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Moznost inhibice patogennich bakterii v kachnim mase
pomoci oreganové silice enkapsulované do jilovych
nanocastic

Souhrn

Ptedlozena diplomova prace se zaméiuje na vyuziti antimikrobidlniho u¢inku komplexu
tékavych latek obsazenych v oreganové silici enkapsulované do jilovych nanocastic. Cilem
prace bylo prodlouzit udrznost kachniho masa a zdrovenn inhibovat patogenni
mikroorganismy. V poslednich letech je zna¢na pozornost vénovana pravé vyuziti rostlinnych
silic jako mozného moderniho zptisobu konzervace.

V experimentalni ¢asti predlozené prace byl hodnocen ucinek oreganové silice
(Origanum vulgare L.) enkapsulované do jilovych nanocastic. Jednotlivé kousky kachniho
masa, konkrétné kachnich prsou (5 g) byly zaockovany bakteriemi kment Salmonella enterica
sv. Enteritidis (ATCC 13076) a Escherichia coli (ATCC 25922) a poté obaleny v jilovych
nanocasticich s enkapsulovanou silici oregana (250 mg nanocastic obsahujicich 10 % silice).
Po tomto oSetieni byly vzorky skladovany pti chladni¢kové teplot¢ 4 °C a hodnoceny
po 1 dni, po 7 dnech a po 14 dnech skladovani. Vzorky kachniho masa byly podrobeny
mikrobiologické analyze, kterd méla za cil urcit miru inhibice patogennich bakterii. Vzorky
byly zarovenn podrobeny také chemické analyze, ktera zahrnovala extrakci vzorkil masa
hexanem, precisténi vzorkti pomoci gelové permeacni chromatografie (GPC) a naslednou
analyzu rezidui oreganové silice pomoci plynové chromatografie s plamenovym ioniza¢nim
detektorem (GC/FID).

Z dosazenych vysledku je ziejmé, Ze jilové nanocastice s enkapsulovanou oreganovou
silici inhibovaly veSkeré patogenni mikroorganismy, a to i po 14 dnech skladovéani. Rozdil
mezi takto oSetfenymi vzorky a kontrolou zaoc¢kovani se v jednotlivych ¢asovych intervalech
pohyboval v rozmezi 5,5 log KTJ.g" — 8,4 log KTJ.g™. V piipadé chemické analyzy byla ve
vzorcich nalezena chemicka rezidua majoritni latky obsazené v silici oregana (karvakrolu),
pficemz primérnd hodnota rezidui karvakrolu po 14 dnech skladovani se pohybovala
vV rozmezi 46 — 48 % z piivodniho mnozstvi.

Predlozena diplomova prace tedy potvrdila antimikrobialni aktivitu oreganové silice

proti patogennim mikroorganismim.

Kli¢ova slova: kachni maso; patogenni bakterie; inhibice; enkapsulovana silice; oregano,

jilové nanocastice



Possibility of patogenic bacteria inhibition in duck
meat using oregano essential oil encapsulated into

clay nanoparticles

Summary

This master thesis is focused on the using of antimicrobial effect of complex
of volatile subtances contained in oregano essential oil encapsulated into clay nanoparticles.
The aim was to prolong the shelf life of duck meat and also to inhibit pathogenic
microorganisms. In recent years, a significant attention is being paid to the use of essential
oils as a possible modern method of conservation.

The experimental part of the thesis evaluated the effect of oregano essential oil
(Origanum vulgare L.) encapsulated in clay nanoparticles. Individual pieces of duck meat,
precisely duck breast (5 g) were inoculated with bacterial strains Salmonella Enteritidis
(ATCC 13076) and Escherichia coli (ATCC 25922) and then these pieces were coated
in clay nanoparticles with encapsulated oregano essential oil (250 mg of clay nanoparticles
which contain 10 % oregano essential oil). After this treatment the samples were stored
in the refrigerator at temperature 4 °C and then evaluated after 24 hours, 7 days and 14 days
of storage. The samples of duck meat were microbiologically analyzed. This analysis had
to confirm the goal of inhibition of pathogenic bacterial growth. The samples were also
chemically analyzed, it included extraction of the meat samples by hexane, purification
by gel permeation chromatography (GPC) and subsequently the analysis of residues
of oregano essential oils by gas chromatography with flame ionization detector (GC/FID).

As far the results are concerned, it is clear that the clay nanoparticles
with encapsulated oregano essential oil inhibited all the pathogenic organisms, even on the
14th day of storage. The difference between this treated samples and control of inoculation
ranged between 5,5 log KTJ.g™ — 8,4 log KTJ.g™.

In case of the chemical analysis of the samples chemical residues of main substance
contained in oregano essential oil (carvacrol) and the average residue of carvacrol after 14
days of storage ranged from 46 to 48 % of the initial amount.

The master thesis confirmed antibacterial activity of oregano essential oil against

pathogenic microorganisms.



Keywords: duck meat; pathogenic bacteria; inhibition; encapsulated essential oil; oregano;

clay nanoparticle
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1 Uvod

Celosvétova konzumace masa v poslednich letech neustale roste. Na prvni pficce
ve spotiebé masa sice stale dominuje vepiové maso, ale nartist spotfeby drtibeziho masa je
rok od roku vyssi. Dribezi maso je vyhledavanou potravinou nejen diky jeho obsahu
vyznamnych bilkovin a mineréalnich latek, ale také kvtli jeho snadné dostupnosti a pomérné
snadné upravé. Tyto faktory vSak s sebou nesou i fadu negativ, mezi n¢z nelze nezaradit
predevsim nachylnost k rychlému kazeni.

Procesem kazeni miize dochéazet k negativnimu ovlivnéni nejen organoleptickych
vlastnosti masa, ale pozifenim takového masa také k piipadnym zdravotnim potizim na strané
konzumenta. V dnesni dob¢ je tedy snaha vSechny potraviny a obzvlast' ty rychle se kazici
obohacovat o nejriiznéjsi chemické konzervanty, jejichz u€inky na lidsky organismus jsou
stale vice a vice diskutovany. Chemické konzervanty se dnes nahrazuji Setrn&j$imi, ale
pfinegjmensim stejné ucinnymi rostlinnymi konzervanty v podobé rostlinnych silic. Vyrazny
posun je znatelny predevsim v mnozstvi védeckych studii, které se vyuzitim rostlinnych silic
a jejich zaclenénim do potravin zabyvaji. Pravé diky tomu, ze vétSina téchto rostlinnych latek
vykazuje zaroveil antimikrobidlni aktivitu, jevi se jako vhodna alternativa syntetickych
konzervantd. Antimikrobidlni aktivita silic byla testovana na fadé mikroorganismi pomoci
ruznych difuznich testd a fedicich metod. Jednou z modernich konzerva¢nich metod se nabizi
byt pravé enkapsulace pomoci vhodného nosice, do které¢ho by se silice pfimo zaclenila.
Enkapsulace by dale méla zajistit fizené uvoliovani a dlouhodobéjsi ucinek silice, ale zaroven
neovlivnit antimikrobidlni aktivitu dané silice. Pfetrvavajicim problémem vSak ziistava piimé
zaClenéni téchto nanocastic do potravin a piipadné ovlivnéni senzorickych vlastnosti
potraviny. Toxicita a kumulace téchto nanocastic v lidském organismu stejné jako v Zivotnim

prostiedi je vSak stdle malo prozkoumanou oblasti védy.
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2 Védecka hypotéza a cil prace

2.1 Védecka hypotéza

Oreganova silice enkapsulovana do jilovych nanocastic (koncentrace silice ve
vysledné smési 10 %) potlacuje rust patogennich bakterii Escherichia coli a Salmonella

enterica sv. Enteritidis v kachnim mase.

2.2 Cil prace

Prostudovat moznosti inhibice vybranych patogennich bakterii v kachnim mase
S vyuzitim oreganové silice enkapsulované do jilovych nanocastic.
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3 Literarni reSerse

3.1 Silice

Silice (také éterické ¢i esencidlni oleje) jsou prirodni komplexni smési tékavych latek
nejcastéji terpenoidni struktury ziskavané z rznych ¢asti rostlin, napt. semen, kvéta, listl,
vétvicek, kuiry nebo pupentl. V rostlinach jsou silice ulozeny v sili¢énatych bunkach, pti¢emz
porusenim téchto struktur dochazi k uvolnéni silic do okolniho prostiedi. Obsah silic
Vv rostlin€ je jak v prubéhu dne, tak i v pribéhu celého vyvoje rostliny znacné rozdilny. Jak jiz
bylo mnohokrat védecky potvrzeno, silice svym obsahem slozitého komplexu vice ¢i méné
tékavych latek vykazuji tadi antioxidacnich, antimikrobidlnich, protizanétlivych
a bioregula¢nich ucinkl. V soucasnosti je znamo piiblizné 3000 silic, z nichz je piiblizné 300
komer¢né vyuzivanych a zhruba 150 silic je vyuZivano farmaceuticky (Burt, 2004; Baser
and Buchbauer 2010).

Od poloviny dvacatého stoleti dochazi k vyraznému rozvoji vyuziti silic jako
potencidln¢ uclinnych ptirodnich pesticidi v zemédé€lstvi, ptirodnich 1é¢iv nebo pouziti
V kosmetickém primyslu. Zijem o vyuziti silic a rostlinnych extrakti tak stile roste
pfedevsim proto, Ze spotiebitelé stile vice davaji prednost pfirodnim latkdm a odmitaji latky
synteticky vyrobené (Antunes and Cavaco, 2010). Velky potencial 1ze do budoucna spatfovat
V oblasti potravinafstvi a moznosti vyuziti silic jako konzervacnich prostiedki nejriznéjSich

potravin.
3.1.1 Silice a jejich historie

Po tisice let jsou silice zndmy a vyuzivany jako koteni, 1é¢iva a prostfedky k utlumeni fady
ptiznakt riznych nemoci a téz jako konzervacni latky. Lidé jiz ve starov€ku znali G¢inky silic
a dokazuji to nalezy balzamovanych t€l zesnulych, které byly balzamovany pomoci riznych
druhti koteni.

Prvni 1ékatské zaznamy z této doby naznacuji, Ze Hippokrates nékdy oznacovany jako
»otec mediciny” predepisoval pacientim vykufovani za pomoci parfému (Edris, 2007).
Ze 4. stoleti ptf. Kr. pochazi zaznamy o biologovi Theoprastovi, ktery doporucoval pouZiti
esencialnich oleju jako protijedii a vdechovani vyparu silic ke zmirnéni bolesti v krku (Laird

and Phillips, 2012).
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Pouzivani koteni v jidle naznacuji jiz starovéké védské texty. Historickou zajimavosti je
obléhani Rima v roce 408 n. 1., kdy viidce Goti Alarich pozadoval jako vykupné mimo 5000
liber zlata také 3000 liber pepie. Mezi nejstarSi dochované zminky o obchodu s kofenim patii
bezesporu Cina a také Indie, pfes néz vedly hlavni obchodni stezky. Objevitelské vypravy
do Ameriky vedené mofeplavcem KryStofem Kolumbem v roce 1492, nasledované Vascem
de Gammou (1498), Marcem Polem a Ferndem de Magalhdesem byly hlavni pfi¢inou uzavieni
arabské stezky. Dochazelo tak k vyznamnému rozvoji obchodu s kofenim a dovozu neznamych
koteni do Evropy (chilli, vanilka, skofice). Nasledné bitvy o kontrolu nad timto obchodem mezi
Angli¢any, Nizozemci a Portugalci nebyly vyjimkou a daly vznik kolonidlnim Gzemim (Billing
and Sherman, 1998).

Destilace s vodni parou jako jedna z hlavnich metod izolace silic byla znama jiz od doby
starovékého Egypta pred vice nez 2000 lety pt. n. 1. V 9. stoleti Arabové tuto metodu zdokonalili
a napomohli tak k rozSifeni obchodu se silicemi a vétSimu uplatnéni a vyuziti silic.
Farmakologické ucinky silic byly poprvé popsany v I€kopisech ze 13. stoleti, avSak az do 16. st.
nebyly tyto 1é¢ebné ucinky v Evropé znamy a pouzivany (Burt, 2004). Vyznamny rozvoj byl
zaznamenan v 17. stoleti, kdy 1ékarny nabizely bézn¢ jiz 15 — 20 druhti riznych silic a s objevem
nékterych mikroorganismu byla objasnéna i fada 1é¢ivych ucinkt silic. Prvni polovina 19. stoleti
znamenala, vzhledem k vyvoji u¢inngjsich chemickych latek, apadek ve vyuziti silic jako 1é¢iv
a konzervacnich latek. S nastupem 20. stoleti tak silice nasly vyuziti zejména jako aromata

V potravinaistvi a v kosmetickém primyslu (Edris, 2007).
3.1.2 Metody izolace tékavych litek z rostlinné matrice

Metody ziskavani silic zahrnuji né¢kolik postupt, které jsou dodnes pouzivany. Metody
pro izolaci komplexu te€kavych latek z rostlinného materidlu zahrnuji hydrodestilaci s pouzitim
Clevengerova aparatu, dale destilaci svodni parou, hydrodestilaci v kombinaci s extrakci
organickym rozpoustédlem a dalsi.

Tradi¢ni zplsob izolace tékavych latek je napt. lisovani, které se nejvice uplatiiuje
u citrust. Dllezitym krokem pfii vybéru extrakéni metody pro danou silici hraje zejména tékavost
silic, lipofilita a také to, zda pochdzi z kvéti, listli, kofene ¢i jiné Casti rostliny. Neméné
vyznamnou roli hraje 1 to, zda se k extrakci pouzivaji Cerstvé rostliny. Tékavost jejich silic je
vysoka, a proto pii pouziti susenych rostlin bude vytéznost zpravidla nizsi, z divodu nizsiho

objemu t&kavych latek v susing (Ozkan et al., 2004).
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Jednou znejstarSich metod ziskavani silic je metoda zvana enfleurage zalozena
na rozpousténi v tuku, na kterém je poloZena vrstva rostlinného materidlu. Tato metoda je dnes
jiz velmi ziidka pouzivana, spiSe v domacim prostredi, predev§im pro své ¢asové a prostorové
naroky. Cistou silici ztuku je moZné ziskat po extrakci rozpoustédlem napf. ethanolem.
Zahtivanim tuku je mozné metodu urychlit (Paibon et al., 2011).

Nejcastéjsi metodou izolace silic je hydrodestilace s pouzitim Clevengerova aparatu.
Pii hydrodestilaci je umistén rostlinny material pfimo ve varné baiice s vodou, na baiiku je
nasazen Clevenger(v aparat a celé soustava je zahiivana. Silice se usazuje v trubici, kde vytvori
oddé€lenou vrstvu na povrchu vody vlivem destilace s vodni parou (Davidek, 1977).

Destilace svodni parou je druhou nejastéjs$i izola¢ni technikou blizce piibuznou
hydrodestilaci. Ur¢itou nevyhodou je nutnost nasledné extrakce vhodnym rozpoustédlem
a obtizné€ stanovitelny kvantitativni vynos celé metody. Vyhoda vSak spocivéd v Setrnosti vici
tepelné labilnim latkdm oproti hydrodestilaci. Pti destilaci s vodni parou nedochazi ke kontaktu
vrouci vody a slozek silice, pary jsou vyvijeny mimo rostlinny material (Smith, 2002).

Alternativni izola¢ni metody zahrnuji extrakci rozpoustédly v rizné modifikaci (extrakce
za studena, zrychlena extrakce rozpoustédlem, superkritickd fluidni extrakce a dal§i metody).
Klasické extrakce ma tu nevyhodu, Ze je zpravidla nutné extrakt dale precistit.

