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Moznost prodlouzeni uchovy Cerstvého kachniho masa
pomoci silic enkapsulovanych do kiremicitych nanocastic

Souhrn

Cilem této diplomové prace je predstavit silice jako ti¢inné antimikrobialni latky vhodné
pro konzervaci masa. Vzhledem k vysoké spotfeb& masa, hraje kvalita a bezpe¢nost masa
dalezitou roli v ochran¢ lidského zdravi. A jelikoZ je maso potravina, ktera diky vysokému
obsahu zivin snadno podléha mikrobialnimu kaZeni, je nutné ji konzervovat.

V soucasné dob¢ stiale vice obyvatel preferuje moderni konzervaéni metody.
Ty se oproti tradicnim zptisobim konzervace li§i predevSim v Setrnosti k dané potraving.
Jednim z téchto modernich zpiisobli konzervace miize byt pravé vyuZiti antimikrobialnich
vlastnosti silic.

V experimentalni ¢asti diplomové prace byl zkouman u¢inek oreganové silice
enkapsulované do kfemicitych nanocastic na ichovu cerstvého kachniho masa. Koncentrace
silice:kfemicité nanoc¢astice byla 1:1. Vzorky kachniho masa (5 g) byly zaoCkovany bakterii
Salmonella enteritidis (ATCC 13076) a Escherichia coli (ATCC 25922) a poté obaleny
v kiemicitych nanocasticich enkapsulovanych oreganovou silici. Takto oSetfené maso bylo
skladovano pii 4 °C. Vzorky kachniho masa byly vyhodnocovany vzdy 1., 7. a 14. den
skladovani, kdy byl hodnocen jejich inhibiéni efekt proti patogennim bakteriim. Experiment
byl proveden ve 3 opakovanich. Vzorky kachniho masa byly vyhodnocovany také pomoci
senzorické analyzy, ktera méla urcit vliv oreganové silice na senzorické vlastnosti masa.

Vysledky experimentu potvrdily antimikrobidlni uUCinnost oreganové silice
enkapsulované do kfemicitych nanocastic proti patogennim bakteriim. U obou ndmi
zkoumanych bakterii doSlo diky pfidavku oreganové silice enkapsulované do kiemicitych
nanocastic k celkové inhibici rlstu patogennich bakterii. V porovnéani s kontrolami doslo
k celkovému poklesu poétu bakterii téméf 0 8 log KTJ.g L. V piipadé senzorické analyzy
nebyly zaznamenany tak ptiznivé vysledky. Ve vzorku oSetfeném silici enkapsulovanou
do kfemicitych nanocastic prevladala hotka a Stiplava chut’ a dana koncentrace silice byla
hodnotiteli pfijimana hife nez vzorky kontrolni. Vzhledem K velice pfiznivym vysledkiim
mikrobiologické analyzy je predpoklad, Ze koncentrace oreganové silice by se mohla

do budoucna jesté snizit.

Kli¢ova slova: silice, enkapsulace, bezpecnost potravin, maso, skladovatelnost, MCM-41,

kiemicité nanocastice



The application of essential oils encapsulated into silica
nanoparticles for shlef-life improement of fresh duck meat

Summary

The aim of this thesis is to introduce essential oils as active antimicrobial agents that are
suitable for food preservation, focusing on shelf-life of meat. Due to the high consumption
of meat, the quality and the safety plays important role in protection of human health.
And because meat is a food, which spoils easily due to its high contain of nutrients,
and important to preserve it. In this time there is preference of using modern preservation
methods and as very promising method can be considered preservation by essential oils.

In the experimental part of this thesis is examined the effect of oregano essential oil
encapsulated in silica nanoparticles on shelf-life of fresh duck meat. Pieces of the duck meat
(59) were inoculated with Salmonella enteritidis (ATCC 13076) and Escherichia coli
(ATCC 25922) then were coated with the oregano essential oil encapsulated in silica
nanoparticles. For the purpose of the experiment oregano essential oil was used in 1:1 w/w
(oil:silica nanoparticles) concentration. Treated samples of the meat were stored at 4 °C,
the samples were evaluated on 1st, 7th and 14th day of storage, together with three controls.
Than has been evaluated inhibitory effect of oregano essential oil encapsulated in silica
nanoparticles against pathogenic bacteria. Samples were also evaluated using sensory analysis,
which should determine the possible influence of oregano essential oil on the organoleptic
characteristics of duck meat.

The results confirmed the antimicrobial activity of oregano essential oil encapsulated
inthe silica nanoparticles against pathogenic  bacteria. Salmonella enteritidis
and Escherichia coli were due to the addition of oregano essential oil encapsulated in the silica
nanoparticles completely inhibited. Compared to controls, an overall decrease of the number
of bacteria was almost 8 CFU.g 1. As for the case of sensory, the reported results were not
as positive. In the samples of meat treated with oregano essential oil encapsulated in the silica
nanoparticles prevailed bitter and pungent taste and given concentration of the oregano essential

oil was not well accepted by evaluators.

Keywords: essential oils, encapsulation, food safety, meat, shelf-life, MCM-41, silica

nanoparticles
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1 Uvod

Maso je oblibena a diky obsahu bilkovin, vitamint a mineralnich latek zaroven i hodnotna
soucast lidské stravy. Se zvysujici se zivotni urovni lidi vSak rostou i naroky na kvalitu
a bezpe¢nost masa. Kazeni masa je negativni proces, ktery ma dopad na senzorické vlastnosti
a stejn¢ tak muze ovlivnit zdravi konzumenta. Stejné jako v ostatnich oborech, tak i v oblasti
zpracovani masa dochazi k neustdlému vyvoji a objevovani novych moznosti. V dnesni dob¢
se mezi lidmi zaroven rozviji tendence vyhybat se chemickym konzervantim v potravinach
amisto nich vyuzivat alternativy, mezi které patii i vyuziti ptirodnich antimikrobialnich latek.
Silnou antimikrobialni aktivitu vykazuji silice, které jsou diky svym baktericidnim, virucidnim,
fungicidnim a insekticidnim G¢inkiim znamé jiz od stfedovéku. Moznost prodlouzeni uchovy
masa diky silicim uz prokdzalo mnoho studii. Pomoci enkapsulace silic do nanocastic

by se v§ak mohlo dosahnout del§iho plsobeni antimikrobialnich latek.



2 Védecka hypotéza a cil prace

2.1 Védecka hypotéza

Pouzitim silic enkapsulovanych do kiemicitych nanocastic 1ze dosdhnout prodlouzeni
doby uchovy a zvyseni bezpe¢nosti kachniho masa.
2.2 Cil prace

Cilem této prace je zhodnoceni vlivu ptidavku oreganové silice enkapsulované
do kiemicitych nanocastic na dobu trvanlivosti kachniho masa a vyskyt patogennich

mikroorganismi.



3 Literarni reSerse

3.1 Maso

Lidé jsou k vSezravé stravé piedurceni diky tvaru zubl a stavbou traviciho ustroji.
Spolehlivy zdroj masa zajistila domestikace a rozvoj zivocisné vyroby. Pivodné jako zdroj
masa slouzilo asi 20 druht zvifat, z nichz polovina je dodnes vyznamnym zdrojem masa
a dal$ich surovin. Patii mezi né skot, ovce, kozy, prasata, buvoli, velbloudi, lamy, jeleni, kralici,
dale drtibez, kruty, husy, kachny, ryby a riizni bezobratli (Kyle, 1994).

Maso se definuje jako vSechny c¢asti zvifat, které jsou vhodné k lidské spotiebé
(Vyhlaska ¢. 69/2016 Sh.). Dle nékterych autor patii mezi maso i krev, klize, kosti, tuky
a droby (Velisek, 2014), jini za maso povazuji pouze Cistou kosterni svalovinu (Warriss, 2000).

Z nutri¢niho hlediska obsahuje maso velké mnozstvi plnohodnotnych bilkovin (Kerth,
2013), tyto bilkoviny maji vysokou biologickou hodnotu (Warriss, 2000). Jsou potiebné
K rtstu, obnové bunék a tkani, tvorb&é hormont, enzymu a dalSich biologicky dulezitych latek
(Velisek, 2014). Maso je pro Cloveéka také dilezitym zdrojem vitamini B1, B2, B6, B12
a vitaminu A (Warriss, 2000). Vitaminy skupiny B jsou vitaminy rozpustné ve vodg, proto jich
libové maso obsahuje vice, nez vitamint rozpustnych v tucich (Kerry et al., 2002). Maso je
hlavnim zdrojem Zeleza, médi, zinku a selenu (Warriss, 2000), dtlezitost téchto latek spociva
v tom, Ze jsou soucasti biologicky aktivnich latek v organismu (Kerry et al., 2002). Kvalitu
masa, jeho barvu, obsah vody a mékkost ovliviiuji zejména postmortalni zmény, které v ném

probihaji. Ovliviyje ji i v€k zvifete, pohlavi, ¢i vyziva zvitete (Kerth, 2013).

3.1.1 Kachni maso

Kachni maso je velmi oblibené v riznych ¢astech svéta, obzvlasté pak v Asii (Ali et al.,
2007), kde produkce kachniho masa tvoii 82,6 % celosvétové produkce (Adzitey et Adzitey,
2011). Mezi plemena chovana na maso patii kachna pekingska, kachna pizmova, ¢i kachna
indicky bézec (Zhou et al., 2010). Clenéni déleného jateéné opracovaného téla driibeze na druhy
a skupiny a jejich charakteristika je popsano v tabulce ¢. 2 (Vyhlaska 69/2016 Sb.).

Kachni maso obsahuje na rozdil od ostatniho dribeziho masa vétsi podil ¢ervenych
svalovych vlaken (Smith et al., 1993). Jeho castd konzumace ale neni pfili§ doporucovana,
protoze se jedna o maso velice tuéné, obsahuje 10 — 45 % tuku. Pokud ovSem do celkového
zastoupeni tukd zahrnujeme i kizi, obsahuje kachni maso az 45 % tuku, z toho je 27 % SFA,
54 % MUFA a 12 % PUFA (Bender et al., 1992). V obsahu mastnych kyselin pak existuje



rozdil mezi kachnou pekingskou a kachnou pizmovou. Kachna pizmové obsahuje vice PUFA,
zatimco kachna pekingska obsahuje vice MUFA (Aronal et al., 2012). V tabulce ¢. 1 je
zobrazen také primérny obsah thiaminu a niacinu v kachnim mase. Zatimco niacinu
je v kachnim mase praimérné 10 mg.100 g, thiaminu obsahuje kachni maso 0,30 mg.100 g*
(Bender, 1992).

Tabulka & 1: Obsah Zivin [%] a vitamint [mg.100 g*] v kachnim mase (Bender, 1992).

Obsah zivin [%0]
Voda Bilkoviny Tuky Thiamin Niacin
55 % 135% 10-45% 0,30mg.100g! 10mg.100g*

Tabulka & 2: Clenéni déleného jatedn& opracovaného téla dribeze na druhy a skupiny

a jejich charakteristika (Vyhlaska ¢. 69/2016 Sb.).

Skupina Charakteristika

pulka Pulka vznika ptlicim podélnym fezem jate¢né upraveného
téla. Rez je veden stiedem hrudni kosti a stfedem patefe.

predni Ctvrtka, zadni Ctvrtka  Pfedni a zadni ¢tvrtka vznika pficnym fezem pilky.

neoddélené zadni ¢tvrtky Obé zadni Ctvrtky veelku.

stehno Pénevni koncetina zahrnujici kosti stehenni, holenni a
Iytkové véetnd svaloviny v pfirozené souvislosti. Rezy
provedeny v kloubu.

horni stehno Stehenni kost vcetné svaloviny v pfirozené souvislosti.
Rezy provedeny v kloubu.

spodni stehno Cela, horni nebo dolni stehna vykosténa.

stehenni fizek Cela, horni nebo dolni stehna vykosténa.

kiidlo Kosti pazni, vietenni, loketni, zap&stni, zaprstni a clanky

prstll, véetné ulpivajici svaloviny. U kiidel je piipustné
pazni kost vCetné svaloviny v pfirozené souvislosti uvadét
do obéhu oddélené.

neoddélena kiidla Obé kiidla v jednom kuse, spojena Casti hibetu, kterd miize
doséhnout podil nejvyse 45 % hmotnosti tohoto dilu.

hibet Obratle ocasni, bederni a hrudni s ¢asti Zeber a kostmi
panve vcetné svaloviny v pfirozené souvislosti.

prsa Prsni kost a Zebra po obou stranach, nebo jejich ¢ast, vetné
svaloviny Vv pfirozené souvislosti. Rezy provedeny
v kloubech.

prsni fizek Cela nebo pillend vykosténa prsni ¢ast. Prsni fizek krity
muZe byt jen z vnitiniho prsniho svalu.

filety z prsou Kliéni kost schrupavkou prsni kosti vetné svaloviny

V pfirozené souvislosti, pficemz kli¢ni kost a chrupavka
mohou dosahnout nejvyse 3 % z celkové hmotnosti tohoto
dilu.




