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ProdlouZeni trvanlivosti jable¢no-Fepného mosStu pomoci
kombinace zahi‘evu a silic

Souhrn

Silice jsou smési chemickych latek pochazejicich z rostlin, jeZ jsou znamé pro své
antibakteridlni a antifungalni ti€inky. V soucasnosti je feSena problematika Cerstvych ovocnych
stav a jejich udrznosti, kterd je dlouhd pouze v ramci nékolika tydnt, z tohoto divodu jsou
hledéana alternativni oSetteni, ktera by zachovala Cerstvost §t’av a pfitomnost zdravi prospéSnych
latek. V poslednich letech navic dochazi k nartistu zajmu o produkty, které byly oSetieny na
ptirodni bazi tak, aby nedoslo ke sniZeni obsahu pozitivné pisobicich latek.

Cilem této diplomové prace bylo otestovat u¢innost vybranych druhu silic v kombinaci
S tepelnym zahfevem pro prodlouzeni trvanlivosti jable¢no-fepného mostu, za ucelem snizeni
teploty pouzité pro u¢inné osetieni.

Pro testovani antimikrobidlnich u¢inki byly vybrany silice: Skofice, lemongrass,
oregano, eukalyptus, mata a hiebicek. Jable¢no-fepny most byl oSetien témito silicemi spolu
S tepelnym zahfevem a nasledné byl testovan nariist mikroorganismti méenim turbidity vzorka
pomoci spektrofotometrie. Béhem testovani byly jako nejefektivnéjsi identifikovany silice
skofice a lemongrass, které byly dale podrobeny dalSimu testovani v jable¢no-fepném mostu a
to v kombinaci s riznymi koncentracemi a tepelnymi oSetienimi. Soucasné bylo v pribéhu
testovani turbidity vzorkll oSetfenych silicemi lemongrass a skofice provadéno stanoveni
celkového poctu mikroorganismd, jez bylo provedeno 1; 7; 14; 31 dni po pfipravé a oSetteni
vzorki.

Silice lemongrass a skofice vykazovaly podobnou inhibi¢ni aktivitu, nicméné byla
identifikovana zavislost u¢inku silic na jejich koncentraci. Nejefektivnéjsi se ukazala oSetieni
silici lemongrass, skofice a teplotami 60 °C a 64 °C, kdy nedoSlo v pribé¢hu 29 dni testovani
k naristu KTJ (kolonie tvofici jednotky) a Vv porovnani s kontrolou bez oSetfeni tak bylo
dosazeno ve dnech 1; 7; 14; 31 celkové redukce o 5,89; 7,29; 8,44; 8,44 log KTJ/g. Rovnéz
byly prokézany statisticky vyznamné rozdily mezi touto sadou vzorki a neoSetfenou kontrolou

a kontrolou osetfenou pouze teplotu 60 °C.

Kli¢ova slova: silice, mosty, konzervace, tepelné oSetteni, prodlouzeni Gdrznosti



Shelf-life extension of apple-red beet juice by combination
of temperature and essential oils

Summary

Essential oils are mixtures of chemical substances which derive from plants and they are
known for their antibacterial and antifungal effects. At present, there is an issue of fresh juices
and their shelf life, which is only few weeks long. Therefore there are researched alternative
treatments to preserve freshness of juices and presence of heatlh benefical components. In
addition, there is an increased interest in products, that have been treated naturally, for purpose
to not reduce the content of positively acting substances.

The aim of this diploma thesis was to test the efficiency of selected types of essential oils
with the combination of thermal heating to prolong the shelf life of apple-red beet juice in order
to reduce the temperature for effective treatment.

For testing of antimicrobial effects following essential oils were selected: Cinnamon,
lemongrass, oregano, eucalyptus, mint and clove. The apple-red beet juice was treated with
these oils and in combination with thermal treatment, then the growth of microorganisms was
tracked by measuring turbidity of the samples by spectrophotometric method. During testing,
the cinnamon and lemongrass essential oils were identified as the most effective and they were
tested further in apple-red beet juice. Different concentrations of essential oils and heat
treatments were tested. At the same time during measurement of turbidity, the samples treated
with lemongrass and cinnamon essential oils were tested by determination of total number of
microorganisms. The determination of total number of microorgasnims was performed 1; 7; 14;
31 days after the preparation and treatment of the samples.

Lemongrass and cinnamon essential oils have shown similar inhibitory activity, but there
was identified dependence of the esential oils at used concentration. The most effective
treatments were lemongrass and cinnamon with temperatures of 60 °C and 64 °C, where no
CFU (colony forming units) during 29 days of measuring were observed. In comparison with
untreated control total reduction by 5,89; 7,29; 8,44; 8,44 log CFU/g on days 1; 7; 14; 31 was
achieved. There were found statistically significant differences between treated samples and

untreated controls and control treated at 60 °C.

Keywords: Essential oils, juice, preserving, heat treatment, extended shelf life
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1 Uvod

Ovocné mosty jsou v soucasnosti vnimany a propagovany jako napoje které jsou nejen
chutné, ale i zdravé, ptirodni a vyzivné (Dennison, 1996). V disledku zvysujici se poptavky
konzumentii po produktech, které jsou svou chuti a nutricni hodnotou podobné neosetfenym
surovym rostlinnym materialim, byla v poslednich letech zvySena konzumace takzvanych
cerstvych (fresh) stav skladovanych za chladirenskych podminek (Esteve et Frigola, 2007).
Nicméné tento pozadavek predstavuje vyzvu pro potravinaisky pramysl, protoze neoSetiené
produkty ¢eli vy$Sim ztratam vzhledem k jejich zivotnosti a dopravnim nakladtim pro zajisténi
bezpecnosti téchto produkt, které rychleji podléhaji zkaze (Espina, et al. 2012).

V soucasnosti se diky zvySujicimu povédomi spotiebitel o zdravi, se pouziti ptirodnich
latek s antimikrobialnimi vlastnostmi (jako jsou bakteriociny nebo silice) stava vzrustajicim
trendem (Tiwari et al., 2009). Ve spojitosti se silicemi nebo jejich slozkami prokazalo nékolik
studii ucinnéj$i inaktivaci potravinovych patogenii pii kombinaci téchto piirodnich
antimikrobialnich latek spolu s mirnym zahfevem, diky synergickému tc¢inku tak byla celkova
inaktivace patogent efektivnéj$i, nez pouziti té€chto oSetfeni samostatné (Ait-Ouazzou et al.,

2011, Burt, 2004, Espina et al., 2010, Somolinos et al., 2010).



2 Cil prace

Cilem této prace je otestovat G¢inek vybranych druht rostlinnych silic v kombinaci s
tepelnym osSetfenim na konzervaci jable¢no-fepného mostu, ktera by umoznila delsi Zivotnost

produktu spolu se zdravotni nezdvadnosti a pfijatelnou senzorickou jakosti.

3 Védecka hypotéza

Pomoci rostlinnych silic spolu s tepelnym oSettenim lze prodlouzit trvanlivost jable¢no-

fepné¢ho mostu.



4 Literarni reSerse

4.1 Historie silic

Silice nebo také esencidlni oleje jsou aromatické a tékavé kapaliny ziskané z rostlinného
materialu zahrnujici kvéty, koteny, kuru, listy, semena a plody (Hyldgaard et al., 2012). V
prub¢hu historie se silice tésily velkému zajmu, ackoli mnoho z jejich tradi¢nich pouziti bylo
postupem ¢asu ztraceno. Obecné je uznavano tvrzeni, Ze lidé extrahovali silice z rostlin jiz od
usvitu lidstva. Pouziti silic pro rizné tcéely jsou rozmanita a zahrnuji nejen jejich uziti pii vareni
pro zvySeni chuti a zvySeni zdravotnich pfinosii potravin, ale také jejich aplikace ve vyrobé
parfému a kosmetiky (Preedy, 2016).

Starovéci Egyptané pouzivali silice v medicing, parfumerii a v uméni balzamovani a
ptipravy tél pifi pohibivani mumifikaci. Po padu fimské tiSe a s pfichodem kiestanské a
muslimské civilizace, uméni a véda vini byla pfevezena do arabského svéta, kde dosédhla
vysoké urovné sofistikovanosti. Ve stfedovéku tyto znalosti vini piivezli zpét do Evropy
ktizaci, ktefi se vraceli ze Svaté zemé a zde byly dale rozvijeny alchymisty a mnichy v
klasterech. Alchymisté se snazili vytvofit ,elixir Zivota", aby mohli zit po neomezenou dobu a
klastery pouzivaly silice k ziskani raznych 1éCivych piipravkia pro 1éCeni nejruznéjSich
onemocnéni nebo k tvorbé aromatickych derivati, jako je mydlo a parfém. Béhem renesance

bylo pouziti silic v parfumerii a kosmetice rozsiteno po celém svété (Sonwa, 2001).

4.2 Definice silic

Esencialni oleje neboli silice jsou vonné, vysoce tékavé latky piitomné v rostlinach. Diky
své volatilit¢ mohou byt tyto latky ziskany napt. pomoci parni destilace z aromatickych rostlin
jednoho botanického druhu a poté mohou byt detekovany podle viing a chuti. Jednotlivé silice
jsou znaéeny jménem rostliny, ze kterého jsou odvozeny, a také dle ving, ktera je specificka
dané ¢asti rostliny (Preedy, 2016).

Existuji rizné definice silic, ale pravdépodobné nejptesnéjsi je definice, kterou navrhl
Sonwa (2001): Silice jsou produkty nebo smési produkti, které se tvofi v cytoplazmé a jsou
obvykle pfitomny ve formé malych kapicek mezi buitkami. Jsou tékavé a aromatické. Jsou
slozeny ze smé&si vonnych latek nebo smési vonnych latek a latek bez zapachu, kdy je
aromatickd latka definovana jako chemicky Cista latka, kterd je pfi normalnich podminkach

tékava a jejiz vilné mize byt pro spole¢nost uzite¢na.



Bylo popsano téméf 3000 riznych silic. Z nich se asi 300 pouzivd komeréné v
aromatickych ptipravcich a na trhu s vonnymi latkami (Burt, 2004). Mezinarodni organizace
pro standardizaci (1SO) definuje silice jako produkt ziskany z ptirodni suroviny rostlinného
puvodu, parni destilaci, mechanickymi procesy z epikarpu citrusovych plodi nebo suchou
destilaci po odd¢leni vodni faze. Pokud jde o fyzikalni zpracovani ISO uvadi, ze silice mohou
byt podrobeny fyzikalnimu osetieni, které¢ nevede k zadné podstatné zmeéné jejich slozeni (ISO
catalog, 2013).

Jak je uvedeno vyse, silice jsou slozité smési, obvykle tvofené Cetnymi slozkami, obecné
tekutymi, ale n€kdy 1 pevnymi. Pti pokojove teploté se tyto smési obvykle pohybuji od bezbarvé
az po slabé nazloutlé, kdyz jsou Cerstvé destilované. Rovnéz se vyznacuji aromatickou viini a
snadno jsou absorbovany kuzi. Kromé toho maji silice obvykle nizkou hustotu, s vyjimkou
piipadu, jako jsou silice skofice, hiebicku a sassafras, které maji vétsi hustotu nez voda. Mezi
jejich vlastnosti patii Spatna rozpustnost ve vode¢, ale jsou rozpustné ve vétSiné béznych
organickych rozpoustédlech, vCetné etanolu a diethyletheru, a dobfe se misi s rostlinnymi oleji,
tuky a vosky. Silice maji vysoky index lomu a rota¢ni silu, které mohou byt uzite¢né pro jejich

identifikaci a kontrolu kvality pomoci optickych metod (Burt, 2004).

wrwe

4.3 Pritomnost a funkce silic v rostlinné risi

Silice se obvykle tvofi jako sekundarni metabolity. V mnoha ptipadech jsou ulozeny v
nediferenciovanych buiikach (Lauraceae) nebo sekretovanych orgéanech, jako jsou Zlaznaté
trichomy (Lamiaceae a Asteraceae), sekre¢ni kanaly (schizogenni u Myrtaceae
a schizolyzygenni u Rutaceae), nebo v dutinach (Pinopsida). Nékdy se v rostliné¢ nevytvari
samotna silice, ale je vyrabéna hydrolyzou nékterych slouéenin pfitomnych v rostling, jako je
tomu v piipadé¢ kozliku 1ékaiského nebo ¢esneku kuchynského (Evans, 2009).

S ohledem na jejich lokalizaci mohou byt silice ve vSech ¢astech rostlin, vcetné
nadzemnich ¢asti. Obvykle jsou silice vytvafeny kvéty, listy a stonky (hefmanek, mata,
levandule), klira (skofice), plody (anyz), semeny (muskatovy ofiSek), stejné¢ jako v kofenu a
oddencich (kurkuma a zazvor). Role silic v se dané rostliné 1i§i: V nékterych ptipadech slouzi
jako atraktant pfi opylovani, v jinych pfipadech slouzi jako obranny mechanismus, ¢asto jako
odpuzujici nebo drazdivy proti predatoriim. Kromeé toho existuji rizné teorie pouZiti silic jako
antioxidantl diky jejich schopnosti darovat vodik v oxida¢nich reakcich, zejména v pfitomnosti
svétla. Jsou také vyznamné pro své antifungdlni a antibakteridlni i¢inky, chranici rostlinu pted

potencidlnimi patogeny (Evans, 2009).



4.4 Ziskavani silic z rostlin

Silice Ize ziskat pomoci destilace, ato destilace vodou a vodni parou nebo samotnou parni
destilaci. V soucasnosti, jde o nejcastéjsi metody ziskavani silic. Pokud je rozpustnost silice ve
vodé vysoka, jako je tomu v piipadé ruzové, pelargoniové nebo levandulové silice, mize byt
pouzit jiny proces, konkrétné¢ kohobace, kdy je pouzita tvz. redestilace. V tomto piipadé, je
cilem zabranéni ztraty vodorozpustnych sloucenin, tudiz je kondenzovana voda vracena ze
separatoru zpét do destilacni kolony. Jiné procesy ziskavani silic zahrnuji maceraci a enfleurage
¢1 moderni techniky, jako je extrakce s rozpoustédly nebo superkritickymi kapalinami.
Macerace miize byt pouzita, pokud je vytézek z destilace nizky, zatimco enfleurage a Extrakce
rozpoustédly jsou vhodné pro drahé, jemné a tepelné nestalé materialy (Chamorro et al., 2011)

Rostliny pro ziskani silice mohou byt Cerstvé, Castecné suSené nebo susené, ale v ptipade

kvétd musi byt Cerstvé (Preedy. 2016).