Dalsi velmi G¢innou izola¢ni metodou je jiz vySe zminéna superkritickd fluidni extrakce
(SFE). Metoda je zaloZena na pouziti CO, v nadkritickém stavu, jehoZ lze v ptipadé potieby
modifikovat pfidavkem nejrizngjsich rozpoustédel. Nadkriticky CO; je idedlnim rozpoustédlem,
je nepolarni a rozpousti tedy nepoldrni a slabé polarni slouceniny (Klouda, 2003). Dochazi
k oddéleni extraktu od rozpoustédla a odparu CO, za normalniho tlaku. U tohoto postupu je
mozné nasledné precistit vzorek a oddé€lit jednotlivé frakce, které jsou vyextrahovany spolu
s t¢kavymi latkami. Tato metoda je velmi Setrna a v porovnani s ostatnimi izola¢nimi technikami

i velmi efektivni (Capuzzo et al., 2013).
3.1.3 VyuZiti silic v soucasnosti

Mezi hlavni odvétvi vyuzivajici ucinky silic V soucasnosti patii kosmeticky,
farmaceuticky a potravinaisky primysl (Burt, 2004). Vyznamny podil na celosvétovém trhu
se silicemi tvofi i tabdkovy primysl a aromatizace cigaret — v soucasnosti je mozné koupit
mentolové cigarety, které se téSi velké oblibé hlavné v Evropé a Americe. V jihovychodni

Asii zase velkou oblibu sklizi cigarety hiebickové. Evropskd komise vSak tvrdé bojuje
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o prosazeni, Ze mentolové cigarety by mély nadobro z evropského trhu zmizet do roku 2020
kvli jejich zdravotni Skodlivosti.

V parfémech jsou hlavnimi vonnymi slozkami silice jiz vice nez sto let a to 1 pies
vyznamny rozvoj syntetickych latek pocatkem 19. stoleti. V potravinaiském prumyslu
nachazeji silice vyuziti jako aromata k ochucovani nejriiznéjSich pochutin (bonbodny,
zvykacky, ¢okolady) a ¢aji. V dnesni dob¢ jsou ziskavana bud’ extrakci pfimo z rostlin, nebo
jsou vyrabéna synteticky (Edris, 2007). Dnes jsou V potravinafstvi vyuzivany pouze dva
ptipravky jako konzervacni latky s piidavkem silic, ,,DMC Base Natural‘* jako konzervant
vyrobeny firmou DOMCA S. A., Alhendin, Granada, Spanélsko s obsahem 50 % silic (smés
Salvéje, rozmarynu a citronu) a 50 % glycerolu a rostlinné extrakty ,,Protecta One‘
a ,,Protecta Two‘‘ slouzici jako potravinafskd aditiva k potlaceni ristu mikroorganismil
v masnych vyrobcich (Burt, 2004).

Farmaceutické vyuziti silic si zada specidlni naroky na Cistotu a kvalitu vypéstovanych
rostlin. Za timto Ucelem byly vytvoreny ur€ité normy, které se vyrazné lisi od norem
urcujicich pouzivani silic v kosmetickém priimyslu a potravinaistvi (Monteiro et al., 2007).
Vyuziti silic v aromaterapii zahrnuje pouze 2 % z celosvétového obchodu se silicemi, avSak
jejich ucinky jsou prokazatelné (Burt, 2004). Vzdy zéalezi na daném druhu silice a délce jeji
expozice, jelikoz nékteré slozky silic mohou vyvolavat kozni alergie nebo mohou byt pro
Clovéka ve vétsim mnozstvi toxické (napf. eugenol, benzylalkohol aj.). Bylo ovSem
potvrzeno, Ze fada U¢innych sloZek silic piisobi preventivné proti stresu, zmirfiuje zanétlivé
bolesti kloubti a pomoci masazi pusobi pozitivné na revmatismus a artritidu (Chiu et al.,

2009).
3.1.4 Chemicka struktura a vlastnosti silic

Z rostlinné fiSe bylo doposud identifikovano vice nez 200 000 sekundéarnich metabolit
rostlin. Pro silice je charakteristicka jejich olejovitd konzistence, tekutd struktura pii béznych
pokojovych teplotach, silné aroma a zna¢na tékavost. Nékteré latky v Cistém stavu vSak maji
pii pokojové teploté krystalickou strukturu jako napiiklad thymol. Na vzduchu béZzné oxiduji a
za béznych teplot se rychle vypatuji. Nejsou bézn€¢ misitelné s vodou predevsim pro svij
olejovity charakter, rozpustnost je mozna pouze v organickych rozpoustédlech (Tajkarimi et al.,
2010; Baser and Buchbauer, 2010).

Silice jsou pfirodni smési tekavych sloucenin, které charakterizuje vétSinou 20 — 60

raznych sloucenin, z nichZ zpravidla 2 — 3 latky tvoifi majoritni komponenty (az 70 %) a jsou
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zodpovédné za biologické vlastnosti dané silice a ostatni latky, které se v silici nachazeji pouze
ve stopovém mnozstvi. Piikladem mize byt linalool (az 72 %), ktery tvofi hlavni slozku
koriandrové silice. 1-8 cineol (50 %) je hlavni latkou obsazenou v silici rozmarynu (Bakkali et
al., 2008). Pouze vyjimec¢né tvoii hlavni komponentu silice jenom jedna majoritni slozka — napf.
Betula lenta (biiza tuha) zahrnuje pouze jedinou majoritni latku, a to methyl-salicylat (Kloucek
etal., 2012).

Karvakrol a thymol

Karvakrol je ¢ird az lehce nazloutla kapalina, ktera se nékterymi vlastnostmi ptiblizuje
thymolu. Karvakrol je sloucenina, jejiz hustota pii 20 °C je 0,977 g/cm®. Bod varu karvakrolu
se pohybuje mezi 236 — 237 °C. Karvakrol patii mezi monoterpenické fenoly (obrazek 1).
Strukturné jsou si karvakrol a thymol velmi podobné, ale hydroxylova skupina je navazana na
jiném misté fenolického kruhu (Bakkali et al., 2008). Viné téchto latek je vSak rozdilna,
zatimco karvakrol ma kofenitou vini pfipominajici kmin, zapach thymolu je tzv. ,,sanitarni‘.
Obsah karvakrolu v silici oregana se nejcastéji pohybuje mezi 60 — 74 %, nasleduje thymol
s45 — 55 % (Ultee et al., 1999). Pesavento et al. (2015) mimo tyto dvé hlavni komponenty
identifikovali fadu dalSich latek napi. p-cymen, B-pinen, y-terpinen, linalool, eukalyptol aj.

Mimo tyto latky se vyskytuji v silici i tfisloviny, hoi¢iny.

CHgs

H
HsC ©

CHs

Obrazek 1 Vzorec karvakrolu (Sigma-Aldrich)

Tyto latky maji rGznou chemickou podstatu a lze je rozd€lit na tfi hlavni skupiny.
Hlavni a nejpocetnéjsi skupina zahrnuje terpeny a terpenoidni latky (mono-, di-
a seskviterpeny). Druha skupina je tvofena latkami aromatického charakteru. Tteti nejméné
zastoupena skupina je tvofena alifatickymi sirnymi a dusikatymi slouceninami (Bakkali et al.,
2008).
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VSechny tfi skupiny latek obsahuji slozky, které jsou antimikrobialné u¢inné, z nichz u
nékterych latek byl védecky prokazan synergismus a to prfedevSim u minoritné zastoupenych
slozek v silicich. Jako ptiklad lze uvést silice karvakrolu a jeho prekurzoru p-cymenu (Burt,
2004).

Jednotlivé slozky silic jsou v ruznych c&astech rostliny rizné zastoupeny. Jejich
koncentrace tak mize velmi kolisat. Nejcastéji se objem silice v rostliné pohybuje v rozmezi
0,3 — 2 % silice v suSiné. Velké mnozstvi silice obsahuji velmi aromatické rostliny jako
napiiklad levandule prosttedni (Lavandula hybrida — 6,1 %), kardamom (Elettaria
cardamomum — 8 %). Naopak jednou z nejdrazsich a nejvzacnéjSich silic je silice rize
damasské, jejiz obsah v okvétnich platcich ¢ini pouze 0,01 % a je zndmou prisadou éterického

oleje Patchouli (Aridogan et al., 2002; Baser and Buchbauer, 2010).
3.1.4.1 Terpeny

Nejvice zastoupenou slozkou silic je skupina terpenti a terpenoidnich latek, jejichz
zaklad je tvofen riznym poctem izoprenovych jednotek (2-methyl-1,3-butadien). Podle poctu
téchto jednotek je délime na monoterpeny se dvéma izoprenovymi jednotkami, jejichz
zastoupeni je co do poctu nejvétsi (az 90 %). Druhou skupinu funkéné blizkou monoterpeniim
nazyvame seskviterpeny. Ty jsou tvofeny tfemi izoprenovymi jednotkami. Charakteristické
jsou vysSim bodem varu a nizsi t€kavosti na rozdil od monoterpenti. Podle funkénich skupin
vazanych na uhlikovou kostru se terpeny dale rozliSuji na alkoholy (menthol); fenoly
(karvakrol, thymol); aldehydy (geranial); ketony (karvon); estery (linalyl acetat) nebo pouze
uhlovodiky (limonen, o-terpinen, p-cymen) (Baser and Buchbauer, 2010; Bakkali et al.,
2008).

3.1.4.2 Fenylpropanoidy

Za zakladni strukturni prvek téchto pfirodnich sloucenin s aromatickym jadrem je
povazovan fenylpropan. Tato skupina derivati fenylpropanu je tvoifena méné zastoupenymi
slozkami silic, avSak 1 zde se nachazi fada vyznamnych latek. Tyto latky zahrnuji pfedevs§im
skupiny aldehydd (cinnamaldehyd); fenolii (eugenol); alkoholli (cinnamicky alkohol)
a methoxy derivatti (estragol, anethol). Zahrnuji predev§im aromatické silice, mezi které
fadime silice skofice (cinnamaldehyd), kopru (anethol), hiebi¢ku (eugenol), badyanu, anyzu

aj. (Bakkali et al., 2008).
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3.1.4.3 Alifatické slouceniny obsahujici siru a dusik

Mezi rostliny typické pro slou¢eniny obsahujici siru a dusik se fadi zejména rostliny
z tadu brukvotvarych (Brassicales). Rostliny obsahujici pouze sirné slou¢eniny patii do ¢eledi
cibulovitych (Alliaceae). V rostlinach celedi brukvovitych (Brassicaceae) se nejéastéji
nachazeji sirné glykosidy neboli glukosinolaty, které jsou sekundarnimi metabolity rostlin
a slouzi k ochrané proti Skiidcim a jako pfirodni pesticidy. Mimojiné jsou glukosinolaty

latky, které zodpovidaji za Stiplavy a drazdivy zapach vyse uvedené Celedi, ktery vznika

MV v

3.1.5 Vybrany drubh silicnaté rostliny pro experimentalni ¢ast prace

Pro experimentalni ¢ast prace byla vybrana rostlina z ¢eledi Lamiaceae (hluchavkovité),
kterou lze bez vétsich problémi péstovat na celém tizemi CR: dobromysl obecna neboli
oregano (Origanum vulgare L.) Vybér byl proveden pro rostlinu s nejvy$§im obsahem
antimikrobialnich latek, kterymi jsou karvakrol a thymol. Dulezitym krokem byl vybér
silicnaté rostliny s ohledem na kvalitativni vlastnosti silice, tedy na jeji antimikrobialni
aktivitu.

Mnohé rostliny z této Celedi maji svij pivod na Blizkém a Stfednim vychod¢ ¢i
ve Stfedomofi a zahrnuji rostliny jak velmi exotické, tak rostliny pomérné bézné. Mnoho
autort se zabyvalo ve svych pracich zkouméanim jednotlivych rodd a druht této celedi
a biologickymi uc¢inky né&kterych vyznamnych latek zastoupenych v této celedi jako je napf.
thymochinon (derivat 1,4-benzochinonu), jez je v poslednich letech zkoumén pro své mozné
protinadorové, antimikrobialni a antioxida¢ni ucinky. V €eledi Lamiaceae bylo v poslednich
letech zkoumano chemické sloZeni silic zejména nasledujicich botanickych rodd: Monarda

(Taborsky et al., 2012), Origanum (Pedersen, 2000) Thymus (Rasooli and Mirmostafa, 2003).
3.1.5.1 Dobromysl obecna (Origanum vulgare L.)

Rod Origanum ¢ita vice nez 40 druh rostlin, znichZz je tada poddruht stale
neprozkoumana. Taxonomie tohoto rodu je taktéz snadno zaménitelna s ostatnimi poddruhy
z ¢eledi hluchavkovitych (Lamiaceae). U nas roste jiz vySe zmin€nd rostlina Origanum
fadime mezi vytrvalé byliny dosahujici vySky az 60 cm, nejcastéji vSak kolem 30 cm. Kvéty

tvofi lichoklas s rizovofialové nebo bile zbarvenymi kvéty (de Guzman and Jansen, 1999).
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Kfizenim vznikala fada poddruht, z nichz nejznamé;jsi je Origanum majorana L. (majoranka
zahradni). Chut’ oregana je typicka svou aromati¢nosti, kofenitosti az nahotklosti.

Bézné vyuziti oregana v kuchyni jako kofeni je znamé po celém svété jiz odpradavna.
Pouziva se bézn¢ jako kofeni na pizzu, do piimési bylinnych ¢ajt, také jako slozka bylinnych
koupeli. V tradini medicin€é nachazi uplatnéni jako spasmolytikum, antimykotikum,
antiparazitikum a sedativum, déle se doporucuje ke zmirnéni bolesti hlavy, k dezinfekci ustni

dutiny a pro zmirnéni Zalude¢nich nevolnosti (Fachini-Queiroz et al., 2012).
3.1.6 Mechanismus ucinku silic

Rada védeckych studii antibakterialni ué¢inky silic potvrzuje, ale mechanismy téinku
na jednotlivé bakterie jsou stale studovany predevSim kvili moznym negativnim U¢inkdim
na bunécné membrany (Lambert et al., 2001). Mechanismy plsobeni silic v buiikach jsou
rizné, ale téméf vzdy se jedna o kombinaci nékolika mechanismi zejména proto, Ze silice
jsou slozeny vzdy z celé fady latek a ne pouze z jedné slouceniny. S tim souvisi i to, ze kazda
latka ptsobi na specifické Casti buniky. Hydrofobicita silic zapfi€ini interakci s bakteridlni
membranou slozenou z fosfolipidi a dojde tak ke ztrat¢ wvnitinich komponent bunky
a Vv posledni fadé¢ mize vést i k apoptdze (Bajpai et al., 2012). Z nésledujiciho ptehledu je
vybrano pouze nékolik nejcastéjSich mechanismi Uc¢inku silic a lze konstatovat, ze tyto
mechanismy jsou velmi rtiznorodé a ne vzdy zélezi pouze na silici, ale téz na pritomnosti

ur¢itého mikroorganismu.
3.1.6.1 Antimikrobidlni u¢inky karvakrolu

Silice obsahujici latky jako thymol, karvakrol, eugenol a cinnamaldehyd jsou pro svou
znacnou antimikrobidlni aktivitu pfedmétem mnoha védeckych studii. U latek jako
je karvakrol a thymol byl, vzhledem K jejich fenolové povaze, prokdzan jednoznacny
antimikrobidlni Uc¢inek proti patogennim bakteriim zplsobujicim néktera alimentdrni
onemocnéni  (Staphyloccocus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Campylobacter jejuni) (Kloucek et al., 2012; Pesavento et al., 2015). Ultee et al. (2002)
vysvétluji, Ze hlavni roli v méfeni antimikrobidlni aktivity karvakrolu a sloucenin jemu
podobnych (thymol, menthol) hraji zejména hydroxylové skupiny téchto sloucenin a systém
delokalizovanych elektronti v aromatickém jadie. Karvakrol je pfi¢inou destabilizace
cytoplazmatické membrany. V membrané dochazi ke zvySeni fluidity, coz ma za nasledek

sniZzeni gradientu pH a membranového potencidlu cytoplazmatické membrany a inhibici
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syntézy ATP. Vysledkem mutze byt veskeré vycCerpani ATP vedouci k bunécné smrti (Burt,
2004).
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Obrazek 2 Hypotetické schéma struktury a aktivity karvakrolu

Nedisociovany karvakrol (obrazek 2) difunduje pies cytoplazmatickou membranu
k cytoplasmé a disociuje uvolnénim protonu do cytoplasmy, ¢imZz dochazi k acidifikaci
cytoplazmy a znemoznéni syntézy ATP. Poté se vrati nedisociovany karvakrol tim, ze nese K*
iont z cytoplasmy, ktery je piepravovan pies cytoplazmatickou membranu do vnéjsiho
prostiedi. Draselny iont se odsStépi, dojde k protonaci a karvakrol v protonované formé

difunduje opét pres cytoplazmatickou membranu (Ultee et al., 2002).
3.1.6.2 In vivo testy

Ke zjisténi antimikrobidlni aktivity silic jsou pouzivany dva zakladni typy laboratornich
testti. Prvnim typem je test in vivo, u kterého je na konkrétni produkt pfimo aplikovano urcité
mnozstvi silice. Druhym typem testu je test in vitro, pii kterém je mozné pozorovat
antimikrobidlni aktivitu silic proti danym mikroorganismiim, které jsou kultivovany
na umélych Zivnych médiich.