3.2 Mikrobiilni zmény masa

Maso je diky svému slozeni velmi nachylné k mikrobialni zkaze (Warriss, 2000). Je to
pravé glukoza, spolu s mlé¢nou Kyselinou, aminokyselinami, nukleotidy, mo¢ovinou a ve vodé
rozpustnymi bilkovinami, které jsou vyznamnym zdrojem energie, diky némuz mohou
mikroorganismy riist. Tyto latky mohou byt navic katabolizovany pievaznou ¢asti bakterii
tvotficich mikrofloru masa. Kontaminace masa mikroorganismy pak zavisi piedevSim
na fyziologickém stavu zvitfete v dob¢ porazky, teploté, mozném rozsifeni kontaminace béhem
zpracovani a dalSich podminkach (Gill, 1983; Nychas et al., 2008). Mezi bezpe¢nym masem
¢i masnym vyrobkem a vyrobkem, ktery mtize byt kontaminovany nebo zkazeny je velmi uzka
hranice (Golian, 2016). Diky metabolickym produktim, které vznikaji pfi kazeni masa, je
pro spotiebitele snazsi odhalit zkaZzené maso. Takové maso ztraci barvu, zapacha (Gill, 1983),
nebo muze byt pokryto slizem, ktery je zplsoben pfitomnosti mikroorganismi rodu
Brochothrix (Balas, 2016). Jednim z projevi kazeni masa je i oxidace lipida (Medina-Meza et
al., 2014; Shah et al., 2014). Oxidace lipidu je jeden z dulezitych faktori, ktery ovliviiuje
kvalitu masa a masnych vyrobkil. Jedna se o slozity proces, ktery je ovlivnén chemickym
slozenim masa, piistupem svétla a kysliku, ¢i teplotou pii skladovani (Sammet et al., 2006;
Velisek, 2014). Oxidaci lipidi vznikaji rGzné slouceniny, které negativné ovliviiuji kvalitu
masa. Dochazi ke zménam senzorickym — méni se barva, textura a chut, a snizuje se také
nutriéni kvalita (Karre et al., 2013; Min et Ahn, 2005). Pfi¢inou téchto zmén jsou sekundarni
metabolity vznikajici pti oxidaci (Min et Ahn, 2005; Resconi et al., 2013). Témto metabolitim
jsou cCasto piisuzovany velmi toxické uc¢inky. Mohou mit vliv na vznik aterosklerdzy,
¢i karcinogenni a mutagenni vlastnosti (Dave et Ghaly, 2011; Duthie et al., 2013; Sammet et
al., 2006), a mezi tyto metabolity patii napfiklad pentanal, hexanal, malondialdehyd a rizné
dalsi slou¢eniny kysliku — aldehydy, kyseliny a ketony (Fernandez et al., 1997). Oxidaci lipida
V mase se da zabranit vyuzitim modifikované atmosféry, ¢i ptidavkem antioxidantt (Sammet
et al., 2006). Pouziti ptirodnich antioxidanti u masa béhem zpracovani a skladovani je velice
vyhodné. Ma totiz jak antioxidacni, tak antimikrobialni a konzervaéni u¢inky (Falowo et al.,
2014). Ptirodni antioxidanty jsou ziskavany z bylin, kofeni, zeleniny, ovoce nebo olejnatych
produktt (Shahidi et Zhong, 2010). Antioxidanty se mohou aplikovat jako rostlinné extrakty

na obalovy material, nebo rovnou do masa (Falowo et al., 2014).



3.2.1 Alimentarni onemocnéni zpiisobené masem

Alimentarni onemocnéni a otravy vznikaji v souvislosti s konzumaci potravin a tekutin
infikovanych patogeny. Zivo¢isné produkty jsou pro ¢lovéka vyznamnym potencionalnim
zdrojem otravy jidlem. Pravdépodobné az 80 % otrav jidlem je zplsobeno konzumaci
kontaminovaného masa (Warriss, 2000). I pies veskeré moderni technologie a neustalého
zlepsovani hygieny na jatkach, je otdzka bezpecnosti potravin stdle vyznamnym problémem
V oblasti vetejného zdravi (Burt, 2004).

Nemoci pfendSené jidlem mohou pochdzet z mnoha zdroji. Mezi nejcastéjsi ptivodce
onemocnéni patii bakterie a viry. Rist téchto mikroorganisma ovliviiuje 6 parametrii: pH,
oxidacné-redukeni potencial, obsah zivin, aktivita vody, antimikrobialni aktivita a biologické
struktury (Kerth, 2013). Mezi bakterialni nakazy z potravy patii napiiklad salmoneldza,
kampylobakterioza, listerioza, shigeldza nebo biisni tyfus. Bakterie mohou zptisobovat i otravy
Z potravin, mezi které patii botulismus, ¢i stafylokokova enterotoxikoza (Velisek, 2014).

Kromé rizika alimentdrnich onemocnéni z bakteridlnich zdroji uvadéji nékteré studie
alarmujici informace o nedodrzovani osobni hygieny persondlu potravinarského provozu
(Bogdanovicova et al., 2016). Lucca et Torres (2006), jako autofi jedné z té€chto studii uvadéji,
ze az 70 % osob pii manipulaci s potravinou nedodrzuje spravny postup sanitace pracovnich
desek ani myti rukou. Pfitom spravna osobni hygiena a dostate¢nda sanitace pracovnich ploch
pfedstavuje dulezité preventivni opatieni pfi mozné kiizové kontaminaci (Bogdanovic¢ova et
al., 2016). Nemoci zpusobené mikroorganismy jsou ale stale velkou hrozbou, a to jak
pro vyrobce masa a masnych vyrobkd, tak i pro jejich konzumenty (Kerth, 2013). Znalost
a porozuméni problematiky, tykajici se bezpe€nosti potravin pfitom hraje klicovou roli

Vv ochran¢ zdravi spotiebitele (Bogdanovicova et al., 2016).

3.2.2 Bakterie zpusobujici alimentarni onemocnéni

Maso zdravého zvifete nema Zzadné bakterialni ani virové patogeny. Tyto
mikroorganismy se tedy na jeho povrch dostavaji az béhem manipulace s cerstvym masem.
Existuji tfi rizné zdroje kontaminace patogeny. Prvnim zdrojem jsou kiize, pefi a vnitfnosti,
Z kterych se mohou patogeny Sifit béhem zpracovani masa na jatkach. Druhym zdrojem jsou
lidé, ptedevSim pak personal, ktery manipuluje s hotovym produktem (Burt, 2004).
Manipulace, vcetné krajeni a baleni, miZe pfedstavovat riziko kiizové kontaminace (Balas,
2016). Jak klze, Ci pefi a vnitinosti, tak neopatrny personal, mohou nasledn¢ kontaminovat
I vyrobni stroje, které se mohou stat téetim zdrojem kontaminace a to v piipadé, kdy nedochazi

k fadné sanitaci (Jackson et al., 1996; Robertson, 2010). Mezi nejéastéjsi patogeny, které
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mohou kontaminovat maso a masné produkty patii: E. coli, B. cereus, L. monocytogenes

bakterie rodu Salmonella, ¢i Campylobacter, (Burt, 2004).

3.2.2.1 Salmonella sp.

Rod Sallmonella se fadi do ¢eledi Enterobacteriaceae. Jedna se o fakultativné anaerobni
gramnegativni, nesporulujici ty¢inky (Ochman et Groisman, 1994). Optimalni teplota pro rist
salmonel se pohybuje kolem 38 °C, ale bylo dokazano, ze dokaze rist i pii 6 °C (Matches et
Liston, 1968). Vic¢i vyssim teplotam uz jsou citlivé. Pro jejich zniceni ve vodni lazni staci
teplota 60 °C po dobu 15 — 20 minut (Schuman et al., 1997).

Rod Salmonella ma dva druhy — S. bongori a S. enterica (nebo také S. cholerasuis).
Enteritidis, Typhimurium, Typhi a Parathypi. V ramci zjednoduSeni jsou salmonely
oznacovany rodovym jménem nasledovanym nazvem sérotypu, napiiklad S. enteritids.
S. enterica se dé¢li jesté na dalsich 5 poddruht, ztoho S. enterica enterica zahrnuje 1586
sérotypu (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014). Vétsina téchto sérotypti ma schopnost napadat
povrch sliznice stieva (Parkhill et al., 2001). A pravé poddruh — S. enteritica enterica sérotyp
enterotidis zpusobuje onemocnéni zvané salmoneloza (Velisek, 2014). Hlavnim zdrojem
kontaminace je drubezi maso, vejce a vepiové maso, vysoké procento kontaminace se objevuje
ale i u kofeni a bylinek (EIAmin, 2006). Problémem jsou i v dnesni dobé& stale oblibené&;jsi
ptredpftipravena jidla (Jarvis et al., 2016).

Salmoneldza se projevuje se prijmem, vysokou teplotou, nevolnosti, zvracenim
(Velisek, 2014). Pii salmoneldze jsou lidé (hlavné déti a seniofi) ohroZeny dehydrataci, u osob
trpicich jinym vaznym onemocnénim (napiiklad cukrovka, nadory, ateroskler6za) pak ¢asto
propukne velmi té¢Zk4 forma salmonel6zy a dochazi k t€zkému postizeni riiznych orgénti (srdce,
Zluénik, mozkové pleny), které mtize konéit az smrti pacienta (McCabe-Sellers et Beattie,
2004). V roce 2006 onemocnélo salmoneldzou v Ceské republice 25 102 lidi. Az do roku 2010
vyskyt salmoneldzy v Ceské republice klesal — az na pouhych 8 752 ptipadt, ale v roce 2015
opét vzrostl na 12 739 nemocnych osob (tabulka ¢. 3) (SZU, 2015).

Tabulka & 3: Hlaseny vyskyt salmoneldzy v Ceské republice v letech 2006 — 2015
(SZU, 2015).

Rok 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Pocet nemocnych 25102 18204 11009 10805 8622 8752 10507 10280 13633 12739




Salmonella typhi (Salmonella enterica serovar Typhi CT18) zpisobuje zavazné
onemocnéni zvané bfisni tyfus. Jeho nebezpecnost tkvi v tom, Ze oproti ostatnim sérotyptim
salmonel se u S. typhi vyvinula schopnost §ifit se do hlubsich tkani ¢lovéka, v¢etné jater, sleziny
a kostni dené (Parkhill et al., 2001). Mezi lidmi se bfisni tyfus $ifi nedokonalou hygienou, jde
0 onemocnéni rozsifené prevazné v rozvojovych zemich (Gopfertova et Vanista, 1997).
V Ceské republice se biisni tyfus vyskytuje velmi malo a od roku 2006 jeho vyskyt klesa
(tabulka ¢. 4), pfevazné se jedna o nepékny suvenyr z cest (SZU, 2015).

Tabulka & 4: Hlaseny vyskyt biisniho tyfu v Ceské republice v letech 2006 — 2015

(SZU, 2015).
Rok 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
Pocet nemocnych 9 2 4 3 4 3 2 0 3 1

3.2.2.2 Escherichia coli

E. coli tvoii kratké, pohyblivé, gramnegativni ty¢inky. Vyskytuje se ve stievech savcd,
tedy i vjejich vykalech. Jiz v 90. letech 19. stoleti byla vybrana jako indikator fekalniho
zneCisténi vody a potravin (Edberg et al., 2000). Tyto bakterie se vyskytuji v syrovém mase,
masnych vyrobcich (Stranks, 2007), v nepasterovaném mléce a mlé¢nych vyrobcich (Keene et
al., 1997), ¢i na syrové zeleniné (Abdul-Raouf et al., 1993). E. Coli, tedy jeji patogenni kmeny,
jsou pivodci zavaznych intestinalnich 1 extraintestinalnich onemocnéni.

Tyto kmeny se mohou d¢lit také na zaklad¢ klinickych pfiznakd onemocnéni, ktera
vyvolavaji. Takto je mtizeme rozdélit na enterohemoragické E. coli (EHEC), enteroinvazivni
E. coli (EIEC), enteropatogenni E. coli (EPEC) a enterotoxigenni E. coli (ETEC). Zatimco
EIEC a EPEC E. coli zptisobuji pfevazné potravinové nakazy, EHEC a ETEC E. coli zptisobuji
hlavné potravinové intoxikace. EHEC vyvolavaji hemoragické kolitidy, které se vétSinou
neprojevuji vysokymi teplotami, ale dochézi pfi nich ke stfevnimu krvaceni. Pfiblizn€¢ 5 — 7 %
ptipadii onemocnéni dospé&je do takového stadia, kdy je potfebna hospitalizace v nemocnici,
ve vyjimeénych pripadech mtze koncit i smrti v disledku syndromu HUS, pii kterém dochazi
k akutnimu selhani ledvin (Marejkova et al., 2009).

V Ceské republice neni vyskyt EHEC &asty, v roce 2015 byl diagnostikovan 20 osobam
(tabulka ¢. 5). Coz je vyskyt oproti okolnim zemim EHEC mnohonasobné nizsi. Hlavnim
divodem, pro¢ tomu tak je, je pravdépodobné nedostatecna diagnostika. Napi. v Némecku,

Francii, Rakousku a Dansku provadi rutinné diagnostiku EHEC kazdému pacientovi s krvavym
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prijmem. Dal§im divodem muze byt i to, ze EHEC neni povinné hldSena (Marejkova et al.,
2009).

Tabulka ¢&. 5: Hlageny vyskyt EHEC v CR v letech 2006 — 2015 (SZU, 2015).

Rok 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Pocet nemocnych nd nd nd nd nd nd 13 16 28 20

3.2.2.3 Campylobacter sp.

Rod Campylobacter zplsobuje onemocnéni zvané kampylobakteriéza, jejim
nejcastéj$im puvodcem je Campylobacter jejuni (WHO, 2016). Kampylobakterioza patii
Kk nejvice zastoupenym alimentarnim onemocnénim na svété. V roce 2004 bylo ve statech
Evropské unie zaznamenano 183 961 piipadt onemocnéni (EIAmin, 2006). V poslednich letech
je v mnoha zemich pozorovan vzestupny trend (tabulka ¢. 6) prevalence kampylobakteriozy
(Polak et al., 2014; SZU, 2015). Kampylobakterioza je akutni stievni onemocnéni, projevuje
se prijmy, horeckou a kieCemi v bfiSe. Pfiznaky, které se objevi 2 — 5 dni po nakazeni, trvaji
od 3 do 6 dni (Allos et Allos, 2001; WHO, 2016). Sifi se napiiklad Cerstvym mlékem, ale hlavné
nedostateéné tepelné opracovanym dribezim masem a masnymi vyrobky z n¢j (WHO, 2016).
Velka sance pienosu C. jejuni nastava pii porazce a praci s mrtvymi zvitaty (Altekruse et al.,
1999). Kampylobakterioza zptsobuje smrt ¢lovéka jen ve vzacnych piipadech, ¢asto u velmi
mladych pacienti, starych lidi, ¢i u lidi trpicim néjakou jinou zédvaznou nemoci — naptiklad
Syndromem ziskaného selhani imunity (AIDS) (WHO, 2016). Zavazny problém ovsem
predstavuje rychle se Sifici rezistence kampylobakteri k antibiotikim (Polak et al., 2014).
Kampylobakteridza je nebezpecna i svou schopnosti vyvolat rizna post-infekéni onemocnéni.
Mezi ta nejzavaznéjsi patii Guillan-Barrého syndrom. Jedna se o autoimunitni onemocnéni
postihujici periferni nervovou soustavu, kterym rocné€ onemocni 1 — 2 0soby/100 000 obyvatel
(Allos et Allos, 2001). Vyskytnout se mohou i Miller-Fisher syndrom a Reitertiv syndrom, ktery

zpusobuje zanét spojivek, mocové trubice, pochvy, ¢i artritidu (Kemp et al., 2005).