4.5 Chemické slozeni silic

Silice se skladaji z lipofilnich a vysoce t€kavych sekundarnich metabolitii rostlin, které
dosahuji molekulové hmotnosti niz§i nez 300. V prvnich definicich silic byly tyto latky
identifikovany hlavné jako terpeny, pfedevSim monoterpeny a seskviterpeny. Pozd¢ji vSak byly
identifikovany i jiné typy sloucenin zejména fenoly. V silicich se vyskytuji také terpeny
s vy$8im poétem uhliki, zejména diterpeny (Sell, 2010).

Odlisné latky byly ziskany i1 podle zptusobu ziskani silic naptiklad pfi destilaci. Tento
rozdil je zptusoben skute¢nosti, ze mnoho dal§ich metabolitti rostlin, jako jsou tuky, kumariny,
antrachinony a nékteré alkaloidy jsou destilovatelné v nezménéné podob¢, zatimco nékteré
slouceniny jako jsou derivaty glykosidi, se béhem destilacniho procesu transformuji. Obecné
vSak plati, ze hlavni slozky silic jsou tvofeny monoterpeny a seskviterpeny. V nckterych
ptipadech jsou hlavni derivaty uhlovodiky (napf. terpentyn tvofeny a- a B-pinenem), zatimco
v nékterych silicich jsou hlavni sloZky v oxidované podobé¢ (napt. hiebickova silice, tvofena
eugenolem). U mensiho poctu druht silic jsou pfevladajicimi slozkami fenoly a jejich derivaty,
mezi néZ patii tymidnova silice s thymolem a karvakrolem, matova silice s mentolem a anyzova

silice s anetholem (Bakkali et al., 2008).



4.5.1 Terpeny

Terpeny se skladaji z kombinace pétiuhlikatych zakladnich (C5) jednotek nazyvanych isopren.
Hlavni terpeny jsou monoterpeny (C10) a sesquiterpeny (C15), ale vyskytuji se i hemiterpeny
(C5), diterpeny (C20), triterpeny (C30) a tetraterpeny (C40). Monoterpeny jsou tvofeny ze
spojeni dvou izoprenovych jednotek (C10) a jedna se tak o nejreprezentativnéjsi molekuly, jez
tvoti asi 90 % silic, které se vyskytuji v Siroké skale struktur (Bakkali et al., 2008).

Silice tvofené terpenovymi derivaty jsou obvykle sloZeny z monoterpeni a seskviterpentl,
které se mohou vyskytovat jako uhlovodiky nebo mohu byt oxidované. Vyskytuji se vSak také
silice odvozené od alifatickych nebo alicyklickych uhlovodikti a nékteré mohou mit aromatické
struktury. Mezi ptiklady silic z této rozsahlé skupiny patii terpentyn (Pinus spp.) s terpeny a- a
B-pinen, geraniol z damasské rize (Rosa damascena), silice z kajeputu (Melaleuca alternifolia)
s terpinen-4-ol, koriandrova silice (Coriandrum sativum) s linaloolem, matova silice (Mentha
piperita) s mentholem, citronova silice (Citrus limon) s limonenem, kminova silice (Carum
carvi) s karvionem, pelyikova silice (Artemisia absinthium) s thujonem, eukalyptova silice
(Eucalyptus globulus) s cineolem a chenopodiova silice (Chenopodium ambrosioides) s

ascaridolem jako pfiklady monoterpent (Obrazek 1) (Preedy. 2016).



Obrazek 1
Priklady alifatickych monoterpenit a bicyklickych uhlovodikovych a oxidovanych

monoterpentl.
TH;{OH é
B-myrcene S-(+)-linalool Geraniol p-phellandrene
i =, O
H OH H o z
(—)-menthol menthone §-(+)-carvone Limonene
: o
OH
Terpinen-4-ol (+)-p-thujone ascaridol

thymol

(Preedy, 2016)

Piiklady seskviterpent zahrnuji silici santalového dieva (Santalum album) se santalolem,

hefmankovou silici (Matricaria recutita) s bisabololem a zazvorovou silici (Zingiber officinale)

se zingiberolem (Obrazek 2).



Obrazek 2
Ptiklady alifatickych, mono- a bicyklickych, uhlovodikovych a oxidovanych seskviterpenii

farmesene (~)—o-bisabolol

, CH,;0OH

(J’;;l(! o H
santalol
zingiberol

(Preedy, 2016)

4.5.2 Fenoly

Nekteré aromatické rostliny obsahuji silice, které jsou tvoieny hlavné aromatickymi
derivaty odvozenymi od fenylpropanu, aromatické slouceniny vyskytujici se méné castéji nez
terpeny. Rostliny obsahujici aromatické slouceniny jsou vzacnéj$i nez ty, které obsahuji
terpeny, coz mize poslouzit k rozliSeni pivodu silic dle druhu rostliny. Nékteré relevantni
ptiklady silic s témito typy slouéenin jsou anyz (Pimpinella anisum), badyanik (Illicium verum)
a fenykl (Foeniculum vulgare), kde tvofi hlavni slozku silice trans-anethol, skofice
(Cinnamomum verum) s trans-cinnamaldehydem, a hiebicek (Syzygium aromaticum)
s eugenolem (Bakkali et al., 2008).



Obrazek 3
Priklady fenolickych slozek silic.

T
H,CO H,CO

frans-anethole estragole
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eugenol frans-cinnamaldehyde

(Preedy, 2016)

4.5.3 Ostatni slozky

V silicich mohou byt pfitomny i jiné tékavé slouceniny nez vyse uvedené, navic se mohou
v silici objevit i latky netékavé. Jiné slozky mohou byt v silicich pfitomny piedevsim v piipadé
pouziti jinych zptsobu ziskani silic, nez je destilace. Piikladem mohou byt zpusoby enfleurage,
extrakce rozpoustédly nebo lisovanim, kdy se mohou uvoliovat i netékavé slouceniny. V
mnoha piipadech jsou to prekurzory znamych derivatu, jako jsou seskviterpenové laktony nebo
glykosidy, které jsou v nékterych piipadech hydrolyzovany nebo pifeménény na tékavé
slouceniny béhem destilacniho procesu, zatimco v tomto piipadé mohou byt v extraktu
ptitomny v pivodni podob¢ (Preedy, 2016).

Mezi dalsi slou¢eniny nalezené v silicich patti ligustilid z libe¢ku (Ligusticum levisticum) a
kumariny, které mohou byt zjiSt€ény v malych mnoZstvich v né&kterych vyznamnych
aromatickych rostlinach nebo druzich, jako jsou levandule (Lavandula spp.), které mohou
obsahovat az 0,3 % kumarinu. Dal§imi piiklady jsou furanokumarin v bergamotové silici
(Citrus bergamia), ktera ¢asto obsahuje bergapten, sinalbosid (glukosinolat) z bilé hoicice
(Brassica alba), salicylaty v Libavkce poléhavé (Gaultheria procumbens) a amygdalin z

Mandloné obecné (Prunus dulcis), ktery uvoliuje benzaldehyd a kyanovodik (Preedy, 2016).



4.6 Konven¢ni metody ziskavani silic

4.6.1 Lisovani za studena

Lisovani za studena je nejstar$i metoda extrakce a pouziva se témét vyhradné k ziskavani
silic z citrust. Tato metoda se vztahuje k jakémukoli fyzikalnimu procesu, pii kterém jsou
zlaznaté bunky v klife a pokoZce poruseny tak, Ze dojde k uvolnéni silic. Tento proces vede k
uvolnéni vodné emulze z matrice a nasledné je emulze centrifugovana, ¢imz dojde k separaci
silice od vodné faze. (Bousbia et al., 2009).

Diivod pro ziskdvani silic z citrusit pomoci mechanickych metod je tepelna nestabilita
pritomnych aldehydu. Silice, které nepochdzeji z citrusového ovoce, jako jsou bobule, se

obvykle touto metodou neextrahuji (Preedy. 2016).

4.6.2 Extrakce rozpoustédly

Extrakce rozpoustédlem miize byt pouzita k extrahovani silic, které jsou tepelné labilni
(napt. z kvét). Béhem této metody, je rostlinny material umistén do rozpoustédlové 1azné,
ktera ho rozpousti. Po extrakci kapalnd smés, kterd obsahuje silici (spolu s dal§imi
slou¢eninami), prochazi filtracnim procesem a dale destilaci. Pro extrakci jsou obvykle
pouzivany nasledujici rozpoustédla: hexan, ethanol, petrolether a methanol (Preedy, 2016).

Hlavni vyhoda extrakce rozpoustédlem oproti destilaci spociva v pouziti nizsi teploty
b&hem procesu extrakce, ¢imz se snizuje riziko vzniku chemickych zmén silice zpisobené
vysokymi teplotami, které se pouzivaji pfi vodni destilaci. Extrakce rozpoustédly je levna a
relativné rychld, a protoze rychlost difize je ovlivnéna teplotou, je mozné zvysit rychlost
procesu extrakce pouzitim zahtatych rozpoustédel. Ziskand silice bude obsahovat malé
mnozstvi rozpoustédla jako zbytku, a proto jeji pouZiti pro potravinaiské ti€ely neni mozné. Je-
li v§ak pouzitym rozpoustédlem ethanol, je pouziti silice v potravinach bezpe¢né. Tato metoda

se bézné pouziva v parfémovém prumyslu (Preedy, 2016).
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4.6.3 Metoda enfleurage

Enfleurage je dalsi konvencni metoda extrakce, jejiz prvni pouziti se datuje do staroveku.
Pouziva se predevsim pro extrakcei silic z kvéti (napf. jasminu). Béhem této metody se na
rostlinném materialu rozprostie Cisty studeny tuk bez zapachu. Vonné latky jsou uvoliiovany
z kvétl a nasledné jsou rozpustény v tuku. Poté jsou extrahované kvéty vymeénény za nové a
extrakce se takto opakuje az do nasyceni tuku, kdy jiz nedochazi k dalsi extrakci. Nasledné je
tuk shromazd’ovan a silice je z tukové fize extrahovéana ethanolem. Podle dne$nich standardt

je vSak tato metoda ¢asové naro¢na a nakladna (Preedy, 2016).

4.6.4 Destilace

Nejcastéji pouzivanou metodou extrakce je metoda destilace, a to bud’ vodni destilace
(Obrazek ¢. 4) nebo parni. Tento proces extrakce mize trvat od 1 do 10 hodin. Mnozstvi ziskané
silice zavisi na délce doby destilace, teploté, tlaku a typu rostlinného materialu. Pti destilaci
jsou rostlinné materidly vystaveny varu vody nebo pary, aby se z nich mohla byt uvolnéna
silice. Para a silice jsou nasledné kondenzovany, shromazd’ovany a oddéleny (Dugo et Di
Giacomo, 2002).

I kdyz se extrakce silic destilaci jevi jako piimy proces, ma mnoho nevyhod. JelikoZ jsou
silice vystaveny vrouci vod¢ po dlouhou dobu, mohou se vlivem vysoké teploty nebo kyselosti
vody, zacit formovat artefakty, které se ptivodné v rostlinném materidlu nevyskytuji. To mize
vést k rozdilim ve slozeni silic, které jsou extrahovany. Pii destilaci mize probéhnout
hydrolyza esterii na alkoholy a kyseliny coz miize mit vazné disledky ve sloZeni v piipadé silic
s vysokym obsahem esterii. Navic, nékteré silice vyzaduji rektifikaci. Tento proces zahrnuje
opakovanou destilaci silice tak, aby se eliminovaly nezddouci necistoty (napt. vosky), jakoz 1

slozky, které¢ mohou vyvolat nepfijatelny zapach (Cassel et al., 2009).
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(Masango, 2005).

4.6.5 Superkriticka fluidni extrakce

Obvykle jsou pouzivany konvencni metody extrakce, jako je parni destilace a extrakce
rozpoustédlem, nicméné, tyto zpiisoby maji nevyhody, jako je nizky vytézek, ztrata t€kavych
sloucenin, dlouhé doby extrakce a zbytky toxickych rozpoustédel (Khajeh et al., 2005).

Uvedené problémy vedly k vyvoji alternativnich technik extrakce, které mohou piekonat
tyto problémy. Alternativou téchto konven¢nich metod je extrakce pomoci superkritické fluidni
extrakce (SFE). Pii této extrakci je pevny material vlozen do nadoby, ptes kterou proudi
superkriticka kapalina s danou pratokovou rychlosti. Pro tspé$né SFE je tfeba vzit v Givahu
n¢kolik faktort. Tyto faktory zahrnuji typ vzorku, ptipravu vzorkda, typ superkritické kapaliny,
vybér modifikatorti, zpsob davkovani tekutin a podminky extrakce vcetné tlaku, teploty,
pratoku superkritické kapaliny a extrakéniho ¢asu (Lang et al., 2001).

V praxi se SFE provadi obvykle s pouZzitim CO; kvili nizké kritické teploté, nizké cené,
netoxicité, jeho absenci zdpachu, chuti a jednoduchosti odstrafiovani bez zbytkovych rezidui.
Zménou podminek procesu (napt. teplota a tlak CO,) béhem extrakce, mize byt selektivné

extrahovan olej pozadovaného slozeni (Khajeh et al., 2005).
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4.7 Antimikrobialni ucinky silic

Burt (2004) uvadi, ze za konzervaéni Gcinek silic jsou zodpovédné predevsim jejich
fenolické slozky z diivodu jejich antimikrobidlnich vlastnosti.

Tyto fenolické slouceniny jsou definovany jako soucast dulezité skupiny sekundarnich
metaboliti, které jsou produkovany rostlinami a jsou charakterizovany alesponn jednim
aromatickym kruhem (C6), ktery nese jednu nebo vice hydroxylovych skupin (Michalak,
2006).