Antimikrobidlni aktivita silic pfimo v potravinach je testovana za uCelem ochrany

potravin proti patogennim mikroorganismtim, které¢ zpiisobuji kazeni potravin, pficemz musi
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byt vzdy =zaroven zachovdna bezpecnost potravin. Velky potencidl pro testovani
antimikrobidlni aktivity maji zejména Cerstvé potraviny (ovoce a zelenina), ale pouzivaji se
1 potraviny zivocisného puvodu (maso, masné vyrobky, mlééné vyrobky) (Tajkarimi et al.,
2010). Rast mikroorganismu je ovlivnén fadou vnéjSich i vnitinich faktorti, které do znac¢né
miry ovliviiuji vysledné ptsobeni silic na mikroorganismy. Mezi tyto faktory lze zatadit pH,
obsah vzdusného kysliku, skladovaci teplotu, obsah lipidi a bilkovin (kapitoly 3.2.3.1
a 3.2.3.2). Nizké pH, nizka teplota a téz nizky obsah kysliku vytvaii témét idealni podminky
pro vétsi vnimavost bakterii k antimikrobidlnim u¢inktim silic.

Vétsina téchto vyse uvedenych faktorii plisobi negativné na antimikrobidlni aktivitu silic
a je tedy nutné srovnani s testy in vitro, kde je vSak zapotiebi zvysit koncentrace silic 10krat
az 100krat (Burt, 2004). Ve vétSiné piipadi ale tyto vysoké koncentrace silic zplsobuji
znatelné vady pii senzorickych zkouskdch a vyrazné ovliviuji organoleptické vlastnosti
potravin, zejména chut’ (Tiwari et al., 2009). Tyto nezadouci organoleptické¢ ucinky lze
castecné omezit vybérem vhodné silice v zavislosti na druhu potraviny (Burt, 2004). Napf.
Oussalah et al. (2006) ve svém vyzkumu zjistili, ze chut, viiné a barva mletého hovéziho
masa s obsahem 1% oleje z oregana se vyrazné zlepSila béhem skladovani pii 5 °C
a za modifikované atmosféry (MAP) a pouze nepatrny rozdil vykazovalo hovézi maso po
uvafeni. Tyto pokusy tedy naznacuji, ze vybér vhodné konzerva¢ni metody spolu s vhodnou

koncentraci urc€ité silice mize vést k vyrobé bezpecné a také chutné potraviny.
3.1.6.3 In vitro testy

V laboratornich podminkach je vyuzivano n¢kolik typd in vitro testti antimikrobialni

Sv v

cvwr

koncentraci antimikrobidlni latky, kterd ve vzorku usmrti 99,9 % mikroorganismii (Tiwari et
al., 2009). V laboratofich jsou vyuzivana nejruznéjsi média pro kultivaci mikroorganismi,
at’ uz tekuta (bujony), pevna (agary) nebo specialni Zivnd média. Testovani silic 1ze rozdé¢lit
na dilu¢ni metody (silice rozpusténa v médiu) a diskové metody (silice se rozsifuje samovolné
do okolniho prostiedi). V soucasnosti je velkd pozornost vénovana eliminaci nékterych
nedostatkll vznikajicich v kapalné fazi a sou¢asnému vyuziti té€kavosti silic pro testy v plynné
fazi (Nedorostova et al., 2008). Dochazi tak k vyraznému snizeni MIC a tedy 1 piesnéjSim

a lepSim vysledktim (Tiwari et al., 2009; Laird and Phillips, 2012).
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3.1.7 Soucasné vyzkumy v aplikaci silic v masné vyrobé

Aplikaci silic do masné vyroby se zabyva mnoho studii, které jednoznacné potvrzuji
antibakterialni a antifungalni aktivitu vybranych druht silic. Jako nejucinnéjsi se jevi silice
oregana, tymianu, skofice, rozmarynu, muskatového ofisku, Salvéje, Cesneku, fenyklu,
koriandru a dalsich (Jayasena and Jo, 2013). Zasadni otdzkou vsak je pouziti vybranych druhii
silic a jejich kombinace s dal§imi metodami konzervace pro dany typ masa ¢i masného
vyrobku a jejich koncentrace, ktera by byla jesté senzoricky pfijatelna a zaroven ptisobila
antimikrobialng.

Van Haute et al. (2016) zkoumali pusobeni riznych marindd s pfidavkem oregana,
tymianu a skofice na vybrané druhy masa a porovnavali je mezi sebou. Bylo pouzito Cerstvé
rybi maso (losos), krevety, kufeci maso (kufeci kize, kufeci prsni fizek), vepfové maso
(vepfova panenka, vepfovy hibet s kizi). Vzorky byly ponofeny na 2 minuty do marinady
sestavajici z vody, 10% roztoku NaCl, 2% mlécnanu sodného a emulgatoru Tween 80
se silicemi. Vzorky byly nasledné skladovany pfi teploté 4 °C v chladniéce. Byla pozorovana
inhibice ristu celkového po¢tu koliformnich bakterii, Escherichia coli, bakterii mlé¢ného
kvaseni (BMK), kvasinek, plisni a aerobnich psychrotrofnich bakterii. Vysledky ukazaly,
ze rust kvasinek a plisni byl inhibovan na vSech matricich ponotfenych do marinady se skofici.
Prodlouzeni trvanlivosti bylo zaznamenano pro vepfovou panenku a lososa pti pouziti silice
oregana. Tymidn prodlouzil trvanlivost taktéZ u veptfové panenky a u krevet. Zavérem této
studie byla moZnost prodlouZzeni vybranych druhli masa a zpomaleni rlstu nékterych
mikroorganismii. V fad€é studii zabyvajicich se touto problematikou je mimo
antimikrobidlnich G¢inki zminovano vyrazné ovlivnéni organoleptickych vlastnosti masa
(zejména chuti). Jako zéasadni otdzka se tedy nabizi pouZziti konkrétni silice s urcitou
koncentraci na konkrétnim druhu masa tak, aby nedoslo k vyraznému ovlivnéni chuti masa.

Pesavento et al. (2015) zkoumali antimikrobialni G¢inky silic z rozmarynu, oregana
a tymianu proti konkrétnim bakteriim (Staphylococcus aureus a Listeria monocytogenes)
u masovych kuli¢ek z hovéziho masa. Jejich vysledkem bylo, Ze pouze koncentrace 0,5 %
silice a niz8i byla pfijatelnd a neovliviiovala zdsadné chut’ potraviny a zarovenl pisobila
bakteriostaticky i1 baktericidné. Samoziejmé nelze s jistotou fici, Ze nékteré bakteridlni kmeny
nebudou vice ¢i méng¢ citlivé k dané koncentraci silice, ovSem naznak mozného alternativniho
zpusobu konzervace pfi pouziti silic je vice nez jasny.

Rada soucasnych vyzkumii se proto zabyva otizkou zadlenéni silic do nejriizngjsich

potravinovych oball a tim i nalezeni dalSiho zplsobu konzervace potravin. Tyto védecké
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experimenty byly provadény predevSsim na Cerstvych potravinach, kterymi jsou ovoce
a zelenina, maso (zejména rybi) ¢i mlééné vyrobky. NejCastéjsimi a nejucinnéj$imi silicemi
aplikovanymi do sackii na potraviny jsou silice oregana, skofice, ¢esneku a citronové travy.
Han et al. (2014) testovali, zda sacky obsahujici rozmaryn, tymidn a smés obou silic prodlouzi
trvanlivost syru mozzarella skladovaného pifi chladirenskych teplotach. VSechny sacky
zamezily rustu Listeria monocytogenes a sacek se smési obou silic vykazoval nejvyssi
ucinnost proti vyse uvedené bakterii. VSechny sacky se silicemi vyrazné snizily celkové pocty
aerobnich bakterii nalezenych na syru.

Jako dal$i z moznych zplsobi konzervace potravin by se mohla jevit aplikace tzv.
jedlych povlaki nebo filma. Jedlé filmy ¢i povlaky tvoii tenké vrstvy jedlych materidla
(bilkovin, polysacharidli nebo tuki) aplikovanych na povrch potraviny za ucelem prodlouzeni
jeji tchovy, ochrany pfed mechanickym poskozenim ¢i mikrobidlnim napadenim potraviny
(Falguera et al., 2011).

Oussalah et al. (2004) zkoumali pouziti mlécné bilkoviny na bazi jedlého povlaku
s obsahem 1 % silice oregana, 1 % silice nového kofeni a 1 % smési téchto dvou silic. Tyto
silice byly pouzity na platky hovéziho masa k potlaceni ristu Escherichia coli O157:H7 a
Pseudomonas spp. Vzorky byly skladovany pfi teploté 4 °C a pravidelné testovany po dobu
7 dni. Lipidova peroxidace byla stanovena analyzou latek reaktivnich s Kyselinou
barbiturovou (TBARS). Vzorky s filmem na bazi oregana vykazovaly stabilni vysledky
lipidové oxidace, zatimco vzorky hovéziho masa s filmem na bazi nového koteni poukazovaly
na nejvyssi antioxidacni aktivitu. Jedly povlak se silici oregana byl nejucinnéjsi a potlaoval
rist obou bakterii. Naopak povlak snovym kofenim byl nejméné ucinny proti obéma
bakteriim.

Tyto zplsoby zaclenéni silice pifimo k potraviné vSak ssebou nesou ftadu
technologickych problémi vyplyvajicich napt. z nerovhomérného rozptyleni silic v potraving,
nebo z netizeného uvolnovani senzoricky aktivnich latek. Moznym feSenim by se mohla zdat
Vv tomto piipadé¢ enkapsulace (Cesky zapouzdieni) silic do vhodnych nosict, jez by umoznily
rovnomérngjsi rozptyleni silic do potravinové matrice (Onwulata, 2013). Podle Kailasapathy
(2009) pojem enkapsulace spociva v ochran¢ aktivniho jadra pfed neptfiznivymi podminkami
zivotniho prostfedi a zaroveil v umoznéni prostupu malych molekul obéma sméry ptes
membranu kapsule. Enkapsulace je aplikovana ke stabilizaci urCitych slozek potraviny,
k fizeni oxidacnich reakci nebo k fizenému uvolnovani bioaktivnich slozek jako jsou

probiotika, mastné kyseliny, antioxidanty, mineralni latky, fytochemikalie. Dale téz ke snizeni
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vlivu neptijemnych chuti ¢i pachti vlivem silic nebo k poskytnuti bariér mezi bioaktivnimi
latkami a zivotnim prostiedim. Technologie enkapsulace lze rozde¢lit na fadu chemickych
nebo mechanicko-fyzikalnich procesti. Chemické metody enkapsulace zahrnuji emulzifikaci,
extruzi, koacervaci, enkapsulaci liposomu a dal$i. Mezi mechanicko-fyzikalni patii sprejové
suSeni, sprejové chlazeni, sprejovy nastiik a dalsi metody. Jeden z nejstarSich procest
enkapsulace je sprejové suSeni (spray-drying). Princip metody spoc¢iva v atomizaci suspenze
obsahujici emulzi olej/voda a polymerni matrice (nejCastéji arabska guma nebo modifikovany
Skrob) v proudu horkého plynu (vzduchu nebo dusiku). Plyn je vhanén do suSici komory
a dochazi k odpaieni vodné faze a vzniku suchého prasku. Takto vyrobené mikrokapsule jsou
uzite¢né predevsim pro fizené uvolnovani komplexu tékavych latek. Nicméné u nekterych
aromatickych latek s nizkym bodem varu miize dochazet k degradaci vlivem vysoké teploty,

pfipadné oxidaci latek a naslednym negativnim zméndm chuti (Kolanowski et al., 2006).
3.1.7.1 Jilové nanocastice

Nanotechnologie se V potravinaiském primyslu mohou uplatiiovat dvéma zpusoby.
Prvnim zplisobem je jejich zaclenéni do obalovych materiald vedouci k prodlouzeni
skladovatelnosti takto balenych potravin. Druhym zpiisobem je pifidavek téchto nanocéstic
béhem zpracovani ptimo do potravin.

V soucasnosti nejvice studovany typ nanocastic spojovany s potravinafstvim je typ
hydratovaného hlinito-kfemicitanového vrstveného nanojilu tzv. montmorillonit (MMT).
Druhy typ je oznacovan jako halloysit a jedna se téZ o hlinito-kfemicitanovy dvouvrstevny
nanojil s tubularni strukturou o vnitinim priméru 20 - 50 nm a délkou az
10 um. Velkou ptednosti téchto nanoc¢astic se jevi to, Ze jsou schopny pomalého a postupného
uvoliovani latek tim, Ze zvySuji rozpustnost v polymerech, ¢imZz se dobie hodi pravé
pro prodlouzeni skladovaci doby takto balenych potravin (Tornuk et al., 2015). Tung et al.
(2016) zkoumali u¢inky MMT a karvakrolu jako antimikrobidlniho ¢inidla. Pfitomnosti téchto
dvou slozek se snazili zjistit, k jak velkym zménam v mechanickych, tepelnych, fyzikalng-
chemickych vlastnostech a zménam barevnosti doslo u nanokompozitnich filmi
na bazi methyl-celulozy. Bylo zjisténo, ze pfidavek jiz malého mnoZstvi téchto nanocéstic

zvysil pevnost a tepelnou stabilitu.
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3.1.8 Budoucnost nanotechnologii v potravinarstvi

Kazdé zavedeni novych nanotechnologii V oblasti potravindistvi ma své zastance
1 odptirce. Mohou pfindset urcitd zdravotni rizika pro konzumenty plynouci z nevyhod jejich
pouzivani. Uginek silice je dén piitomnosti chemickych latek a jejich strukturou v potraving
(lipidy, proteiny, soli, sacharidy) a nékdy mize vést k potlaeni antimikrobidlniho ucinku
pravé v mase ¢i masnych vyrobcich. Nékteré studie naznacuji, ze pravé pouziti nanoemulzi,
enkapsulovanych polymert ¢i jedlych filma a povlakt je budoucnosti v konzervaci potravin
(Jayasena and Jo, 2013). Za ptednost ve vyuziti silic v potravinafstvi se povazuje nejen jejich
potencial v potlaceni riistu nezddoucich mikroorganismu, ale také to, ze fada komponentt
silic je registrovana Evropskou komisi (EC, 2002) a americkou FDA (Food and Drug
Administration) jako potravinai'ska aditiva a jsou tedy chapany jako latky, které neptedstavuji
zadné nebezpeci pro zdravi konzumentl. Skeptictéjsi a realisti¢téjsi pohled vSak naznacuje, ze
nanotechnologie jsou jesté stale neprobadanou oblasti. Je nutné zabyvat se rizikem toxicity
nanocastic a jejich odbouravanim ¢i kumulaci at’ uz v lidském organismu nebo v Zivotnim
prostfedi. Urcité studie na laboratornich potkanech ukdzaly, Ze nanocastice mohou
poskozovat plice. To jsou otazky, které jesté¢ nejsou, z hlediska pouziti danych materiala,
zcela prozkoumany. Nutnosti je presna identifikace zdravotnich rizik a pfipadnych
ekologickych rizik, ktera pro zavedeni téchto nanotechnologii do potravinarstvi, budou muset

byt detailnéji zkoumana.