Tabulka &. 6: Hlaseny vyskyt kampylobakteridzy v CR v letech 2006 — 2015 (SZU, 2015).

Rok 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Pocet nemocnych 22713 24254 20175 20371 21164 18811 18412 18389 20903 21102

3.2.2.4 Listeria sp.

Hlavnim zastupcem rodu Listeria je Listeria monocytogenes — bakterie, ktera zptisobuje
zavazné onemocnéni zvané listerioza. Listeriéza je onemocnéni alimentdrniho plvodu

a kontaminovano byva nej¢astéji maso a masné vyrobky, syry, mléko a zelenina (Brychta et al.,
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2015). Listeria monocytogenes je nebezpe¢na hlavné kviili své schopnosti mnozit se v Sirokém
rozsahu jak teplot (1,5 — 45 °C), tak pH (4,39 — 9,40) a koncentrace soli az 10 % (Guillier et al.,
2005). Po vstupu L. monocytogenes do gastrointestinalniho traktu pomoci kontaminované
potravy dochazi k poruseni ochranné bariéry stieva a bakterie se §iti pomoci krve do cilovych
organt — predevsim do centralni nervové soustavy a placenty (Brychta et al., 2015). Listerioza
predstavuje vysoké riziko pro téhotné zeny, protoze po proniknuti L. monocytogenes
do placenty dochazi k zanétu plodu, ktery muze vést az k potratu (Silver et Helayne, 1998).
Podle SZU, (2015) byla v roce 2015 listeriéza v Ceské republice diagnostikovana u 34 piipadi
(tabulka ¢. 7.).

Tabulka &. 7: HlaSeny vyskyt listeriozy v CR v letech 2006 — 2015 (SZU, 2015).

Rok 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Pocet nemocnych 78 51 37 32 26 35 32 35 37 34

3.2.3 Faktory ovliviiujici kontaminaci mikroorganismy

Kontaminaci potravin se da zabranit riznymi zpasoby (Kerth, 2013). Faktory, které
kontaminaci ovliviiuji, mizeme rozdé€lit do Ctyf kategorii a to na faktory vnitini, vné&jsi,

technologické a implicitni. Vnitinimi faktory jsou chemické a fyzikalni vlastnosti potraviny

vvvvvv

vvvvvv

teplota (Kerth, 2013). Vnitinimi a vn&jSimi faktory, které ovliviiuji kontaminaci
mikroorganismy, se ve své praci zabyvali autofi (McDonald et Sun, 1999), a jsou popsany
Vv tabulce €. 8. Probéhne-li chemické, ¢i fyzikalni oSetfeni potraviny, jednd se o faktory
technologické. Posledni skupinou jsou faktory implicitni, které popisuji vztahy mezi

bakteriemi. Ty mohou byt synergické a antagonistické (Bruckner et al., 2012).
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Tabulka ¢. 8: Faktory ovliviiujici mikrobialni kontaminaci (McDonald et Sun, 1999).
Faktory Co je ovliviiuje

Vnitini

pH obsah sacharidi, které ovliviiuji obsah
mlécné kyseliny,

pouziti fosfati, okyselujicich latek

vodni aktivita pridavek soli

pocatecni vlhkost masa

obsah Zivin obsah  vody, sacharidii, dusiku,
mineralnich latek, alkoholu a vitamind

oxidacné — redukéni potencial sloZeni potraviny, kontakt se vzduchem,
hodnota pH, atmosféricky tlak

biologické struktury zpusob  zpracovani,  neporusenost
pfirozenych obalil

pivodni mikroorganismy druh masa, zptsob zpracovani

hygiena zaméstnanct, hygiena zafizeni

Vnéjsi

zpusob zpracovani Cas, teplota, druh Gpravy

zpusob skladovani Cas, teplota, relativni vlhkost vzduchu

zpusob baleni, slozeni atmosféry

mikroorganismy mnozstvi a  typ  pfirozen¢  se
vyskytujicich mikroorganism,

kontaminace béhem zpracovani

3.2.4 Konzervace masa

Metody konzervace masa se mohou délit na nékolik kategorii a to podle toho, jakou
prekazku pro bakteridlni rist pfedstavuji. Kombinaci nckolika antimikrobialnich postupt
se navrhne takzvany piekazkovy efekt. Mezi tyto piekazky patii naptiklad teplota, hodnota pH,
¢i aktivita vody (Leistner, 2000). Diky piekazkovému efektu se dosahne potfebnych cild
k zajisténi mikrobialni a organoleptické kvality masa (Zhou et al., 2010).

Pro konzervaci, sanitaci ¢i antimikrobidlni ochranu potravin uz bylo vyvinuto mnoho
chemickych prostfedkli, znichz ale ne vsechny jsou vhodné pro maso. Jako chemické
konzervanty v masném pramyslu se pouzivaji organické kyseliny (octova a mlé¢na), kyselina

sorbova a sorbaty, sulfity, kyselina propionova, nitrity a nitraty, kyselina benzoova, etanol.
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Mezi fyzikalni konzervanty patii vyuziti vysoké teploty (nebo naopak nizké teploty), radiace,
¢i snizeni vodni aktivity (Kerth, 2013). Mezi dal$i, modernéjsi metody konzervace masa
muzeme zaradit vyuziti modifikované atmosféry pii baleni, ¢i pfirodnich antimikrobialnich
latek (Zhou et al., 2010).

Pti vyuzivani modifikované atmosféry k baleni masa dochazi k procesu vymény
atmosféry uvniti baleni za smés plynt. Tyto plyny se li§i od normélniho slozeni vzduchu,
vyuziva se hlavn¢ oxid uhli¢ity, dusik a kyslik (Kerth, 2013). Oxid uhli¢ity se pouziva
pro inhibici bakterii a plisni, diky dusiku se mizeme vyhnout oxidaci tuki a kyslik omezuje
rast anaerobnich bakterii (Narasimha Rao et Sachindra, 2002). Navic cely tento proces probiha
v prostiedi, kde jsou tlaky vyssi, nez je tlak atmosféricky (Kerth, 2013). Efekt modifikované
atmosféry na konzervaci masa zavisi 1 ostatnich faktorech. Souvisi s teplotou skladovanim,
propustnosti membran a na dal$ich faktorech (McMullen et Stiles, 1991). Mezi ty patii
napiiklad ptidavek antimikrobialnich silic. Byla provedena studie, kterd zkoumala synergicky
efekt pfi kombinaci vyuziti modifikované atmosféry a ptidavku oreganové silice na udrznost
kuteciho masa. Bylo zjisténo, Ze neoSetfené maso, aerobné balené vydrzi Cerstvé 5 dni.
Piidavkem 0,1% oreganové silice se trvanlivost prodlouzi o 3 — 4 dny, zatimco balenim
v modifikované atmosféfe se trvanlivost prodlouzi o 2 — 3 dny. Kombinaci modifikované
atmosféry a 0,1% oreganové silice se pak trvanlivost prodlouzi na 5 — 6 dni (Chouliara et al.,
2007). Co se tyka baleni, moderni metodou konzervace masa je krom¢ vyuziti modifikované
atmosféry i baleni vakuové, které se dnes vyuziva ve velké mife. Pfi snizeni obsahu kysliku
pod 0,15 % se zamezi zménam barvy masa (Mancini et Hunt, 2005). Jednim typem vakuového
baleni je typ skin, pfi kterém se umisti maso na podlozku ze styrenu nebo polypropylenu.
Nasledné se produkt vakuové utésni pomoci bariérové folie. Ta se vlivem tepla smrsti
a vytvaruje podle produktu (Zhou et al., 2010).

Jako reakce na neustdle nové trendy na trhu byla zavedena metoda aktivniho baleni.
Jedna se o novy inovativni koncept v baleni potravin, ktery je definovan jako typ obalu,
ktery dokaze ménit sviij stav a tak prodlouzit Zivotnost potraviny a pii tom zachovat bezpe¢nost
a senzorické vlastnosti potraviny (Vermeiren et al., 1999). Mezi tyto aktivni funkce patii
zachycovani kysliku, vlhkosti a etylenu, ¢i emise etanolu a chuti (Quintavalla et Vicini, 2002).

Jako ndhrada za chemické konzervanty slouzi také piirodni latky s antimikrobialni
aktivitou. V masném prumyslu se tyto latky mohou piidavat do dila, nebo aplikovat nastiikem
¢i postfikem vyrobku. Piimy piidavek vSak miize byt limitovan rozpustnosti, nebo tim,
ze ovliviuje senzorické vlastnosti. Proto se casto kombinuje s jinymi piekazkami

pro mikroorganismy. Mezi takové moderni technologie, patii napiiklad vyuziti nanocastic,
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mikroenkapsulace, nebo vazba na obalovy materidl. Tyto latky jsou z rostlin ziskavany
nejcasteji jako extrakty z koteni a bylin, ¢i jako silice (Klan¢nik et al., 2014). Na dalsi pfirodni
antimikrobidlni latky, se v posledni dobé zaméfuje mnoho studii. K prodlouzeni
skladovatelnosti a zvySeni bezpecnosti potravin mohou slouzit pfirodni slouCeniny, jako jsou
V kyselém prostfedi a ma Siroké uplatnéni v potravinafstvi a kosmetice (Rinaudo, 2006).
Vykazuje totiz silnou antimikrobidlni aktivitu va¢i patogennim mikroorganismim
(Sanches-Silva et al., 2014). Hlavnim mechanismem jeho antimikrobialniho G¢inku je pusobeni
na membranovou propustnost a vazba stopovych prvki (Kanatt et al., 2008). Do chitosanovych
filmt se mohou pridavat také silice. Timto pfidavkem miize dojit se sniZzeni propustnosti
pro vodni paru, maze se také snizit Sance propichnuti filmu. Zaroven se mize zvysit elasticita
filmd. Tyto chitosan — oreganové filmy pfipravené z ptirodnich latek, mohou byt pouzity
pfi aktivnim baleni. Jejich hlavni vyhodou je fizené uvoliiovani ucinnych latek pisobicich proti
patogentim (Zivanovic et al., 2005). Nisin byl v potravinaftstvi jako pfirodni konzervant poprvé
pouzit uzna konci 60. let 20. stoleti. V soucasnosti je uznan jako bezpecny konzervacni
prostfedek asiV padesati stitech svéta. Lze ho pouzit na konzervaci potravin, které maji
vysokou aktivitu vody, ¢i u potravin s nizkym pH. Nyni se zkouma synergicky ucinek nisinu
a chelata¢nich ¢inidel (Delves-Broughton et al., 1996). Jako G¢inné antimikrobialni latky jsou
pouzivané i silice, které se ve velkém vyskytuji napiiklad v koteni (Tajkarimi et al., 2010).
Kofeni se vyuziva snad ve vSech svétovych kuchynich uz po staleti. Hlavnim diivodem je
zvySeni chutnosti pokrmi, ale uz nasi predci védéli, ze pisobi antimikrobidlné a mtze tedy

chranit nase zdravi (Billing et Sherman, 1998).
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3.3 Silice

3.3.1 Vlastnosti silic

Silice jsou tekavé, lipofilni, olejovité, ve vodeé zcela nerozpustné latky (Bakkali et al.,
2008; Berger, 2007). Vétsinou jsou bezbarvé, postupem c¢asu mohou ménit svoji barvu
a tmavnout (Bakkali et al., 2008).

Jiz od sttedovéku jsou silice znamé diky svym baktericidnim, virucidnim, fungicidnim
a insekticidnim u¢inktim (Bakkali et al., 2008; Inouye et al., 2006). Pouzivaji se jako pomocné
prostiedky pfi léceni fyzickych a psychickych nemoci a poruch (aromaterapie), ale rovnéz jako
preventivni prostiedky proti nachlazeni a chiipce (Dvotakova et al., 2011), ¢i proti osteopordze
(Yamaguchi et al., 1999). Silice jsou latky nepostradatelné i pro rostliny — pisobi
antibakterialn¢, antiviroticky, ¢i insekticidné. Také mohou lakat opylovace, ¢i odpuzovat
nezadouci hmyz (Bakkali et al., 2008). Rostouci vyznam zaznamenavaji silice i v zemé&dé€lstvi,
kde se testuje jejich mozna nahrada za antibiotika ve vyzivé hospodatskych zvitat. Diky svému
baktericidnimu ¢inku mohou byt pouzity k fizeni mikrobidlni aktivity v travicim traktu zvifat,
kde maji vliv na fermentaci v bachoru (Castillejos et al., 2005).

Svétoveé vyznamni producenti silic v Evropé jsou soustiedéni v oblasti Stfedozemniho
mote. Velkymi vyrobci jsou Italie, §panélsk0, Portugalsko, Francie, Chorvatsko, Albanie
a Recko. V Asii je ve vyrobé silic v hlavni roli Cina a Indie, neobvyklé silice pak pochazi
z Australie a Nového Zélandu. V Africe produkuji silice hlavné severni staty — Maroko,
Tunisko, Egypt a Alzirsko. Nezastupitelnou roli ve vyrobé silic hraje i Amerika, kde jsou silice
vyrabény ve Spojenych statech americkych, Kanadé 1 Mexiku. V Jizni Americe jsou

pak vyrabény v Brazilii, Argenting, ¢i Paraguay a Uruguay (Baser, K. H. C. Buchbauer, 2010).