Antimikrobialni u¢inky tymidnové silice jsou zaloZeny na pfitomnosti molekul thymolu
a karvakrolu, které jsou fazeny mezi fenolické komponenty obsazené v tymidnove silici.
Thymol, ktery je strukturné velmi podobny karvakrolu, mé hydroxylovou skupinu na jiném
misté benzenového jadra. U obou substanci dochéazi k narusovani bunécné membrany, ¢imz
zpusobuji jeji propustnost (Lambert et al., 2001).

Karvakrol a thymol jsou schopny rozlozit vné¢j§i membranu gramnegativnich bakterii,
uvoliovat lipopolysacharidy a zvySovat permeabilitu cytoplazmatické membrany vaci
adenosintrifosfatu (Helander a kol., 1998).

Diikazy ukazuji, ze minoritni slozky silic maji dilezitou ulohu v biologickych tc¢incich
silic, a to prostiednictvim pisobeni synergického efektu mezi ostatnimi komponenty. Ve
studiich bylo zjisténo, ze fenolické komponenty hraji rozhodujici roli v antimikrobidIni aktivité
silic. Fenoly terpenového charakteru jsou poutany amino a hydroxyamino skupinami
Kk proteintim, které jsou lokalizované v bakterialni membrang, ¢imz se zméni jejich propustnost
a vysledkem je smrt bakterii (Juven et al., 1994).

Goiii et al. (2009) prokazali antimikrobialni aktivitu par vytvaieného kombinaci silic
skofice a hiebiCku proti rustu Ctyf gramnegativnich bakterii (Escherichia coli, Yersinia
enterocolitica, Pseudomonas aeruoginosa a Salmonella choleraesius) a ¢tyfem gram-
pozitivnim bakteriim (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus a
Enterococcus faecalis). Tato studie poprvé ukazuje, ze kombinace Silic v plynné fazi ma

konzervaéni Gi€inek proti mnoZzeni mikroorganismi.

4.7.1 Skoricova silice

Skofice patii mezi nejstarsi a nejoblibenéjsi koteni, které lidstvo pouzZiva. Se skofici se
obchoduje pfedevsim v podob¢ susené vnitini kiiry stromu nebo s mletou kiirou. Kiirovy ole;j,

vytazek kiry a listovy olej ze skofice jsou dilezitymi produkty s pfidanou hodnotou. Olej z
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klry se pouziva v potravinaiském a farmaceutickém pramyslu. Olej z listd je levnéjsi nez olej
z klry a pouziva se predevSim jako aroma. Skotficovy extrakt, ziskany z kiry extrakei
rozpoustédly se pouziva hlavné k aromatizaci potravinaiskych vyrobki jako kolace a
cukrovinky, nealkoholické napoje a jiné napoje (Leela, 2008).

Cheng et al., 2006 uvadi, ze mezi nejvice zastoupené slouceniny piitomné Ve skotficové
silici jsou cinnamaldehyd, kafr, cinnamyl-acetat, karyofylen, trans a-bergamoten, karyofylen

oxid, linalool, geraniol, bornyl acetat, a-cubeben, y-elemen, a-copaen, guaiol a eugenol.

4.7.1.1 Antifungalni G¢inky

Silna antimykoticka aktivita ptirodnich produktii obsahujicich fenolické slouceniny, jako
je linalool, eugenol, menthol, cinnam-aldehyd, thymol a karvarkrol, a zaroven i nadmérné
pouzivani toxickych fungicidl zvySujicich znecisténi zivotniho prostiedi vedlo ke zvySeni
zajmu o pouzivani silic z bylin a kofeni v potravinaiském primyslu jako aditiv (Lee et al.,
2005). Lopez-Malo et al. (2007), zjistili in vitro a in vivo silnou antifungalni aktivitu extraktt
ze skofice proti Aspergillus flavus. Xing et al. (2010) zhodnotil in vitro a in vivo antifungalni
aktivitu skoficové silice proti Rhizopus nigricans, Aspergillus flavus a Penicillum expansum.
Minimdalni inhibi¢ni koncentrace skoficové silice proti testovanym plisnim byly 0,64 %, 0,16
% a 0,16 % (v/v) pro R. nigricans, A. flavus a P. expansum. ProtoZe cinnamaldehyd byl hlavni
slouceninou detekovanou ve skoficové silici pouzité v tomto experimentu (76,34%), autofi
prifadili silnou antifungalni u¢innost silice predevsim této slouceniné.

Lee et al. (2005) ve své studii také zjistili silnou antifungalni aktivitu cinnamaldehydu,
pii porovnani chemického slozeni silic Cinnamonum osmophleum ruznych zemépisnych
puvodul. Byla objevena antifungalni aktivita proti nékterym stromovym patogennim houbam u
silice s prevladajici slozkou cinnamaldehydu a pouziti davky 100 ug/ml vykazovalo inhibi¢ni
ucinek 85,7 % proti plisni Rhizoctonia solani, 100,0% inhibi¢ni G¢inek proti kotfenovych
plisnim Ganoderma australe a Fusarium solani a 85,8% inhibi¢ni u¢inek proti listovym plisnim
Collectotrichum gloeosporioides.

Cheng et al. (2006) ve své studii pozorovali antifungédlni aktivitu skoficové silice z
Cinnamonum osmophleum z deviti riznych zemépisnych oblasti. Vysledky také ukazaly, ze
hlavni sloZzky cinnamaldehyd a cinnamyl acetat mély nejsilnéjsi antifungélni aktivitu s uplnou
inhibici Trametes versicolor, Lenzites betulina a Laetiporus sulphureus v koncentraci
200 pg/ml.
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4.7.1.2 Antibakterialni u¢inky

Patogenni bakterie jsou jednim z nejvétSich probléma pii vyrobé, manipulaci a
zpracovani potravin. Antibakterialni u¢inek skoticové silice proti Eschericha coli O157: H7 a
Salmonella enterica v jahodové §tavé byl testovan a porovnan s antibakterialni aktivitou silic
lemongrass a bazalky (Duan et Zhao 2009).

Byly testovany ¢tyfi koncentrace silic: 0, 1, 3, 5 a 10 ul/ml §t'avy. Mezi ttemi zkouSenymi
silicemi, vykazuje skoficova silice nejlepsi antibakteridlni aktivitu, ktera inaktivuje rust
vitro testu. Na druhou stranu, testy antimikrobialni aktivity skoficové silice v jahodové staveé
ukazaly, ze rychlejsi inaktivace E. coli O157: H7 byla dosazena s koncentraci 0,5 pl/ml nebo
vys$§i. Nicméné, na rozdil od zjisténi, které uvedly jiné vyzkumy, v této studii antimikrobidlni
aktivita skoficové silice byla pfitazena eugenolu, ktery tvofil hlavni slozku silice (Duan et Zhao
2009).

Bouhdid et al. (2010) zjistili, Ze silice s hlavni sloZkou cinnamaldehydu piisobi
baktericidné proti Staphylococcus aureus prostiednictvim mechanismu, kdy dojde k tniku
intracelularniho draselného iontu z bunék bakterii, ¢imZz dochazi ke zna¢nému snizeni
metabolické aktivity bakterie a jeji schopnosti se rozmnozovat.

Mello et al., (2012) ve své studii testovali minimdlni inhibi¢ni koncentraci (MIC) a
minimalni baktericidni koncentraci (MBC) skoficové silice proti Sesti vybranym patogennim
bakteriim potravin.

Yersinia enterocolitica byla nejcitlivéj$i bakterii na piitomnost skoficové silice s
hodnotami MIC a MBC 0,075 a 1,25 mg/ml, nasledované Listeria monocytogenes a Bacillus
cereus, které vykazovaly stejné hodnoty MIC a MBC 2,5 a 5 mg/ml. Nakonec nejvyssi hodnoty
MIC a MBC byly ziskany pro S. aureus, E. coli a Salmonella typhimurium: 5,0 a 10,0 mg/ml.
Nicméné v této studie autofi uvedli, Ze antibakteridlni aktivita skoficové silice byla zplisobena

oxidovanymi slouc¢eninami jako jsou linalool, 1,8-cineol, neral a geranial (Mello et al., 2012).

4.7.2 Silice lemongrass

Lemongrass je vysoka trvalka, pattici ¢eledi Poaceae, jejiz rod Cymbopogon ma 55
druht, které se hojné vyskytuji v tropickych a subtropickych oblastech Asie a jsou péstované v

Jizni a Stfedni Americe, Africe a dalSich tropickych zemich. Lemongrass roste jako husté
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shluky o vySce 1,8 m a §ifce 1,2 m, které¢ maji kratké oddenky s podlouhlymi listy o Siice 1,3-
2,5 cm (Reitz, 1982).

Silice lemongrass je charakteristicka svym vysokym obsahem citralu (slozeného z
neralovych a geraniolovych izomert (cca 69%)), ktery se pouziva jako surovina pro vyrobu
vitaminu A a beta-karotenu (Paviani et al., 2006).

Appendini et Hotchkiss, (2002); Serrano et al., (2005) ve svych studiich uvadéji, ze silice
lemongrass vykazuje antibakterialni uc¢inky.

Silice lemograss muize byt pfidana do potravin k udrzeni organoleptickych vlastnosti a
zpomaleni mikrobialni aktivity, potravinovych patogenti, které jsou odpovédné za snizeni

kvality potravin, znehodnoceni potravin a ekonomickych ztrat (Masniyom et al., 2012).

4.7.2.1 Antifungalni u¢inky

Silice lemongrass vykazuje fungicidni potencial. Uplné inhiboval riist 35, 45 a 47 druhi
plisni v mnoZstvi 500 ppm, 1000 ppm a 1500 ppm a jeho fungicidni i€¢innost zlstala nezménéna
po dobu 210 dnu skladovani, po niz zacala u¢innost klesat, ¢imz silice lemograss vykazuje
potencial pro uchovavani zemédélskych plodin (Mishra et Dubey, 1994). Navic silice
lemongrass vykazuje silnéjsi fungicidni G¢inky nez syntetické fungicidy jako Agrosan GN,
Dithane M-43 a oxychlorid méd’naty (Mishra et Dubey, 1994; Adegoke et Odesola, 1996).

Saikia et al. (2001) zjistili, ze silice lemongrass vykazuje vyssi antifungalni aktivitu nez
Cisty izolat citralu.

Paranagama et al. (2003) uvadéji, ze silice lemongrass ma fungistaticky a fungicidni
ucinek proti Aspergillus flavus izolovany z ryze pochazejici ze Sri Lanky. Fungistaticky a
fungicidni Uc¢inek byl pozorovan pii pouziti koncentrace pii 0,60 a 1,0 mg/ml, zatimco
sporulace byla zcela zastavena pii koncentraci 2.8 mg/ml.

Tyagi et al. (2014), dospéli ve své studii k zavéru, ze silice lemongrass vykazuje
antifungalni aktivitu proti n€kterym druhtim kvasinek, jez se mohou podilet na kazeni potravin.
Antifungalni aktivita silice lemongrass byla pozorovana pomoci diskové difuzni metody a
kapkové metody u Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, Aureobasidium
pullulans, Candida diversa, Pichia fermentans, Pichia kluyveri, Pichia anomala a Hansenula
polymorpha. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni fungicidni koncentrace se u

téchto mikroorganismi pohybovaly (MFC) od 0,28 do 1,3 mg/ml a od 0,56 do 4,5 mg/ml.
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4.7.2.2 Antibakterialni u¢inky

Silveira et al. (2012) ve svém vyzkumu zjistili, Ze silice lemongrass je nejucinnéjsi ve
srovnani se silicemi (rozmarynu, fenyklu, oregana, bazalky, vaviinu) proti 12 kmeniim bakterii:
Staphylococcus aureus, Lactobacillus plantarum, Listeria monocytogenes, Enterococcus
faecalis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Proteus
vulgaris, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa a Yersinia enterocolitica.

Vyskedky antimikrobidlni aktivity Silveira et al. (2012) jsou v souladu s praci Naik et al.
(2010), jejichz vyzkum ukazuje, ze silice lemongrass je G¢inna proti Gram-pozitivnim i Gram-
negativnim bakteriim.

Silice lemongrass byla shledana uc¢innou proti Grampozitivnim organismim
(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus a Bacillus subtilis), které byly nachylnéjsi nez gram-
negativni organismy (Eescherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa).
Byla zjisténa progresivné se zvysujici antibakterialni aktivita s koncentraci silice lemongrass.
Maximalni G¢inek byl zjistén pii koncentraci 30 % a minimalni G¢inek byl pozorovan pii 5%

koncentraci silice (Naik et al., 2010).

4.7.3 Mechanismus antimikrobialniho uc¢inku silic

SloZeni, koncentrace a podil chemickych slozek urcuji biologické tcinky silic. Silice
obsahujici vyssi koncentrace terpenoidii vykazuji vyssi antifungalni aktivitu v porovnani se
silicemi bohatymi na monoterpeny a seskviterpeny. Silice bohaté na fenolické slozky vykazuji
u bakterii vyssi poskozeni cytoplazmatické membrany napi. thymol a karvakrol (Kordali,
2005).

Pfestoze jsou antimikrobidlni vlastnosti silic zprostfedkovany nékolika mechanismy,
nejvice se uplatiiuje naruseni bunééné membrany, coz vede k nekrdze prokaryotickych a
eukaryotickych mikrobii. Bakterialni bunéfnd sténa a bunéénd membrana jsou dalezitymi
bariérami, které reguluji pohyb latek mezi bunkou a okolim. Lipofilni molekuly, které jsou
soucasti silic, volné prochazeji bunécnou sténou a hromadi se v cytoplazmatické membrang,
coz vede k vyraznym zménam v membrané, které ovlivituji jeji stabilitu, hydrofobni vlastnosti,
propustnost a slozeni mastnych kyselin v membrané (Sikkema et al., 1995).

Schopnost silic naruSovat buné€éné bariéry vyvolava riizné morfologické a fyziologické zmény.
U bakterii dochazi k rozkladu cytoplazmatické membrany, coz vede ke ztrat€ RNA, bilkovin a

iontl a dochazi narusovani iontového gradientu, ktery je rozhodujici pro bunééné preziti (Ballal
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et al., 2007). Draslik, pfitomny ve vysokych koncentracich v prokaryotickych a eukaryotickych
bunkach, je kriticky dtlezity kation pro bakterie (Gram-negativni a Gram-pozitivni), ktery je
nepostradatelny pro udrzeni osmotické rovnovéhy, turgorového tlaku, pH, metabolismu
glukozy, spotieby kysliku a aktivaci bunéénych enzymu (Epstein, 1986).