25



3.2 Kachni maso a jeho spotieba

V celosvétove spotiebé dominuje maso vepiové, predstavuje 38 — 40 % globalniho trhu
S masem, na maso dribezi pfipada 29 — 33 %, na hovézi maso 23 — 26 % a ostatni druhy
6 — 7 % (Eurostat, 2011). Tato spotieba by vyhledové do roku 2018 méla meziro¢né nartistat
0 cca 2 %. Obecn¢ se da konstatovat, ze ve vSech Clenskych statech EU ¢ini nejvetsi spotifebu
maso veprové. Nejvyssi spotiebu drabeziho masa jiz n€kolik let potvrzuje Portugalsko, kde
toto Cislo ¢ini 33 kg/osobu/rok. Jen nepatrné za Portugalskem se nachazi Irsko, kde je
spotfeba dribeziho masa taktéz velmi vysokda (29 kg/osobu/rok) (Bartonn a kol., 2012).

Tradi¢ni ¢inské kachny (tedy pekingské kachna) a Nanjing marinovana kachna jsou
oblibené ptedeviim pro jedineénou chut a také vyzivovou hodnotu a to nejenom v Cing, kde
se jich sni nejvic na svété. Kachny jsou obvykle porazeny ve véku mezi 7. a 8. tydnem.
Z hlediska masa je obsah nejvyssi a pomér masa k tuku se jevi jako nejpriznivéjsi v rozsahu
tohoto veéku (Liu et al., 2013). Maso kachen vynika tmavsi barvou oproti svétlému masu
hrabavé dribeze a ma vyraznou typicky kofenénou chut’ s vy$S§im podilem tuku (Saldkova,
2014).

V Ceské Republice je nejb&zngjsim druhem kachna pizmova, ktera je vyuZzivana
ke kftizeni s kachnou pekingskou, pro domaci chov je nejCastéji chovana kachna domaéci

vyS$lechténa z kachny divoké.

Tabulka 1 Primérné chemické slozeni driibeziho masa s ktizi (Salakova, 2014)

Druh/kategorie Voda (%) Bilkoviny (%) Tuk (%)
Kurata 72 22 —23 4-6
Slepice 70 21-22 5-6

Jate¢né krity 70,5 24 - 25 3—-4
Krity dospélé 67 24 8
Jate¢né kachny 63 17 19 -20
Kachny dospélé 58 17,5 22 =25
Jate¢né husy 68 20 12
Husy dospélé 60 18 23 -26
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3.2.1 Znaky ¢erstvosti kachniho masa

Pro znaky cerstvosti syrového kachniho masa plati, ze stejné¢ jako ostatni driibez
by mélo byt hodnoceno maximalné jeden den po porazce. Zde se hodnoti povrchovy vzhled
masa, jakost opracovani, vzhled na fezu, textura masa a jeho viin€. Mezi faktory ovliviiujici
kone¢nou kvalitu masa tfadime zivocisSny druh, plemeno, v€k zvifete, pohlavi, vyzivu,
zdravotni stav, genetiku, zachdzeni se zvifaty pfed pordzkou i béhem porazky, podminky
prepravy, socialni prostredi, zplisob porazky aj.

U tepelné opracovaného masa se hodnoti jiz vice faktori, mezi néz se fadi navic vzhled,
barva, ving, konzistence, chut, pfipadn¢ Stavnatost masa (Saldkova, 2014; Steinhauser,
1995). Z hlediska senzorickych vlastnosti je tepelné opracované maso ovlivnéno zejména
pouzitymi surovinami, technologickych postupem a pomocnymi aditivy. Vné&jsi
a vnitini faktory vyznamnou mérou zasahuji do probihajicich autolytickych potazmo
i proteolytickych procesii a vysledkem muze byt produkt liSici se svymi vlastnostmi
od normdalniho masa. Dochazi ke ztratam kvality masa, které postihuji senzorické,
technologické a kulinarni vlastnosti masa, avSak neni ohroZena jeho zdravotni nezavadnost

(Stupka a kol., 2009).
3.2.2 Chemické sloZeni masa a jeho vliv na proces kaZeni

Maso vyjma kosti a viditelného tuku z hlediska slozeni obsahuje 70 — 80 % vody,
20 % bilkovin, kolem 5 % tuku (libové maso), 1 % vitaminli a mineralnich latek, 1 %
sacharidi a nepatrné mnoZstvi nizkomolekularnich dusikatych sloucenin (kreatin,
aminokyseliny aj.) (Kamenik, 2011). Tyto latky ptedstavuji pro fadu mikroorganismil Zivhou
pudu pro jejich rdst a tada studii potvrzuje, zZe skute¢na koncentrace téchto latek muze
zasadné ovlivnit typ, kterym se bude ubirat kaZeni masa (proteolytické ¢i sacharolytické

kaZeni), stejné jako rychlost kaZeni.
3.2.2.1 Lipidy a oxida¢ni zmény

Tuk v mase tvoii témet 99 % lipidu s prevazujicimi triacylglyceroly, z dalsich latek
jsou, avSak jiz v mensi mifte, zastoupeny fosfolipidy, doprovodné latky a cholesterol (sterol
doprovazejici tuky). Ukolem tuku v mase je z hlediska senzoriky predevsim to, Ze slouZi jako
nosi¢ fady aromatickych latek (Kadlec a kol., 2009).

Oxidace mastnych kyselin je povazovana za hlavni pfi¢inu nezddoucich senzorickych

a nutricnich zmén u potravin S obsahem lipidu. Jedna se o proces, ktery je urychlovan
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predchazejici hydrolyzou tukd, ktera souvisi se vznikem volnych radikalt. Tyto radikaly jsou
velmi reaktivni a iniciuji peroxidaci lipidi. Driibezi maso je velmi citlivé na rozvoj
oxidativnich zmén predevsim kvili vy$Simu obsahu polynenasycenych mastnych kyselin
s dlouhym fetézcem (PUFA). Jelikoz se jedna o radikalovou fetézovou reakci, vznikaji tak
po utoku radikald primarni produkty, které jsou reaktivni a toxické. Sekundarni produkty
peroxidace zahrnuji t€kavé karbonylové slouceniny (aldehydy, ketony), jez maji velky vliv
na senzorickou jakost tukii v potravinach, objevuje se tak rybi, nékdy také travnaty zapach.
Mnohé z téchto produktd jsou zdravotné zavadné — malondialdehyd (Alasnier et al., 2000;
Abuja and Albertini, 2001).

3.2.2.2 Dusikaté latky a proteolytické zmény

Nizkomolekularni sacharidy a dusikaté latky obsazené v mase slouzi zpocatku jako
ziviny pro rist mikroorganismi. Mikroorganismy nejdiive $t€pi svymi extracelularnimi
proteolytickymi enzymy bilkoviny masa, na rozkladu se nejvice podileji siln¢ proteolytické
bakterie rodu Pseudomonas, dale nékteré druhy rodu Proteus, Bacillus a dalsi. Ptitom
vznikaji dals$i produkty bilkovin — aminokyseliny a peptidy. Aminokyseliny maji vyznamny
vliv na organoleptické vlastnosti, pfedev§im na chut potravin. Rozkladné produkty se pomoci
bakterii odbouravaji na konetné degrada¢ni produkty bilkovin jako amoniak, sirovodik,
merkaptany, dimethylsulfid, aminy, aldehydy, indol a skatol, které vyznamné ovliviiuji
nepiijemny zdpach masa. Jako indikdtor kazeni driibeziho masa lze pouzit koncentrace
volnych aminokyselin. VétSina aminokyselin  je v potravinach vazana v peptidech
a bilkovinach (kolem 99 %), zatimco zbytek tvoifi aminokyseliny ve volné formé&. Jedna se
o glutamin, alanin, arginin, valin, methionin, tryptofan, fenylalanin, izoleucin, leucin, prolin
(Salakova, 2013; Steinhauser, 1995).

3.2.3 Faktory ovliviiujici vyskyt mikroorganismi v mase

Cerstvé driibezi maso z hlediska nutri¢niho slozeni podléha mikrobialnimu kazeni velmi
rychle oproti nékterym jinym druhim masa. Hlavni divod spociva ptredevSim v rustu
specifickych mikroorganismi, které znehodnocuji cely produkt. Bruckner et al. (2012) tika,
ze rust téchto mikroorganismi je ovlivnén n€kolika skupinami faktord, které déli z hlediska
pusobeni na vnéj$i, vnitini, implicitni a technologické faktory. V dalSich odstavcich jsou tyto

faktory vice pfibliZzeny.
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3.2.3.1 Vn¢jsi faktory

Vnéjsi faktory nevyjadiuji vlastnost dané potraviny, ale jsou uritymi parametry

okolniho prostiedi, ve kterém je potravina uchovavana. Vyjadiuji pfedevSim skladovaci
teplotu ¢i ovlivnéni masa ptitomnosti plynti — vzdusného kysliku (Bruckner et al., 2012).
K ristu nezadoucich patogennich mikroorganismi. Proto v Systému kritickych kontrolnich
bodii (HACCP) kazdého podniku zpracovavajiciho maso je jednim z hlavnich faktort, které
se nejcastéji kontroluji a také jednim z kritickych bodii (Nychas et al., 2008; Bruckner et al.,
2012). Pro maso praveé porazené plati, ze jeho teplota se pohybuje kolem 38 — 40 °C. Proto je
nutné maso co nejrychleji zchladit, aby se zabranilo jeho kazeni. Tato teplota v§ak nesmi byt
Sokové (pro mlady skot, jehniata) a neméla by v pribc¢hu 8 — 10 hodin po pordzce klesnout
pod 10 °C, aby nedoslo k tzv. cold shorteningu neboli zkraceni masa chladem. DriibeZ musi
byt chlazena na teplotu maximalné 4 °C nebo nizsi v zavislosti na velikosti kostry. Chlazeni
probiha vodou, ledem, ledovou drti, vzduchem nebo inertnim plynem (CO;). Pro chlazeni
drobui se pouzivé stejna teplota, tedy max. 4 °C. Cerstvé driibezi maso Ize takto oznacit pouze
Vv piipad¢, pokud teplota masa nikdy neklesla pod hodnotu — 3 ° C (FSIS, 1998). Nychas et al.
(2008) tika, ze jeden z kritickych bodl, ktery ma vliv na vyslednou kvalitu a zdravotni
nezavadnost masa souvisi predev§im s okamzikem pfepravy masa od prodavajiciho
do domécnosti konzumenta. Dochazi €asto k velkému kolisani teplot uvnitf masa a teploty
vnéjsiho prostiedi v zdvislosti na ro¢nim obdobi a mize byt tak omezena Udrznost masa
oproti 1htt¢ uvedené prodavajicim.

Druhym zvysSe uvedenych faktori je oxida¢né-redukéni potencial, ktery taktéz
vyznamnou mirou pfispiva k ristu mikroorganismi. Pro sniZeni oxida¢né-redukéniho
potencidlu v mase slouZi bézné ptidavek soli a fosfatd. V porovnani s béznou atmosférou
se vyrobci snazi volit takovou smés plynti, kterd prodlouZi trvanlivost daného produktu a tim
1 delsi skladovatelnost. Voli se rizné smési plynti, z nichz nejcastéjsi je pouziti baleni MAP.
Pritomnost kysliku ve smési zabrafnuje rtstu anaerobnich bakterii, ptitomnost CO; inhibuje
rust plisni a dusik brani oxidaci lipidd (Kerth, 2013). McMillin (2008) se ve své studii
zabyval pravé budoucnosti ve vyuziti MAP pro masnou vyrobu a zjistil, Ze vyznamny je
predevSim pouzity pomér plyni ve smési tak, aby nedochazelo k rlistu patogennich bakterii
a zaroven byly zachovany pozitivni vlastnosti produktu. Podle tady pokust se jako
nejucinnéjsi proti patogennim mikroorganismim osveédCily 50% koncentrace kysliku, 30%

koncentrace oxidu uhli¢itého a 20% koncentrace dusiku.
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3.2.3.2 Vnitini faktory

Tyto faktory vyjadfuji pfimo urcitou fyzikalni ¢i chemickou vlastnost samotné
potraviny. Radime sem vodni aktivitu, pH hodnotu, dostupnost Zivin aj. (Bruckner et al.,
2012).

Vodni aktivita Cerstvého syrového masa ptedstavuje hodnotu > 0,98, pH hodnota
po skonceni rigor mortis se pohybuje kolem 5,5 — 5,6 a dostupnost zdroji energie, uhliku
a dalSich zivin je velmi snadna. Timto predstavuje Cerstvé maso témet idealni podminky
pro rust vétSiny mikroorganismi (McDonald and Sun, 1999). Mikroorganismy tyto zZiviny
praveé pro jejich snadnou dostupnost dokdzou velmi lehce vyuzit, a proto patfi maso mezi
potraviny velmi rychle podléhajici kazeni.

Dulezity zdroj vyzivy mikroorganismi tvoii gluk6za a stavebni jednotky bilkovin, tedy
aminokyseliny. Koncentrace glukozy v mase s normalni hodnotou pH je 100 — 1000 pg/g.
Pro mikroorganismy je hlavni gluk6za nachdzejici se predev§im v povrchovych vrstvach
masa, tu rozkladaji bakterie nejdiive. Pokud za¢nou dochazet zasoby této glukdzy, bakterie
napadaji a degraduji aminokyseliny v hlubSich vrstvach, a to ma za nasledek uvolnéni
dusikatych rozkladnych latek jako je amoniak, aminy ¢i organické sulfidy zplsobujici
nepfijemny zapach masa, ptipadné osliznuti (Robertson, 2010; Kamenik 2011). Pokud je
pocatecni hodnota pH masa vyssi, koncentrace gluk6zy je naopak nizsi, bakterie ji rychle

odbouraji a negativni senzorické zmény nastupuji jiz pii 10® KTJ/cm? (Kamenik, 2011).
3.2.3.3 Implicitni faktory

Mezi implicitni faktory fadime antagonistické nebo synergické vlivy mezi bakteriemi
(Bruckner et al., 2012). Mezi takovy antagonisticky ucinek lze zatadit napiiklad BMK, které
jsou za anaerobnich podminek schopné pfeménit glukdézu na kyselinu mlé¢nou. Néslednou
produkci baktericidnich latek jsou schopné inhibovat rist kontaminujicich mikroorganisma
(Kamenik, 2011). Castro et al. (2011) studovali a izolovali BMK ze vzorki suchych klobas.
U né&kolika vzorkl potvrdili antimikrobialni aktivitu proti bakteriim Listeria innocua,
Staphyloccus aureus nebo Brochothrix spp. U jednoho vzorku bakterie, konkrétné
Lactobacillus curvatus/sakei, byla zjisténa produkce inhibi¢ni latky zvané BLIS (bakteriocinu
podobna inhibi¢ni latka) Tyto BLIS latky vykazovaly stabilitu za tepla, pfi chladnickové
teploté¢ stejné¢ jako po zmrazeni/rozmrazeni a dokonce pulsobily proti ristu patogenti

po piidani 3% koncentrace NaCl.
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3.2.4. Mikrobialni zmény masa

Vliv faktorti prostfedi a faktorti samotné potraviny hraje vyznamnou roli v rozvoji
patogennich mikroorganismu, zvlasté pak u masa. Maso je potravina, u které, pokud neni
vhodnym zpisobem skladovana, technologicky zpracovéana a distribuovana, dochdzi velmi
rychle ke kazeni (Borch et al., 1996). Nebezpeci v takovych ptipadech predstavuji predevsim
alimentarni infekce, které v nejhorSim pfipadé mohou vést az k rozsdhlym epidemiim
zasahujicich vétSinu uzemi republiky. V takovych piipadech jsou nositeli infek¢éni davky
kontaminované potraviny nebo kontaminovand voda, které jsou spojeny predevSim
S patogennimi mikroorganismy (Bardon, 2008).