3.3.2 Vyskyt silic

Schopnost produkovat tékavé latky maji vSechny rostliny, vétSinou vSak pouze
ve stopovém mnozstvi (Bager, K. H. C. Buchbauer, 2010). Prakticky se ov§em ziskava asi jen
z 10 % druht rostlin (Dvotakova et al., 2011). Mezi ¢eledi rostlin, pro které je vyskyt silic
typicky ve vétsim mnozstvi patii naptiklad Pinaceae — brovicovité, Rutaceae — routovité,
Myrtaceae — myrtovité, Lamiaceae  —  hluchavkovit¢é = (Bakkali et al., 2008),
Zingiberaceae — zazvornikovité, Piperaceae — peprovnikovité (Sacchetti et al., 2005). Mezi
jednotlivymi celedémi vSak existuji rozdily v tvorbé a ukladani silic. Naptiklad Lamiaceae
vytvareji povrchové zlazky — Zlaznaté trichomy s obsahem silic, Apiaceae vytvaieji siliéné

kanalky, Piperaceae tvofi siliéné bunky. Silice se tvoii v protoplazmé nebo rozpadem
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bunéénych blan, nebo hydrolyzou urcitych glykosidic mohou prostupovat vSechna pletiva
(napiiklad u konifer) nebo se koncentruji v uréitych organech, naptiklad v plodech
mrkvovitych, v kafe a listech skoficovniku, v Zlaznatych trichomech listi maty, v oplodi nebo

kvétech citronikil (Bacilkova et Paulusova, 2012).

3.3.3 Metody ziskavani silic

Mezi nejbéznéjsi metody izolace silic patii destilace vodni parou, extrakce pomoci
rozpoustédla, ¢i lisovani. Destilace vodni parou se pouziva hlavné pro silice ziskavané
ze semen, stonkil, listdl, dfeva a kotenti (Velisek, 2014). Destilacni zavody po celém svéte
se vSak lisi. Mlizeme se setkat jak s tradicnimi, nékdy az primitivnimi metodami. Takové
se pouzivaji v nekterych rozvojovych zemich a silice jimi ziskané jsou Casto vysoké kvality.
Naopak V rozvinutych zemich se silice vyrabi pomoci modernich a komplexnich metod
a nasledn¢ se mohou analyzovat pomoci pocitace (Baser, K. H. C. Buchbauer, 2010). Dalsi typ
extrakce — extrakce nepolarnimi rozpoustédly (napiiklad benzinen, petrolether) se ziskavaji
hlavn¢ silice z kvétd. Zvlastnim typem extrakce je tzv. superkritickd extrakce, pii které
se pouziva superkriticky oxid uhli¢ity a freony. Mezi metody extrakce patii 1 dnes uz malo
pouzivana tzv. anfleraz, pii které se extrahuje pomoci tuku. Posledni metodou izolace silic je

lisovani, které se pouziva pro silice epikarpu citrusa (Velisek, 2014).

3.3.4 Slozeni silic

3.3.4.1 Terpenové uhlovodiky

Jedna se o slouceniny, které maji obecny vzorec (CsHg)n. Typicky se vyskytuji

vV aromatu témét vSech druhl ovoce, zeleniny i kofeni. Mezi terpenové uhlovodiky patii
monoterpenové (CioHze) a seskviterpenové uhlovodiky (C1sH24). Napiiklad 70 — 80 % vonnych
latek obsazenych v ¢erném pepfti tvoii monoterpeny a 20 — 30 % je tvofeno seskviterpeny.
V nékterych citrusovych silicich je obsah terpenovych uhlovodikii 95 % a vice (Velisek, 2014).
Biosyntéza terpeni mize probihat dvéma zpusoby. Tyto zptisoby se od sebe li§i vznikem
zakladnich  prekurzord  terpenti. Muze tak vznikat isopentenyldifosfat  (IPP)
nebo dimethylallyldifosfat (DMAPP) (Mahmoud et Croteau, 2002; Phillips et Croteau, 1999).
Nejprve dochazi pies tzv. mevalonatovou cestu, kdy ke vzniku IPP z acetyl-CoA. Dégje se tak
ptes mevalonovou kyselinu, DAMPP pak vznika izomerizaci IPP. Mevalonatova cesta probiha
Vv cytosolu bunék, vznikaji pfi ni prekurzory seskiterpenti a triterpenii nebo mize probihat
tzv. pyruvatova cesta. Na rozdil od mevalonatové cesty zde prekurzory terpeni DAMPP

probihaji oddélené.
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DAMPP tak nevznika izomerizaci IPP, ale ptes 1-deoxy-D-xyluloso-5-fosfat. Pyruvatova
cesta probiha v plastidech. Toto rozd€leni zplisobu vzniku prekurzort terpenti do dvou skupin
ovSem je navzajem kombinovatelné. Muzou se spolu propojit a prekurzory, které vznikaji
pyruvatovou cestou v plastidech mohou byt pouzité pro syntézu seskviterpent a triterpenti

v cytosolu (Dudareva et al., 2005).

3.3.4.1.1 Monoterpeny
Monoterpeny jsou latky odvozené od isoprenu (Velisek, 2014). Konkrétné¢ se jedna

0 acyklické, monocyklické nebo bicyklické C(10) isoprenoidy. Ackoliv se vyskytuji ve vSech
organismech, syntetizovat je dokazi jen rostliny, bakterie a nékteré druhy hmyzu. V rostlinach
vznikaji v parenchymatickych buiikkdch a poté se uklddaji do vakuol, bunécnych stén,
¢i specialnich exkreénich pletiv (Dvorakova et al., 2011).

Na obrazku €. 2 jsou zobrazené¢ monocyklické monoterpenové uhlovodiky, které jsou
vétsinou odvozené od  p-mentanu. Mezi ty nejvyznamnéj$i patii myrcen a ocimen
(trans — isomer i cis — isomer). Myrcen i ocimen jsou mentadieny — liici se polohou dvojnych

vazeb.

1, CH,

myreen cis-f-ocimen trans-}-ocimen

Obrazek €. 1: Monotorepeny monocyklické (Velisek, 2014).

Dale se bézné vyskytuje naptiklad limonen (Velisek, 2014). Limonen je znamy pro SVOji
schopnost pusobit proti oxidaénimu stresu (Bai et al.,, 2016). Typicky se vyskytuje
v silicich citrust, jehli¢cnanti a maty (Velisek, 2014).

Bicyklické monoterpenové uhlovodiky tvofi 7 nasycenych uhlovodikli a tento
bicyklicky systém miize byt tvofen nekolika kombinacemi. Na obrdzku ¢. 3 je znazornény
thujan, ktery je utvoren kombinaci péticetného a tfi¢etného kruhu a je typicky pro cerny pept;
dal$imi bicyklickymi monoterpenovymi uhlovodiky jsou: karan, ktery je kombinaci
Sestietného a tficetného kruhu, ¢i pinan, ktery je kombinaci SestiCetného a Ctyfcetného
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kruhu. V potravinach se pak mohou vyskytovat jest€¢ nenasycené uhlovodiky odvozené. Mezi

ty patii thujen, a-pinen, ¢i B-pinen (Velisek, 2014).

CH; CH,
CH, : CH,
HyC CH; H.C
3 CH3
thujan karan
CHj;
CH; —
CH;
CH, H,;C CH;
pinan

Obrazek €. 2: Bicyklické monoterpenové uhlovodiky (Velisek, 2014).

Monoterpeny jsou produktem sekundarniho metabolismu rostlin, jsou tedy vyznamné
hlavné tim, Ze zprostfedkovavaji interakce mezi rostlinou a okolnim prostfedim (Dvotakova et
al., 2011). N¢které monoterpeny také piasobi preventivné proti rakoviné. Mezi takové patii

napiiklad karvon, ktery pted rakovinou chrani plice a zaludek (Wattenberg et al., 1989).

3.3.4.1.2 Seskviterpeny
Mezi seskviterpeny patii napfiklad zingiberen. Jedna se o monocyklicky

seskviterpenovy uhlovodik. V potravinach se c¢asto vyskytuje i acyklické farneseny,
¢1 bicyklicky valencen (Velisek, 2014).

3.3.4.2 Terpenové alkoholy

Pro terpenové alkoholy je typicka jejich sladka, t€zka, kvétinova ving. Uvadi se jako

prvni stupeil oxida¢ni fady uhlovodiki. Mezi nejvyznamnéjsi patii linalool, citronellol, mentol,
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¢i a-terpineol. Monoterpenové alkoholy se v rostlinnych materidlech vyskytuji hlavné jako

glykosidy (Velizek, 2014).

3.3.4.3 Terpenové aldehydy

Mezi nejvyznamnéjsi terpenové aldehydy patii citral. Jedna se o vyznamnou soucast
silic vyskytujici se zejména v citrusovych plodech. MiiZe se ale vyskytovat i v zazvoru a pepii.
Pro Safran je typicky terpenovy aldehyd safranal. V silicich nékterych druht zeleniny a kofeni

se nachazi myristicin, ktery mize vykazovat halucinogenni ucinky (Velisek, 2014).

3.3.5 Oreganova silice

Dobromysl obecna, neboli oregano (Origanum vulgare, L.) z ¢eledi hluchavkovitych
(Lamiaceae) je znama pro své terapeutické ucinky. Funguje jako 1€k proti nadymani,
nadmérnému poceni ¢i kife¢im. Oblibena je i pro své antiseptické ucinky (Sagdi¢ et al., 2002;
Sahin et al., 2004). Déle je pouzivana V kosmetickém a potravindiském prumyslu,
¢i zemédelstvi (Aligiannis et al., 2001; Dorman et Deans, 2000; Novak et al., 2000).

Mezi hlavni slozky oreganové silice patii karvakrol, tymol a y-terpinen (Burt, 2004).
Karvakrol patii mezi nejCastéji zastoupené soucasti tvorici silice rostlin z rodi Thymus
a Origanum a jeho ucinek spociva v tom, Ze rozrusuje biologické membrany. Vykazuje tedy
vyraznou antimikrobialni aktivitu (Ultee et al., 1998). Bylo prokazano, Ze pii soucasném
pusobeni karvakrolu a p-cymenu na Bacillus cereus zvySuje p-cymen baktericidni ucinek
karvakrolu. Toto synergické plisobeni je zptisobeno naruSenim cytoplazmatické membrany
Gramm pozitivnich bakterii p-cymenem. Karvakrol tak mize snadnéji vstoupit do bunky
a zesilit poruSeni transportu iontl a zivin do bunky (Ultee et al., 2000). V oreganové silici je
zastoupen ptiblizné z 60 % (Pecarski et al., 2016). V praxi se jako aditivum pfidava do riznych
potravin, naptiklad do pekarenskych vyrobku, nealkoholickych napoji nebo zvykacek (Ultee
etal., 1999). Je znamo, ze karvakrol spole¢né s tymolem inhibuji oxidaci lipozomi (Lagouri et

al., 1993). Dalsi slozky vyskytujici se v silici oregana jsou znazornény v tabulce ¢. 9.
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Tabulka ¢. 9: Jednotlivé slozky oreganové silice Origanum vulgare (Pecarski et al., 2016)

a strukturni vzorce majoritné zastoupenych sloucenin (Velisek, 2014).

Slozky Zastoupeni [%] Vzorce

karvakrol 59,03

p-cymen 5,02

thymol 4,71 CH;

y-terpinen 4,64 OH

karyofylen 4,38

linalool 2,69

eukalyptol 1,59

a-pinene 1,54 H;C CHj,
karvakrol

4-karvomenthenol 1,47

B-pinen 1,2

terpineol 1,04 CH;

terpinen 0,88

limonen 0,69

myrcen 0,53

kamfor 0,39

fenchyl alkohol 0,38 HyC p-cymenCH3

felandren 0,27

kuminaldehyd 0,26

elemen 0,22 CH,4

kamfen 0,2

3-oktanon 0,2

kopaen 0,17

terpinolen 0,12 Ot

3-oktanol 0,1 H;C CH,

4-thujanol 0,07 thymol

elemen 0,03
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3.3.6 Antimikrobialni aéinek silic

Celkovy ucinek silic zavisi na citlivosti mikroorganismti a na druhu pouzité silice
(Bacilkova et Paulusova, 2012). Na rezistenci vu¢i mikroorganismtim ma velky vliv také druh
potraviny, skladovaci teplota a obsah kysliku v potraving. Dal§im faktorem, ktery ovliviiuje
ucinek silice, je obsah soli v potraviné (Burt, 2004).

Mechanismus tuc¢inku silic souvisi s hydrofobni a lipofilni povahou jednotlivych
komponent silic (Bacilkova et Paulusova, 2012). Antimikrobialni pisobeni silic v potravinach
je vetsi pii nizSich hodnotach pH, kdy se zvysuje hydrofobita silic. Diky té se snadné&ji rozpousti
lipidovda membrana bakterii (Burt, 2004). Dalsi ucinek se mize projevit blokovanim
respiraéniho cyklu, ktery zplsobuje lipofilni charakter terpenoidi. Dalsi slozky silic mohou
inhibovat naptiklad syntézu DNA, RNA, proteini nebo polysacharidi (Bacilkova et Paulusova,
2012). V roce 2001 byla provedena studie, kde byly zkoumany mechanismy G¢inku slozek
oreganové  silice (tymolu, karvakrolu a  eugenolu) na  Pseudomonas
auregionosa a Staphylococcus aureus. Uginkem téchto slozek bylo zvyseni permeability
bunééné membrany. SlouCeniny tak pronikaly do cytoplazmy bakterii pfes proteiny vné&jsi

membrany, ¢imz se porusil transport iontd (Lambert et al., 2001).

3.3.7 Aplikace silic na maso a masné vyrobky

Neékteré silice jsou pii aplikaci na maso a masné vyrobky u¢innéjsi nez jiné. Mezi takové
patii eugenol a dale tymianova, oreganova, koriandrova a hebi¢kova silice. (Aureli et al., 1992;
Hao et al., 1998; P. N. Skandamis et Nychas, 2001; Stecchini et al., 1993; Tsigarida et al.,
2000). Zatimco silice maty, $alvéje, hoicice a koriandru byly méné ucinné (Gill et al., 2002;
Lemay et al., 2002; Shelef et al., 1984; Tassou et al., 1995).