Ztrata drasliku, zprostfedkovana porusenim bunéénych membran vlivem silic, nakonec
vede k smrti bun€k. Silice také destabilizuji buné¢nou stavbu cytoplazmatické membrany.
Timto dochazi k naruseni funkce protonové pumpy, a tudiz dochazi k nekontrolovanému toku
iontl H', coz vede k poruseni intracelularniho pH a inhibici pohybu molekul dependentnich na
H™* ionty (Bakkali et al., 2008).

Kromé regulace pohybu latek v bunice se bakteridlni buné¢na membréana podili také na
ptenosu energie. Produkce a hydrolyza adenosintrifosfaitu (ATP) zavisi na membranovém
potencialu a protonovém gradientu, tyto hybné sily jsou vSak snizeny v dusledku plisobeni
lipofilnich sloZek silic. Bylo prokdzano, Ze bakteridlni bunky oSetfené silicemi dramaticky
ztraceji ATP a nakonec ztrati Zivotaschopnost. Pokles ATP v poSkozenych bunkéch neni pouze
v disledku tniku do vnéjsiho prostiedi, ale také kvili pferuSeni syntézy a hydrolyzy ATP na
poskozenych membranach bunéénych struktur (Bakkali et al., 2008).

Zmény struktury a slozeni lipidové dvojvrstvy po expozici silicemi maji za nasledek
naruseni struktury a funkce ATPdaz, transferdz, oxidoreduktaz, kanalovych proteint a dalSich
proteinti podilejicich se na respiraci a metabolismu. Silice také koaguluji buné¢ny obsah a
inhibuji enzymy dilezité pro metabolismus v bakteriich, jako je tomu v piipad¢ inhibice
aminokyselinové dekarboxylazy pomoci silice bohaté na cinnamaldehyd (Di Pasqua et al.,
2006).

4.7.4 Synergicky efekt silic a tepelného zahievu

Synergicky tc¢inek aplikace pfirodniho antimikrobialniho piipravku spolu s fyzikalnim
oSetfenim muze snizit intenzitu fyzikélniho oSetfeni, jez zahrnuje tlak, teplotu a celkovy cas,
ktery je potiebny k dosaZeni dostatecného stupné poskozeni k usmrceni bun€k. Snizené
mnozstvi pfirodnich antimikrobidlnich latek miZe byt pouZito v kombinaci s fyzikalnimi
upravami k dosazeni pozadované urovné antimikrobidlni aktivity. K harmonizaci pozadavkl
spotiebiteli a nezbytnych bezpecnostnich standardl, tradi€nich prostfedkt pro kontrolu
mikrobidlniho znehodnoceni mize byt dosaZeno inovativni technologii vyuZzivajici kombinaci
fyzikalniho oSetfeni spolu s aplikaci silic. Aplikace silic a jejich jednotlivych slozek do

ovocnych $tav spolu s pouzitim novych vznikajicich technik fyzikalniho oSetfeni je uspéSna
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diky snizeni koncentrace antibakterialnich latek, které by mohly negativné ovlivnit senzorické
hodnoceni produktu a také diky snizeni aplikované teploty nutné k dostatecnému oSetteni
(Espina et al., 2011; Ouazzou et al.,2011).

Espina et al. (2012) navrhli pouziti kombinovaného osetfeni mirnym tepelnym zahfevem
spolu s ptidanim silic z citrusového ovoce pro uchovani ovocnych §tav. Pii testovanych
podminkach bylo synergického efektu dosazeno ptidanim citronové silice o koncentraci 75 pl/l,
coz umoznilo snizit dobu oSetieni (5,7%) nebo snizit teplotu zpracovani (4,5 °C) s ohledem na
samotny Géinek tepelného osetfeni bylo dosaZzeno redukce cilového patogenu E. coli O157: H7

05 log.

4.8 Udrinost ovocnych §tav

Spotieba ovocnych $tav v poslednich letech neustdle vzrista diky jejich ptfiznivym
zdravotnim U¢inktim (Ashurst, 2004). Spotiebitelska poptavka po nepasterovanych ovocnych
Stavach oproti pasterovanym Stavam se v poslednich desetiletich zvysila kviili jejich vyS§imu
obsahu vitaminu C a dalSich antioxidantd, jelikoz tyto slozky hraji dulezitou roli v prevenci
proti civilizacnim chorobam. (Melgar et al., 2012).

Nicméné¢ v nepasterovanych S§tavach muize dojit ke ztraté kvality z davodu
mikrobiologickych, enzymatickych, chemickych nebo fyzikalnich zmén. Nepasterované stavy
nejsou tepelné osetieny a mohou tak pfispivat ke zvySenému riziku kontaminace. Piestoze jsou
Vv potravinaiskych procesech pouzivany moderni technologie a uplatiovany mikrobiologické
bezpecnostni standardy ke sniZzeni onemocnéni z potravin, tak znehodnoceni produkti
mikrobialni kontaminaci v priimyslovych zemich nariista (Sospedra et al., 2012).

Z tohoto divodu svétové regulacni organy pro potraviny vydavaji smérnice za ucelem
kontroly a sniZeni vyskytu onemocnéni z potravin a proti znehodnoceni produktl ve prospéch

konzumentii a odvétvi ovocnych §t'av (Tribst et al., 2009).

4.8.1 Mikroorgasnimy kontaminujici ovocné §t’avy

Zmény v dietnich a socialnich navycich spolu s metodami konzervace jsou také duvody,
pro¢ doslo ke zvySeni onemocnéni spojenych s konzumaci Cerstvych ovocnych §tav v
poslednich letech. Mezi hlavni divody kontaminace patogeny byla pfi¢ina snizeni obsahu
ovocné slozky a pfidavek vody nevyhovujici hygienickym poZadavkiim, které pak vedly

k onemocnénim po poziti vyrobkd podobného ptivodu. Vétsina z hlaSenych onemocnéni byla
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zpuisobena po konzumaci nepasterovanych stav, jako je jablecna, pomerancova, citrénova,
ananasova, mrkvova, bananova, acaiova a smésnych ovocnych stav (Bevilacqua et al., 2011).

Znehodnoceni ovocnych §t'av miize byt zptisobeno tfemi hlavnimi pfi¢inami, mikrobialni
kontaminaci, oxidace vedouci ke zluknuti a hnédnuti. Komponenty ovocné §tavy poskytuji
idedlni prostiedi pro kontaminaci mikroorganismy, vétSina §tav ma vsak nizsi pH (4,5), a
zZ tohoto diivodu maji nejvyssi potencial znecistit tyto produkty acidotolerantni mikroorganismy

(Stratford et al., 2000).

4.8.1.1 Kvasinky

Kvasinky ptevazuji v ovocnych stavach, protoze maji vysokou toleranci ke kyselému
prostfedi a mnoho z nich ma schopnost rist anaerobné. Témto vlastnostem tak pfispivaji k
témét poloviné€ hldsenych komerénich kontaminaci ovocnych §t'av, coz je primarné ptipisovano
nedostate¢né hygiené rostlinnych ¢asti (Stratford et al., 2000).

VétSina kvasinek vykazuje vysokou fermentacni schopnost, za tvorby produktt ethanolu
a CO; z cukru. Ptikladem mohou byt kvasinky Pichia anomala, které jsou zndmé vytvarenim
filma na hladiné dzusu a vin (Pitt et Hocking, 2009).

Saccharomyces cerevisiae a Schizosaccharomyces pombe jsou fazeny mezi

nejvyznamnéj$i mikroorganismy znehodnocujici ovocné stavy (Stratford, 2006).
Pichia, Candida, Saccharomyces a Rhodotorula jsou rody, které se nejvice podileji na kazeni
ovocnych §t'av a mezi druhy, které byly nejcastéji izolovany u zkazenych ovocnych §tav patfi:
Pichia membranifaciens, Candida maltosa, Candida sake, Saccharomyces bailii,
Saccharomyces bisporus, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces rouxii, Saccharomyces
bayanus, Brettanomyces intermedius, Saccharomyces pombe, Torulopsis holmii,
Hanseniaspora  guilliermondii,Schwanniomyces  occidentalis, Dekkera  bruxellensis,
Torulaspora delbrueckii, Zygosaccharomyces microellipsodes a Dekkera naardenensis
(Bevilacqua et al., 2011).

4.8.1.2 Bakterie

Né&kolik ohnisek onemocnéni zplisobenych konzumaci kontaminovanych ovocnych §tav
jez zpusobily rody bakterii Salmonella, Escherichia coli O157: H7 a Cryptosporidium byly

hlaseny ve Spojenych statech v Centru pro kontrolu a prevenci nemoci (CDC, 1996).
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Nejbéznéjsi patogeny spojené s kontaminaci ovocnych §tav jsou E. coli O157: H7 a
0111, Salmonella sp., Cryptosporidium. Nékolik dalSich ohnisek onemocnéni z potravin po
poziti neosetfenych ovocnych §tav bylo zptusobenych Vibrio cholerae, Clostridium botulinum.
Vsechny hlasené¢ piipady kontaminace patogennimi mikroorganismy byly zptisobeny
nepasterovanymi $tavami. Salmonelové infekce jsou bézné spojovany s potravinami
zivo¢isného ptvodu, avSak v poslednich letech byly zaznamenany salmonelozy a
enterohemorhagické vyskyty E. coli spojené s konzumaci nejriznéjSich nepasterovanych §t'av
(Massilia et al., 2009; EFSA, 2013; EFSA, 2014; EFSA, 2015).

Kontaminace ovoce zplsobena bakteriemi fekdlniho zneciSténi byla nedavno spojena s
vypuknutim netyphoidni salmonelozy pochazejici z Cerstvé ovocné §tavy. V roce 2005 Bylo
hlaseno 152 ptipadl infekce pochazejici ze Salmonella Typhimurium, ktera se objevila v
komercné distribuovaném nepasterovaném pomerancovém dzusu, kdy ke kontaminaci doslo
Z divodu nedodrzeni systému analyzy rizika a kritickych kontrolnich bodi (Keller et Miller,

2006).

4.8.1.3 Plisné

Jelikoz jsou ovocné stavy obvykle pasterované, piezivajici organismy jsou vétSinou
tepeln¢ odolné plisné nebo jejich spory, pokud neni hotovy produkt kontaminovan po pasteraci.
Nékolik druhi plisni je schopno produkovat rizné mykotoxiny v ovocnych §tavach (Vasavada,
2003).

Mykotoxiny jsou produkovany vlaknitymi houbami jako sekundarnimi metabolity bez
biochemického vyznamu pro vyvoj hub a jsou charakteristické svou nizkou molekulovou
hmotnosti. Pfi vytvofeni optimalnich podminek pro syntézu mykotoxind, (vlhkost, pfistup
kysliku, teplota) dochazi k tvorbé téchto toxickych metabolitd, které mohou zpusobit
onemocnéni zvifat a lidi (Bennett et Klich, 2003).

Penicillium expansum, Penicillium griseofulvum, Penicillium roqueforti var. carneum,
Penicillium granulatum, Penicillium claviforme, Penicillium funiculosum a Byssochlamys spp.
mohou produkovat mykotoxin patulin v jable¢né §taveé (Vasavada, 2003).

Pfedchozi studie prokazaly, ze patulin mize vést k akutnim ptiznakiim, jako jsou kiece,
agitovanost, ulcerace, edém, stfevni zanét a zvraceni. Mohou zptisobit chronické neurotoxické,
imunotoxické, genotoxické a teratogenni G¢inky u hlodavcu (Boon et al., 2009).

Rod Byssochlamys také muze produkovat byssotoxin A a kyselinu bysochlamovou.
DalSimi mykotoxiny vyskytujicimi se ovocné §tavé mohou byt také ochratoxin A, citrinin a

kyselina peniciliova (Vasavada, 2003).
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Rust plisni mize mit za nasledek neptijemnou chut’, redukci obsahu cukru a produkci
mykotoxint (Keller et Miller, 2006).

4.8.2 Prevence mikrobialni kontaminace ovocnych $t’av

Soucasny trend konzervace ovocnych §tav je zalozen na aplikaci urcitych metod, které
dokazi zajistit kvalitni produkty se snizenym mnozstvim ptidanych konzervac¢nich latek a
vysokou vyzivovou hodnotou, zatimco lze soucasné¢ udrzovat produkt bezpecny z
mikrobiologického hlediska. Metody uchovavani pouzivané pii prodlouZeni doby pouzitelnosti
ovocnych $t'av zahrnuji (pasterace a sterilizace), okyseleni, fermentace a ptidani chemickych
konzervaénich latek. V posledni letech se také objevuji netermalni techniky osetfeni a piidavek

prirodnich antimikrobialnich latek (Massilia et al., 2009).

4.8.2.1 Pasterace

Tradi¢né je mikrobialni stability ovocnych §tav dosazeno tepelnym oSetienim (80-95 °C
po dobu do 15 vtefin), nicméné tento proces vede ke ztraté puvodnich chutovych a
aromatickych latek takto oSetfenych ovocnych stav. Osetieni nizkou teplotou po dlouhou dobu
a oSetfeni vysokou teplotu po kratkou dobu jsou nejCastéji pouzivané techniky pasterazace
ovocné st'avy (Aneja et al., 2014).

Pasterace vSak vede ke snizeni kvality a Cerstvosti produktu. Z tohoto divodu v
poslednich n€kolika desetiletich byly navrzeny nékteré metody bez pouziti pasterace. Tyto nové
technologie maji potencial poskytovat bezpecné ovocné §tavy s prodlouzenou trvanlivosti.
Nékteré z téchto technik, které zahrnuji oSetfeni vysokym hydrostaticky tlakem, pulznim
elektrickym polem a ultrazvukem jiz zacaly byt komeréné vyuzivany. Tyto metody
nevyuzivajici termalni oSetfeni maji potencial snizit mikrobialni kontaminaci o 5 log (Aneja et
al., 2014) a mohou poskytnout Cerstvé, bezpecné stavy s prodlouzenou dobou skladovatelnosti,
ovSem nevyhodou téchto metod je jejich vysoka cena, ktera se tak projevi i na cené produktu

(Pandey et Negi, 2018)

4.8.2.2 Chemické konzervanty

Chemicka konzerva¢ni €inidla, jako je benzoat sodny, metabisulfit draselny a sorbat

draselny se béZné pouzivaji k prodlouZeni doby trvanlivosti ovocnych §t'av a napoji. Nicméné
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je v této oblasti vedena diskuse ohledné rizik a ptinost téchto chemickych konzervaénich latek
z diivodu, Ze nékteré znich jsou spojovany s poruchami travici soustavy, rakovinou,
neurologickymi poruchami (napt. hyperkinetickd porucha) (Sasaki et al., 2002).