Prodlouzeni skladovatelnosti a udrznosti masa zacina jiz ve stadiu pted porazkou zviiete
a zavisi na jeho fyziologickém stavu v dobé porazky a taktéz na rychlém zchlazeni po pordzce
stejn¢ jako na teploté béhem distribuce a skladovani masa. K primarni kontaminaci mize
dochdzet pravé béhem porazky zvitat, napiiklad mikroby ze stfevniho traktu v piipadé¢ jeho
poruSeni. Nutnosti je taktéz snaha zabranit sekundarni kontaminaci ndastroji ¢i rukama
pracovniki diky ochrannym pomuickam a casté dezinfekci nastrojii a kontaminovaného
prostfedi (Nychas et al., 2008).

V Cerstvém mase se nejcastéji podle Gram et al. (2002) vyskytuji bakterie rodu
Pseudomonas, Brochotrix, Acinetobacter, Staphylococcus, Bacillus, Campylobacter, BMK
a zastupci rodu Celedé Enterobacteriaceae. Bakterie jsou diky vnéj$im vlivim prostiedi
pod uréitym selekénim tlakem. Rust patogennich mikroorganismii se tak pfesouva na stranu
téch, které jsou lépe schopny vyuzit dostupné ziviny, Iépe adaptovany na dané prosttedi a vice
schopné konkurovat ostatnim bakteriim. Tyto podminky vSak nejsou zavislé pouze
na schopnosti daného mikroorganismu, av§ak vyznamnou tlohu zde sehravaji vnéjsi a vnitini

faktory jako vliv pH, teploty, koncentrace kysliku a jinych plynt a také rizné skladba masa.
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3.2.4.1 Rod Salmonella

Jednd se o rod zahrnujici kratké, pohyblivé, nesporulujici tyCinky patfici mezi
gramnegativni bakterie Celedé Enterobacteriaceae. Bakterie nejsnadnéji rostou pii teploté
38 °C a jsou pomérmne citlivé na vyssi teploty (pro jejich zniCeni staci 15 — 20 minut pfi teploté
60 °C). Bakterie tohoto rodu jsou fakultativné anaerobni, snadno zkvasuji glukézu, ale nejsou
schopny metabolizovat sachar6zu ani laktozu (Kadlec a kol., 2009). Mezi faktory patogenity
u salmonel patii bi¢iky (H-antigen), povrch (K-antigen, nejvyznamnéjsi je mikropouzderny
Vi-antigen) a O-antigen. Dale fimbrie adhezivniho typu a produkovany endotoxin (Levin et
al., 1975).

Rod Salmonella ¢ita na vice nez 2500 riznych sérovart, které napadaji rizné hostitele.
Zavaznost nemoci se pohybuje od subklinické kolonizace az po zavazna systémova
onemocnéni. Nékteré prevladajici sérovary véetné S. Typhimurium a S. Enteritidis maji Siroky
rozsah hostiteld a jsou schopny infikovat lidi, dobytek a dribez a kolonizovat jejich stievni
trakt. Ostatni sérovary maji hostitele omezené na jeden jediny druh (Blondel et al., 2010).
V pribéhu uplynulého desetileti podet piipadii salmonelézy vyrazné vzrostl, Ceskou
republiku nevyjimaje. Sérotypem nejrozsifenéjSim u nds, ale 1 ve vétSin€ ostatnich stati je
stale S. enterica sv. Enteritidis nasledovana S. enterica sv. Typhimurium. Vzhledem k nizké
infekéni davce je metoda detekce salmonel rutinni kontrolou provadénou kazdym
potravindiskym inspekénim orgédnem, ktery musi prokazat nulovou pfitomnost salmonel

ve vzorcich potravin (Jenikova et al., 2010).
3.2.4.2 Escherichia coli

Tato bakterie patfici mezi gramnegativni bakterie ¢eledé Enterobacteriaceae zahrnuje
kratké, pohyblivé tyCinky, netvofici spory. Rozdil od salmonel spociva ve schopnosti
zkvaSovat laktozu a sachardzu za tvorby bublinek plynu a kyseliny. E. coli je odolna bakterie
schopna pftezivat ve vlhkém prostiedi (pitna ¢i odpadni voda), teplotni optimum pro jeji rtst
je v8ak 37 °C. Pro jeji zniCeni posta¢i zahiati na 60 °C 30 minut nebo var 1 minutu.
S ostatnimi koliformnimi bakteriemi je E. coli sledovana jako indikator fekalniho znecisténi
vody a potravin. VéEtSina kment této bakterie je podminéné patogenni, coz vysvétluje, Ze
se bézné vyskytuje ve stfevnim traktu lidi 1 zvifat a v pfipad¢ oslabeni organismu muze
vyvolat alimentarni onemocnéni (Kadlec a kol., 2009; Bezpecnost potravin A - Z, 2007).

E. coli je schopna vyvolat celou fadu onemocnéni poc¢inaje infekcemi zazivaciho traktu

az po zavazné hemoragicko-uremické syndromy (HUS) vedouci k rozkladu krve aZ naptiklad
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k selhani ledvin a smrti. Podle mechanismi ptisobeni a vlastnosti virulence byly kmeny
E. coli rozdéleny. Bylo stanoveno pét hlavnich kment patogennich bakterii: enteropatogenni
E. coli (EPEC), enterohemoragické E. coli (EHEC), enteroagregativni E. coli (EAEC),
enterotoxigenni E. coli (ETEC) a enteroinvazivni E. coli (EIEC) (Bugarel et al., 2011). EPEC
vyvolavaji nejcastéji prijmy u déti a jsou také hlavni pti¢inou priymi v rozvojovych zemich.
EHEC jsou spojovany nejcastéji s ohniskem nakazy u potravin v zemich tfetiho svéta a jsou
puvodci krvavého prajmu, hemoragické kolitidy a HUS v disledku ptsobeni silného
verotoxinu — shiga toxinu (podobnost s toxinem produkujici bakterie Shigella zptsobujici
dysenterie). Pfedev§im pak kmen shigatoxigennich E. coli (STEC) — E. coli O157:H7 (Law,
2000). Tento kmen je z hlediska patogenity vice virulentni nez ostatni kmeny STEC a stoji
za pri¢inou vétsiny lidskych STEC infekei. Produkei tepelné stabilnich nebo tepelné labilnich
enterotoxind, které kolonizuji stfevni sliznici, se vyznacuji ETEC, které stoji za pficinou
infekéniho prijmu zvaného téz ,,cestovni prijem”. Nejcastéj$i pri¢inou je v tomto piipade
poziti syrového ¢i nedostatené tepeln¢ upraveného masa, nepasterovaného mléka a mlécnych
vyrobkii nebo syrové zeleniny (von Mentzer et al., 2014; Kadlec a kol., 2009). Dalsi skupina
EIEC byla popsdna prvné v roce 1987 u ditéte v Jizni Americe s akutnim prijmem. Proto je
tato skupina spojovana s pretrvavajicimi t€zkymi prijmy, zvIasté u déti zijicich v rozvojovych
zemich svéta. Mezi dal$i ptiznaky patii horecky a krvava stolice vedouci az k zdnétim
tlustého stieva (Okhuysen and DuPont, 2010). Diky své pevné agregaci na epitelové bunky
a tvorb& bunécénych agregath paté skupiny EAEC, byla nalezena souvislost mezi skupinou
EAEC a EHEC, které jsou pfi¢inou zavaznych krvacivych prijmi. Kombinaci téchto skupin
se zna¢n¢ zvySuje nebezpecnost nového zarodku: bunky mohou vytvaret ve stievnim traktu
diky fixaci a agregaci masivni infekcéni loZisko a produkovat velmi ucinny shiga toxin

(Nehasilova, 2011).
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4 Material a metody

4.1 Silice

Pro experimentalni ¢ast této prace byla pouzita silice oregana ziskana z Vyzkumné
stanice Uhfinéves (pouzita izola¢ni metoda byla destilace s vodni parou). Silice oregana byla
nasledné enkapsulovana do pifedem piipravenych jilovych nanocastic (Nanoclay, hydrophilic
bentonit; Sigma-Aldrich, USA). Veskeré prace spojené s mikrobiologickou analyzou a jejim
vyhodnocenim byly provedeny v laboratoii na katedie kvality zemédélskych produkti, stejné
jako naslednd analyza plynovou chromatografii s plamenovym ionizacnim detektorem

(GC/FID).
4.2 Kachni maso

Pro ucely experimentu byla pouzivana chlazena kachni prsa zbavena ktize, ktera byla
zakoupena v kamenném obchodé delikates se sidlem firmy Kachnicka nartzovo (Nuselska 4,
Praha 4), jejiz jednatelkou je Mgr. Renata Kasalova. Kachny odebirané touto firmou
pochazeji z farem stiednich a jiznich Cech a nasledné jsou zpracovavany v jediném Eeském
podniku Vv provozovné v Mirovicich (dnes patfici pod Vodnanskou dribez a.s.), ktery
zpracovava kachny na uzemi CR. Zakoupena kachni prsa byla do doby experimentu

skladovéna v chladnicce pfti 4 °C.
4.3 Bakterialni kmeny a Zivna média

V experimentalni ¢asti bylo vyuzito bakterialnich kment Escherichia coli ATCC 25922
(Thermo Scientific, USA) a Salmonella enterica sv. Enteritidis ATCC 13076 (Thermo
Scientific, USA), které byly vzdy zaoCkovany do Cerstvé piipraveného Mueller-Hintonova
bujéonu (Oxoid, CZ). Kultivace bakterii spocivala v pfipravé neselektivniho média
pro stanoveni celkového poctu mikroorganismi (CPM) pro oba kmeny bakterii, v tomto
ptipadé¢ se jednalo o Plate count agar (Oxoid, CZ). Dale byla vyuzita dvé selektivni média:
pro stanoveni vzorkd zaockovanych E. coli byl zvolen MacConkey agar (Oxoid, CZ) a
pro stanoveni vzorkli zaoCkovanych Salmonellou Enteritidis byl pfipraven XLD agar (Sigma-
Aldrich, USA). Pro tcely experimentu byl také vyuzivan fyziologicky roztok Buffered pepton
water (Oxoid, CZ). VSechna tato média vyjma XLD agaru byla vzdy dokonale rozmichana,

povarena
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a sterilovana v autoklavu po dobu 20 minut pii 121 °C. Pied nalitim na Petriho misky byly

agary zchlazeny na teplotu 50 °C ve vodni lazni a fadné promichany krouzivym pohybem.
4.4. Priprava vzorkii

4.4.1 Enkapsulace silic do jilovych nanoc¢astic

Jilové nanocastice (cca 30 g) byly umistény do kadinky o objemu 250 ml a vysusSeny
beéhem 24 hodin v susarné pfi teploté 120 °C. Takto vysuSeny nanojil byl po celou dobu
experimentu skladovan v exsikatoru zakryty propichanym alobalem.

Samotna enkapsulace zahrnovala navazeni 225 mg vysusené¢ho nanojilu do sklenénych
vialek o objemu 10 ml, do téchto vialek bylo nésledné automatickou pipetou ptidano 25 ul
silice (tak aby celkové mnozZstvi nanojilu s enkapsulovanou silici ¢inilo 250 mg a vysledna
koncentrace silice ve vzniklé smési byla 10 %). Toto bylo provedeno ve trojim opakovani.
Pevné uzaviené vialky byly nasledné upevnény na tiepacku do suSarny vyhiaté na 50 °C

a tfepany po dobu 24 hodin na rychlostni stupen 2.
4.4.2 Piiprava emulze oreganové silice

Jako kontrola byla pfipravena vodna emulze Cisté silice ze smési 4 ml sterilni
destilované vody, 500 ul Tween 80 a 500 ul silice oregana. Tato emulze byla
homogenizovana po dobu cca 3 minut za pouziti homogenizatoru IKA Ultra-Turrax T 18

digital (Merci, CZ), ptelita do vialky (10 ml) a zazatkovana.
4.4.3 Priprava bakteridlniho inokula

Z den starych bakteridlnich kultur inkubovanych pii 37 °C bylo pfipraveno bakterialni
inokulum o poétu bakterii 10® KTJ/ml. K ptipravé byly pouzity sterilni zkumavky naplndné
Mueller-Hintonovym bujonem, do nichz byly bakteridlni kultury zaockovany a nasledné
homogenizovany na denzitu odpovidajici McFarlandovu standardu 0,5. Méteni denzity

bakterialni suspenze probihalo na denzitometru (DEN-1B, Biosan).
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4.4.4 Priprava vzorku kachniho masa

Veskera piiprava vzorki kachniho masa a jejich oSetfeni probihala v prostfedi
laminarniho boxu (SCS-III, Merci, CZ). Jednotliva kachni prsa byla kvili odstranéni
veskerych patogenti z povrchu masa namacena na dobu 30 sekund do 70% ethanolu
a nasledné 30 sekund namécena ve sterilni destilované vod¢€. Takto oSetfend kachni prsa byla
vlozena do sterilnich igelitovych sackl a do doby oSetfeni skladovana v mrazdku pfi teploté
—18°C.

Pted oSetfenim byla kachni prsa ponechéna k povrchovému rozmrazeni v laminarnim
boxu. Nasledn¢ byly z masa odstranény veskeré casti, které piisly do kontaktu s lihem (cca
1,5 cm vrstva na povrchu). Kachni prsa byla nakrijena a navézena na 5 g kousky
na analytickych ptedvazkach (Kern) a umisténa do Petriho misek. Kazdy kousek masa byl
zaoCkovan 50 pl bakteridlniho inokula, které bylo rozetieno po celém povrchu masa, kazdy
vzorek se nechal oschnout. Dale byly jednotlivé kousky oSetfeny a oznaceny dle
pozadovanych variant (tabulka 2). Vzorky oznacené pismenem O byly pfipraveny obalenim
5 g kousku masa v 250 mg nanojilu s enkapsulovanou silici oregana. Soucasné byly stejnym
zpusobem piipraveny vzorky pro chemickou analyzu ozna¢ené¢ O-CH. Jako KZ byla pouzita
kontrola nartstu zaoCkovaného masa bez dal§iho oSetieni, jako KV byly oznaceny kousky
zaoCkovaného masa omytého v 50 ml sterilni destilované vody a jako KJ byly pouzity
zaoCkované kousky masa a Cisty neoSetfeny nanojil bez silice v mnozstvi stejném, jako
Vv pfipad€ variant se silici, tedy v 250 mg nanojilu. Vzorky masa oznacené KE byly pouZity
jako kontrola emulze cisté silice a byly vytvofeny nanesenim 250 ul vodné emulze na vzorek
masa. Pro chemickou analyzu byly vytvotfeny totozné vzorky emulze vzdy pro stejné Casové
intervaly vyhodnoceni (KE-CH). VSechny vzorky byly pfipraveny ve tfech opakovanich.
Takto oSetfené kousky masa byly skladovany uzaviené v plastovych Petriho miskach
v chladnicce pii 4 °C a nasledné vyhodnocovany vzdy po 1 dni, po 7 dnech a po 14 dnech

skladovani.
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Tabulka 2 Jednotlivé varianty oSetfeni vzorkti kachniho masa

Vzorek Oznaceni  Silice  Zpusob oSetifeni  Inokulum bakterie
oregano O oregano nanojil Escherichia coli
Salmonella Enteritidis
_ O-CH ' Escherichia coli
oregano-chemie oregano nanojil o
Salmonella Enteritidis
KZ Escherichia coli
kontrola zaoc¢kovani - - .
Salmonella Enteritidis
KV Escherichia coli
kontrola voda - oplach vodou o
Salmonella Enteritidis
. KJ _ ' Escherichia coli
kontrola jil - ¢isty nanojil L
Salmonella Enteritidis
kontrola emulze KE oregano emulze -
kontrola emulze-chemie  KE-CH  oregano emulze -
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4.5 Analyza vzorki a metody analyzy

4.5.1 Mikrobiologicka analyza

V pfislusnych dnech byly jednotlivé série vzorkd vyhodnocovany za pouziti
mikrobiologické analyzy a tzv. kapkové metody dle Chen et al. (2003) (obrazek 3).
Mikrobiologicka analyza byla provedena ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu a s pouzitim
fadné sterilovaného laboratorniho nafadi. Kazdy vzorek masa byl z Petriho misky pifemistén
pomoci pinzety do sterilni Erlenmeyerovy banky o objemu 50 ml a bylo k nému piilito
mnozstvi fyziologického roztoku rovnajiciho se desetindsobku vahy vzorku masa. Tyto banky
byly tadn¢ uzavteny silngj$im alobalem a nasledné se umistily na tiepacku, kde byly po dobu
5 minut tfepany na rychlostni stupen 1.