Antimikrobidlni u¢inek oreganové silice byl jiz zkouman na hovézim mase zaockovaném
bakterii Salmonella typhimurium, kde pii koncentraci 0,8 % v/v klesl po¢et mikroorganismu
01-2log KTJ.g ! (Skandamis et al., 2002). V ptipadé mletého hovéziho masa byl zaznamenan
pokles mikroorganismii 3,3 log KTJ.g ! pii koncentraci oreganové silice 1 % v/v (Skandamis
et Nychas, 2001). Antimikrobialni G¢inek 1% oreganové silice byl zkouman také na kufecim
mase, které bylo zaockovano bakteriemi z ¢eledi Enterobacteriaceae. Zde autofi zaznamenali

pokles bakterii z ptivodnich 2,8 log KTJ.g™? na necely 1 log KTJ.g'* (Chouliara et al., 2007).
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3.4 Enkapsulace kiremicitych nanocastic

Nanotechnologie dnes vyuzivaji rtizna odvétvi védy a technologii. Maji svou
nezastupitelnou roli napiiklad v elektrotechnice, letectvi, Iékaistvi, ¢i obrané (Kickelbick, 2003;
Klabunde et Richards, 2001; Wang et Thomas, 1998; Zeng et al., 2002). Jejich pfinos miize byt
velky i pro potravinafsky prumysl a to zejména diky tomu, Ze poskytuji silnéjsi, vysoce
bariérové obalové materialy. Jsou vyuzivany pii vyvoji celé fady senzort, které mohou odhalit
stopovd mnozstvi kontaminujicich latek, plynti, ¢i mikroorganismi v balenych potravinach
(Duncan, 2011). Ackoliv se nanotechnologie v potravinaistvi zaaly pouzivat relativné
neddvno, v poslednich letech zaznamenaly rychly rozvoj. Nov€ se vyuzivaji napiiklad
pii vyvijeni novych chuti, nebo pro zlepSovani struktury potraviny. Vyhodna je také
nanoenkapsulace riznych aditiv do potravin (Chaudhry et al., 2008).

Enkapsulace, neboli zapouzdieni, je proces, pfi kterém zlstava aktivni jadro latky
chranéno, a jsou zachovany jeji pfirozené vlastnosti, zdroveh mohou malé molekuly riznych
materiald pronikat ven i dovniti skrze pory ve sténé kapsule (Kailasapathy, 2009).
V zemédélstvi by enkapsulace piirodnich i syntetickych pesticidii do poréznich materialii
mohla mit zasadni vyznam, ktery spoé¢iva v fizeném uvolnovani téchto latek dle potieb vegetace
(Prado et al., 2011). V potravinaistvi patii mezi vyhody enkapsulace nanocastic naptiklad
vytvoreni ochranné bariéry, lepsi dispergovatelnost aditiv ve vod¢, ¢i maskovani chuti. Hlavni
vyhodou vsak opét zlistava fizené uvoliiovani enkapsulovanych latek do potravin (Chaudhry et
al., 2008). Tim, ze se do nanocastic enkapsuluje antimikrobialni latka, se mize zabranit ristu
mikroorganismu a tak i zvysit bezpecnost potraviny (Weiss et al., 2009).

Mezi nanocastice, do kterych se daji enkapsulovat antimikrobialni latky, patii i kiemicité
nanocastice (Vallet-Regi et al., 2000). Kfemicité materialy obecné nalezly uplatnéni v mnoha
oblastech. Jsou pouzivany napiiklad jako adsorbenty v analytické chemii (iontova vyména,
sorbenty pro GC, HPLC), jako nosi¢e enzymui v biochemii, ¢i jako nosi¢e farmaceutickych
substanci v farmakochemii (Lusticka et al., 2013). Mezi nejvyznamnéjsi kfemicité materialy
patii tzv. mezoporézni molekulova sita (Beck et al., 1992; Kresge et al., 1992). Syntézu téchto
mezoporéznich kiemicitanl patentovala v roce 1991 americka firma Mobil a je tak povaZzovana
za jejich objevitele. Prvni syntéza kiemicitanovych material, které maji organizovanou
strukturu, vSak byla patentovana jiz o 20 let dfive. Tito autofi vSak materidl dostatecné
neprozkoumali a nebyli si tak védomi vyznamu svého objevu (Zukal et al., 2007).

Tyto nanocastice patii do skupin materidli M41S, z nichZ nejzndméjsi je material

MCM-41 (Zhao et al., 1998). MCM-41, neboli Mobil Composition of Matter*, nalezl Siroké
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uplatnéni hlavné diky svym fyzikalnim a chemickym vlastnostem (Selvam et al., 2001).
Mezi jeho vynikajici parametry patii vysoka tepelna stabilita a mechanicka odolnost, velky
specificky povrch, ktery je zhruba 1000 m2.g~* (Sousa et al., 2008; X. S. Zhao et al., 2006),
vysoka porozita, kdy objem por dosahuje 0,5 — 1,5 cm®.g™ (Galarneau et al., 2001; Cho et al.,
2002; Chong et Zhao, 2004) a dobfe organizované pory, které maji pramér 2 — 15 nm (Lusticka
et al., 2013). Struktura MCM-41 je tvofena rovnobéznymi kanaly, které maji prifez tvaru
Sestithelniku a jsou uspotfadany do hexagonalni vostinové struktury (Rathousky et al., 1997).
Syntéza MCM-41 je zndzornéna na obrazku ¢. 4, probihd pomoci koloidniho roztoku oxidu
kfemicitého tetraethylorthosilikatu (TEOS), ktery je pouzivan jako anorganicky prekurzor,
a pomoci hexadecyltrimethylamonium bromidu (CTAB), ktery pak utvaii pozadovanou
strukturu (Bernardos et al., 2012).

composite: inorganic mesoporous material
Iyotropic liquid-crystalline phase mesostructured solid/surfactant (shown MCM-41)
(shown 2D hexagonal)

spherical !
micelle rod-shaped micelle

&
B
=
D) '3) E’) silica
\,0-}?;0\/ \/O\‘s“-c\/ \,o\s“-c\/ precursor
ro |,0 |,0 (shown: TEOS)
b)

Obrazek ¢. 3: Schéma syntézy MCM-41 (Hoffmann et al., 2006).

removal of
the surfactant

Jelikoz jsou silice tékavé slouceniny, které se snadno odpatuji, ptredstavuje jejich
enkapsulace do nanocastic G¢inny zpusob jak zvysit fyzikalni stabilitu ucinnych latek, navic
je chrani pted interakci se slozkami potravin (Donsi et al., 2011). Jinymi slovy, enkapsulace
snizuje ztratu antimikrobidlnich silic a mize se tedy pouzivat u latek, které jsou nachylné
k mikrobialni zkaze, kde zarué¢i del$i ptsobeni antimikrobialnich latek (Weiss et al., 2009).
To dokazuje naptiklad studie provedena v roce 2005, kdy eugenol a karvakrol enkapsulovany
do tzv. povrchové aktivnich micel vykazoval zvySenou antimikrobialni aktivitu (Gaysinsky et
al., 2005).
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4 Material a metody

4.1 Kiemicité nanocastice

Syntéza kiemicitych nanocastic MCM-41 byla provedena dle nasledujiciho postupu:
nejprve byl do 480 ml destilované vody, ktera byla zahiata na 30 — 40 °C, ptidan 1 g CTAB
(cetyltrimethylammonium bromid) a nechal se uplné rozpustit. Poté bylo pfidano 0,28 g
hydroxidu sodného (NaOH) rozpusténého v 3,5 ml destilované vody a cela smés byla zahtata
na80°C. Pii dosazeni teploty 80°C bylo po kapkach pfidavano 5ml TEOS
(tetraethylorthosilikat). Takto pfipravena smés byla zahfivana po dobu 2 hodin (80 °C,
550 rpm). Po uplynuti této doby byla smés zchlazena na 40 °C a centrifugovana pii otackach
4500 rpm po dobu 20 minut. Vznikla smés se musela zneutralizovat na hodnotu pH 7 a znovu
centrifugovat. Po neutralizaci byl material susen pii 60 °C po dobu 24 hodin. Ptipravené

nanocastice byly az do doby enkapsulace uchovavany v exiskatoru.

4.2 Kmeny bakterii

V experimentu byla pouzita bakterialni inokula. Pfi pfipravé inokula byl pouzit
Mueller-Hinton bujon (Oxoid, CZ). Inokula byla ptipravena z kment bakterii Escherichia coli
ATCC 25922 (Thermo Scientific, USA) a z kment bakterii Salmonella enterica sv Enteritidis
ATCC 13076 (Thermo Scientific, USA). Pro kultivaci bakterii pak byla vyuzita tato kultiva¢ni
média: Plate count agar (Oxoid, CZ) pro stanoveni celkového poctu mikroorganismd,
MacConkey agar (Oxoid, CZ) pro analyzy vzorkd zaoCkovanych E. coli, XLD agar
(Sigma-Aldrich, USA) byl pouzit pro analyzy vzorki zaoCkovanych bakterii Salmonella
enteritidis. BEéhem experimentu byla dale potieba 1 litru fyziologického roztoku — Buffered
peptone water (Oxoid, CZ).
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4.3 Silice

Pro ucely praktické ¢asti experimentu byly pouzity silice Z Vyzkumné stanice Uhiinéves.
Konkrétné se jednalo o aplikaci oreganové silice, ktera byla z rostlinného materialu ziskana
pomoci destilaéni metody. Slozeni pouzité oreganové silice je uvedené v tabulce ¢. 10. Dale

byly silice enkapsulovany v poméru 1:1 do kfemicitych nanocastic.

Tabulka €. 10: Slozeni pouzité oreganové silice z Vyzkumné stanice Uhfinéves.

Slozka silice Zastoupeni [%0]
a-pinen 0,41
kamphen 0,17
B-pinen 0,80
1-octen-3-ol 0,35
B-myrcen 0,19
3-octanol 0,52
a-phellandren 0,13
a-terpinen 0,42
p-cymen 10,32
D-limonen 0,67
eucalyptol 0,99
y-terpinen 2,56
terpinolene 0,16
linalool 1,45
kamphor 0,69
borneol 1,03
4-terpineol 0,96
(-)-karvon 0,50
thymol 4,05
karvakrol 67,14
kopaen 0,12
karyophyllen 1,09
a-karyophyllen 0,35
a-bisabolen 0,11
d-kadinen 0,27
karyophyllenyl alcohol 0,13
karyophyllene oxid 1,35
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4.4 Kachni maso

Chlazena kachni prsa zbavena kuze, ktera byla pouzita pro ucely experimentu, byla
zakoupena v kamenném obchodé Kachnic¢ka nartizovo (Nuselska 4, Praha 4). Kachni maso
prodavané touto firmou pochazeji z farem z jiznich a stiednich Cech a jeho nasledné zpracovani
je provadeéno v provozovné v Mirovicich. Zakoupena kachni prsa byla do doby experimentu

skladovana v chladnicce pfi teploté 4 °C.

4.5 Priprava vzorku

45.1 Enkapsulace silic do kiremic¢itych nanodastic

Kiemicité nanocastice se navazily do sklenénych vialek, do kterych byly poté
napipetovany silice. Koncentrace silice:nanocastice byla 1:1. Takto ptipravené vialky byly
piipevnény na tiepacku a umistény do termostatu vyhiatého na 60° C, kde se tfepaly po dobu
24 hodin.

45.2 Priprava bakteriadlniho inokula

Bakterialni inokulum z bakterii Salmonella enterica sv Enteritidis ATCC 13076
a Escherichia coli ATCC 25922 bylo ptipraveno vzdy 24 hodin pfedem z kultur, které
se nechaly inkubovat pii 37 °C. Finalni pfiprava inokula o podtu bakterii 108 KTJ.ml?
spo¢ivala v nafedéni a homogenizaci bakterialnich kolonii v Mueller-Hintonové bujonu
na denzitu, ktera odpovidala McFarlandovu standardu 0,5. Denzita bakterialni suspenze byla

méfena na denzitometru (DEN-1B, Biosan).

45.3 Priprava a oSeti‘eni kachniho masa

Celkova ptiprava kachniho masa byla provedena v prostiedi laminarniho boxu (SCS-III,
Merci, CZ), ktery zarucuje sterilni prostiedi oSetieni. Nejprve bylo potieba odstranit z povrchu
kachniho masa veskeré patogeny. K tomu byl pouZit 70% etanol, ve kterém se jednotliva kachni
prsa vzdy 30 sekund namacela. Takto oSetfené maso se nechalo oschnout a poté se celd prsa
mrazila pii -18 °C. Po ¢aste¢ném rozmrznuti byly z masa odtiznuty veskeré ¢asti, které byly
v kontaktu s lihem. Takto ptipravené maso bylo nakrajeno na kousky o hmotnosti 5 g (0,1 g).

Kazdy kousek masa (5 g) byl zaockovan 50 pl bakteridlniho inokula dané bakterie
a nechal se oschnout. Dal§im krokem bylo oSetfeni masa dle pozadovanych variant (OR, KK,
KZ, KV), které jsou znazornéné Vv tabulce ¢. 11. Ptiprava vzorkti OR po zaockovani inokulem

pokracovala obalenim kousku masa v 50 mg kiemicitych nanocastic s enkapsulovanou silici
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oregana. V experimentu byly nasledn¢ pouzity 3 kontroly. Témi byly vzorky KK,
které se pfipravovaly obalenim kousku masa v 25 mg €istych kiemicitych nanocéstic a slouzily
jako kontrola kiemicitych nanocastic. Dale jako kontrola slouzily vzorky KV, kdy kontrola
spoc¢ivala v omyti masa sterilni destilovanou vodou, konkrétné 50 ml. Posledni kontrolou byly
vzorky KZ, tedy kontrola narGistu bakterii, takto oSetfené¢ kousky masa uz se dale nijak
neosetfovaly. VSechny varianty byly pfipraveny ve tfech opakovanich. Takto osetfené kousky
masa byly skladovany v plastovych Petriho miskach pii chladirenské teplot¢ 4 °C

a vyhodnocovany 1., 7. a 14. den skladovani.

Tabulka €. 11: Zkratky variant zao¢kovani.