Bezpecnost mnoha chemickych konzervacnich latek pouzivanych v potravinach se navic
jesté nepodatilo urcit. Chemické konzervacni ¢inidla mohou zpiisobovat respiracni problémy a
anafylakticky Sok (Simon, 2004).

Mezi bézné pouzivané chemické konzervaéni latky v ovocnych $tavach patii kyselina
benzoova a jeji derivaty, kyselina salicylova, kyselina sorbova, SO> atd. (Ranganna, 1986).

V soucasnosti  vSak ncktefi spotiebitelé vnimaji pouziti té€chto syntetickych
konzervacnich u produktii nekvalitni ¢i nezdraveé, cozZ poté vede tyto konzumenty k odmitani
potravinaiskych vyrobkt konzervovanymi syntetickymi latkami (Tribst et al., 2009).

V souvislosti s konzerva¢nimi ¢inidly bylo zjisténo, Zze nékteré znich mohou byt
mikroorganismi metabolizovany nebo vlivem fyzikdlnich faktord transformovany na toxické
latky. United Kingdom Food Standards Agency (2006) uvadi, ze z kyseliny benzoové muze
vznikat benzen, ktery ma karcinogenni G¢inky. Saccharomyces cerevisiae a Pichia anomala
jsou schopny dekarboxylovat kyselinu sorbovou na 1,3-pentadien, jehoZ pfitomnost pak mize
zpusobit petrolejovy zapach. (Stratford et al., 2007) a Saccharomyces pombe mohou vytvaret

vady chuti, pokud jsou piitomny sifi¢itany (Pandey et Negi, 2018).

4.8.2.3 Poutziti prirodnich konzervanti

Tepelna pasterace ma tendenci vyvolavat nékteré nezadouci Gi¢inky na potraviny, jako je
ztrata zivin a pozitivnich aromatickych latek (Corbo et al., 2010) a chemické konzervanty
mohou mit negativni zdravotni €inky (Tribst et al., 2009).

Z tohoto ditvodu v posledni dobé roste pozadavek konzumentl na Cerstvé a bezpecné
potraviny bez ptidanych syntetickych konzervantii a soucasné roste zajem po vyrobcich v nichz
jsou pouzity konzervanty pochazejici z ptirodnich zdroji (Massilia et al., 2009).

Jako pfirodni konzervacni latky mohou byt vyuZity bakteriociny, organické kyseliny,
silice a fenolické slouceniny (Massilia et al., 2009).

Silice se v soucasnosti pouzivaji v Siroké skale spotiebniho zboZi, jako jsou cukraiské
vyrobky, nealkoholické napoje a destilované alkoholické napoje. Kromé jejich rozsitené¢ho
pouziti jako pfichuti (Kettenring et Geeganage, 2010), se pouzivaji v oblastech vyzivy a
zemédelstvi pro své antibakterialni, antimykotické, antivirotické, nematocidni, insekticidnich a

antioxidac¢nich vlastnosti (Turek et Stintzing, 2013).
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Silice jsou nejen pouzivany jako antioxidanty a konzervaéni latky v potravinach (Tiwari
et al,, 2009), ale bylo nalezeno i jejich vyuziti jako latky chrénici plodiny (Adorjan et
Buchbauer, 2010). Mnoho silic ma antioxidacni (Dandlen et al., 2010) a antimikrobialni
vlastnosti (Lang et Buchbauer, 2012), ale jejich aplikace jako konzervaéni latky vyzaduje dobré
znalosti o jejich vlastnostech, v¢etné citlivosti cilovych mikroorganismi, specificky zpisob
ucinku, jejich antimikrobidlni Gi¢innost a slozeni matrice potraviny a jeji vliv na antimikrobialni
vlastnosti silic (Hyldgaard et al., 2012).

Piikladem je vyznamna aktivita silice lemongrass v ovocnych stavach proti kvasinkam,
coZ umoziuje pouZiti této silice pii konzervaci, jelikoZ je silice lemongrass toxikologicky

povazovana za bezpecnou (Tyagi et al., 2014).
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5 Material a metody

5.1 Most

Pro experimentalni ¢ast této prace byl pouzit jableCno-fepny most, dodany piimo od
vyrobce pana Vaclava Vétrovee. Tento most byl vyroben lisovanim jablek z odrtdy Spencer a
cervené fepy (Beta vulgaris var. Vulgaris), které byly sklizeny v roce 2016. Jablka spolu s fepou
byly pted lisovanim namichdny v poméru jablka:fepa 80:20. Pfed samotnou ptipravou vzorki

nebyl most oSetien, ale skladovan pfi teploté -20 °C.

5.2 Chemikalie

Kyselina benzoova, Plate count agar, NaCl, pepton izolovany z kaseinu, tween 80, silice:
lemongrass, oregano, skofice, eukalyptus, mata (cornmint), hiebicek byly zakoupeny od Sigma-
Aldrich (Praha, Ceska republika).

5.3 Screening

Za ucelem podrobnéjsiho testovani vybranych druht silic bylo nejprve provedeno
testovani inhibi¢nich Gc¢ink silic a tepelného zahievu v jable¢no-fepném mostu. Pro testovani
byly vybrény silice lemongrass, oregano, skofice, eukalyptus, mata a hiebic¢ek. Pti screeningové
analyze byla pomoci spektrofotometrie (Thermo Scientific Multiskan Ascent Microplate
Reader Type 354, Thermo Fisher Scientific) pribézné¢ méfena turbidita (zakal), ktery byl
zpusoben nartistem mikroorganismti. Méfeni bylo provadéno v pfedem stanovenych ¢asovych
intervalech po dobu 29 dni a nésledné byla hodnocena inhibi¢ni aktivita silic jednotlivych

vzorkil pomoci riistovych kiivek.

5.3.1 Priprava vzorku

Jable¢no-fepny moSt byl oSetfen nasledujicimi zplsoby: pfidanim vzdy jedné silice a
pouziti dvou ¢asu tepelnych oSetieni (Tabulka 1). Jako metoda kontroly bylo pouzito vzorku
bez oSetieni a vzorku pouze tepelné oSetfeného. U kazdé z téchto variant byly provedeny tii

opakovani.
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Tabulka 1 Varianty ptipravenych vzorku

Silice Teplota Doba osSetfeni Koncetrace
(°C) (minuty) silice mg/I

Skofice 54 10 100
Lemongrass 54 10 100
Oregano 54 10 100
Eukalyptus 54 10 100

Mata (cornmint) 54 10 100
Hrebicek 54 10 100

Blank - 0 0
Kontrola 80 10 0
Lemongrass 54 20 100
Oregano 54 20 100
Eukalyptus 54 20 100

Mata (cornmint) 54 20 100
Hrebicek 54 20 100

Blank - 0 0
Kontrola 80 10 0

Pro vSechny varianty bylo celkem odméteno 480 ml jable¢no-fepného mostu. Pro silice
Skotice (Cinnamomum zeylanicum), lemongrass (Cymbopogon citratus), oregano (Origanum
vulgare), eukalyptus (Eucalyptus globulus), mata (Mentha arvensis), hiebic¢ek (Eugenia spp.)
byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci 100 mg/l mostu, ktery byl nasledné¢ podroben
homogenizaci, po dobu deseti vtefin pii 20 000 ot./min (T18 digital Ultra-Turrax, 1KA) za
ucelem vzniku nanoemulze voda-silice. Z kazdé varianty silice byl za aseptickych podminek
napipetovan objem 10 ml do sklenénych sterilnich zkumavek o objemu 20 ml. Zkumavky byly
uzavieny kovovym vickem a nasledné byly takto pifipravené vzorky protfepany na tfepacce
Vortex pii1 2500 ot./min po dobu péti vtetin.

Poté byla provedena tepelnd oSetfeni pti teploté 54 °C po dobu 10 minut a 54 °C po dobu
20 minut a pro kontrolni oSetfeni byla pouZita teplota 80 °C po dobu deseti minut. Tepelna
oSetfeni byla provedena ve vodni 14zni Medingen W12 a pro kontrolu teploty uvnitt zkumavek
byl pouzit digitalni teplomér Heidolph EKT Hei-Con. Vzorky byly nésledné skladovany pti

teploté 23+2 °C a v temnu.

5.3.2 Odbér a priprava vzorki pro analyzu

Jednotlivé vzorky byly za aseptickych podminek ve flowboxu jednotlivé protiepany na
ttepacce Vortex pii 2500 ot./min po dobu péti vtefin a nasledné bylo z kazdého vzorku

odpipetovano sterilni $pi¢kou 100 pl na mikrotitraéni destiCku Verkon o 96 jamkach. Pied
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odebranim a po odebrani vzorku ze zkumavky bylo vzdy ozehnuto hrdlo zkumavky plamenem
a nasledné byl vzorek ihned uzavien. Po odebrani vzorkii byly vzorky ulozeny v pokojové

teploté a temnu.

5.3.3 Méfreni turbidity pomoci spektrofotometrie

Pro samotné méfeni byla mikrotitracni desticka s odebranymi vzorky umisténa do
ptistroje Thermo Scientific Multiskan Ascent Microplate Reader Type 354, ktery je spojen
s pozadovanou PC sestavou vybavenou softwarem Ascent software verze 2.6.

Pted analyzou byl ptistroj sefizen pro typ mikrotitracni desticky Verkon 96, nasledné bylo
nastaveno tfepani mikrotitracni desticky na 840 ot./min po dobu péti vtefin a pro méfeni byl
pouzit filtr o vinové délce 405 nm. Po méteni byly hodnoty absorbanci jednotlivych jamek
mikrotitracni desticky tfidény a uchovany pomoci softwaru Microsoft Excel. Jednotliva méfeni
byla provedena v intervalu ode dne, kdy vzorky byly ptipraveny do 29. dne od pfipraveni
vzorki (Obrazek 5).

Obrazek 5

Osa znazoriuje, v jakych intervalech v ramci dni byla provedena méfeni.

1 2 3 1 6 8 10 14 18 29

Den méreni

5.4 Analyza acinnosti oSeti‘eni kombinaci silic a tepelného zahievu

Pii analyze byla testovana ucinnost oSetieni jable¢no-fepného mostu pomoci kombinace
silic a tepelného oSetfeni. Pro testovani byly vybrany silice skofice a lemongrass. Pti analyze
byla pomoci spektrofotometrie pribézné méfena turbidita (zékal), ktery byl zptisoben nariistem
mikroorganismi. Méteni bylo provadéno v piedem stanovenych ¢asovych intervalech po dobu
29 dni a nésledné byla hodnocena inhibi¢ni aktivita silic jednotlivych vzorkd pomoci ristovych
ktivek.

5.4.1 Priprava vzorku

Jable¢no-fepny most byl oSetfen nasledujicimi zpisoby: Pfidanim dvou riiznych silic o

ttech rozdilnych koncentracich a pouzitim tii odlisnych teplot (Tabulka 2). Jako metoda
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kontroly bylo pouzito oSetfeni kyselinou benzoovou, osetieni kyselinou benzoovou a teplotnim
oSetfenim, vzorky oSetfeny pouze teplotou, vzorky bez oSetieni a vzorky osetiené pouze
silicemi o tfech koncentracich (Tabulka 3). U kazdé ztéchto variant byla provedena tii

opakovani.

Tabulka 2 Varianty testovanych vzorka s kombinaci silice a teploty

Silice Teplota (°C) Doba oSetieni Koncetrace
(minuty) silice mg/I

Skoftice 54 10 64
Skoftice 54 10 128
Skoftice 54 10 256
Skoftice 60 10 64
Skoftice 60 10 128
Skoftice 60 10 256
Skoftice 64 10 64
Skoftice 64 10 128
Skoftice 64 10 256
Lemongrass 54 10 64
Lemongrass 94 10 128
Lemongrass 54 10 256
Lemongrass 60 10 64
Lemongrass 60 10 128
Lemongrass 60 10 256
Lemongrass 64 10 64
Lemongrass 64 10 128
Lemongrass 64 10 256

Tabulka 3 Varianty kontrolnich oSetieni

Silice/konzervant  Teplota (°C) Doba oSetieni Koncentrace
(minuty) mg/I
Skotice - 0 64
Skotice - 0 128
Skotice - 0 256
Lemongrass - 0 64
Lemongrass - 0 128
Lemongrass - 0 256
Kys. benzoova - 0 150
Kys. benzoova 54 10 150
Kys. benzoova 60 10 150
Kys. benzoova 64 10 150
Blank - 0 0
Pasterace 90 1 0
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Pro vSechny varianty bylo odméteno 560 ml jable¢no-fepného mostu. Pro kazdou skupinu
testovanych silic byl vytvofen zasobni roztok o koncentraci 512 mg/l, ktery byl poté podroben
homogenizaci po dobu deseti vtefin, pomoci piistroje T18 digital Ultra-Turrax fimy IKA, za
ucelem vzniku nanoemulze voda-silice. Zhomogenizovany zasobni roztok byl pouzit pro
ptipravu finalnich koncentraci 64 mg/l, 128 mg/l a 256 mg/1 pro silice lemongrass a skofice.
Nasledné byly ptipravené varianty danych koncentraci za aseptickych podminek napipetovany
do sterilnich penicilinek, a poté byly penicilinky uzavieny gumovym septem a hlinikovou
korunkou. Uzaviené penicilinky byly prottepany na tiepacce Vortex pii 2500 ot./min po dobu
péti vtetin.

Nasledné byla provedena tepelna oSetieni 54 °C, 60 °C, 64 °C po dobu deseti minut. Pro
tepelné oSetfeni byla pouzita vodni lazet Medingen W12 a pro kontrolu teploty uvnitt
penicilinky byl pouzit digitalni teplomér Heidolph EKT Hei-Con.