Ze vzorki masa byly jednotlivé slity tekutiny do sklenénych Petriho misek
a v mnozstvi 200 pl napipetovany vzdy do prvniho sloupce na mikrotitraéni desticce pomoci
multikandlové pipety (obrazek 3). Do ostatnich péti sloupcti mikrotitracni desticky bylo
postupné napipetovano 180 pl sterilniho fyziologického roztoku. Nasledné bylo ze vzorkové
tekutiny odebrano ptesné 20 pl a toto mnozstvi bylo pfeneseno do nésledujiciho sloupce
s fyziologickym roztokem, kde doslo k dikladnému promichéni. Timto postupnym
pipetovanim pokracujicim az do Sestého sloupce, doslo k vytvofeni fedici fady, pricemz
dulezitou soucasti celého procesu ptitom byla vyména $picek mezi jednotlivymi fedénimi.

Pomoci multikandlové pipety bylo na zadvér naneseno piesné 5 pl roztoku na predem
pfipravené Petriho misky se selektivnimi a neselektivnimi médii celkem ve dvou opakovanich
pro kazdy vzorek. Takto pifipravené Petriho misky byly vlozeny do termostatu na 24 hodin

a inkubovany pii 37 °C.
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Obrazek 3 Schéma kapkové metody dle Chen et al. (2003)

Vyhodnoceni celkového poctu narostlych kolonii bakterii probihalo po 1 dni a
spocivalo ve spocteni narostlych kolonii na jednotlivych Petriho miskach. Pocet bakterii byl

vyjadien pomoci vztahu:
N=XcA[(n+0,1ny) d]

kde: X ¢ = celkovy pocet vyrostlych kolonii na v§ech Petriho miskach
vV = objem jedné kapky

n; = pocet kapek v prvnim fedéni

n, = pocet kapek ve druhém fedéni

d = prvni pouzité fedéni s prvnim poc¢tem kapek
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4.5.2 Chemicka analyza
4.5.2.1 Analyza oreganové silice

Pro analyzu oreganové silice byl pfipraven roztok oreganové silice o koncentraci
1,2 mg/ml (30 mg silice na 25 ml hexanu — ptivodni pouzivanad koncentrace 30 mg silice/5g
kousek masa). Tento roztok byl pfipraven celkem ve dvojim provedeni. Pro identifikaci
slozek silice byla jako analytickd metoda zvolena plynova chromatografie s hmotnostnim
detektorem (viz dale). Nasledn¢ probihala kvantifikace na plynovém chromatografu
S plamenovym ionizacnim detektorem (GC/FID).

Pro identifikaci jednotlivych slozek oreganové silice bylo vyuzito metody plynové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC/MS). Tato analyza byla provedena
na piistroji GC Agilent 7890A (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) vybaveném
kifemennou kapilarni kolonou HP-5MS (30 m x 0,25 mm i. d., tloustka filmu 0,25 um)
s kvadrupdlovym hmotnostnim detektorem Agilent MSD5975C, ionizaéni energie 70 eV.
Jako nosny plyn bylo pouzito helium (Cistota 5.0), pritok nosného plynu 1 ml/min, vstupni
tlak 0,086 MPa (12,537 psi), splitovaci pomér 12:1, objem nastfikovaného vzorku 1 pl.
Podminky analyzy: teplota nastiiku 250 °C, teplota spoje GC s hmotnostnim spektrometrem
(interface) 250 °C, programovana teplota kolony 60 °C po dobu 2 minut, nardst 3 °C/min,
horni isoterma 231 °C po dobu 10 min, celkova doba analyzy 70 min.

Identifikace byla provedena na zakladé porovnani naméfenych spekter analyzovanych
latek s autentickymi spektry standardnich sloucenin (a-terpinen, 3-myrcen, limonen, terpinen-
4-ol, karvakrol) a také na zaklad€ porovnani hmotnostnich spekter z piistrojové databaze
(NIST) a zliteratury. Bylo zjisténo slozeni oreganové silice a vysledky jsou uvedeny

v tabulce 3.
4.5.2.2 Vytéznost analytické metody

Pii stanoveni vytéZnosti metody byly do kadinek o objemu 250 ml navézeny vzorky
kachniho masa (5 g — celkem ve dvojim provedeni). Na povrch masa bylo pomoci
mikrostiikacky Hamilton o objemu 100 pl aplikovano 30 mg silice oregana, ktera se nechala
cca 15 minut difundovat. Vzorky byly nasledné kvantitativné ptevedeny do kuzelovych
zabrusovych ban€k o objemu 250 ml a pomoci odmérného valce bylo pfilito presné¢ 80 ml
hexanu p. a. (mala Cast z tohoto objemu byla pouzita na vyplachnuti kadinky, ve které bylo

maso ulozeno). Banka byla peclivé zazitkovana a umisténa na tfepacku (typ T-40, VD
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Lovéna, Praha), kde se po dobu 1 hodiny tfepala na rychlostni stupeii 2. Po 1 hodin¢ tfepani
byl extrakt masa zfiltrovan do kulaté zabrusové baiky 0 objemu 250 ml pies papirovy filtr
KA-1 o priméru 150 mm (rychlost filtrace: vysokd) s ptfidavkem bezvodého siranu sodného
p. a. (filtr se siranem sodnym byl pfedem promyt malym mnozstvim hexanu). Ke vzorku
masa bylo pfidano dalSich 40 ml hexanu, bailka byla zazatkovana a intenzivné tfepana v ruce
po dobu 2 — 3 minut. Smés byla opét zfiltrovana a na zavér bylo pfilito poslednich 20 ml
hexanu a smés byla naposledy zfiltrovana do kulaté zdbrusové banky. Banky byly uzavieny
zatkami a ponechény v chladnicce pii teploté 4 °C.

Radné uzaviené baiiky byly druhy den vyndany zchladni¢cky a ponechany
pfi laboratorni teplot¢ k vytemperovani (cca 30 minut). Kazdy vzorek byl zahuStén
na vakuové rotaéni odparce pii teploté 40 °C na objem cca 5 — 10 ml. Nasledné byl vzorek
kvantitativné pieveden do odmérné batiky o objemu 25 ml (banka byla vyplachnuta 3 x 4 ml
mobilni faze cyklohexan — ethylacetat 1:1), doplnén touto mobilni fazi po rysku a fadné
zazatkovan. Takto pripravené vzorky byly néasledné¢ ponechany v mrazéku pfi teploté¢ —18 °C

Kk piecisténi s vyuzitim gelové permeacéni chromatografie (GPC).
4.5.2.3 Cisténi extrakti a ptiprava k analyze

Pro piecisténi vzorkd byl pouzit gelovy permeaéni chromatograf HPP 5001
(Laboratorni pfistroje Praha) vybaveny kolonou WI 02080 (Watrex Praha s.r.0.), 300 mm x 8
mm, PAH-Prep 10 um. Jako mobilni fize byla pouZita smés rozpoustédel cyklohexan —
ethylacetat 1:1 o pritoku 0,8 ml/min, vstupni tlak cca 1,2 MPa.

Kazdy vzorek extraktu (cca 4 ml) byl nabran do plastové injekéni stiikacky o objemu
10 ml (sttikacka byla vzdy pfedem proplachnuta malym mnoZstvim vzorku) a nastfiknut
do davkovaci smycky chromatografu o objemu 2 ml. Nasledné probihala separace latek
a jednotlivé frakce byly zachycovany do kalibrovanych zkumavek s vyuzitim frakéniho
kolektoru FCC 60 (Laboratorni pfistroje Praha). Na zaklad¢ vysledkli pfedchozi kalibrace
chromatografické kolony byla pro dalsi analyzu odebirana frakce v rozmezi 9,6 — 14,6 ml,
ve které jsou obsazeny slozky silice oregana. Tato frakce byla poté kvantitativné pirevedena
do odmérné bariky o objemu 10 ml a doplnéna po rysku MF. Banky byly peclivé uzavieny
zatkou a promichany. Do vialek se Sroubovacim uzaveérem o objemu 2 ml bylo napipetovano
cca 1,5 ml frakce, kterd byla urcena k nasledné analyze pomoci plynové chromatografie

S plamenovym ioniza¢nim detektorem (GC/FID).
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4.5.2.4 Analyza vzorki s vyuzitim plynové chromatografie

Pro analyzu vzorkl byl pouzit plynovy chromatograf GC Agilent 7890A vybaveny
kifemennou kapilarni kolonou Agilent HP-5MS (30 m x 0,25 mm i. d., tloustka filmu
0,25 um) s plamenovym ioniza¢nim detektorem. Jako nosny plyn byl pouzit dusik (Cistota
5.0) o prutoku 1 ml/min, vstupni tlak 0,086 MPa (12,537 psi), splitovaci pomér 50:1, objem
nastfikovaného vzorku 1 pl. Podminky analyzy: teplota injektoru 250 °C, teplota detektoru
300 °C, pocatecni teplota kolony 60 °C po dobu 3 minut, nartst teploty 3 °C/min, horni
isoterma 231 °C po dobu 10 minut (celkova doba analyzy 70 min).

Pro vyhodnoceni chromatogrami byl pouzit chromatograficky software Agilent
ChemStation. Slouc¢eniny byly identifikovany na zéklad¢ porovnani retencnich cast
analyzovanych slou¢enin s reten¢nimi ¢asy standardi (s naslednym ovéfenim metodou
GC/MS) a kvantifikovany metodou vné&jsiho standardu na zakladé porovnani namétenych
ploch ptislusnych pikt. Jako vnéjsi standard pro kalibraci na GC/FID byl pouzit roztok silice
0 koncentraci 1,2 mg/ml (viz kapitola 4.5.2.1).

4.5.2.5 Analyza vzorkil kachniho masa s oreganovou silici enkapsulovanou do jilovych

nanocastic

Pro chemickou analyzu vzorki kachniho masa s oreganovou silici enkapsulovanou
do jilovych nanocastic byly pfipraveny vzdy 3 vzorky (celkem ve tfech opakovanich): vzorek
kachniho masa s bakterii Escherichia coli s oreganovou silici enkapsulovanou do jilovych
nanocastic (oznafeny O-CH 1), vzorek kachniho masa s bakterii Salmonella Enteritidis
s oreganovou silici enkapsulovanou do jilovych nanocéstic (oznaceny O-CH 2) a kontrolni
vzorek vodné emulze (oznaeny KE-CH). Vzorky kachniho masa s oreganovou silici
enkapsulovanou do jilovych nanocastic byly pfipraveny nanesenim 50 upl bakteridlniho
inokula na 5 g kousek masa a naslednym obalenim v 250 mg nanojilu (s obsahem 25 pl
enkapsulované silice). Vzorek vodné emulze byl pfipraven nanesenim 250 pl emulze na 5 g
kousek masa. Tyto vzorky byly poté extrahovany a pteCiStovany stejnym zplsobem jako
vzorky pfipravené pro ovéfeni analytické vytéZnosti. Rozdil spocival v tom, Ze tyto vzorky
byly pfipraveny do Petriho misek a nasledné¢ kvantitativné prevedeny do kuZelovych
zabrusovych ban¢k o objemu 250 ml, kam bylo pfilito pfesné¢ 80 ml hexanu (mald Cast
Z tohoto objemu byla pouzita na vyplachnuti Petriho misky, ve které bylo maso ulozeno).
Dalsi postup byl jiz shodny s postupem uvedenym v kapitolach 4.5.2.2 — 4.5.2.4. Pro kalibraci
GC/FID byl jako vné¢jsi standard v tomto pfipadé pouzit roztok silice o koncentraci 0,2 pl/ml.
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4.6 Pouzité chemikalie

e Cyklohexan p. a., Lach-Ner s.r.0., Neratovice

e Dichlormethan p. a., Lach-Ner s.r.o., Neratovice

e Ethylacetat p. a., Lach-Ner s.r.0., Neratovice

e Hexan GC (pro analyzu rezidui), J. T. Baker, USA

e Hexan p. a. (pro extrakce), Lach-Ner s.r.o., Neratovice

e Siran sodny p. a., Lach-Ner s.r.o., Neratovice
4.7 Statistické vyhodnoceni

Statistické zpracovani vysledkt bylo provedeno v programu Statistica 12 (StatSoft CR
s.r.0.). Vysledky mikrobiologické analyzy byly hodnoceny pomoci analyzy rozptylu
s pouzitim jednofaktorové ANOVY a pomoci Tukeyho HSD testu. Rozdily mezi
jednotlivymi typy oSetfeni byly hodnoceny a za pouziti neparametrického chi —

kvadrat testu (testu dobré shody). Testovani bylo provedeno na hlading vyznamnosti a = 0,05.
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5 Vysledky

5.1 Vyhodnoceni mikrobiologické analyzy

Provedeni mikrobiologické analyzy bylo uskutecnéno za tUcelem prokazani
antimikrobidlniho ucinku enkapsulovanych silic proti patogennim mikroorganismim
pfitomnych na kachnim mase. Vzorky kachniho masa byly hodnoceny na selektivnich
médiich pro stanoveni poc¢tu narostlych kolonii Salmonella Enteritidis a Escherichia coli.
Stanovovan byl také celkovy pocet mikroorganismi (CPM) na neselektivnich médiich.
Mikrobiologickd analyza byla provedena v pribéhu skladovani zaocCkovanych vzorkl

kachniho masa, ato 1., 7. a 14. den skladovani.
5.1.1 Bakterie Escherichia coli

Oreganova silice enkapsulovana do jilovych nanocastic zcela inhibovala riist patogenni
bakterie Escherichia coli, a to ve vSech tfech opakovanich a ve v8ech dnech skladovani (Graf
1). U kontrol byl patrny nartst bakterii az do 14. dne skladovani. Kontrola emulze vysla
negativni po 1 dni a 7 dnech skladovani, ovsem po 14 dnech skladovani doslo k nariistu
bakterii.

Po 1 dni a 7 dnech skladovani byly rozdily v poctu bakterii Escherichia coli narostlych
na kontrolnich vzorcich pouze nepatrné rozdilné, u kontroly jilu doslo po 7 dnech k eliminaci
bakterii o témé&F 0,4 log KTJ.g™ oproti 1. dni. V pribhu skladovani, tedy po 14 dnech, byl
viak u kontroly jilu patrny nartist potu bakterii o vice nez 2 log KTJ.g™. Pro kontrolu
zaoCkovani stejn¢ jako pro kontrolu vody byl jasné viditelny narhst bakterii, ktery je
nejvyraznéj$i mezi 7. a 14. dnem skladovani a pohyboval se v rozmezi 1,5 — 2 log KTJ.g'l.
Utinek kontroly emulze vykazoval po 14 dnech skladovani ve srovnani s o$etfenymi vzorky
oreganovou silici enkaspulovanou do jilovych nanoéastic rozdil o vice nez 5 log KTJ.g™.
Stejné tak mezi kontrolou zaockovani a oSetfenymi vzorky byl patrny rozdil o vice neZ 6 log
KTJ.g" a po 14 dnech skladovani ¢inil tento rozdil témé 8 log KTJ.g™. Statisticky vyznamné

rozdily mezi oSetfenymi vzorky a kontrolnimi vzorky jsou tak patrné jiz z grafu.