Zkratka Varianta

OR + SE oreganova silice + Salmonella enteritidis
OR+EC oreganova silice + Escherichia coli

KK + SE kontrola kiemicitany + Salmonella enteritidis
KK+ EC kontrola kiemicitany + Escherichia coli
KZ + SE kontrola zaoc¢kovani + Salmonella enteritidis
KZ + EC kontrola zao¢kovani + Escherichia coli
KV + SE kontrola voda + Salmonella enteritidis
KV +EC kontrola voda + Escherichia coli

4.6 Mikrobiologicka analyza

Vzorky masa byly v prislusnych dnech (1., 7. a 14. den po oSetfeni) vyhodnocovany
pomoci mikrobiologické analyzy za pouziti kapkové metody dle Chen et al. (2003). K potiebam
mikrobiologické analyzy bylo potfeba bézného laboratorniho naradi, analyza se uskute¢nila ve
sterilnim prostfedi laminarniho boxu (SCS-III, Merci, CZ). Kazdy vzorek byl premistén do
sterilni Erlenmeyerovy batiky, kde se k nému pfidal fyziologicky roztok v mnoZzstvi 50 ml.
Takto pfipravené vzorky se umistily na tfepacku, kde se tfepaly po dobu 5 minut. Z vytfepanych
vzorkd byla vzdy odebréana tekutina, ktera byla pomoci multikanalové pipety v mnozstvi 200
pl napipetovana do prvni jamky ve vSech fadcich mikrodiluéni desticky — dle obrazku ¢. 5.
Do ostatnich jamek desticky bylo nésledné napipetovano 180 pl fyziologického roztoku.
Nasledn¢ bylo pomoci multikandlové pipety odebrano 20 pul ze vzorkové tekutiny a prendano

do nasledujiciho sloupce s fyziologickym roztokem a tadn€ promichano. Tento postup
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se opakoval v kazdém sloupci, a tak doslo k vytvoreni fedici fady (Obrazek ¢. 5). V téchto
krocich je velmi dilezité vyménovat Spicky mezi kazdym fedénim.

Nakonec bylo zkazdého ftedéni kazdé wvarianty pomoci multikanalové pipety
odpipetovano 5 pl roztoku a naneseno na Petriho misky. Ty byly pouzity jak se selektivnim,
tak s neselektivnim kultivacnim médiem a vzdy ve 2 opakovanich. Takto pfipravené Petriho

misky byly umistény do termostatu, kde probihala inkubace pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin.

Vzorek

(250 ub

TOoOMmMmOooOw>»

Sériové redéni (20 pl do 180 pl fyziologického roztoku).
Aplikace 5 pl z kazdého redéni
na kultiva¢ni médium pomoci
multikanalové pipety.

l Inkubace pii 37 °C.

Pocitani kolonii

Obrazek ¢&. 4: Schéma Kapkové metody dle Chen et al., (2003).
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Po uplynuti 24 hodin byly vzorky vyhodnocovany. Vyhodnoceni pocétu bakterii
po kultivaci spocivalo v spocitani narostlych kolonii na jednotlivych Petriho miskach. Pocet

bakterii vyjadieny pomoci jednotek KTJ.g™? byl poté stanoven pomoci nasledujiciho vzorce:

N=CN(n+01n2)d

Kde: C je celkovy pocet kolonii na v§ech spoc¢itanych miskach (kapkach)
V je objem jedné kapky
N1 je pocet kapek v prvnim fedéni
N2 je pocet kapek ve druhém tedéni

d je fedéni, ze kterého vzesel prvni pocet kapek

4.7 Senzoricka analyza

Cilem senzorické analyzy bylo stanovit vliv oreganové silice na senzorické vlastnosti
kachniho masa a na jeho celkovou piijatelnost pro spotiebitele. K senzorické analyze hodnoceni
kachniho masa oSetfen¢ho oreganovou silici v riznych formach bylo ptizvano 14 proskolenych
hodnotitelit a hodnoceni probihalo v senzorické laboratofi. Na zacatku hodnoceni byli
hodnotitel¢ seznameni pouze se zdkladnimi informacemi tykajici se samotné analyzy.
Své hodnoceni zaznamenavali do pfedem ptipravenych formulatt (ptiloha ¢. 7). Tyto formulaie
byly vytvofeny za pouziti nestrukturované grafické stupnice s hodnocenim intenzity.

Piiprava vzorkli masa pro senzorickou analyzu byla provedena tak, aby bylo pouZito
stejné maso jako béhem experimentu, a zaroven, aby uprava masa byla co nejvice podobna
bézné kulinarni upraveé masa. Tudiz byla zakoupena kachni prsa, ktera byla cela upravena podle
pozadovaného osetfeni. Celkem byly pfipraveny 3 varianty osetfeni masa: oplach ve vodé,
oSetfeni kiemicitanovymi nanocasticemi enkapsulovanymi oreganovou silici a osetfeni emulzi
Cisté oreganové silice.

Takto oSetfena prsa byla skladovéna v lednici pii teplot¢ 4 °C po dobu 24 hodin.
Nasledujici den byla vSechna prsa dikladné omyta a vysusena. Takto pfipravené maso bylo
pfipraveno pecenim na panvi z kazdé strany po dobu 10 minut, poté bylo pfemisténo do suSarny
predehiaté na 50 °C. Hodnotitelim byly servirovany teplé, pfiblizn¢ Sgramové platky
ze stiednich casti masa. Tyto kousky byly zakddovany cCtyimistnym kodem, ktery mél
hodnotiteli znemoznit orientaci mezi vzorky. Maso bylo hodnotitelim podavéano spolecné
s formulafem. Pro neutralizaci chuti mezi jednotlivymi vzorky bylo hodnotitelim nabidnuto

bilé pecivo, sklenka vody a 30% lih. Vzorky byly hodnotitelim ptedkladany v potadi
30



od nejméné oSetfeného vzorku masa az po vzorek s predpokladanym nejvys$sim chutovym

vjemem.

4.8 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni vysledkii bylo provedeno pomoci programu Statistica 12
(StatSoft CR s.r.0.). Vysledky mikrobiologické analyzy byly hodnoceny pomoci analyzy
rozptylu s pouzitim jednofaktorového testu ANOVA a Tukeyho HSD testu. Rozdily mezi
jednotlivymi zpiisoby oSetieni byly hodnoceny za pouziti neparametrického chi — kvadrat testu
(testu dobré shody). Rozdily senzorické analyzy byly hodnoceny za pouziti analyzy rozptylu s
pouzitim jednofaktorového testu ANOVA a Tukeyho HSD testu. Statistické testovani

mikrobiologické i senzorické analyzy bylo provedeno na hlading vyznamnosti a = 0,05.
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5 Vysledky

5.1 Vyhodnoceni mikrobiologické analyzy

Cilem mikrobiologické analyzy bylo prokazat antimikrobialni aktivitu oreganové silice
enkapsulované do kiemicitych nanocastic proti patogennim mikroorganismiim na kachnim
mase. Stanovovan byl i jejich vliv na celkovy pocet mikroorganismi. Vyhodnoceni vzork
bylo provadéno podle poctu kolonii bakterii E. coli a S. enteritidis na selektivnich kultiva¢nich
médich. Celkovy pocet mikroorganismi byl pak stanovovan na neselektivnim agaru. Pocet
patogennich mikroorganismi 1 celkovy pocet mikroorganismii byl stanovovan vzdy

1., 7. a14. den v pribéhu skladovani.

5.1.1 Bakterie Salmonella enteritidis

Z grafu ¢. 1 je zfejmé, ze pouZzitd oreganova silice enkapsulovand do kiemicitych
nanocastic vykazovala vyraznou antimikrobialni aktivitu proti patogenni bakterii Salmonella
enteritidis, nebot’ se pii vyhodnocovani po 1., 7. i 14. dnu pocty bakterii vzdy rovnaly nule.
Naproti tomu vSechny 3 kontroly zaznamenaly narast bakterii.

Utinnost oreganové silice enkapsulované do kiemi¢itych nano¢astic (OR + SE) tak byla
patrna jiz od 1. dne skladovani, kdy byl pocet bakterii na kontrole zao¢kovani (KZ + SE)
6,1 log KTJ.gL. V prib&hu pokusu, tedy pfi 7. dni skladovéni, doslo jesté k vyraznéjsimu
prohloubeni rozdili mezi vzorkem oSetienym oreganovou silici enkasulovanou do kiemicitych
nanocastic a vzorkem s kontrolou zaoc¢kovani. Zatimco na vzorku OR + SE zstaval stale
nulovy nériist bakterii, pocet bakterii na kontrole zao&kovani vzrostl az na 7,7 log KTJ.g™.
Na konci kazdého opakovani pokusu, tedy po uplynuti doby 14 dnd, zGstaval pocet bakterii
S. enteritidis totozny jako po uplynuti doby 7 dnt, a to jak na vzorku OR + SE, tak na vzorku
KZ + SE (viz ptiloha ¢. 5).

Pocet bakterii S. enteritidis postupné vzrustal i v ptipadé vzorku oSetfeného pouze
ktemi€itymi nanocasticemi (KK + SE). Pfi vyhodnoceni po 1. dni byl pocet bakterii
S. enteritidis na vzorku KK + SE 5,7 log KTJ.g%, pii nasledném vyhodnoceni, tedy po uplynuti
doby 7 dnii tento podet vzrostl na necelych 7,9 log KTJ.g?. MiiZzeme tedy fici, Ze i samotné
kfemicité nanoc¢astice vykazovaly prvni tyden mirné antimikrobidlni u¢inky. Jejich pocet vSak
oproti kontrole zaotkovani vzrostl pti 14. dnu pokusu, kdy se rovnal 8,1 log KTJ.gL.

Co se tyce kontroly oplachu vodou (KV + SE), ta v porovnani s kontrolou zao¢kovani

pocet bakterii S. enteritidis pfilis neovlivnila, mezi vzorky nejsou statisticky vyznamné rozdily.
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Jejich pocet byl pti vyhodnoceni po 1. dni pokusu 6 log KTJ.g™%, pti vyhodnoceni po tydnu se
rovnal 7,9 log KTJ.g? a po 14 dnech dosahoval poétu 8,1 log KTJ.g™.

Zajimavé vysledky v poctu bakterii S. enteritidis vykazovalo oSetfeni masa kontrolou
emulze. Ta vykazovala statisticky vyznamné rozdily jak oproti oSetfeni kontrolou zao¢kovani,
tak oproti oSetfeni oreganovou silici enkapsulovanou do kifemicitych nanocastic.
Pfi vyhodnoceni po 1. dni a po 7. dni se sice pocet bakterii S. enteritidis rovnal nule, 14. den

pokusu viak stoupl na 6,2 log KTJ.g™.

Graf ¢. 1: Pocty bakterii Salmonella enteritidis.
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Pozn.: Stejnd pismena ve sloupcich grafu vyjadifuji statisticky nevyznamné rozdily mezi

hodnotami v jednom dni (p > 0,05).

5.1.2 Bakterie Escherichia coli

U vzorku, které byly zaockovany bakterii Escherichia coli, byla G¢innost oreganové
silice enkapsulované do kiemicitych nanocastic (OR + EC) velmi podobna antimikrobidlnimu
ucinku proti bakterii S. enteritidis.

Z grafu €. 2 je patrné, Ze oreganova silice enkapsulovana do kifemicitych nanocéstic byla
stoprocentné uginna i proti bakterii E. coli. Poéty log KTJ.g? bakterie E. coli viak byly nizsi
nez poéty log KTJ.g bakterie S. enteritidis. Po uplynuti doby 1 dnu se tyto poéty sice také
rovnaly téméf 6 log KTJ.g2, ale po 7 dnech tato hodnota dosahovala hodnoty 7 log KTJ.g*
apo 14 dnech 7,5 log KTJ.g}. Ale zatimco u bakterie S. enteritidis podet bakterii po 14 dnech
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zustal stejny jako pfi vyhodnoceni po uplynuti doby 7 dni, u bakterie E. coli po 14 dnech jesté
stale mirné rostl.

Pocet bakterii E. coli postupné vzristal i v ptipadé oSetfeni masa pouze kiemicitymi
nanocasticemi (KK + EC). P#i vyhodnoceni po 24 hodinach se rovnal 5,9 log KTJ.g2, po tydnu
dosahoval poétu 6,7 log KTJ.g a po 14 dnech 6,9 log KTJ.g. Oproti KZ + EC, byl viak pocet
bakterii E. coli p¥i vyhodnoceni KK + EC po 24 hodinach 0 0,2 log KTJ.g™ vyssi.

Pocet bakterii E. coli ovlivnila také kontrola emulze. Ta, stejné jako u bakterie
S. enteritidis, vykazovala statisticky vyznamné rozdily, a to jak oproti oSetieni kontrolou
zaoCkovani, tak oproti oSetfeni vzorku oreganovou silici enkapsulovanou do kifemicitych
nanocastic. Pfi vyhodnoceni pokusu po 24 hodinach a po 1 tydnu se pocet bakterii E. coli opét

rovnal nule, 14. den pokusu vsak stoupl na 5,3 log KTJ.g.

Graf ¢. 2: Pocty bakterii Escherichia coli.
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Pozn.: Stejnd pismena ve sloupcich grafu vyjadfuji statisticky nevyznamné rozdily mezi

hodnotami v jednom dni (p > 0,05).

5.1.3 Celkové pocéty mikroorganismu

Oreganova silice enkapsulovand do kiemicitych nanocastic dokazala zcela inhibovat
i celkové pocty mikroorganismu. Z grafu €. 3 je patrné, Ze celkovy pocet bakterii u vzork masa
oSetfenych jako kontrola zaoCkovani bakterii S. enteritidis v prubéhu skladovani rostl,
pii vyhodnoceni po 1 dni dosahoval poétu 6,2 log KTI.gt, po uplynuti doby 7 dnii vzrostl
na hodnotu 7,8 log KTJ.g?, kterd zistala stejna i pfi vyhodnoceni po 14 dnech, tedy
7,8 log KTJ.gL.
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Podobnéd situace nastala i v pfipadé oSetfeni vzorkli masa pouze kiemicitymi
nanocasticemi. Pfi vyhodnoceni po 1. dni pokusu dosahoval celkovy pocet
mikroorganismi 5,9 log KTJ.g%, po uplynuti doby 7 dni se celkovy pocet mikroorganismii
rovnal 8 log KTJ.g %, stejny zlistal i pfi vyhodnocovani po 14 dnech, tedy 8 log KTJ.gL.