Pro varianty kontrol byla pfipravena oSetieni silici v koncentracich 64 mg/l, 128 mg/I,
256 mg/l bez tepeln¢ho osSetfeni, oSetfeni kyselinou benzoovou v koncentraci 150 mg/1 bez
pouziti tepelného oSetfeni, oSetfeni kyselinou benzoovou s kombinaci teplot 54 °C, 60 °C,

64 °C, varianta bez oSetieni, oSetfeni teplotu 90 °C po dobu jedné minuty.

5.4.2 Odbér vzorki a priprava vzorki pro analyzu

Vzorky v penicilinkach byly za aseptickych podminek ve flowboxu jednotlivé prottepany
na tiepacce Vortex pii 2500 ot./min po dobu péti vtetin. Nasledné bylo z kazdého vzorku pres
gumové septum odebrano 150 pl sterilni injekéni stiikackou a vzorek byl nanesen na
mikrotitraéni desticku Verkon 96 o 96 jamkéach. Pfed odebranim a po odebrani vzorku
z penicilinky, bylo septum penicilinky vzdy oZehnuto plamenem. Po naneseni vSech vzorkd
injekéni stiikackou byl pfenesen objem 100 pl z kazdé jamky pomoci multikanalové pipety na
druhou mikrotitra¢ni desti¢ku, aby bylo dosazeno stejného objemu ve vSech jamkach

mikrotitracni desti¢ky. Po odebrani vzorki byly vzorky uloZeny v pokojové teploté a temnu.

5.4.3 Meéreni turbidity pomoci spektrofotometrie

Pro samotné métfeni byla mikrotitracni desticka s odebranymi vzorky umisténa do
ptistroje Thermo Scientific Multiskan Ascent Microplate Reader Type 354, ktery je spojen

s pozadovanou PC sestavou vybavenou softwarem Ascent software verze 2.6.

29



Pted analyzou byl ptistroj sefizen pro typ mikrotitrani desticky Verkon 96, nasledné bylo
nastaveno tfepani mikrotitracni desticky na 840 ot./min po dobu péti vtetfin a pro méfeni byl
pouzit filtr o vlnové délce 540 nm. Po méfeni byly hodnoty absorbanci jednotlivych jamek
mikrotitra¢ni desti¢ky tfidény a uchovany pomoci softwaru Microsoft Excel. Jednotliva méfeni
byla provedena v intervalu ode dne kdy vzorky byly ptipraveny do 29. dne od pfipraveni vzork

(Obrazek 5).

Obrazek 5 Osa znazornuje, v jakych intervalech v ramci dnti byla provedena méteni.
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Den méfeni

5.5 Stanoveni celkového po¢tu mikroorganismu

Ve wvzorcich ptipravenych dle kapitoly 5.4.1 byl stanovovan celkovy pocet

mikroorganismli pomoci kapkové metody na Plate count agaru béhem 31 dni.

5.5.1 Odbér vzorki a priprava vzorki

Vzorky v penicilinkach byly za aseptickych podminek ve flowboxu jednotlivé prottepany
na tiepacce Vortex pii 2500 ot./min po dobu péti vtetin. Néasledné bylo z kazdého vzorku pres
gumové septum odebrano 100 pl sterilni injekéni stiikackou a vzorek byl nanesen na
mikrotitracni desticku Verkon o 96 jamkach. Pfed odebranim a po odebrani vzorku
z penicilinky, bylo septum penicilinky vzdy ozehnuto plamenem. Po odebrani vzorkta byly
vzorky uloZeny v pokojové teploté a temnu.

Za aseptickych podminek a se sterilnimi Spic¢kami bylo z kazdé varianty vzorku
napipetovano 80 pl na dal$i mikrotitracni desticku ve Etyfech opakovanich. Nésledné bylo
ptipraveno 500 ml fyziologického roztoku. Pro ptipravu 500 ml fyziologického roztoku bylo
pouzito 4,25 g NaCl, 0,5 g peptonu a 0,5 ml Tweenu 80. Tween 80 byl pouzit pro udrzeni
nanoemulze voda-silice, ktera byla vytvofena ve vzorcich mostu pomoci homogenizatoru
turrax.

Do nésledujicich Sesti jamek pod jednotlivymi vzorky bylo napipetovano multikanalovou
pipetou 180 ul fyziologického roztoku. Poté bylo pomoci multikanalové pipety odebrano z fady
vzorkli 20 ul, jez byly pipetovany do nasledujici jamky s fyziologickym roztokem. Pro
promichani vzorku s fyziologickym roztokem bylo pouzito tiikrat za sebou reverzniho

pipetovani. Nasledné se znovu multikandlovou pipetou odebralo z takto promichanych vzorkt
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20 pl, které byly pipetovany do nasledujici fady jamek s fyziologickym roztokem a znovu
reverzné pipetovany pro diikladné promichani. Takto bylo postupovano az do Sesté fady jamek
s fyziologickym roztokem. Timto zptisobem bylo dosazeno fedici fady od 101-10®. Postup

znazornén na obrazku 6.

Obrizek 6 Redici fada dle kapkové metody

Samples
(250 uL)

0*10”7

10"10' 1077107107 1071
[ >

(Chen et al., 2003)

Z mikrotitracni desti¢ky s pripravenou fedici fadou bylo poté na Petriho misky s deseti
ml ztuhlého Plate count agaru firmy Sigma-Aldrich pomoci multikandlové pipety naneseno 5
ul inokula z kazdé jamky vzestupné, dle fedici fady od 1071-10°. Petrino misky byly po
zaschnuti inokula umistény do termostatu o teploté¢ 37 °C na dobu 24 hodin a nasledné byly

spocitany vzrostlé kolonie bakterii jednotlivych vzorku v danych fedénich.

5.6 Vypocty a statistické zpracovani dat

Po uplynuti 24 hodin za teploty 37 °C nutné pro inkubaci vzorkd, byly spo¢itany kolonie
na Petriho miskach a poté byly hodnoty dosazeny do nize uvedeného vztahu, z jehoz vysledku
bylo zjist€éno mnozstvi KTJ/g jable¢no-fepného mostu.

N=>¢/V(m+0,1ny)d

N..... Pocet KTJ/g

> c....Soucet kolonii spo¢itanych na petriho miskach

V......Objem inokula

d...... Faktor prvniho pouZitého fedéni

Ni......Pocet misek vyssiho fedéni

na...... Pocet misek nizsiho fedéni
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Poté byly hodnoty KTJ/g vyjadieny jako log KTJ/g. Nasledn¢ byly vysledky stanoveni
celkového poctu mikroorganismu statisticky zpracovany a vyhodnoceny pomoci softwaru MS
Excel a Statistika 12. Pomoci téchto nastroju byly zjistovany nejen statistické parametry
(aritmeticky praimér a smérodatnd odchylka), rovnéz byla data statisticky hodnocena pomoci
analyzy rozptylu (ANOVA) a dale analyzovana pomoci Scheffeho testu. Pfi testovani dat a
zjisStovani statisticky vyznamnych rozdil byla pouzita hladina vyznamnosti 0,05.

Absorbance ziskané pfi méfeni kombinace inhibi¢ni aktivity silic a tepelného zdhievu
byly zpracovany a statisticky vyhodnoceny v programu MS Excel, kde byly zjistovany

zékladni statistické parametry, jako je aritmeticky primér a smérodatnd odchylka.
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6 Vysledky

6.1 Screening antimikrobialni aktivity silic

Pti screeningu byla méfena turbidita jednotlivych vzorkd, na jejiz zdkladé mohlo byt
usouzeno, které z testovanych silic (lemongrass, oregano, skofice, eukalyptus, mata (cornmint),
hiebiCek) maji nejvyssi inhibicni ucinek proti rGstu mikroorganismi. Silice byly pouzity
v koncentraci 100 mg/l spolu s tepelnymi oSetifenimi 54 °C po dobu deseti minut a 54 °C po
dobu dvaceti minut. Testované vzorky byly porovnavany proti kontrole bez oSetfeni a kontrole
oSetfenou na 80 °C po dobu deseti minut. Vzorky byly sledovany v danych intervalech od

prvniho dne ptipravy vzorkl po 29. den.

6.1.1 Vysledky méfeni turbidity

Vysledky turbidity z kazdého tepelného osetieni byly rozdéleny do dvou grafi z divodu
piehlednosti pribéhu kiivek, nebot’ nékterd oSetieni vykazovala podobny prubéh nartstu

mikroorganismu.

Absorbance
= e = N
£ ()] (o) N N

=
N

[ERN

1 2 3 4 6 8 10 14 18 29
Den méreni
—LEM HRE ORE Blank Kon 80

Graf 1 Prubéh rustu turbidity u vzorkd oSetfenych teplotou 54 °C po dobu deseti

minut.
Poznamka: Lem = lemongras, HRE = hiebiéek, ORE = oregano, Blank = bez o3etieni Kon 80 = o3etieno
80 °C po dobu 10 minut.
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U vzorktt HRE, ORE byl zaznamenan podobny priibéh nartistu turbidity, ktery byl béhem
prvnich tii dni pouze pozvolngjsi nez u vzorku Blank, u n¢hoz doslo k prudkému nartistu
turbidity jiz druhy den. Nicméné étvrty den vzorky HRE, ORE vykazovaly vy3si turbiditu nez
Blank.

U vzorku LEM byl pozorovéan narast turbidity pozvolngjsi oproti vzorkim HRE a ORE,
kdy bylo dosazeno maxima rastu turbidity po Sestém dni méfeni. Navic byl celkovy narast
oproti vzorku Blank nejen pozvolnéjsi, ale 1 maximum dosaZené turbidity bylo niz$i nez u

vzorku Blank.
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Graf 2 Prubé¢h rustu turbidity u vzorkd oSetienych teplotou 54 °C po dobu deseti

minut.
Poznamka: COR = mata (cornmint), SKO = skotice, EUK = eukalyptus, Blank = bez oSetfeni Kon 80

= osetfeno 80 °C po dobu 10 minut.

U vzorkid COR a EUK bylo dosaZzeno maximalniho ristu turbidity okolo Sesté¢ho dne,

cwwvr

oSetfenych silici pfi teploté 54 °C po dobu deseti minut vykazoval vzorek SKO. U vzorku SKO

byl zaznamenan stejny prabeh nartistu turbidity jako vzorek Kon 80 a to az do 6. dne, od n¢hoz
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pak doslo k mirnému nartistu, nicméné vzorek SKO doséahl oproti vzorku Blank signifikantné

niz§i turbidity az do 29. dne méteni.
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Graf 3 Prub¢h rastu turbidity u vzorkta oSetienych teplotou 54 °C po dobu dvaceti

minut.
Poznamka: Lem = lemongras, HRE = hiebitek, ORE = oregano, Blank = bez oSetfeni Kon 80 = osetieno

80 °C po dobu 10 minut.

U vzorkit HRE a ORE bylo dosazeno pozvolng&j§iho nariistu turbidity a maxima zde bylo
dosazeno 6. den méfeni. Naproti tomu u vzorku Blank bylo dosazeno maxima jiz 3. den métent.
U vzorku LEM byl pozorovan do 6. dne pouze mirny nartst oproti vzorku Kon 80, 6. den
méfeni byl zjistén narist, ktery presahl turbiditu vzorku Blank a v 8. dni méfeni byla zméfena

turbidita, ktera dosahovala hladin vzorkti HRE a ORE.
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Graf 4 Prub¢h rastu turbidity u vzorku oSetfenych teplotou 54 °C po dobu dvaceti

minut.

Poznamka: COR = mata (cornmint), SKO = skotice, EUK = eukalyptus, Blank = bez osetfeni Kon 80

= oSetfeno 80 °C po dobu 10 minut.

U vzorkt COR a EUK byl pozorovan mirn€js$i narust s dosazenim maxima turbidity 6.
den méfeni. Naproti tomu vzorek Blank dosahl maxima ristu jiz 3. den.
Pro vzorek SKO byl pozorovan identicky priib&h turbidit v case jako u vzorku Kon 80 a

10. dne méteni byl identifikovan mirny nartst, ktery trval az do 29. dne méteni. Nicméné bylo

v

Blank.

Pti screeningovém méfeni inhibi¢ni aktivity silic spolu s tepelnym zdhfevem 54 °C po
dobu deseti a dvaceti minut bylo zjisténo, Ze vzorky oSetfeny silici lemongrass a skofice
vykazuji dle naméfenych hodnot turbidity nejvyss$i inhibicni aktivitu oproti ostatnim
testovanym silicim (oregano, eukalyptus, mata, hiebicek). Zaroven byly zjistény u vzorki se

silicemi lemongrass a skofice signifikantn€ nizsi turbidity nez u vzorku Blank.
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6.2 Vysledky analyzy ucinnosti oSetfeni kombinaci silic skorFice,
lemongrass a tepelného zahievu

Z diivodu zvyseni piehlednosti a orientace byly vysledky roztfizeny mezi nasledujici
grafy zptisobem, kdy byly porovnany ucinky koncentrace na riist turbidity jednotlivych silic a

poté hodnoceny varianty neji¢innéjsich oSetieni silici a teploty oproti kontrolam.

5,5

(6]

>
U

H

Absorbance
w
(6]

w

N
"

1,5

1 2 3 4 6 8 10 14 18 29

Den méreni

LemK3 SkK1 ———SkK2 ———SkK3 —nBlank

LemK1 LemK2

Graf 5 Prabéh rustu turbidity u vzorki oSetienych riznymi koncentracemi silic

Poznamka: LemK1 = lemongrass (256 mg/l), LemK2 = lemongrass (128 mg/l), LemK3 = (64 mg/l),
SkK1 = skofice (256 mg/l), SKK2 = skorice (128 mg/l), SkKK3 = skofice (64 mg/l).