44



9,00

8,00

7,00

6,00

5,00
4,00
3,00

2,00

Pocet bakterii Escherichia coli (log KTJ/g)

1,00

0,00

1 7 14
Den skladovani

HQregano s jilem  ®Kontrolajil ~ ®Kontrolazaotkovani ~ mKontrolavoda = Kontrola emulze

Graf 1 Pocty bakterii Escherichia coli na selektivnim médiu
Pozn.: Stejna pismena ve sloupcich znamenaji statisticky nevyznamné rozdily mezi hodnotami v jednom dni

(p > 0,05).

5.1.2 Bakterie Salmonella Enteritidis

Stejné jako v prvnim ptipadé dosSlo i zde u oSetienych vzorki S oreganovou silici
enkapsulovanou do jilovych nanocastic K totalni inhibici rustu patogennich bakterii
Salmonella Enteritidis ve vsech dnech skladovani a ve v§ech opakovanich (Graf 2). Naproti
tomu kontrolni vzorky, s vyjimkou kontroly emulze, se od sebe v jednotlivych dnech piili§
nelisily. Ve srovnani s ucinkem proti bakterii Escherichia coli (Graf 1) vsak byly
zaznamenany vét§i rozdily v poétu log KTJ.g™ mezi osetienymi vzorky a kontrolnimi vzorky.

Utinek oreganové silice enkapsulované do jilovych nanoéastic byl patrny po 1 dni
skladovani, kdy pocet bakterii na kontrole zao&kovéni &inil pies 6 log KTJ.g™ . Po 7 dnech
doslo kjeste vyrazn&jSimu prohloubeni rozdili mezi oSetfenym vzorkem a kontrolou
zaotkovani a tato hodnota byla jiz tém&f 7 log KTJ.g™l. Nejvétsi narGist podtu bakterii
pro kontrolu zao&kovani oproti oSetfenym vzorkéim vykazovala hodnota témét 8 log KTJ.g™,

a to po 14 dnech skladovani.
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Po 1 dni a 7 dnech doslo jak u kontroly jilu, tak u kontroly vody k poklesu ristu
bakterii, po 14 dnech se vSak opét pocet bakterii zvysil a rozdil pro kontrolu jilu tak ¢inil vice
nez 2 log KTJ.g? oproti 7. dni. O3etfené vzorky oreganovou silici enkapsulovanou do jilovych
nanocastic v tomto ptipad¢ vykazovaly vétsi rozdil nez u bakterie Escherichia coli a tento
rozdil byl po 14 dnech skladovéni proti kontrole emulze vice nez 6 log KTJ.g™. Statisticka

vyznamnost mezi osetfenymi vzorky a kontrolnimi vzorky je stale patrna.
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Graf 2 Pocty bakterii Salmonella Enteritidis na selektivnim médiu
Pozn.: Stejna pismena ve sloupcich znamenaji statisticky nevyznamné rozdily mezi hodnotami v jednom dni

(p > 0,05).

5.1.3 Celkové pocty mikroorganismu

Oreganova silice enkapsulovana do jilovych nanocastic dokazala také zcela inhibovat
celkovy pocet mikroorganismi (CPM), a to znovu ve vSech dnech skladovani i ve vSech
opakovanich (Graf 3). V pfipadé kontrolnich vzorkd, které byly vyhodnocovany paralelné se
vzorky zaoc¢kovanymi bakterii Salmonella Enteritidis (Graf 4) bylo patrné, ze rozdil v po¢tu
bakterii pro Escherichia coli byl mensi.

Kontrolni vzorky se opét po 1 dni skladovani piili§ nelisily od pfedchozich vysledka
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pro selektivni médium a opét vykazovaly rozdil proti oSetfenym vzorkiim S oreganovou silici
enkapsulovanou do jilovych nano&astic vice nez 0 5 log KTJ.g:. Rozdil pro kontrolu
zaotkovani proti oSetfenym vzorkim po 1 dni skladovéani ¢inil 6 log KTJ.g?, v pribshu
7. dne skladovani doslo k narGistu poltu bakterii na hodnotu tém& 7 log KTJ.g"
a po 14 dnech tento rozdil byl bezmala 8 log KTJ.g™* oproti ofetienym vzorkim s oreganovou
silici enkapsulovanou do jilovych nanocastic. Kontrola vody a kontrola jilu zaznamenala mezi
1. a 7. dnem skladovani mirny pokles poctu bakterii, avSak po 14 dnech se tento rozdil opé&t
prohloubil a byl zaznamenén vyrazny narist po&tu bakterii na hodnoty kolem 8 log KTJ.g™.
Kontrola emulze v pribéhu skladovani (po 1 dni a 7 dnech) nevykazovala zadné reakce, ale
po 14 dnech skladovani byl zaznamenan nardst bakterii a tento rozdil byl témét 5,5 log

KTJ.g?! oproti o$etfenym vzorkéim.
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Graf 3 Celkovy pocet mikroorganismi u vzorkt zaockovanych bakterii Escherichia coli

Pozn.: Stejna pismena ve sloupcich znamenaji statisticky nevyznamné rozdily mezi hodnotami v jednom dni

(p > 0,05).
Jak jiz bylo zminéno v piedchozim odstavci, u vzorku, které byly zaockovany bakterii

Escherichia coli, byly rozdily v poétu log KTJ.g™@ pro kontrolni vzorky podstatnd mensi

ve srovnani s kontrolnimi vzorky zaockovanymi Salmonellou Enteritidis (Graf 3 a 4).
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Kontrola jilu vykazovala po 7 dnech skladovani pokles v poctu bakterii a tento rozdil
oproti kontrole jilu po 1 dni skladovani byl 1,2 log KTJ.g. Na konci skladovani viak opé&t
doslo k vyraznému nartstu pocétu bakterii a rozdil oproti 7 dnech skladovani ¢inil témét
2,5 log KTJ.g™ Vzorky oSetfené oreganovou silici enkaspulovanou do jilovych nanocastic
opét eliminovaly pocty bakterii po 1, 7 a 14 dnech skladovani na nulu. Kontrola zao¢kovani
proti oetfenym vzorkéim &inila rozdil po 1 dni skladovani téméf 6,5 log KTJ.g™, po 7 dnech
skladovani byl tento rozdil jests vetsi a &inil téméf 7 log KTJ.g™ a po 14 dnech skladovani
doslo k prohloubeni rozdilu v poctu bakterii az na 8 log KTJ .g'1 oproti oSetfenym vzorkim.
Kontrola vody v pribéhu skladovani nevykazovala vyrazné rozdily v poctu narostlych kolonii

proti ostatnim kontrolnim vzorkam.
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Graf 4 Celkovy pocet mikroorganismu u vzorkt zaockovanych bakterii Salmonella
Enteritidis

Pozn.: Stejna pismena ve sloupcich znamenaji statisticky nevyznamné rozdily mezi hodnotami v jednom dni

(p > 0,05).
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5.2 Vyhodnoceni chemické analyzy

5.2.1 SloZeni oreganové silice

Pro identifikaci slozek oreganové silice byla jako analytickd metoda metoda zvolena
GC/MS (identifikace latek) a GC/FID (kvantifikace). Identita vybranych sloucenin byla
potvrzena porovnanim nameéfenych retencnich ¢ast s reten¢nimi Casy standardii (ve vSech
ptipadech, kde byly tyto analytické standardy dostupné). Vysledky analyzy na GC/FID
oreganoveé silice (roztok silice o koncentraci 1,2 mg/ml) jsou uvedeny v tabulce 3, prislusny

chromatogram je uveden na obrazku 4.

Tabulka 3 SloZeni oreganové silice (Origanum vulgare L.)

CESIO Ret. ¢as (min) Obsfa_h s lozky Sloucenina Metoda identifikace
piku v silici (%)
1 10,05 1,25 B-pinen MS
2 11,97 9,75 p-cymen MS
3 12,27 1,01 eukalyptol MS
4 13,44 2,43 y-terpinen MS
5 15,25 1,80 linalool MS
6 18,24 1,03 borneol MS
7 18,75 1,00 terpinen-4-ol MS, STD
8 23,93 3,04 thymol MS
9 24,34 71,62 karvakrol MS, STD
10 29,24 1,16 karyofylen MS
11 35,69 1,32 karyofylen oxid MS

Vysvétlivky: MS = hmotnostni spektrometrie, STD = standard (porovnani reten¢nich ¢asti)
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Obrazek 4 Chromatogram oreganové silice

Ve vzorku oreganové silice bylo metodou GC/FID detekovano celkem 55 slozek
(slouceniny se zastoupenim slozky v silici mensim nez 1 % nejsou v tabulce uvedeny); z toho
bylo s vyuzitim MS a porovnanim standardu identifikovano celkem 11 slozek (tabulka
3). Jako vyrazn¢ majoritni slozka v analyzované silici byl identifikovan karvakrol
(71,62 %); jako dalsi vyznamné slozky silice (> 1 %) byly identifikovany p-cymen (9,75 %),
thymol (3,04%), y-terpinen (2,43 %), linalool (1,8 %), karyofylen oxid (1,32 %), B-pinen
(1,25 %), karyofylen (1,16 %), borneol (1,03 %), eukalyptol (1,01 %) a terpinen-4-ol (1 %).
Celkova plocha piki identifikovanych latek ¢inila > 95 %.
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5.2.2 Vytéznost analytické metody

Analyza vzorkl kachniho masa se silici oregana probihala na GC/FID (kapitola 4.5.2.2
—4.5.2.4). Celkem bylo detekovéano 28 slozek, z nichz bylo vybrano a identifikovano 7 slozek
porovnanim retencnich c¢asti s retencnimi cCasy standardi a s naslednym pouzitim MS.
Slouceniny byly kvantifikovany metodou vnéjsiho standardu (kalibra¢ni roztok o koncentraci
1,2 mg/ml) na zaklad¢ porovnani naméfenych ploch piislusnych piki Vytéznost analytické
metody vyjadiuje kvantitativni zastoupeni pro jednotlivé slozky silice z ptidaného mnozstvi

silice (30 mg silice/5 g kousek masa).

Tabulka 4 Kvantitativni zastoupeni jednotlivych slozek oreganové silice v kachnim mase

Cislo piku Sloucenina Ret. ¢as (min)  VytéZnost (%) + SD
1 p-cymen 12,1 75,7 0,0
2 y-terpinen 13,6 74,8 0,0
3 linalool 15,4 79,6 0,0
4 thymol 24,2 81,8 0,4
5 karvakrol 24,6 82,6 0,2
6 karyofylen 29,4 82,0 0,0
7 karyofylen oxid 35,8 78,6 0,0

SD = smérodatna odchylka
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5.2.3 Vysledky chemické analyzy vzorki (chemicka rezidua silice)

Analyza vzorkli kachniho masa probihala dle pouzit¢é metody (kapitola 4.5.2.4)

na GC/FID a pro kvantifikaci byl pouzit jako vnéjsi standard roztok silice o koncentraci

0,2 ul/ml. Kazdy vzorek byl analyzovan celkem ve trojim provedeni, jak naznacuje tabulka 5.

I ptesto, ze ve vzorcich analyzovanych dfive bylo detekovano celkem 7 slozek oreganové

silice (tabulka 4), ve vzorcich kachniho masa s oreganovou silici enkapsulovanou

do jilovych nanocastic byla detekovana pouze jedinad majoritni slozka (karvakrol). Hodnoty

1., 2. a 3. méfeni vyjadiuji jednotliva procentudlni zastoupeni rezidui karvakrolu a pramérna

hodnota je vyjadiena jako prameér téchto tif méfeni.

Tabulka 5 Hodnoty rezidui karvakrolu v realnych vzorcich kachniho masa oSetfenych

oreganovou silici (vysledky jsou uvedeny v % z pfidaného mnozstvi silice)

Zpiisob osetieni ogct)l'?ea;i 1. méfeni 2. méfeni 3. méFeni priamér =+SD
Emulze 1 den 12,4 10 32 181 121

Emulze 7 dni 155 4,7 4,1 8,1 6,4

Emulze 14 dni 5,2 8,1 8,1 7,1 1,7

Nanojil + silice + E. coli 1 den 120,6 129,8 168,0 1395 251
Nanojil + silice + E. coli 7 dni 51,5 81,4 55,7 62,9 16,2
Nanojil + silice + E. coli 14 dni 74,2 47,4 17,5 46,4 28,4
Nanojil + silice + S. Enteritidis 1 den 141,2 106,2 104,1 117,2 20,8
Nanojil + silice + S. Enteritidis 7 dni 82,5 37,1 42,3 54,0 248
Nanojil + silice + S. Enteritidis 14 dni 29,9 41,2 72,2 478 219

SD = smérodatna odchylka
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6 Diskuze

Predlozena diplomova prace méla za ukol ovéfit antimikrobialni aktivitu silice oregana
enkapsulované do nanojilovych kompoziti proti vybranym bakteriim (Escherichia coli
a Salmonella enterica sv. Enteritidis) v kachnim mase a nasledné chemickou analyzou
identifikovat rezidua oreganové silice obsazené ve vzorcich. Maso je potravina, ktera velmi
rychle podléhd mikrobidlnimu napadeni, proto se dnes mnoho védeckych studii zabyva
konzervaci masa za pomoci rostlinnych silic. Lidé¢ dnes také stile Castéji davaji prednost
vSemu piirodnimu a nejinak je tomu i u konzervace silicemi, kterda se oproti chemické
konzervaci t&si stale vétsi oblibé (Kerth, 2013; Bakkali et al., 2008).

Zuvedenych vysledkti vyplyva, ze celkovy pocet mikroorganismi (CPM)
1 patogennich bakterii, byl oreganovou silici enkapsulovanou do jilovych nanocastic totalné
inhibovan, a to ve vSech opakovanich. V tomto piipad¢ se tedy zdd, Ze koncentrace, ktera
by jesté inhibovala rist mikroorganismi a zaroven byla pro konzumenta stale senzoricky
Rada autord se ve svych studiich jiz problematikou antimikrobidlniho G¢inku oreganové silice
ve vztahu K riznym druhim masa zabyvala. Vybér oreganové silice byl tedy proveden
na zéklad¢ téchto studii.

Siln¢jsi antimikrobialni ucinek ze dvou zkoumanych silic (oregano a tymian) proti
bakteriim Salmonella Enteritidis a Escherichia coli potvrdila studie, kterou provedli Boskovic
et al. (2015). V porovnani silic vykazovala silice tymianu niz§i antimikrobialni uéinek. Dalsi
studie Penalver et al. (2005) dokazala taktéz potvrdit antimikrobidlni aktivitu oreganové silice
proti bakteriim Salmonella Enteritidis a Escherichia coli v kufecim mase.