Co se tyce celkového poctu mikroorganismt u vzorkd masa zao¢kovanych S. enteritidis
a nasledn¢ omytych vodou, probihal postupny narst mikroorganismi po celou dobu trvani
pokusu. Po 1. dni dosahoval celkovy poéet mikroorganismi hodnoty 6,3 log KTJ.g2, po 7. dni
vzrostl celkovy pocéet mikroorganismiti na 7,7 log KTJ.g a 14. den se rovnal 7,9 log KTJ.gL.

Celkovy pocet mikroorganismti u vzorki oSetfenych jako kontrola emulze se 1. a 7. den

doby trvani pokusu rovnal nule, 14. den vyhodnoceni viak vzrostl na 5,4 log KTJ.g™.

Graf ¢. 3: Celkovy pocet mikroorganismii u vzorkli masa zaockovanych bakterii
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Pozn.: Stejnd pismena ve sloupcich grafu vyjadfuji statisticky nevyznamné rozdily mezi

hodnotami v jednom dni (p > 0,05).

Celkovy pocet mikroorganismi u vzork, které byly vyhodnocovany spole¢né se vzorky
zaoCkovanymi bakterii E. coli, byl diky oreganové silici enkapsulované do kiemicitych
nanocastic inhibovan po celou dobu trvani pokusu. Z grafu €. 4 je patrné, ze celkovy pocet
bakterii u vzorkli masa oSetfenych jako kontrola zaofkovani bakterii E. coli v pribéhu

skladovani rostl, pfi vyhodnoceni po 1 dni dosahoval poctu 5,9 log KTJ.g %, po uplynuti doby
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7 dnti vzrostl na hodnotu 7,1 log KTJ.g? a pfi vyhodnoceni po 14 dnech dosahoval hodnot
7,7 log KTJ.g

Podobna situace nastala 1 v pfipadé¢ oSetfeni vzorkli masa pouze kiemicitymi
nanocasticemi. Pfi vyhodnoceni po 1. dni pokusu dosahoval celkovy pocet mikroorganismil
5,9 log KTJ.g2, po uplynuti doby 7 dni se celkovy poéet mikroorganismi rovnal 7 log KTJ.g %,
stejny zGstal i pfi vyhodnocovani po 14 dnech, tedy 7,3 log KTJ.g™.

Co se tyce celkového poctu mikroorganismi u vzorkil masa zaoCkovanych bakterii
E. coli a nasledné omytych vodou, byl celkovy poéet mikroorganismu nizsi, nez celkovy pocet
mikroorganismi kontroly zaockovani. Po 1.dni trvani pokusu dosahoval celkovy pocet
mikroorganismti hodnoty 5,5 log KTJ.g?%, coz je o 0,4 KTJ.g! mén& nez celkovy pocet
mikroorganismi na vzorku masa oSetfeném jako kontrola zaockovani. Po uplynuti doby 7 dni
vzrostl celkovy pocet mikroorganismi na vzorku masa omytém vodou na 6,9 log KTJ.g*
a 14. den se rovnal 7,6 log KTJ.g™.

Celkovy pocet mikroorganismi u vzorki oSetfenych jako kontrola emulze se 1. a 7. den

doby trvani pokusu rovnal nule, 14. den vyhodnoceni v$ak vzrostl na 5,4 log KTJ.gL.

Graf ¢. 4: Celkovy poc¢et mikroorganismu u vzorkti masa zao¢kovanych bakterii E. coli.
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Pozn.: Stejnd pismena ve sloupcich grafu vyjadfuji statisticky nevyznamné rozdily mezi

hodnotami v jednom dni (p > 0,05).

Z grafti €. 3 a 4 je také patrné, ze celkovy pocet mikroorganismi byl v ptipadé vzorki

masa zaoCkovanych bakterii E. coli niz$i, nez celkovy pocet mikroorganismu u vzorki
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zaockovanych bakterii S. enteritids. A to jak v ptipadé vzorki kontrol zaockovani, tak v pripadé
vzorku kontrol kiemicitani. A jinak tomu nebylo ani u vzorku oSetfenym oplachem vodou.
Stejny pocet bakterii, tedy nulovy, zistal v piipadé oSetfeni oreganovou silici enkapsulovanou
do kfemicitych nanocastic. A nic se nezménilo ani U vzorkl kontrol emulze, kdy 1. a 7. den

vyhodnoceni byl celkovy podet bakterii nulovy a 14. den vzrostl na 5,4 KTJ.g™.

5.2 Vyhodnoceni senzorické analyzy

Cilem senzorické analyzy bylo zjistit, jak oSetieni kifemicitymi nanocCasticemi
s enkapsulovanou oreganovou silici ovliviiuje senzorické vlastnosti kachniho masa. Bylo

dulezité vyhodnotit celkovou pfijatelnost vzorki oSetienych ve srovnani se vzorky kontrolnimi.

Celkova prijemnost vzhledu

Celkova pfijatinost vzorku 28 Celkova prijemnost viiné
50
Celkova intenzita pachuti §8 Celkova intenzita viiné
p. 0}
e ) | e
Intenzita Stiplavé chuti D Intenzita viiné koreni
Intenzita horké chuti Celkova prijemnost chuti
Intenzita chuti kofeni Celkova intenzta chuti

Inzenzita drlibezi chuti

Kontrola voda Kfemicitany + oregano Oreganova emulze

Graf €. 5. Hodnoceni deskriptorii senzorické analyzy vzorkii oSetfenych oreganovou silici

enkapsulovanou do kiemicitych nanocastic.

Pro vzajemné porovnani deskriptori byl pouzit paprskovy graf. Z tohoto grafu je patrné,
ze pro hodnotitele byly vice piijatelné vzorky kontrol, ve srovnani se vzorkem oSetfenym
oreganovou silici enkapsulovanou do kiemicitych nanocastic (graf ¢. 5). Z téchto kontrol
preferovali hodnotitelé vzorek oSetfeny emulzi oreganové silice pifed vzorkem pouze
oplachnutym vodou, nicmén¢ rozdil byl maly a statisticky nevyznamny. Z grafu je také citelné,
ze celkova priijatelnost vzorku byla ovlivnéna celkovou piijemnosti chuti, jelikoZz tam dali
hodnotitelé ptrednost vzorkiim kontrolnim. Celkovéa ptijatelnost vzorku byla dale ovlivnéna
vyskytem pachuti, které se vice objevovaly u vzorkd oSetfenych oreganovou silici
enkapsulovanou do kiemicitych nano¢astic, nez u obou kontrol. Grafy prokézaly, ze ptidavek

silic potlacuje typickou drubezi chut’, kterou pravé oregano piebiji, jeho vysokd koncentrace
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muze ale byt negativni. Vysledky ukazuji, Ze namisto pfijemné chuti kofeni, se castéji
objevovala chut’ Stiplava a hotka. Nékteti hodnotitel¢ zminili také jiné pachuté, jako kofenénou,
nahotklou ¢i oreganovou.

Z grafu je také patrné, ze diky pridavku oreganové silice doslo u vzorka k potlaceni
typické driibezi chuti, ktera byla piebita intenzivni chuti kofeni. Tu ptebijela oreganova silice
enkapsulovana do kifemicitych nanocéstic vice, nez oreganova silice aplikovand na maso
ve form¢ emulze.

Statistick¢ vyhodnoceni vysledkii senzorické analyzy bylo provedeno na hladiné
vyznamnosti o = 0,05. Popis statisticky vyznamnych rozdilii je zndzornén v tabulce ¢. 12.
V piipad¢ celkové ptijatelnosti vzhledu ani vliiné vzorki nebyl prokdzan statisticky vyznamné
rozdily. V pfipadé intenzity viin€ kotfeni byl patrny statisticky vyznamny rozdil mezi ¢istym

kachnim masem a obéma kontrolnimi vzorky.

Tabulka €. 12: Zhodnoceni deskriptort u vzorki osetfenych oreganovou silici a dvou kontrol:

kontrola emulze a kontrola voda [%].

Hodnocené deskriptory Kontrola voda Kiemicitany + Kontrola emulze
oregano
X c X c X c
Celkova prijemnost vzhledu 57,3 +22,32 63,6 +24,3% 65,1 +15,62
Celkova prijemnost viiné 59,6 +17,9° 60,4 +24,2* 514 +20,6°
Celkova intenzita vané 48,7 +21,22 61,4 +22,8% 52,6 +14,54
Intenzita viiné kofeni 24.6 42262 59,3 +27,1> 329  +£194%®
Celkova prijemnost chuti 56,1 +24,1° 46,8 +22,5* 614 +20,8°2
Celkova intenzita chuti 63,3 +25,02 62,5 +24,1* 575 +13,1°2
Intenzita dribezi chuti 61,4 +24,6° 41,1 +21,8% 55,8 +19,9°
Intenzita chuti kofeni 27,9 +28,52 66,8 +277° 40,3 +238%®
Intenzita horké chuti 18,9 +27.42 52,7 +33,1P 225 +20,1
Intenzita Stiplavé chuti 12,3  +236° 395  £27,7° 18,1 162
Celkova intenzita pachuti 18,6 +23,42 40,4 +254% 229 +17,72
Celkova prijatelnost vzorku 62,1 +26,02 38,9 +18,4% 62,9 +17,82

Pozn.: X — aritmeticky primér; 6 — smérodatna odchylka; a, b — stejna pismena v fadku znamenaji

statisticky nevyznamné rozdily mezi hodnotami (p > 0,05).
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6 Diskuze

Cilem této prace bylo zhodnoceni vlivu oreganové silice enkapsulované do kiemicitych
nanocastic na dobu trvanlivosti kachniho masa a vyskyt patogennich mikroorganismi.
Jelikoz maso patii mezi suroviny, které snadno podléhaji mikrobialni zkaze, je nutna jeho
konzervace (Warriss, 2000). Metody konzervace mohou byt riizné. V posledni dobé davaji lidé
stale Castéji prednost ptirodnim konzervaénim technikam pied témi chemickymi (Kerth, 2013).
Mezi takové patii 1 prodlouzeni trvanlivosti masa pomoci silic, které jsou diky svym
antimikrobialnim vlastnostem znamé uz od stfedovéku (Bakkali et al., 2008).

V této diplomové praci byl prokazan ucinek silice enkapsulované do kiemicitych
nanocastic na celkovy pocet mikroorganismii i patogennich bakterii na kachnim mase.
Proucely experimentu byla vybrana silice zoregana. Pravé vybér silice muze mit
na antimikrobialni Gc¢inek velky vliv. Oreganova silice byla zvolena na zdklad¢ predeslych
studii jinych autorl, kterym se podafil antimikrobidlni U¢inek oregana prokazat. Piikladem
muze byt studie provedena autory Penalver et al. (2005), kteti dokazali antimikrobialni aktivitu
oreganov¢ silice proti bakteriim typicky se vyskytujicim na dribezim mase. Mezi tyto testované
bakterie patfila jak Salmonella enteritidis, tak Escherichia coli. Antimikrobialni u¢inek
oreganové silice proti E. coli prokazali také Burt et Reinders, (2003), ti zaroven testovali u¢inek
oreganové a tymianové silice. Vysledkem jejich studie byla jasna ptevaha antimikrobidlniho
tginku silice oreganové, ktera vykazovala rozdil poétu bakterii o 4 log KTJ.g™.

Studie nekterych autorti jsou naopak zamétené pouze na antimikrobialni uc¢inek hlavnich
soucasti silic. Témito slozkami jsou v oreganové silici karvakrol a thymol a pravé jimi
se ve své praci zabyvali Mastromatteo et al., (2009). Zavérem jejich studie bylo, ze karvakrol
a thymol jsou zodpovédné za hlavni antimikrobialni Gi¢inek. S tim vSak ve své praci nesouhlasi
Bajpai et al., (2012), ktefi tvrdi, Ze proti patogennim mikroorganismum je G¢inngjsi pouZiti
silice jako celku, tedy se vSemi jejimi slozkami. Coz ve své praci uvadi uz i autoti Paster et al.,
(1995), jejichz nazorem je, ze za Ucinek silic muze byt zodpovédny synergicky efekt
jednotlivych chemickych slozek.

Zvolit vhodnou koncentraci silice mtze vSak byt obtizné. Nebot’ mnozstvi, které je ucinné
proti patogennim mikroorganismiim, muze byt zaroven nepfiijatelné ze senzorického hlediska.
V diplomové praci byla pouZita koncentrace silice:kfemicitany 1:1 w/w, pii které doslo
k celkové inhibici po¢tli mikroorganismi. Lze se tedy domnivat, Ze pouzitou koncentraci
je mozné snizit a tim i kladné ovlivnit senzorické vlastnosti oSetfeného masa. Nebot’ pravé

senzorické vnimani chuti bylo v nasi praci vnimano oproti kontrolnim vzorklim negativné.
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Chut byla hodnocena jako pfili§ intenzivni a hodnotitelé popisovali nepifijemné pachuté,
jako jsou hotkd, ¢i nahotkla a sviravd chut. Senzorické hodnoceni chuti oreganové silice
na mase bylo podobné i ve studii Chouliara et al., (2007). Autofi pouzili mnozstvi silice 1 %
v/w, které bylo hodnotiteli oznaceno za velmi silnou chut’. K podobnym zavérim dosli ve své
praci i Ntzimani et al., (2011), ktefi ve své praci aplikovali oreganovou silici na kufeci maso
v mnozstvi 0,2 % v/w a hodnotitelé vnimali tuto chut’ negativng, hlavni pachut’ byla oznacena
jako nahotkla.