Nejmens$i narast turbidity byl pozorovan u vzorkti LemK1 a SkK1, tedy nejvys$Simi
koncentracemi obou silic. U téchto dvou vzorkl byl pozorovan narist turbidity od 3. dne

méfeni. Pribéh kiivek téchto dvou vzorki je podobny, nicméné vzorek LemK1 vykazuje ze

v

VéEtsi narlst turbidity byl identifikovan u vzorkGh LemK2 a SkK2 oSetfenymi
koncentracemi 128 mg/I, jejichz turbidita zacala nartstat po 3. dni méfeni, nicméné u obou silic

byl pozorovan podobny vyvoj nartstu turbidit.
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Nejvetsi nartsty turbidit béhem méteni byly identifikovany u vzorkti LemK3 a SKK3, jez
méfeni. Ve vzorku SkK3 byly béhem testovani naméteny nejvyssi turbidity pfi testovani vlivu
koncentrace na nartst zakalu tvofenym mikroorganismy.

Oproti vzorku Blank byly zjistény nizsi turbidity u vzorki LemK1, SkK1, LemK2, SkK2
béhem vSech méteni, jez byla provedena v prubehu 29 dni. Oproti vzorku Blank byly zajistény
niz§i hodnoty turbidit do 8. dne u vzorku LemK3, zatimco u vzorku SkK3 byly zjistény nizsi
hodnoty turbidit pouze do 6. dne.
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Graf 6 Prubéh rustu turbidity u vzorki oSetfenych silici lemongrass a teplotou
Poznamka: LemT1K1 = lemongrass (256 mg/l, 64 °C), LemT2K1 = lemongrass (256 mg/l, 60 °C),
Blank = neosetieno, Kon3T2 = (60 °C), Konl = kys. benzoova

U vzorkli LemT1K1 a LemT2K1, tedy dvou nejvyssich teplot v kombinaci s nejvyssi
turbidit je u obou vzorkl stejny. U testovanych vzorkli LemT1K1 a LemT2K1 byla zjiSténa
b&hem 29 dni méfeni turbidita signifikantné niZ8i nez u kontrolnich vzorkd.

Nejvyssi turbidity byly pozorovany u vzorku Blank, kde doslo k narustu po 3. dni méfeni
a nasledn¢ u vzorku Konl (kys. benzoova), kdy doslo k nardstu po 4. dnu méfeni. Zatimco

vzorek Kon3T2 vykazoval prvni tfi dny meétfeni hodnoty podobné naméfenych u vzorkl

38



LemT1K1 a LemT2KI1, po tfetim dni méteni doslo k nartstu turbidity i u tohoto kontrolniho

vzorku (Kon3T2)
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Graf 7 Prubéh rustu turbidity u vzorka oSetienych silici skofice a teplotou
Poznamka: SkT1K1 = skofice (256 mg/l, 64 °C), SkT2K 1 = skorice (256 mg/l, 60 °C), Blank = neosetieno,
Kon3T2 = (60 °C), Kon1 = kys. benzoova

Vzorky SkT1K1 a SkT2K1, tedy vzorky oSetfené nejvyssi teplotou v kombinaci s
nejvyssi koncentraci silice vykazovaly v testované sérii celkové nejnizsi turbidity. U hodnot
naméfenych vzorki byl objeven stejny prubéh trendu mezi turbiditami v rdmci méfenych dni.

Nejveétsi turbidity byly zaznamenany u kontrol Blank a dale Konl (kys. benzoova). Avsak
u vzorku Kon3T2 osetifeného teplotou 60 °C byla do 3. dne naméfena turbidita niz§i nez u
testovanych vzorkd se silici SKT1K1 a SKT2K1, nicméné po tietim dni méfeni doslo u Kon3T2

k narustu turbidity a 6. dne turbidita pfekonala hodnoty vzorkt SKT1K1 a SKT2K1.
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Graf 8 Porovnani rustu turbidity u vzorka oSetfenych teplotou a riznou silici
Poznamka: SKT2K2 = skofice (128 mg/l, 60 °C), LemT2K2 (128 mg/l, 60 °C), Kon3T2 = (60 °C),
Blank = neosetieno, Kon5 = (90 °C).

Vv

osetien¢ho koncentraci 128 mg/l a teplotou 60 °C béhem 29 dni méteni.

Do 3. dne byly zjistény nizsi turbidity nez u vzorku Blank ve vzorcich Kon5 oSetieného
90 °C a Kon3T2 osetteného 60 °C. Od 3. dne zacaly turbidity vzorkd Kon5 a Kon3T2 stoupat
a 6. dne presahly hodnoty turbidit vzorku SKT2K2, jenz byl oSetfen koncentraci 128 mg/l a
teplotou 60 °C. Od Sestého dne byly naméfené turbidity vzorkli SkT2K2 a LemT2K2 nizsi
oproti testovanym kontrolam Kon5, Kon3T2 a Blank.

40



6.3 Vysledky stanoveni celkového poétu mikroorganismi

Ve vzorcich jable¢no-fepného mostu byl sledovan celkovy pocet mikroorganismii, ktery
byl sledovan 1 den po pripravé vzorki, dale po 7, 14, 31 dnech od pfipravy vzorkl, nicméné
kvtli ¢asové narocnosti této metody a poctu vzorkil, byly ve vSech dnech testovany pouze
vzorky osettené silici a teplotami 64 °C a 60 °C a vzorky bez oSetfeni. Byly vyhodnocovany
pocty kolonii vyjadienych jako log KTJ/g jable¢no-fepného mostu v jednotlivych vzorcich a

nasledné byly vysledky zhodnoceny pomoci analyzy rozptylu.

Tabulka 4 Priubézny vyvoj poctu log KTJ/g v zavislosti na oSetfeni koncentraci silic

1.den SD 7. den SD 14. den SD 31. den SD
LemK1 0,004 +0,00 0,00~ +0,00 5,388 40,11 5,428 +0,24
LemK2A 5,238 +0,04 6,96° +0,09  xx XX 7,540¢ +0,10
LemK3 6,128 +0,30 7,38P +0,10 8,42° +0,07 7,64PE +0,06
SkK1 XX XX XX XX XX XX 5,008 +0,07
SkK?2 XX XX XX XX XX XX 6,51¢ +0,14
SkK3 6,12¢ +0,08 XX XX XX XX 7,40PF +0,02
Konl 5,468 1007 XX XX 7,54¢ +0,21 6,70¢P +0,08
KonT1Benz 0,00* 40,00 0,00~ +0,00 0,00* +0,00 0,00 +0,00
KonT2Benz 000  Lgo9 0,004 +0,00 0,004 +0,00 0,00 10,00
KonT3Benz  xx XX XX XX XX XX 7,330 +0,11
KonT1 0,00 +0,00 0,00~ +0,00 0,00* +0,00 0,00 +0,00
KonT2 XX XX XX XX XX XX 6,70¢P +0,03
KonT3 XX XX XX XX 7,47¢ +0,06 7,31PE +0,02
Blank 589 1010 7,295 +0,14  8,44P +0,08  8,44F +0,29
Kon5 XX XX 4,50F +0,10 xx XX 7,67F +0,18

Poznamka: xx = nebylo méteno

Mezi vzorky oznacenymi stejnym alespon jednim stejnym pismenem neni statisticky vyznamny rozdil.

LemK1 = lemongrass (256 mg/l), LemK2 = lemongrass (128 mg/l), LemK3 = (64 mg/l), SkK1 = skofice (256
mg/l), SkKK2 = skofice (128 mg/l), SkK3 = skotice (64 mg/l), Konl = (kys. benzoova), KonT1Benz = (64 °C, Kys.
benzoova), KonT2Benz = (60 °C, kys. benzoova), KonT3Benz = (54 °C, kys. benzoova), KonT1 (64 °C), KonT2
(60 °C), KonT3 (54 °C), Blank = bez oSetieni, Kon5 (90 °C).

v v

LemK1 a SkK1 (Tabulka 4). Nasledovaly vzorky LemK?2 a SkK2. Naopak nejvyssi namétené
hodnoty log KTJ/g mezi vzorky oSetfenymi silici byly u variant LemK3 a SkK3.

Vysledky ANOVA prokézaly statisticky vyznamné rozdily mezi log KTJ/g v zavislosti
na pouzité koncentraci silice. Po provedeni post-hoc analyzy Sheffeho testem byly nalezeny

statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05) mezi sadou vzorkti LemK1 a SkK1 (vzorki oSetfenych
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A4

silice. Navic byly zjistény statisticky vyznamné rozdily LemK1 a SkK1 oproti kontrole bez
oSetfeni a kontrole osettené 90 °C (p < 0,05).

Dle vysledkit ANOVY byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily hodnot log KTJ/g
mezi dny. Po provedeni post-hoc analyzy Sheffeho testem byl zjistén statisticky vyznamny

rozdil 31. dne od dni 1. a 14. (p < 0,05).

Tabulka 5 Vliv osetieni koncentraci silice a teploty na log KTJ/g mostu v jednotlivych dnech

kontroly

1.den SD 7.den SD 14. den SD 31. den SD
LemT1K1 0,00 +0,00 0,00~ +0,00 0,00 +0,00 0,004 +0,00
LemT1K2 0,004 +0,00 0,001 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
LemT1K3 0,004 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
LemT2K1 0,004 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
LemT2K2 0,004 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
LemT2K3 0,004 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
LemT3K1 XX XX XX XX XX XX 5,618 +0,30
LemT3K2 XX XX XX XX XX XX 7,108¢ +0,58
LemT3K3 XX XX XX XX 8,56P +0,11 8,12¢P +0,39
Konl 5,468 +0,07 XX XX 7,548 +0,21 6,708¢ +0,08
KonT1Benz 0,004 +0,00 0,00~ +0,00 0,00~ +0,00  0,00% 40,00
KonT2Benz 0,004 +0,00 0,004 +0,00 0,00~ +0,00  0,00% 40,00
KonT3Benz xx XX XX XX XX XX 7,33¢P +0,11
KonT1 0,004 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
KonT2 XX XX XX XX XX XX 6,708¢ +0,03
KonT3 XX XX XX XX 7,478 +0,06  7,31°¢P +0,02
Blank 5,89¢ +0,10 7,298 +0,14 8,44¢ +0,08 8,44P +0,29
Kon5 XX XX 4,50¢ +0,10 XX XX 7,67¢P +0,18

Poznamka: Poznamka: xx = nebylo méfeno

Mezi vzorky oznacenymi stejnym alespon jednim stejnym pismenem neni statisticky vyznamny rozdil.
LemT1K1 = lemongrass (256 mg/l, 64 °C), LemT1K2 = lemongrass (128 mg/l, 64 °C), LemT1K3 =
lemongrass (64 mg/l, 64 °C), LemT2K1 = lemongrass (256 mg/l, 60 °C), LemT2K2 = lemongrass (128 mg/l,
60 °C), LemT2K3 = lemongrass (64 mg/l, 60 °C), LemT3K1 = lemongrass (256 mg/l, 54 °C), LemT3K2 =
lemongrass (128 mg/l, 54 °C), LemT3K3 = lemongrass (64 mg/l, 54 °C).

U vzorkl soSetienimi LemT1K1 az LemT2K3 (Tabulka 5) béhem 31 dni nebyly
stanoveny zadné¢ KTJ, nicméné u vzorkli LemT3K1, LemT3K2, LemT3K3 osetfeni nebyla

ucinna a hodnoty Log KTJ/g zde byly od 5,61-8,12 log v 31. dni kontroly.
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Byla provedena hierarchicka ANOV A pro nezavislé proménné a jejich kombinace. Byly
zjiStény statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05) v hodnotdch log KTJ v zévislosti na
koncentraci silice, teploté oSetieni.

Post-hoc analyza pomoci Scheffeho testu prokéazala, ze existuji statisticky vyznamné
rozdily mezi sadou vzorkd LemT1K1 az LemT2K3 a sadou vzorkii LemT3K1, LemT3K2,
LemT3K3 (p < 0,05). U sérii oSetfeni LemT1K1 az LemT2K3 byl rovnéz nalezen statisticky
vyznamny rozdil oproti kontrolnim oSetienim KonT2 a Kon5, ktera se ukéazala jako méné
uc¢inna. U téchto vzorki bylo pti kultivaci stanoveno 6,70 a 7,67 log KTJ/g.

Dle vysledki ANOVY byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily hodnot log KTJ/g
mezi dny. Po provedeni post-hoc analyzy Sheffeho testem byl zjiStén statisticky vyznamny
rozdil 14. dne v porovnani s 1.; 7.; 31. dnem (p < 0,05). RovnéZ byly nalezeny statisticky
vyznamné rozdily mezi 31. dnema 1.; 7.; 14. dnem (p < 0,05).
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Tabulka 6 Vliv osetieni koncentraci silice a teploty na log KTJ/g mostu v jednotlivych dnech
kontroly

1. den SD 7.den SD 14.den  SD 3l.den SD
SkT1K1 0,004 +0,00 0,004 +0,00 0,004 +0,00 0,004 +0,00
SkT1K2 0,004 +0,00 0,004 +0,00 0,004 +0,00 0,004 +0,00
SkT1K3 0,004 +0,00 0,004 +0,00 0,004 +0,00 0,004 +0,00
SkT2K1 0,004 +0,00 0,004 +0,00 0,004 +0,00 0,004 +0,00
SkT2K?2 0,004 +0,00 0,004 +0,00 0,004 +0,00 0,004 +0,00
SkT2K3 0,004 +0,00 0,004 +0,00 0,004 +0,00 0,004 +0,00

SkT3K1 XX XX XX XX XX XX 6,108 +0,29
SkT3K2 XX XX XX XX XX XX 7,79¢P +0,10
SkT3K3 XX XX XX XX 8,56° +0,2 8,48P +0,24
Konl 5,468 +0,07 XX XX 7,548 +0,21 6,708¢ +0,08

KonT1Benz 0,00% +0,00 0,00* +0,00 0,00* 0,00 0,00* 0,00

KonT2Benz 0,00% +0,00 0,00* +0,00 0,00* 0,00 0,00* 40,00

KonT3Benz xx XX XX XX XX XX 7,33¢ +0,11
KonT1 0,004 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
KonT2 XX XX XX XX XX XX 6,708¢ +0,03
KonT3 XX XX XX XX 7,478 +0,06 7,31¢ +0,02
Blank 5,89¢ +0,10 7,29¢ +0,14 8,44¢ +0,08 8,44P +0,29
Kon5 XX XX 4,508 +0,10 XX XX 7,67¢P +0,18

Poznamka: Poznamka: xx = nebylo méfeno

Mezi vzorky oznaCenymi stejnym alespon jednim stejnym pismenem neni statisticky vyznamny rozdil.