Dalsi autofi jako Tassou et al. (1996) uvedli, Ze pouziti smési citronové §tavy (10 %),
oregana (0,4 %), olivového oleje a balené v modifikované atmosféie (MAP) na na Cerstvé rybi
filety sniZilo po&et piivodnich 7 log KTJ/g" bakterie Salmonella Enteritidis na téméf 1 log
KTJ/g" po 15 dnech skladovani pfi teploté 1 °C a po 30 dnech skladovéni se jiz tento podet

neménil. Uginek silice oregana v kombinaci s nisinem na mletém skopovém mase proti bakterii

S. Enteritidis testovali Govaris et al. (2010) a také potvrdili vyrazny antimikrobidlni ucinek

oreganové silice (0,6 %). Zaznamenali pokles vyskytu bakterie o 2,4 log KTJ.g™ jiz druhy den
skladovéni. Oral et al. (2009) ve své studii zjist'ovali, jak byla prodlouzena udrznost ¢erstvych
kutecich palicek, které byly skladovany na absorp¢ni podlozce s emulzi vody a oreganové silice
zabalené ve streCové folii. Silice prodlouZzila trvanlivost vyrobku o piiblizn€ 2 dny pfi

skladovaci teploté 4 °C, pficemZ bez pouziti silice byla trvanlivost kufecich palicek 3 dny.
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Kombinovany ucinek silice oregana 0,1 % a 1 % (w/w) a baleni MAP pro prodlouzeni
trvanlivosti Cerstvého kufeciho masa skladovaného pfi teploté 4 °C vyuzili ve své studii také
Chouliara et al. (2007). Pocet bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae byl z ptivodniho po¢tu 2,8 log
KTJ.g" snizen pod 1 log KTJ.g* po dobu 9 dni. Dale viak doslo k narustu poctu bakterii
a v 25. dni skladovani byl po&et bakterii roven 5,8 log KTJ/g™. Kombinace masovych kuli¢ek
Z hovéziho masa a antimikrobialnich G¢inkl oregana, tymidnu a rozmarynu proti patogennim
bakteriim Staphylococcus aureus a Listeria monocytogenes studovali Pesavento et al. (2015).
Zjistili, Zze pouze koncentrace silice 0,5 % by byla piijatelna z hlediska senzorického a zaroven
ucinkovala baktericidné na vySe zminéné patogenni bakterie. Tyto studie ukazuji
antimikrobialni ptisobeni oreganové silice na riizné druhy masa. Zadna z publikovanych studii
se vSak prozatim nevénovala ucinku jakékoli silice na kachnim mase. V porovnani s vySe
uvedenymi autory byl vnaSem experimentu pocet bakterii ve vzorcich kachniho masa
v poétu bakterii Escherichia coli byl po 1 dni skladovéni 6,1 log KTJ.g"*, po 7 dnech skladovéni
stoupl na hodnotu 6,3 log KTJ.g"* po uplynuti doby 14 dnii se rovnal 7,7 log KTJ.g *. Bakterie
S. Enteritidis reagovala na enkapsulovanou oreganovou silici podobné, jen pocet bakterii byl
o néco vy$si. Po 1 dni skladovani &nil rozdil v potu bakterii 6,3 log KTJ.g'!, po 7 dnech
skladovani byl 6,8 log KTJ.g'! a po 14 dnech skladovani se rovnal 7,9 log KTJ.g'*. Vysledky
vSech kontrolnich vzorkil neprokézaly Zzadné statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi
dny. Proto by mohlo byt do budoucna jistym doporucenim, v pfipadé, ze by se dale tato studie
rozvijela, sniZit pocet testovanych kontrolnich vzorki.

Jistou podobnost s nasim vyzkumem muzeme spatfovat ve studii Moraes-Lovison
et al. (2017), ktefi se zabyvali enkapsulovanou nanoemulzi oregana do kufeci pastiky.
Zkoumali antimikrobialni aktivitu dané emulze proti patogennim bakteriim Staphylococcus
aureus a Escherichia coli. Nanoemulze ve vzorcich kufeci pastiky 8. den skladovani
vykazovala vy$S§i antibakterialni ucinek proti bakterii Escherichia coli nez proti bakterii
Staphylococcus aureus. Kontrola emulze v nasem experimentu vykazovala zajimavé vysledky
mikrobiologické analyzy. Do 7. dne skladovani dosahovala negativnich vysledki, pfi¢emz
po 14 dnech skladovani doslo k nartistu CPM 1 patogennich bakterii. Tuto skute¢nost miizeme
porovnat se studiii Skandamis and Nychas (2011), ktefi se vénovali u€inku oreganové silice
a zjistili, ze tato silice muze predstavovat jisty prekazkovy efekt pro bakterie. Tento efekt
vykazoval vy$$i G€inek u chemickych zmén neZz u antimikrobidlnich zmén. Vysvétleni
bychom mohli spatfovat vtom, ze tékavé latky obsazené v silici oregana se z emulze

postupné vypatuji a pii dosazeni urcité koncentrace dojde k tomu, ze bakterie vznikajici
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vV mase mohou dosahnout inhibi¢ni faze, kdy pfezivaji, ale nemnozi se. Po dosaZzeni urcité
koncentrace vhodné pro jejich mnozeni poté dojde k jejich znovuoziveni a za¢nou se dale
mnoZzit.

Téchto vysledkl vsak nebylo dosazeno u oreganové silice enkapsulované do jilovych
nanocastic. Enkapsulace do jilovych nanocastic byla zvolena hned z nékolika divodu. Jednim
Z nich je to, ze tyto jilové nanokompozity jsou oproti napt. kfemicitym nanocasticim vyrazné
levnéjsi a taktéz jejich priprava je Casové méne naroc¢nd. Dalsi diivod spociva v jejich snadné
aplikaci, pfi¢emz jednotlivé kousky masa je mozné v tomto prasku velmi snadno obalit.
V neposledni fadé je tim hlavnim diivodem to, ze komplex te¢kavych latek silice se z téchto
nanocastic uvoliluje postupné, a pravé timto zptisobem tak inhibuje ¢i vyrazné eliminuje rist
patogennich mikroorganismt. Pravé ztohoto divodu v nasem experimentu takto oSetfené
vzorky masa ani po 14 dnech skladovani nevykazovaly Zadnou mikrobidlni aktivitu.
Vojtiskova (2016) ve své diplomové praci uvedla, Ze silice tymidnu enkapsulovana
do jilovych nanodastic, jejiz hlavni slozky jsou thymol a karvakrol, byla antimikrobialné
mnohem G¢innéj$i nez silice saturejky, a to jak v boji proti patogennim bakteriim Salmonella
Enteritidis a Escherichia coli, tak i v boji proti CPM. Vysledky ukazaly, ze mezi jednotlivymi
kontrolami se nevyskytovaly statisticky vyznamné rozdily, coz znaci, Ze samotna enkapsulace
do jilovych nanocastic témét neovlivnila inhibici bakterii. Antimikrobidlnimu G¢inku jilovych
nanocastic se vénoval také Tornuk et al. (2015), ktefi tento uc¢inek potvrdili pii pouziti
tymidnové silice enkapsulované do jilovych nanocastic jako soucast tzv. aktivniho baleni, kde
byly jilové nanocastice aplikovany do folie, kterou bylo obaleno hovézi maso. Z doposud
publikovanych studii se vSak Z4dn4a prozatim nevénovala pfimému zaclenéni jilovych
nanocastic do potraviny tak, jak je to popsano v této praci.

Kromé vyse zminénych diivodil jsou podle EFSA (2015) a FDA mineralni nanojily
povazovany za bezpecné piidatné latky, které pro konzumenty neptedstavuji Zadné riziko
(Meira et al., 2015). V souvislosti s vytvofenim jilovych nanocastic se vSak jedna o urCitou
modifikaci nanojilu, jehoz ucinky, vcetné zpisobu kumulace a toxicity V biologickych
systémech nejsou studii zatim potvrzeny a mohly by mit negativni vliv na zdravi konzumenti
(Dlouhy a kol., 2011).

Dalsi casti experimentu této prace bylo stanoveni chemickych rezidui ve vzorcich
kachniho masa s oreganovou silici enkapsulovanou do jilovych nanocastic. Rada autort
ve svych studiich uvadi slozeni oreganové silice pouzité pii vyzkumu. Tak naptiklad jiz vySe
zminéna studie Pesavento et al. (2015), ve které provedli identifikaci slozek oreganové silice

pomoci GC/MS a naslednou kvantifikaci na GC/FID. Na prvnim misté uvedli karvakrol
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(72 %), dale p-cymen (12 %), a-pinen a y-terpinen (2 %), thymol (2 %). V dalsi studii (Burt,
2004) bylo zminéno, ze hlavni antimikrobialni U¢inky oreganové silice jsou piisuzovany
praveé karvakrolu a thymolu, které jsou nejcastéji pfitomny v koncentraci 15 — 20 % (v/v).
V zavislosti na chemotypu rostliny vSak muize dochazet k vyraznym rozdilim mezi
procentudlnim zastoupenim jednotlivych slozek silice oregana. V dalsi studii podrobili
Milovanovi¢ et al. (2009) oreganovou silii stejné analyze na GC/MS a GC/FID a jejich
vysledky byly nésledujici: karvakrol (70 %), p-cymen (14 %), nasledovany thymolem (8 %).
Identifikace a nasledna kvantifikace slozek oreganové silice pouzita v nasem experimentu
byla zastoupena nejvyraznéji karvakrolem (72 %), p-cymenem (10 %) a thymolem (3 %).
Ve vySe zminénych studiich byla vzdy chemické analyze podrobena samotnd oreganova
silice, avSak z nalezenych publikaci se Zadna doposud nevénovala analyze vzorkli kachniho
masa v kombinaci s oreganovou silici enkapsulovanou do jilovych nanocastic.

Vysledky naseho experimentu ukdzaly, ze vytéznost analytické metody vzorkd
kachniho masa se silici oregana se pohybovala pro jednotlivé identifikované slozky silice
vrozmezi 75 — 83 %. Tyto hodnoty byly jen nepatrné rozdilné a pro jednotlivé latky
vychazely nasledujici vysledky: karvakrol (83 %), thymol (82 %), Kkaryofylen
(82 %), linalool (80 %), karyofylen oxid (79 %), p-cymen (76 %), y-terpinen (75 %).
Vysledky vytéznosti metody ukéazaly velmi uspokojivé hodnoty.

Nésledovala analyza vzorkli kachniho masa s oreganovou silici enkapsulovanou
do jilovych nanocéstic. Vysledky chemické analyzy pro rezidua oreganové silice byly
zaznamenany pouze pro jedinou sloZzku, kterou byl karvakrol. Po 1 dni byly hodnoty
karvakrolu nejvys$§i pro vzorek kachniho masa s oreganovou silici enkaspulovanou
do jilovych nanocastic a bakterii Escherichia coli (140 %), po 7 dnech byla hodnota 63 % a
po 14 dnech 46 %. Pro vzorky kachniho masa s oreganovou silici enkaspulovanou do jilovych
nanocastic a bakterii S. Enteritidis vySly pro karvakrol hodnoty o néco nizsi; po 1 dni
se rovnala hodnoté¢ 117 %, po 7 dnech byla hodnota 54 % a po 14 dnech ¢inila 48 %
karvakrolu z ptidaného mnozstvi silice. VSechny vysledky mély klesajici tendenci v zavislosti
na ¢ase, nejvyraznéji se projevily u kontroly emulze (po 1 dni — 18 %, po 7 dnech — 8 % a
po 14 dnech — 7 %). Hodnoty rezidui karvakrolu nad 100 % jasné vypovidaji o jisté chybg,
pii odméfovani piresného mnozstvi silice automatickou pipetou z toho divodu, ze silice je
velmi viskdzni kapalina a mohlo tak dochéazet k ur¢itym odchylkam pii davkovani. DalSim
faktorem by mohla byt interference z matrice masa, piipadn¢ jilovych nanocastic. Interference

v chromatografu by mohla byt také jednim z faktorti ovlivnéni vysledkui. Jako pfipadny faktor
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ovlivnéni by se mohly jevit chemické zmény silice, jelikoz s nejvétsi pravdépodobnosti
dochdzi k oxida¢nim zméndm slozek silice a neni tedy jisté, jaky vliv zde mohou hrat samotné
nanocastice, stejné jako vliv mikroorganismi. Divodem velké rozptylu mezi rezidui
karvakrolu pro vzorky s emulzi a enkapsulovanymi vzorky (viz tabulka 5) by mohlo byt
napiiklad to, ze z emulze se tékavé latky oreganové silice vypatuji rychleji, a proto nemohou
byt extrahovany a nésledn¢ detekovany v takovém mnoztsvi jako ve vzorcich
s enkapsulovanou silici. Urcitou roli by zde mohlo sehrat i to, Zze vzorky masa byly emulzi
pouze potieny, tudiz je pravdépodobné, Ze se dovniti masa slozky silice nedostaly tak vyrazné
jako u enkapsulovanych vzorki. Dal§im neméné dulezitym faktorem je vliv matrice. Jelikoz
maso je velmi heterogenni materidl, obsahuje rizn¢ velké pory, mohly by byt vysledky
zkresleny praveé proto, ze do riznych kouskd masa se silice s jilovymi nanocasticemi dostane

rizn¢ hluboko a nasledné se uvoliiuje do masa postupné.

Na zaklad¢ vysledkt dosazenych v této diplomové praci je tak mozné konstatovat, Ze
jilové nanocastice s enkapsulovanou silici oregana se ukdzaly jako ucinny prostiedek
pro inhibici patogennich bakterii v kachnim mase a ukazaly se jako vhodny pienasec
antimikrobialnich latek. Vzhledem k nepfili§ védecky podloZenym studiim ohledné jilovych
nanocastic a jejich zaclenéni do potravin, bude vSak zapotiebi vénovat jest¢ zvySenou
pozornost nepotvrzené toxicité téchto a dalSich nanocastic a jejich zplsobu vylu¢ovani
Z lidského organismu. Vyzkumu jilovych nanocéstic by proto méla byt vénovana dalsi
pozornost v souvislosti s ptimou aplikaci do potravin. V souvislosti s chemickou analyzou
rezidui oreganové silice by méla byt provedena dalS§i méteni, kterd by vyvratila tvrzeni
ohledné moznych zdroji chyb a eliminovaly se tak faktory ovliviujici zcela nepochybné

vysledky chemickych rezidui.
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7 Z.avér

V piedlozené diplomové praci byl zkouman vliv oreganové silice enkapsulované
do jilovych nanocastic na rust patogennich bakterii Escherichia coli a Salmonella enterica
sv. Enteritidis v kachnim mase. Hypotéza znéla, zda oreganova silice enkapsulovana do
jilovych nanocastic pii aplikovaném mnozstvi 225 mg nanojilu s 25 pl enkapsulované silice
bude inhibovat patogenni bakterie ve vzorcich kachniho masa. Tato hypotéza byla timto
experimentem potvrzena. Rozdil mezi oSetfenymi vzorky s enkapsulovanou silici oregana
a kontrolami zaoCkovéani se pohyboval vrozmezi 5,5 log KTJ.g'1 — 8,4 log KTJ.g‘1
v jednotlivych ¢asovych intervalech.

Doporuc¢enim do budoucna by bylo testovani nizsich koncentraci silic, u kterych
by byl ptfedpoklad, ze by pusobily antimikrobidln¢ proti patogennim mikroorganismim
a zaroven by byly zhlediska senzorického hodnoceni piijatelné. V ptipadé ptimého
zaclenovani jilovych nanocastic do potravin by bylo zapotiebi provést jest¢ fadu studii
k objasnéni jejich pfipadné toxicity.

Z hlediska chemické analyzy rezidui silice by bylo zapotiebi odstranit mozné zdroje
chyb pifi experimentu. Pfipadné objasnéni by mohla piinést chemickd analyza vzorkl
kachniho masa se samotnymi jilovymi nanoc¢asticemi s enkapsulovanou oreganovou silici
a vyvratit ¢i potvrdit tak ur¢ita tvrzeni ohledné moznych zdroji chyb diskutovanych v této

praci.
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9 Seznam pouzitych zkratek

ATP - adenosintrifosfat

BLIS - bakteriocinu podobna inhibi¢ni latka
BMK - bakterie mlé¢ného kvaseni

CPM - celkovy pocet mikroorganismi
EAEC - enteroagregativni E. coli

EC - Evropska komise

EFSA - Evropsky tfad pro bezpecnost potravin
EHEC - enterohemoragické E. coli

EIEC - enteroinvazivni E. coli

EPEC - enteropatogenni E. coli

ETEC - enterotoxigenni E. coli

EU - Evropska unie

FDA - Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv

GC - plynovéa chromatografie

GC/FID - plynova chromatografie s plamenovym ionizaénim detektorem

GC/MS - plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

GPC - gelova permeacni chromatografie

HACCP - Systém analyzy rizik a stanoveni kritickych kontrolnich bodti

HUS - hemolyticko-uremicky syndrom
KTJ - kolonii tvofici jednotka

MAP - baleni v modifikované atmosfére
MBC - minimalni baktericidni koncentrace
MIC - minimalni inhibi¢ni koncentrace

MMT - montmorillonit
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PUFA - polynenasycené mastné kyseliny
SFE - superkritickd fluidni extrakce
STEC - shigatoxigenni E. coli

TBARS - stanoveni latek reaktivnich s kyselinou thiobarbiturovou (lipoperoxidace)
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