Vzorek, ktery vétSina hodnotitelti senzorické analyzy oznacila jako nejlepsi, co se tycCe
celkové prijemnosti chuti, byl vzorek oSetfeny jako kontrola emulze silice. Tento vzorek
vykazoval zajimavé vysledky i pfi analyze mikrobiologické. Jak pocet bakterii S. enteritids,
E. coli, tak i celkovy pocet mikroorganismu se 1. a 7. den vyhodnoceni rovnal nule, 14. den
vyhodnoceni v8ak vzrostl. Skandamis et Nychas, (2001) ve své studii zmifuji, Ze oreganova
silice by mohla piedstavovat jeden z faktord, které musi bakterie pfekonat, aby mohly piezit.
Cim vyssi je koncentrace silice, tim t&Z3i je tuto prekazku piekonat. Koncentrace silice viak
po uplynuti urcité doby klesd a miize dochazet k znovu ozZiveni mikroorganismi a jejich
dal$imu mnozZeni.

Tento trend se vSak neprojevil u oreganové silice enkapsulované do kiemicitych
nanocastic. Ty diky své schopnosti uvoliiovat silici do prostfedi postupné, zajistily, Ze vzorky
masa s timto oSetfenim ani po 14 dnech nevykazovaly zadnou mikrobialni aktivitu. Tuto teorii
ve své praci potvrzuji i autofi Donsi et al., (2011), kteti tvrdi, Ze metoda enkapsulace dokaze
zvysit fyzikélni stabilitu u¢innych latek, chréanit je pfed interakcemi se sloZkami potravy.
Rozhodujici vliv na kone¢ny antimikrobialni Gi¢inek enkapsulovanych silic vSak ma typ latek,
které se k enkapsulaci pouziji. Moraes-Lovison et al., (2017) ve své praci pouzili nanoemulzi
oreganové silice k ovéfeni antimikrobialniho ucinku proti bakteriim E. coli a Staphylococcus
aureus V kufecim paté. Koncentrace oreganové silice pouzité proti bakterii E. coli byla
0,6 mg.ml! a jeji antimikrobialni ti¢inek byl podobny Gidinku &isté oreganové silice, jak ve své
praci zminuji napiiklad autoti Burt et Reinders, (2003), ¢i Lambert et al., (2001). Zvysenou
antimikrobialni aktivitu vykazoval ve studii autortt Gaysinsky et al., (2005) napiiklad eugenol
a karvakrol enkapsulovany do povrchové aktivnich micel. Svym antimikrobialnim uc¢inkem
se osvedcila také enkapsulace silic do jilovitych nanocastic, které ve své praci pouzili autofi
Tornuk et al., (2015). Ti pouzili tymianovou silici enkapsulovanou do jilovitych nanocastic jako
soucast tzv. aktivniho baleni, kde byly jilovité nanocéstice aplikovany do folie, kterou bylo
obaleno hovézi maso. V nasi praci pouzité kiemicité nanocastice MCM-41 byly jiz pouzité

Kk inhibici plisné Aspergillus niger. V praci autorti Janatova et al., (2015) bylo do téchto
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materiald  enkapsulovano 7 latek: thymol, karvakrol, tymochinon, eugenol,
trans-cinnamaldehyd, diallyl disulfid a allyl isothiokyanat. A antifungalni aktivita byla
prokazana u 5 z nich: eugenolu, tymochinonu, cinnamaldehydu, tymolu a karvakrolu.

Z vysledku této diplomové prace je patrné, Zze samotné kiemicité nanocastice zadnou
antimikrobidlni aktivitu nevykazuji, mezi kontrolou kifemicitani a kontrolou zaockovani
se nepotrvdily statisticky vyznamné rozdily a za plsobeni proti mikroorganismim je tedy
zodpoveédny jak typ enkapsulované latky, tak 1 typ pouzitych nanocastic.

Antimikrobialni ucinek silice maze ovlivnit také druh pouzitého masa. Na kachnim mase
nebyl zatim testovan zadny druh silice. Ale autofi Skandamis et al., (2002) ji jiz zkouseli
aplikovat na hovézi maso, kde pasobila proti bakterii Salmonella typhimurim. P#i koncentraci
oreganové silice 0,8 % v/w klesl pocet mikroorganismii o 1 — 2 log KTJ.g . Antimikrobidlni
uc¢inek oreganové silice zkouseli také na mletém hovézim mase autofi Emiroglu et al., (2010).
Ti dohromady testovali 5 riznych koncentraci oreganové silice (1, 2, 3,4 a 5 %) a zjistili, ze ¢im
vys$$i koncentrace silice byla na mletém hovézim mase pouzita, tim vyssi antimikrobialni
aktivitu proti E. coli oreganova silice vykazovala. Antimikrobialni u¢inek oreganové silice
na mletém hovézim mase testovali také autoti Skandamis et Nychas, (2001), ktefi zjistili, Ze pii
koncentraci 1 % v/v oreganové silice se celkovy podet mikroorganismi snizi o 3,3 log KTJ.g*
oproti neoSetfenému masu. Ve studii autort Chouliara et al., (2007) byl testovan
antimikrobidlni G¢inek oreganové silice na Cerstvém kufecim mase. Pro Gcely pokusu byla
pouzita 1% v/v oreganova silice. PoCet bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae se z puvodnich
2,8 log KTJ.g ! snizil pod 1 log KTJ.g! na dobu 9 dni. Po uplynuti této doby viak zadal podet
bakterii znovu nar@istat a 25. den pokusu dosahoval poétu 5,8 log KTJ.g?. Antimikrobialni
ucinek oreganové silice byl zkoumdn i na mletém skopovém mase zaockovaném bakterii
S. enteritids, autofi Govaris et al., (2010) pouzili k jeho oSetfeni 0,6% oreganovou silici.
Zaznamenali pokles vyskytu bakterie o 2,4 log KTJ.g? uz druhy den skladovani, stejnych
hodnot dosahovaly 1 po celou dobu trvani pokusu.

V nasi praci byl pocet bakterii S. enteritidis a E. coli zaockovanych na vzorcich kachniho
masa oSetfené¢ho oreganovou silici enkapsulovanou do kifemicitych nanocastic zcela inhibovan
a Vv porovnani s vyse uvedenymi autory byl pokles bakterii nejvyraznéjsi. Pokles poctu bakterii
S. enteritidis piedstavoval po 1. dni skladovani 6,11og KTJ.g %, po 7. dni skladovéni se rovnal
7,7 log KTJ.g'! a stejny zistal i po uplynuti doby 14 dnf. Bakterie E. coli reagovala
na enkapsulovanou oreganovou silici podobné. Po 1. dni skladovani klesl pocet bakterii
05,71logKTJ.g'%, po 7. dni skladovani o 7,1 log KTJ.g! a po 14. dnech skladovani
07,5logKT)g L
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[ Zavér

V této diplomové praci byl zkouméan antimikrobidlni ucinek oreganové silice
enkapsulované do kiemicitych nanocastic jako mozny zpusob konzervace Cerstvého kachniho
masa. Bylo dokazano, ze tento zpiisob konzervace je velice u€inny a enkapsulovana oreganova
silice dokaze zcela inhibovat jak bakterie Salmonella enteritids, tak bakterie Escherichia coli,
které jsou Castymi patogeny dribeziho masa. Hypotéza prace byla tedy potvrzena. Pocty
bakterii na vzorcich masa oSetfenych oreganovou silici enkapsulovanou do kifemicitych
nanocastic byly po celou dobu skladovani, tedy 1., 7. 1 14. den vyhodnoceni, nulové.

KiemicCité nanocCastice by tak mohly piedstavovat material vhodny k enkapsulaci
antimikrobidlnich latek. Tyto mezoporézni materidly pomahaji silice uvoliiovat postupné, ¢imz
prodluzuji dobu jejich antimikrobialniho ucinku.

Do budoucna by vSak bylo vhodné vyzkouset koncentraci oreganové silice niz§i, nez byla
pouzita vtéto praci. Vzhledem k vysoké antimikrobidlni aktivit¢ pouzité koncentrace
oreganov¢ silice je velmi pravdépodobné, Ze i snizend koncentrace by stdle vykazovala
vyraznou antimikrobialni aktivitu. VIivem vysoké koncentrace silice doslo totiz k negativnimu
ovlivnéni organoleptickych vlastnosti vzorki masa. Tato koncentrace byla zodpovédna

za hotkou a Stiplavou chut’, ktera siln€ ptebijela chut’ driibeziho masa.
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9 Seznam zKkratek

AIDS — syndrom ziskaného selhani imunity
CTAB - hexadecyltrimethylamonium bromid
DAMPP — dimethylallyldifosfat

EHEC — enterohemoragicka Escherichia coli
EIEC — enteroinvazivni Escherichia coli
EPEC — enteropatogenni Escherichia coli
ETEC — enterotoxigenni Escherichia coli
HUS — Hemolyticko-uremicky syndrom

IPP — isopentenyldifosfat

KTJ — kolonie tvofici jednotky

M41S — skupina materialii tvofena mezoporéznimi kiemicitany
MCM-41 — Mobil Composition of Matter
MUFA — mononenasycené mastné kyseliny
PUFA — polynenasycené mastné kyseliny
TEOQOS — tetraethylorthosilikat

SFA — nasycené mastné kyseliny

SZU — Statni zdravotni Gstav v Praze
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10 Prilohy

Priloha ¢. 1: Syntéza kifemicitych nanocastic.

AN ' .
PRI = e e |
Obrazek ¢. 5: Pred ptidavkem TEOS. Obrazek €. 6: Po ptidavku TEOS.

Piiloha ¢&. 2: Cisté kiemigité nano¢astice a nano&astice s enkapsulovanou oreganovou silici.

Obrazek ¢. 7: Cisté kiemicité nanocastice. Obrazek €. 8: Kiemicité nanocastice
s enkapsulovanou oreganovou silici.
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Piiloha €. 3: Varianty oSetfeni vzorkii masa pii zalozeni pokusu (opakovani 3).

Priloha €. 4: Varianty oSetieni vzorkii masa po uplynuti doby 14 dni (opakovani 1).
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Piiloha €. 5: Antimikrobidlni aktivita oreganové silice enkapsulované do kiemicitych
nanocastic proti bakterii Salmonella enteritidis (OR + SE) po 14 dnech ve srovnani s kontrolou
zaoCkovani Salmonella enteritidis (KZ + SE) po 14 dnech.

Priloha ¢€. 6: Antimikrobidlni aktivita oreganové silice enkapsulované do kiemicitych
nanocastic proti bakterii Escherichia coli (OR + EC) po 24 hodninéch ve srovnani s kontrolou
zao¢kovani Escherichia coli (KZ + EC) po 24 hodinach.
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Priloha €. 7: Formular senzorické analyzy.

SENZORICKE HODNOCENI KACHNIHO MASA

Ukol: Ochutnejte pfedlozeny vzorek masa. K hodnoceni pouzijte grafické
stupnice. Hodnoceni zaznamenejte carkou na usecce.

CELK. PRIJEMNOST
VZHLEDU: odporna velmi pfijemna

CELK. PRIJEMNOST
VUNE: odpornéa velmi pfijemna

CELK. INTENZITA
VUNE: neznatelna velmi silna

INTENZITA VUNE
KOREN{: neznatelna velmi silna

CELK. PRIJEMNOST
CHUTI: odporna velmi pfijemna

CELK. INTENZITA
CHUTI: neznatelna velmi silna

INTENZITA DRUBEZI
CHUTI: neznatelna velmi silna

INTENZITA CHUTI
KORENT: neznatelna velmi silna

INTENZITA HORKE
CHUTI: neznatelna velmi silna

INTENZITA STIPLAVE
CHUTI: neznatelna velmi silna

CELK. INTENZITA
PACHUTI: neznatelna velmi silna

Uvedte prosim, jaké pachuté jste zaznamenali:.....................cciii.

CELKOVA
PRIJATELNOST zcela nepfijatelny vynikajici
VZORKU:

59



11 Seznam tabulek

Tabulka ¢. 1

Tabulka ¢. 2

Tabulka ¢. 3

Tabulka ¢. 4

Tabulka ¢. 5

Tabulka ¢. 6

Tabulka ¢. 7

Tabulka ¢. 8

Tabulka ¢. 9

Obsah zivin [%] a vitamind [mg.100 g*!] v kachnim mase.

Clenéni déleného jate¢né opracovaného téla dribeze na druhy a skupiny

a jejich charakteristika.

.......................................................................................... 6
Hlageny vyskyt salmonelézy v Ceské republice v letech 2006 — 2015.
.......................................................................................... 9
Hlageny vyskyt biisniho tyfu v Ceské republice v letech 2006 — 2015.
.......................................................................................... 10
Hlaeny vyskyt EHEC v CR v letech 2006 — 2015.
.......................................................................................... 11
Hlaseny vyskyt kampylobakteriézy v CR v letech 2006 — 2015.
.......................................................................................... 11
Hlageny vyskyt listeriozy v CR v letech 2006 — 2015.
.......................................................................................... 12
Faktory ovliviiujici mikrobialni kontaminaci.
.......................................................................................... 13

Jednotlivé slozky oreganové silice Origanum vulgare a strukturni vzorce

majoritné zastoupenych sloucenin.

.......................................................................................... 21
Tabulka €. 10 SloZeni pouZité oreganové silice z Vyzkumné stanice Uhfinéves.

.......................................................................................... 26
Tabulka ¢. 11 Zkratky variant zao¢kovani.

.......................................................................................... 28

Tabulka €. 12 Zhodnoceni deskriptorii u vzorki oSetfenych oreganovou silici a dvou kontrol

(kontrola emulze a kontrola voda [%)]).

60



12 Seznam obrazku

Obrazek ¢. 1 Monotorepeny monocyklické.

61



13 Seznam grafi

Graf ¢. 1. Pocty bakterii Salmonella enteritidis.

............................................................................................ 33
Graf ¢. 2. Pocty bakterii Escherichia coli.
............................................................................................ 34
Graf ¢. 3. Celkovy pocet mikroorganismii u vzorki zaockovanych  bakterii
Salmonella enteritidis.
............................................................................................ 35
Graf ¢. 4. Celkovy poc¢et mikroorganismi u vzorku zao¢kovanych bakterii E. coli.
............................................................................................ 36
Graf ¢. 5. Hodnoceni deskriptort senzorické analyzy vzorkl oSetfenych oreganovou silici
enkapsulovanou do kiemicitych nanocastic.
.......................................................................................... 37

62