SkT1K1 = skofice (256 mg/l, 64 °C), SkT1K2 = skotice (128 mg/l, 64 °C), SKT1K3 = skotice (64 mg/l, 64 °C),
SkT2K1 = skotice (256 mg/l, 60 °C), SkT2K2 = skofice (128 mg/l, 60 °C), SkT2K3 = skofice (64 mg/l, 60 °C),
SKkT3K1 = skotice (256 mg/l, 54 °C), SKT3K2 = skofice (128 mg/l, 54 °C), SKT3K3 = skotice (64 mg/l, 54 °C).

U vzorki sady vzorkd SkT1K1 az SkT2K3 (Tabulka 6) nebyly pti kultivaci narostlé
zadné KTJ, naopak oSeteni SkT3K1, SkT3K2, SkT3K3 byla identifikovana jako nedostatecna,
nebot’ pii kultivaci 31. dne dosahovali jejich hodnoty log KTJ/g 6,10; 7,79; 8,48.

Vzorky sady SkT1K1 az SkT2K3 vykazovaly rovnéz efektivnéjsi oSetfeni nez vzorek
KonS3, ktery byl oSetfen teplotou 90 °C po dobu jedné minuty, kde byl rozdil pfi kultivaci v 7.
dni 4,5 log KTJ.
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Byla provedena hierarchicka ANOV A pro nezavislé proménné a jejich kombinace. Byly
zjiStény statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05) v hodnotdch log KTJ v zévislosti na
koncentraci silice, teploté oSetieni.

Post-hoc analyza pomoci Scheffeho testu prokédzala mezi sadou vzorkd SkTIKI1 az
SkT2K3 a sadou SkT3KI1, SkT3K2, SkT3K3 statisticky vyznamné rozdily pro log KTJ/g
(p < 0,05). Rovnéz byly objeveny statisticky vyznamné rozdily mezi sadou vzorkt SkT1K1 az
SkT2K3 a kontrolnim osetfenim KonT2 a Kon5 (p < 0,05). Statisticky vyznamné rozdily byly
identifikovany u oSetieni SKT3K1 v porovnani se vzorkem Blank (p < 0,05).

Dle vysledki ANOVY byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily hodnot log KTJ/g
mezi dny. Po provedeni post-hoc analyzy Sheffeho testem byl zjistén statisticky vyznamny
rozdil 14. dne v porovnani s 1.; 7.; 31. dnem (p < 0,05). RovnéZ byly nalezeny statisticky
vyznamné rozdily mezi 31. dnema 1.; 7.; 14. dnem (p < 0,05).
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7 Diskuze

Pouziti chemickych nebo syntetickych antimikrobidlnich latek a potravinovych
konzervac¢nich latek jsou jedny z nejstarSich metod kontroly infekci a mikrobialniho
znehodnoceni potravin. Nicméné, z diivodu ptibyvajicich diikazti o Skodlivych ucincich
syntetickych latek pouzivanych jako aditiva, v soucasnosti také nardsta souvisly tlak na snizeni
mnozstvi pfidanych konzervacénich latek (Burt, 2004).

V poslednich letech roste poptavka po nepasterovanych ovocnych s§tavach oproti
pasterovanym $tavam kwviili jejich vy$§imu obsahu vitaminu C a dalSich antioxidanti, jelikoz
tyto slozky hraji diilezitou roli v prevenci proti civilizaénim chorobam. (Melgar et al., 2012).
Zaroven dochazi k nartistu trendu zajiSténi bezpecnosti potravin piirozenou cestou. Jednou
Z moznosti je pouziti silic jako antimikrobialnich ptisad (Burt, 2004).

Cilem této prace bylo zhodnotit, zda kombinace piidavku silic do jable¢no-fepného mostu
spolu s tepelnym zahievem dokaze prodlouzit udrznost. V soucasnosti existuje mnoho studii,
které se zabyvaji konzervaci ovocnych §tav pomoci silic, nicméné pouze nékteré studie testuji
antibakterialni i¢inky vytvofenim nanoemulze voda-silice za sou¢asného pouziti synergického
ucinku napt. pomoci tepelného zahievu.

Pfi screeningovém Setfeni bylo zjisténo pomoci rastovych kiivek, ze silice lemongrass a
skofice mezi testovanymi silicemi (lemograss, skofice, eukalyptus, oregano, mata, hiebicek)
vykazuji nejvyssi antimikrobialni u¢inky v kombinaci s tepelnym zahfevem. AvSak vzorky
byly uchovavany za pokojovych podminek ve zkumavkach, které byly opatfeny kovovym
vickem, je proto mozné, ze u nékterych testovanych silic doslo vzhledem k nedostate¢nému
uzavieni ke zkresleni jejich antimikrobidlni aktivity, ktera se mohla jevit nizsi. Nicmén¢ silice
lemongrass a skofice byly vybrany pro dalsi testovani, a to za pouziti kombinaci riiznych
koncentraci silic a teplot oSetieni.

Pfi dal§im Setfeni pomoci riistovych kiivek byl zjistén vliv koncentrace na turbiditu

oproti kontrole bez osetieni a oSetfeni pouze teplotou 60 °C byly zjistény u vzorkd osetfenych
nejvyssi koncentraci silice (256 mg/l a teplotou 60 °C a 64 °C. Druhé nejnizsi turbidity byly
zaznamenany u vzorkt oSetienych koncentraci silic 128 mg/l teplotou 60 °C. Nicméné béhem
zkoumani ristovych kiivek bylo pozorovano, Ze turbidita u vzorka v Case klesa, coz bylo

zpusobeno blednutim jableCno-fepného mostu beéhem skladovani. Toto blednuti bylo

pravdépodobné zptisobeno degradaci betaninu (barvivo obsazené v fepe) (Azeredo, 2009).
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Uvedené blednuti mohlo vést ke zkresleni inhibicni aktivity silic v jednotlivych vzorcich
stanovenych dle rustovych kiivek. Z tohoto divodu je pravdépodobné spektrofotometrické
hodnoceni inhibi¢ni aktivity silic neptesné. Nicméné byl kromé spektrofotometrického metfeni
stanovovan také CPM (celkovy pocet mikroorganismil) pomoci kapkové metody, ¢imz bylo
mozno vysledky podrobn¢ kvantifikovat a statisticky oveéfit.

Celkovy pocet mikroorganismui je jednim ze zakladnich parametrtt hodnoceni hygieny
potravin. Dle vyhlasky ¢. 132/2004 Sb. plati pro Cerstvé ovocné a zeleninové §tavy pripustna
hodnota celkového poétu mikrorganismii 108 KTJ. Cilem této prace tedy bylo nejen dosazeni
redukce mikroorganismil pomoci kombinovaného oSetfeni, rovnéz bylo dilleZité pomoci téchto
oSetfeni dosahnout legislativnich pozadavkt na mikrobialni kvalitu takto osetfeného produktu.

U vzorki oSetfenych silici lemongrass, skofice a teplotami 60 °C a 64 °C nedoslo
v prubéhu 29 dni testovani k nartstu KTJ a v porovnani s kontrolou bez oSetieni tak bylo
dosazeno ve dnech 1; 7; 14; 31 celkové redukce o 5,89; 7,29; 8,44; 8,44 log KTJ/g. Rovnéz
byly prokazany statisticky vyznamné rozdily mezi touto sadou vzorki a neosetfenou kontrolou.

Podobnych vysledki jako v nasi studii dosahli ve svém vyzkumu Espina et al., (2012),
kteti potvrdili ucinnost synergického efektu pusobenim silice a tepelného zahievu.
Kombinované oSetieni pti 54 °C s 200 mg/l pomerancové silice dokazalo snizit pocate¢ni
populaci E. coli 0 5 log KTJ/g do méné nez 20 minut tepelného osetfeni, zatimco kombinované
oSetfeni s 200 ppm limonenu bylo dosazeno stejné urovné inaktivace za 12 minut. Tyto
vysledky ukazaly, ze ptfidani pomerancové silice nebo limonenu do Stavy pied tepelnym
oSetfenim, mize byt dosazeno synergického ucinku, ktery snizi Cas potiebny k oSetieni.

V nasi studii bylo prokazano efektivnéjsSiho oSetieni o 3 log KTJ/g a to za pouziti
10x nizsich koncentraci vV porovnani se studii Tyagi et al., (2014), pfi testovani kombinace
tepelného osetteni (80 °C po dobu 30 vtefin) a silice lemongrass (koncentrace 1120 mg/l)
v ovocné §tave. Pri testovani inhibice rustu proti Saccharomyses cerevisiae zjistili redukci az
0 2 log KTJ/g. Naproti tomu u vzorki oSetéenych teplotami 54 °C a silici pii pouziti koncentraci
256 mg/l, 128 mg/l, 64 mg/l doslo k redukcim oproti neoSetienému vzorku kontroly (skofice,
lemograss) 2,34-2,83; 0,65-1,34; 0-0,32 log KTJ/g, nicméné u téchto sad vzorkd byly
prokazany statisticky vyznamné rozdily v porovnéni s neoSetfenou kontrolou pouze u oSetieni
S nejvyssi koncentraci silice.

Kombinaci oSetteni silici spolu s tepelnym zdhfevem testovali také Espina et al. (2012),
kteti ve své studii navrhli kombinaci tepelného oSetfeni mirnym zahfevem a pfidanim silic
z citrusového ovoce pro konzervaci ovocnych §tav. Synergického ucinku bylo dosazeno

pridavkem 75 mg/l silic z citronu coz nékolikanasobné (5,7x) snizilo ¢as oSetieni nebo mohla
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byt snizena teplota oSetfeni o 4,5 °C. VU¢i samotnému tepelnému oSetfeni byla tato
kombinovana metoda ucinngjsi o 5 log cilového patogenu E. coli 0157:H7 pii pouziti
koncentrace silice 200 mg/I a teploty 54 °C.

Synergicky ucinek silic byl zkouman také autory Karatzas et al., (2000), ktefi ve své in
vitro studii zjistili, ze karvon (5 mmol 1) a mirny tepelny zahtev (45 °C, 30 min) redukovali
rust Listeria monocytogenes oproti samotnému tepelnému osetfeni o 1,3 log.

U vyse uvedenych studii, ve kterych byl testovan vliv osetfeni kombinaci ptidavku silice
a tepelného oSetfeni, bylo provadéno testovani inhibice ristu mikroorganismii maximalné
v rovin€ sedmi dni. NaSe prace vSak otestovala kombinovana oSettenti silic a tepelného zdhievu
v celkové délce 31 dni, kdy bylo u testovanych oSetfeni pomoci teploty 60 °C a 64 °C a
kombinaci silic lemongrass a skotice dosazeno Uplné inaktivace mikroorganismii az do 31. dne
testovani, kdy vzorek jenz nebyl oSetten, dosahoval hodnot 8,44 log KTJ/g. Navic, je vétSina
piedchozich studii zaméfena na patogenni mikroorganismy, zatimco nase studie zkouma
inaktivaci pfirozenych mikroorganismi ovocnych §t'av.

Testovani kombinace tepelného zdhtevu spolu s aplikaci silic pro prodlouzeni trvanlivosti
jable¢no-fepného mostu prokazalo velkou ucinnost a s dlouhodobym prodlouzenim
trvanlivosti. OSetfeni provedena v této studii by méla byt dale prozkoumana z hlediska
senzorického hodnoceni takto upraveného produktu. Vybrané silice byly pouzity
v koncentracich, které v ovocnych stavach uspésné otestovali Espina et al., (2012), nicméné
tato oSetfeni nebyla zkoumana v jable¢no-fepném mostu. Z tohoto divodu je mozné, ze by
pouzita oSetfeni mohla mit nepfiznivy vliv na hodnoceni pfijatelnosti konzumenty.

Pouziti synergického ucinku silic a tepelného zahievu navic vykazuje potencial piidané
hodnoty nejen pro konzumenty v podobé zachovani vétsiho mnozstvi prospésnych latek diky
snizeni teploty nutné pro dostate¢né oSetfeni, ale poznatky synergickych uc¢inku silic a
tepelného zahifevu mohou byt uzite¢né i pro samotné vyrobce z diivodu ekonomickych ztrat,
vyrobce vyhodné pouziti silic z divodu uspor energie, kdy diky synergickému ucinku, mize

byt u vyrobkl pouzito nizSiho tepelného oSetteni.
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8 Zavér

Cilem této prace bylo otestovat ucinek vybranych druhi rostlinnych silic v kombinaci s
tepelnym oSetfenim na konzervaci jable¢no-fepného mostu, kterd by umoznila del$i Zivotnost
produktu.

Na zdklad¢ vyzkumu bylo prokazano:

e Silice lemongrass a skotice spolu s tepelnym oSetfenim maji schopnost prodlouzit
Zivotnost jable¢no-fepného mostu.

e Pouziti silic spolu s tepelnym oSetienim mélo vétsi ucinek proti ristu bakterii nez
pouziti téchto oSetfeni zv1ast.

e Byl pozorovan piimy vliv koncentrace silic na snizeni po¢tu log KTJ pfi testovani
CPM

e Silice lemongrass a skofice vykazovaly podobné inhibi¢ni €inky pi1 méteni CPM

e U oSetieni teplotami 60 °C a 64 °C spolu se silicemi doslo k uplné inhibici a
behem testovani CPM béhem 31 dnli nebyl zjistén zddny nartst

e U vzorku osetfenymi teplotou 54 °C silici skofice a lemongrass byly pozorovany
vyznamné redukce v nartstu log KTJ dle koncentrace silice 256 ul, 128 pl, 64 ul
oproti neosetfenym vzorktim: 2,34-2,83; 0,65-1,34; 0-0,32 log KTJ/g.

Na zaklad¢ dat analyzovanych pomoci ANOVA a Scheffeho testu byla piijata hypotéza:
Pomoci kombinace silic a tepelného zahievu lIze prodlouzit trvanlivost jable¢no-fepného mostu.

Prestoze bylo zjisténo efektivni vyuziti silic spolu s tepelnym zahfevem pro konzervaci
jable¢no-fepného mostu je tieba pred praktickou aplikaci podobného oSetfeni otestovat

senzorické vlastnosti takto upraveného produktu.
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